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Einleitung

Atherosklerose ist eine vor allem in der industrialisierten Gesellschaft mit zunehmendem
Lebensalter sehr haufig vorkommende Veranderung von Arterien, die durch progrediente
Stenosen oder Plaqueruptur mit arterieller Thrombose ischamische Erkrankungen
verursachen und damit fuhren auch in Deutschland immer noch Krankheiten des Kreislauf-
systems (Abb. 1a) wie ischamische Kardiomyopathie und akuter Myokardinfarkt (Abb. 1b) die
Todesursachenstatistik an. In Deutschland sind etwa ein Drittel aller Todesfélle kardio-
vaskularen Erkrankungen zuzuschreiben (Abb.1). Erst in der frihen Nachkriegszeit wurden
mit den US-amerikanischen Framingham Studien systematisch Risikomarker und -faktoren fur
Herz-Kreislauferkrankungen erforscht. Die Erkenntnisse aus diesen und aus folgenden

Studien ermoglichten eine grundlagenwissenschaftliche Analyse der
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in% in Tsd
Chronisch ischamische e 40,8
Herzkrankheit 361
22,6% Akuter Myokardinfarkt 27,1
Sonstige AN (Herzinfarkt) 19,8
Lungen- und 28,7
Bronchialkrebs —— ] 6,4
43 % 37,0% Nicht ndher bezeichnete —— 7 G
Verletzungen und Krankheiten Demenz 26,9
Vergiftungen 932272 Kreislaufsys Herzinsuffizienz (Herzschwiche, 14,1
- Todesfille Herzmuskelschwiche) 24,1
insgesamt Sonstige chronische ——— ] 7
Wb % obstruktive Lungenkrankhet —— 141
Krankheiten des Hypertensive — 7,1
Verdauungssystems Herzkrankheit ——— 174
21.'.1" %. Vorhofflimmern und —
/ Bosa(tlgen vorhofattern —— 13,6
73% ?‘Ker:lgg;mng‘ Pneumanie, Erreger nicht — 0,
Krankheiten des naher bezeichnet —
Atmungssystems Brustdriisenkrebs 10,1

(Mamma) —— ] 8, ¢
m MEnnlich  ® weiblich

© 1! Statistisches Bundesamt (Destatis), 2019
@ ! Statistisches Bundesamt (Destatis), 2019

Abbildung 1. Todesursachen nach Krankheitsarten (a) und haufigste Todesursachen in

Deutschland 2017. Statistisches Bundesamt (Destatis) 2020 Quelle:
https://www.destatis.de/DE/Themen/Gesellschaft-Umwelt/Gesundheit/Todesursachen/_inhalt.html#sprg229156

molekularen und zellularen Mechanismen der Atherogenese, des Myokardinfarktes und des
Schlaganfalls. Daraus entwickelten sich in den vergangenen Jahrzehnten weitgehende
medizinische Verbesserungen. Besonders die sich vervielfaltigenden Optionen eine arterielle
Hypertonie medikamentds zu beherrschen, eine effektive Senkung von Cholesterin im Blut
durch Statine zu erreichen sowie die sich stetig verbessernden interventionellen Méglichkeiten
der koronaren Revaskularisation in Verbindung mit der antithrombozytaren Therapie mit
Aspirin und einem P2Y12-Hemmer im akuten Myokardinfarkt, haben zu einer deutlichen
Abnahme der kardiovaskularen Mortalitat geflihrt (Nabel and Braunwald, 2012).
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Abbildung 2. Abnahme der kardiovaskularen Mortalitat in Verbindung mit dem wissenschaftlichen Fort-
schritt (Nabel and Braunwald, 2012). Die Zeitkurve zeigt die stetige Abnahme kardiovaskularer Todes-
falle im Verlauf des 20. und frihen 21. Jahrhunderts zusammen mit den grof3ten Errungenschaften in
der kardiovaskularen Wissenschaft und Medizin. ALLHAT Antihypertensive and Lipid-Lowering
Treatment to Prevent Heart Attack Trial, CASS Coronary Artery Surgery Study, GISSI Gruppo Italiano
per lo Studio della Sopravvivenza nell'Infarto Miocardico, HMG-CoA 1-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A, ISIS-2 Second International Study of Infarct Survival, Ml myocardial infarction, NCEP
National Cholesterol Education Program, NHBPEP National High Blood Pressure Education Program,
PCI percutaneous coronary intervention, SAVE Survival and Ventricular Enlargement, and TIMI 1
Thrombolysis in Myocardial Infarction 1.

Dennoch haben sich friilhere Prognosen, dass gut eingestellte klassische Risikofaktoren die
koronare Herzerkrankung zum Ende des 20. Jahrhunderts verhindern werden als zu
optimistisch herausgestellt. Das statistische Bundesamt ermittelte zuletzt, dass in Deutschland
im Jahr 2017 Herz-Kreislauferkrankungen, insbesondere die ischadmische Kardiomyopathie
und der akute Myokardinfarkt mit 37% immer noch den Spitzenplatz aller Todesursachen
belegen. Sicherlich werden die etablierten prophylaktischen Mallnahmen bei weitem nicht
ausgeschopft. Darlber hinaus ist aber die Pathogenese der Atherosklerose in ihrer
Komplexitat nicht vollstandig verstanden, so dass es neben der evidenzbasierten Behandlung
metabolischer Risiken weitere therapeutische Ansatzpunkte geben muss.

Neben der Ansammlung von Lipiden und Schaumzellen in der Intima ist Atherosklerose durch
eine stadienabhangig starkes begleitendes inflammatorisches Infiltrat gekennzeichnet. Sowohl
die Schaumzellen, die sich von aus dem Blut ausgewanderten Monozyten ableiten als auch T
Zellen charakterisieren Atherosklerose als chronische Entzindung. Es gibt inzwischen kaum
einen Zelltyp aus dem Blut, dem nicht eine Beteiligung an der Atherosklerose zugeschrieben
wird. Nicht alle haben sich direkt immunhistochemisch ohne weiteres im Plaque nachweisen
lassen, wie zum Beispiel neutrophile Granulozyten oder Blutplattchen. Entweder weil sie kurz-
lebig sind oder sich ihre Rolle an der Entstehung eines Plaques aulierhalb der Lasion abspielt.
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Eine gezielte Beeinflussung des zellularen Infiltrats konnte ein weiterer wichtiger Baustein
sein, atherosklerotische Lasionen zu stabilisieren, zu verhindern oder sogar wieder zuriickzu-
drangen.

In dieser Habilitationsschrift steht die Erforschung von atherosklerotischen Prozessen im
Vordergrund, die durch Chemokine beeinflusst werden. Chemokine sind die zentralen
Effektoren einer gerichteten zellularen Migration. In der Entzindung betrifft das im
Wesentlichen die gerichtete Bewegung der verschiedenen Leukozytentypen. Jede dieser
Leukozytenarten exprimiert reifungs- und aktivierungsabhangig ein einzigartiges Profil von
Chemokinrezeptoren und anderen, weniger spezifischen Bindungsplatzen, wie zum Beispiel
Glykosaminoglykane. Die raumliche und zeitliche Steuerung des leukozytaren Infiltrats ist
evolutionar zur Immunabwehr von Pathogenen entstanden und muss sehr fein reguliert
werden, damit ein schadliches Agens ohne Kollateralschaden beseitigt werden und es zur
Resolution mit einer restitutio ad integrum kommen kann. Bei Atherosklerose kommt es jedoch
nicht zur Resolution, sondern der Entziindungsprozess chronifiziert.

Stand der Forschung

Atherosklerose: von einer metabolischen zur inflammatorischen Erkrankung

Atherosklerose als Ursache fir kardiovaskulare Erkrankungen ist eine an Bedeutung
zunehmende Zivilisationskrankheit. Myokard- und Hirninfarkte als ischamische Folgen
entwickeln sich global und nicht nur in der westlichen Welt zur fihrenden Todesursache
(Hansson, 2005; Naghavi et al., 2003b). Frihere Prognosen, wonach unter einer adaquaten
medikamentdsen Therapie gut eingestellte Blutdruck- und Cholesterinwerte die koronare
Herzerkrankung zum Ende des 20. Jahrhunderts verhindern werden, haben sich als zu
optimistisch herausgestellt.

Pathogenese

Wissenschaftliche Ergebnisse der letzten Jahre werfen ein neues Licht auf Atherosklerose, die
traditionell als hauptsachlich metabolische Erkrankung aufgefasst wurde. Bereits in der Kindheit
und mit dem Lebensalter zunehmend, bilden sich in der Intima, der innersten subendothelialen
Schicht einer Arterie, fatty streaks (McGill et al., 2000; Strong et al., 1999). Diese bestehen aus
Akkumulationen intra- und extrazellularer Lipide, die sich vornehmlich an Gefalkabzweigungen
und Orten mit veranderten Flussbedingungen bilden und potentiell reversibel sind oder in fort-
geschrittenere atherosklerotische Stadien minden (Abb. 3). Makrophagen nehmen Lipide Uber
Scavenger-Rezeptoren auf und differenzieren zu Schaumzellen. Besonders in der Schulterregion
eines fortgeschrittenen Plaques finden sich in mikroskopischen Analysen unterschiedliche
Immunzelltypen wie z. B. T Zellen, Monozyten und Mastzellen, um nur einige zu nennen (Stary
et al., 1995). Moderne Methoden ermdglichen es die zelluldare Zusammensetzung und Gen-
expression auf dem Niveau einzelner Zellen zu untersuchen. In menschlichen Plaques wurden
18 verschiedene Leukozytentypen der angeborenen und adaptiven Immunantwort gefunden, die
Ubereinstimmend mit den bisherigen Befunden zahlenmafig Uberwiegend verschiedene T Zellen
und Monozyten/Makrophagen Populationen reprasentierten (Fernandez et al., 2019). Die Zellen
im Plaque zeigen im Vergleich zu den entsprechenden zirkulierenden Zellen im Blut deutliche
Veranderungen ihrer Genexpression. Unterschiedliche Muster koexistieren, so dass T Zellen im
Plaque teilweise aktivierter, differenzierter oder erschopfter als ihre Mitspieler im Blut vorliegen.
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Glatte Muskelzellen vermehren sich in ihrer Nachbarschaft sowohl als eingewanderte Stamm-
zellen als auch in situ proliferierend und bilden kollagenreiche extrazellulare Matrix, die den
fibrésen Plaque stabilisieren kann, unter Umstanden aber auch nur eine diinne fibrése Kappe
bildet. Die Gefahr eines arteriellen Verschlusses entsteht weniger durch die Grée des Plaques
und zunehmende Lumeneinengung als vielmehr durch die Plaquezusammensetzung, die die
Stabilitat oder Vulnerabilitéat bewirkt (Mann and Davies, 1996). Die entzindliche Aktivitat eines
Plaques mit der Vielfalt inflammatorischer Zellen, die Proteasen freisetzen und durch Entzin-
dungsmediatoren andere Zellen aktivieren, kann die fibrose Kappe ausdiinnen und reil3en lassen
(Abb. 1). Daraufhin gelangen Teile des nekrotischen Kerns, der prothrombotische Substanzen
wie tissue factor, aber auch plattchenaktivierenden Matrixmolekilen wie Kollagen und von
Willebrand Faktor enthalt, in Kontakt mit der Zirkulation und es entsteht eine arterielle Thrombose,
die als Ursache fir ca. 70% aller koronaren Todesfalle verantwortlich gemacht wird (Naghavi et
al., 2003a). Ein okkludierender Thrombus muss jedoch nicht zwingend aus einer Plaqueruptur
hervorgehen, denn bereits endotheliale Erosionen kdnnen zu Plattchenaktivierung und arterieller
Thrombose fihren.
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Abbildung 3. Stadien der Atherogenese (Rader and Daugherty, 2008)

Rekrutierung von Immunzellen: die Leukozyten Adhésionskaskade in der Atherosklerose

Ein zentraler Mechanismus, wie Hyperlipidamie Atherosklerose verursacht, ist die entzindliche
Aktivierung von Endothelzellen. ApoB100 enthaltende LDL-Partikel gelangen in den subendothe-
lialen Raum und werden Uber ihre Affinitdt zu Proteoglykanen dort zurtickgehalten (Skalen et al.,
2002). Proteolytische und oxidierende Prozesse verandern die LDL-Partikel zu pro-inflamma-
torischem oxLDL und Phospholipiden, die die Endothelzellen zur Hochregulation von Adhasions-
molekilen veranlassen. Adipositas, Rauchen, Hypercholesterindmie, Insulinresistenz oder
generell Entziindung aktivieren Endothelzellen. Die veranderte Endotheloberflache ist Teil einer
komplexen Maschinerie, die gezielt die transendotheliale Migration verschiedener Leukozyten-
klassen beeinflusst (Abb. 4) (Ley et al., 2007).

LFAI-ICAMI

VLA4—VCAMI .

o,p,-integrin-MADCAMI PECAMI
Selectins SRC kinases D99
PSGLI Selectin PI3K MAC] JAMSs ICAMI
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Rollin
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O @ @ a Transcellular
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Abbildung 4. Die Leukozyten Adhasionskaskade (Ley et al., 2007)

Vier zentrale Schritte, die Zellen aus der Blutzirkulation in das umgebende Gewebe lenken, sind
identifiziert worden. Die einzelnen molekularen Mechanismen kdnnen hierbei Uberlappen: (1)
Rollen und tethering, (2) Adhasion, (3) Adhasionsverstarkung, (4) transendotheliale Migration
(Springer, 1994). Die gangige Hypothese besagt, dass die Rekrutierung zirkulierender Blutzellen
Uber die luminale Seite erfolgt. Die Erkenntnisse in der Leukozytenadhasionskaskade sind
Uberwiegend in Modellen mit niedriger Flussgeschwindigkeit wie z. B. in postkapillaren Venolen
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entstanden, die fiir viele Entzindungsmodelle relevant sind, sich andererseits aber in einigen
molekularen Mechanismen von der Rekrutierung im arteriellen Modell unterscheiden.

Der initiale Schritt der Adhdsionskaskade wird von Selektinen vermittelt, die als E- und P-Selektin
von Endothelzellen und als L-Selektin von den meisten Leukozytenklassen exprimiert werden.
Sie binden glykosylierte Proteinliganden, insbesondere PSGL-1, und vermitteln die Rekrutierung
von Leukozyten aus der Zirkulation (capturing) Gber schnelle, scherflussabhangige Assoziations-
und Dissoziationsphasen, die zu einer anfangs ruckhaften (tethering), dann kontinuierlich
rollenden Bewegung flhren.

Durch die Bindung an endotheliale Adhasionsmolekiile der Superimmunglobulinfamilie stellen
Integrine wichtige Arrestmolekile dar, die den Schritt vom Rollen zum Arrest in der Adhasions-
kaskade vermitteln (Ley et al., 2007). Integrine sind Proteine mit einer komplexen Konformations-
dynamik, die sich aus zwei Untereinheiten zusammensetzen. 18 a- und 8 B-Untereinheiten
kombinieren sich zu 24 eigenstandigen Integrinen, die in multiplen biologischen Prozessen
wesentliche Rollen spielen (Hynes, 2002). An der Leukozytenrekrutierung sind hauptsachlich .-
und ou-Integrine beteiligt. Insbesondere LFA-1 (af2) und VLA-4 (caf1) spielen in dieser Hinsicht
in der Atherogenese eine wichtige Rolle. Durch intrazelluldre Signaltransduktion verandern
Integrine die Konformation ihrer extrazelluldaren Domanen und gruppieren sich auf der
Zelloberflache (inside-out signaling).

Chemokine spielen eine wesentliche Rolle fir die Aktivierung von Integrinen durch inside-out
Signaltransduktion (Laudanna and Alon, 2006). Chemokine sind eine Gruppe 8-10 kD grofRer
Proteine mit knapp 50 Mitgliedern, die als homoostatisch oder inflammatorisch klassifiziert
werden kénnen und trotz ihrer Strukturhomologie eine immense Vielfalt an biologischen
Prozessen steuern und einen wesentlichen Teil der atherogenen Zellrekrutierung beeinflussen
(Weber et al., 2004). Sie kénnen von aktivierten Endothelzellen sezerniert, aber auch mittels
Transzytose von der abluminalen Seite aufgenommen und luminal prasentiert werden (Middleton
et al., 2002). Uberdies werden sie von aktivierten Plattchen und anderen Immunzellen sezerniert.
Chemokine binden und aktivieren Chemokinrezeptoren auf den rollenden Zellen. Die folgenden
intrazellularen Signalwege flhren zu mehreren Konformationsanderungen von Integrinen, die
den Zellarrest vorwiegend Uber die gesteigerte Affinitdt zu ihren Liganden, aber auch durch
Steigerung der Aviditat durch Gruppierung mehrerer Integrine bewerkstelligen.
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Chemokine

Unter den vielen intensiv untersuchten Entzindungsmediatoren, die eine Rolle in der Athero-
genese spielen, haben besonders Chemokine grofl3es Interesse gefunden (Zernecke et al.,
2008). Sie gehoren zu einer Gruppe mit etwa 50 Mitgliedern, die eine hohe Vielfalt an
biologischen Funktionen erfillen.

Die Chemokinstruktur

CCL5 Monomer CXCL4 Monomer

C-terminus /- { N-Terminus v / 74 - 3
ot / - 4

CCL5 Dimer CXCL4 Tetramer

Abbildung 5. Tertiar- und Quartarstrukturen von CCL5 und CXCL4. CC- und CXC-Chemokine ahneln
sich in ihrer Monomer- unterscheiden sich aber deutlich in ihrer Quartar-Struktur.

Die einzelnen Mitglieder lassen sich nach ihrer Primarstruktur in zwei grof3e Gruppen gliedern.
Bei CC-Chemokinen sind die zwei N-terminalen Cysteinreste unmittelbar benachbart, bei den
CXC-Chemokinen sind sie durch eine beliebige Aminosaure getrennt. Diese cysteinbasierte
Klassifizierung hat zu einer Nomenklatur gefihrt, die das Strukturmotiv CC oder CXC mit der
bereits bestehenden Gennummer kombiniert, so dass beispielsweise das Chemokin RANTES
(Regulated upon Activation Normal T Cell Expressed and Secreted, Genname SCY5) CCL5
benannt wurde (Zlotnik and Yoshie, 2000). Es gibt Ausnahmen von diesem System, namlich
Fraktalkin (CX3CL1), dessen Cysteine von drei Aminosauren getrennt werden und
Lymphotaktin (XCL1), das nur ein N-terminales Cystein enthalt. Die N-terminalen Cysteine
bilden Disulfid-Briicken mit Cysteinen in der Betafaltblattregion, so dass sich die charak-
teristische Tertiarstruktur ausbildet, die auch als Greek key bezeichnet wird (Abb. 5). Die aus
NMR-Experimenten und aus der Kristrallographie gewonnenen Strukturen von Chemokinen
zeigen bis auf moglicherweise monomeres MCP-3 (CCL7) (Kim et al., 1996) fur beide Familien
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oligomere Proteine, Uberwiegend Dimere. Interessanterweise dimerisieren CC-Chemokine
ausnahmslos durch Assoziation ihrer N-termini wahrend CXC-Chemokine sich tiber Apposition
beider B-Faltblatter zu einem 6-fach B-Faltblatt dimerisieren (Clore and Gronenborn, 1995).
Welche Bedeutung diese regelhafte Struktur auf die biologische Funktion von Chemokinen hat
ist Gegenstand aktueller Forschung. Sicher ist, dass Monomere wie flir CXCL8 gezeigt, ihre
volle Rezeptoraktivierungsfahigkeit behalten kénnen (Rajarathnam et al., 1994). Im Gegensatz
zu den meisten Proteinen sind Chemokine Uber einen hohen Anteil an basischen Aminosauren
insgesamt positiv geladen. Diese positive Ladung flhrt zu einer hohen Affinitat fir negativ
geladene Glykosaminoglykane, wie etwa Heparan- oder Chondroitinsulfat. Fir ihre Funktion
ist dies als wichtige Andockstelle auf Zelloberflachen und fir ihre Oligomerisierung von
essentieller Bedeutung (Proudfoot et al., 2017).

Chemokinrezeptoren

Klassifikation

Die biologische Aktivitdit von Chemokinen wird malgeblich Uber Chemokinrezeptoren
vermittelt. Diese sind an G-Proteine, meistens G;, gekoppelt. Wie bei anderen G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) kann es durch Bindung des Liganden zu einer Kippschalter-
bewegung des Rezeptors (toggle switch Modell) kommen, der zum Andocken und zur
Aktivierung eines G-Proteins fihrt (Katritch et al., 2013). Dartiber hinaus sind unabhangig von
G-Proteinen, B-Arrestine und Rezeptorkinasen flr bestimmte Signale und Rezeptor-
internalisierung wichtig. Die etwa 20 verschiedenen Rezeptoren werden je nach dem
Bindungsverhalten der jeweiligen Chemokinfamilie in CXC- und CC-Rezeptoren unterteilt und
der Rezeptor fur XCL1 wird XCR1 genannt, der fur CX3CL1 CX3CR1 (Murphy et al., 2000).
Obwohl CC-Chemokine verschiedene Rezeptoren aktivieren konnen, sind es immer
Rezeptoren der CC-Gruppe. Das gleiche gilt fir CXC-Chemokine. So bindet und aktiviert
CCLS5 die Rezeptoren CCR1, CCR3 und CCR5, wahrend CXCL8 die Rezeptoren CXCR1 und
CXCR2 aktiviert (Blanchet et al., 2012). Umgekehrt ist es haufig, dass ein Rezeptor mehrere
Chemokinliganden besitzt, die aber alle der gleichen Familie angehdren. So wird CCR5 von
von CCL3, CCL3L1, CCL4, CCL4L1, CCL4L2, CCL5, CCL7, CCL11 und CCL13 erkannt
wahrend beispielsweise CXCR2 von CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7,
CXCL8 und MIF erkannt wird (Blanchet et al., 2012). Es gibt Chemokin bindende Rezeptoren,
die ebenfalls 7-transmebran Domanen besitzen, aber keine klassischen intrazellularen Signale
vermitteln, weil sie nicht an G-Proteine koppeln und Mitglieder beider Chemokinfamilien binden
und eigens als atypische Chemokinrezeptoren (ACKR) klassifiziert wurden (Bachelerie et al.,
2014). Der Duffy Blutgruppenantigen-Rezeptor (ACKR3) ist ein solcher Vertreter. Er bindet
CCL2, CCL7, CCLS8, CCL13, CCL14, CCL16, CCL17, CCL22, CXCL1, CXCL5, CXCLSs,
CXCL7, CXCL8, CXCL9, CXCL11 und CXCL13. Nach wie vor gibt die grof3e kombinatorische
Vielfalt Anlass zu Spekulationen Gber den Sinn dieser scheinbaren Redundanz.

Rezeptoraktivierung

Aus Stabilitatsgriinden ist es bis jetzt noch nicht gelungen die dreidimensionale Struktur eines
Wildtyp-Chemokinrezeptors in Komplex mit einem Ioslichen Wildtyp-Chemokin aufzuklaren. In
Verbindung mit ortho- und allosterischen kleinmolekularen Antagonisten oder durch
Verwendung von gentechnischen Varianten, die zu stabilen Komplexen fiihren, ist es jedoch
gelungen Strukturen von CXCR4, CCR2, CCR5 und zuletzt auch CCR6 G-Protein assoziiert
zu erhalten (Qin et al., 2015; Wasilko et al., 2020; Zheng et al., 2017; Zheng et al., 2016). Der
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unstrukturierte N-terminus des Chemokins taucht in den Rezeptor ein (Abb. 5 und 6a,b). Uber-
lagerungen der verschieden Komplexe enthillen gravierende Unterschiede im Bindungs-
modus und wie tief das Chemokin in die Bindungstasche eintaucht (Abb. 1c,d).

Abbildung 6. Struktur des Komplexes von CCR6/CCL20-Go-scFv16 mittels Kryo-Elektronenmikrospie

im Vergleich mit anderen Chemokin-GPCR Komplexen (Wasilko et al., 2020).

a CCR6, magenta; CCL20 gelb, Gao, griin; GB cyan, Gy, orange; scFv16 grau.

b Modell des CCR6/CCL20-Go Komplexes wie in (a).

¢ Uberlagerung mehrerer Chemokin-Chemokinrezeptor Strukturen (CCR5/[5P7]CCL5, CXCR4/vMIP-
II, US28/CX3CL1) zeigt gravierende Unterschiede der Chemokinbindung

d Vergleich der Tiefe der jeweiligen orthosterischen Tasche, in die der Chemokin-N-terminus
eintaucht. CCL20 bindet in einer flachen Tasche mit minimalen Kontakten zum 7-
Transmembrankern. Die gepunkteten Linien zeigen die Membrangrenze und die tiefste Eintauch-
position von US28/CX3CLA1

Fir die Rezeptoraktivierung wird ein zwei- oder dreistufiges Modell angenommen, bei dem der
Chemokinkdrper den ersten Bindungsschritt an den N-terminus des Rezeptors vermittelt. Erst
anschlieftend taucht der bewegliche N-terminus mit dem N-loop (Abb. 5) in den Rezeptor ein
und verursacht Uber eine Konformationsanderung (foggle switch) die eigentliche Rezeptor-
aktivierung (Bhusal et al., 2020). Manche Chemokinrezeptoren liegen konstitutiv als Dimere
vor, wie etwa CXCR4. Die kombinatorische Vielfalt der Chemokin-Chemokinrezeptor-
Wechselwirkungen wird zusatzlich dadurch erhdht, dass Chemokinrezeptoren als Heteromere
vorliegen kénnen, so dass Uber Konformationsdnderungen Chemokine auch Rezeptoren
aktivieren kdnnen, an die sie primar nicht binden (Thelen et al., 2010).
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Chemokine und ihre Rezeptoren in der Atherosklerose

LDL-Cholesterin kann die Expression und Sekretion von CCL2 (MCP-1) in Endothel- und
glatten Muskelzellen induzieren (Cushing et al., 1990). Diese Erkenntnis fiihrte zu ersten
Untersuchungen Uber die Bedeutung von Chemokinen fiir die Entstehung von Immunzell-
infiltraten in der experimentellen Atherosklerose. CCL2 und sein Rezeptor CCR2 waren die
ersten Mitglieder der Chemokin-Rezeptor-Familie, deren zentrale Stellung in der Monozyten-
rekrutierung entdeckt wurde. Ihre Defizienz vermindert die Grolke der Plaques und die Zahl
der Monozyten in atherosklerotischen Lasionen (Boring et al., 1998; Gosling et al., 1999; Gu
et al.,, 1998). Diese Befunde Idsten eine Welle nachgeschalteter Experimente aus und die
Bedeutung von Chemokinen und ihrer Rezeptoren ist inzwischen nicht nur fir Monozyten
sondern auch fur u. a. T Zellen, dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten heraus-
gearbeitet worden (Weber and Noels, 2011). Neben der CCL2-CCR2 Achse wurde die patho-
genetische Relevanz von CXCL8-CXCR2 (Boisvert et al., 2006; Boisvert et al., 1998) und
CX3CL1 (Fraktalkin)/ CX3CR1 auf Monozyten charakterisiert (Combadiere et al., 2003; Lesnik
et al.,, 2003; Teupser et al., 2004). Monozyten existieren in zwei Hauptgruppen, die sich
anhand ihrer Chemokinrezeptoren in inflammatorische klassische Monozyten einteilen lassen
(in der Maus Ly6Chi, im Menschen CD14++), die CCR2 und CX3CR1 exprimieren und
residente nicht-klassische Monozyten, die iber CCR5 in den Plaque einwandern (Tacke et al.,
2007). Die verschiedenen Chemokinrezeptoren erganzen sich dabei gegenseitig, so dass
CX3CR1 unabhangig von CCR2 fir die Einwanderung von Monozyten in den Plaque wichtig
ist und ein kombiniertes Fehlen dieser Rezeptoren die Entstehung von Plaques im Tiermodell
praktisch vollstandig verhindern (Combadiere et al., 2008; Saederup et al., 2008). Im
Menschen existiert eine CX3CR1-Mutante (M280), die zu funktionellen Einbuflen mit
verringerter CX3CL1-abhangiger Adhasion von Monozyten fuhrt. In vergleichenden Kohorten-
studien waren Menschen mit dieser angeborenen Variante vor kardiovaskularen Ereignissen
besser geschutzt (McDermott et al., 2003; Moatti et al., 2001). Einwandernde Monozyten sind
in der Atherosklerose nicht notwendigerweise proatherogen. In Regressionsmodellen, wo
atherosklerotische Aorta transplantiert wird, ist die Einwanderung und Differenzierung von
inflammatorischen Monozyten in M2 Makrophagen beschrieben worden, die auch tiber CCR2
und CXCR1 gesteuert wird (Rahman et al., 2017). Das bedeutet, dass entsprechende CKR-
Antagonisten sowohl die Entstehung aber gleichzeitig auch die Regression von Atherosklerose
behindern wirden.

Neben CX3CL1 sind auch CCR4 bindende Chemokine CCL22 und CCL17 in humanen
Plagues nachweisbar (Greaves et al., 2001). Die atherogene Wirkweise von CCL17, das von
dendritischen Zellen (DC) sezerniert wird, ist nicht - wie zu vermuten ware - durch die direkte
Rekrutierung von CCR4 positiven T Zellen vermittelt, sondern vor allem durch Apoptose
regulatorischer T Zellen (Treg) (Weber et al., 2011).

CXCL12 (SDF-1a) ist ein weiteres Chemokin, welches an den klassischen CKR CXCR4 und
den atypischen Rezeptor CXCR7 (ACK3) bindet und in der Atherogenese eine Rolle spielt.
Genetische Befunde aus genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) gaben ein signifikantes
Signal fir den CXCL12 Lokus. Die relevanten Polymorphismen waren mit erhéhten CXCL12
Plasmakonzentrationen verbunden (Farouk et al., 2010). Anfangliche Hinweise flr protektive
Effekte von CXCL12 kamen aus einer klinischen Studie, die erniedrigte Konzentrationen von
CXCL12 im Plasma von Patienten mit KHK und deutlicher noch bei instabiler Angina pectoris
im Vergleich zu gesunden Kontrollen fand (Damas et al., 2002). Auch die Mobilisierung von
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endothelialen Progenitorzellen und hamatopoietischen Progenitoren aus dem Knochenmark,
die bei Gefalverletzung Uber thrombozytar sezerniertes CXCL12 zu einer schnelleren Heilung
beitragen passten zu einer eher protektiven Rolle (Massberg et al., 2006; Peled et al., 1999).
Dazu steht im Widerspruch, dass nach einer Gefaldverletzung CXCL12 flr eine gesteigerte
Neointimabildung durch verstarktes Einwandern von Vorldufern glatter Muskelzellen
verantwortlich ist (Sata et al., 2002; Schober et al., 2003). Inzwischen gibt es klare Belege fiur
proatherogene Effekte von CXCL12 durch eine Mendelsche Randomisierungsstudie (Sjaarda
et al., 2018). Die augenscheinlich widerspriichlichen Ergebnisse kdnnten durch zell-, bzw.
gewebsspezifische Effekte und Expressionsmuster von CXCL12 und seinen Rezeptoren
erklart werden. CXCL12 wird stark im Knochenmark von CAR Zellen (CXCL12 Abundant
Reticular cells) gebildet (Sugiyama et al., 2006), wahrend in peripheren Geweben Endothel-
zellen als Quelle fur die proatherogenen Effekte verantwortlich sind (Doring et al., 2019).
Woher der uberwiegende Teil des im Blutplasma zirkulierenden CXCL12 stammt, ist noch
nicht abschlieBend geklart. Die Quelle ist nicht bei Blutzellen oder Thrombozyten zu suchen,
denn im hamatopoietischen Knockout sind die Plasmaspiegel unverandert (Doring et al.,
2019). Dennoch spielt die Expression von CXCL12 sowie der Rezeptoren CXCR4 und CXCR7
in Thrombozyten und die Deposition von CXCL12 auf der Thrombozytenoberflache eine Rolle
fir kardiovaskulare Erkrankungen beispielsweise im akuten Koronarsyndrom, wo es den
Aktivierungsgrad der Thrombozyten wiederspiegelt (Rath et al., 2014; Stellos et al., 2009).

Neben CXCL12 exprimieren Thrombozyten weitere Chemokine wie CXCL4 und CCL5
(Karshovska et al., 2013). Die Aminosauresequenz von CXCL4 (Plattchenfaktor 4, PF4) wurde
erstmals 1977 als erstes Mitglied der Chemokinfamilie entdeckt, wobei die starke Affinitat und
die neutralisierenden Eigenschaften gegenuber Heparin im Vordergrund standen, da CXCL4
eher pleiotrope als klassisch chemotaktische Effekte ausubt (Deuel et al., 1977). Die initial
geschilderte Chemotaxis von Neutrophilen und Monozyten bei hohen Konzentrationen von
CXCL4 sind moglicherweise durch Kontaminationen mit anderen, zu diesem Zeitpunkt noch
nicht entdeckten Chemokinen wie CCL5 oder CXCL7 geschuldet, die bei der Isolation aus
dem Plasma nicht abgetrennt wurden (Brandt et al., 1989; Walz and Baggiolini, 1989). CXCL4
wird hauptsachlich in Megakaryozyten und Thrombozyten exprimiert. Daneben ist inzwischen
in spezifischen Unterarten von Makrophagen im Plaque ebenfalls eine deutliche Expression
von CXCL4 detektiert worden (Cochain et al., 2018; Gleissner et al., 2010a). Im Kontrast zu
den Ubrigen chemotaktisch wirksamen Chemokinen, die bereits bei niedrigen nanomolaren
Konzentrationen Migration auslésen, findet man eine relevante biologische Aktivitat fir CXCL4
erst ab 100-fach héheren Konzentrationen, so dass die Relevanz der CXCL4 Sekretion von
Immunzellen im Vergleich zu Thrombozyten, die massiv CXCL4 aus ihren o-Granula
freisetzen noch unklar bleibt (von Hundelshausen et al., 2007). Das Produkt einer nicht-allelen
Genvariante von CXCL4, CXCL4L1, wurde aus Thrombozytenkonzentraten isoliert und
aufgereinigt (Struyf et al., 2004). Beide Proteine unterscheiden sich in nur drei Aminosauren
in der C-terminalen a-Helix aber erheblich in der Sequenz des Signalpeptides, was mdg-
licherweise zu einer unterschiedlichen intrazellularen Regulation der Expression und
subzelluldren Lokalisation fuhrt mit Konsequenzen fur die Art der Sekretion (Lasagni et al.,
2007). Auch im Hinblick auf die intrazellularen Signalwege hebt sich CXCL4 von anderen
Chemokinen ab, denn bisher ist kein Rezeptor mit hoher Affinitat fiir CXCL4 bekannt. Eine der
zuerst entdeckten Eigenschaften von CXCL4 war die hohe Affinitat fur Heparin und heparin-
ahnliche Glykosaminoglykane, die an Proteoglykane auf Zellmembranen gekoppelt als
Korezeptoren fungieren und flur die biologische Aktivitat wichtig sind (Petersen et al., 1998).
CXCL4 beeinflusst eine Reihe verschiedener Zellen wobei die nicht-chemokindhnlichen
13
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Funktionen Uberwiegen (von Hundelshausen et al., 2007). CXCL4 verlangert das Uberleben
von Stamm- und Progenitorzellen und ist ein Negativregulator fur die Megakaryopoese (Han
et al., 1997, Han et al., 1990). Uberdies besteht eine antiproliferative Aktivitat fiir
Endothelzellen und Fibroblasten durch Inhibition der Wachstumsfakoren bFGF und VEGF, die
zumindest einen Teil der angiostatischen und antitumorale Wirkung von CXCL4 erklart
(Gengrinovitch et al., 1995; Maione et al., 1990; Tanaka et al., 1997; Watson et al., 1994).

CXCL4 fordert die angeborene Immunabwehr in der Bekdmpfung von Bakterien durch
Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies und Stimulation unspezifischer Phagozytose in
Monozyten und Makrophagen (Pervushina et al., 2004). Der immunhistochemische Nachweis
von CXCL4 in atherosklerotischen Lasionen korreliert mit klinischen Parametern und der
Knockout fuhrt zu geringerer experimenteller Atherosklerose (Pitsilos et al., 2003; Sachais et
al., 2007). Aktivierte Thrombozyten setzen Chemokine frei und CXCL4 wird auf entziindetem
und atherosklerotisch verandertem Endothel immobilisiert und bindet auch an Monozyten und
Makrophagen, wo es fur Atherosklerose kritische Differenzierungsprozesse auslost, die zu
einem eigenen Makrophagensubtyp M4 fihren, der sich von M1- und M2-polarisierten
Makrophagen unterscheidet (Gleissner et al., 2010a; Gleissner et al., 2010b; Huo et al., 2003;
Scheuerer et al., 2000).

Auf der Suche nach spezifisch exprimierten T-Zell-Genen wurde die kodierende
Sequenz von CCL5 in einer cDNA Bibliothek aus aktivierten T-Zellen isoliert und initial mit dem
Akronym RANTES (Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted) belegt
(Schall et al., 1988). Dass CCLS5 nicht selektiv von T-Zellen exprimiert wird, wurde durch den
Nachweis eines chemotaktisch aktiven Proteins aus Thrombozyten offensichtlich, das nach
Sequenzierung als CCL5 identifiziert wurde (Kameyoshi et al., 1992). Inzwischen ist die
Sekretion von CCL5 aus vielen verschiedenen Zelltypen nach entzindlicher Aktivierung durch
IFN-y oder TNF-a gefunden worden. Im Unterschied zu CXCL4 besitzt CCL5 in geringerem
Ausmal pleiotrope Effekte. Durch Bindung und Aktivierung der Rezeptoren CCR1 und CCR5
werden Monozyten und T-Zellen rekrutiert. CCL5 wurde als Dimer vom CC-Typ kristallisiert,
in vitro werden allerdings unter physiologischem pH konzentrationsabhangig Tetramere und
héhergradige Oligomere und hochmolekulare Aggregate gefunden (Shaw et al., 1994; Skelton
et al., 1995). Die negative Ladung der Glutamatreste an der Position 26 und 66 sind essentiell
an dieser homophilen Interaktion beteiligt, wobei die Mutation von Glutamat 66 zu einer
Mutante (E66A) mit maximal dimerer und an der Position 26 (E26A) zu maximal tetramerer
Oligomerisierung fuhrt (Czaplewski et al., 1999). Die Methylierung des N-terminalen Threonin
7 verhindert die N-terminale Anlagerung und Bildung des CC-Dimers, so dass diese Mutante
eine monomere Struktur aufweist (Proudfoot et al., 2003). Positiv geladene Aminosauren im
40er Bereich zwischen dem zweiten und dritten pB-Faltblattstrang, die auch als BBXB-Motiv
bezeichnet werden, sind ebenfalls an der Oligomerisierung beteiligt und sind fiir die hohe
Affinitat fir negativ geladene Glykosaminoglykane (GAG) wie z. B. Heparin verantwortlich
(Proudfoot et al., 2001). In vitro sind diese CCL5-Mutanten mit Defekten in der Oligo-
merisierung und/oder GAG-Affinitat in ihrer Fahigkeit Rezeptoren zu aktivieren und
Chemotaxis auszulésen nicht eingeschrankt (Proudfoot et al., 2001). In vivo Rekrutierungs-
experimente belegen jedoch, dass diese Mutanten keinen oder nur einen geringen chemo-
taktischen Effekt auslésen, da die Mdglichkeit, einen haptotaktischen Gradienten zu bilden,
fehlt. Die Rezeptoraktivierung und -spezifitat ibt CCL5 mafigeblich Uber den N-terminus aus.
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Deletionen oder Anderungen in dieser Region fiihren zu verminderter Rezeptoraktivierung
(Gong et al., 1996). Ein potenter CCL5-Antagonist (Met-RANTES) entsteht, wenn bei der
Aufreinigung des rekombinanten Proteins das N-terminale Methionin nicht abgespalten wird.
Die Rezeptorbindung bleibt unverandert, ohne dass jedoch Signaltransduktion stattfinden
kann (Proudfoot et al., 1996). Die parenterale Applikation von Met-RANTES fiihrt im LDLR"-
Mausmodell zu reduzierter Makrophageninfiltration und Atherosklerose (Veillard et al., 2004).
Die genetische Defizienz von CCR5 schiitzt vor experimenteller Atherosklerose, aber nicht in
frhen sondern erst in spaten Stadien (Quinones et al., 2007). Interessanterweise ist CCR1
als zweiter wichtiger Rezeptor fur CCL5 auf Monozyten und T-Zellen atheroprotektiv, so dass
sich bei Transplantation CCR1-negativen Knochenmarks die Atherogenese beschleunigt
(Potteaux et al., 2005). Das unterstreicht die Relevanz der unterschiedlichen Chemokin-
rezeptoren fur das gleiche Chemokin in aufeinanderfolgenden Phasen der Atherogenese.

Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen férdern die Atherogenese

Die Rolle der Thrombozyten in der kardiovaskularen Physiologie ist ein
zweischneidiges Schwert. Einerseits sind sie in der primaren Hamostase und bei Reparatur-
vorgangen nach Gefaliverletzungen unabdingbar, andererseits sind sie die entscheidende
zellulare Komponente, die arterielle Thrombosen verursacht und damit Schlaganfalle und
Herzinfarkte (Ruggeri, 2002). Neben ihrer Funktion in der Hdmostase sind Thrombozyten
zelluldare Bindeglieder, die Entzindung, Thrombose und Atherogenese miteinander
verknupfen (Gawaz et al.,, 2005). Die generelle Bedeutung von Thrombozyten fur
Atheroklerose wird auch dadurch gezeigt, dass ihre Depletion in experimentellen
Mausmodellen zu weniger Atherosklerose fuhrt (Barrett et al.,, 2019). Thrombozyten
exprimieren sehr viele Molekdule, die fir die Hdmostase nachrangig aber in Entziindungs- und
immunologischen Prozessen bedeutsam sind, einige davon sind flir beide Prozesse wichtig
(von Hundelshausen and Weber, 2007). Mehrere von Thrombozyten abhangige Mechanismen
der Atherogenese fuhren Uber die vielfaltigen Wege, wie Thrombozyten nach ihrer Aktivierung
(siehe Abb. 7) die Adhasion von Leukozyten férdern (Langer and Gawaz, 2008; von
Hundelshausen et al., 2009). So flhren angeborene Defekte im von Endothelzellen
prasentierten Protein von Willebrand Faktor (VWF) zu einer Blutungsneigung, da VWF den
plasmatischen Gerinnungsfaktor VIII prasentiert und fir dessen Funktion eine Rolle spielt,
aber auch weil VWF an den Rezeptorkomplex GPIb-V-IX-auf Thrombozyten bindet. Die
dadurch vermittelte Interaktion von Thrombozyten und Endothel verstarkt die Bildung athero-
sklerotischer Lasionen im Mausmodell (Massberg et al., 2002). Da im Menschen das von
Willebrand-Jirgens Syndrom die haufigste genetisch bedingte Blutungsdiathese verursacht
bieten sich Studien mit Patienten an, die am von Willebrand-Jirgens Syndrom erkrankt sind.
Dies wurde in einer schwedischen Registerstudie untersucht (Holm et al., 2019). Die
Ergebnisse werfen jedoch erneute Fragen auf, denn obwohl die kardiovaskulare Mortalitat der
Patienten mit VWF-Defekt im Vergleich zu der Kontrollgruppe um 50% reduziert war, wurden
insgesamt etwa 30% mehr Patienten wegen eines kardiovaskularen Ereignisses hospitalisiert.

Ein anderer Mechanismus, wird von P-Selektin vermittelt, das selektiv von Endothel und
aktivierten Thrombozyten exprimiert wird. Die genetische Defizienz von P-Selektin fuhrt zu
verringertem Rollen und nachfolgender Adhasion von aktivierten Thrombozyten und
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Monozyten auf dem Endothel sowie verringerter Bildung von Thrombozyten-Monozyten
Komplexen.
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Abbildung 7. Die Interaktion von Thrombozyten mit verschiedenen Leukozytenklassen
reguliert die intimale Rekrutierung. Eine Vielzahl molekularer Mechanismen und l6slicher
thrombozytarer Effektoren vermitteln die Infiltration der GefaBwand. P-Selektin vermittelte
Leukozyten-Thrombozyten-Komplexe, aber auch Adhasionsmolekiile wie Integrine und
nicht zuletzt die Deposition von Chemokinen, sind Schllisselelemente.

Die Aktivierung von Thrombozyten kann Gber multiple, meist G-Protein gekoppelte Rezeptoren
erfolgen und resultiert in der Sekretion des Inhalts von a- und 8-Granula, der Aggregation Uber
die Konformationsanderung des Integrins allbf3 und Generierung von Mikropartikeln (von
Hundelshausen et al., 2009).

Beim adoptiven Transfer von P-Selektin defizienten Knochenmark in Wildtypmause und
umgekehrt zeigt sich im Einklang damit eine Beteiligung sowohl von endothelialem als auch
thrombozytarem P-Selektin an der Atherogenese (Burger and Wagner, 2003). P-Selektin
vermittelt den engen Kontakt und das Rollen der aktivierten Thrombozyten auf dem Endothel
und zusatzlich Deposition von Chemokinen, was zur Exazerbation atherosklerotischer
Lasionen fuhrt (Huo et al., 2003). Die kompetitive Blockade von CCL5-Rezeptoren mit Met-
RANTES flhrt dazu, dass Monozytenrekrutierung und Atherosklerose vermindert werden
kénnen (Veillard et al., 2004; von Hundelshausen et al., 2001).

Auch das Komplementsystem ist ein weiteres Beispiel flir das Konzept, das Thrombozyten ein
zentrales Bindeglied zwischen Entziindung und Thrombose darstellen, denn beide Systeme
aktivieren sich gegenseitig und aktivierte Komplementkomponenten sind in Plaques zu finden
(Patzelt et al., 2015).

Dies sind nur einige wenige Beispiele molekularer Ablaufe die beschreiben, wie Thrombozyten
entzundliche und atherogenetische Prozesse beeinflussen. Das Forschungsfeld entwickelt
sich stetig und der Grad der Komplexitat erhdht sich durch die Erkenntnis, dass zirkulierende
Thrombozyten keine homogene Population darstellen und sich verschiedene Populationen
funktionell unterscheiden (van der Meijden and Heemskerk, 2019).
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Zusammenfassung
Additive und differenzielle Effekte thrombozytdrer Chemokine fiir den Monozytenarrest

Plattchen sind eine Quelle fir bestimmte Chemokine (Karshovska et al., 2013) wie z.B.
CXCL4, CCL5, CXC7, CXCL5 und CXCL12, die in ihren a-Granula gespeichert zum Abruf
vorliegen. Wir kennen eine Fiille verschiedenster Mediatoren, die in unterschiedlichem Aus-
malfd zur Plattchendegranulation und damit Sekretion von Chemokinen flihren. Manche
potente Stimulatoren wie z. B. ADP flhren zu einer starken Aktivierung und Plattchen-
aggregation jedoch nur zu einer geringen Freisetzung von Chemokinen, wahrend andere
potente Aktivatoren wie Thrombin Uber Protease aktivierbare Rezeptoren PAR1 und PAR4
sowohl eine starke Aggregation als auch eine ausgepragte Sekretion von Chemokinen
verursachen (Blanchet et al., 2014). Im Querschnitt der Blutsdule eines Blutgefalles verteilen
sich zellulare Partikel nicht gleichmaRig. Die Verteilung hangt von hydrodynamischen Faktoren
wie der lokalen Scherrate, mechanischen Eigenschaften wie Gréfke, Form und der Deformier-
barkeit der zirkulierenden Zellen und Kollisionen zwischen den Zellen ab (Zavodszky et al.,
2019). Rigidere Zellen treiben diese Faktoren an den Rand wahrend deformierbare Partikel
ins Zentrum wandern, so dass die kleinen rigiden Plattchen konzentriert am Rand der Blutsaule
in der Nahe zum Endothel zirkulieren, wahrend sich die weichen Erythrozyten in der Mitte
befinden. Diese raumliche Verteilung ist wichtig, damit eine intensive Interaktion von Plattchen
mit dem Endothel stattfinden kann.

Wir hatten beschrieben, dass die Aktivierung von Plattchen unter Flussbedingungen dazu
fuhrt, dass das Chemokin CCL5 sezerniert und auf Endothelzellen deponiert wird, woflr eine
unmittelbare raumliche Nahe erforderlich ist. Das dort akkumulierende CCL5 aktiviert
Monozyten, die die passenden Chemokinrezeptoren CCR1 und CCRS5 exprimieren. Die
Aktivierung der Monozyten allein fuhrte in diesem System noch nicht zum vermehrten Rollen
und Arrest auf dem Endothel. War das Endothel jedoch zusatzlich durch IL-18 entzindet, kam
es zur vermehrten Adhasion und Transmigration von Monozyten (von Hundelshausen et al.,
2001). Auf diesen Ergebnissen basierend stellten wir uns die Frage, welche Effekte in
komplexeren Systemen mit mehr als einem Chemokin zu erwarten waren und testeten in vitro
die Chemokine CCL5, CXCL4, CXCL5 und Varianten von CXCL7, das in Form verschieden
langer Chemokinvorlaufer in Plattchen vorliegt (pro platelet basic protein, CTAPIII, B-Throm-
boglobulin), und nach Sekretion enzymatisch zu dem aktiveren NAP-2 gespalten werden kann
(Gleissner et al., 2008; von Hundelshausen et al., 2007). Zusatzlich verglichen wir auch paar-
weise Kombinationen von Chemokinen.

Wir fanden, dass die Inkubation von mikrovaskularem Endothel mit CCL5, CXCL4, in geringem
Ausmall auch CXCL7, jedoch nicht CXCL5 dosisabhangig zu einer festen Bindung an die
Endotheloberflache flhrte (Baltus et al., 2005). Die Bindung ans Endothel korrelierte mit der
Fahigkeit des jeweiligen Chemokins Arrest von isolierten humanen Monozyten unter Fluss-
bedingungen auszulésen. CCL5 war dabei das potenteste und effizienteste Arrestchemokin.
Die Vorbehandlung des mikrovaskularen Endothels mit B-TG fuhrte in Gegenwart der Protease
Catepsin G zur Bildung von NAP-2, welches ein Ligand fir CXCR1 und CXCR2 ist, die beide
nicht nur von Neutrophilen, sondern auch von Monozyten funktionell exprimiert werden
(Gerszten et al., 1999; Weber et al.,, 1999). Die kombinierte Prainkubation mit niedrigen
Konzentrationen von CCL5 und CXCL4 erhdhte die Adhasion synergistisch (Baltus et al.,
2005). Glykosaminoglykane wie Heparan- und Chondroitinsulfat sind ein Teil der Glycokalix
(Reitsma et al., 2007). Uber ihre negativ geladenen Sulfatgruppen gehéren sie zu den
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wichtigsten Interaktionspartnern von Chemokinen. Nachdem wir das Endothel enzymatisch
vorbehandelt und Glycosaminoglykane mit Chondroitinase entfernt hatten, war auch die
Deposition von CCL5, CXCL4 deutlich reduziert und der Monozytenarrest signifikant
vermindert. Die Perfusion von Vollblut, das durch Stimulation mit einem PAR1-Agonisten
aktivierte Plattchen enthielt resultierte in gesteigerter Monozytenadhasion, die durch
Chondroitinase, Met-RANTES oder blockierende CXCL4-Antikérper, nicht aber mit
blockierenden CXCL5 Antikérpern vermindert werden konnte. Die Relevanz der thrombo-
zytaren Chemokine wurde in Adhasionsexperimenten mit Vollblut unter Flussbedingungen
bestatigt, wo Met-RANTES und in geringerem Umfang CXCL4- oder NAP-2-Antikérper den
Arrest markierter CD14-positiver Monozyten inhibierte.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass multiple thrombozytadre Chemokine und
Vorlauferchemokine, die durch spezifische endotheliale Glykosaminoglykane prasentiert
werden, unterschiedlich und teilweise kooperativ zum Monozytenarrest beitragen.

Der Befund einer kooperativen Wechselwirkung von Chemokinen gab auch den Antrieb die
funktionellen Interaktionen zwischen Chemokinen weiter zu untersuchen, zunachst mit CCL5
und CXCL4 als zu kombinierenden Partnern.

CXCL4 und CCL5 formen Heterodimere vom CC-Typ, die Monozytenarrest synergistisch
beférdern

CCL5 entfaltet seine chemotaktische Aktivitat durch Aktivierung von CCR1 und CCR5, die es
mit hoher Affinitat (KD < 1 nM) bindet, wahrend CXCL4 bislang keinem hochaffinen Rezeptor
zugeordnet werden konnte. Unter Flussbedingungen auf aktiviertem Endothel, auf dem
entweder CCL5 alleine oder in Kombination mit CXCL4 immobilisiert worden war, steigerte
CXCL4 den durch CCL5 verursachten Monozytenarrest (von Hundelshausen et al., 2005),
wobei CXCL4 selbst keinen Einfluss auf die Adhasion von Monozyten hatte. Inkubiert mit
Monozyten erhdhte CCL5 die Menge an CXCL4 auf der Zelloberflache mdglicherweise als
Hinweis einer direkten Interaktion oder durch Freisetzung gebundenen Chemokins aus der
Glycosaminoglykanbindung. Der enzymatische Verdau von GAGs mittels Chondroitinase
verhinderte sowohl die Arrestwirkung von CCL5 als auch die Bindung von CXCL4 an
Monozyten. Um der Hypothese einer Heteromerbildung zwischen CXCL4 und CCL5
nachzugehen, entwickelten wir antikdrperbasierte Liganden Blots auf Nitrozellulose-
membranen. CCL5 und rekombinant oder synthetisch hergestellte Varianten von CCL5
wurden immobilisiert und mit CXCL4 in der I6slichen Phase beschickt, so dass wir Inter-
aktionen zwischen diesen Chemokinen erstmals qualitativ nachwiesen. Eine bessere
Einschatzung der Affinitaten gelang durch kinetische Bindungsdaten (Oberflachenplasmon-
resonanz) von Wildtyp-CCL5 auf immobilisiertem CXCL4. So lief3 sich die KD von CCL5 und
CXCL4 im niedrigen nanomolaren Bereich einordnen. CCL5 bildet in Abhangigkeit von der
chemischen Umgebung mit steigendem pH und steigender Konzentration Dimere, Tetramere
und auch héhergradige Oligomere. CCL5 Monomere bilden Gber die Anlagerung der unstruk-
turierten N-terminalen Sequenzen zu einem Betafaltblatt die Basis fir das CC-Typ Dimer.
Durch Methylierung von Threonin 7 (N-Me-"T) erhalt man monomeres CCL5, da die
Assoziation der N-terminalen Regionen Uber Wasserstoffbriickenbindungen blockiert wird
(Proudfoot et al., 2003). Das am C-Terminus gelegene Glutamat 66 ist zentral fir die Inter-
aktion von Dimeren zu Tetrameren und E26 ist nach dem N-loop im ersten Betastrang
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positioniert und vermittelt héhergradige Assoziationen bis hin zu Aggregaten (Wang et al.,
2011). Die Umwandlung von E66 in neutrales Alanin (E66A) fiihrt zum Uberwiegen von
Dimeren, wahrend E26A die Oligomerisierung auf Tetramere begrenzt. In Interaktions-
analysen sowohl mit Ligandenblots als auch mit SPR zeigte sich die Bindung von CXCL4 an
monomeres N-Me-'T aufgehoben und an E26A stark abgeschwacht (von Hundelshausen et
al., 2005), so dass sich hier bereits die Hinweise verdichteten, dass CXCL4 mit CCL5 Uber
eine CC-Typ Interaktion zu Heteromeren assoziieren. Zusatzlich konnte eine Variante von
CCL5 mit einem Bindungsdefekt flir GAG (CCL5*AANA4T) epenfalls nicht mehr mit CXCL4
interagieren. Die Effekte auf struktureller Ebene spiegelten dann auch die funktionelle Realitat
wieder, denn die Arrestfunktion der Mutanten mit aufgehobener oder geringer Affinitat fur
CXCL4 waren durch Zugabe von CXCL4 nicht mehr steigerbar. Im Gegensatz dazu erhéhte
sich die Rekrutierung von Monozyten durch Wildtyp CCL5 synergistisch. Die Stimulation von
Monozyten mit Uberstanden aktivierter Thrombozyten fiihrte sowohl zu einem CCL5- als auch
CXCL4-abhangigen Arrest.

Um nahere Informationen Uber die Quartarstruktur des CCL5/CXCL4-Komplexes zu erhalten,
verwendeten wir "SN-markiertes CCL5 in '>N-'H heteronuclear single quantum coherence
(HSQC) Experimenten, bei denen man sich Verschiebungen (chemical shifts) im Kernspin-
resonanzspektrum zu Nutze macht. Diese entstehen, wenn ein nicht markiertes Protein, in
diesem Fall CXCL4, zugegeben wird und mit dem markierten Partner interagiert (Koenen et
al., 2009). Die Titration von CXCL4 zu N-CCL5 fiihrte zu einer Abnahme der CCL5
Monomere und es verschoben sich besonders die N-terminalen und im B1-Strang gelegenen
Aminosauren im Spektrum. Das passt zu einer Bildung eines CCL5-CXCL4 Heterodimers, bei
dem die N-terminalen Regionen einem CC-Typ Dimer entsprechend assoziieren.

Diese Ergebnisse belegen, dass die heterophile Interaktion von CCL5 mit CXCL4 strukturelle
Motive bendtigt, die auch an der Homooligomerisierung von CCL5 beteiligt sind und CCL5
induzierte Effekte auf den Monozytenarrest verstarken. Dies eréffnet einen Ausblick auf die
Mdglichkeit die von thrombozytaren Chemokinen verursachte inflammatorische Rekrutierung
von Monozyten und Immunzellen therapeutisch zu modulieren.

Daruberhinaus weisen diese Ergebnisse einmal mehr daraufhin, dass die Bedeutung von
CXCL4 maoglicherweise nicht durch klassische Chemokinaktivitat erklart werden kann, sondern
durch Komplexbildung mit I16slichen Effektoren und Bindung an GAGs.

CXCL4L1, eine natlirliche CXCL4 Variante mit Bindungsdefekt fiir CCL5

Das Gen flir CXCL4L1 (PF4Var1, PF4alt) wurde Ende der 80er Jahre entdeckt und kloniert
(Eisman et al.,, 1990; Green et al., 1989) und die Proteinexpression in humanen
Thrombozyten dann 2004 nachgewiesen (Struyf et al., 2004). CXCL4L1 hat eine Lange von
68 Aminosauren und unterscheidet sich von CXCL4 an drei Positionen am Ende der C-
terminalen a-Helix. An der Position 58 wird Prolin durch Leuzin ersetzt, Lysin 66 wird zu
Glutamat und Leuzin 67 zu Histidin. Wir untersuchten, welche Effekte diese Anderungen
verursachen (Sarabi et al., 2011). Wir verwendeten rekombinant und synthetisch hergestelltes
CXCL4L1, um zu zeigen, dass Angiogenese sowohl durch CXCL4 als auch durch CXCL4LA1
inhibiert wird. Wir quantifizierten zu diesem Zweck die Ausbildung von kapillaren Strukturen im
Matrigelmodell. Méglicherweise ist dennoch der angiostatische Mechanismus unterschiedlich,
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denn im Gegensatz zu CXCL4 verursachte CXCL4L1 eine ungerichtete Migration von
Endothelzellen wahrend die Endothelzellproliferation nur durch CXCL4 jedoch nicht von
CXCL4L1 inhibiert wurde. Dies kdénnte mit unterschiedlichen Affinitaten fur 16sliche Liganden
wie Heparin, Wachstumsfaktoren oder Chemokinen in Zusammenhang stehen. Tatsachlich
fehlte CXCL4L1 der typische synergistische Effekt von CXCL4 auf die CCL5-induzierte
Monoyztenrekrutierung (Sarabi et al., 2011). Weder in der Flusskammer noch im Peritonitis-
modell der Maus steigerte CXCL4L1 die Zahl der Monozyten. Wir bestimmten das Bindungs-
verhalten von CXCL4L1 und CCLS5 in Lésung mit isothermer Fluoreszenztitration und fanden
eine niedrigere Affinitat fir CCL5. Auch mit CCL5, das auf einem SPR-chip immobilisiert war
interagierte CXCL4L1 kaum und CXCL4 stark (von Hundelshausen et al., 2017). Auch die
Heparinaktivitat (aktivierte Thromboplastinzeit, APC-Bildung) konnte durch CXCL4L1 weniger
gehemmt werden als mit CXCL4. Das passt zu dem Befund, dass bei der chromato-
graphischen Aufreinigung uber die Heparinsaule CXCL4L1 fruher eluiert als CXCL4. CXCL4L1
dient so eher als homdostatisches Chemokin mit geringen strukturellen Unterschieden jedoch
unterschiedlichem funktionellen Profil zu CXCL4. Inzwischen ist die Struktur von CXCL4L1
durch Roéntgenkristallographie aufgeklart worden (Kuo et al., 2013). Vor allem die Substitution
von Leuzin 67 in Histidin fihrt zu einer unterschiedlichen raumlichen Orientierung der Helix,
die vom Chemokinbetafaltblatt herausschwingt und voéllig in der wassrigen Umgebung
exponiert wird. Dies fuhrt zu einer verminderten Affinitat fur Heparin und ist vermutlich auch
fur die unterschiedliche Bindung an CCL5 verantwortlich.

In der Evolution muss es erst kiirzlich zu der Duplikation des Pf4-Gens und der veranderten
Sequenz gekommen sein, denn CXCL4L1 Pf4v1 findet sich nur in Primaten (Dubrac et al.,
2010). Um die funktionellen Konsequenzen im Mausmodell simulieren zu kénnen, generierten
wir daher eine knock-in/ knock-out Maus, bei der das native Pf4 durch ein artifizielles murines
Pf4alt mit einer zum humanen System orthologen Sequenz ersetzt wurde (von Hundelshausen
et al., 2017). Auf den Apoe”-Hintergrund gebracht, verglichen wir die Bildung von
atherosklerotischen Lasionen bei Wildtypen, beim CXCL4-knockout mit der CXCL4L1-Maus
und einer Kontrolle bei der Cxcl4/1 unter dem Pf4-Promotor transgen im Rosa26-Lokus
exprimiert wurde. Wir fanden, dass das Fehlen von CXCL4 die Bildung von Atherosklerose
signifikant verminderte. Der Ersatz von CXCL4 mit CXCL4L1 zeigte vergleichbare Lasionen,
wahrend die gleichzeitige Expression von CXCL4 und CXCL4L1 in der transgenen Maus
keinen Unterschied zum Wildtyp brachte (von Hundelshausen et al., 2017). Dies stiitzt unsere
vorhandenen Daten (Koenen et al., 2009), dass CCL5-CXCL4 Heterodimere proatherogen
sind und die natlrliche Variante CXCL4L1 durch ihre reduzierte Interaktionsfahigkeit keine
proatherogene Rolle spielt, aber auch nicht protektiv wirkt und somit im Gegensatz zu
Inhibitoren einer Heterodimerisierung fir einen therapeutischen Nutzen nicht in Frage kame.

Thrombozytére und neutrophile Effektoren in der Atherothrombose

Abgesehen von ihrer unterschiedlichen Beteiligung beim chronisch entziindlichen Prozess der
Atherogenese sind sowohl thrombozytédre Chemokine wie CXCL4, CXCL4L1 und CCL5 als
auch von neutrophilen Granulozyten freigesetzte Effektoren wie MPO und Azurozdin
mdglicherweise prognostisch bedeutsame Parameter im akuten Koronarsyndrom (AKS).

Wir analysierten die Plasmakonzentrationen dieser funf I6slichen Mediatoren in Abhangigkeit
vom Vorliegen eines akuten Koronarsyndroms, einer KHK und unter Berucksichtigung weiterer
Parameter wie medikamentdser Mallnahmen und begleitender Kklinischer oder labor-
chemischer Parameter sowie dem Progress der zugrundeliegenden koronaren Herzkrankheit
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(Blanchet et al., 2014). Als Observationsstudie angelegt wurden bei 204 Patienten mit angio-
graphischem Ausschluss einer KHK oder mit akutem Koronarsyndrom, die im Universitats-
klinikum Aachen aufgenommen wurden, Blut zum Aufnahmezeitpunkt und 6 Stunden spater
abgenommen. Aus dem Plasma wurde die Konzentration von CXCL4, CXCL4L1, CCL5,
Azurozidin und die Aktivitdt von MPO bestimmt. Da keine spezifischen kommerziellen
Antikorper verfugbar waren, fanden wir Uber eine Phagenbibliothek (Morphosys) Fab-
Fragmente, die spezifisch fir CXCL4L1 waren und etablierten einen Sandwich-ELISA zur
Messung von CXCL4L1 fur humanes Citratplasma. Wir selektierten in einer multiplen linearen
Regression relevante klinische und Basislaborparameter und erhielten fir jeden der funf
Hauptparameter in einer schrittweisen Ruckwartsanalyse mittels bayesischem Informations-
kriterium (BIC) jeweils ein spezifisches Modell, welche Parameter den groten Einfluss hatten.
Das Vorliegen eines akuten Koronarsyndroms erhdhte jeden der funf Mediatoren signifikant.
CXCL4 und CCLS5 aber nicht CXCL4L1 oder MPO waren mit der Thrombozytenzahl und CRP
assoziiert. Die klinische Gabe von Heparin, dass sehr stark an CXCL4 jedoch nur schwach an
CXCL4L1 bindet, reduzierte folgerichtig auch besonders die Konzentration von CXCL4, nicht
von CXCL4L1. Die Gabe von Heparin im akuten Koronarsyndrom kénnte daher auch bisher
unbekannte chemokinvermitelte Effekte haben. Nur erhdhte CCL5 Konzentrationen waren mit
einer angiographisch messbaren Progression einer vorbestehenden KHK im Kontroll-
herzkatheter nach 6 Monaten assoziiert.

In vitro fanden wir, dass die Inkubation von Blut mit I6slichem atherosklerotischen Plaque-
material, PAR1 oder PAR4 Aktivatoren eine viel deutlichere Sekretion von CXCL4, nicht aber
CXCL4L1 und CCL5 induzierten als uber eine ADP-vermittelte Plattchenaktivierung. Mit einer
medikamentdsen Plattchenhemmung durch P2Y12-Antagonisten wie etwa Clopidogrel ware
daher eine Hemmung der Freisetzung dieser Chemokine nicht zu rechnen, wahrend
alternative Therapiestrategien, die den Kollagensignalweg blockieren, wie zum Beispiel
Inhibitoren von GPVI oder nachfolgenden Signalwegen, die von der Tyrosinkinase Btk reguliert
werden, interessant zu untersuchen, weil sie nicht nur Atherothrombose sondern zeitgleich
auch eine voranschreitende Atherosklerose verhindern kénnten (Busygina et al., 2018;
Goldmann et al., 2019). PAR1-Inhibitoren wie Voraxapar sollten diesbezlglich ebenfalls
wirksam sein, waren aber in klinischen Studien mit einer erhéhten Rate schwerer Blutungen
behaftet (Lievens and von Hundelshausen, 2011). Thrombozytdre Chemokine und Produkte
von neutrophilen Granulozyten sind gleichzeitig im akuten Koronarsyndrom erhéht und werden
durch Heparingabe unterschiedlich moduliert. Passend zu dem Befund, dass ein AKS die
vaskulare Entziindung férdert scheint die inflammatorische Antwort im AKS von
Plattchensekretionsprodukten dominiert zu sein.

Die Kartierung des Chemokininteraktoms ermdéglicht passgenaue Strategien fiir akute
und chronische Entziindungsreaktionen

Wir und andere Arbeitsgruppen hatten anhand ausgewahlter Beispiele gezeigt, dass
Chemokine nicht nur zu Homodimeren assoziieren, sondern auch Heterodimere bilden, und
dass diese Interaktionen sowohl inhibitorische als auch synergistische Konsequenzen
entfalten kdnnen (Crown et al., 2006; Dudek et al., 2003; Nesmelova et al., 2005; von
Hundelshausen et al., 2005). Fir die Konformation der Heteromerisierung von CCL5 und
CXCL4 fanden wir die Bildung eines proatherogenen Heterodimers vom CC-Typ, dass durch
das zyklische Peptid CKEY inhibiert werden konnte (Koenen et al., 2009). Daraus entwickelte
sich der Gedanke, zumindest die binaren physikalischen Wechselwirkungen von Chemokinen
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untereinander moglichst vollstandig abzubilden, um ihre strukturelle Grundlage besser zu ver-
stehen. Deshalb begannen wir Gber Ligandenblots systematisch umfassend immobilisierte
Chemokinpanele gegen losliche Einzelchemokine zu testen und die positiven Signale zu
kartieren und mittels SPR als erganzender Messmethode die Interaktionen anhand ausge-
wabhlter, atheroskleroserelevanter Chemokine zu validieren (von Hundelshausen et al., 2017).
Die entstandene Interaktommatrix zeigte dabei Regionen mit im Wesentlichen
inflammatorischen Chemokine (z.B. CCL2 oder CCL5), die Uberdurchschnittlich viele Interak-
tionen eingingen, wahrend homoostatische (z.B. CCL19, CXCL13) oder membrangebundene
Chemokine wie CX3CL1 seltener Heteromere bildeten. Da strukturelle Untersuchungen nicht
fur alle Paare mdglich waren, selektierten wir einige Kandidaten mit erwiesener Bedeutung fur
Atherosklerose. Details der Kontaktflache zwischen den Chemokinpaaren wurden durch NMR-
Messungen analysiert, bei denen spektrale Veranderungen in der Intensitat oder chemische
Verschiebungen im HSQC-Spektrum eines isotopenmarkierten Chemokins durch Titration des
unmarkierten Partners aufgezeichnet wurden. Die Information, welche Aminoséaurereste sich
am deutlichsten veranderten, wurde in Computersimulationen (Molecular Dynamics)
verwendet und mindeten in Modelle, die die Heterokomplexe darstellten. Auch hier waren
weitere Einschrankungen in der Zahl der zu untersuchenden Paare notwendig, da die
Methodik hohe Konzentrationen bendétigt mit dem inharenten Problem, dass einige Chemokine
unter diesen Bedingungen Aggregate bilden, so dass Varianten wie z.B. CCL5F%¢S hergestellt
wurden, die Dimere aber keine Oligomere bilden kénnen. Wir fokussierten uns bei den NMR-
Experimenten auf Interaktionen mit CCL5 bzw. CCL5%%%S. In Abhéangigkeit der molaren
Verhaltnisse, wie mit CCL5:CCL17 demonstriert, kbnnen Monomere, Homooligomere sowie
Heterodimere beider Subtypen zeitgleich existieren, wobei fir CCL5:CCL17 das CC-Dimer
immer dominierte. Im Gegensatz dazu waren in der Kombination mit markiertem CXL12 die
crosspeaks der Aminosauren im 31-Strang und der a-Helix einem CXC-Typ entsprechend,
verandert. Ahnlich zeigte die Kombination mit CXCL4 die Bildung eines CXC-Typs. Andere
Chemokine, wie etwa CXCL10 induzierten Veranderungen an fast allen Positionen, so dass
hier von unspezifischen Effekten ausgegangen werden muss, die beispielsweise durch
Anderung der Viskositat hervorgerufen werden kénnen.

Basierend auf den Heterodimermodellen entnahmen wir der AS-Primarsequenz von CCL5
Sequenzen, die einen Teil der Kontakiflache mit CXCL4, CCL17 oder CXCL12 beinhalteten
und konzipierten daraus Peptide, die eine Heterodimerisierung verhindern sollten. CKEY (K25-
R44) enthalt Teile des N-loops und des 2-Strangs (Koenen et al., 2009) zur Inhibition der
Heterodimerisierung mit CXCL4, CAN (K33 bis N52), das den B3-Strang enthalt fir CCL17
sowie VREY (E54-S68), das Teile der a-Helix enthalt fir CXCL12. Dabei wurden CKEY und
CAN zur Stabilisierung uber Disulfidbriicken als geschlossene Ringform synthetisiert, wahrend
VREY als lineares Peptid hergestellt wurde. Um eine verbesserte Helixbildung und Ldslichkeit
zu erhalten, wurde das lineare VREY mit einem TASP-Gertist fusioniert, das vier Ankerpunkte
fir VREY aufweist [VREY]*. CAN und CKEY interagierten mit CXCL4 bzw. CCL17 und
reduzierten die im NMR sichtbaren Effekte einer Heterodimersierung und die Zugabe von
unmarkiertem [VREY]* zu N15-CXCL12 zeigte vergleichbare Anderungen der Amimosauren
der Dimerkontaktflache, einer Assoziation mit CXCL12 entsprechend. In Experimenten zur
CCL5:CXCL12 Heterodimerisierung zeigte [VREY]* auch eine Reduktion der Homo-
dimerisierung von CXCL12 und einer Heterodimerisierung von CXCL12 und CCL5.

Funktionell untersuchten wir die Effekte einer Heteromerisierung in vitro mit Adhasions-
versuchen, Chemotaxis von aktivierten T Zellen und in Aggregationsexperimenten mit
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Thrombozyten. Die Kombination mit CCL3 oder CXCL10, Chemokinen, die nicht oder
zumindest nicht spezifisch mit CCL5 interagierten, anderte nicht die Zahl der migrierten T
Zellen, dagegen erhdhten Chemokine, die CC-Typ Heterodimere praferieren die Migration.
Umgekehrt verringerte die Kombination mit CXCL12 T Zell Chemotaxis und die CXCL12-
induzierte Thrombozytenaktivierung wurde durch CCL5 inhibiert.

Synergismen der CC-Typ Heterodimere entstanden durch unterschiedliche Mechanismen.
CCL5:CCL17 Heterodimere erhohten die Heteromerisierung auf Chemokinrezeptorebene, so
dass CCR5:CCR4 Heterodimere auf der Zelloberflache l1anger verblieben und die Signaltrans-
duktion nicht desensitisiert wurde. Dagegen war der Synergismus, den CXCL4 auf CCL5
ausubte, auch mangels eines eigenen hochaffinen Rezeptors, nicht von Rezeptor-
heterodimeren abhangig, sondern von der Proteoglykanbindung. Der inhibitorische Effekt, den
CCL5 auf CXCL12 ausubte war CXCR4-abhangig und eine geringere Gi-Aktivitat war
messbar, so dass moglicherweise die Bindung von CCL5 an CXCL12 zu einer inhibitorischen
Konformationsédnderung von CXCL12 und CXCR4 flhrt, ahnlich wie in weiterflihrenden
Experimenten Galektin-3 und CXCL12 als Komplex an CXCR4 binden kénnen (Eckardt et al.,
2020). Die von CXCL12 verursachte Thrombozytenaggregation war durch [VREY]* inhibierbar.
Wir generierten mittels chemischer Synthese nicht dissoziierbare Heterodimere von
CCL5:CXC4 (OPRAH) und CCL5:CCL17 (ORATH), die funktionell aktiv und erwartungs-
gemal nicht durch den jeweiligen Peptidantagonisten beeinflussbar waren.

Die Sekretion von Chemokinen aus Thrombozyten férdert bestimmte akute Entziindungs-
reaktionen wie sie etwa bei akuten Lungenschaden auftreten (Zarbock et al., 2006) (Looney
et al., 2009) oder auch langsame, chronisch entziindliche Erkrankungen wie Atherosklerose.
Die parenterale Gabe von CKEY mildert die Entstehung von atherosklerotischen Lasionen im
Mausmodell durch Verhinderung der CCL5:CXCL4 Heterodimerisierung (Koenen et al., 2009).
Auch die Injektion von CAN reduzierte Atherosklerose, wobei die antiinflammatorische
Wirkung Uber eine verstarkte Aktivitdt regulatorischer T Zellen vermittelt wurde (von
Hundelshausen et al., 2017). CCL17 unterdrickt die Homoéostase regulatorischer T Zellen, so
dass der Mechanismus von CAN mit dem inhibitorischen Effekt auf das CCL5:CL17 Hetero-
dimer erklart werden kann (Weber et al., 2011).

Diese Befunde vermitteln einen Einblick in die vielschichtige Regulation in akuten und
chronischen Entziindungserkrankungen. Der Nachweis multipler funktionell relevanter
Chemokinheterodimere, nicht nur — aber auch — aus Thrombozyten, erhéht den Grad der
Komplexitat in der der Organismus die Aktivitat von Chemokinen reguliert und mit der er auf
die jeweilige Situation fein abgestimmt reagieren kann. Peptide sind eine Mdglichkeit die
Heterodimerisierung zu beeinflussen. Durch Inhibition von Heterodimeren, die die Rekrutie-
rung von Leukozyten férdern, kdnnten akut entzindliche Lungenerkrankungen behandelt
werden, andererseits kdnnen durch Bindung der Peptide an Chemokine auch inhibitorische
Aktivitaten ausgelOst werden, die zur Hemmung der Aggregation von Thrombozyten fuhren.
Auf diesem Konzept kann grundlagenwissenschaftlich und translational aufgebaut werden, um
die Interaktionen von entzindlichen Effektoren weiter zu erforschen und Molekile zu
entwickeln, die perspektivisch therapeutisch nutzbar sind.

Chemokin-Galektin-Interaktionen: Galektin-3 antagonisiert CXCL12 durch Hetero-
dimerisierung

Physiologischerweise, besonders aber in entzindetem Gewebe, koexistieren multiple
Entziindungsmediatoren, die jeder flr sich eine spezielle Rolle in der Leukozytenrekrutierung

23



Habilitationsschrift Dr. med. Philipp von Hundelshausen

spielen und dadurch direkt und indirekt miteinander in Wechselwirkung treten kdnnen. Neben
verschiedenen Chemokinen, die direkt miteinander interagieren und Heterodimere bilden,
untersuchten wir das Bindungsverhalten von Chemokinen mit einer separaten Familie von
Effektoren, den Galektinen. Diese Proteinfamilie erhielt ihren Namen aufgrund ihrer zucker-
bindenden Eigenschaft. Sie erkennen spezifisch p-Galaktoside, die als posttranslationale
Modifikation von Proteinen entstehen. Im Unterschied zu Chemokinen besitzen sie keine
typischen G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Wir untersuchten das Bindungsverhalten von
Chemokinen mit Galektin-1 und Galektin-3 (Gal-1, Gal-3) und der naturlich vorkommenden
Spaltvariante Gal-3 CRD. Wir fanden, dass mehrere Chemokine mit Galektinen interagieren,
unter anderem CXCL12. In Anbetracht der Relevanz von CXCL12 flr viele homoostatische
und inflammatorische Prozesse, sowie der schwachen Affinitat von Gal-1, beschrankten wir
uns fiir weitere Struktur- und Funktionsanalysen auf das Paar CXCL12 und Gal-3. Uber SPR
fanden wir, dass CXCL12 auch in Prasenz von Zuckerliganden an Gal-3 bindet und daher die
Zuckerbindungsstelle (CRD) keinen zentralen Anteil haben konnte. Im NMR bestatigte sich
dieser Befund und die Kontaktregion innerhalb Gal-3 fand sich auf der benachbarten aber
gegenlberliegenden Seite des Faltblattes der CRD. Die Zugabe von Gal-3 zu CXCL12
behinderte die Chemotaxis von Jurkat T Zellen, nicht jedoch Mutanten mit einem Bindungs-
defekt fur CXCL12, dabei verhinderte Gal-3 nicht die Bindung an CXCR4 obwohl Gi-Signaling
abgeschwacht wurde, was zu einer Komplexbildung von Gal-3 mit CXCL12 und CXCR4 passt.
Dies ist der erste Bericht eines neuartigen Mechanismus in der Immunregulation, der die
weitere Untersuchung des Chemokin-Galektin Interaktoms rechtfertigt.

Perspektive

Die Arbeiten in diesem Habilitationsprojekt haben neue Erkenntnisse erbracht, wie im
Organismus die Aktivitat von Chemokinen reguliert wird. Wir haben diesen Aspekt vor allem
fur die chronisch entziindliche Erkrankung Atherosklerose untersucht. Chemokine haben
jedoch ein breites Wirkungsfeld, so dass die Befunde fir alle Bereiche von Bedeutung sein
durften, in denen Chemokine eine wichtige Rolle spielen. Obwohl Chemokine in ihrer Eigen-
schaft als Lockstoffe fur Zellen, im Wesentlichen Immunzellen, seit den 70er Jahren bekannt
sind, haben pharmakotherapeutische Ansatze trotz intensiver Bemihungen bislang nur einen
untergeordneten Stellenwert in der Klinik erlangt. Bislang sind zwei Medikamente 2007/2008
zugelassen worden, die die Chemokinaktivitat durch Rezeptorblockade blockieren: AMD3100,
unter dem Namen Plerixafor vermarktet, hemmt CXCR4, den Rezeptor fir CXCL12. Die Gabe
von Plerixafor fihrt zu einer Mobilisation von hamatopoetischen Stammzellen aus dem
Knochenmark und wird in Kombination mit G-CSF dazu verwendet, die Ausbeute von Stamm-
zellen vor autologer Knochenmarktransplantation zu erhdhen. Das zweite zugelassene
Medikament, Maraviroc, blockiert CCR5, das neben seiner physiologischen Rolle als
Chemokinrezeptor fir einige Chemokine wie CCL3/4/5/7 als Andockstelle fur R5-tropes HIV
dient und als Entryinhibitor zur HIV-Therapie gegeben wird. Das riesige Potential, Chemokine
und ihre Rezeptoren als Targets in Entziindungserkrankungen zu adressieren, ist also bislang
nicht ausgeschopft worden. Ein wichtiger Grund fir das Scheitern vieler klinischer Studien
konnte sein, dass die Regulationsprinzipien von Chemokinen nur unvollstdndig verstanden
sind. In den vorliegenden Untersuchungen wurde das Konzept herausgearbeitet, dass
Chemokine miteinander Heteromere bilden, bislang immer in Form von Heterodimeren eines
CC- oder CXC-Typs. Die Heterodimerisierung kann sowohl die Wirkung verstarken als auch
abschwachen. Um die Relevanz dieser Befunde zu klaren, soll in weiterfihrenden Projekten
geklart werden, in welchen Konzentrationen Chemokinheterodimere in Blut und Gewebe in
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Bezug auf Monomere und Homodimere vorliegen. Auch die chemische Umgebung kénnte
einen wichtigen Einfluss ausiben. Kombinationen, wo ein Partner auf einer Oberflache
adsorbiert ist oder, wenn beide Partner in Loésung aufeinandertreffen, ergeben in vitro unter-
schiedliche Assoziations- und Dissoziationskonstanten und so soll erforscht werden, ob sich
Chemokinheterodimere verstarkt auf Zelloberflachen bilden.

Die Antagonisten, die wir entwickelt haben, um eine Heterodimerisierung von Chemokinen zu
verhindern, basieren auf einem Peptidgerust, mit Vor- und Nachteilen. Sobald die Kontakt-
regionen der Partnerchemokine bekannt sind, lassen sich die erforderlichen Sequenzen gut
ableiten und modifizieren. Peptide sind fir klinische und langfristige Anwendungen jedoch
schwieriger zu handhaben, da eine orale Applikation nicht moéglich ist und sie im Gegensatz
zu antikorperbasierten Therapien kurzlebiger und mdglicherweise langfristig auch antigen
wirksam sind. Um eine klinische Anwendbarkeit zu ermdglichen, sollen also in Zukunft
Strategien entwickelt werden, das Wirkprinzip der Peptidantagonisten, bei gleichzeitig
gunstiger Pharmakokinetik, zu erhalten.

Urspringlich entstammt unser Konzept der proatherogenen und synergistischen Effekte von
Chemokinheterodimeren aus Interaktionen zweier thrombozytarer Chemokine, CCL5 und
CXCL4. Im Rahmen unserer Experimente und durch bedeutsame experimentelle Studien
vieler anderer Arbeitsgruppen hat sich die Sichtweise auf die Rolle von Thrombozyten in der
Entzindung gewandelt. Thrombozyten wurden urspringlich als zellulare Partikel mit einer aus-
schliefllichen Funktion in der primaren Hamostase betrachtet. Der Erfolg, durch
Plattchenhemmer arterielle Thrombosen vermeiden zu konnen, ist auf dieses Wissen zuriick-
zufihren. Inzwischen ist aber eine wichtige Rolle von Thrombozyten in der Entziindung immer
klarer herausgearbeitet worden, und es gibt einen breiten Uberlappenden Bereich in
Thrombose und Entzindung. Thrombozyten sind an der Entstehung von Atherosklerose,
akuten Entzindungen der Lunge und im Zusammenspiel mit verschiedenen Leukozytenarten
malfigeblich beteiligt. Wahrend die heute zu Verfliigung stehenden antithrombozytaren
Medikamente selektiv auf die Hamostase abzielen und die Wirksamkeit anhand harter
klinischer Endpunkte, meist jedoch nicht durch Messung der atherosklerotischen Plaquelast
ermittelt wird, wird so ein mdglicher anti-inflammatorischer Ansatz verpasst. Es ware
winschenswert, antithrombozytare Medikamente in der kardiovaskularen Pravention zu
erproben, die auch eine starke anti-inflammatorische Wirkung erzielen.

Neben der Kartierung von Interaktionen zwischen Chemokinen haben wir auch Heteromere
von Chemokinen mit anderen Entziindungsmediatoren gefunden, den Galektinen. Offen-
sichtlich ist die Mdglichkeit, dass I6sliche Proteine nicht nur an Zelloberflachenrezeptoren
binden, sondern sich direkt wechselseitig beeinflussen, viel weiter verbreitet als vermutet. Hier
gilt es, das Chemokin-Galektin Interaktom im Detail zu charakterisieren und zu erforschen, in
wieweit diese Heteromere sowohl fur die Aktivitat des jeweiligen Chemokins, als auch des
Galektins physiologisch relevant sind.
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