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Abkirzungsverzeichnis

1 Abkurzungsverzeichnis

ADP

Adenosindiphosphat

Anti-human-Fc IgG

gegen den Fc-Teil von humanem IgG gerichtete IgG Antikorper

Anti-human-Fc Fab2

gegen den Fc-Teil von humanem IgG gerichtete Fab2 Antikdrper

AA ,amino acid“, Aminosaure

ASS Acetylsalicylsaure, Aspirin®

AUZ analytische Ultrazentrifugation

CRP ,collagen-related peptide*

COX Cyclooxygenase

DAPT ,Dual anti-platelet therapy®, duale antithrombozytare Therapie

DIC-Mikroskopie

“differential interference contrast microscopy”, differentielle

Interferenzkontrast-Mikroskopie

Fab2 F(ab),-Fragment

Fc “fragment crystallizable”, Fc-Teil eines Antikorpers

Fc*lgG mit anti-human-Fc IgG Antikérpern markiertes Fc-Kontrollprotein
(unvernetzt)

Fc*lgG-XL mit anti-human-Fc 1gG  Antikérpern quervernetztes Fc-
Kontrollprotein

Fc*Fab2 mit  anti-human-Fc  Fab2  Antikdrpern  markiertes  Fc-
Kontrollprotein (unvernetzt)

Fc*Fab2-XL mit anti-human-Fc Fab2 Antikérpern quervernetztes Fc-
Kontrollprotein

FcRy Fc-Rezeptor gamma Kette

GP Glykoprotein

GPO Glycin-Prolin-Hydroxyprolin

GPVI Glykoprotein VI

GPVI-Fc rekombinantes dimeres Glykoprotein VI-Fc Fusionsprotein

GPVI-Fc*lgG mit anti-human-Fc 1gG Antikdrpern markiertes GPVI-Fc

(unvernetzt)

GPVI-Fc*IgG-XL

mit anti-human-Fc 1gG Antikdrpern quervernetztes GPVI-Fc
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GPVI-Fc*Fab2

mit anti-human-Fc Fab2 Antikérpern markiertes GPVI-Fc

(unvernetzt)

GPVI-Fc*Fab2-XL

mit anti-human-Fc Fab2 Antikdrpern quervernetztes GPVI-Fc

GPVI-Fc*Fab mit anti-human-Fc Fab Antikbrpern gesattigtes GPVI-Fc
(unvernetzt)

GPIb Glykoprotein Ib

HSA Humanes Serumalbumin

lgG Immunglobulin G

ITAM Limmunoreceptor tyrosine-based activation motif*,
Immunrezeptor-Tyrosin-basiertes aktivierendes Motiv

LDL “low density lipoprotein”, Lipoprotein niedriger Dichte

MEA “‘multiple electrode aggregometry“, Impedanzaggregometrie

min Minuten

MW Mittelwert

NA numerische Apertur

PBS .phosphate buffered saline®, Phosphat-gepufferte Salzlésung

PCI .percutaneous coronary intervention”, Perkutane koronare
Intervention

RT Raumtemperatur

SD ,standard deviation®, Standardabweichung

S bzw. sek Sekunden

SIM ,structured  illumination ~ microscopy”, = Mikroskopie = mit

strukturierter Beleuchtung

STED-Mikroskopie

,Stimulated emission depletion “-Mikroskopie

TPLSM “two-photon laser scanning microscopy”, Zwei-Photonen-Laser-
Scanning-Mikroskopie

TRAP Thrombin-Rezeptor aktivierendes Peptid

TXA, Thromboxan A,

VWF von Willebrand Faktor
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2 Einleitung

2.1 Thrombozytenfunktion

Thrombozyten sind die kleinsten (2-4 um) Zellen im Blutkreislauf, deren Hauptfunktion darin
besteht, die vaskulare Integritéat aufrecht zu erhalten und nach GefaRwanddefekten den
Blutaustritt in umliegendes Gewebe zu verhindern. Im gesunden Gefal3system zirkulieren
Thrombozyten in inaktivem Zustand, ohne miteinander, mit anderen Zellen oder mit dem
intakten GefalRendothel zu interagieren. Kommt es jedoch zu einer Arterienverletzung, bei
der die schitzende Endothelschicht durchbrochen wird, werden die Thrombozyten durch
Komponenten der extrazellularen Matrix aktiviert und es bildet sich ein Thrombus, der den
GefalRwanddefekt verschlie3t (Arterielle Thrombose). Dagegen kommt es nach Ruptur oder
Erosion atherosklerotisch veranderter Arterien zu einer intraluminalen Thrombusbildung, was
als Atherothrombose bezeichnet wird und fatale Folgen wie Myokardinfarkt oder

ischamischen Schlaganfall haben kann.*

2.2 Arterielle Thrombose

Nach der Verletzung einer gesunden Arterie ist die Ausbildung eines thrombozyten- und
fibrinreichen Thrombus fir den Verschluss des GefalRwanddefektes essentiell, um massiven
Blutverlust zu verhindern. Die Thrombusbildung setzt sich zusammen aus der
Thrombozytenadhésion an die geschadigte GefdaBwand, der anschlieRenden
Thrombozytenaggregation und der Fibrinbildung, die den Thrombozytenpfropfen stabilisiert?.
Der erste Schritt der Thrombozytenverlangsamung und Adhé&sion an die extrazellulare Matrix
der verletzten Arterie ist abhangig von der Wechselwirkung des von Willebrand Faktors
(VWF) mit dem thrombozytaren Glykoprotein (GP) Ib-V-IX-Komplex. Dieser Vorgang spielt
insbesondere bei hohen Scherbedingungen, wie sie in Arteriolen oder stenosierten Arterien
vorkommen, eine wichtige Rolle®**. Plasma VWF erfahrt eine scherinduzierte
Konformationsanderung, die ihm die Bindung an subendotheliales Kollagen erméglicht®. Die
Wechselwirkung von thrombozytarem GPIb und kollagengebundenem vWF ist durch eine
schnelle “on- und off- Rate” charakterisiert, wodurch es nur zu einer transienten, aber keiner
festen Thrombozytenbindung kommt. Diese transiente Interaktion ermdglicht eine stabile
Adhéasion der Thrombozyten an Kollagen durch die zwei thrombozytaren Kollagenrezpetoren
Glykoprotein VI (GPVI) und Integrin a,B,**. Wahrend das Integrin a,B; vor allem die
Thrombozytenadhésion an Kollagen vermittelt, ist GPVI als signalweiterleitender Rezeptor
von entscheidender Bedeutung fiir die Thrombozytenaktivierung durch Kollagen*®. Die
Stimulation von thrombozytdrem GPVI fuhrt zur Aktivierung von Integrinen, zur Freisetzung

der positiven “feedback”-Mediatoren Adenosindiphosphat (ADP) und Thromboxan A, (TxA,),
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zum Gestaltwandel (“shape change”) der Thrombozyten und zur Transformation der
Zelloberflache in einen pro-koagulatorischen Zustand’. Durch “inside-out-signalling” erfahren
die Integrine a;,B3 und a,B; eine Konformationsanderung von einem niedrig affinen Zustand
zu einem Zustand hoher Affinitat, was eine Ligandenbindung ermdglicht. Das Integrin a,33
ist verantwortlich fur die Thrombozytenaggregation, indem es Fibrinogen, das als
Briickenmolekiill zwischen den einzelnen Thrombozyten dient, bindet’. Als positive
“feedback’-Mediatoren verstarken freigesetztes ADP und TxA, die Thrombozytenaktivierung
durch Kollagen und aktivieren zirkulierende Thrombozyten, wodurch diese in den
wachsenden Thrombus rekrutiert werden. ADP wird aus den dichten Granula der
Thrombozyten freigesetzt und stimuliert die Thrombozytenaggregation Uber die
thrombozytaren G-Protein-gekoppelten Rezeptoren P2Y; und P2Y;,. TxA, wird aus
Arachidonsaure durch Umwandlung durch die Cyclooxygenase-1 und Thromboxan-Synthase
gebildet und aktiviert die Prostaglandin-Rezeptoren TP, und TPg auf der
Thrombozytenoberflache. Die Stimulation dieser G-Protein-gekoppelten Rezeptoren fihrt zu
einer intrazellularen Signalweiterleitung und einer Verstarkung der Thrombozytenaggregation
und Sekretion®*°. Der Ablauf der Thrombozytenadhé&sion und -aggregation ist in Abbildung 1
schematisch dargestellt.

Neben der Kollagen-stimulierten Thrombozytenaktivierung und -aggregation, induziert
Tissue Faktor, der an Stellen der vaskularen Verletzung exponiert wird, die Bildung von
Thrombin, das die Protease-aktivierten Rezeptoren 1 und 4 auf der Thrombozytenoberflache
stimuliert und somit die Thrombozytenaktivierung verstarkt. Zudem transformiert Thrombin
Fibrinogen in Fibrin, das durch Netzbildung die gebildeten Aggregate stabilisiert und sie am
Ort der GefaRverletzung verankert?.



Einleitung

Signalubertragung

Thrombozyten-
rekrutierung und
-aggregation

Fibrinogen ,@ ADP | TXA,

(8 .
o35

N 7
P N \\ PO
.-~ Signalubertragung y

-

GPlb-V-IX GPVI Monomer
Thrombozyten-
adhésion und
-aktivierung

Kollagen

Abbildung 1: Mechanismus der

Thrombozytenadhasion und -aggregation
Arterienverletzung

an Kollagen nach
1. Thrombozyten werden durch die transiente Bindung von GPIb an immobilisiertem vWF auf Kollagen
abgebremst. 2. Stabile Adhé&sion der Thrombozyten durch Bindung von Integrin azf: und GPVI an Kollagen.
Wahrend der Thrombozytenaktivierung werden GPVI-Dimere aus Monomeren gebildet. 3. GPVI-abhéngige
Signaltbertragung fuhrt zur Thrombozytenaktivierung. Dadurch kommt es zum ,inside-out-signalling“ der
thrombozytaren Integrin-Rezeptoren (aypfB3 und azB1), deren Transformation in einen hoch affinen Zustand fir ihre
Liganden und zur Freisetzung von sekundaren Agonisten (vor allem ADP und TxAy). 4. Thrombozytenaggregation
vermittelt durch die Bindung von Integrin a3 an Fibrinogen. ADP und TxA; verstarken die anfangliche
Thrombozytenaktivierung durch Kollagen durch Stimulation der P2Y1>- und TP-Rezeptoren, wodurch ruhende
Thrombozyten aktiviert und in einen wachsenden Thrombus rekrutiert werden. GPO = Glycin-Prolin-
Hydroxyprolin; GPVI = Glykoprotein VI; ADP = Adenosindiphosphat; TxA, = Thromboxan A;
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2.3 Atherothrombose nach Ruptur oder Erosion atherosklerotischer
Plaques

2.3.1 Entstehung atherosklerotischer Plaques

Atherosklerotische Plaques werden in der Intima gebildet. Diese ist in gesunden Arterien
eine dunne, hauptséachlich aus extrazellularer Matrix bestehende, innere GefalRwandschicht.
In atherosklerotisch veranderten GefalRen ist die Intima jedoch aufgrund Uber jahre- bzw.
jahrzehntelanger kontinuierlicher entzindlicher, thrombotischer und fibrotischer Prozesse
drastisch verdickt. Endotheliale Dysfunktion und subendotheliale Anh&ufung von ,low density
lipoprotein® (LDL) an arteriellen Pradilektionsstellen fuhren zur Einwanderung von
zirkulierenden Monozyten, Neutrophilen und Lymphozyten in die Intima. Auch glatte
Muskelzellen bewegen sich von der Media in die Intima und verwandeln dabei ihren
kontraktilen in einen Kollagen-synthetisierenden Phénotyp. Kollagenfasern zeigen wahrend
der Plaqueentwicklung einen verstarkten Umsatz, da sowohl die Kollagensynthese als auch
der Kollagenabbau erhoht ist. In fortgeschrittenen Plaques sind Lipide, Schaumzellen,
nekrotische Zelltrimmer und extrazellulare Matrix angereichert.'**? Atherosklerotische
Lasionen entwickeln sich vor allem an arteriellen Verzweigungspunkten, duReren Bereichen
von GefalBverzweigungen und an inneren Bereichen von Gefalkrimmungen. An diesen
Pradilektionsstellen der arteriellen GefaRe ist das Endothel niedrigen Scherraten und

gestdrten Stromungsverhaltnissen ausgesetzt, was zu seiner Dysfunktion fihrt'.

2.3.2 Plague-Ruptur und -Erosion

In frihen Stadien der Atherosklerose sind die L&sionen im Wesentlichen stabil und
asymptomatisch. Nach Lasionsprogression jedoch konnen stabile koronare Plagues
aufgrund konstriktiven fibrotischen Wachstums obstruktiv werden und stabile Angina Pectoris
hervorrufen. Instabile Plaques kénnen rupturieren, was zu akutem Koronarsyndrom oder

Myokardinfarkt fiihren kann™3.

Sowohl eine Plaque-Ruptur als auch die Erosion der Endothelschicht Uber dem Plaque
fuhren durch die Freisetzung zahlreicher prothrombogener Substanzen zu einer
Atherothrombose, wobei das Ausmal3 und der Schweregrad der Folgen unterschiedlich sein
koénnen. Nicht alle Plaque-Rupturen und -Erosionen verursachen ein akutes Koronarsyndrom
oder einen Schlaganfall, viele dieser Ereignisse sind asymptomatisch, fuhren jedoch zu einer

Progression der atherosklerotischen Lasionen und zur GefaRverengung™.

Post mortem Studien an Patienten, die nach kardiovaskularen Ereignissen verstorbenen

sind, zeigten, dass rupturierte Plaques sich von erodierten Plaques morphologisch

unterschieden**?,
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Rupturgefahrdete vulnerable Plagues haben einen grol3en, lipidreichen nekrotischen Kern,
der von einer diunnen fibrésen Kappe bedeckt ist (<65 ym, Lasionen werden auch als "thin-
cap fibroatheroma“ bezeichnet). Die fibrose Kappe ist in der Regel mit Makrophagen infiltriert
und es fehlt an glatten Muskelzellen'*****. Dies fiihrt zu einer Verringerung der Kollagen-
Synthese (hauptsachlich Kollagen Typ | und Ill) durch glatte Muskelzellen und einem
vermehrten Kollagenabbau durch Matrix-Metalloproteinasen, die von Makrophagen und
Schaumzellen stammen, und darausfolgend zu einer Verdiinnung der fibrésen Kappe™*>*¢.
Neovaskularisation und Blutungen innerhalb des Plaques erh6hen zudem die Vulnerabilitat

der Lasion!*31,

Wenn die fibrése Kappe eines ,thin-cap fibroatheroma® reil3t (Plaque-Ruptur), wird der
thrombogene lipidreiche Plaquekern sowie die subendotheliale Matrix dem flieRenden Blut
exponiert, was die Thrombusbildung auslést™***. Es gibt zwei Pradilektionsstellen fiir eine
Ruptur innerhalb exzentrischer Plaques: Die entziindete Plaqueschulter, an welcher der
endotheliale Scherstress niedrig ist und in der Makrophagen akkumulieren, und die Stelle, an
der die Stenose am starksten ausgepragt ist und wo der endotheliale Scherstress am
hochsten ist. Bei Ruptur der letzteren wurde ein Zusammenhang mit korperlicher

Anstrengung nachgewiesen"*%,

Als Plaque-Erosion wird das Fehlen des Endothels tber dem Plaque bezeichnet, wobei
ein nach Erosion gebildeter Thrombus in direktem Kontakt mit der Intima steht™***,
Plagues, die erodieren, unterscheiden sich morphologisch von solchen, die rupturieren.
Dabei ist es schwierig, erosionsgefahrdete Plaques von stabilen Lasionen zu unterscheiden,
da die Intima dieser Plagues meistens reich an glatten Muskelzellen und Proteoglykanen und

13,14,19

arm an Lipiden ist . Dariiber hinaus neigen erodierte Plaques dazu, exzentrisch im

1419 Es wurde

Gefal? zu liegen und weniger entziindet zu sein als rupturierte Plaques
gezeigt, dass Hyaluronan und das Proteoglykan Versican an der Plague/Thrombus-
Beriihrungsstelle bei erodierten Plaques akkumuliert vorkommen'. Diese Hyaluronan-
Versican-Matrix kénnte die Thrombusbildung nach Plaque-Erosion férdern'®, wobei die
Dermatansulfat-Seitenkette des Versicans die Thrombozytenadhdsion zu stimulieren
scheint®®. Zusatzlich wirkt Versican synergistisch mit Kollagen bei der Stimulierung der

Thrombozytenaggregation'®%.

In einer Metaanalyse waren Plague-Rupturen die Hauptursache fur koronare
Thrombosen mit mehr als 70% aller untersuchten Falle. Zudem scheint es
geschlechtsspezifische Unterschiede zu geben, da Plaque-Rupturen bei Mannern haufiger
auftraten als bei Frauen (76% vs. 55%)". Patienten, bei denen Plaque-Erosionen auftreten,
sind haufig junger als solche mit Plaque-Rupturen. So wurden bei Frauen unter 50 Jahren

mehr als 80% der Thromben durch Plaque-Erosion verursacht®’. Die Embolisations-Rate ist
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im Falle einer Erosion hoher als nach Plaque-Ruptur (74% vs. 40%%). Dariiber hinaus wird
Plaque-Erosion mit dem Auftreten von koronaren Vasospasmen assoziiert?* und auch mit

Rauchen, vor allem bei pramenopausalen Frauen, aber nicht bei Mannern®2.

2.3.3 Atherothrombose

Plague-Ruptur und -Erosion fihren zur Bildung eines Iluminalen Thrombus
(Atherothrombose). Nach der Ruptur eines atherosklerotischen Plagues werden

1222 ynd

Plaguebestandteile dem Blutstrom ausgesetzt, wobei fibrillares Kollagen Typ | und Il
Plaque Tissue Faktor die thrombogensten Plaguekomponenten darstellen®. Desweiteren
enthalten Plaques verschiedene andere Thrombozyten-adhdsive oder Thrombozyten-
aktivierende Proteine und Lipide wie VvWF, Laminin, Fibronektin, Vitronektin,
Thrombospondin, Fibrinogen, Fibrin, Lysophosphatidsaure und oxidiertes LDL®%', die mit
dem Blut in Kontakt kommen und die Thrombozytenadhasion und -aktivierung stimulieren
konnen. Der Beitrag der einzelnen Plagquekomponenten zur thrombotischen Reaktion nach

1,22

Plague-Ruptur wird jedoch kontrovers diskutiert™=“. Kollagen und Tissue Faktor sind in

atherosklerotischen Lasionen angereichert?*#

, wobei sich die Struktur der Kollagene vom
Typ | und Typ Il innerhalb der Lasion durch Metalloproteinase-abhéngige Degradierung
verandert, was moglicherweise fur die erhdhte Fahigkeit des Plaques, die Thrombusbildung
zu stimulieren (Plaquethrombogenitat), mitverantwortlich ist?*?*. Vor kurzem wurde gezeigt,
dass die Matrix-Metalloproteinase-2, ein Kollagen abbauendes Enzym, die
Thrombozytenablagerung auf Kollagen unter Stromungsbedingungen erhdht und dass die in
humanen Karotis-Plaques vorhandene Matrix-Metalloproteinase-2 die
Thrombozytenaktivierung férdert”*°. Daher ist es nicht Uiberraschend, dass, verglichen mit
normalen, nicht atherosklerotisch verédnderten Arterien, die Thrombozytenablagerung auf
humanen atherosklerotischen Koronararterien drastisch erhoht ist??, und dass in Mausen die
thrombotische Reaktion auf eine Verletzung atherosklerotischer Karotiden viel héher ist als

auf eine Verletzung gesunder Karotiden®.

Es wurde gezeigt, dass die Thrombusbildung, induziert durch humane atherosklerotische
Plagues, hauptsachlich in zwei aufeinanderfolgenden Schritten verlauft: Der ersten, sehr
schnellen Phase der GPVI-vermittelten Thrombozytenadhasion und -aggregation an Plaque-
Kollagen folgt eine zweite, langsamere Phase, in welcher der Plaque Tissue Faktor die
Blutgerinnung mit Thrombin- und Fibrinbildung induziert®*. Da friihere Studien gezeigt haben,
dass die erste schnelle Phase der Plaque-induzierten Thrombusbildung durch GPVI-
Blockade gehemmt werden konnte, jedoch nicht durch Hemmung des Tissue Faktors im
Plaque?®*, liegt der Schwerpunkt dieser Arbeit auf dem ersten Schritt der GPVI-vermittelten,

Plaque-Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation und deren Hemmung.
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Im Gegensatz zu Studien mit isolierten Kollagenfasern unter Stromungsbedingungen, bei
denen nachgewiesen wurde, dass das Integrin a,f3; die Thrombozytenadhésion an Kollagen
vermittelt und synergistisch mit GPVI die Thrombozytenaggregatbildung auf Kollagenfasern

32-34

bewirkt> ", war das Integrin a,; nicht an der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation

beteiligt. Die Aggregation an Plaque war ausschlieRlich von GPVI abhangig?*>°.

Wahrend also arterielle Thrombosen in nicht-atherosklerotischen GeféalRen wahrscheinlich
von beiden thrombozytaren Kollagen-Rezeptoren, GPVI und Integrin a,p;, abhéngen, ist bei
der Atherothrombose nach Plagueverletzung GPVI der alleinige, die Thrombozten-
aggregation ausldésende Kollagen-Rezeptor®.

2.4 Derzeit verwendete antithrombozytare Substanzen

Atherothrombose kann zu einer Okklusion von Blutgefallen entweder am Ort der
Gefalverletzung oder nach Embolisierung durch den gebildeten Thrombus stromabwaérts im
Blutkreislauf flhren. Somit kann eine Atherothrombose einen Myokardinfarkt oder einen
ischamischen Schlaganfall hervorrufen®*°. Fiir die Sekundérpravention von Thrombosen bei
kardio- und zerebrovaskuldaren Erkrankungen sind deshalb thrombozytenhemmende
Arzneimittel unverzichtbar. Einige der derzeit verwendeten Thrombozytenaggregations-
hemmstoffe und deren Wirkmechanismen sind im Folgenden kurz aufgefuhrt:

Acetylsalicylsaure (ASS, Aspirin®) ist die am langsten verwendete antithrombozytére
Substanz und ein irreversibler Hemmstoff der Cyclooxygenase (COX), der durch die
Acetylierung der COX die Prostaglandinbildung blockiert. Niedrig dosierte ASS hemmt
selektiv die COX-1 und TxA,-Bildung in Thrombozyten fir deren gesamte Lebensdauer, da
Thrombozyten als kernlose Zellen nicht in der Lage sind, neue COX zu synthetisieren®**’.
Durch die Hemmung der TxA,-Produktion wird die Verstarkung der Thrombozytenaktivierung
reduziert. Niedrig dosierte ASS wird als Standardtherapie zur Sekundarpravention von
Atherothrombose nach Myokardinfarkt angewendet®®.

Uberraschenderweise wurde gezeigt, dass ASS die Plaque-induzierte Thrombozyten-
aggregation unter arteriellen Strémungsbedingungen bei einer Scherrate von 1500/s nicht
beeinflusste, was im Gegensatz zu Ergebnissen in geriihrtem Blut stand, bei denen ASS die

Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation inhibierte®*.

Neben ASS sind P2Y.,-Rezeptor-Antagonisten die weitverbreitetsten Thrombozyten-
aggregationshemmer.  P2Y,,-Rezeptor-Antagonisten  reduzieren die  Thrombozyten-
aggregation durch die Blockade des thrombozytaren ADP-Rezeptors P2Y;,, wodurch die
Verstarkung der Thrombozytenaktivierung beeintrachtigt wird. Die in dieser Dissertation

verwendeten Substanzen Ticagrelor und Cangrelor sind direkte und reversible P2Y,-
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36,37,40

Rezeptor Hemmstoffe , wohingegen Clopidogrel, Ticlopidine, und Prasugrel zuerst in

der Leber in ihre aktiven Metaboliten umgewandelt werden missen, bevor sie den P2Y,-

Rezeptor irreversibel blockieren®®3"4°,

Fir die Sekundarpravention von kardiovaskularen Erkrankungen bei Patienten mit
vorangegangenem Myokardinfarkt etablierte sich eine duale antithrombozytare Therapie
(“dual anti-platelet therapy“, DAPT) mit ASS und einem P2Y,-Antagonisten, obwohl mit
dieser Therapie das Blutungsrisiko erhoht ist*. Eine Studie, bei der Hochrisikopatienten mit
friherem Herzinfarkt fir Gber ein Jahr mit einer DAPT mit ASS und Ticagrelor behandelt
wurden, zeigte, dass das Risiko fur schwerwiegende unerwinschte kardiovaskulare
Ereignisse im Vergleich zur alleinigen ASS-Gabe signifikant verringert wurde*?. Die Zahlen
fur den priméren Endpunkt (zusammengefasst aus kardiovaskuldarem Tod, Myokardinfarkt
oder Schlaganfall) in der Gruppe, in der ASS alleine verabreicht wurde, waren: 9,04% = 578
Patienten (von 7067 Patienten) im Vergleich zu der ASS + Ticagrelor-Gruppe: 7,77% = 487
Patienten (von 7045 Patienten, p = 0,004); fur einen ischamischen Schlaganfall 1,65% = 103
Patienten im Vergleich zu 1,28% = 78 Patienten (p = 0,06); fur Myokardinfarkt 5,25% = 338
Patienten im Vergleich zu 4,53% = 285 Patienten (p = 0,03). Der zwar vorhandene, jedoch
geringe Nutzen dieser DAPT ging mit einem erhdhten Blutungsrisiko einher. Schwere
Blutungen traten mit der Kombination von Ticagrelor und ASS haufiger auf als mit ASS
alleine: ASS + Ticagrelor-Gruppe: 2,30% = 115 Patienten (von 6958 Patienten, p < 0,001) im
Vergleich zu 1,06% = 54 Patienten (von 6996 Patienten)*.

Andere therapeutisch eingesetzte Arzneimittel zur Behandlung und Pravention akuter
kardialer Ereignisse sind die Fibrinogen-Rezeptor-Antagonisten Abciximab, Eptifibatid und
Tirofiban, die intravends appliziert werden und die Thrombozytenaggregation durch die
Blockierung des thrombozytaren Integrin ay,B; und somit dessen Bindung an Fibrinogen
hemmen®**?*. Eine Studie zur Evaluierung der Effektivitit und Sicherheit einer Behandlung
von Schlaganfallpatienten mit Abciximab wurde wegen des ungiinstigen Nutzen-Risiko-
Profils von Abciximab friihzeitig beendet, weil die Behandlung von akutem ischamischem
Schlaganfall mit Abciximab keinen Benefit im Vergleich zur Placebo-Gruppe brachte und das

Risiko fiir symptomatische und fatale intrakraniale Blutungen erhéht war®,

Auch Phosphodiesterase-Inhibitoren wie Dipyridamol und Cilostazol, die zu einer
Hemmung der Thrombozytenaktivierung durch eine Erhéhung von zyklischem
Adenosinmonophosphat fuhren, sind zugelassene Arzneimittel zur sekundéaren Pravention
von transienten ischamischen Attacken und Schlaganfall und zur Behandlung der Claudicatio
intermittens. Seit kurzem stehen auch Antagonisten des hauptsachlich thrombozytaren

Thrombin-Rezeptors (Protease-aktivierter Rezeptor-1) zur Verfiigung (Vorapaxar)*®.
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Obwohl mit den derzeit zugelassenen Thrombozytenaggregationshemmstoffen die
Behandlung von cardio- und zerebrovaskularen Erkrankungen verbessert wurde, ist das
Auftreten von Atherothrombosen immer noch ein Problem, zumal eine Verbesserung der
antithrombotischen Wirksamkeit mit einer Erhéhung des Blutungsrisikos einhergeht®*“®.
Aufgrund dessen ist die Entwicklung neuer antithrombotischer Substanzen, die
optimalerweise nur die pathologische Thrombusbildung effizient inhibieren, ohne die
Hamostase zu beeinflussen, von essentieller Bedeutung. Ein vielversprechender

therapeutischer Ansatz wird in dieser Dissertation untersucht.

2.5 GPVI - Der wesentliche Kollagen-Rezeptor in der Atherothrombose

2.5.1 GPVI-Struktur und GPVI-Expression
GPVI (60-65kDa) ist ein Typ | Transmembranglykoprotein und ein Mitglied der

Immunglobulin-Superfamilie**”“°. Fir GPVI sind drei humane Isoformen bekannt: “platelet
GPVI isoform 1 precursor” mit 620 AA: NP_001077368.2; “platelet GPVI isoform 2 precursor”
mit 339 AA: NP_057447.5 2 UniProtKB - QIHCNSG; “platelet GPVI isoform 3 precursor’ mit
321 AA: NP_001242946.2. Das thrombozytare GPVI-Protein entspricht dem ,platelet GPVI
isoform 2 precursor, bestehend aus 339 Aminosauren (UniProtKB - Q9HCNG), und ist
folgendermalRen aufgebaut: Zwei extrazellularen Immunglobulin-ahnlichen Domanen (D1
und D2), welche die Kollagen-Bindungsstellen (183 AA) und eine einzelne N-
Glykosylierungsstelle an der AA 92* enthalten, folgt ein Threonin- und Serin-reicher (AA
240-250"), Mucin-ghnlicher Stiel, 19 AA bilden die Transmembran-Doméane und 51 AA den
zytoplasmatischen Teil des Rezeptors****'. Der transmembrane Teil von GPVI ist nicht-
kovalent mit der Fc-Rezeptor-y-Kette (FcRy) verbunden, die als signaliibertragende
Untereinheit von GPVI dient®****. Das FcRy-Homodimer besteht aus zwei kovalent
gebundenen Fc-y-Ketten, die je ein fir die Signalibertragung entscheidendes ITAM
(,immunoreceptor tyrosin-based activation motif,) enthalten®*°. Eine schematische Abbildung
der Struktur des GPVI-Dimers ist in Abbildung 2 dargestellt.

11
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der GPVI-Struktur (Dimer) und der GPVI-vermittelten
Signaltransduktion

FcRy-Kette = Fc-Rezeptor-y-Kette; Ig = Immunglobulin; ITAM = Immunrezeptor-Tyrosin-basiertes aktivierendes
Motiv bestehend aus zwei YxxL/I Sequenzen (Y = Tyrosin, L = Leucin, | = Isoleucin, x = beliebige AA), die durch
6-8 AA voneinander getrennt sind; PPP = Prolin-reiche Region; Lyn/Fyn = Src-Familie Tyrosinkinasen Lyn und
Fyn; Syk = Tyrosinkinase Syk mit ihren Src-homology 2 Domé&nen; PLCy2 = Phospholipase Cy2;
TxAz = Thromboxan A,.

Dimeres GPVI erkennt hauptsachlich aneinander gereihte Glycin-Prolin-Hydroxyprolin (GPO)

Motive, aber auch andere Peptidsequenzen in den Kollagenfasern®**'.

AuBer an Kollagen bindet thrombozytares GPVI auch an Laminin, Fibronektin,
Vitronektin, Adiponektin und Fibrin, wobei die physiologische Bedeutung der Bindung von
GPVI an diese Liganden fiir die Thrombusbildung sparlich dokumentiert ist®®®2. Nicht-
physiologische Liganden von GPVI sind das Schlangentoxin Convulxin und “collagen-related
peptide” (CRP), ein quervernetztes, tripelhelikales Peptid, das aus GPO-Wiederholungen

besteht und die Kollagen-Tripelhelix nachahmt®*®,

GPVI wird nur auf Thrombozyten und deren Vorlauferzellen, den Megakaryozyten,
exprimiert’, wobei die Expression von der Assoziation mit der FcRy-Kette abhangig ist>**®.
Auf Thrombozyten gesunder Menschen befinden sich zwischen 6,000 und 10,000% GPVI-
Rezeptoren pro Zelle, wobei GPVI sowohl als Monomer, als auch in dimerer Form vorliegen

66-68

kann (siehe Schema in Abbildung 1). Auf ruhenden Thrombozyten Uberwiegt die

monomere Form®, aber wahrend der durch VWF, CRP oder Thrombin induzierten

12
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Thrombozytenaktivierung nimmt die Bildung der dimeren Form zu, wobei GPVI-Dimere aus

Monomeren rekrutiert werden®®®°,

AuBerdem clustern GPVI-Dimere in speziellen
hydrophoben Membranbereichen, den so genannten “lipid rafts”, was zu einer hohen lokalen
GPVI-Dimeren-Dichte auf der Thrombozytenoberflache fiihrt®. Von zentraler Bedeutung ist,

dass nur dimeres, jedoch nicht monomeres GPVI mit hoher Affinitat an Kollagen bindet® .

Die GPVI-Expression auf der Thrombozytenoberflache kann verringert werden, was als
negativer Rickkopplungsmechanismus der GPVI-vermittelten Thrombozytenaktivierung
dienen konnte. Eine GPVI-Verminderung kann entweder durch Metalloproteinase-
abhangiges Abspalten der Ektodomane (,shedding“) von GPVI oder durch GPVI-
Internalisierung erfolgen’. GPVI-shedding kann durch Ligandenbindung, aber auch durch
den Faktor Xa oder durch hohe Scherkrafte induziert werden. Dies fihrt zur Freisetzung
eines loslichen, ~55kDa schweren GPVI-Fragments, wobei ein ~ 10 kDa schweres
Fragment in der Membran zuriickbleibt®*"*"3. GPVI-Antikérper sind auch in der Lage eine
GPVI-Depletion von der Thrombozytenoberflache zu induzieren, was beispielsweise flr den
monoklonalen Antikérper JAQ-1, der gegen murines GPVI gerichtet ist, berichtet wurde™,
und was auch bei einigen Patienten mit GPVI-Autoantikérpern beobachtet wurde®.
Allerdings zeigten nicht alle getesteten GPVI-Antikérper diese Effekte™. Obwohl auch die
alleinige  Antikérperbindung an thrombozytares GPVI ohne nachfolgende
Thrombozytenaktivierung fiur eine GPVI-Abnahme auf der Thrombozyten-Oberflache
ausreichen konnte’®, ergaben andere Studien, dass eine GPVI-induzierte
Signaltransduktion sowohl fir die Abspaltung der GPVI-Ektodoméane als auch fir eine GPVI-
Internalisierung notwendig ist’". Es wurde gezeigt, dass GPVI-shedding von der Aktivierung
bestimmter Enzyme, ndmlich den ADAM-Metalloproteinasen, abhéngig ist. Dabei waren in
vitro vor allem ADAM 10 und 17 von Bedeutung, wobei in vivo eine dritte, noch undefinierte

Proteinase involviert zu sein scheint’’.

Interessanterweise zeigten Patienten mit akutem Koronarsyndrom, transitorischen
ischamischen Attacken und Schlaganféallen eine erhdhte Oberflachenexpression von GPVI

auf Thrombozyten, die mit einem schlechteren klinischen Ergebnis assoziiert war’®®, |

n
einer weiteren Studie war losliches GPVI im Plasma bei akutem Schlaganfall erhoht
(21,5 £ 9,1 ng/ml I6sliches GPVI in Schlaganfallpatienten vs. 19,7 £8,1 ng/ml in der
Kontrollgruppe; p = 0,0168)%. Im Gegensatz dazu waren in einer anderen Studie die
Plasmakonzentrationen von ldslichem GPVI bei Schlaganfallpatienten im Vergleich zu
Patienten ohne ischdmische Vorkommnisse geringer (5,9 + 2,3 ug/l l6sliches GPVI vs.
8+4pg/l, p=0,013)*2. Diese Diskrepanz konnte an Unterschieden in den

Nachweismethoden von léslichem GPVI liegen®®,
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2.5.2 GPVI-Signaltransduktion

Nach Ligandenbindung und Vernetzung von GPVI/FcRy durch multivalente Liganden,
clustert GPVI in “lipid rafts”® und die Tyrosinkinasen der Src-Familie Lyn und Fyn, die mit
ihren Src Homologie 3 (SH3)-Domanen an die Prolin-reiche Region des zytoplasmatischen
Teils von GPVI gebunden sind, induzieren die Phosphorylierung von zwei Tyrosinen
innerhalb des ITAM der FcRy-Kette®. Die Tyrosinkinase Syk bindet anschlieRend mit ihren
Tandem SH2-Doméanen an das phosphorylierte ITAM der FcRy-Kette, wobei Syk durch Lyn
tyrosinphosphoryliert und zusatzlich autophosphoryliert wird, was zu deren Aktivierung fuhrt.
Syk leitet Signale in komplexer Weise zu nachgeschalteten Signalenzymen und
Adapterproteinen wie LAT (“linker of activated T cells”), SLP76 (“lymphocyte cytosolic protein
2”), Btk (Bruton Tyrosinkinase), PI-3-Kinase (Phosphoinositid-3-Kinase), PLCy2
(Phospholipase Cy2) und PKC (Proteinkinase C) weiter, was schlie3lich zur Erhéhung des
zytosolischen Ca?**, zur Formverdnderung der Thrombozyten durch Reorganisation des
Zytoskeletts, zur Aktivierung des Integrin ay,Bs, zur Degranulation und zur TxA,-Bildung
fiihrt.>*°%%%7 (siehe auch Schema in Abbildung 2)

2.5.3 GPVI-Defekte und GPVI-Depletion

Patienten mit seltenen genetischen oder erworbenen GPVI-Defekten zeigen eine
beeintrachtigte Thrombozytenaktivierung durch Kollagen und weisen in der Regel nur eine

leichte Blutungsstorung auf®®

. Typischerweise wird bei GPVI-Defekten keine oder eine
extrem beeintrachtigte Thrombozytenaggregation nach Stimulation durch Kollagenfasern
oder andere GPVI-Agonisten in thrombozytenreichem Plasma oder gewaschenen
Thrombozyten beobachtet®®. Die GPVI-bezogenen Abnormalititen beim Menschen
beinhalten angeborene Defekte, bei denen GPVI entweder nicht exprimiert oder in einer
dysfunktionalen Form (Mutationen im GP6-Gen) exprimiert ist, und erworbene GPVI-
Mangelzustande, die durch GPVI-Autoantikdrper oder GPVI-Signaltransduktionsstorungen

ausgeldst werden®°,

Um die Rolle von GPVI in der Hamostase und Thrombose zu erforschen, wurden die
Auswirkungen einer GPVI-Defizienz in verschiedenen Tiermodellen untersucht. Sowohl
GPVI-defiziente Mause, bei denen das GP6-Gen ausgeschaltet wurde, als auch FcRy-Kette
defiziente Mause, die GPVI nicht exprimieren kdénnen, oder Tiere, die mit einem GPVI-
Antikérper behandelt wurden, um eine GPVI-Depletion auf der Thrombozytenoberflache zu
induzieren, zeigten eine verminderte Thrombozytenreaktion auf Kollagen sowohl unter
statischen als auch unter Flussbedingungen und nur eine moderate Verlangerung der
Blutungszeit7. In Kombination mit reduzierter Integrin a,3;-Expression oder in Kombination

mit Thrombozytenaggergationshemmstoffen (ASS) zeigten GPVI-defiziente Mausen jedoch
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stark verlangerte Blutungszeiten®. Auch bei Patienten kénnen GPVI-Defekte die normale
Hamostase beeintrdchtigen und je nach klinischem Hintergrund schwere Blutungen

hervorrufen®.

2.5.4 GPVI als neuer antithrombotischer Angriffspunkt

Die Feststellung, dass der thrombozytdare GPVI-Rezeptor eine Hauptrolle im Mechanismus
der Atherothrombose spielt, wahrend er wenig oder keinen Einfluss auf die normale
Hamostase hat, macht GPVI zu einem interessanten Angriffsmolekil flr neue
antithrombotische Therapien. Die Hemmung von GPVI kdénnte vorrangig die durch
atherosklerotisches Plaquematerial induzierte Thrombose hemmen®=°, da bei der normalen
Hamostase die GPVI-Hemmung wahrscheinlich durch den alternativen Kollagen-Rezeptor,

3334 Dartiber hinaus ist GPVI als

das Integrin ayl3;, teilweise kompensiert werden kann
Angriffsziel fur antithrombotische Substanzen hoch spezifisch, da GPVI nur auf
Thrombozyten und deren Vorlauferzellen exprimiert wird und somit andere Zellen
unbeeinflusst bleiben und daher potentielle Nebenwirkungen vermieden werden*. Die GPVI-
Kollagen-Interaktion kann entweder durch Besetzung von spezifischen Bindungsstellen auf
Kollagen mit GPVI-Mimetika wie beispielsweise rekombinantem GPVI-Fc (Abbildung 3 und
S. 16 ff) gehemmt werden, oder thrombozytdres GPVI kann direkt durch blockierende
Antikérper inhibiert werden (Abbildung 3). Wahrend GPVI-Antikorper systemische
Thrombozytenaggregationshemmer sind, wirkt GPVI-Fc wahrscheinlich lokal am Ort der

Plaque-Ruptur und -Erosion wobei zirkulierende Thrombozyten unverandert bleiben**%.
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A GPVI
Monomer
GPVI-Fc
Fc
GPVI
Plaque-Kollagen
GPVI
B Monomer
GPVI
Antikdrper:
BLOS8-1
5C4

N

Plaque-Kollagen

Abbildung 3: Wirkungsweise von I8slichem dimeren GPVI-Fc und GPVI-Antikérpern

(A) GPVI-Fc bindet an exponierte GPO-Bindungsstellen von Plaque-Kollagen nach Plaque-Ruptur, wodurch
GPVI-Bindungsstellen vor Thrombozyten abgeschirmt werden. (B) GPVI-Antikérper binden GPVI-Monomere und
-Dimere auf der Oberflache zirkulierender Thrombozyten, wodurch die Thrombozyten-Kollagen-Wechselwirkung
nach Plaque-Ruptur inhibiert wird. GPO = Glycin-Prolin-Hydroxyprolin; GPVI = Glykoprotein VI; Fc = Fc-Region
von 1gG

GPVI-Fc ist ein losliches, dimeres, ~ 150 kDa schweres rekombinantes Fusionsprotein93. Es
besteht aus dem extrazellularen Teil des humanen GPVI (AA 21-269 der 339 AA des
thrombozytaren GPVI Isoform 2 Precursor Proteins; die ersten 20 AA stellen das
Signalpeptid dar, welches abgespalten wird) mit drei Aminosaurevarianten: AA 219 P 2> S,
AA237E > K und AA249 A>T (European patent specification application number:
03735562.5). Letztere wurden auch fir thrombozytares GPVI beschrieben
(UniProtKB/Swiss-Prot: Q9HCNG6.4) und sind auch in der bereits 1999 von Clemetson et al.
klonierten AA-Sequenz von thrombozytarem GPVI enthalten*®. Die beiden extrazellularen
GPVI-Doménen sind jeweils mit einer kurzen Linkersequenz (3 AA) an den Fc-Teil von
humanem IgG1 (232 AA) gebunden, welcher kovalent iiber Disulfid-Briicken stabilisiert ist®.

Dadurch erhalt das Protein eine dimere Struktur®%*

4
f9 ,66,69.

und weist eine hohe Bindungsaffinitat fur

Kollagen Typ | und IIl au
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Ein Vergleich der AA-Sequenz von GPVI-Fc und des thrombozytdren GPVI Isoform 2

Precursor Proteins ist in Abbildung 4 dargestellt.

GPVI Isoform 2 Precursor 1 MSPSPTALFC LGLCLGRVPA QSGPLPKPSL QALPSSLVPL EKPVTLRCQG PPGVDLYRLE
GPVI-Fc 1 MSPSPTALFC  LGLCLGRVPA QSGPLPKPSL QALPSSLVPL EKPVTLRCQG PPGVDLYRLE
GPVI Isoform 2 Precursor 61 KLSSSRYQDQ AVLFIPAMKR SLAGRYRCSY QNGSLWSLPS DQLELVATGV FAKPSLSAQP
GPVI-Fc 61 KLSSSRYQDQ AVLFIPAMKR SLAGRYRCSY QNGSLWSLPS DQLELVATGV FAKPSLSAQP
GPVI Isoform 2 Precursor 121 GPAVSSGGDV TLQCQTRYGF DQFALYKEGD PAPYKNPERW YRASFPIITV TAAHSGTYRC
GPVI-Fc 121 GPAVSSGGDV TLQCQTRYGF DQFALYKEGD PAPYKNPERW YRASFPIITV TAAHSGTYRC
GPVI Isoform 2 Precursor 181 YSFSSRDPYL WSAPSDPLEL VVTGTSVTPS RLPTEPPSPV AEFSEATAEL TVSFTNEVFT
GPVI-Fc 181 YSFSSRDPYL WSAPSDPLEL VVTGTSVTPS RLPTEPPSSV AEFSEATAEL TVSFTNKVFT
GPVI Isoform 2 Precursor 241  TETSRSITAS PKESDSPAGP ARQYYTKGNL VRICLGAVIL IILAGFLAED  WHSRRKRLRH
GPVI-Fc 241 TETSRSITTS PKESDSPAGP ARQYYTKGN ESKSCDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF
GPVI Isoform 2 Precursor 301 RGRAVQRPLP PLPPLPLTRK SNGGQDGGRQ DVHSRGLCS
GPVI-Fc 301 PPKPKDTLMI  SRTPEVTCVV VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
GPVI-Fc 361 SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP SRDELTKNQV
GPVI-Fc 421 SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWQQGNVF
GPVI-Fc 481 SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK
Aminoséureseguenz von GPVI-Fc: Extrazellularer Teil des GPVI-Rezeptors Fc-Teil von GPVI-Fc

Abbildung 4: Aminoséuresequenz des thrombozytdren GPVI Isoform 2 Precursors im Vergleich zur
Aminosauresequenz von GPVI-Fc

Die ersten 269 AA (extrazellularer Teil des GPVI-Rezeptors) von GPVI-Fc sind identisch mit der Sequenz des
thrombozytaren GPVI Isoform 2 Precursor Proteins (GPVI Isoform 2 Precursor, 339 AA). Der Fc-Teil (griin) von
GPVI-Fc ist durch eine kurze Linkersequenz (orange) mit dem GPVI-Teil verbunden (rot). Die AA-Varianten (blau)
in der Sequenz von GPVI-Fc sind fur thrombozytéares GPVI beschrieben.

GPVI-Fc (Revacept®) wird derzeit zur Behandlung des akuten ischamischen Schlaganfalls in

einer klinischen Studie getestet®

. In der klinischen Phase-1-Studie an gesunden Probanden
konnte bereits gezeigt werden, dass einzelne intravendse Applikationen von GPVI-Fc gut
vertrdglich waren und keine Auswirkungen auf die systemische Hamostase hatten.
AuBerdem hemmte GPVI-Fc die ex vivo gemessene Kollagen-induzierte Thrombozyten-
aggregation dosisabhangig, wobei niedrige Dosen 48 Stunden und hohe Dosen sogar bis zu

sieben Tage nach der Injektion wirksam waren®.

Experimente in verschiedenen Tiermodellen bewiesen, dass mit GPVI-Fc nicht nur eine
Atherothrombose, sondern auch die Progression atherosklerotischer Plaques verhindert
werden konnte: Die erste in vivo Studie mit GPVI-Fc zeigte, dass GPVI-Fc die
Thrombozytenadh&sion und -aggregation an der denudierten Arteria carotis in Mausen
verminderte®. Zudem wurde in einem experimentellen Schlaganfallmodell in der Maus
gezeigt, dass die Injektion von GPVI-Fc die Thrombusbildung reduzierte sowie das zerebrale
Infarktvolumen und das funktionelle Ergebnis verbesserte®. In einer anderen Studie zeigte
GPVI eine positive Wirkung auf die Progression atherosklerotischer Plaques: Dabei

verbesserten GPVI-Fc-Injektionen die endotheliale Dysfunktion und reduzierten die Dicke der
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GefaRwand in atherosklerotischen Kaninchen®. Dariiber hinaus kénnte GPVI-Fc auch
protektiv wirken, indem es die Thrombozytenadhasion an intakte atherosklerotische Gefalle
verhindert (méglicherweise durch Hemmung der Interaktion von GPVI mit Fibronektin®®). Dies
wurde nach vaskularem Gentransfer von ldslichem GPVI-Fc in die Karotis von
atherosklerotischen Kaninchen gezeigt, was die Atheroprogression abschwéachte®. Zudem
wurde die akute Thrombusbildung nach der Verletzung der Karotis von Kaninchen nach
GPVI-Fc-Administration ohne Auswirkung auf die Blutungszeit reduziert”. Auch in Mausen
war die Blutungszeit nach GPVI-Fc-Behandlung selbst in Kombination mit anderen
Thrombozyten-aggregationshemmmestoffen (ASS, Clopidogrel, Heparin, Dipyridamol) nicht

verlangert®.

Im Gegensatz zu den zuvor genannten positiven Auswirkungen von GPVI-Fc auf die
Atherothrombose und Atheroprogression zeigte die Studie einer anderen Gruppe, welche die
antithrombotische Wirksamkeit von GPVI-Fc mit GPVI-Antikbrpern in 2 verschiedenen
Thrombosemodellen in  Mausen verglich, dass GPVI-Fc nur eine begrenzte
antithrombotische Wirksamkeit in vivo aufwies®. In dieser Studie wurde eine
Gefallverletzung mit anschlielender Thrombusbildung entweder durch Faden-Ligation der
Arteria Carotis oder durch die Kompression der Aorta mit einer Zange induziert. Bei
erstgenanntem Modell wurde den Mausen neben humanem GPVI-Fc auch murines GPVI-Fc
injiziert, wobei GPVI-Fc (4 mg/kg) in beiden Anséatzen die Thrombozytenaggregatbildung
nicht hemmte. Im Gegensatz dazu konnte in Experimenten unter arteriellen
Stromungsbedingungen in vitro eine Hemmung der Thrombozytenaggregation an Kollagen
mit hohen GPVI-Fc-Konzentrationen (humanes GPVI-Fc in humanem Blut und humanes als
auch murines GPVI-Fc in murinem Blut, 200 pg/ml) erreicht werden®. Diese in vitro
Ergebnisse stehen im Einklang mit Resultaten von Massberg et al., die mit weitaus héheren
GPVI-Fc-Kozentrationen (800 pg/ml) ebenso eine Reduktion der Thrombozytenaggregation
an Kollagen in vitro dokumentierten®. Im Gegensatz dazu fanden Massberg et al. jedoch
nach GPVI-Fc-Behandlung von Mausen eine signifkante Hemmung der durch Karotisligation
induzierten Thrombusbildung in vivo, wobei die injizierten Dosen sowie die Bioverfiigbarkeit
von GPVI-Fc bei der Studie von Griiner et al. und Massberg et al. vergleichbar waren®*%,
Eine mogliche Erklarung fur die Diskrepanzen in den in vivo Experimenten beider Gruppen
kénnten Unterschiede in den entstandenen L&sionen nach GefalRverletzung der Mause
darstellen®. Im Gegensatz zu GPVI-Fc waren GPVI-Antikdrper in der Studie von Griiner et
al. hochst effektiv und verhinderten in Mausen sowohl die okklusive Thrombusbildung in der

Aorta als auch die Thrombozytenaggregatbildung nach Karotis-ligation®.

Auch in verschiedenen anderen Tierstudien erwies sich die Behandlung mit GPVI-

Antikdrpern als wirksame Strategie zur Verhinderung von Thrombosen mit keiner oder nur
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leichter Verlangerung der Blutungszeit’’>%%°

. Die Behandlung von Mausen mit einer
einmaligen Injektion von JAQ-1, einem monoklonalen Antikbrper gegen murines GPVI, fihrte
zur Depletion von GPVI auf zirkulierenden Thrombozyten mit nachfolgendem Langzeitschutz
(mindestens 14 Tage) gegen Thrombosen, die durch intravendse Injektionen von Kollagen
und Epinephrin induziert wurden. Die Thrombozyten von JAQ-1-behandelten Mausen
reagierten ex vivo nicht auf die Aktivierung durch die GPVI-Liganden CRP, Kollagen und

Convulxin und zeigten eine reduzierte Adhasion an Kollagen in statischen Assays’™.

Die zuvor erwdhnten Studien mit GPVI-Fc und GPVI-Antikbrpern, besonders in Mausen,
trugen dazu bei, GPVI als antithrombotisches Zielmolekil zu identifizieren und brachten neue
Einblicke in den moglichen Nutzen einer Anti-GPVI-Behandlung. Jedoch konnen diese
Ergebnisse nicht direkt auf den Menschen Ubertragen werden. Auf3er Tieren mit gesunden
GefalRen wurden teilweise zwar auch atherosklerotische Tiere verwendet, bei denen die
Gefallverletzung an Stellen mit atherosklerotischen Lasionen induziert wurde, jedoch
entwickeln Mause normalerweise keine Atherosklerose, es sei denn, sie werden genetisch
modifiziert (Apolioprotein E (ApoE)-defiziente oder LDL-Rezeptor-defiziente Mause) und mit
Cholesterin-angereicherter Nahrung geflittert. Tiermodelle der Atherothrombose haben
allerdings ihre Grenzen und koénnen eine Plague-Ruptur im Menschen nicht adéquat

nachahmen: Erstens sind Mause nicht in der Lage, instabile, vulnerable atherosklerotische

100 d101,102

Lasionen zu entwickeln™ (obwohl dies kontrovers diskutiert wir ). Zweitens gibt es
keine spontanen Plague-Rupturen mit anschlieBender Iuminaler Thrombose in
atherosklerotischen Mausen®. Eine experimentelle endotheliale Denudation oder eine
Plaque-Ruptur muss mechanisch, chemisch, durch Bestrahlung oder Ultraschall induziert
werden®%. Drittens sind die Pradilektionsstellen der atherosklerotischen Plaqueentwicklung
in Mausen unterschiedlich, diese entwickeln beispielsweise keine atherosklerotischen
Lasionen in den Koronararterien, welche beim Menschen eine der wichtigsten Ursachen fur
die akute Atherothrombose darstellen'®. Viertens unterscheiden sich murine Plaques von
humanen Plaques in ihrer Zusammensetzung und Struktur, da murine Plaques innerhalb von
Wochen entstehen, wohingegen sich humane Plaques iiber Jahrzehnte entwickeln'®°,
Darlber hinaus haben verschiedene Modelle der Gefaldverletzung, die bei
atherosklerotischen Mausen angewendet wurden, zu unterschiedlichen Schlussfolgerungen
gefuhrt: Nach mechanischer, durch eine Nadel induzierte Plague-Schadigung war die Rolle
von GPVI bei der anschlieBenden Thrombusbildung weniger wichtig als nach einer Plague-

Ruptur, die durch Ultraschall induziert wurde®-*%,

Aus diesen Griinden und um der Situation einer Atherothrombose im Menschen so nah
wie moglich zu kommen, wurde in dieser Dissertation mit humanem atherosklerotischen

Plaguematerial gearbeitet. Zur Simulation einer Plague-Ruptur mit anschlie3ender
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Thrombozytenaggregation wurden humane Plaquehomogenate in einer Stromungskammer

mit humanem Blut bei Arterien-typischen Scherraten perfundiert.
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3 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Da alle derzeit verwendeten antiatherothrombotischen Therapien ein erhéhtes Blutungsrisiko
bergen und eine Erhdéhung der antithrombotischen Effizienz mit einer weiteren Steigerung
des Blutungsrisikos einhergeht*, war das Ziel dieser Dissertation, neue antithrombotische
Strategien zu testen und zu entwickeln, die ein positiveres Nutzen-Risiko-Profil aufweisen.
Weil GPVI der wichtigste Kollagen-Rezeptor bei der Entstehung einer Atherothrombose ist,
er jedoch nur eine geringe Rolle in der Hamostase spielt, ist der thrombozytare GPVI-
Rezeptor ein vielversprechender Angriffspunkt fur die Entwicklung neuer antithrombotischer
Medikamente. In dieser Dissertation sollte die effektivste und sicherste Strategie der GPVI-
Hemmung definiert werden, wobei unterschiedliche, die GPVI-Kollagen-Interaktion

hemmende Verbindungen verglichen werden sollten.

Das erste Ziel war es, das Thrombozyten-hemmende Potential zweier GPVI-Antikorper
(5C4 und BLOS8-1) mit dem von rekombinantem dimeren GPVI-Fc sowohl in statischen
Testverfahren der Plague-induzierten Thrombozytenaggregation als auch in Experimenten
unter arteriellen Flussbedingungen zu vergleichen. Um die Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregation unter arteriellen Stromungsbedingungen messen zu koénnen,
musste zunachst ein neues Flusskammersystem etabliert werden, in dem die
Thrombozytenadhédsion und -aggregation an humanem Plaguehomogenat Uber eine

Zeitspanne einfach und zuverlassig gemessen werden konnte.

Die ersten Resultate des Vergleiches der Hemmwirkung von GPVI-Antikdrpern und
GPVI-Fc fuhrte zum nachsten Ziel, zur ErschlieRung des Mechanismus der scherabhangigen
Hemmung der Thrombozytenaggregatbildung durch GPVI-Fc. Zur Mechanismusaufklarung
sollten verschiedene, zum Teil neuartige mikroskopische Methoden eingesetzt werden, um
hochauflésend, teilweise auch in Echtzeitmessungen, gleichzeitig Plaque oder Kollagen,
fluoreszenzmarkierte Thrombozyten und GPVI-Fc sichtbar zu machen.

Aus den im ersten Teil dieser Dissertation erlangten Ergebnissen ergab sich die zweite
Fragestellung: Lasst sich die Lasions-Selektivitat von GPVI-Fc mit dem vollen GPVI-
inhibitorischen Potential von GPVI-Antikdrpern vereinen? Die inhibitorische Wirkung von
GPVI-Fc sollte also nach Moglichkeit soweit erhéht werden, dass eine den GPVI-Antikbrpern
ahnlich starke Hemmung der Thrombozytenaggregation erreicht wird und dies unabhangig
von den Stromungsbedingungen. Diese Verstarkung des inhibitorischen Potentials sollte vor
allem durch eine Oligomerisierung der GPVI-Doméanen von dimerem GPVI-Fc durch anti-Fc-

Antikdrper-vermittelte Quervernetzung von GPVI-Fc-Molekilen versucht werden.
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Die in dieser Dissertation beschriebenen Ergebnisse und Methoden bilden den Hauptbeitrag

zu folgenden Publikationen, die im Elsevier-Verlag erschienen sind:

J Am Coll Cardiol. 65(22):2404-15 (2015) Differential inhibition of human
atherosclerotic plaque-induced platelet activation by dimeric GPVI-Fc and anti-GPVI

antibodies. Functional and imaging studies. Janina Jamashbi, Remco T.A. Megens,

Mariaelvy Bianchini, G6tz Miunch, Martin Ungerer, Alexander Faussner, Shachar
Sherman, Adam Walker, Pankaj Goyal, Stephanie Jung, Richard Brandl, Christian
Weber, Reinhard Lorenz, Richard Farndale, Natalie Elia, Wolfgang Siess
http://dx.doi.org/10.1016/j.jacc.2015.03.573

Impact factor: 17.759

JACC Basic Transl Sci. 1(3):131-42 (2016) Cross-linking GPVI-Fc by anti-Fc
antibodies potentiates its inhibition of atherosclerotic plaque- and collagen-induced

platelet activation. Janina Jamasbi, Remco T.A. Megens, Mariaelvy Bianchini,

Kerstin Uhland, Go6tz Minch, Martin Ungerer, Shachar Sherman, Alexander
Faussner, Richard Brandl, Christine John, Johannes Buchner, Christian Weber,
Reinhard Lorenz, Natalie Elia, Wolfgang Siess
http://dx.doi.org/10.1016/j.jacbts.2016.03.008

Impact factor noch nicht vorhanden, da neues Journal zugehérig zu J Am Coll
Cardiol.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Antikorper, Hemmsubstanzen, Peptide und Chemikalien

Primarantikdrper/Fusionsproteine

Anti-human
GPVI

5C4 (Fab-Fragment eines
monoklonalen, GPVI-blockierenden
Ratten IgG-Antikorpers)

AdvanceCOR GmbH (Matrtinsried,
Deutschland)

BLO8-1 (GPVI-blockierender
rekombinanter humaner
Einzeldomanen-Antikorper)

GlaxoSmithKline (Brentford,
Middlesex, GroRbritannien)

m-Fab-F (Fab-Fragment eines
rekombinanten monoklonalen
humanen GPVI-Dimer-
blockierenden Antikorpers)

Produziert wie zuvor
beschrieben®’

Rekombinantes
GPVI-Fc
Fusionsprotein

Revacept® (RP-15-260805)

AdvanceCOR GmbH (Matrtinsried,
Deutschland).

Anti-Integrin Abciximab (ReoPro®, Fab- Janssen Biologics B.V. (Leiden,
opl3s Fragment eines monoklonalen Niederlande)

Antikorpers gegen Integrin a;;,33)

FITC-konjugierter anti-human Invitrogen/life technologies

CD41 Maus Antikdrper (Frederick, MD, USA).
Anti-Kollagen Polyklonaler Kollagen Typ | Rockland (Limerick, PA, USA)

Kaninchen Antikorper

Polyklonaler Kollagen Typ llI
Kaninchen Antikorper

Sekundarantikorper

Rockland (Limerick, PA, USA)

anti-human-Fc

Ziegen anti-human-Fc IgG

Thermo Scientific (Rockford, IL,
USA)

Ziegen PE-konjugierter anti-
human-Fc IgG

eBioscience (San Diego, CA,
USA)

Ziegen Alexa Fluor® 594-
konjugierter anti-human-Fc 1gG

Dianova (Hamburg, Deutschland)

Ziegen Alexa Fluor® 488-
konjugierter anti-human-Fc IgG
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Ziegen anti-human-Fc Fab2

Thermo Scientific (Rockford, IL,
USA)

Ziegen PE-konjugierter anti-
human-Fc Fab2

Invitrogen/life technologies
(Frederick, MD, USA)

Ziegen Alexa Fluor® 488-
konjugierter anti-human-Fc Fab2

Invitrogen/life technologies
(Frederick, MD, USA)

Ziegen Alexa Fluor® 405-
konjugierter anti-Kaninchen IgG

Anti-Kaninchen-
19G

Life Technologies (Eugene, OR,
USA)

Esel Dylight® 488-konjugierter anti-
Maus IgG

Anti-Maus-IgG

Kontroll-Antikdrper/-Proteine

Abcam (Cambridge,
Grol3britannien)

lgG1 kappa Ratten Isotyp Kontroll-Antikbrper

Abcam (Cambridge,
Grol3britannien)

Fc-Kontrollprotein (Fc-Teil von humanem 1gG1)

Labeling Kits

AdvanceCOR GmbH (Martinsried,
Deutschland)

Zenon® Alexa Fluor® 405 Kaninchen IgG labeling Kit

Life Technologies (Eugene, OR,
USA)

Zenon® Alexa Fluor® 594 Kaninchen IgG labeling Kit

Life Technologies (Eugene, OR,
USA)

Zenon® Alexa Fluor® 594 Human IgG labeling Kit

Chemikalien

Life Technologies (Eugene, OR,
USA)

Acetylsalicylsaure (Multiplate® ASS Reagenz)

Roche Diagnostics (Rotkreuz,
Schweiz)

Acetylsalicylsaure

Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

Adenosin 3-phosphat 5-phosphat (ADP)

Biopool (Wicklow, Irland)

Cangrelor (AR-C69931MX, P2Y ;,-Antagonist)

Astra-Zeneca R&D Charnwood
(Loughborough, GroRRbritannien)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
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DiOC6

Life Technologies (Eugene, OR,
USA)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Fluoro-Gel Einbettungsmedium

Electron Microscopy Sciences
(Hatfield, PA, USA)

Glyzin

Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
(Hepes)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Humanes Serumalbumin (HSA, Katalog #: A1653)

Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

Kaliumchlorid (KCI)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Kollagen (Horm®)

Takeda (Linz, Ostereich)

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

Mannitol Riedel-de Haén AG (Seelze,
Deutschland)
Mepacrine Sigma-Aldrich (Steinheim,

Deutschland)

Natriumchlorid (NaCl)

AppliChem GmbH (Darmstadt,
Deutschland)

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

ProLong® Diamond Einbettungsmedium

Life Technologies (Eugene, OR,
USA)

Refludan® (Recombinantes Lepirudin)

Celgene (Windsor,
Grof3britannien)

RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser, ajpl33-Antagonist)

Bachem AG (Bubendorf,
Schweiz)

Sucrose

Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

Ticagrelor (AR-C126532XX, P2Y 1,-Antagonist)

Cayman Chemicals (Ann Arbor,
MI, USA)

TRAP (SFLLRN, Protease-aktivierter Rezeptor-1-
Agonist)

Bachem AG (Bubendorf,
Schweiz)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
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4.1.2 Puffer und Lésungen

Dialysepuffer *

150 mM NaCl; 1 mM EDTA; pH 7,4

Fixationspuffer *

4% PFA in PBS; 5 mM EDTA

HSA *

HSA 4%, HSA 0,5% oder HSA 0,1% in PBS

Natriumchlorid 0,9%

B.Braun (Melsungen, Deutschland)

Dulbecco’s Phosphate buffered Saline
(PBS)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Puffer C *

20 mM Hepes; 138 mM NacCl; 2,9 mM KCI;
1 mM MgCl,; 0,36 mM Na,HPOy,; pH 7,4

Puffer R (Kontrollpuffer fir GPVI-Fc) *

1% Sucrose; 4% Mannitol in PBS; pH 7,4

SKF-Puffer

Takeda (Linz, Austria)

TRIS-Glyzin-Puffer *

0,1 M TRIS; 0,1 M Glyzin; pH 7,5

Waschpuffer *

HSA 0,1% in PBS; 6,5 ug/ml Refludan®

4.1.3 Verbrauchsmaterialien

Butterflykanulen (19-Gauge)

* Eigene Herstellung

Intermedica GmbH (Mainz, Deutschland)

Falcon® Rohrchen, 15 ml und 50 ml

Sarsted (Numbrecht, Deutschland)

Glasdeckglaschen

Deckglaser 24 x 60 mm, No.1,5H, Menzel-
Glaser GmbH (Braunschweig, Deutschland)

Prazisionsdeckglaser 24 x 60 mm, No.1,5H,
Paul Marienfeld GmbH (Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland).

Kollagen/ADP-Kartuschen und
Kollagen/Epinephrin-Kartuschen fur PFA-
200

Siemens Healthcare (Erlangen,
Deutschland)

Multiplate®-Testzellen

Dynabyte Medical (Minchen, Deutschland)

Objekttrager

26 X 76 mm, Menzel-Glaser GmbH
(Braunschweig, Deutschland)

Plastik Spritzen (10 ml, 20 ml, 50 ml
Spritzenvolumen)

BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland)

Silikonschlauch (Innen ®: 1,5 mm;
Aullen ®: 3,5 mm; Wandstarke: 1 mm)

Wagner & Munz GmbH (Minchen,
Deutschland)

S-Monovette® 3,8 ml 9NC/PFA (0,129 mol/l
gepuffertes Natriumcitrat; pH 5,5)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
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sticky-Slide 1 0,1 Luer

(Kanalvolumen: 25 pl, Lange: 50 mm,
Breite: 5 mm, Hohe: 100 pm)

sticky-Slide 1 0,2 Luer

(Kanalvolumen: 50 pl, Lange: 50 mm,
Breite: 5 mm, HOohe: 200 pm)

4.1.4 Gerate und Software

Inkubator

ibidi GmbH (Martinsried, Deutschland)

WTB Binder (Tuttlingen, Deutschland)

Innovance® PFA-200 System

Siemens Healthcare (Erlangen,
Deutschland)

Kamera

CooISNAP HQ2 CCD camera,
Photometrics (Tuscon, AZ, USA)

Mikroskope

ELYRA PS.1 Mikroskop, Carl Zeiss
Microlmaging (Jena, Deutschland)

Leica SP5IIMP Zwei-Photonen-Laser-
Scanning-Mikroskop (Mannheim,
Deutschland)

Leica SP8 STED 3X Mikroskop (Wetzlar,
Deutschland)

Nikon Eclipse TE2000-E invertiertes
Fluoreszenzmikroskop (Tokyo, Japan)

pH-Meter

HI2211 pH/ORP meter, Hanna Instruments
(Voehringen, Deutschland)

Spritzensaugpumpe

LEGATO 270, Harvard Apparatus
(Holliston, MA, USA)

Vortex

REAX top, Heidolph (Kehlheim,
Deutschland)

Waagen

BP2100S und R160P, Sartorius
(Goettingen, Deutschland)

Wasseraufreinigungssystem

Milli Q Direct Q 16, Merck Millipore
(Billerica, MA, USA)

Widerstandsaggregometer

Multiplate®, Dynabite Medical (Miinchen,
Deutschland)

Huygens Professional 15.10 Software-
Paket

Scientific Volume Imaging (Hilversum, the
Netherlands)
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ImagePro Premier 3D Version 9.1

Media Cybernetics Inc. (Rockville, MD,
USA)

Leica LasX (1.8) Software

Leica microsystems GmbH (Mannheim,
Deutschland)

NIS-element 3.2

Nikon GmbH (Disseldorf, Deutschland)

SigmaStat 3.5-Programm-Paket

Systat software Inc. (Point Richmond, CA,
USA)

ZEN Software

Carl Zeiss Microlmaging (Jena,
Deutschland)
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4.2 Methoden

4.2.1 Blutentnahmen

Blut wurde von gesunden freiwilligen Spendern erhalten, die seit mindestens 2 Wochen
keine die Thrombozytenfunktion beeinflussenden Arzneimittel eingenommen hatten, geman
den Richtlinien der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Universitat Midnchen
und in Ubereinstimmung mit den ethischen Grundsatzen fir die medizinische Forschung am
Menschen in der Erklarung von Helsinki. Das Blut wurde durch Venenpunktion entnommen,
wobei fur die Blutentnahme eine 20-Gauge-Nadel und eine Plastikspritze verwendet wurde,
die 1/10 des Spritzenvolumens rekombinantes Lepirudin enthielt (gel6st in 0,9% NacCl; finale
Konzentration im Blut ~200 U/ml; 13 ug/ml). Die ersten 2 ml des Blutes wurden verworfen.
Aggregationsmessungen und Flussexperimente wurden zwischen 20 Minuten und 4 Stunden
nach der Blutentnahme durchgefihrt. Fir Experimente mit dem PFA-200-Gerat wurde Citrat-
antikoaguliertes Blut verwendet, das in speziellen Monovetten (S-Monovette 9NC/PFA
3,8 ml), die 0,38 ml gepuffertes Natriumcitrat (0,129 mol/l; pH 5,5) enthielten, abgenommen

wurde.

4.2.2 Herstellung der atherosklerotischen Plaguehomogenate

Atherosklerotisches Plaguegewebe wurde von Patienten mit Karotisstenose nach
Endarterektomie durch Herrn Prof. Brandl (Praxis fir Gefaf3chirurgie und Venenmedizin am
Marienplatz, Munchen) zur Verfiigung gestellt. Nach der Entnahme wurde das
Plaquematerial sofort tiefgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei - 80°C gelagert®*'%.
Den Untersuchungen mit humanem Plaguegewebe stimmten die Patienten gemaR den
Richtlinien der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Universitat Minchen und in
Ubereinstimmung mit den ethischen Grundséatzen fir die medizinische Forschung am
Menschen in der Erklarung von Helsinki zu. Die Plaqueproben wurden abgewogen, mit
einem Skalpell zerkleinert und mit Glaspotter und Pistill in Dialysepuffer homogenisiert
(Endkonzentration: 100 mg Feuchtgewicht/ml). Um Patientenunterschiede zu minimieren
wurden Pools aus 5 verschiedenen Plaques hergestellt und in Aliquots bis zur weiteren
Verwendung bei - 80°C aufbewahrt. Fur diese Dissertation wurden mehrere Plaque-Pools
(n =6) verwendet. Die Plaguehomogenate wurden fir Thrombozytenaggregationsstudien

(MEA) entweder unverdiinnt eingesetzt oder im Verhaltnis 1:1 mit PBS verdunnt.

4.2.3 Thrombozytenaggregation unter statischen Bedingungen

Die Thrombozytenaggregation im Blut wurde mittels Impedanzaggregometrie (“multiple
electrode aggregometry”, MEA) unter Verwendung eines Multiplate®-Geréates, wie zuvor

beschrieben®’, nach einem kiirzlich modifizierten Protokoll*°®, bestimmt.
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4231 Vergleich der Wirkung von GPVI-Antikérpern mit GPVI-Fc mittels MEA

Die Blutproben wurden mit GPVI-Antikdrpern, GPVI-Fc oder den jeweiligen Kontrollen bei

108 " Dije Endkonzentrationen in der Testkiivette

37°C fur 3 min ohne Rihren vorinkubiert
betrugen 42 nM (0,5 pg/ml) bis 833 nM (10 pg/ml) far BLO8-1, 2,5 nM (0,125 pg/ml) bis
25 nM (1,25 pg/ml) fir 5C4 und 21 nM (3,125 pg/ml) bis 333 nM (50 pg/ml) fir GPVI-Fc. Als
Kontrollen wurden fur GPVI-Fc und 5C4 aquimolare Konzentrationen von humanem Fc und
IgG1 verwendet. Als Kontrolle fir BLO8-1 wurde ein TRIS-Glyzin-Puffer verwendet. Je nach
Messung wurden den Blutproben verschiedene Stimuli zugesetzt, das Rihren der Probe
wurde gestartet und der Anstieg des elektrischen Widerstandes kontinuierlich fir 5 oder
10 min aufgezeichnet. Als Stimuli dienten Plaquehomogenat (833 pg/ml), Horm®-Kollagen
(0,5 pg/ml), ADP (5 uM) oder TRAP (15 puM). Der Mittelwert von zwei unabhangigen
Bestimmungen wird in willkirlich gewahlten "Aggregationseinheiten" Uber die Zeitdauer
(AU*min, kumulative Aggregationswerte) angegeben. Die Werte fir die Kollagen- und
Plague-induzierte Thrombozytenaggregation gemessen nach 5 min waren 343 + 145 AU*min

(MW + SD, n = 24) und 238 + 71 AU*min (MW + SD, n = 29).

Um eine optimale Absattigung der GPVI-Bindungsstellen am Plague-Kollagen mit
GPVI-Fc zu erreichen, wurde neben der Zugabe von GPVI-Fc zum Blut, GPVI-Fc in
verschiedenen Konzentrationen (109, 219, 437, 875, 1750 ug/ml) auch direkt mit
Plaguehomogenat fiir 3 min bei Raumtemperatur (RT) vorinkubiert, bevor die Mischungen zu
den Blutproben in die MEA-Kuvetten transferiert wurden. In einer weiteren Versuchsreihe
wurde dieser experimentelle Ansatz modifiziert, indem mit der hdchsten
GPVI-Fc-Konzentration die Inkubationszeit mit Plaguehomogenat auf 30 min verlangert

wurde und die Inkubationstemperatur auf 37°C erhéht wurde.

4232 Analyse der Wirkung von quervernetztem GPVI-Fc mittels MEA

In  Experimenten, bei denen der Effekt von quervernetztem GPVI-Fc auf die
Thrombozytenaggregation getestet werden sollte, wurde GPVI-Fc (Endkonzentrationen in
der Testklvette von 6,6 nM bis 333 nM) entweder mit oder ohne anti-human-Fc 1gG oder
anti-human-Fc Fab2 in aquimolaren Konzentrationen fur 10 min bei RT in Eppendorf-
Mikroreaktionsgefafien vorinkubiert und anschlieend zu den Blutproben gegeben, die bei
37°C fur 3 min ohne Vorrihren in den Testkivetten aufgewdrmt worden waren. Als
Kontrollen wurden gegen humanes Fc-gerichtete IgG oder Fab2 Antikdrper verwendet,
entweder alleine oder nach Inkubation mit &quimolaren Konzentrationen von humanem Fc.
Als Stimuli wurden Plaguehomogenat (333 pug/ml) oder Kollagen (0,1 bis 0,5 pug/ml)
verwendet. Die Kollagen-konzentration wurde so gewahlt, dass ahnliche Aggregationswerte

wie nach Plaque-Stimulation erreicht wurden.
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4.2.4 Thrombozytenaggregation unter arteriellen Flussbedingungen

Um die Situation der Plaque-Ruptur mit anschlieBender Thrombozytenaktivierung in vivo zu
simulieren, wurde Plaquehomogenat oder Kollagen mit Hirudin-antikoaguliertem humanen

Blut bei arteriellen Flussgeschwindigkeiten perfundiert.

4241 Beschichtung von Deckglaschen mit atherosklerotischem
Plaguehomogenat
Zur Beschichtung der Glasdeckglaschen mit Plaguematerial wurde Homogenat mit PBS im
Verhaltnis von 1:20 verdinnt und gevortext. Die Plaquesuspension (100 ul) wurde 30 min bei
RT stehen gelassen, damit sich sehr grol3e Plaquepartikel am Boden der Eppendorf-
MikroreaktionsgefaRe absetzen konnten. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert, je 4 pl
davon auf Glasdeckglaschen pipettiert, die zuvor mit Isopropanol (70%) gereinigt worden
waren, und Uber eine Flache von ca. 5mm x 7 mm ausgestrichen. Die beschichteten
Deckglaschen wurden bei RT getrocknet und Uber Nacht bis zum Experiment bei 4°C

aufbewahrt.

4.2.4.2 Beschichtung von Deckglaschen mit Kollagen

Nach Verdiinnung von Horm®-Kollagen in SKF-Puffer wurden je 3 pl der Verdiinnung (20
oder 100 pg/ml) auf mit Isopropanol (70%) gereinigte Glasdeckglaschen pipettiert und tber
eine Flache von ca. 5mm x 7 mm ausgestrichen. Bis zur Verwendung wurden die

beschichteten Deckglaschen in einer feuchten Kammer bei 4°C gelagert.

4243 Durchfihrung der Flusskammerexperimente

Fir Flusskammerexperimente wurden mit Plaquehomogenat oder Horm®-Kollagen
beschichtete Glasdeckglaschen in Flusskammern (0,1 Luer oder 0,2 Luer ibidi sticky-Slides)
montiert, die zuvor mit humanem Serumalbumin (HSA, 4% in PBS) behandelt worden waren.
Die Flusskammern wurden auf dem Objekttisch eines Fluoreszenzmikroskops befestigt
(TE2000-E, Nikon), das mit einer Inkubationskammer (37°C) ausgestattet war. Die
Flusskammern wurden mit einer Spritzensaugpumpe verbunden, zundchst mit PBS gesplilt
und darauffolgend mit 4% HSA in PBS durchstromt, um freie unspezifische Bindungsstellen
auf den Glasdeckglaschen zu blockieren. AnschlieBend wurden die Flusskammern mit
Hirudin-antikoaguliertem  Blut  bei  verschiedenen Arterien-typischen  Stromungs-
geschwindigkeiten (Scherraten 550/s, 600/s, 1100/s oder 1500/s) perfundiert.
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4244 Berechnung der Flussraten

Um die gewiinschten Scherraten (550/s, 600/s, 1100/s oder 1500/s) zu erhalten, wurden die
anzuwendenden Flussraten mit Hilfe folgender Formel berechnet:

Flussrate (ml/min) = (Scherrate (1/s) x Kammerhéhe (mm)? x Kammerweite (mm)) / 100*%

Dabei war die Kammerhohe 109 um bzw. 209 um bei der Verwendung von 0,1 Luer bzw.
0,2 Luer sticky-Slides. Die von der ibidi-GmbH angegebene Kammerhohe fur 0,1 Luer bzw.
0,2 Luer sticky-Slides betragt 100 bzw. 200 um, jedoch muss die Hohe der Klebeschicht der
sticky-Slides mit in die Kammerhohe einberechnet werden, die laut Hersteller 50 um betragt.
Da jedoch die Glasdeckglaschen sehr fest auf die sticky slides montiert wurden, wurde die
Kammerhthe mikroskopisch ausgemessen. Sie betrug 109 £ 2 um (n = 10) bzw. 209 + 2 pm
(n=10). Diese Werte wurden in die Berechnung der Flussrate einbezogen. Die

Kammerweite betrug 5 mm.

4245 Praparation der Blutproben fir Flusskammerexperimente

Humanes Blut wurde zur Thrombozytenfarbung mit Mepacrin (10 uM) oder DIOC6 (1 pM) fur
5 min bei 37°C vorinkubiert und danach weitere 5 min mit BLO8-1, 5C4, GPVI-Fc oder
Kontrollproteinen inkubiert.

In Experimenten, bei denen sowohl die Cyclooxygenase-1 als auch der P2Y,-Rezeptor
blockiert wurden, wurde ASS (1 mM) wahrend der Blutentnahme zum Blut hinzugefigt
(vorgelegt in der Blutentnahmespritze, geldst in Puffer C), wohingegen die P2Y,-Rezeptor-
Antagonisten AR-C69931MX (1 pM) oder AR-C126532XX (5puM) fir 5min in ASS

enthaltendem Blut vorinkubiert wurden.

Um eine Quervernetzung von GPVI-Fc Uber deren Fc-Teile zu erzielen, wurde GPVI-Fc
mit aquimolaren Konzentrationen von anti-human-Fc IgG (gegen humanes Fc gerichtete IgG
Antikoérper) oder anti-human-Fc Fab2 (gegen humanes Fc gerichtete Fab2 Antikorper) fur
10 min bei RT in Eppendorf-Mikroreaktionsgefalien inkubiert. Die Mischungen wurden in
einer Endkonzentration von 50 pg GPVI-Fc/ml (333 nM) dem Blut vor der Perfusion
beigefugt. Humanes Fc (333 nM), das ebenfalls mit &quimolaren Konzentrationen von anti-
human-Fc 1gG oder anti-human-Fc Fab2 inkubiert wurde, diente als Kontrolle. Sollte nur die
Thrombozytenadhésion ohne anschlieRende Aggregation untersucht werden, wurde das Blut
entweder mit Abciximab (20 pg/ml) oder mit RGDS (1 mM) fur 10 min bei 37°C vorinkubiert,

um das Integrin a;,33 zu blockieren.
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4.2.4.6 Analyse und Quantifizierung der Thrombozytenadhésion und -aggregation
an atherosklerotisches Plaguehomogenat oder Kollagen unter arteriellen
Stromungsbedingungen
Die Thrombozytenadh&sion und -aggregation an Plaquematerial oder Kollagen wurde in
Echtzeit mittels Fluoreszenzmikroskopie (Exzitation: 485/25 nm, Emission: 528/38 nm,
Detektion der mit Mepacrine oder DIiOC6 gefarbten Thrombozyten) mit Hilfe eines
10x Objektivs (NA 0,4) mit einem Nikon TE2000E Mikroskop und einer CoolSNAP HQ2 CCD
Videokamera kontinuierlich (1 Bild/sek oder 1 Bild/5 sek) aufgenommen. Die entstandenen
Videos wurden mit Hilfe der NIS-element 3.2 Software quantitativ ausgewertet, indem nach
Abzug des Hintergrundes in jedem Bild und nach Setzen eines adaquaten
Fluoreszenzschwellenwertes die mit Thrombozyten bedeckte Bildflache gemessen wurde.
Dabei entsprach ein Wert von 1,0 “Flachenbedeckung mit Thrombozyten” der Bedeckung der
gesamten Bildflache. Der Bereich der Bildflache betrug 669 um x 896 uym. Die in den
Graphen angegebenen Werte ergeben sich aus dem Mittelwert (MW) + Standardabweichung
(SD) (gemessen jede sek oder alle 5 sek) von n Experimenten mit Blut von verschiedenen
Spendern. Experimente, bei denen die Wirkung von 5C4 und BLO8-1 mit der von GPVI-Fc

bei verschiedenen Scherraten verglichen wurde, wurden in Duplikaten durchgeflihrt.

4.2.4.7 Vorinkubation von GPVI-Fc mit Plaguehomogenat beschichteten
Deckglaschen
In Experimenten, in denen die Wirkung von GPVI-Fc nach Zugabe zum Blut mit der von
GPVI-Fc nach Vorinkubation mit Plaguehomogenat unter Stromungsbedingungen verglichen
wurde, wurden mit Plague beschichtete Deckglaschen entweder mit Puffer R (Kontrolle),
hohen &aquimolaren Konzentrationen von Fc (34 pg in 40 pl =850 pug/ml) oder GPVI-Fc
(100 pg in 40 pl = 2500 pg/ml) fur 5 min bei 37°C inkubiert, bevor die Deckglaschen in die
Flusskammern eingebaut und bei einer Scherrate von 550/s mit Blut perfundiert wurden. Bei
diesen Versuchen waren die GPVI-Fc-Konzentrationen bei der Vorinkubation von GPVI-Fc
auf Plaque 50-fach hoher als die finalen Konzentrationen von GPVI-Fc nach direkter Zugabe

zum Blut.

4248 Simultane Messung der Kinetik der Bindung von Thrombozyten und GPVI-
Fc an Plaguehomogenat
Fur den Vergleich der Bindungskinetik von DiOC6-markierten Thrombozyten (Exzitation:
485/25 nm) und PE-markiertem GPVI-Fc (Exzitation: 560/25 nm) unter niedriger (550/s) und
hoher Scherrate (1100/s), wurde ein Nikon TE2000-E Mikroskop mit einem Emissionsfilter
Quad-Set F66-888 (DAPI/FITC/Cy3/Cy5) und ein 10x Objektiv (NA 0,4) verwendet. Fur die
Fluoreszenz-Markierung von GPVI-Fc kamen PE-gekoppelte anti-human-Fc Antikorper
(Verhéltnis GPVI-Fc: Antikorper = 200:1) zum Einsatz, die mit GPVI-Fc in Eppendorf-
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Mikroreaktionsgefalien fir 10 min bei RT vor Zugabe zum Blut inkubiert wurden. Die Kinetik
der Bindung von Thrombozyten und GPVI-Fc an Plaguehomogenat wurde kontinuierlich
mittels Videomikroskopie aufgezeichnet und die mit Thrombozyten und GPVI-Fc bedeckte
Flache wie unter 4.2.4.6 beschrieben ausgewertet.

4.2.4.9 Bestimmung der Bindungskinetik von quervernetztem und unvernetztem
GPVI-Fc an Kollagenfasern unter Strémungsbedingungen

Um fluoreszenzmarkiertes, unvernetztes GPVI-Fc zu erhalten, wurde GPVI-Fc mit PE-
gekoppelten anti-human-Fc Fab2 Antikérpern in einem Verhaltnis von 20:1 in Eppendorf-
Mikroreaktionsgefaf3en fur 10 min bei RT inkubiert (GPVI-Fc*Fab2). Zur Herstellung und
Sichtbarmachung von quervernetztem GPVI-Fc wurde GPVI-Fc mit unmarkierten
anti-human-Fc Fab2 Antikorpern, die 10% PE-konjugiertes anti-human-Fc Fab2 enthielten, in
einem molaren Verhaltnis von 1:1 in Eppendorf-MikroreaktionsgefaRen gemischt und fur
10 min bei RT inkubiert (GPVI-Fc*Fab2-XL). Die Mischungen wurden mit einer finalen
GPVI-Fc-Konzentration von 333 nM vor der Perfusion von Kollagen bei einer Scherrate von
600/s dem Abciximab enthaltenden Blut beigegeben. Die Bindung von fluoreszierendem
GPVI-Fc (unvernetzt oder quervernetzt) an die Kollagenfasern (Exzitation: 560/25 nm,
Emission: 605/35 nm) wurde mit Hilfe eines 10x Objektivs (NA 0,4) kontinuierlich
aufgenommen (1 Bild/sek) und die fluoreszierende Flache wurde mittels der NIS-element 3.2

Software nach adaquater Schwellensetzung quantifiziert.

4.2.410 Vergleich der Wirkung von GPVI-Fc*Fab mit GPVI-Fc*Fab2-XL

Zur Uberpriifung des Mechanismus der Antikérper-induzierten Quervernetzung von GPVI-Fc
wurden Experimente nach Inkubation von GPVI-Fc mit anti-human-Fc Fab2 und anti-human-
Fc Fab Antikorpern (die nicht in der Lage sind, GPVI-Fc querzuvernetzen) durchgefihrt.
Dazu wurde GPVI-Fc (0,6 uM) entweder mit Zenon® labeling Reagenz (anti-human-Fc Fab-
Alexa Fluor® 594, 1,8 uM) (GPVI-Fc*Fab) vorinkubiert, oder GPVI-Fc (0,6 pM) wurde mit
aquimolaren Mengen von anti-human-Fc Fab2 Antikérpern fir 5 min bei RT vorinkubiert
(GPVI-Fc*Fab2-XL). Die Mischungen wurden anschlieBend auf mit Plaguehomogenat oder
Kollagen beschichtete Deckglaschen pipettiert und fir 5 min bei 37°C inkubiert, bevor sie mit
Blut bei einer Scherrate von 600/s perfundiert wurden. Im Falle der anschlieRenden Analyse
der Proben durch “structured illumination microscopy” (SIM) wurden dquimolare Mengen an
PE-markiertem anti-human-Fc Fab2 fir die GPVI-Fc-Quervernetzung verwendet und die
Proben wurden nach der Perfusion mit Blut, wie in 4.2.5.3 beschrieben, fixiert und die

Thrombozyten geféarbt.
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4.2.5 Analyse der GPVI-Fc- und Thrombozytenbindung an Plaque und

Kollagen durch hochauflésende bildgebende Verfahren
Um die Bindung von GPVI-Fc (sowohl unvernetzt, als auch in quervernetzten Komplexen)
und die Adhasion/Aggregation von Thrombozyten an Plaque oder Kollagen hochauflésend
sichtbar machen zu kénnen, wurden vier verschiedene Mikroskope verwendet: Das Nikon
TE2000-E Mikroskop diente zur Echtzeitmessung der Thrombozytenadh&sion/-aggregation
und der GPVI-Fc-Bindung an Plaque und Kollagen unter Strémungsbedingungen. Zur
3-dimensionalen Aufnahme der Aggregation an Plaque unter Stromungsbedingungen wurde
mit einem Zwei-Photonen-Laser-Scanning-Mikroskop gearbeitet. Um fixierte Flusskammer-
préaparate detailierter analysieren zu konnen, aber auch zur Darstellung von gefarbten
Praparaten ohne vorherige Blutperfusion, wurde ein hochauflosendes ELYRA-Mikroskop
verwendet. Ein ,stimulated emission depletion® (STED)-Mikroskop wurde zur
Sichtbarmachung der Bindung von GPVI-Fc-Komplexen an Kollagen in hdchstmoglicher
Auflésung benutzt.

4251 Fluoreszenz-Mikroskopie und differentielle Interferenzkontrast (DIC)-
Mikroskopie von GPVI-Fc und Thrombozyten

Mit dem Nikon TE2000-E Mikroskop wurden die Kollagenfasern, das Plaguehomogenat und
die Thrombozytenadhéasion/-aggregation mittels differentieller Interferenzkontrast (DIC)-
Mikroskopie sichtbar gemacht und in Bezug zur Bindung von PE-markiertem GPVI-Fc an die
Kollagenfasern und den Plaque (Exzitation: 560/25 nm, Emissionsfilter Quad-Set F66-888
(DAPI/FITC/Cy3/Cy5)) untersucht. Dazu wurde ein 100x OI-Objektiv (NA 1,4) verwendet und
die Thrombozyten- und GPVI-Fc-Bindung an Plaque oder Kollagen wurde kontinuierlich
durch Videomikroskopie aufgezeichnet (1 Bild (DIC und Fluoreszenz)/2 oder 5 sek). Fir die
Fluoreszenzmarkierung von GPVI-Fc wurden PE-gekoppelte anti-human-Fc Antikorper
(Verhaltnis GPVI-Fc : Antikbrper = 200:1) eingesetzt, die mit GPVI-Fc in Eppendorf-
Mikroreaktionsgefaf3en fir 10 min bei RT vor Zugabe zum Blut inkubiert wurden.

4252 Zwei-Photonen-Laser-Scanning-Mikroskopie (TPLSM) der Thrombozyten-
aggregation an Plaguehomogenat in Anwesenheit von GPVI-Fc
Zur 3-dimensionalen Echtzeitmessung der Thrombozytenaggregatbildung an Plaque-
homogenat wurde ein Leica SP5IIMP Zwei-Photonen-Laser-Scanning-Mikroskop,
ausgestattet mit einem Ti:Sa gepulsten Laser (770 nm) und einem 63x Ol-Objektiv (NA 1,4),
verwendet. Die spektralen Einstellungen wurden so gewahlt, dass die Detektionseffizienz
maximiert und ein Durchscheinen zwischen den Kanédlen vermieden wurde. Die detektierten
Fluoreszenzsignale ergaben sich aus der Autofluoreszenz der Plaquekomponenten
(410 - 490 nm), den markierten Thrombozyten (DIOC6: 510-532 nm), und aus GPVI-Fc, das

mit Alexa Fluor® 594-gekoppelten anti-human-Fc Antikérpern in einem molaren Verhéltnis
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von 20:1 (Verhaltnis GPVI-Fc : Antikdrper) markiert wurde (601-634 nm). Markiertes GPVI-Fc
wurde vor der Perfusion Uber Plaquehomogenat dem Blut beigegeben. Um die
Gesamtauflosung zu verbessern, wurde zusétzlich ein optischer Zoom angewendet. Die
3-dimensionale Bilderfassungsrate war 0,08 — 0,15 Hz, abhangig von der z-Schrittgré3e und
z-Tiefe des betrachteten Volumens (einzelne xy-Bildrate, 4-6 Hz). Zur 3D-Aufarbeitung
wurden das Huygens Professional 15.10 Software-Paket und die Leica LasX (1.8) Software

verwendet.

4253 Fixierung und anschlieBende Thrombozytenfarbung von Flusskammer-
praparaten
Um die Flusskammerpraparate, die mit Hilfe eines Nikon TE2000-E Mikroskops hergestellt
worden waren, anschlieend mittels SIM betrachten zu kdnnen, mussten diese unter
Stromungsbedingungen fixiert und die Thrombozyten nochmals angefarbt werden. Die
Préaparate wurden 3 bis 5 min nach Start der Blutperfusion zur Fixierung in der Flusskammer
fur 5 min mit Fixationspuffer (4% PFA in PBS, 5 mM EDTA) uberstromt. Da die Farbung der
Thrombozyten mit DiIOC6 zu schwach war und wahrend der anschlieRenden Betrachtung der
Praparate im ELYRA-Mikroskop schnell ausblich, wurden die Praparate nach der Fixierung
zuerst mit einem anti-CD41 Primarantikorper (1:200-Verdinnung in Waschpuffer), und
darauffolgend mit einem DyLight® 488-konjugierten Sekundéarantikoérper (1:100-Verdiinnung
in Waschpuffer) flr je 2 min inkubiert. Nach der Fixierung und zwischen den einzelnen
Farbeschritten wurden die Praparate fur 1-3 min mit Waschpuffer tberstromt. Um eine
Vermischung von Blut mit PFA und dem Waschpuffer mit den einzelnen Farbelésungen zu
vermeiden, wurde zwischen den einzelnen zu durchspiilenden Ldsungen eine winzige
Luftblase im Schlauch aufgenommen. Die Flusskammern wurden anschlieRend mit Fluoro-

Gel oder Prolong® Diamond Einbettungsmedium befiillt.

4.2.5.4 Kollagenfarbung fur Flusskammerexperimente

Um Kollagenstrukturen im Plaguehomogenat sichtbar zu machen und auch um Horm®-
Kollagen anzufarben, wurden mit Plaguehomogenat oder Kollagen beschichtete
Glasdeckglaschen mit anti-Kollagen Typ | und Typ Il Prim&rantikorpern (5 pg/ml) fir 15 min
bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert, nachdem unspezifische Bindungsstellen auf den
Deckglaschen mit 4% HSA in PBS blockiert wurden. Nach dem Waschen der Praparate mit
0,5% HSA in PBS wurden diese mit Alexa Fluor® 405-konjugierten Sekundarantikérpern
(10 pg/ml) behandelt und fur 10 min bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach einem

weiteren Waschschritt wurden die gefarbten Deckgléaschen auf die Flusskammern geklebt.
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4255 SIM-Bildgebung der GPVI-Fc (unvernetzt oder quervernetzt)-Bindung und
Thrombozytenadhasion an Plague und Kollagen

Um eine hohere optische Auflésung der Fluoreszenz (=100 nm) als mit dem Nikon

TE2000-E Mikroskop zu erreichen, wurden Flusskammerpraparate, wie unter 4.2.5.3

beschrieben, fixiert und mit Hilfe eines ELYRA PS.1 Mikroskops analysiert. Dinne

(150-200 nm) z-Schnitte hochauflésender Bilder wurden fir jeden Fluoreszenzkanal

aufgenommen. Die entstandenen Bilder wurden mit Hilfe der ZEN Software analysiert. Zur

3D-Aufarbeitung wurde die ImagePro Premier 3D v9.1 Software verwendet.

42551 SIM der GPVI-Fc-Bindung und Thrombozytenadhasion an
Plaguehomogenat oder an Kollagen nach Blutperfusion
Zur Untersuchung der GPVI-Fc-Bindung an Plaguehomogenat wurde GPVI-Fc zur
Fluoreszenzmarkierung mit Alexa Fluor® 594-konjugierten anti-human-Fc Antikérpern in
einem molaren Verhaltnis von 100:1 (GPVI-Fc : Antikérper) in Eppendorf-Mikroreaktions-
gefaRen fur 10 min bei RT inkubiert und kurz vor Beginn der Perfusion dem Abciximab
enthaltenden Blut beigegeben. Zur Analyse der GPVI-Fc-Bindung an Kollagen wurde
GPVI-Fc mit PE-konjugierten anti-human-Fc IgG Antikorpern in einem molaren Verhaltnis
von 200:1 (GPVI-Fc : Antikorper) angefarbt, bevor es vor der Perfusion Uber Kollagen dem
RGDS enthaltenden Blut beigegeben wurde. Nach der Perfusion wurden die Praparate, wie

unter 4.2.5.3 beschrieben, fixiert und die Thrombozyten wurden gefarbt.

4.2.5.5.2 Vergleich der Bindung von quervernetztem und unvernetztem GPVI-Fc und
Thrombozyten an Kollagen nach Blutperfusion mittels SIM
GPVI-Fc wurde mit anti-human-Fc IgG oder Fab2 Antikdrpern entweder in einem molaren
Verhéltnis von 20:1 (unvernetztes GPVI-Fc) in Eppendorf-Mikroreaktionsgefaf3en fir 10 min
bei RT inkubiert oder in einem molaren Verhéaltnis von 1:1, um quervernetztes GPVI-Fc zu
erhalten. In beiden Ansétzen enthielten die unmarkierten Antikdrper 10% PE-konjugierte anti-
human-Fc Antikorper (IgG oder Fab?2). Die Mischungen wurden dem Abciximab enthaltenden
Blut vor der Perfusion mit einer finalen Konzentration von GPVI-Fc von 333 nM beigegeben.
In einigen Experimenten, bei denen nur die Thrombozytenadhéasion an Kollagen untersucht
wurde, wurde dem Blut nur unmarkiertes GPVI-Fc beigemischt. Nach der Perfusion wurden

die Praparate, wie unter 4.2.5.3 beschrieben, fixiert und die Thrombozyten gefarbt.

4.2.5.5.3 Farbung von Kollagen mit quervernetztem und unvernetztem GPVI-Fc fur
SIM

Kollagen wurde direkt mit fluoreszenzmarkiertem GPVI-Fc (quervernetzt oder unvernetzt)
inkubiert. Dazu wurde GPVI-Fc mit Alexa Fluor® 488-konjugierten anti-human-Fc IgG oder

anti-human-Fc Fab2 Antikoérpern fir 10 min entweder in einem molaren Verhaltnis von 1:1
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inkubiert, um GPVI-Fc querzuvernetzen, oder in einem Verhéaltnis von 10:1 gemischt, um
GPVI-Fc anzufarben, ohne es querzuvernetzen. Kollagen-beschichtete Deckglaschen
wurden anschlieend fir 20 min bei RT mit quervernetztem oder unvernetztem GPVI-Fc
(666 nM) inkubiert, bevor die Praparate mit PFA 4% fixiert und in Fluoro-Gel zur weiteren
Analyse mit SIM eingebettet wurden.

4.2.5.6 Stimulated emission depletion (STED)-Mikroskopie zur Analyse der
Bindung von quervernetztem und unvernetztem GPVI-Fc an Kollagen
Um die Bindung von quervernetztem und unvernetztem GPVI-Fc an Kollagen mit
hochstmdglicher Auflosung zu visualisieren (<100 nm), wurde neben der unter 4.2.5.5.3
beschriebenen Analyse mit SIM auch nanoskopische STED-Mikroskopie mittels eines Leica
SP8 STED 3X Mikroskops angewendet. Kollagen-beschichtete Glasdeckglaschen wurden
simultan mit anti-Kollagen Typ | und Typ Il Antikérpern (0,5 pg/10 pl pro Préparat = 333 nM)
und mit GPVI-Fc (0,5 ug/10 pl = 333 nM), das entweder quervernetzt oder unvernetzt war,
fur 20 min bei RT inkubiert. Dazu wurden die anti-Kollagen-Antikérper zuvor direkt mit
Zenon® Alexa Fluor® 594 Fab angefarbt und GPVI-Fc wurde mit Alexa Fluor® 488-
konjugierten anti-human-Fc IgG oder anti-human-Fc Fab2 Antikérpern entweder in einem
molaren Verhéltnis von 1:1 (GPVI-Fc : Antikérper) zur GPVI-Fc-Quervernetzung oder in
einem molaren Verhdltnis von 10:1 fur das unvernetzte GPVI-Fc inkubiert. Nach dem
Waschen und Fixieren der Praparate mit 4% PFA, wurden sie in Prolong® Diamond Medium
eingebettet. 3D STED-Bildgebung wurde mit Hilfe eines 100x Ol-Objectivs (NA 1,4)
vorgenommen. Bildrekonstruktionen wurden unter Verwendung des LAS X Software-Paketes
und Dekonvolution mit Hilfe des Huygens Professional Software-Paketes (15.10)

durchgefihrt.

4.2.6 Analytische Ultrazentrifugation zur Charakterisierung von GPVI-Fc-
Komplexen
Zur Abschétzung des Molakulargewichts der quervernetzten GPVI-Fc-Komplexe mittels
analytischer Ultrazentrifugation wurden folgende Proben hergestellt: Um GPVI-Fc mit anti-
Fc-Antikbrpern zu sattigen, wurde ein GPVI-Fc : Antikorper -Verhaltnis von 10:1 gewahlt:
GPVI-Fc (2,5 pM; 375 pg/ml) wurde mit Alexa Fluor® 488-konjugierten anti-human-Fc Fab2
Antikérpern (0,25 uM) oder Alexa Fluor® 488-konjugierten anti-human-Fc 1gG Antikérpern
(0,25 puM) inkubiert (GPVI-Fc*Fab2 bzw. GPVI-Fc*IgG). Fiur die Quervernetzung von GPVI-
Fc wurde GPVI-Fc (0,4 pM; 60 pg/ml) mit Alexa Fluor® 488-konjugierten anti-human-Fc Fab2
Antikorpern (0,4 uM) oder Alexa Fluor® 488-konjugierten anti-human-Fc 1gG Antikérpern
(0,4 uM) in einem Verhaltnis von 1:1 fir 10 min bei RT inkubiert (GPVI-Fc*Fab2-XL,
GPVI-Fc*IgG-XL). AnschlieBend wurde mit HSA 0,5% in PBS ein Probenvolumen von 0,5 ml
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eingestellt. Die Sedimentation der Proben wurde mit einer analytischen Ultrazentrifuge

(ProteomLab XL-A) gemessen.

4.2.7 Bestimmung der in vitro Verschlusszeit mit dem ,platelet function
analyzer“ PFA-200

Die PFA-200-Vorrichtung ist eine Weiterentwicklung des Thrombostat-Systems, das die

Situation in einem verletzten Blutgefa3 und somit die primare Hamostase simuliert und das

fur die Messung der Blutungszeit in vitro etabliert wurde''®'*

. Somit ist es mdglich,
Thrombozytenfunktionsstérungen zu erkennen und Effekte antithrombozytarer Substanzen
auf die Hamostase zu bestimmen. Das Gerét saugt Citrat-antikoaguliertes Blut (0,8 ml pro
Probe) unter konstantem Vakuum aus einem Vorratsbehélter durch eine Kapillare und ein
kleines Loch in einem Membranfilter, der mit Kollagen/ADP oder Kollagen/Epinephrin
beschichtet ist. Der Kontakt der Thrombozyten mit der Kollagenbeschichtung fuhrt zur
Adhéasion, Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten, wobei ADP und Epinephrin eine
weitere Aktivierung der Thrombozyten verursachen. Die Thrombozytenaggregation an der
Membran fuhrt im Laufe der Zeit zum Verschluss der Membrandffnung und somit zum
Anhalten des Blutstromes, was mittels Drucksensoren gemessen wird. Die Zeit von Beginn
der Messung bis zur vollen Okklusion der Membranéffnung wird gemessen und als "in vitro

Verschlusszeit" angegeben.

4.2.8 Statistik

Die Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardabweichung (MW = SD) von Experimenten
mit Proben von verschiedenen Blutspendern (n) angegeben. Bei Konzentrations-Wirkungs-
Reihen wurde die Aggregation unter Zugabe der spezifischen Inhibitoren (GPVI-Fc, BLOS8-1,
5C4) in % der Aggregation unter entsprechenden Kontrollbedingungen (Fc-Kontrollprotein,
TRIS-Glycin-Puffer bzw. 1gG1l) desselben Spenders angegeben. Zur statistischen
Auswertung der Ergebnisse wurde das SigmaStat 3.5-Programm-Paket verwendet. Bei jeder
Inhibitor-Konzentration wurde der Unterschied zur parallel gemessenen Kontrolle mit dem
zweiseitigen gepaarten t-Test (*: p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001) oder, falls die
Voraussetzungen hierflr nicht gegeben waren, mit dem Mann-Whitney U-Test (8: p<0,05;
88: p<0,01; 888: p<0,001) analysiert. Ergebnisse mehrerer, parallel gefiihrter experimenteller
Bedingungen wurden mit verbundener Varianz-Analyse mit sekundaren Paar-Vergleichen
nach Student-Newman-Keuls (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001) analysiert. Falls die
Voraussetzungen hierfir nicht gegeben waren, wurden multiple Konditionen mit
Rangvarianzanalyse nach Kruskal-Wallis bzw. Fiedman analysiert, gefolgt von sekundéren
Paarvergleichen nach Tukey (8: p<0,05; 88:p<0,01; 888: p<0,001). Fluss-Experimente

wurden mittels dreifacher Varianzanalyse mit der Scherrate, dem Inhibitor und der Zeit als
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unabhangige Faktoren analysiert. Sekundére Paar-Vergleiche innerhalb eines Faktors
wurden nach der Methode von Holm-Sidak (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001) durchgefuhrt.
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5 Ergebnisse

5.1 Wirkung von GPVI-Fc und GPVI-Antikérpern auf die Plaque- und
Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation unter statischen
Bedingungen

Die Thrombozytenaggregation im Blut wurde mit Plaguehomogenat oder mit Horm®-
Kollagen, das aus equinem Kollagen Typ | und Typ 111*!*2113 pesteht, stimuliert. Auch Plaque

23,35

enthalt hauptsachlich Typ | und Typ Il Kollagene

5.1.1 Hemmmung der Plague- und Kollagen-induzierten Thrombozyten-
aggregation durch GPVI-Fc
Zuerst wurde der Effekt von GPVI-Fc auf die Plague- und Kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation im Blut unter statischen Bedingungen getestet. Diese Aggregation
ist vor allem abhangig von der thrombozytaren Freisetzung von ADP und TxA,, die in der
geriihrten stimulierten Blutprobe akkumulieren®*. Neben Experimenten, bei denen GPVI-Fc
mit Blut vorinkubiert und anschlieBend mit Plaque stimuliert wurde, wurden Experimente
duchgefiihrt, bei denen Plaguehomogenat direkt mit GPVI-Fc vorinkubiert wurde. Dabei
waren die GPVI-Fc-Konzentrationen 35-fach héher als nach Zugabe von GPVI-Fc zum Blut,
die finalen GPVI-Fc-Konzentrationen im Blut waren jedoch identisch. Dieser Ansatz wurde
vorgenommen, um alle potentiellen GPVI-Bindungsstellen fir GPVI-Fc an Kollagen maximal
abzusattigen. Der Versuchsaufbau dieser MEA (,multiple electrode aggregometry®)-

Experimente ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt.

GPVI-Fc Prainkubation mit Blut

Préinkubation

GPVI-Fc Prainkubation mit Plague

Prainkubation .

Abbildung 5: Schematischer Versuchsaufbau der MEA-Experimente mit GPVI-Fc

Die Aggregationsmessungen zeigten, dass GPVI-Fc die Plaque- und Kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation verzogerte. In GPVI-Fc behandelten Proben war eine

Verlangerung der “lag time” festzustellen, d.h. der Zeit bis zum Beginn der Aggregation
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(Abbildung 6). Die Aggregationswerte (AU) am Ende der Messung wurden allerdings durch
GPVI-Fc nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 6 A). In Plague-stimulierten Proben stieg
nach Zugabe der Proteine zum Blut die “lag time” von 65 = 19 sek (Fc-Kontrollprotein) auf
119+ 23sek (n = 6; p<0,001) mit GPVI-Fc (50 pg/ml; 300 nM) an, und nach vorheriger
Inkubation der Proteine mit Plaquehomogenat von 72 +20sek (Fc-Kontrollprotein) auf
134 + 25 sek (n = 6; p<0,001) mit GPVI-Fc (Abbildung 6 B). In Kollagen-stimulierten Proben
stieg die “lag time” von 77 + 20 sek (Fc-Kontrollprotein) auf 124 + 19 sek (n = 6; p<0,001) mit
GPVI-Fc (50 pg/ml; 300 nM) an (Abbildung 6 B).

A
Fc+Blut GPVI-Fc+Blut GPVI-Fc
200 Kontrolle +Plaque +Plague Fc+Plaque +Plaque
- 53 AU*min - 745 AU*min - 489 AU*min - 682 AU*min - 476 AU*min
s
< 5
[@)] ot
o < e - (= -l
=2} A P L ,’
&n . % - p
O —_—
10min
B

OFc
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Lag time (sek)

Abbildung 6: GPVI-Fc vermindert die statische Thrombozytenaggregation im Blut nach Stimulation mit
Kollagen oder Plaque durch Erhéhung der “lag-time”

(A) Repréasentative MEA-Kurven der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation im Blut. Kurven 1 bis 3: Blut
wurde mit &quimolaren Konzentrationen (333 nM) von Fc (16 pg/ml) oder GPVI-Fc (50 pg/ml) vorinkubiert. Kurven
4 und 5: Plaque-Proben wurden mit einer 35-fach hdéheren &quimolaren Konzentration (11,7 pM) von Fc
(560 pg/ml) oder GPVI-Fc (1750 pg/ml) fiir 3 min vorinkubiert, bevor sie zum Blut gegeben wurden. Es ergaben
sich dieselben finalen Konzentrationen wie nach direkter Zugabe zum Blut. Die Zahlen zeigen die kumulative
Aggregation (AU*min) gemessen tber 10 min. Verandert nach Jamasbi et al.***

(B) Graphische Darstellung der “lag time”. Fc (16 pg/ml) oder GPVI-Fc (50 pug/ml) wurden im Blut (Plaque,
Kollagen) oder mit Plaguematerial (Plague, #) vorinkubiert und die Proben wurden mit Plague oder Kollagen
stimuliert. MW + SD, n = 6. *: p<0,05 fur GPVI-Fc vs. Fc mit zweiseitigem, gepaartem t-Test.

Die Kollagen-stimulierte Thrombozytenaggregation wurde nach GPVI-Fc-Behandlung des
Blutes dosisabhéangig maximal um 45% vermindert (Abbildung 7 A). Die Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregation wurde ebenfalls reduziert, maximal um 51%, wenn Blut mit

GPVI-Fc vorbehandelt wurde (Abbildung 7 B). Erstaunlicherweise war die Hemmung nicht
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signifikant starker, wenn Plague mit 35-fach hoheren GPVI-Fc-Konzentrationen vorinkubiert

wurde, bevor die Blutproben stimuliert wurden (Abbildung 7 C).

Kollagen Plaque

1001 100 Plaque

1001
§§8 *

50 501

Aggregation
(% der Kontrolle)
al
i

T T T 0 T T T 0 T T T
125 25 50 125 25 50 125 25 50

GPVI-Fc (ug/ml) GPVI-Fc (ug/ml) GPVI-Fc (ug/ml), #

Abbildung 7: GPVI-Fc vermindert dosisabhangig die statische Thrombozytenaggregation im Blut nach
Stimulation mit Kollagen oder Plaque

(A und B) Blut wurde mit &quimolaren Konzentrationen (21, 42, 83, 167, 333 nM) von GPVI-Fc (3,1; 6,3; 12,5; 25;
50 pg/ml) oder Fc-Kontrollprotein in steigenden Konzentrationen prainkubiert, bevor es mit (A) Kollagen
(0,5 pg/ml) oder mit (B) Plaque (833 ug/ml) fur 5 min stimuliert wurde. (C) Plaque wurde mit aquimolaren
Konzentrationen (0,7; 1,5; 3; 6; 12 uM) von GPVI-Fc (109, 219, 437, 875, 1750 pg/ml) oder Fc-Kontrollprotein fir
3 min prainkubiert, bevor die Mischungen dem Blut beigegeben wurden, was dieselben finalen Konzentrationen
(#) ergab wie in B. MW + SD in % der zeitgleichen Fc-Kontrolle, n = 3-11. *: p<0,05; ***: p<0,001 fir GPVI-Fc vs.
zeitgleiche Kontrolle mit zweiseitigem, gepaartem t-Test bzw. §88: p<0,001 mit Mann-Whitney U-Test. Verandert
nach Jamasbi et al.***

Selbst als die Prainkubationszeit von 3 min auf 30 min ausgedehnt wurde und statt bei RT
bei 37°C inkubiert wurde, war die Hemmung mit GPVI-Fc nicht starker (Abbildung 8). Auch
hier waren die GPVI-Fc- und Fc-Konzentrationen bei der Prainkubation 35-fach hoher als die
Konzentrationen im Blut. Die finalen Konzentrationen im Blut waren jedoch in beiden
Versuchsansatzen (Zugabe von GPVI-Fc zum Blut und Prainkubation von GPVI-Fc mit
Plague vor der Zugabe zum Blut) identisch.
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Abbildung 8: Prainkubation von Plaque mit einem Uberschuss an GPVI-Fc hemmt die
Thrombozytenaggregation unter statischen Bedingungen nicht starker als GPVI-Fc nach Zugabe zum Blut
(Links) Blut wurde mit Puffer R (Kontrolle), &quimolaren Konzentrationen (333 nM) von GPVI-Fc (50 pg/ml) oder
Fc-Kontrollprotein (17 pg/ml) fir 3 min inkubiert, bevor es mit Plaquehomogenat (833 pg/ml) stimuliert wurde.
(Rechts) Plague wurde mit Puffer R (Kontrolle), &quimolaren Konzentrationen (11,7 pM) von GPVI-Fc
(1750 pg/ml) oder Fc-Kontrollprotein (595 pg/ml) fir 30 min bei 37°C inkubiert bevor die Aliquots zum Blut in die
MEA-KUvetten transferiert wurden und die Aggregation gemessen wurde. Dargestellt sind kumulative
Aggregationswerte (AU*min) gemessen uber 10 min. MW + SD, n = 5. Verandert nach Jamasbi et al.™*
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Die Hemmung durch GPVI-Fc war spezifisch, da GPVI-Fc bei Stimulation des Blutes mit
ADP und TRAP die Thrombozytenaggregation nicht beeinflusste (Abbildung 9).

1000 1 gFc mGPVI-Fc
800 -

600 ~
400 -

AU*min

200 -

ADP TRAP

Abbildung 9: GPVI-Fc hat keinen Effekt auf die statische Thrombozytenaggregation im Blut nach
Stimulation mit ADP oder TRAP

Blut wurde mit &quimolaren Konzentrationen (333 nM) von GPVI-Fc (50 pg/ml) oder Fc-Kontrollprotein
prainkubiert bevor es mit ADP (5 pM) oder TRAP (15 pM) fur 5 min stimuliert wurde (MW + SD, n = 4). Verandert
nach Jamasbi et al.***

5.1.2 Hemmmung der Plaque- und Kollagen-induzierten Thrombozyten-
aggregation durch GPVI-Antikdrper

Neben der Wirkung von GPVI-Fc auf die Plaque- und Kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation wurde der Effekt zweier GPVI-Antikérper mittels MEA getestet.
Die GPVI-Antikdrper BLO8-1 (10 pg/ml; 833 nM) und 5C4 (1,25 pg/ml; 25 nM) hemmten die
Plague- und Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation konzentrationsabhangig fast
vollstandig (Abbildung 10). Die hdchste Konzentration von BLO8-1 verminderte die
Aggregation auf 12% der Kontrolle (n = 9) nach Plaque-Stimulation und auf 16% (n = 8) nach
Kollagen-Stimulation, wobei die hochste Konzentration von 5C4 die Aggregation auf 7% der
Kontrolle (n =5) nach Plaque-Stimulation und auf 18% (n =5) nach Kollagen-Stimulation
reduzierte (Abbildung 10 B).
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Abbildung 10: BLO8-1 und 5C4 hemmen die Plague- und Kollagen-stimulierte statische
Thrombozytenaggregation im Blut

(A) Repréasentative MEA-Kurven der Plaque (833 pg/ml)-induzierten Thrombozytenaggregation nach
Prainkubation des Blutes mit BLO8-1 (10 pg/ml) oder 5C4 (1,25 pg/ml). Die Zahlen zeigen die kumulative
Aggregation (AU*min) gemessen uber 10 min. (B) Konzentrationsabhéngigkeitskurven der Wirkung von BLO8-1
oder 5C4 auf die Plaque- und Kollagen (0,5 pg/ml)-induzierte Thrombozytenaggregation, gemessen Uber 5 min.
MW = SD in % der zeitgleichen Kontrolle, n = 3-9. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 fur behandelte vs. Kontroll-
Thrombozyten mit zweiseitigem, gepaartem t-Test bzw. §8§: p<0,001 mit Mann-Whitney U-Test. Verandert nach
Jamasbi et al.***
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Die Hemmung mit den GPVI-Antikorpern war ebenfalls spezifisch, da weder BLO8-1 noch
5C4 die durch ADP und TRAP stimulierte Thrombozytenaggregation beeinflussten
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: BLO8-1 und 5C4 haben keinen Effekt auf die statische Thrombozytenaggregation im Blut
nach Stimulation mit ADP oder TRAP

Blut wurde mit BLO8-1 (10 pg/ml) oder 5C4 (1,25 pg/ml) prainkubiert bevor es mit ADP (5 uM) oder TRAP
(15 pM) fiir 5 min stimuliert wurde (MW + SD, n = 4). Verandert nach Jamasbi et al.***

5.1.3 Hemmung von dimerem thrombozytaren GPVI mit m-Fab-F

Da dimeres GPVI auf ruhenden Thrombozyten essentiell fur die Bindung an Kollagen und fir
die Thrombozytenaktivierung ist®, sollte selektiv die dimere Form von thrombozytarem GPVI
gehemmt und dessen Auswirkung auf die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation
untersucht werden. Dazu wurden MEA-Experimente mit m-Fab-F, einem Antikérper, der
spezifisch gegen dimeres GPVI gerichtet ist, durchgefihrt. Die Wirkung von m-Fab-F auf die
Thrombozytenaggregation wurde sowohl mit der von 5C4 (das monomeres und dimeres

GPVI blockiert) als auch mit dimerem GPVI-Fc verglichen.

m-Fab-F hemmte die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation weniger effektiv als
5C4 (-64+11% vs. -86 +8%; p<0,05 mit gepaartem t-Test). Die Hemmung der Plaque-
stimulierten  Thrombozytenaggregation durch dimeres GPVI-Fc war -53+17%
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Antikdrper gegen monomeres und dimeres GPVI (5C4), nur gegen dimeres GPVI (m-Fab-F),
und GPVI-Fc hemmen die Plaque-induzierte statische Thrombozytenaggregation in unterschiedlichem
Ausmalfd

(A) Reprasentative MEA-Kurven. Blut wurde mit 5C4 (1,25 pg/ml), m-Fab-F (100 pg/ml) oder GPVI-Fc (50 pg/ml)
prainkubiert bevor die Proben mit Plaque (208 pg/ml) fur 10 min stimuliert wurden. (B) Balkendiagramm des
Einflusses von 5C4, m-Fab-F und GPVI-Fc auf die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation gemessen uber
10 min. MW + SD, n=5. * p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 mit ANOVA fiir wiederholte Messungen und
sekundéaren Paarvergleich nach Student-Newman-Keuls wie durch Balken angezeigt. Verandert nach
Jamasbi et al.114

5.2 Wirkung von GPVI-Fc und GPVI-Antikoérpern auf die Plaque- und
Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation unter arteriellen
Stromungsbedingungen

Um zu versuchen, die Situation einer Plaque-Ruptur mit anschlieRender Thrombozyten-
aktivierung in vivo zu simulieren, wurde Plaquehomogenat mit Hirudin-antikoaguliertem
humanem Blut bei verschiedenen Arterien-typischen Stromungsgeschwindigkeiten

perfundiert.

5.2.1 Validierung der Methode

Da zu diesem Zeitpunkt kein fur geplante Versuche adaquates Protokoll sowohl fur die
Plague-Beschichtung von Deckglaschen als auch fir die Durchfihrung der
Flusskammerexperimente existierte, wurde eine neue Methode der Beschichtung von
Deckglaschen mit humanem Plaguematerial entwickelt (siehe 4.2.4.1) und auch ein neuer
experimenteller Aufbau zur effizienten Durchfihrung von Flusskammerexperimenten im
Labor etabliert (siehe 4.2.4.3).
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5211 Etablierung eines Stromungskammermodelles

Zwar wurden zuvor in selbigem Labor Flusskammerversuche mit Plaguematerial
durchgefuhrt, jedoch wurde dabei ein veraltetes Stromungskammersystem und eine andere
Plaque-Beschichtungsmethode verwendet, die fur die experimentellen Fragestellungen
dieser Dissertation nicht geeignet war. Bei Beschichtung von Deckglaschen mit Plague nach
der zuvor in der Arbeitsgruppe verwendeten Methode®, deren Einbau in das neue
Flusskammersystem (ibidi sticky-Slides) und anschlieRender Perfusion mit Blut, haftete das
Plaguematerial nicht fest genug in der Flusskammer und wurde nach Beginn der Perfusion
schnell weggespullt. Zudem waren einige Plaquestiicke an manchen Stellen sehr grof3,
sodass keine einheitliche und in verschiedenen Ansatzen vergleichbare Beschichtung
erreicht werden konnte. Um diese grof3en Plaquestiicke, die unter Fluss vermehrt
weggespllt wurden und die entstandenen Thrombozytenaggregate mit sich rissen, zu
vermeiden, wurde das Plaguematerial nach dessen Verdiinnung stehen gelassen, damit
grolRe Plaquestiicke sedimentieren konnten. AnschlieBend wurde nur der daraus
resultierende Uberstand fiir die Beschichtung der Deckglaschen verwendet. Anstatt Albumin
bei der Plaqueverdiinnung einzusetzen®, das in der verwendeten Flusskammer zu einer
schlechteren Haftung des Plaquematerials unter Stromungsbedingungen flhrte, wurden erst
nach dem Trocknen der Plaquehomogenate auf den Deckglaschen und anschlieRender
Rehydratation mit PBS die Flusskammern mit humanem Serumalbumin (HSA) perfundiert,
um freie, unspezifische Bindungsstellen auf dem Glas zu blockieren. Auch die ibidi sticky-
Slides (Kammeroberseiten der Flusskammern) mussten mit HSA behandelt werden, da ohne
HSA-Blockade Thrombozyten durch den Kunststoff der Kammeroberseiten und -réander
aktiviert wurden und an der Kammeroberflache adhérierten. Die Hemmsubstanzen wurden
bei diesen Versuchen dem humanen Blut vor der Perfusion beigemischt und anschliel3end
wurde die Thrombozytenaggregation an Plaguehomogenat oder Kollagen Uber eine
bestimmte Zeitspanne mittels Videomikroskopie gemessen. Bei den durchgefihrten
Experimenten wurden verschiedene Arterien-typische Scherraten (550/s oder 600/s, 1100/s,
1500/s) eingesetzt. Diese unterschiedlichen Perfusionsbedingungen wurden gewahlt, da
Scherraten von 550/s oder 600/s und 1100/s den Bereich der physiologischen mittleren und
maximalen Scherraten in den Karotiden und Koronarien abdecken*®® und mittlere

Scherraten von etwa 1500/s in leicht stenotischen koronaren Lasionen vorherrschen*’.

Die in dieser Dissertation neu etablierten Flusskammerexperimente erlauben durch die
Verwendung von Einweg-Flusskammern eine schnelle und durch die verbesserte
Plaguebeschichtung reproduzierbarere Methode, mit der mehrfache Messungen (ca. 15-20)
der Kinetik der Thromboyztenaggregation (jeweils bis zu 10 min) mit dem Blut desselben

Spenders in einem Zeitraum von 30 min bis 4 Stunden nach Blutabnahme maéglich sind. Zur
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Veranschaulichung der Methode ist der experimentelle Aufbau der Flusskammerexperimente
in Abbildung 13 gezeigt.

Fluss uber
Plaque / Kollagen

Spritzen-
saugpumpe

Inhibitor

@ Objektiv

Abbildung 13: Experimenteller Aufbau der Flusskammerexperimente

5.2.1.2 Beschaffenheit der Plagueoberflache

Die Beschichtung der Deckglaschen mit Plaguehomogenat (siehe 4.2.4.1) ergab
Plaquefragmente unterschiedlicher Grofl3en, die eine unregelmalige, leicht raue
thrombogene Oberflache bildeten. Eine représentative mikroskopische Aufnahme einer mit
Plaguehomogenat beschichteten Flache ist in Abbildung 14 dargestellt.

Abbildung 14: Représentative Abbildung der Beschichtung eines Glasdeckgldschens mit humanem
Plaquehomogenat

Phasenkontrast-Bildgebung mit Hilfe eines 10x Objektivs.

Um die Rauheit der beschichteten Plagueoberflache abschatzen zu koénnen, wurde die
maximale Hohe der Plaquefragmente mittels SIM (,structured illumination microscopy*)
gemessen: Es ergaben sich Werte von 6,12 + 1,65 pm (MW % SD, n = 6).
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Zum Prifen der Reproduzierbarkeit der Experimente mit humanem Plaquehomogenat,
wurden vor den Experimenten mit GPVI-Hemmstoffen Flusskammerexperimente zur
Charakterisierung der Abhangigkeit der Thrombozytenaggregation von verschiedenen
Plague-Pools und unterschiedlicher Blutspender durchgefiihrt.

5.2.1.3 Unabhangigkeit der Thrombozytenaggregation von atherosklerotischen
Plaque-Pools
Um individuelle Unterschiede der Plagques auszuschlie3en, wurden die Plaguehomogenate
funf verschiedener Patienten gepoolt. In dieser Dissertation wurden mehrere verschiedene
Plaque-Pools verwendet, die routinem&Rig beziglich ihrer Thrombozytenaktivierung im
Multiplate® gemessen wurden und vergleichbare Aggregationswerte zeigten. Da
Unterschiede zwischen den einzelnen Plaque-Pools auszuschlieRen waren, wurde die durch
verschiedene atherosklerotische Plaque-Pools induzierte Thrombozytenaggregation auch

unter arteriellen Stromungsbedingungen verglichen.

Der Vergleich der Thrombozytenaggregation, vermittelt duch vier verschiedene Pools
atherosklerotischer Plaguehomogenate, ergab keine Unterschiede, weder in der Kinetik noch
im Ausmalfd der Thrombozytenaggregation unter Stromungsbedingungen (Abbildung 15).

Plaque Pool 1 Plaque Pool 2 Plaque Pool 3 Plaque Pool 4

03 03 03 03
0,2 0,2 0,2 0,2

0,1 0,1 0,1 0,1

Flachenbedeckung
mit Thrombozyten

0,0+ T T T T ] 0,0+ T T T T ] 0,0 T T T T ] 0,0+ T T T T "
0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300
Zeit (sec) Zeit (sec) Zeit (sec) Zeit (sec)

Abbildung 15: Unabhangigkeit der Thrombozytenaggregation von unterschiedlichen Plaque-Pools unter
Stromungsbedingungen

Glasdeckglaschen wurden mit vier verschiedenen Pools von Plaguehomogenaten beschichtet und mit Hirudin-
antikoaguliertem Blut der gleichen Spender (n=4) bei einer Scherrate von 600/s perfundiert. Die
Thrombozytenaggregation wurde kontinuierlich aufgenommen (1 Bild/sek), und die mit Thrombozyten bedeckte
Flache quantifiziert. MW + SD, n = 4.
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5214 Spenderabhangigkeit der Thrombozytenaggregation

Die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation unter arteriellen Strémungsbedingungen
war bei verschiedenen Blutspendern zum Teil sehr unterschiedlich (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Spenderabhangigkeit der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation unter
Stromungsbedingungen

Pools von verschiedenen Plaquehomogenaten (n=4) wurden mit Hirudin-antikoaguliertem Blut von vier
verschiedenen Blutspendern bei einer Scherrate von 600/s perfundiert. Die Thrombozytenaggregation wurde
videomikroskopisch aufgenommen (1 Bild/sek), und die mit Thrombozyten bedeckte Flache quantifiziert.
MW + SD, n = 11-12.

5.2.1.5 Erarbeitung eines Protokolls zur Fixierung von Flusskammerpraparaten

Um Flusskammerpréparate nach deren Perfusion mit Blut mittels hochauflosender
mikroskopischer Methoden (SIM) weiter analysieren zu kdnnen, mussten die Praparate unter
Fluss fixiert und die Thrombozyten gefarbt werden. Da zu diesem Zeitpunkt kein adaquates
Protokoll zur Fixierung und Thrombozytenfarbung der Praparate existierte, musste ein neues
Verfahren entwickelt werden, das die Beschaffenheit der Praparate vor und nach der
Fixierung unverandert lie3. Die Schwierigkeit lag darin, sowohl die Bindung und
Formbeschaffenheit der Thrombozyten, die an Plague oder Kollagen gebunden hatten, durch
den Fixierungsprozess nicht zu verandern, als auch eine nachtragliche Bindung von sich
noch im Schlauchsystem befindlichen Thrombozyten durch die Fixationslésung an Plaque-
oder Kollagenstrukturen zu verhindern. Dadurch sollte Artefakten vorgebeugt werden. Es
wurden verschiedene Methoden getestet: Die an die Blutperfusion anschlieRende
Uberstromung der Praparate mit PBS fiihrte zu einer unerwiinschten Aktivierung
(Formveranderung) der Thrombozyten. Eine Perfusion mit PFA 4% flihrte zur Fixierung von
Blutzellen (inkl. Thrombozyten), die sich im zufiihrenden Schlauch befanden und sich
anschlielend an das Plaguehomogenat und Kollagen anhefteten. Indem zwischen der
Perfusion mit Blut und der Fixationslosung eine winzige Luftblase in den Schlauch
aufgenommen wurde und dem Fixationspuffer 5 mM EDTA beigefugt wurde, konnten diese
Probleme umgangen werden. Die Vorgehensweise, die sich als optimal erwies, ist unter
4.2.5.3 aufgefiuihrt und wurde fur alle Flusskammerpréparate, die fir SIM vorbereitet wurden,

angewandt.
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5.2.2 Einfluss von GPVI-Fc, BLO8-1 und 5C4 auf die Thrombozytenadh&sion
und -aggregation an humanes atherosklerotisches Plaque unter
arteriellen Stromungsbedingungen

Nach der Etablierung der Flusskammerversuche wurde der Einfluss von GPVI-Fc und der

GPVI-Antikorper auf die Thrombozytenaggregation unter arteriellen Strémungsbedingungen

getestet, um der Situation nach Plaque-Ruptur im menschlichen Kérper ein Stick

naherzukommen.

Die Fluoreszenzaufnahmen in Abbildung 17 zeigen die Hemmung der Plague-induzierten
Thrombozytenablagerung durch GPVI-Fc, BLO8-1 und 5C4 bei einer Scherrate von 550/s.
GPVI-Fc (50 ug/ml) verzégerte und reduzierte die Plaque-induzierte Thrombozyten-
aggregation im Vergleich zur Kontrolle signifikant (siehe auch Videos 1 and 2), jedoch war
die Hemmung mit den GPVI-Antikérpern BLO8-1 (20 pug/ml) und 5C4 (1,25 pg/ml) wesentlich
starker. Diese hemmten die Aggregatbildung bei Scherraten von 550/s nahezu komplett,
wobei nur noch eine Thrombozytenadhasion beobachtet wurde, die aber vor allem transient
war (Abbildung 17, Video 3).

Scherrate 550/s

Kontrolle

GPVI-Fc

5C4

BLOS8-1

Abbildung 17: Reprasentative mikroskopischen Aufnahmen der Thrombozytenaggregatbildung an
Plaguehomogenat zu verschiedenen Zeiten nach Beginn der Perfusion bei einer Scherrate von 550/s

Blut wurde ohne (Kontrolle) oder mit GPVI-Fc (50 pug/ml), 5C4 (1.25 pg/ml) oder BLO8-1 (20 pg/ml) prainkubiert
und die Thrombozyten wurden mit Mepacrine angefarbt. Die Thrombozytenaggre%ation wurde mittels
Videomikroskopie kontinuierlich aufgenommen. (Videos 1-3) Verandert nach Jamasbi et al. ™

52



Ergebnisse

Um auszuschlieRen, dass die limitierte Hemmung durch eine zu geringe Blutkonzentration
von GPVI-Fc bedingt war, weil eventuell nicht alle hintereinander gelegenen GPO-Motive im
Plaque-Kollagen blockiert worden waren, wurden Plague-beschichtete Deckglaschen mit
einer 50-fach hoheren GPVI-Fc-Konzentration als nach Zugabe zum Blut erreicht wurde,
prainkubiert. Nach der Inkubation mit diesem Uberschuss an GPVI-Fc wurden die
Plaguehomogenate bei einer Scherrate von 550/s mit Blut perfundiert. Wie schon in den
Experimenten der statischen Thrombozytenaggregation beobachtet wurde (Abbildung 8), war

die Hemmung mit GPVI-Fc auch unter diesen Bedingungen nicht erhdht (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Prainkubation von Plaque mit einem Uberschuss an GPVI-Fc hemmt die
Thrombozytenaggregation bei niedriger Scherrate nicht stérker als GPVI-Fc nach Zugabe zum Blut

Die Thrombozyten wurden mit DIOC6 angeféarbt. (Links) Puffer R (Kontrolle), &quimolare Konzentrationen
(333 nM) von Fc-Kontrollprotein (17 pg/ml) oder GPVI-Fc (50 pug/ml), wurden vor der Perfusion tber Plague-
beschichtete Deckglaschen dem Blut beigegeben. (Rechts) Plaque-beschichtete Deckgldschen wurden mit
Puffer R (Kontrolle), oder einer hohen &guimolaren Konzentration (17 pM) von Fc-Kontrollprotein (34 pg in 40 pl =
850 pg/ml) oder GPVI-Fc (100 pg in 40 pl = 2500 pg/ml) fur 5 min bei 37°C vor der Perfusion mit Blut (Scherate
550/s) préainkubiert. Die GPVI-Fc-Konzentrationen fir die Prainkubation waren 50-fach hoher als die
Blutkonzentrationen im linken Graphen. MW + SD, n = 4. Verandert nach Jamasbi et al.***

Interessanterweise stieg die Hemmung von GPVI-Fc mit der Scherrate an: 5min nach
Beginn der Perfusion von Plague mit GPVI-Fc enthaltendem Blut war die
Thrombozytenaggregation bei einer angelegten Scherrate von 1100/s deutlich geringer als
bei der Scherrate von 550/s (Abbildung 19, Abbildung 17). Auch die Hemmung mit dem
GPVI-Antikérper 5C4 war bei 1100/s etwas deutlicher ausgepragt: es wurde eine geringere

Thrombozytenadhé&sion beobachtet.
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Scherrate 1100/s

Kontrolle

GPVI-Fc

5C4

Abbildung 19: Repréasentative mikroskopische Aufnahmen der Thrombozytenadhasion und -aggregation
an Plague zu verschiedenen Zeiten nach Beginn der Perfusion bei einer Scherrate von 1100/s

Blut wurde ohne (Kontrolle) oder mit GPVI-Fc (50 pg/ml) oder 5C4 (1,25 pg/ml) prainkubiert und die
Thrombozyten wurden mit Mepacrine angefarbt. Die Thrombozytenaggregatlon wurde mittels Videomikroskopie
kontinuierlich aufgenommen. Verandert nach Jamasbi et al.™**

Um den scherabhéngigen Effekt von GPVI-Fc zu bestatigen, wurden weitere Experimente
bei einer noch héheren Scherrate von 1500/s vorgenommen. Die Quantifizierung der mit
Thrombozyten bedeckten Flache Uber die Zeit bei den drei verschiedenen Scherraten ergab
eine signifikante Abhéangigkeit der GPVI-Fc-Hemmwirkung von der angelegten Scherrate.
Dabei hemmte GPVI-Fc die Plague-induzierte Thrombozytenaggregation bei 1500/s hochst
effektiv (Abbildung 20).

Die quantitative Auswertung der Thrombozytenadhasion nach GPVI-Antikdrper-
Behandlung des Blutes zeigte deren effektive Hemmung der Thrombozytenaggregation, die
unabhangig von der angelegten Scherrate war. Sowohl bei niedriger (550/s) als auch bei
hoherer Scherrate (1100/s) hemmten die Antikdrper die Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregation nahezu komplett. Die beobachtete noch vorhandene

Thrombozytenadhé&sion war vor allem transient (Abbildung 20).
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Abbildung 20: GPVI-Fc und anti-GPVI Antikérper (BLO8-1, 5C4) hemmen die Thrombozytenablagerung an
atherosklerotisches Plaguematerial unterschiedlich stark unter arteriellen Stromungsbedingungen, wobei
die Hemmung durch GPVI-Fc mit der Scherrate ansteigt
Wirkung von GPVI-Fc, BLO8-1 oder 5C4 auf den Zeitverlauf der Thrombozytenablagerung auf Plaque aus
flieBendem Blut bei drei verschiedenen arteriellen Scherraten. Blut wurde ohne (Kontrolle) oder mit GPVI-Fc
(50 pg/ml), 5C4 (1,25 pg/ml) oder BLO8-1 (20 pg/ml) prainkubiert und die Thrombozyten wurden mit Mepacrine
angefarbt. Fluoreszenzbilder der Thrombozytenablagerung wurden kontinuierlich aufgenommen (1 Bild/sek) und
die mit Thrombozyten bedeckte Flache wurde quantifiziert. (Rechts) BLO8-1- und 5C4-Kurven mit vergroRerter
Skala. MW + SD, n =5-12. 3-fach ANOVA fir die unabhéngigen Faktoren Behandlung (p<0,001), Scherrate
(p<0,05) und Zeit (p<0,001). Sekundare Paarvergleiche innerhalb der Behandlung waren signifikant fur Kontrolle
vs. BLO8-1 (**: p<0,01), 5C4 (**) und GPVI-Fc (*: p<0,05). Verandert nach Jamasbi et al.***
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5.3 Entschlisselung des Mechanismus der scherabhdngigen Hemmung
der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation durch GPVI-Fc

Um einen Einblick in den Mechanismus der GPVI-Fc-vermittelten Hemmung der
Thrombozytenaggregation an Plagque zu gewinnen und vor allem den Grund der
scherabhangigen Wirkung von GPVI-Fc herauszufinden, wurden zur Darstellung der
Interaktion von GPVI-Fc und Thrombozyten mit Plaque unter arteriellen Stromungs-

bedingungen hochauflésende bildgebende Verfahren verwendet.

5.3.1 GPVI-Fc-Bindung und Thrombozytenaggregatbildung an Plaque bei
niedriger und hoher Scherrate

Es sollte zunachst die Hypothese geprift werden, ob die Scherabhéngigkeit der GPVI-Fc-
Wirkung durch eine quantitativ héhere Bindung von GPVI-Fc bei hoher Scherrate an Plaque-
Kollagen zustande kam. Dazu wurde die Bindung von GPVI-Fc, das mit PE-gekoppelten
anti-human-Fc Antikorpern markiert wurde (im Folgenden abgekirzt mit ,PE-markiertes
GPVI-Fc"), in Bezug auf die Thrombozytenadhasion und -aggregation unter Strémungs-
bedingungen bei niedriger und hoher Scherrate visualisiert. Die Bindung von PE-markiertem
GPVI-Fc an Plaque verlief rapide und erreichte etwa 250 sek nach Beginn der Blutperfusion
eine Sattigung (Abbildung 21). Dabei erfolgte die GPVI-Fc-Bindung an Plaque schneller als
die der Thrombozyten, wobei die Kinetik und Menge der GPVI-Fc-Bindung bei niedriger
(550/s) und hoher (1500/s) Scherrate ahnlich war (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Dynamik der GPVI-Fc-Bindung, Thrombozytenadhdsion und -aggregation an
atherosklerotischem Plaquematerial unter Stromungsbedingungen

GPVI-Fc (50 pg/ml), das mit PE-konjugierten anti-human-Fc Antikérpern (rot) markiert und vor der Perfusion dem
Blut beigegeben wurde, band schnell an Plaguehomogenat. Die Bindung war bei niedriger und hoher Scherrate
(550/s, 1500/s) gleich. Die Thrombozytenablagerung (griin; markiert mit DiIOC6) trat bei niedriger Scherrate mit
Verzdgerung ein und war bei hoher Scherrate gehemmt. MW + SD, n = 3. Verandert nach Jamasbi et al.™*

Dies schloss einen Unterschied der GPVI-Fc-Bindung als Erklarung fur die gute Hemmung

der Thrombozytenaggregation durch GPVI-Fc bei hoher Scherrate aus.
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Die Bindung von GPVI-Fc an kleine, starker homogeniserte Plaguekomponenten war etwas
schneller als die Bindung an das gesamte, die grof3en Plaquefragmente enthaltende
Plaguehomogenat (Abbildung 22, Abbildung 21). Die maximale GPVI-Fc-Bindung an diese
kleinen, stark homogenisierten Plaguekomponenten wurde schon innerhalb von 60 sek nach
Beginn des Blutflusses erreicht (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Schnelle und sattighare GPVI-Fc-Bindung an die homogeneren, kleinen
Plaguekomponenten unter Strémungsbedingungen

GPVI-Fc (50 pg/ml) wurde mit PE-konjugierten anti-human-Fc Antikérpern (rot) markiert und vor der Perfusion
(Scherrate 550/s) uber Plaguehomogenat dem Blut beigegeben. Fluoreszenzbilder wurden durch
Videomikroskopie (1 Bild/2 sek) unter Verwendung eines 100x Ol-Objektivs (NA 1,4) aufgenommen (Video 4).
Sichtfelder, die nur die homogeneren, kleinen Plaguekomponenten enthielten wurden ausgeschnitten und die
GPVI-Fc-Bindung quantifiziert. Die Werte sind in % der maximalen GPVI-Fc-Bindung angegeben. MW + SD,
n = 4. Verandert nach Jamasbi et al.***

5.3.2 Echtzeitmessung der Thrombozytenadhasion/-aggregation und der
GPVI-Fc-Bindung an Plaque und Kollagen durch DIC- und Fluoreszenz-
Videomikroskopie bei maximaler VergrofRerung

Um der Ursache der Scherabhangigkeit der GPVI-Fc-Hemmung weiter auf den Grund zu

gehen, wurde die GPVI-Fc-Bindung und Thrombozytenanlagerung an Plaque bei niedriger

Scherrate mit DIC (differentieller Interferenzkontrast)- und Fluoreszenz-Mikroskopie bei

maximaler VergroRerung (100x Objektiv mit einer numerischen Apertur von 1,4;

Olimmersion) in den ersten Minuten der Blutperfusion beobachtet (Abbildung 23).

Das dem Blut beigegebene PE-markierte GPVI-Fc heftete sich sehr schnell in Form
einzelner Punkte an kleine Plaquepartikel sowie grol3e Plaguefragmente an. Die Bindung
erfolgte stromauf- und stromabwarts der Plaguefragmente und war Uberwiegend irreversibel
(Videos 4 und 5). Verglichen mit der GPVI-Fc-Bindung war die Thrombozytenadhasion an
Plaque seltener und meist transient und die Thrombozytenaggregatbildung an Plaque war

viel langsamer als die Bindung von GPVI-Fc (Video 5).
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Es wurde zum einen beobachtet, dass GPVI-Fc die Thrombozytenbindung an Plaque
verhindern konnte. Wie in Abbildung 23 A gezeigt ist, rollten einzelne Thrombozyten tGber an
Plaque gebundenes, PE-markiertes GPVI-Fc, ohne eine feste Bindung eingehen zu kdnnen.
Zum anderen gelang es einigen Thrombozyten, sich irreversibel, vor allem in Nischen
stromabwarts groRerer Plaquefragmente, anzuheften. Diese Thrombozyten dienten dann als
Startpunkt fur die Ausbildung von Thrombozytenaggregaten (Abbildung 23 B, Video 5).

A
—
$ Flussrichtung
Zeit nach
Beginn des
Blutflusses
B

—
Flussrichtung

Zeit nach
Beginn des
Blutflusses

Abbildung 23: DIC- und Fluoreszenz-Bildgebung (maximale VergréRerung) der GPVI-Fc-Bindung,
Thrombozytenadhésion und -aggregation an  atherosklerotischem Plaguematerial unter
Stromungsbedingungen

(A und B) GPVI-Fc (50 pg/ml) wurde mit PE-konjugierten anti-human-Fc Antikérpern (rot) markiert und vor der
Perfusion uber Plagque (550/s) dem Blut beigegeben. DIC- und Fluoreszenzbilder wurden mittels
Videomikroskopie unter Verwendung eines 100x Ol-Objektivs (NA 1,4) aufgenommen (1 Bild/2 sek). Die Bilder
sind reprasentativ fiir 4 individuelle Experimente. Obere Reihen: Uberlagerung von DIC- (Plague/Thrombozyten)
und Fluoreszenz- (PE-markiertes GPVI-Fc) mikroskopischen Bildern. Untere Reihen: Fluoreszenzbilder von PE-
markiertem GPVI-Fc. Siehe auch Videos 4 und 5. GPVI-Fc bindet stromauf- und stromabwaérts an
Plaquefragmente (grau) und kleine Plaquestiicke, die durch DIC nicht detektierbar waren. Thrombozytenadh&sion
und Aggregatbildung (grau) wurde vor allem stromabwaérts beobachtet. (A) Ein einzelner Thrombozyt (obere
Reihe, Pfeil) rollt GUber PE-markiertes GPVI-Fc (Pfeil unten), das bereits vorher an ein Stiuck Plagquematerial
gebunden hatte. (B) Thrombozytenaggregatbildung ausgehend von einem einzelnen adharierenden
Thrombozyten (Pfeil) in einer Flussnische stromabwaérts des Plaquestiickes. Verandert nach Jamasbi et al.™

Die Bindung von fluoreszierendem GPVI-Fc an Plaque war spezifisch. Es zeigte keine
Bindung an mit Albumin behandelten Glasoberflachen, und dem Blut beigegebenes

fluoreszenzmarkiertes Fc-Kontrollprotein zeigte keine Bindung an Plaque.
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Neben den Experimenten mit humanem Plaquehomogenat wurde zum Vergleich die Kinetik
und raumliche Verteilung der GPVI-Fc-Bindung und Thrombozytenadhasion an
Kollagenfasern untersucht. Wie auch in den Experimenten mit Plaquehomogenat war die
Bindung von GPVI-Fc an Kollagen sehr schnell (Video 6) und dichte GPVI-Fc-Punkte
konnten adhéarierende Thrombozyten daran hindern, sich stabil an die Kollagenfasern
anzuheften (Abbildung 24 A). Die Thrombozyten besiedelten bevorzugt Segmente von
Kollagenfasern, die wenig GPVI-Fc trugen (Abbildung 24 A, B), und sie waren sogar in der
Lage, benachbartes, an Kollagen gebundenes GPVI-Fc zu verdrdngen, um anschlieRend

fest an diese Kollagensegmente zu binden (Abbildung 24 B).
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Abbildung 24: Dynamik der GPVI-Fc-Bindung und Thrombozytenadhasion an Kollagen unter
Stromungsbedingungen

(A und B) GPVI-Fc (50 pg/ml) wurde mit PE-konjugierten anti-human-Fc Antikdrpern (rot) markiert und vor der
Perfusion Uber Kollagen (550/s) dem Abciximab enthaltenden Blut beigemischt. DIC- und Fluoreszenzbilder
wurden mittels Videomikroskopie unter Verwendung eines 100x Ol-Objektivs (NA 1,4) aufgenommen
(1 Bild/2 Sek). Die Bilder sind reprasentativ fir 6 individuelle Experimente. Obere Reihen: Uberlagerung von DIC-
(Kollagen/Thrombozyten) und Fluoreszenzbildern (PE-markiertes GPVI-Fc). Untere Reihen: Fluoreszenzbilder
von PE-markiertem GPVI-Fc. Siehe auch Video 6. (A) Ein einzelner Thrombozyt (dicker Pfeil) rollt Uber PE-
markiertes, an Kollagen gebundenes GPVI-Fc (dinner Pfeil in der Reihe darunter). Zwei Thrombozyten
(Sternchen) adhéarieren an Segmente der Kollagenfaser, die wenig fluoreszierendes GPVI-Fc enthalten. (B) Ein
einzelner Thrombozyt, der sich stromabwarts an der Faser angeheftet hat und sich gegen den Blutstrom zur
Faser hinbeweggt, verdrangt PE-markiertes GPVI-Fc von Kollagen (Pfeile in der unteren Reihe). Verandert nach
Jamasbi et al.™*
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5.3.3 3-dimensionale Darstellung der Thrombozytenaggregation mit Zwei-
Photonen-Laser-Scanning-Mikroskopie unter Stromungsbedingungen

Um die Thrombozytenaggregatbildung an Plague unter arteriellen Strémungsbedingungen

3-dimensional darstellen zu kénnen, wurde Zwei-Photonen-Laser-Scanning-Mikroskopie

(TPLSM) angewendet.

Die Perfusion von Plaguehomogenat mit unbehandeltem Blut ergab eine
Thrombozyten-aggregatbildung stromauf- und stromabwarts der Plaquefragmente bei

niedrigen (Abbildung 25) und hohen Scherraten.

t, 1 min 2 min

Abbildung 25: Thrombozyten (griin) aggregieren stromaufwéarts und stromabwarts von Plaguematerial
(blau) in unbehandeltem Blut. Bildgebung mit TPLSM

Zur Thrombozytenfarbung wurde dem Blut DIOC6 beigegeben (griin, Emissionsbereich 510-532 nm).
Reprasentative 3D-Rekonstruktionen von TPLSM-Aufnahmen (z-Abschnitte 0,7 pm; totale Dicke 10 pm;
Laserexcitation 770 nm) der Thrombozytenanhaftung an Plaque (Autofluoreszenz in blau, Emissionsbereich
410-490 nm) zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der Blutperfusion bei niedriger Scherrate (550/s). Pfeil:
Strémungsrichtung.

Experimente mit GPVI-Fc behandeltem Blut zeigten eine schnelle Bindung von GPVI-Fc
(fluoreszenzmarkiert mit Alexa Fluor® 594-konjugierten anti-human-Fc Antikérpern) an
autofluoreszierende kleine und grofRe Plaguefragmente unter niedriger und hoher Scherrate.
Die GPVI-Fc-Bindung trat, wie auch schon zuvor observiert, vor der Thrombozytenadh&sion
auf. Bei niedriger Scherrate wurde die Thrombozytenadhasion und anschliel3ende
Aggregatbildung vor allem stromabwaérts des Plaquematerials beobachtet (Abbildung 26;
Video 7). Dieser Befund wurde durch DIC-Videomikroskopie in hoher VergréRerung bestatigt
(siehe Video 8). Bei hoher Scherrate war in Anwesenheit von GPVI-Fc die
Thrombozytenadhésion stromabwaérts der Plaquestiicke instabil und es wurde viel weniger

Thrombozytenaggregatbildung beobachtet (Abbildung 26 B).
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A
Scherrate 550/s

B
Scherrate 1500/s

Flussrichtung

Abbildung 26: Thrombozyten (griin) aggregieren stromabwarts von Plaquematerial (blau) bei niedriger,
aber nicht bei hoher Scherrate in Anwesenheit von GPVI-Fc (rot). Bildgebung mit TPLSM

Zur Thrombozytenfarbung wurde dem Blut DIOC6 beigegeben (griin, Emissionsbereich 510-532 nm). GPVI-Fc
(50 pg/ml finale Konzentration) wurde mit Alexa Fluor® 594-konjugierten anti-human-Fc Antikdrpern markiert (rot,
Emissionsbereich 601-634 nm) und vor der Perfusion Uber Plaque dem Blut beigemischt. Representative
3D-Rekonstruktionen von TPLSM-Aufnahmen (z-Abschnitte 0,7 um; totale Dicke 10 um; Laserexcitation 770 nm)
der Thrombozytenanhaftung an Plaque (Autofluoreszenz in blau, Emissionsbereich 410-490 nm) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der Blutperfusion bei (A) geringer Scherrate (550/s) und (B) hoher
Scherrate (1500/s). Skala = 5 um. Siehe auch Video 7. Verandert nach Jamasbi et al.***

5.3.4 Hochauflésende Darstellung der Interaktionsstellen von GPVI-Fc und
Thrombozyten mit Plaguematerial und Kollagen mittels SIM

Um die Plaquestellen, an welche die Thrombozyten unter Stromungsbedingungen (550/s) in

Anwesenheit von GPVI-Fc adhérierten, detailierter visualisieren zu kdnnen, wurde SIM

angewendet, die sehr hochauflosende fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen fixierter

Préaparate ermoglicht (Abbildung 27; 3D-Aufnahme in Video 9).
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Dabei wurde beobachtet, dass GPVI-Fc in Form von Punkten, oft in perlschnurartiger Weise,
an Plaque-Kollagen sowohl stromabwarts als auch stromaufwérts der Plaquefragmente
gebunden hatte, wobei auch Abschnitte des Plaque-Kollagens von GPVI-Fc unbesetzt
blieben (Abbildung 27). Die Thrombozyten adhéarierten an verschiedene Segmente der
Kollagenfasern, und deren Interaktion mit Kollagen war in spezifischen z-Ebenen des
Plaques erkennbar (siehe Pfeile in Abbildung 27; Video 9). Diese Stellen waren nicht mit
GPVI-Fc besetzt, aber zuweilen in unmittelbarer Nahe zu GPVI-Fc, das an Kollagen
gebunden hatte. Auch in den SIM-Experimenten adhéarierten die Thrombozyten vor allem

stromabwarts der Plaquefragmente.

G——
Flussrichtung

Abbildung 27: Thrombozyten (griin) adhérieren stromabwérts an bestimmte Bereiche von Plaque-
Kollagen (blau), die nicht mit GPVI-Fc besetzt sind, sich aber in ndchster Nahe von GPVI-Fc (rot) befinden.
SIM-Bildgebung

Mit anti-Kollagen Typ | und Typ lll Antikdrpern und Alexa Fluor® 405-konjugierten  Sekundérantikdrpern
vorgefarbte Plaguehomogenate wurden mit GPVI-Fc (50 pug/ml, markiert mit Alexa Fluor® 594-gekoppelten anti-
human-Fc Antikérpern) und Abciximab enthaltendem Blut bei einer Scherrate von 550/s Uberstromt. Die
Praparate wurden 3 min nach Beginn der Perfusion fixiert und die Thrombozyten mit anti-CD41 Antikdrpern und
DyLight® 488-konjugierten Sekundérantikdrpern geféarbt. SIM-Aufnahmen wurden von aufeinanderfolgenden
0,2 um Abschnitten der Probe gemacht. (Oben) 3D-Uberblick des Praparates (Dicke 3,6 upm). (Unten)
VergroBerte Ausschnitte des Praparates in zwei z-Positionen von unten nach oben (z1=1,0-1,6 um;
z2 =1,6-2,2 um) zeigen Thrombozytenadhasion an bestimmte Stellen von Plague-Kollagen (Pfeile). Das Bild ist
reprasentativ fiir sieben weitere. Fur eine 3D-Darstellung siehe auch Video 9. Verandert nach Jamasbi et al.™**
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Zum Vergleich wurde die GPVI-Fc- und Thrombozytenbindung an Kollagenfasern untersucht.
Auch hier konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten stabil an Segmente von
Kollagenfasern adharierten, die wenig GPVI-Fc trugen (Abbildung 28, siehe auch Video 10).

s CD41
GPVI-Fc
Kollagen

Abbildung 28: Thrombozyten adhérieren an Kollagensegmente, die wenig GPVI-Fc tragen. SIM
Bildgebung

Kollagen-beschichtete Deckglaschen wurden mit anti-Kollagen Typ | und Typ Il Antikdrpern und
Alexa Fluor® 405-konjugierten Sekundarantikérpern gefarbt. GPVI-Fc (50 ug/ml) wurde mit PE-gekoppelten
anti-human-Fc Antikdrpern markiert und vor Beginn der Perfusion (Scherrate 550/s) zu RGDS enthaltendem Blut
gegeben. 4 min nach Beginn der Perfusion wurden die Thrombozyten fixiert und mit anti-CD41 Antikérpern und
DyLight® 488-konjugierten Sekundéarantikbrpern gefarbt. Die Fluoreszenzbilder zeigen eine Maximum-
intensitatsprojektion von 0,15 uym z-Abschnitten (total z: 2,5 um) eines SIM-Bildes. i und ii sind identische Bilder.
i Bindung von GPVI-Fc (rot) an Kollagenfasern (blau). Der griine Kanal (Thrombozyten) wurde ausgeblendet.
ii Bild wie in i aber mit Thrombozyten (griin). Das Bild ist reprasentativ fir fiinf weitere von unterschiedlichen
Experimenten. Fir eine 3D-Darstellung siehe auch Video 10. Verandert nach Jamasbi et al.**®

5.3.5 Aufklarung des Mechanismus der Scherabhangigkeit der GPVI-Fc-
Wirkung

Die mittels hochauflésender mikroskopischer Bildgebung gewonnenen Ergebnisse zeigten,
dass sich trotz GPVI-Fc-Behandlung des Blutes bei niedriger Scherrate Aggregate in
Stromungsnischen der Plaguefragmente bildeten. Dabei dienten einzelne Thrombozyten, die
vor allem an GPVI-Fc-freie Segmente des Plague-Kollagens adhéarierten, als Startpunkte der
Aggregatbildung. Diese Beobachtungen fiihrten zu folgender Hypothese: Einzelne, an
GPVI-Fc-freie Stellen adhérierende Thrombozyten werden durch Plague-Kollagen aktiviert,
setzen daraufhin ADP und TxA; frei, das bei niedrigen Scherraten in Stromungsnischen der
Plaguestiicke akkumuliert und somit fir die Rekrutierung von vorbeiflieBenden
Thrombozyten in Aggregate verantwortlich ist. Bei hohen Scherraten jedoch wird das von
den Thrombozyten freigesetzte ADP und TxA, weggespult, sodass nur selten kleine
Thrombozytenaggregate gebildet werden koénnen. Die aufgestellte Hypothese ist in
Abbildung 29 bildlich dargestellt.
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Blut + GPVI-Fc

<4— Stromungsrichtung, Scherrate 550/s

Abbildung 29: Schematische Darstellung der Hypothese des Mechanismus der Scherabhangigkeit mit
GPVI-Fc
TZ = Thrombozyten; ADP = Adenosindiphosphat; TxA, = Thromboxan A,

Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden Flussexperimente bei niedriger Scherrate
durchgefuhrt, bei denen sowohl der ADP-Rezeptor als auch die TxA,-Synthese inhibiert
wurde. Die kombinierte Hemmung des thrombozytéaren P2Y,-Rezeptors durch Cangrelor
und der TXA,-Synthese durch ASS fluhrte, wie erwartet, zu einer Verminderung, aber keiner
vollstandigen Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation. Die Kombination
von ASS und Cangrelor mit GPVI-Fc jedoch verhinderte fast vollstandig die bei niedriger
Scherrate beobachtete, noch vorhandene Thrombozytenaggregatbildung nach GPVI-Fc-
Behandlung des Blutes (Abbildung 30). Diese Ergebnisse deuten auf die Richtigkeit der

zuvor aufgestellten Hypothese hin.
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Abbildung 30: Die noch vorhandene Thrombozytenaggregation in Anwesenheit von GPVI-Fc wird durch
die Blockade der thrombozytaren Cyclooxygenase und des P2Y1,-Rezeptors gehemmt

Blut wurde fur 5 min ohne (Kontrolle) oder mit GPVI-Fc (50 pg/ml) vorinkubiert, der P2Y1,-Rezeptorantagonist
Cangrelor (1 uM) wurde dem ASS (1 mM) enthaltenden Blut, entweder alleine oder in Kombination mit GPVI-Fc,
beigegeben. Das Blut wurde bei einer Scherrate von 550/s Uber Plaque perfundiert und die
Thrombozytenaggregation mittels Videomikroskopie kontinuierlich (1 Bild/sek) aufgezeichnet. MW + SD, n = 5.
ANOVA bei 300 sek mit sekundarem Paarvergleich ASS+P2Y1,-Antagonist+GPVI-Fc vs. ASS+P2Y1,-Antagonist
und ASS+P2Y1,-Antagonist+GPVI-Fc vs. GPVI-Fc (p<0,005). Verandert nach Jamasbi et al.™**
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Als zusatzliche Verifizierung der Hypothese wurden weitere Experimente durchgefiihrt, bei
denen dem Blut niedrige inhibitorische Schwellenkonzentrationen von 5C4 zugesetzt
wurden, die zu einer ahnlichen Hemmung der Thrombozytenaggregation wie der durch
GPVI-Fc bei niedriger Scherrate fuhrten. Die Uberlegung dabei war, die thrombozytaren
GPVI-Rezeptoren unvollstandig zu blockieren, sodass sich immer noch freie GPVI-
Rezeptoren auf der Thrombozytenoberflache befinden wirden, die mit Plaque-Kollagen
interagieren konnten. Dabei adhérierten die Thrombozyten ebenso vor allem an Stellen
stromabwarts der Plaguefragmente und rekrutierten weitere Thrombozyten in Aggregate
(siehe Video 11). Eine zusatzliche Hemmung der P2Y,-Rezeptoren mit Ticagrelor und der
TXA,-Bildung  durch ASS fihrte zu  einer  signifikanten  Reduktion  der
Thrombozytenaggregation in Anwesenheit niedriger 5C4-Konzentrationen (Abbildung 31),

was ebenso das vorgeschlagene Erklarungsmodell unterstiitzt.
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Abbildung 31: Die noch vorhandene Thrombozytenaggregation in Anwesenheit von niedrigen 5C4
Konzentrationen wird durch die Blockade der thrombozytdren Cyclooxygenase und des P2Y,-Rezeptors
gehemmt

Blut wurde fiir 5 min ohne (Kontrolle) oder mit einer niedrigen inhibitorischen Schwellenkonzentration von 5C4
(5C4 low; 0,5 pg/ml) vorinkubiert, der P2Yi,-Rezeptorantagonist Ticagrelor (5 uM) wurde dem ASS (1 mM)
enthaltenden Blut, entweder alleine oder in Kombination mit 5C4, beigegeben. Das Blut wurde bei einer Scherrate
von 550/s Uber Plaque perfundiert und die Thrombozytenaggregation mittels Videomikroskopie kontinuierlich
(1 Bild/sek) aufgezeichnet. MW +SD, n=6. ANOVA bei 300sek mit sekundarem Paarvergleich
ASS+P2Y12-Antagonist+5C4 low vs. ASS+P2Y>-Antagonist und ASS+P2Y1,-Antagonist+5C4 low vs. 5C4 low
(p<0,01). Verandert nach Jamasbi et al."™**
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5.4 Verbesserung der inhibitorischen Effizienz von GPVI-Fc durch anti-
Fc-Antikorper-vermittelte Quervernetzung von GPVI-Fc

Da GPVI-Fc selbst in sehr hohen Konzentrationen nicht in der Lage war, alle Bindungsstellen
an Kollagen abzuséttigen und die Thrombozytenaggregation bei niedriger Scherrate zu
verhindern, war das nachste Ziel, das inhibitorische Potential von GPVI-Fc zu verbessern.
Dazu sollte GPVI-Fc in einer solchen Weise modifiziert werden, dass es eine
kontinuierlichere Bindung an Kollagen aufweisen und einem Verdrédngen durch
Thrombozyten standhalten wirde. Der thrombozytare GPVI-Rezeptor clustert in ,lipid rafts®,
was zu einer hohen GPVI-Dimeren-Dichte auf der Thrombozytenoberflache fuhrt. Deshalb
war die Uberlegung, GPVI-Fc in eine oligomere Form zu transformieren, um moglicherweise

besser mit den GPVI-Dimeren auf aktivierten Thrombozyten kompetitieren zu kénnen.

5.4.1 Herstellung von quervernetzten GPVI-Fc-Komplexen

Eine GPVI-Oligomerisierung wurde durch eine anti-Fc-Antikdrper-vermittelte Quervernetzung
der Fc-Teile von GPVI-Fc realisiert. Dies sollte zu einer engeren Anordnung der GPVI-Fc-
Molekdile an ihren entsprechenden Bindungsmotiven auf Kollagen fiihren.

Um quervernetzte (XL, Abkurzung fir ,cross-linking“) GPVI-Fc-Komplexe zu generieren
(GPVI-Fc*IgG-XL und GPVI-Fc*Fab2-XL) wurden anti-human-Fc IgG und anti-human-Fc
Fab2 Antikérper in aquimolaren Konzentrationen mit GPVI-Fc préinkubiert. Eine
schematische Darstellung der Herstellung quervernetzer GPVI-Fc-Komplexe ist am Beispiel
der Quervernetzung durch anti-human-Fc Fab2 in Abbildung 32 dargestelit.

GPVI-Fc + anti-Fc guervernetztes
Antikdrper GPVI-Fc

Abbildung 32: Schematische Darstellung der durch anti-Fc-Antikdrper vermittelten Quervernetzung von
GPVI-Fc
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5.4.2 Hemmung der statischen Thrombozytenaggregation durch
quervernetztes GPVI-Fc

Die Wirkung der quervernetzten GPVI-Fc-Komplexe auf die Thrombozytenaggregation wurde
zuerst unter statischen Bedingungen in gertihrtem Blut mittels Impedanzaggregometrie
getestet und mit der Wirkung von unvernetztem GPVI-Fc verglichen. Dabei fihrte die
Vorinkubation von Blut mit den quervernetzten GPVI-Fc-Komplexen (GPVI-Fc*lgG-XL oder
GPVI-Fc*Fab2-XL) zur effektiveren Hemmung der Plaque- oder Kollagen-stimulierten
Thrombozytenaggregation als GPVI-Fc alleine (Abbildung 33). Fir mit Plaguehomogenat
stimulierte Proben wurde eine Hemmung von 72 = 12% mit GPVI-Fc*IgG-XL im Vergleich zu
35%+13% mit unvernetztem GPVI-Fc erreicht und eine Hemmung von 84+ 10% durch
GPVI-Fc*Fab2-XL im Vergleich zu 40 + 13% durch GPVI-Fc. Fur Kollagen-stimulierte Proben
lag die Hemmung durch GPVI-Fc*IgG-XL bei 60+ 17% im Vergleich zu 20+ 17% durch
GPVI-Fc, und die Hemmung durch GPVI-Fc*Fab2-XL lag bei 67 +£21% im Vergleich zu
18+ 9% durch GPVI-Fc. Mit Fc-Kontrollprotein, das mit anti-human-Fc IgG oder
anti-human-Fc Fab2 quervernetzt wurde (Fc*lgG-XL; Fc*Fab2-XL), oder mit IgG oder Fab2
alleine wurde keine signifikannte Hemmung der Thrombozytenaggregation gemessen
(Abbildung 33).
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Abbildung 33: Die Quervernetzung von GPVI-Fc durch anti-human-Fc 1gG (GPVI-Fc*lgG-XL) und
anti-human-Fc Fab2 (GPVI-Fc*Fab2-XL) verstéarkt die Hemmung der Kollagen- oder Plague-induzierten
statischen Thrombozytenaggregation verglichen mit GPVI-Fc

Balkendiagramme der Effekte von GPVI-Fc (20 pg/ml; 133 nM) und GPVI-Fc und Fc-Kontrollprotein, die mit
anti-human-Fc 1gG (GPVI-Fc*lgG-XL, Fc*lgG-XL; 133nM, linke Felder) oder mit anti-human-Fc Fab2
(GPVI-Fc*Fab2-XL, Fc*Fab2-XL; 133 nM, rechte Felder) quervernetzt wurden, auf die Plague- oder Kollagen-
induzierte Thrombozytenaggregation. Weitere Kontrollen wurden mit anti-human-Fc IgG (133 nM; linke Felder)
und anti-human-Fc Fab2 (133 nM; rechte Felder) durchgefuhrt. Die kumulative Thrombozytenaggregation
(AU*min) wurde mittels MEA tber 10 min gemessen. MW + SD, n = 4. ANOVA fir wiederholte Messungen mit
sekundaren Paarvergleichen Swie durch Linien angezeigt) mit Tukey’s Test. *: p<0,05; **: p<0,01; ***; p<0,001.
Verandert nach Jamasbi et al.'*®
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Konzentrationsabhangigkeitskurven von GPVI-Fc*Fab2-XL zeigten ab einer Konzentration
von 33nM bei allen Konzentrationen eine signifikant starkere Hemmung durch
GPVI-Fc*Fab2-XL als durch unvernetztes GPVI-Fc, sowohl nach Plaque- als auch nach
Kollagen-Stimulation (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Konzentrationsabhangigkeit des Effektes von GPVI-Fc*Fab2-XL auf die Plaque- und
Kollagen-vermittelte Thrombozytenaggregation verglichen mit GPVI-Fc

GPVI-Fc und GPVI-Fc, das mit anti-human-Fc Fab2 zur Quervernetzung vorinkubiert wurde (GPVI-Fc*Fab2-XL),
wurde dem Blut in aufsteigenden Konzentrationen vor Start der Messung beigemischt. Die Plaque- oder Kollagen-
induzierte kumulative Thrombozytenaggregation (AU*min) wurde mittels MEA Uber 10 min gemessen.
MW + SD, n = 4-6. *: p<0,05; **; p<0,01; ***: p<0,001 mit Student’s t-Test oder §: p<0,05; 88: p<0,01 mit Mann-
Whitney's U-Test. Verandert nach Jamasbi et al.**®

5.4.3 Hemmung der durch Plague und Kollagen induzierten
Thrombozytenaggregation durch quervernetztes GPVI-Fc unter
Stromungsbedingungen

Neben den oben gezeigten Experimenten der statischen Thrombozytenaggregation, wurde

im Folgenden die Hemmwirkung von quevernetztem und unvernetem GPVI-Fc unter

Stromungsbedingungen verglichen um der pathophysiologischen Situation einer Plaque-

verletzung in vivo ein Stiick ndher zu kommen.

5431 Potentere Hemmung der Plaque- und Kollagen-induzierten
Thrombozytenaggregation durch quervernetztes GPVI-Fc verglichen mit
unvernetztem GPVI-Fc

Wie in den mikroskopischen Aufnahmen und Diagrammen in Abbildung 35 A und B gezeigt
ist, hemmte GPVI-Fc*IgG-XL die Plaque-stimulierte Aggregatbildung zu jedem Zeitpunkt
nach Beginn der Perfusion effektiver als GPVI-Fc. Mit GPVI-Fc*Fab2-XL war die Hemmung
sogar noch ausgepragter und die Thrombozytenanlagerung an Plaque war nahezu
aufgehoben (Abbildung 35). Die Hemmung der Thrombozytenaggregation durch GPVI-
Fc*lgG-XL und GPVI-Fc*Fab2-XL war interessanterweise am Ende der Perfusion nach

Plaque-Stimulation ausgepragter als nach Kollagen-Stimulation (Abbildung 35 B).
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Abbildung 35: Die Quervernetzung von GPVI-Fc mit anti-human-Fc IgG (GPVI-Fc*IgG-XL) oder anti-
human-Fc Fab2 (GPVI-Fc*Fab2-XL) erhdht dessen Hemmung der Plaque- oder Kollagen-stimulierten
Thrombozytenaggregation unter Stromungsbedingungen

Puffer R (Kontrolle), GPVI-Fc oder GPVI-Fc (50 pg/ml; 333 nM), das mit &quimolaren Mengen von anti-human-Fc
IgG oder anti-human-Fc Fab2 Antikérpern zur Quervernetzung vorinkubiert wurde, wurde vor der Perfusion tber
Plaguehomogenat (Scherrate 600/s) zu DiOC6 (zur Thrombozytenfarbung) enthaltendem Blut gegeben.
(A) Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der mit Thrombozyten bedeckten Flache 2, 5 und 9 min nach
Beginn der Perfusion. (B) Effekt von GPVI-Fc, GPVI-Fc*IgG-XL oder GPVI-Fc*Fab2-XL auf die Kinetik der
Thrombozytenablagerung von flieBendem Blut auf Plague oder Kollagen (1 Bild/sek). MW + SD, n =4-6.
Vergleiche mit ANOVA on ranks (2 min) bzw. ANOVA (5 und 9 min) und sekundéren Paarvergleichen wie durch
Linien angezeigt (§: p<0,05; *: p<0,05). Veréndert nach Jamasbi et al.'®
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Wie auch in den statischen Assays hemmte das mit anti-human-Fc IgG oder anti-human-Fc
Fab2 quervernetzte Fc-Kontrollprotein die Plaque- und Kollagen-induzierte Thrombozyten-
aggregation unter Strémungsbedingungen nicht (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Die Quervernetzung von Fc-Kontrollprotein mit anti-human-Fc IgG (A) und anti-human-Fc
Fab2 (B) hat, verglichen mit unbehandeltem Blut, keinen Einfluss auf die Plaque- und Kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation unter Strémungsbedingungen

Fc-Kontrollprotein (Fc; 333 nM) wurde zur Quervernetzung mit Aquimolaren Konzentrationen von anti-human-Fc
IgG oder Fab2 inkubiert. Puffer (Kontrolle), Fc-Kontrollprotein + anti-human-Fc IgG (Fc*IgG-XL; 333 nM), oder
Fc-Kontrollprotein + anti-human-Fc Fab2 (Fc*Fab2-XL; 333 nM) wurden vor der Perfusion (Scherrate 600/s) Uber
Plaguehomogenat oder Kollagen dem DiOC6 (zur Thrombozytenfarbung) enthaltenden Blut beigegeben.
Fluoreszenzbilder der Thrombozytenanlagerung wurden kontinuierlich — aufgezeichnet (1 Bild/5 sek).
MW + SD, n = 3. Verandert nach Jamasbi et al.**®

Die antithrombotische Wirkung von quervernetztem GPVI-Fc wurde mit der des
GPVI-Antikérpers 5C4 verglichen. Dabei schien GPVI-Fc*Fab2-XL die Plaque-stimulierte
Thrombozytenaggregation unter Stromungsbedingungen sogar noch besser zu hemmen als
5C4 (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Vergleich der Hemmung der Plaque-induzierten Thombozytenaggregation durch
quervernetztes GPVI-Fc und dem GPVI-Antikdrper 5C4 unter Stromungsbedingungen

GPVI-Fc wurde mit anti-human-Fc Fab2 oder IgG in aquimolaren Konzentrationen vorinkubiert (GPVI-Fc*Fab2-
XL, GPVI-Fc*IlgG-XL). 5C4 (2,5pug/ml) wurde fir 5min im Blut inkubiert, GPVI-Fc (50 yg/ml; 333 nM),
GPVI-Fc*Fab2-XL (333 nM) und GPVI-Fc*IgG-XL (333 nM) wurden vor der Perfusion (Scherrate 600/s) tUber
Plaquehomogenat dem DiOC6 (zur Thrombozytenfarbung) enthaltenden Blut beigemischt. Fluoreszenzbilder der
Thrombozytenablagerung wurden kontinuierlich aufgenommen (1 Bild/5 sek). MW + SD, n = 3. Verandert nach
Jamasbi et al."*®

Weitere Experimente zeigten, dass das Mengenverhéltnis von GPVI-Fc zu den
anti-Fc-Antikbrpern ~ fur  die  Hemmung der  Thrombozytenaggregation  unter
Stromungsbedingungen  entscheidend war. Ein 1:1 (a4quimolar) Verhdltnis von
GPVI-Fc : anti-human-Fc Fab2, womit moéglicherweise langere lineare Komplexe generiert
werden, war effektiver in der Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation
als ein molares Verhaltnis von 1:0,5 GPVI-Fc : anti-human-Fc Fab2 (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Das AusmaB der Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation durch
qguervernetztes GPVI-Fc unter Strémungsbedingungen ist abhangig vom molaren Verhaltnis von

GPVI-Fc : quervernetzendem Antikdrper

GPVI-Fc wurde mit anti-human-Fc Fab2 Antikorpern in aquimolaren Konzentrationen (1:1 Verhdltnis) oder in
einem molaren Verhéltnis von 1:0,5 (GPVI-Fc : anti-human-Fc Fab2) inkubiert. Puffer R (Kontrolle), GPVI-Fc
(50 pg/ml) und GPVI-Fc*Fab2-XL (1:0,5 und 1:1 molare Verhdltnisse) wurden vor der Perfusion Uber
Plaguehomogenat (Scherrate 600/s) dem DIiOC6 (zur Thrombozytenfarbung) enthaltenden Blut beigegeben.
Fluoreszenzbilder der Thrombozytenablagerung wurden Kkontinuierlich aufgenommen (1 Bild/sek). Das
Experiment ist reprasentativ fiir zwei weitere. Verandert nach Jamasbi et al.**®
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In den folgenden experimentellen Ansatzen sollte unvernetztes sowie quervernetztes
GPVI-Fc durch Fluoreszenzmarkierung sichtbar gemacht werden. Dazu wurden zur
alleinigen Markierung (ohne Quervernetzung) von GPVI-Fc Fluorophor-gekoppelte anti-
human-Fc Antikorper in einem molaren Verhaltnis 20:1 oder 10:1 (GPVI-Fc : Antikorper)
eingesetzt. Dabei wurde - basierend auf den Ergebnissen von Abbildung 38 und 40 -
angenommen, dass bei diesen molaren Verhaltnissen die Antikdrper GPVI-Fc nicht
guervernetzen. Deshalb werden im Folgenden die GPVI-Fc-Komplexe, bei denen GPVI-Fc
nicht in einem molaren Verhaltnis von 1:1 mit anti-human-Fc Antikérpern gemischt wurde, als
unvernetztes GPVI-Fc bezeichnet (GPVI-Fc*IgG bzw. GPVI-Fc*Fab2).

5.4.3.2 Kinetik der Bindung von unvernetztem und quervernetztem GPVI-Fc

Um zu untersuchen, ob die bessere inhibitorische Wirkung von quervernetztem GPVI-Fc
durch dessen schnellere Bindung zustandekam, wurde die Bindungskinetik von
unvernetztem GPVI-Fc und quervernetztem GPVI-Fc an Kollagen verglichen. Die Perfusion
von Kollagen-beschichteten Deckglasern mit Blut, das PE-markiertes quervernetztes GPVI-
Fc (GPVI-Fc*Fab2-XL) oder PE-markiertes unvernetztes GPVI-Fc (GPVI-Fc*Fab2) enthielt,
zeigte, dass die Bindung von GPVI-Fc*Fab2-XL nur geringflgig schneller war als die von
GPVI-Fc*Fab2 (Abbildung 39; Video 12 und Video 13). Wie in den Fluoreszenzintensitats-
Oberflachendiagrammen illustriert ist, war jedoch die Bindung von GPVI-Fc*Fab2-XL an
Kollagen viel hoher als die von GPVI-Fc*Fab2 (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Kinetik der Bindung von unvernetztem und quervernetztem GPVI-Fc an Kollagen

GPVI-Fc (50 pg/ml; 333nM) wurde entweder mit PE-markiertem anti-human-Fc Fab2 (20:1 mol/mol,
GPVI-Fc*Fab2) oder mit einer Mischung von PE-markiertem und unmarkiertem anti-human-Fc Fab2 (1:10) zur
Quervernetzung (GPVI-Fc*Fab2-XL, 1:1 mol/mol, GPVI-Fc : anti-human-Fc Fab2) vorinkubiert. Die Mischungen
wurden vor der Perfusion Uber Kollagen (Scherrate 600/s) dem Abciximab enthaltenden Blut beigegeben. Die
Bindung von fluoreszenzmarkiertem GPVI-Fc (quervernetzt oder unvernetzt) an Kollagen wurde mit Hilfe eines
10x Objektivs mittels Videomikroskopie (1 Bild/sek) kontinuierlich aufgenommen. (Oben) Zeitverlauf der
GPVI-Fc*Fab2- und GPVI-Fc*Fab2-XL-Bindung an Kollagen (Flachenbedeckung). MW + SD, n = 4. Siehe auch
Videos 12 und 13. (Unten) Fluoreszenzintensitats-Oberflaichendiagramme von an Kollagen gebundenes
GPVI-Fc*Fab2 und GPVI-Fc*Fab2-XL 3 min nach Be%inn der Perfusion. Farbverlaufe zeigen eine Erhéhung der
Fluoreszenzintensitat. Verandert nach Jamasbi et al.™*

5.4.4 Analyse der quervernetzten und unvernetzten GPVI-Fc-Komplexe mittels
analytischer Ultrazentrifugation
Nach der Generierung der funktionellen Daten zur Uberlegenen Wirksamkeit von
guervernetztem GPVI-Fc sollten die durch die Interaktion von GPVI-Fc mit anti-Fc-
Antikorpern gebildeten Proteinkomplexe genauer charakterisiert werden. Als Verfahren zur
Charakterisierung der Proteinkomplexe wurde analytische Ultrazentrifugation (AUZ)
durchgefihrt. Dazu wurde GPVI-Fc entweder mit Alexa Fluor® 488-konjugierten
anti-human-Fc IgG oder anti-human-Fc Fab2 Antikorpern vorinkubiert. Um GPVI-Fc mit
anti-Fc-Antikdrpern zu sattigen, wurde ein GPVI-Fc: Antikérper-Verhaltnis von 10:1 gewahlt
(GPVI-Fc*Fab2, GPVI-Fc*lgG), wohingegen fur die Quervernetzung von GPVI-Fc ein
GPVI-Fc: Antikorper-Verhaltnis von 1:1 verwendet  wurde (GPVI-Fc*Fab2-XL,
GPVI-Fc*lgG-XL). Die AUZ der entstandenen Proteinkomplexe brachte verschiedene

GroRRenverteilungsmuster je nach quervernetzendem Antikérper hervor.
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Fir unvernetzte und mit anti-human-Fc IgG quervernetzte Komplexe von GPVI-Fc ergaben
sich drei Peaks mit &hnlichen Svedberg-Werten, jedoch unterschiedlicher Mengenverteilung
der Proteine (Abbildung 40 A).

Bei der Verwendung von anti-human-Fc Fab2 zur Quervernetzung von GPVI-Fc wurde
eine Verschiebung zu héheren Svedberg-Werten beobachtet, was auf die Bildung von
Proteinkomplexen mit hoherem Molekulargewicht und maoglicherweise verschiedenen

Konfigurationen von Fab2-quervernetzten Komplexen hindeutet (Abbildung 40 A).

Eine genauere GroRenbestimmung der entstandenen Proteinkomplexe war mit dieser

Methode jedoch nicht mdglich, da die Peaks breit und nicht klar getrennt waren.

Mdogliche Strukturen der GPVI-Fc*lgG-XL- und GPVI-Fc*Fab2-XL-Komplexe basierend
auf dem annahernden Molekulargewicht der Hauptpeaks (etwa 400-800kDa) sind in
Abbildung 40 B dargestellt. Sie zeigen die Bildung von oligomeren ((GPVI-Fc), und
(GPVI-Fc)3) GPVI-Fc-Antikdrper-Komplexen.
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Abbildung 40: Durch analytische Ultrazentrifugation ermitteltes Molekulargewichtsverteilungsmuster der
unvernetzten und quervernetzten GPVI-Fc-Komplexe

GPVI-Fc 2,5puM (10:1 molares Verhaltnis zu Fc-Antikdrper) oder 400nM (1:1 molares Verhdltnis zu Fc-
Antikdrper) wurde mit anti-human-Fc 1gG-Alexa Fluor® 488 (oben) oder anti-human-Fc Fab2-Alexa Fluor® 488
(unten) entweder in einem molaren Verhéltnis von 10:1 (dunkel und hell blau: GPVI-Fc*lgG, GPVI-Fc*Fab2) oder
in einem molaren Verhéltnis von 1:1 zur Quervernetzung von GPVI-Fc (dunkel und hell grin: GPVI-Fc*IgG-XL;
rot, braun: (GPVI-Fc*Fab2-XL) inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert und die Sedimentation wurde
aufgezeichnet (1 Scan/90sek). (A) c¢(S) Sedimentationskoeffizienten der Proben wurden in Duplikaten
durchgefihrt. Sternchen: hochmolekulare Komplexe. (B) Mdogliche GPVI-Fc-Antikbrper-Komplexe. Verandert
nach Jamasbi et al."*®, (A) ist Teil der Doktorarbeit von C. John.
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5.4.5 Analyse der Bindung von Thrombozyten und GPVI-Fc-Komplexen mittels
hochauflosender mikroskopischer Verfahren

Als nachstes wurden hochauflésende mikroskopische Bildgebungsmethoden (SIM und

STED) angewendet, um die Bindung der GPVI-Fc-Komplexe an Kollagen detailiert

darzustellen. Zuerst wurde zum einen die Anlagerung von unvernetztem GPVI-Fc an

Kollagenfasern aus flieBendem Blut mit der von quervernetztem GPVI-Fc verglichen und

zum anderen die Thrombozytenadhasion unter beiden Bedingungen untersucht.

Die SIM-Bildgebung von nach der Blutperfusion fixierten Praparaten zeigte, dass
unvernetztes fluoreszenzmarkiertes GPVI-Fc*lgG und GPVI-Fc*Fab2 an Kollagen in
punktférmiger, inhomogener Weise gebunden hatte, wobei Segmente auf den
Kollagenfasern frei blieben, die von Thrombozyten zur Oberflachenmembranverankerung
verwendet wurden (Abbildung 41). Im Gegensatz dazu war die Bindung von quervernetztem
fluoreszenzmarkiertem GPVI-Fc*IgG-XL und GPVI-Fc*Fab2-XL an Kollagen ausgepragter,
homogener und schnell genug, um eine Thrombozytenanheftung nahezu vollstandig zu
verhindern (Abbildung 41). Diese qualitativen Beobachtungen (Abbildung 41 links) wurden
durch gquantitative Messungen bestétigt (Abbildung 41 rechts).
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Abbildung 41: SIM-Bildgebung der Bindung von GPVI-Fc (unvernetzt und quervernetzt) und
Thrombozyten an Kollagen

GPVI-Fc wurde mit anti-human-Fc Antikdrpern entweder in einem molaren Verhdaltnis von 20:1 (GPVI-Fc*lgG,
GPVI-Fc*Fab2) inkubiert, oder zur Quervernetzung in einem molaren Verhaltnis von 1:1 (GPVI-Fc*lgG-XL,
GPVI-Fc*Fab2-XL). Die Antikdrper enthielten 10% PE-konjugiertes anti-human-Fc IgG oder anti-human-Fc Fab2.
Die Mischungen wurden vor der Perfusion Uber Kollagen (Scherrate 600/s) dem Abciximab enthaltenden Blut
beigegeben (333nM GPVI-Fc). 4 min nach Beginn der Perfusion wurden die Thrombozyten fixiert und mit
anti-CD41 Antikdrpern und DyLight®488-konjugierten Sekundéarantikérpern geféarbt. (Links) SIM-Bilder der
Bindung von PE-markiertem GPVI-Fc (unvernetzt und quervernetzt, rot) und Thrombozyten (griin) an Kollagen
mit vergréRerten Ausschnitten (x800) auf der rechten Seite. Es sind Maximumintensitatsprojektionen von
0,15 ym z-Abschnitten (total z: 2,5 pm) dargestellt. (Rechts) In den links aufgefiihrten Bildern wurden mit Hilfe der
ZEN-Software Linienintensitatsprofile (Maximale Intenstitat 100%) erzeugt, indem eine gekrimmte Linie in der
zentralen Fokusebene entlang vergleichbarer, thrombozytenfreier Segmente einer Kollagenfasern gezogen
wurde. Der Prozentsatz der Intensitait wurde basierend auf dem maximalen Intensitatsniveau, das in der
guantifizierten Region gemessen wurde, berechnet. Die Bindung von unvernetztem GPVI-Fc an Kollagen ist
diskontinuierlich und zeigt Fasersegmente, die nicht von GPVI-Fc besetzt sind (Null-Intensitét in den
Linienprofilen). Die Bilder sind reprasentativ fiir fiinf verschiedene Experimente. Verandert nach Jamasbi et al."*®

Um den alleinigen Effekt der quervernetzten GPVI-Fc-Komplexe auf die
Thrombozytenadhéasion, ungeachtet der GPVI-Fc*lgG-XL- und GPVI-Fc*Fab2-XL-Bindung,
sichtbar zu machen, wurde nach Behandlung des Blutes mit unvernetztem oder
guervernetztem GPVI-Fc die Thrombozytenadhasion an gefarbten Kollagenfasern mittels
SIM untersucht. Auch in diesen Experimenten stellte sich die bessere Wirksamkeit von
GPVI-Fc*lgG-XL und GPVI-Fc*Fab2-XL gegenuber GPVI-Fc bei der Hemmung der

Thrombozytenadhésion an Kollagenfasern deutlich heraus (Abbildung 42).
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Abbildung 42: SIM-Bildgebung der stabilen Thrombozytenadhasion an Kollagenfasern nach Zugabe von
GPVI-Fc, GPVI-Fc*IgG-XL oder GPVI-Fc*Fab2-XL zum Blut

Kollagen-beschichtete Deckglaschen wurden mit anti-Kollagen Typl und Typlll Antikérpern und
Alexa Fluor® 405-konjugierten Sekundarantikdrpern (blau) gefarbt. GPVI-Fc wurde zur Quervernetzung mit anti-
human-Fc IgG oder Fab2 Antikérpern in einem molaren Verhdltnis von 1:1 (GPVI-Fc*lgG-XL, GPVI-Fc*Fab2-XL)
inkubiert. GPVI-Fc (50 pg/ml) oder aquimolare Konzentrationen von GPVI-Fc*lgG-XL oder GPVI-Fc*Fab2-XL
wurden vor Beginn der Perfusion (Scherrate 600/s) dem Abciximab enthaltenen Blut beigegeben. 4min nach
Beginn des Blutflusses wurden die Thrombozyten fixiert und mit anti-CD41 Antikdrpern und DyLight® 488-
konjugierten Sekundarantikérpern (griin) gefarbt. Es sind Maximumintensitatsprojektionen von 0,15 um
z-Abschnitten (total z: 2,5 um) dargestellt. Das Bild ist reprasentativ fur finf weitere von verschiedenen
Experimenten. Jamasbi et al.**®

Das genaue Bindungsmuster der unvernetzten und quervernetzten GPVI-Fc-Komplexe an
Kollagenfasern wurde nun weiter mit Hilfe von optischer Nanoskopie unter Verwendung von
SIM und STED (fir noch héhere Auflésung) analysiert. Dazu wurden Kollagenfasern direkt,
entweder mit fluoreszenzmarkiertem, unvernetztem GPVI-Fc oder mit GPVI-Fc, das zuvor
mit anti-human-Fc IgG oder anti-human-Fc Fab2 quervernetzt wurde, inkubiert. Die Analyse
der Praparate mit SIM zeigte, dass die quervernetzten GPVI-Fc-Komplexe eine
kontinuierliche und homogene Bindung an Kollagen im Vergleich zu einem eher gepunkteten
Bindungsmuster von unvernetztem GPVI-Fc aufwiesen (Abbildung 43).

Um eine noch hoéhere Auflésung als mit SIM zu erreichen, wurde die Bindung von
unvernetztem und quervernetztem GPVI-Fc an Kollagenfasern mittels STED-Mikroskopie
analysiert. In diesen Experimenten wurden die Kollagenfasern zeitgleich mit GPVI-Fc
(unvernetzt oder quervernetzt, griin) und mit Alexa Fluor® 594-gefarbten anti-Kollagen Typ |
und Il Antikdrpern (rot) inkubiert. Die Bindung von quervernetztem GPVI-Fc an Kollagen
zeigte eine ausgepragte Kolokalisation mit den Kollagen-Antikorpern (gelb), wobei die
Kollagenfasern mit quervernetztem GPVI-Fc hilsenartig ummantelt wurden (Abbildung
43 B). Dagegen wiesen die unvernetzten GPVI-Fc-Komplexe, wie auch schon mit SIM

beobachtet, eine diskontinuierliche Bindung an Kollagen auf (Abbildung 43 A und B).
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Abbildung 43: SIM- und STED-Bildgebung von Kollagenfasern, die mit unvernetztem GPVI-Fc (GPVI-
Fc*IgG, GPVI-Fc*Fab2) oder quervernetztem GPVI-Fc (GPVI-Fc*lgG-XL, GPVI-Fc*Fab2-XL) gefarbt wurden
GPVI-Fc wurde mit Alexa Fluor® 488-konjugierten anti-human-Fc 1gG oder anti-human-Fc Fab2 Antikorpern
entweder in einem molaren Verhaltnis von 10:1 (unvernetztes GPVI-Fc) oder in einem molaren Verhaltnis von 1:1
(quervernetztes GPVI-Fc) inkubiert. Die Mischungen wurden anschlieBend mit Kollagen-beschichteten
Deckglaschen inkubiert. (A) SIM-Bildgebung. Die Aufnahmen sind Maximumintensitatsprojektionen von
0,15 ym z-Abschnitten (total z: 1,5um). Die Bilder sind reprasentativ fir finf weitere Experimente.
(B) STED-Bildgebung. Kollagen-beschichtete Deckglaschen wurden zeitgleich mit Alexa Fluor® 594-markierten
Kollagen Typ | und Typ Il Antikérpern (rot) und mit GPVI-Fc (grun), das entweder unvernetzt oder quervernetzt
war, gefarbt. Die gelbe Farbe zeigt die Kolokalisation von quervernetztem GPVI-Fc mit Kollagen-Antikdrpern.
Jamasbi et al."*®, (B) ist Teil der Doktorarbeit von M. Bianchini.

5.4.6 Bestatigung des Mechanismus der Quervernetzung

Als nachstes sollte die Annahme bestatigt werden, dass die Potenzierung der inhibitorischen
Wirkung von GPVI-Fc tatsachlich durch eine Quervernetzung der GPVI-Doménen verursacht
ist und nicht nur durch eine Abséattigung der Fc-Bindungsstellen am GPVI-Fc. Dazu wurde
GPVI-Fc  einerseits mit anti-human-Fc  Fab2 zur Quervernetzung inkubiert
(GPVI-Fc*Fab2-XL) und andererseits mit einem Uberschuss an anti-human-Fc Fab, das nur
eine Antigen-Bindungsstelle tragt und somit nicht in der Lage ist, GPVI-Fc querzuvernetzen
(GPVI-Fc*Fab). Nach der Vorinkubation von Plaque- oder Kollagen-beschichteten
Deckglaschen mit GPVI-Fc*Fab2-XL oder GPVI-Fc*Fab wurde die Hemmung der Plaque-
und Kollagen-induzierten  Thrombozytenaggregation unter  Strémungsbedingungen

aufgezeichnet.

78



Ergebnisse

Wie erwartet, wurde praktisch keine Wirkung von GPVI-Fc*Fab im Gegensatz zu einer
vollstindigen Hemmung der Plague- und Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation
durch GPVI-Fc*Fab2-XL beobachtet (Abbildung 44). Dies macht deutlich, dass tatsachlich
die Quervernetzung fir die starke Hemmung durch GPVI-Fc*Fab2-XL verantwortlich ist.
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Abbildung 44: Im Gegensatz zu GPVI-Fc*Fab2-XL hemmt GPVI-Fc*Fab die Plaque- und Kollagen-
induzierte Thrombozytenaggregation unter Fluss nicht

GPVI-Fc (100 gg/ml; 666 nM) wurde mit einem 3-fachen molaren Uberschuss von anti-human-Fc
Fab-Alexa Fluor” 594 (GPVI-Fc*Fab) oder aquimolaren Konzentrationen von anti-human-Fc Fab2
(GPVI-Fc*Fab2-XL) inkubiert. Mit Plague oder Kollagen beschichtete Deckglaschen wurden mit GPVI-Fc*Fab
oder GPVI-Fc*Fab2-XL inkubiert bevor sie mit DIOC6 enthaltendem Blut (Scherrate 600/s) perfundiert wurden.
Der Effekt von GPVI-Fc*Fab und GPVI-Fc*Fab2-XL auf die Kinetik der Thrombozytenablagerung an Plaque und
Kollagen wurde mittels Videomikroskopie kontinuierlich aufgenommen (1 Bild/5 sek). MW + SD, n=4.
*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 mit ANOVA firr wiederholte Messungen bei vollen Minuten 2 bis 5 und
sekundarem Paarvergleich mit Tukey’s Test wie durch Balken angezeigt. Verandert nach Jamasbi et al.**®

Neben der quantitativen Auswertung der Wirkung von GPVI-Fc*Fab2-XL und GPVI-Fc*Fab
auf die Thrombozytenaggregation wurde auch die Bindung von GPVI-Fc*Fab2-XL und
GPVI-Fc*Fab an Kollagen und die dazugehoérige Thrombozytenadhasion mittels SIM
dargestellt (Abbildung 45).

In diesen Experimenten wurde die Abwesenheit von Thrombozytenadhédsion an
Kollagenfasern in GPVI-Fc*Fab2-XL enthaltenden Proben bestatigt und ein netzartiges,
dichtes Bindungsmuster von GPVI-Fc*Fab2-XL beobachtet (Abbildung 45). Im Gegensatz
dazu war die GPVI-Fc*Fab-Bindung an Kollagen inhomogener, wobei Fasersegmente flr
Thrombozytenmembrankontakte frei blieben (Abbildung 45). Die qualitativen Beobachtungen

(Abbildung 45 links) wurden durch quantitative Messungen bestatigt (Abbildung 45 rechts).
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Abbildung  45: SIM-Bildgebung  der  GPVI-Fc*Fab- und  GPVI-Fc*Fab2-XL-Bindung und
Thrombozytenadhasion an Kollagenfasern

GPVI-Fc (100 gg/ml; 666 nM) wurde mit einem 3-fachen molaren Uberschuss von anti-human-Fc
Fab-Alexa Fluor” 594 (GPVI-Fc*Fab) oder &quimolaren Konzentrationen von anti-human-Fc Fab2-PE
(GPVI-Fc*Fab2-XL) inkubiert. Kollagen-beschichtete Deckgldschen wurden mit GPVI-Fc*Fab-Alexa Fluor® 594
oder GPVI-Fc*Fab2-PE-XL inkubiert, bevor sie mit Abciximab enthaltendem Blut perfundiert wurden (Scherrate
600/s). 4 min nach Beginn der Perfusion wurden die Thrombozyten fixiert und mit anti-CD41 Antikdrpern und
DyLight® 488-konjugierten  Sekundarantikdrpern gefarbt. (Links) SIM-Aufnahmen (Maximumintensitats-
projektionen von 0,15 um z-Abschnitten; total z: 2,5 pum) mit vergroRerten Ausschnitten (x800), die die
verschiedenen Muster der GPVI-Fc*Fab- und GPVI-Fc*Fab2-XL-Bindung (rot) an Kollagen-Doppelfasern zeigen.
Thrombozytenadhésion (grin) an Kollagen wurde bei GPVI-Fc*Fab, aber nicht bei GPVI-Fc*Fab2-XL
behandelten Proben beobachtet. Die gezeigten Bilder sind reprasentativ fir finf verschiedene Experimente.
(Rechts) Mit Hilfe der ZEN-Software wurden Linienintensitatsprofile (Maximum Intensitéat 100%) erzeugt, indem
eine gekrummte Linie in der zentralen Fokusebene entlang vergleichbarer, thrombozytenfreier Segmente der
Kollagenfasern (der Bilder links) gezogen wurde. Der Prozentsatz der Intensitdt wurde basierend auf dem
maximalen Intensitatsniveau, das in der quantifizierten Region gemessen wurde, berechnet. Die Bindung von
GPVI-Fc*Fab an Kollagen ist diskontinuierlich mit Fasersegmenten ohne signifikante Bindung (< 10% in den
Linienprofilen). Verandert nach Jamasbi et al.**®

5.4.7 Auswirkung von quervernetztem GPVI-Fc auf die Blutungszeit

Um zu testen, ob quervernetztes GPVI-Fc die Blutungszeit erhéhen konnte, wurden
Messungen mit dem Thrombozytenfunktionsanalysator PFA-200 durchgefihrt. Dieses Gerat
simuliert die primare Hamostase in vitro und wird fir Routine-Screenings von Patienten mit
potentiellem Blutungsrisiko angewandt'****°. Verglichen mit Puffer oder GPVI-Fc erhdhte
GPVI-Fc*Fab2-XL die mit Kollagen/ADP- oder Kollagen/Epinephrin-Kartuschen gemessene
Verschlusszeit nicht signifikant (Abbildung 46). ASS diente als positive Kontrolle der
Messung und fuhrte bei der Verwendung von Kollagen/Epinephrin-Kartuschen zu einer
verlangerten Verschlusszeit.
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Abbildung 46: Keine signifikante Erhéhung der in vitro Blutungszeit durch GPVI-Fc*Fab2-XL

Citratblut wurde entweder ohne Zusatz oder mit Puffer (PBS), ASS (300 pg/ml), GPVI-Fc (333 nM) oder
GPVI-Fc*Fab2-XL (333 nM) vorinkubiert bevor die Mischungen in Kollagen/ADP- oder Kollagen/Epinephrin-
Kartuschen transferiert wurden und die in vitro Verschlusszeit mit dem ,platelet function analyzer* PFA-200
bestimmt wurde. MW + SD, n = 6. ***: p<0,001 mit ANOVA und fur alle sekundaren Paarvergleiche von ASS zu

den anderen Bedingungen. Verandert nach Jamasbi et al.**®
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6 Diskussion

Derzeit verwendete antithrombozytére Therapien reduzieren zwar ischamische kardio- und
zerebrovaskulare Ereignisse, jedoch teilweise mit begrenzter Effizienz und auf Kosten eines
erhdhten Blutungsrisikos*. Daher werden zusatzliche antithrombotische = Strategien
entwickelt. Da GPVI der wesentliche thrombozytdre Kollagen-Rezeptor bei der Plaque-
induzierten Thrombusbildung ist, aber nur eine geringe Bedeutung in der Hamostase hat,
stellt dieser Rezeptor einen vielversprechenden Angriffspunkt fiir die Entwicklung neuer

antithrombotischer Wirkstoffe dar.

Wahrend fir die Bindung an ,normale® Bindegewebs-Kollagene noch ein weiterer
thrombozytarer Rezeptor, namlich das Integrin a,B;, eine wichtige Rolle spielt®3*
aggregieren  Thrombozyten an  Plaque-Kollagene  ausschlieBlich  mithilfe  des
GPVI-Rezeptors®**. Dieser ist nur auf Thrombozyten und deren Vorlauferzellen exprimiert*.
Durch die Hemmung von GPVI kann daher mdglicherweise selektiv die durch Plaque-
Kollagene induzierte Thrombozytenaktivierung verhindert werden, ohne dass es zu einer

gesteigerten Blutungsneigung kommt.

Um eine mdoglichst effektive und sichere Strategie der GPVI-Hemmung zu definieren,
wurden im Rahmen dieser Dissertation unterschiedliche, die GPVI-Kollagen-Interaktion
hemmende Verbindungen sowohl in statischen Testverfahren der Plaque-induzierten
Thrombozytenaggregation als auch in Experimenten unter arteriellen Strémungs

bedingungen verglichen.

6.1 Plague-induzierte Thrombozytenaggregation

In den meisten friiheren Studien der GPVI-vermittelten Thrombozytenaktivierung wurden
isolierte Kollagenfasern (Typ | und 1lI), “collagen-related peptide” oder Convulxin verwendet,
um thrombozytares GPVI zu stimulieren. Auch in atherosklerotischen Plaques stellen
Kollagene Typ | und Typ lll die wesentlichen Thrombozyten-aktivierenden Komponenten

dar22,23

Um die pathophysiologische Situation der Plaque-Ruptur so gut wie mdglich
nachzuahmen, wurden mit humanem Plaguehomogenat beschichtete Deckglaschen unter
arteriellen Strémungsbedingungen mit Blut perfundiert. Koronare Thrombosen entstehen
meistens durch die Ruptur eines "thin-cap fibroatheroma®, wodurch der Kollagen-enthaltende
nekrotische Plaquekern mit zirkulierendem Blut in Kontakt kommt*>*?°, Somit wird nach einer
Plague-Ruptur in vivo eine neue thrombogene, raue luminale Oberflaiche generiert, die die

121

Dynamik der Thrombozytenadhdsion und -aggregation beeinflusst™, und die mit dem in
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dieser Dissertation verwendeten ex vivo Plaque-Modell imitiert werden kbnnte, da in diesem
Plaguefragmente unterschiedlicher Grof3en eine unregelmalige, leicht raue thrombogene
Oberflache (<8 um hoch) bilden.

Obwohl auch nicht stenotische koronare Lasionen, bei denen physiologische Scherraten
von 500/s bis 600/s vorherrschen, rupturieren kénnen, sind koronare Plaques, die das
hochste Risiko bergen einen Myokardinfarkt hervorzurufen, zu mindestens 50% stenotisch,

was zu héheren Scherraten (1500/s) an der Rupturstelle fuhrt'?1%,

6.2 Vergleich der antithrombotischen Wirkung von GPVI-Antikdrpern
und GPVI-Fc

Wie bereits erwahnt, ist eine vielversprechende Strategie, die Thrombozyten-Kollagen-
Interaktion zu hemmen, die Blockade des thrombozytaren GPVI-Rezeptors. In den dieser
Dissertation zugrundeliegenden Experimenten wurden die GPVI-Antikdrper BLO8-1 und 5C4

verwendet, die beide sowohl monomeres als auch dimeres GPVI blockieren.

BLOS8-1 ist ein von einer Phagen-Display-Bibliothek isolierter, humaner anti-GPVI-
Einzeldomanenantikdrper, der aus einer einzelnen Immunglobulin-variablen Doméane besteht

124 In vitro

und direkt an ein Epitop in D1 auf der apikalen Oberflache von GPVI bindet
Studien haben gezeigt, dass BLO8-1 in der Lage ist, die Kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation unter arteriellem Fluss zu hemmen*. 5C4 ist das Fab-Fragment
eines monoklonalen GPVI-blockierenden Antikdrpers (IgG) aus der Ratte, der an Epitope von

GPVI an D1 und dem Schnittpunkt zu D2 bindet®***,

BLOS8-1 und 5C4 hemmten die Plaque- und Kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation fast vollstdndig unter statischen Bedingungen. Auch unter
Stromungsbedingungen bei niedrigen (550/s) und hohen Scherraten (1100/s und 1500/s)
unterdriickten beide GPVI-Antikérper die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation,
wahrend eine Thrombozytenadhésion noch zu beobachten war. Diese Ergebnisse sind in
Ubereinstimmung mit friilheren Studien, bei denen unterschiedliche Versuchsbedingungen
(Strémungskammer, Plague-Beschichtung) verwendet wurden und in denen gezeigt wurde,
dass 10B12, ein humaner, gegen GPVI gerichteter scFv-Antikoérper (,single chain variable
fragment®, bestehend aus den kovalent verbundenen variablen Doméanen der leichten und
schweren Kette eines Antikorpers), und 5C4 die Thrombozytenaggregation an humanem

Plagquehomogenat verhinderten®*?*%,

Um die Rolle von dimerem GPVI im Vergleich zu monomerem GPVI zu evaluieren, wurde

67,69

m-Fab-F, ein humaner rekombinanter Fab-Antikdrper gegen GPVI-Dimere , verwendet,

um selektiv die dimere Form von GPVI auf Thrombozyten zu hemmen.

83



Diskussion

m-Fab-F hemmte die statische Thrombozytenaggregation weniger effektiv als 5C4 (das
monomeres und dimeres GPVI inhibiert), aber starker als GPVI-Fc. Die Tatsache, dass
sowohl dimeres GPVI-Fc als auch der GPVI-Dimer-spezifische m-Fab-F Antikorper die
Thrombozytenaggregation weniger effektiv hemmten als 5C4, kdnnte zum einen darauf
hindeuten, dass bi-selektive Antikorper, die monomeres und dimeres GPVI erkennen,
potentere therapeutische Wirkstoffe darstellen, und zum anderen, dass monomeres GPVI
funktionell wichtig ist. Diese Ergebnisse sind jedoch mit Vorsicht zu interpretieren, da
m-Fab-F wahrscheinlich nicht an alle GPVI-Dimere auf der Thrombozytenoberflache binden
kann. Es wurde namlich beschrieben, dass mit m-Fab-F eine geringere maximale Bindung
erreicht wurde als mit anderen Antikérpern gegen dimeres GPVI, obwohl die Bindung von
m-Fab-F an GPVI-Dimere séttigbar war®. Dies deutet moglicherweise darauf hin, dass
GPVI-Dimere in mehr als nur einer Konformation existieren. Neben der unvollstandigen
Bindung von m-Fab-F kdénnte dessen geringere Wirksamkeit auch damit erklart werden, dass
wahrend der Thrombozytenaktivierung aus GPVI-Monomeren rekrutierte Dimere an Kollagen
binden, bevor m-Fab-F die Mdglichkeit hatte, diese Dimere zu blockieren. Die Uberlegene
Wirksamkeit der verwendeten GPVI-Antikdrper kénnte unter diesem Aspekt auch damit
erklart werden, dass diese durch die zusatzliche Bindung an GPVI-Monomere die Dimer-
Rekrutierung aus Monomeren wahrend der Thrombozytenaktivierung beeintrachtigen. Eine
funktionelle Rolle von monomerem GPVI fir die Thrombozytenaktivierung ist eher
unwahrscheinlich, da gezeigt wurde, dass ausschlielich die dimere Form von GPVI mit
hoher Affinitat an Kollagen bindet®®®®. Da m-Fab-F von der Kooperationsgruppe um S. Jung
nur in geringen Mengen zur Verfligung gestellt werden konnte, war es nur moglich m-Fab-F
fur Experimente unter statischen Bedingungen zu verwenden und es konnte nicht unter
arteriellen Stromungsbedingungen getestet werden. Eine neue Generation von anti-GPVI-
Dimer-Hemmstoffen auf Antikérperbasis ist in Entwicklung, jedoch derzeit noch nicht

verfligbar.

Die Hemmung durch GPVI-Antikdrper wurde mit der Hemmung von léslichem dimerem
GPVI-Fc  sowohl im gerihrten statischen System als auch unter arteriellen
Stromungsbedingungen verglichen. GPVI-Fc inhibierte unter statischen und niedrigen
Scherbedingungen selbst in hohen Konzentrationen die Aggregation weniger effektiv als die
GPVI-Antikorper. Es wurde ausgeschlossen, dass die limitierte Hemmung durch GPVI-Fc
wegen zu niedrig eingesetzter GPVI-Fc-Konzentrationen zustande kam, indem
Plaguematerial mit einem Uberschuss an GPVI-Fc vorinkubiert wurde, damit alle GPVI-
Bindungsstellen an Kollagen maximal abgeséttigt wiirden. Dabei wurden 35- bis 50-fach
hohere GPVI-Konzentrationen eingesetzt als in Experimenten, bei denen GPVI-Fc dem Blut
beigegeben wurde. Die Thrombozytenaggregation wurde jedoch trotz Vorinkubation von

Plague mit sehr hohen GPVI-Fc-Konzentrationen sowohl in den statischen
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Aggregationsexperimenten als auch unter Strémungsbedingungen nicht starker inhibiert.
Einen mdglichen Grund dafir kdnnten Unterschiede zwischen GPVI-Fc und thrombozytarem
GPVI darstellen: Zum einen kdnnten die Abstdnde der beiden Kollagenbindungsstellen auf
dimerem GPVI-Fc weniger flexibel sein als die auf thrombozytarem GPVI, wodurch die
Kollagenbindungsstellen maoglicherweise nicht immer perfekt auf die GPO-Sequenzen auf
Plague-Kollagen passen, was demzufolge nicht immer eine Bindung erlaubt. Zum anderen
kénnte die GPVI-Rezeptordichte einen weiteren Unterschied darstellen. Nach
Thrombozytenaktivierung werden GPVI-Dimere aus Monomeren gebildet und ,clustern® in
Lipid rafts®, was zu einer hohen GPVI-Dimeren-Dichte auf der Thrombozytenoberflache fihrt

und somit zu einem die Bindungsaffinitat erhéhenden synergistischen Effekt.

Unerwarteterweise war die Hemmung duch GPVI-Fc abhangig von der angewendeten
Scherrate, wobei bei 1500/s GPVI-Fc die Plague-induzierte Thrombozytenaggregation sogar

nahezu vollstandig hemmte.

6.3 Scherabhangigkeit der GPVI-Fc-Wirkung

Um den Mechanismus der scherabhangigen Hemmung durch GPVI-Fc aufzukléaren, wurden
hochauflésende  optische  Bildgebungsverfahren  (TPLS-Videomikroskopie, @ STED-
Mikroskopie, SIM, und DIC- und Fluoreszenz-Videomikroskopie (bei hoher Vergré3erung)
angewendet.

Diese Bildgebungsstudien zeigten, dass GPVI-Fc sowohl stromaufwérts als auch
stromabwarts an Plaguefragmente band, wobei die Kinetik und Menge der GPVI-Fc-Bindung
an Plaque bei niedrigen und hohen Scherraten fast gleich war. Somit konnte ein Unterschied
in der GPVI-Fc-Bindung als Erklarung fur die Uberlegene Hemmung der
Thrombozytenablagerung bei hoher Scherrate ausgeschlossen werden. Aufschlussreich war
jedoch die Beobachtung, dass Thrombozyten, besonders bei geringer Scherrate, an
GPVI-Fc-freie Stellen von Plague-Kollagen in Strémungsnischen der Plaquefragmente
adharierten, in denen woma@glich annéhernd statische Bedingungen herrschten. Diese noch
vorhandene Thrombozytenaggregatbildung bei niedrigen Scherraten in Gegenwart von
GPVI-Fc konnte durch die Hemmung des thrombozytaren P2Y,,-Rezeptors und der
TxA,-Bildung unterdriickt werden. Dies deutet darauf hin, dass eine GPVI-induzierte
Signalweiterleitung in einigen wenigen Thrombozyten, die sich stromabwarts der
Plaguefragmente anheften konnten, ausreicht, um eine stabile Thrombozytenadh&asion und
die Rekrutierung von zirkulierenden Thrombozyten durch freigesetztes ADP und TxA;
hervorzurufen. Ahnliche Ergebnisse konnten nach Behandlung des Blutes mit niedrigen
5C4-Konzentrationen, die zu einer unvollstandigen GPVI-Hemmung fuhren, gezeigt werden:

Bei niedriger Scherrate fand ebenfalls eine Thrombozytenaggregation in Plaque-
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Stromungsnischen statt, die durch ADP- und TxA,-Hemmung deutlich verringert wurde.
Diese Beobachtung unterstitzt zusatzlich den oben genannten Mechanismus. Unter
Bedingungen mit hohen Scherraten wurden keine oder nur kleine stabile Aggregate
beobachtet. Bei hoher Scherrate werden ADP und TxA, wahrscheinlich weggespult und
konnen in der Nahe flieBende Thrombozyten nicht mehr aktivieren und rekrutieren, was zu
der gesteigerten Effektivitdt von GPVI-Fc bei hoher Scherrate beitragt. Zusatzlich kénnte es
sein, dass GPVI-Fc auch vWF-Bindungsstellen auf Kollagen besetzt, wodurch die VWF-
vermittelte Thrombozyten-adhésion gehemmt wirde, die vor allem bei hohen Scherraten

relevant ist®.

6.4 Klinische Relevanz der scherabhéngigen Wirkung von GPVI-Fc im
Vergleich zur Hemmung durch GPVI-Antikorper

Die potente Thrombozytenhemmung durch GPVI-Fc bei hoher Scherrate deutet auf eine an
Ruptur-Stellen von Hochrisiko-Lasionen lokal erhdhte antithrombotische Wirksamkeit von
GPVI-Fc hin. Bekanntermal3en sind koronare Lasionen, die ein hohes Risiko bergen, einen
Myokardinfarkt zu verursachen, stenotisch (Einengung des Lumens um > 50%)%*'?3 was zu
hoheren Scherraten an der stenotischen Stelle fihrt. Plaques rupturieren meistens entweder
an der entzindeten Plaqueschulter oder am stenotischsten Teil, an dem der endotheliale
Scherstress am héchsten ist'®'?°. Das Fehlen einer ausgepragten Hemmung durch GPVI-Fc
bei Stase oder Stromung mit niedrigen Scherraten konnte einen Vorteil in Bezug auf das
Blutungsrisiko bedeuten, da schwere Blutungskomplikationen meist in Gefallen mit
geringeren Strémungsgeschwindigkeiten und Scherraten auftreten als beispielsweise in
Koronararterien. Sicherheitsbedenken einer Therapie mit GPVI-Fc alleine, aber auch in
Kombination mit anderen Thrombozytenaggregationshemmstoffen erscheinen daher
geringer als mit GPVI-Antikérpern, die hoch wirksam unabhangig von den Scherbedingungen

sind und systemisch wirken.

Diese Uberlegungen stimmen uberein mit den Ergebnissen einer Phase-I-Studie, die
zeigte, dass GPVI-Fc die Blutungszeit nicht erhdhte®, und auch mit den Befunden, dass eine
GPVI-Fc-Behandlung alleine oder auch in Kombination mit anderen antithrombozytaren
Arzneimitteln (ASS, Clopidogrel, Heparin, Dipyridamol) die Blutungszeit bei Mausen nicht
verlangerte®’. Dagegen wurde bei manchen Patienten mit anti-GPVI-Autoantikdrpern eine

erhéhte Blutungszeit und Blutungsneigung beobachtet®®,

AuBBer anti-GPVI-Autoantikorpern koénnen Patienten verschiedene genetisch bedingte
GPVI-Defekte aufweisen, die abhangig vom Kklinischen Hintergrund zu unterschiedlich
starken Blutungsneigungen filhrten®. Eine Therapie mit GPVI-Antikérpern kénnte deshalb

eher als GPVI-Fc zu Blutungskomplikationen fihren. In einer Studie mit Mausen wurde
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gezeigt, dass eine durch GPVI-Antikérper induzierte Depletion von thrombozytdrem GPVI in
Kombination mit einer ASS-Therapie die normale Hamostase deutlich beeintrachtigen
kann®'. Zudem kann eine Behandlung mit GPVI-Antikérpern durch GPVI-Shedding oder
Internalisierung zu einer langanhaltenden GPVI-Depletion von der Thrombozytenoberflache
fuhren. Ob BLO8-1 und 5C4 diese Effekte haben, ist jedoch nicht bekannt.

6.5 Erhdéhung der antithrombotischen Effizienz von GPVI-Fc durch
Antikorper-vermittelte Quervernetzung

Auch wenn vermutlich meistens hohere arterielle Scherraten (>1500/s) an Plaque-
Rupturstellen vorhanden sind, ist es wahrscheinlich, dass die UnregelméaRigkeit der
zerstorten luminalen GefaRintima und die Exposition von Plaguematerial zu verschiedenen
Scherbedingungen und turbulenter Strémung fuhrt, die die Thrombozytenablagerung an der
Lasionsstelle beeinflusst. Dieser Aspekt ist besonders wichtig, wenn eine hochgradige, von
den aktuellen Scherbedingungen unabhdngige Thrombozytenhemmung erforderlich ist,
beispiesweise um eine akute Atherothrombose bei interventions-assoziierter

Plagueverletzung, wie z.B. bei der perkutanen koronaren Intervention, zu verhindern.

Deshalb war das nachste Ziel dieser Dissertation, die antithrombotische Wirksamkeit von
GPVI-Fc soweit zu erhdhen, dass eine den GPVI-Antikbrpern vergleichbare hemmende
Wirksamkeit erreicht werden wirde, ohne jedoch die Lasions-Selektivitat von GPVI-Fc zu
verlieren. Die Idee war, die GPVI-Bindung an exponiertes Plaque-Kollagen so zu verbessern,
dass es in moglichst hoher Dichte an die Kollagenfasern binden wirde, um dadurch
Thrombozyten die Interaktion mit Kollagen zu erschweren. Dies wurde umgesetzt, indem
GPVI-Fc mit Fc-Antikdrpern quervernetzt und somit in GPVI-Multimere transformiert wurde.
Dazu wurden entweder anti-human-Fc 1gG oder anti-human-Fc Fab2 Antikdrper mit

aquimolaren Konzentrationen von GPVI-Fc vorinkubiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Strategie der Antikérper-vermittelten Quervernetzung
von GPVI-Fc in der Tat die inhibitorische Wirkung von GPVI-Fc auf die Kollagen- und
Plague-induzierte Thrombozytenaggregation sowohl unter statischen als auch unter

Stromungsbedingungen stark erhdhte.

Konzentrationsabhangigkeitskurven von GPVI-Fc*Fab2-XL zeigten eine Uberlegene
Hemmung von quervernetzten GPVI-Fc-Komplexen im Vergleich zu unvernetztem GPVI-Fc,
wobei signifikante Verbesserungen bereits mit niedrigen Konzentrationen der quervernetzten
GPVI-Fc-Komplexe erreichbar waren (33 nM). Diese waren deutlich niedriger als die
maximalen GPVI-Fc-Plasmakonzentrationen (50 ug/ml =333 nM), die nach einmaliger

intravendser Applikation in einer friiheren klinischen Phase-I-Studie erreicht wurden®.
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Die Tatsache, dass die monovalente anti-human-Fc Fab-Kontrolle, die nicht in der Lage ist
GPVI-Fc querzuvernetzen, inaktiv war und die hemmende Wirkung von GPVI-Fc nicht
potenzierte, bestéatigte, dass eine Quervernetzung und nicht eine Sattigung von
Fc-Bindungsstellen der zugrundeliegende Mechanismus fir die Gberragende inhibitorische
Wirkung ist. Zudem konnte mit Hilfe von analytischer Ultrazentrifugation die Quervernetzung
von GPVI-Fc bestatigt werden, indem die Existenz von oligomeren GPVI-Komplexen

nachgewiesen wurde.

Das mit Fab2 quervernetzte GPVI-Fc war dem mit IgG quervernetzten GPVI-Fc in seiner
Hemmung Uberlegen, was mit dem Fehlen der Fc-Teile in den GPVI-Fc*Fab2-XL-Komplexen
erklart werden kdnnte. Multivalente Fc-Molekiile, die bei GPVI-Fc*IgG-XL-Komplexen nach
deren Bindung an Kollagen exponiert werden kénnen, kénnten von Fc-Rezeptor-tragenden
Blutzellen gebunden und anschlielend besonders unter Stromungsbedingungen von
Kollagen weggespilt werden. Zudem koénnten Thrombozyten Uber deren Fc-Rezeptoren
aktiviert werden, was zur Aggregation fihren und dem hemmenden Effekt von GPVI-Fc*lgG-

XL-Komplexen entgegenwirken kdnnte.

Durch GPVI-Fc*Fab2-XL konnte sogar eine etwas starkere Hemmung der
Thrombozytenaggregation als mit 5C4 erzielt werden, was moglicherweise durch eine
zuséatzliche Abschirmung von verschiedenen Epitopen auf Plaque durch GPVI-Fc*Fab2-XL
erklart werden konnte. Nach 5C4-Behandlung des Blutes ist eine verbleibende
Thrombozytenadhédsion an Plaquematerial mittels GPIb, Integrin a,f; oder anderer
thrombozytarer Rezeptoren moglich, wohingegen nach GPVI-Fc*Fab2-XL-Behandlung die
Thrombozyen moglicherweise wegen sterischer Hinderung durch an Plaque-Kollagen
gebundene multivalente GPVI-Fc*Fab2-XL-Komplexe nicht mehr an Plaque adharieren

kdénnen.

Hochauflésende mikroskopische Bildgebungsverfahren zeigten, dass die Bindung von
guervernetztem GPVI-Fc an Kollagen in einer kontinuierlichen und homogenen Weise
stattfand, wobei Kollagen hilsenartig ummantelt wurde. Moglicherweise wurde die
Ausrichtung von GPVI durch dessen Quervernetzung derart veréndert, dass es besser an
GPO-Domanen auf Kollagenfasern binden konnte, was zur Verhinderung des Kontaktes der
Thrombozyten mit deren Bindungsmotiven an Kollagen fiihrte. Auch ein Synergismus der
Bindung der einzelnen GPVI-Domanen, der zu einer deutlich starkeren inhibitorischen
Wirkung der quervernetzen GPVI-Komplexe fiihrt, ist wahrscheinlich. Im Gegensatz dazu
zeigte unvernetztes GPVI-Fc ein inhomogenes, eher gepunktetes Bindungsmuster, bei dem
Zwischenraume fur die Wechselwirkung der Thrombozytenoberflache mit den Kollagenfasern

frei blieben.
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Messungen mit dem PFA-200-Gerat ergaben, dass quervernetztes GPVI-Fc zu keiner
Erhdhung der in vitro Verschlusszeit fuhrte, was von wichtiger klinischer Bedeutung sein
konnte. Unter dem Aspekt, dass quervernetzte GPVI-Fc-Komplexe durch die mantelartige
Umhdillung von Kollagen eventuell auch andere Bindungsstellen abschirmen kdonnten, ware
eine Erhohung der in vitro Verschlusszeit zu erwarten gewesen. Die erlangten Ergebnisse
deuten jedoch darauf hin, dass doch keine Abschirmung von anderen Bindungsstellen am
Kollagen durch die GPVI-Fc-Komplexe erfolgte. Zumindest die Interaktion von
thrombozytarem GPlb mit an Kollagen gebundenem vWF muss noch stattgefunden haben,
da mit dem PFA-200-Geréat sehr sensitiv VWF- bzw. GPIb-abhangige Stérungen gemessen
werden kénnen und somit die in vitro Verschlusszeit bei einer Besetzung der VWEF-
Bindungsstellen durch quervernetztes GPVI-Fc verlangert gewesen ware. Ob jedoch auch in
vivo keine Gefahr von erhdhter Blutungsneigung besteht, misste durch in vivo-Studien

geprift werden.

Der grol3e Vorteil einer Therapie mit oligomeren GPVI-Fc-Komplexen gegentber der mit
GPVI-Antikérpern, die GPVI auf allen Thrombozyten blockieren, wére, dass bei einer
Behandlung mit diesen oligomeren GPVI-Komplexen zirkulierende Thrombozyten unberthrt
bleiben, da die antithrombotische Wirkung auf den Ort des Geschehens (Kollagenexposition

nach Plaqueverletzung) begrenzt ist.

Weitere Uberlegungen einer moglichen klinischen Anwendung von quervernetztem GPVI-Fc

sind in Abschnitt 7.2 weiter ausgefihrt.
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7 Klinische Relevanz

7.1 Entwurf von klinischen Studien mit GPVI-Fc und GPVI-Antikérpern

Die in dieser Dissertation erlanten Ergebnisse, ndmlich die unterschiedliche Hemmung durch
GPVI-Fc und GPVI-Antikorper, konnten fur den Entwurf von Kklinischen Studien von
Bedeutung sein: GPVI-Antikdrper kdnnten eine hohere antithrombotische Wirksamkeit als
GPVI-Fc aufweisen, sind aber moglicherweise mit einem hdheren Blutungsrisiko behaftet.

Da klinische Studien allein mit einem neuen antithrombotischen Arzneistoff, der bereits
etablierte Medikamente ersetzen konnte, im Hinblick auf Sicherheitsbedenken nicht moglich
sind, werden neue Arzneistoffe in der Regel in Kombination mit klinisch zugelassenen
Medikamenten getestet. Daher konnten GPVI-Antikdrper in einer dualen antithrombozytéren
Medikation, entweder in Kombination mit Aspirin® oder einem P2Y,-Antagonisten, erprobt
werden. Nachdem GPVI-Fc wahrscheinlich ein besseres Sicherheitsprofil hat, kdnnte es
auch in einer dreifach antithrombozytaren Therapie mit Aspirin und einem P2Y,-
Antagonisten zur Behandlung von Myokardinfarkt oder ischamischem Schlaganfall getestet

werden'?,

Neben dem Einsatz von GPVI-Fc bei akuten atherothrombotischen Ereignissen ist auch
eine prophylaktische Gabe von GPVI-Fc bei Hochrisikopatienten denkbar. Dazu musste es
zunéachst in eine geeignete Arzneimittel-Formulierung gebracht werden, die beispielsweise
eine wochentliche subkutane Applikation erméglicht, und der wiederholte Gebrauch misste
im Hinblick auf unerwiinschte Wirkungen getestet werden. Ein dem GPVI-Fc strukturell
ghnliches Protein (Etanercept) wird bereits in dem Arzneimittel Enbrel® zur Behandlung von
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises ein- bis zweimal woéchentlich subkutan

appliziert'®’

. Enbrel ist ein gentechnologisch hergestelltes, ebenfalls 150 kDa schweres,
dimeres Fusionsprotein, das aus der extrazellularen Ligandenbindungsdoméne des
humanen Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptor-2, verbunden mit dem Fc-Teil von humanem

IgG, besteht und zum Abfangen von TNF dient**’.
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7.2 Weiterentwicklung quervernetzter GPVI-Fc-Komplexe fir einen
maoglichen klinischen Gebrauch

Nachdem in dieser Dissertation der Wirksamkeitsnachweis fir eine Uberlegene
antithrombotische Wirksamkeit von GPVI-Fc-Oligomeren erbracht wurde, kénnten
multivalente GPVI-Moleklle weiter auf ihre klinische Anwendung zugeschnitten werden:
Wahrend einer perkutanen koronaren Intervention ist im Moment der Dilatation eines
stenosierenden Plaque eine starke, kurzfristige und Lasions-orientierte antithrombotische
Behandlung erwinscht. Dies kodnnte durch eine einzige lokale Applikation von mit
Antikérpern quervernetzten GPVI-Fc-Oligomeren durch den intrakoronaren Katheter
wahrend des Eingriffs erfolgen. Dadurch kénnte eine maximale Bindung der quervernetzten
GPVI-Fc-Oligomere an der Lasionsstelle erreicht werden. Da die quervernetzten GPVI-
Komplexe im Blutkreislauf aufgrund begrenzter Stabilitdt dissoziieren wirden, ist es
wahrscheinlich, dass die starke antithrombotische Wirkung auf die Lasionsstelle beschrankt
bliebe. Fur diese Indikation muissten die in dieser Dissertation verwendeten anti-human-Fc
Antikorper aus der Ziege durch humane monoklonale anti-Fc-AntikGrper ersetzt werden.
Solche humane, monoklonale, gegen Fc-gerichtete Antikorper sind als bivalente Fab-
Fragmente bereits kommerziell verfiigbar (human combinatorial antibody library, HUCAL®)
und koénnten prinzipiell fir die GPVI-Fc-Quervernetzung in Kklinischen Studien weiter

entwickelt werden.

Fur andere Indikationen, wie z.B. bei akuter Plaque-Ruptur oder -Erosion, wiirde jedoch
eine Langzeitstabilitat der multivalenten GPVI-Molekile im Blutkreislauf bevorzugt werden.
Bei Patienten mit rezidivierenden Embolien nach Plaque-Erosion beispielsweise ware ein
dauerhaftes Abschirmen wiederkehrender Kollagenexposition durch den Einsatz
entsprechender GPVI-Oligomere wiinschenswert. Bei einer Langzeittherapie mit durch
Antikérper quervernetzten GPVI-Oligomeren ist jedoch die potentielle Immunogenitat grofer
GPVI-Fc-Antikdrper-Komplexe zu beachten und mdglichst zu vermeiden. Daher mussen
andere Strategien entwickelt werden, um die GPVI-Domanen in ein multivalentes Format zu
transformieren. Eine Mdoglichkeit wére die gerichtete, chemische Quervernetzung von
GPVI-Doméanen.

Insgesamt ist die hier gezeigte Antikdrper-vermittelte Quervernetzung von GPVI-Fc ein
neuartiges Prinzip zur Erhéhung des GPVI-Antagonismus, das eine effektive Hemmung der
Plague-induzierten Thrombozytenstimulation bietet, wobei die Wirkung auf die L&sion
konzentriert ist und deshalb keine unerwinschten systemischen, antithrombozytaren

Wirkungen zu erwarten sind.
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8 Zusammenfassung

Glykoprotein VI (GPVI) ist der essentielle thrombozytdre Kollagen-Rezeptor in der
Atherothrombose, wobei dessen Hemmung nur eine milde Blutungsneigung verursacht.

Deshalb stellt GPVI einen attraktiven antithrombotischen Angriffspunkt dar.

Der thrombozytare GPVI-Rezeptor zeigt nur in seiner dimeren, jedoch nicht in seiner
monomeren Konformation eine hohe Bindungsaffinitat fir Kollagen. Um derzeit verwendete
antiatherothrombotische Therapien zu verbessern, wurden verschiedene Strategien zur
Hemmung der Wechselwirkung von GPVI mit Plaque-Kollagen im ersten Teil dieser

Dissertation verglichen.

Dafur wurde das Thrombozyten-hemmende Potential von GPVI-Antikdrpern mit I6slichem
dimeren GPVI-Fc, welches das systemische Blutungsrisiko nicht erhoht, verglichen. Zwei
gegen monomeres und dimeres GPVI gerichtete GPVI-Antikdrper (BLO8-1 und 5C4) zeigten
eine effektive Hemmung der durch humanes atherosklerotisches Plaguematerial induzierten
Thrombozytenaggregation, sowohl unter statischen als auch unter arteriellen
Stromungsbedingungen (Scherraten von 550/s und 1100/s). Unter Fluss wurde die
Thrombozytenaggregation fast vollstandig gehemmt, wéahrend eine Thrombozytenadhasion

noch vorhanden war.

Im Gegensatz dazu war die Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation
durch l6sliches dimeres GPVI-Fc unter statischen und bei Strémungsbedingungen unter
niedriger Scherrate selbst bei maximal erreichbaren Konzentrationen viel weniger
ausgepragt. GPVI-Fc wirkt durch die Besetzung von GPVI-Bindungsstellen auf Kollagen als
kompetitiver Inhibitor der Thrombozytenaggregation. Die Hemmung durch GPVI-Fc stieg

jedoch mit der Scherrate an.

Hochauflésende optische Bildgebungsverfahren zeigten eine schnelle und persistente
Bindung von fluoreszenz-markiertem GPVI-Fc an Plaque-Kollagen unter niedrigen und
hohen Scherraten, stromaufwarts und stromabwaérts der Plaquefragmente, wobei es
Bereiche auf Plague-Kollagen gab, die frei von GPVI-Fc blieben. Bei niedriger Scherrate
(550/s) adhérierten die Thrombozyten in Stromungsnischen des Plaques an diese GPVI-Fc-
freien Segmente der Kollagenfasern und rekrutierten durch die Freisetzung von ADP und
TxA, andere Thrombozyten in Aggregate. Im Gegensatz dazu wurden unter hoher Scherrate
(1500/s) nur wenige Kkleine Aggregate beobachtet, da freigesetztes ADP und TxA,

wabhrscheinlich durch die hohe FlieRgeschwindigkeit des Blutes weggesptilt werden.
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Die potente Thrombozytenhemmung durch GPVI-Fc bei hoher Scherrate (1500/s) legt eine
lokale antithrombotische Wirksamkeit an stenotischen L&sionen, die ein hohes Ruptur-Risiko
bergen, nahe. Eine schematische Zussammenfassung der Ergebnisse Uber die Wirkung von
GPVI-Fc und GPVI-Antikdrpern ist in Abbildung 47 dargestellt.
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Abbildung 47: Unterschiedliche Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation durch GPVI-
Fc und GPVI-Antikodrper

(A) GPVI-Fc bindet an freigelegte GPO-Sequenzen auf Kollagen stromauf- und stromabwarts nach Plaque-
Ruptur und konkurriert mit thrombozytdarem GPVI-Dimer. Nur wenige von GPVI-Fc unbesetzte GPO-
Bindungsstellen werden benétigt, um effizient eine GPVI-Signaltransduktion mit darauffolgender ADP- und TxA,-
Freisetzung (gebogener gestrichelter weier Pfeil, oben) auszulésen. Dies ermdglicht stabile Thrombozyten-
adhasion und -aggregation in Stromungsnischen unter niedrigen Scherraten. Unter hohen Scherraten, die an
Rupturstellen von stenotischen Hochrisiko-Lasionen auftreten, werden ADP und TxA; durch die hohen
FlieRgeschwindigkeiten weggespllt (gerader gestrichelter weier Pfeil, unten), wodurch es zur stérkeren
Hemmung der Aggregatbildung durch GPVI-Fc kommt. WeiRer Pfeil = Richtung des Blutflusses.
(B) GPVI-Antikérper binden an Thrombozyten im Blutkreislauf und hemmen die Thrombozytenaggregation nach
Plaque-Ruptur unabhéangig von FlieBgeschwindigkeit und Stenosen. ADP = Adenosindiphosphat; Fc = ,fragment
crystallizable region“ von IgG; GPO = Glycin-Prolin-Hydroxyprolin, GPVI = Glycoprotein VI; GPVlex = externe
Domane von GPVI; TxA, = Thromboxane Az; TZ = Thrombozyt. Verandert nach Jamasbi et al.**®
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Um die antithrombotischen Eigenschaften von GPVI-Fc zu verbessern und dessen L&sions-
Selektivitdt mit dem vollen Potential des GPVI-Antagonismus, wie durch GPVI-Antikorper
hervorgerufen, zu kombinieren, wurden im zweiten Teil dieser Dissertation oligomere GPVI-
Komplexe hergestellt. Deren thrombozytenhemmende Wirkung wurde unter statischen
Bedingungen sowie unter Strémungsbedingungen getestet. Oligomeres GPVI wurde
erhalten, indem GPVI-Fc mit anti-human-Fc Antikérpern inkubiert wurde, um die Fc-Teile von
GPVI-Fc querzuvernetzen. Die Quervernetzung potenzierte die Hemmung der Plaque- und
Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation durch GPVI-Fc sowohl unter statischen
Bedingungen als auch unter Strémungsbedingungen. Dabei war die Quervernetzung mit
anti-human-Fc Fab2 der mit anti-human-Fc IgG Uberlegen. Die monovalente anti-human-Fc
Fab-Kontrolle (die nicht in der Lage ist Fc-Teile querzuvernetzen) war inaktiv.
Hochauflésende optische Bildgebungsverfahren zeigten eine hilsenartige Ummantelung der
Kollagenfasern durch gebunde, quervernetzte GPVI-Fc-Antikérper-Komplexe, was eine
Thrombozytenbindung an Kollagen verhinderte. Im Gegensatz dazu zeigte unvernetztes
GPVI-Fc  ein inhomogenes Bindungsmuster, wobei Fasersegmente fur die

Thrombozytenanhaftung frei blieben. Eine schematische Darstellung der Bindung von

unvernetztem und quervernetztem GPVI-Fc ist in Abbildung 48 gezeigt.
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Abbildung 48: Schematische Darstellung der Bindung von GPVI-Fc und mit anti-human-Fc Fab2
qguervernetztem GPVI-Fc an Plaque-Kollagen

Die Quervernetzung von dimerem GPVI-Fc-Fusionsprotein (GPVI, braun; Fc, blau) mit anti-human-Fc Fab2
Antikdrpern (rot) schafft oligomere (n = 2-4) GPVI-Molekile, die dichter (unten) als GPVI-Fc (oben) an ihre
korrespondierenden Motive an Kollagenfasern binden. Veréndert nach Jamasbi et al.t®

Da quervernetztes GPVI-Fc die Blutungszeit in vitro nicht erhdhte, kdnnte eine GPVI-
Quervernetzung zu oligomeren GPVI-Komplexen eine neue, hochwirksame Strategie zur

Verhinderung der Atherothrombose bieten, ohne das systemische Blutungsrisiko zu erhéhen.
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9 Summary

Glycoprotein VI (GPVI) is the essential platelet collagen receptor in atherothrombosis,
however, its inhibition causes only a mild bleeding tendency. Thus, GPVI emerged as an
attractive antithrombotic target. Platelet GPVI in its dimeric but not monomeric conformation
shows high affinity binding to collagen. To improve current anti-atherothrombotic therapy
different strategies to inhibit the GPVI/plaque collagen interactions were compared in the first
part of the dissertation. The platelet inhibiting potential of anti-GPVI antibodies was
compared to recombinant soluble dimeric GPVI-Fc, which does not increase systemic
bleeding risk. Two anti-GPVI antibodies (BLO8-1 and 5C4) targeting monomeric and dimeric
GPVI effectively inhibited human atherosclerotic plaque-induced platelet aggregation under
static as well as under arterial flow conditions (shear rates of 550/s and 1100/s). Under flow
platelet aggregation was nearly abolished whereas platelet adhesion was preserved. In
contrast, dimeric GPVI-Fc, which acts as a competitive inhibitor for platelet GPVI by
occupying GPVI binding sites on collagen, inhibited less, even at maximal concentrations,
plague-induced platelet aggregation under static and low shear conditions. However,
inhibition by GPVI-Fc increased with shear rate. Advanced optical imaging revealed a rapid
and persistent binding of fluorescence-labeled GPVI-Fc to plaque collagen under low and
high shear flow, upstream and downstream of plaque fragments, but leaving spaces of
plague collagen free of GPVI-Fc. At low shear (550/s), platelets adhered down-stream of
plague in flow niches to the GPVI-Fc-free segments of collagen fibers and recruited other
platelets into aggregates via ADP and TxA, release. In contrast, under high shear conditions
(1500/s), only few small platelet aggregates were observed, probably due to ADP and TxA,
being flushed away by high shear flow. The potent platelet inhibition by GPVI-Fc at high
shear flow (1500/s) suggests localized antithrombotic efficacy at stenotic lesions, which have
a high risk to rupture. A schematic summary of the effect of GPVI-Fc and anti-GPVI-

antibodies is shown in figure 47.

To enhance the antithrombotic properties of GPVI-Fc and combine its lesion selectivity
with the full potential of GPVI antagonism as demonstrated by the anti-GPVI antibodies, in
the second part of this dissertation, oligomeric GPVI-complexes were created and its platelet
inhibiting potential was tested under static and flow conditions. To obtain oligomeric GPVI,
GPVI-Fc was incubated with anti-human-Fc antibodies to cross-link the Fc tails of GPVI-Fc.
Cross-linking potentiated the inhibition of human plaque- and collagen-induced platelet
aggregation by GPVI-Fc under static and flow conditions. Cross-linking with anti-human-Fc
Fab2 was superior to anti-human-Fc 1IgG whereas monovalent anti-human-Fc Fab control
(unable to cross-link Fc-tails) was inactive. Advanced optical imaging revealed a sheath-like

coverage of collagen fibers by bound cross-linked GPVI-Fc antibody complexes preventing
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platelet attachment to collagen. In contrast, non cross-linked GPVI-Fc showed a dotted
binding pattern leaving fiber segments free for platelet attachment. A scheme of the binding
of cross-linked and non cross-linked GPVI to collagen is shown in figure 48.

Cross-linked GPVI-Fc did not increase bleeding time in vitro and therefore cross-linking of
GPVI into oligomeric complexes might provide a new, highly effective strategy to prevent
atherothrombosis without increasing systemic bleeding risk.
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11.2 Videoverzeichnis

Auf der beigelegten Video-CD befinden sich folgende Videos:

Video 1 Thrombozyten aggregieren auf Plaguematerial in flieBendem Blut.

Thrombozyten (griin) wurden mit Mepacrin angefarbt und Blut wurde fir 5 min
Uber Plaguehomogenat perfundiert (Scherrate: 550/s). Die Thrombozyten-
aggregation wurde unter Verwendung eines 10x Objektivs (NA 0,4) mittels
Fluoreszenzmikroskopie detektiert (1 Bild/sek). Flussrichtung von rechts nach
links.

Video 2 Nach Behandlung des Blutes mit GPVI-Fc tritt die
Thrombozytenaggregation auf Plaquematerial verzogert ein und ist
reduziert.

Blut wurde mit GPVI-Fc (50 pg/ml) behandelt und fir 5 min tUber Plaque-
homogenat perfundiert (Scherrate: 550/s). Thrombozyten (griin) wurden mit
Mepacrin angefarbt. Die Thrombozytenaggregation wurde unter Verwendung
eines 10x Objektivs (NA 0,4) mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert
(1 Bild/sek). Flussrichtung von rechts nach links.

Video 3 Nach Behandlung des Blutes mit GPVI-Antikdrpern ist die
Thrombozytenaggregation auf Plaguematerial gehemmt. Die
Thrombozytenadhasion ist eher transient als stabil.

Blut wurde mit 5C4 (1,25 pg/ml) behandelt und fur 5 min Uber Plaque-
homogenat perfundiert (Scherrate: 550/s). Thrombozyten (griin) wurden mit
Mepacrin angefarbt. Die Thrombozytenadhasion wurde unter Verwendung
eines 10x Objektivs (NA 0,4) mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert
(1 Bild/sek). Flussrichtung von rechts nach links.

Video 4 GPVI-Fc bindet schnell an kleine und grof3e Plaquefragmente.

GPVI-Fc wurde mit PE-konjugierten anti-human-Fc Antikdrpern markiert und
vor Beginn der Perfusion Uber Plaguehomogenat (Scherrate: 550/s) dem Blut
beigegeben (finale Konzentration 50 pg/ml). GPVI-Fc (rot) wurde unter
Verwendung eines 100x Ol-Objektivs (NA 1,4) mittels Fluoreszenz-
mikroskopie detektiert (1 Bild/2 sek). Flussrichtung von rechts nach links.

Video 5 Dynamik der GPVI-Fc-Bindung und Thrombozytenanhaftung an
Plaguefragmente.

GPVI-Fc bindet schnell stromaufwarts und stromabwarts an kleine und grol3e
Plaquefragmente, Thrombozyten adharieren in Strémungsnischen an grol3e
Plaguefragmente, was zur Thrombozytenaggregation fiihrt.

GPVI-Fc (rot) wurde mit PE-konjugierten anti-human-Fc Antikbrpern markiert
und vor Beginn der Perfusion Uber Plaguehomogenat (Scherrate: 550/s) dem
Blut beigegeben (finale Konzentration 50 pg/ml). Plaquefragmente und
Thrombozyten wurden mit DIC- und PE-markiertes GPVI-Fc wurde mit
Fluoreszenzmikroskopie unter Verwendung eines 100x Ol-Objektivs (NA 1,4)
detektiert (1 Bild/2 sek). Flussrichtung von rechts nach links.
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Video 6

GPVI-Fc-Bindung an Kollagen.

GPVI-Fc wurde mit PE-konjugierten anti-human-Fc Antikdrpern markiert und
vor Beginn der Perfusion Uber Kollagen (Scherrate: 600/s) dem Abciximab
enthaltenden Blut beigegeben (finale GPVI-Fc-Konzentration 50 pg/ml).
GPVI-Fc (rot) wurde unter Verwendung eines 100x Ol-Objektivs (NA 1,4)
mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert (1 Bild/sek). Flussrichtung von
rechts nach links.

Video 7

Trotz schneller GPVI-Fc-Bindung an Plaquematerial aggregieren
Thrombozyten stromabwarts von grof3en Plaquefragmenten bei
niedriger Scherrate.

Dreidimensionale Visualisierung (TPLSM) der Thrombozytenanlagerung
(grin) an autofluoreszierendes Plaguematerial (blau) in Anwesenheit von
GPVI-Fc (rot). Totale Dicke 10 pm; z-Abschnitte 0,7 pm. Thrombozyten
wurden mit DiOC6 angefarbt. GPVI-Fc wurde mit Alexa Fluor® 594-
konjugierten

anti-human-Fc Antikorpern markiert und vor Beginn der Perfusion uber
Plaguehomogenat (Scherrate: 550/s) dem Blut beigegeben (finale
Konzentration 50 pg/ml). Flussrichtung von rechts nach links.

Video 8

Thrombozyten adharieren und aggregieren bei niedriger Scherrate in
Anwesenheit von GPVI-Fc stromabwarts an Plaquefragmente.

Blut wurde mit GPVI-Fc (50 pg/ml) behandelt und Uber Plaguehomogenat
perfundiert (Scherrate: 550/s). Plaguehomogenat und Thrombozyten wurden
unter Verwendung eines 100x Ol-Objektivs (NA 1,4) mittels DIC-Mikroskopie
detektiert (1 Bild/sek). Flussrichtung von rechts nach links.

Video 9

Dreidimensionale Animation des SIM-Bildes in Abbildung 27.

Thrombozyten (grin) adharieren stromabwarts an bestimmte Stellen des
Plague-Kollagens (blau), die von GPVI-Fc (rot) nicht besetzt sind, sich aber in
nachster Nahe davon befinden. SIM Bildgebung. Totale Dicke 3,6 um;
z-Abschnitte 0,2 um.

Video 10

Dreidimensionale Animation des SIM-Bildes in Abbildung 28.

Thrombozyten (griin) adharieren hauptséchlich an Kollagensegmente (blau),
die wenig GPVI-Fc (rot) tragen. SIM Bildgebung. Totale Dicke 2,5 um;
z-Abschnitte 0,15 pm.

Video 11

Thrombozyten adhérieren und aggregieren stromabwarts an
Plaquefragmente in Anwesenheit niedriger inhibitorischer
Schwellenkonzentrationen von 5C4.

Blut wurde mit 5C4 (0,5 pg/ml) behandelt und Uber Plaguehomogenat
perfundiert (Scherrate: 550/s). Plaguehomogenat und Thrombozyten wurden
unter Verwendung eines 100x OI-Objektivs (NA 1,4) mittels DIC-Mikroskopie
detektiert (1 Bild/sek). Flussrichtung von rechts nach links.

Vi
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Video 12  Kinetik der Bindung von unvernetztem GPVI-Fc an Kollagen unter
Strdomungsbedingungen.

GPVI-Fc wurde mit PE-markierten anti-human-Fc Fab2 Antikérpern in einem
molaren Verhaltnis von 20:1 inkubiert. Die Mischung wurde vor der Perfusion
(Scherrate: 600/s) uUber Kollagen dem Abciximab enthaltenden Blut
beigegeben (finale GPVI-Fc-Konzentration 333 nM).

Die Bindung von PE-markiertem GPVI-Fc*Fab2 (rot) an Kollagen wurde
mittels Fluoreszenzmikroskopie (1 Bild/sek) unter Verwendung eines 10x
Objektivs (NA 0,4) aufgezeichnet. Flussrichtung von rechts nach links.

Video 13  Kinetik der Bindung von quervernetztem GPVI-Fc an Kollagen unter
Strdomungsbedingungen.

GPVI-Fc wurde mit 10% PE-markierten und 90% unmarkierten anti-human-Fc
Fab2 Antikérpern in einem molaren Verhaltnis von 1:1 zur GPVI-Fc-
Quervernetzung inkubiert. Die Mischung wurde vor der Perfusion (Scherrate:
600/s) uber Kollagen dem Abciximab enthaltenden Blut beigegeben (finale
GPVI-Fc-Konzentration 333 nM).

Die Bindung von PE-markiertem GPVI-Fc*Fab2-XL (rot) an Kollagen wurde
mittels Fluoreszenzmikroskopie (1 Bild/sek) unter Verwendung eines
10x Objektivs (NA 0,4) aufgezeichnet. Flussrichtung von rechts nach links.

Die hier gezeigten Videos sind publiziert ** 118,

Vii



Danksagung

12 Danksagung

Zuerst mdchte ich mich bei Prof. Dr. Christian Weber, dem Leiter des Instituts fir Prophylaxe
und Epidemiologie der Kreislaufkrankheiten, fur die Moglichkeit bedanken, im IPEK

promovieren zu kénnen.

Dank gebuhrt auch der advanceCor GmbH sowie der Bayerischen Forschungsstiftung fur die

Finanzierung meiner Projekte und damit fur die Ermdéglichung dieser Dissertation.

Besonders mochte ich mich bei meinem Betreuer Prof. Dr. Alexander FaulRner bedanken,
der mit hilfreichen Anregungen und motivierenden Gesprachen zu meinem Projekt beitrug

und mir stets mit freundlichem Rat zur Seite stand.

Ein spezieller Dank gebuhrt Prof. Dr. Wolfgang Siess. Seine intensive Forderung und
kontinuierliche Unterstitzung meiner Projekte und sein immenses Wissen haben
entscheidend zum Erfolg dieser Dissertation beigetragen. Das in mich gesetzte Vertrauen
lie? mich auch in schwierigen Situationen nicht mutlos werden. Besonders dankbar bin ich
ihm fur die Moglichkeit, Forschung in Israel zu betreiben, was nicht nur einen immensen
Einfluss auf die Ergebnisse dieser Dissertation hatte, sondern auch ein gro3er personlicher
Gewinn war. Die vaterliche Fursorge von Herrn Prof. Siess und die herzliche

Gastfreundschaft von Jenny Racah bereiteten mir einen unvergesslichen Aufenthalt in Israel.

Ich bedanke mich bei Prof. Dr. Reinhard Lorenz fiir seinen wichtigen Beitrag zu meinem
Projekt. Sein medizinisches Wissen sowie die Durchfihrung der Statistik waren

unverzichtbar fir meine Arbeit.

Auch Kathrin von Oheimb bin ich sehr verbunden fiir ihre technische Assistenz und

Unterstlitzung im Laboralltag und die angenehme Arbeitsatmosphare.

Zudem erhielt ich tatkraftigen Beistand von Mariaelvy Bianchini und Dr. Remco Megens, die
mit TPLSM und STED-Mikroskopie dazu beitrugen, diese Arbeit mit eindrucksvollen Bildern

zu erganzen. Danke fur die ausgezeichnete Zusammenarbeit!

Ich danke Dr. Natalie Elia vom Department of Life Sciences der Ben Gurion University of the
Negev in Israel, die mir erlaubte, einen Teil meiner Arbeit in ihrem Labor auszufiihren. Sie
und Shachar Sherman fuhrten mich in die “Superresolution-Mikroskopie” ein und trugen mit

ihrer Hilfe und Erfahrung wesentlich zum Erfolg meines Projektes bei.

Desweiteren méchte ich mich bei Dr. Martin Ungerer, Dr. G6tz Minch und Dr. Kerstin Uhland

von advanceCor bedanken fir die anregenden Diskussionen beziiglich meines Projektes, fir

viii



Danksagung

die Bereitstellung von GPVI-Fc und 5C4 und die Méglichkeit, PFA-200-Messungen in ihrem
Labor durchzuftihren.

Ich bedanke mich bei Prof. Dr. Richard Brandl von der Praxis fur Gefafl3chirurgie und
Venenmedizin in Muinchen fir die Bereitstellung von humanem atherosklerotischen

Plaguematerial fir meine Forschung.

Zudem danke ich Prof. Dr. Richard Farndale und Dr. Stefanie Jung vom Department of
Biochemistry der University of Cambridge in GroRbritannien fur die Unterstitzung bei der

Interpretation der erlangten Daten und fir die Bereitstellung von m-Fab-F.

Auch Adam Walker von GlaxoSmithKline research & development bin ich zu Dank

verpflichtet fur die Bereitstellung von BLOS-1.

Bei Christine John und Prof. Dr. Buchner vom Lehrstuhl fiir Biotechnologie der Technischen
Universitat Minchen bedanke ich mich fur die Durchfihrung der analytischen
Ultrazentrifugation zur Charakterisierung der quervernetzten GPVI-Fc-Komplexe.

AuBerdem danke ich Dr. Pankaj Goyal vom Department of Biotechnology von der Central

University of Rajasthan in Indien fur die Einfuhrung in die Fluoreszenz-Mikroskopie.

Ich danke unserem IT-Beauftragten Dr. Philipp von Hundelshausen fir seine Tipps in

technischen Angelegenheiten.

Den Sekretarinnen vom IPEK, Frau Bretzke, Frau Stoger und Frau Herrle, danke ich fir ihre
bestandige Freundlichkeit und ihr Zuvorkommen bei jeglichen Angelegenheiten.

Auch bei Nada, unserer Laborhelferin, die unermudlich fur Ordnung sorgte, bedanke ich mich

herzlich.

Ein besonderer Dank gilt den Laborkollegen meiner Arbeitsgruppe: Suman, fir ihre
Hilfsbereitschaft bei der Einarbeitung am Anfang meiner Doktorandenzeit, Kristina, Ann,
Gesa, Mariam, Yaci und Danny fir die ausgezeichnete Zusammenarbeit, die herzliche

Arbeitsatmosphare und die vielen lustigen gemeinsamen Stunden.

Auch meinem Kollegen und gutem Freund Xavier, dem "funniest guy in the lab”, der mir mit
Ratschlagen zur taglichen Laborarbeit stets zur Seite stand und der auch nach unzahligen
Fragen noch geduldig blieb, danke ich von Herzen. Ein besonderer Dank gebtihrt Manu und
Zhen fur die unvergessliche gemeinsame Zeit am IPEK. Ihr seid Freunde fiirs Leben
geworden! Auch Susanne, Helene, Renske und Pati danke ich fir die vielen gemeinsamen

Aktivitaten und dass ihr mir nach langen Nachten in Minchen immer Ubernachtung mit



Danksagung

Frihstick im Wohnheim geboten habt. Ganz besonders danke ich auch Holger und Chrissy,
die mit ihrem einzigartigen Humor immer fiir gute Stimmung im Arbeitsraum sorgten. Danke
fur eure Hilfsbereitschaft, dass ihr mir immer den ,richtigen Knopf“ bei jeder technischen
Herausforderung gezeigt habt und dass ihr beim téglichen , Telefondienst® die Geduld nicht
verloren habt. AuRerdem mdchte ich mich bei Ake, Birgit, Jean-Eric, Steffi, Juirgen, Klaus,
Yvonne D., Maik, Ela, Oli und Norbert fur die herzliche Aufnahme ins IPEK bedanken. Auch
Almu, Yvonne J., Carlos, Martina, Larissa, Petra, Janine und Julian und allen anderen
Mitarbeitern vom IPEK, die ich nicht namentlich genannt habe, danke ich fir die freundliche
und familidre Atmosphére. Ich hatte mir keine besseren Kollegen vorstellen kénnen! Selbst

euer Blut habt ihr fur mich geopfert!

Weiterhin mdchte ich meinen guten Freunden danken: Christine furs Zuhéren und Ermutigen
beim Uben meiner Vortrage und Prasentationen und Sven fir seine stetige Hilfsbereitschaft

und Motivation. Du bist einfach der Grofite!

Ein besonderer Dank gebihrt meinem Freund Philipp, der mir nicht nur in technischen
Fragen stets zur Seite stand, sondern auch geduldig und verstandnisvoll neben mir saf3,

wenn meine Zeit nur der Arbeit galt. Schon, dass du immer fur mich da warst!

Zuletzt bedanke ich mich bei meinen geliebten Eltern, die mich in jeglicher Hinsicht mit ihrer
Fursorge und Ermutigung durch die Héhen und Tiefen meiner Doktorarbeit begleitet haben.
Ohne euch hatte ich das alles nicht geschafft!



