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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Thrombozyten

1.1.1. Morphologie der Thrombozyten

Thrombozyten, auch Blutplédttchen genannt, stellen mit einem Durchmesser von im Mittel 2 um
die kleinsten korpuskuldren Bestandteile des zirkulierenden Blutes dar. Im Gegensatz zu
anderen eukaryotischen Blutzellen weisen die Thrombozyten keinen Zellkern auf (anukleére
Zellen) und sind aus diesem Grund nicht oder nur sehr eingeschrénkt in der Lage Proteine neu
zu synthetisieren. Im physiologischen Zustand zirkulieren 150.000 bis 400.000
Thrombozyten/ul Blut fiir eine durchschnittliche Dauer von 7 bis 10 Tagen im peripheren
Gefallsystem und werden anschlieBend im retikuldren System der Leber und Milz abgebaut. In
etwa 20% der Gesamtblutplittchenzahl werden hierbei téglich erneuert (Morgenstern, 1997;
George, 2000). Die Thrombozyten werden im Knochenmark durch Zytoplasma-Abschniirungen
threr Vorlduferzellen, den Megakaryozyten, gebildet, wobei der exakte Mechanismus der
Pléttchenbildung derzeit noch nicht vollstindig aufgeklart ist. Bisher geht man davon aus, dass
die Megakaryozyten so genannte ,proplatelets” formen, an deren Enden Blutpléttchen
abgeschniirt und anschlieend Scherkraft vermittelt in die Blutzirkulation freigesetzt werden
(Hartwig et al., 2003; Italiano et al., 2007; Junt et al., 2007). Von einem Megakaryozyt werden
durchschnittlich 1.000 bis 3.000 Thrombozyten gebildet (Chernoff et al., 1980); pro Tag
werden ca. 35.000 bis 40.000 Pléttchen/ul Blut hergestellt (Ballem ez al., 1992).

Die Ultrastruktur der Thrombozyten zeigt einen komplexen Aufbau, welcher auf Grund
morphologischer Kriterien in 4 unterschiedliche Zonen unterteilt werden kann (Mackie et al.,
1988; Gawaz, 1999; George, 2000):

I Die periphere Zone besteht aus der Zytoplasmamembran, aufgebaut aus verschiedenen
Glykoproteinen, Proteinen und Mukopolysacchariden, welche die so genannte Glykokalyx der
Blutpléttchen bilden und in eine Phospholipiddoppelschicht einbettet sind. In diese Zone sind
die Oberflichenrezeptoren integriert, welche fiir die Adhédsion und Aktivierung der

Thrombozyten vermittelt durch verschiedenste Agonisten bendtigt werden.

IT) Die strukturelle Zone setzt sich aus submembrands gelegenen Mikrotubuli, kurzen
Aktinfilamenten und anderen Strukturproteinen der Thrombozyten zusammen, welche sowohl
fiir die typisch diskoide Ruheform als auch fiir die Ausbildung der Pseudopodien nach
Aktivierung der Blutplittchen bendtigt werden. Die Strukturproteine bilden das thrombozytére
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Zytoskelett, welches hauptsdchlich aus Aktin (ca. 10 bis 15% der Gesamtproteinmasse) und

Aktinbindeproteinen, sowie aus Myosin und Tubulin besteht.

IIT) Die Zone der Organellen im Zytoplasma der Thrombozyten enthélt vor allem
Mitochondrien, Glykogenspeicher und 3 verschiedene Formen an Speichergranula. Die
Speichergranula unterteilen sich in so genannte dichte Granula, a-Granula und Lysosomen. Die
dichten Granula, deren Name auf ihrer charakteristischen elektronenmikroskopischen Dichte
beruht, enthalten eine Reihe von niedermolekularen Verbindungen wie z. B. ADP, ATP, Ca’"
und Serotonin, welche vor allem den Aggregationsvorgang der Blutpldttchen fordern. Die
zahlenmdBig am haufigsten vorkommenden o-Granula beinhalten verschiedenste Enzyme,
Zytokine, Adhésionsproteine, sowie Wachstums- und Koagulationsfaktoren, welche fiir die
Adhésion, Aggregation und Chemotaxis der Plittchen, sowie fiir die thrombozytir vermittelte
Inflammation und Gerinnung bendtigt werden. Die Lysosomen der Thrombozyten dhneln den
Lysosomen anderer Zellen und enthalten hydrolytische Enzyme wie z. B. Elastasen und

Kollagenasen.

IV)  Das Membransystem der Blutpléttchen setzt sich aus dem mit der Plasmamembran
verbundenen offenen kanikuldren System und dem dichten tubuliren System, dem
Hauptspeicherort fiir freie Kalziumionen (Ca®"), zusammen. Freie Kalziumionen spielen eine
zentrale Rolle bei der Regulation des Plédttchenmetabolismus, sowie der Aktivierung der
Thrombozyten. Uberschreitet die freie zytoplasmatische Ca**-Konzentration einen bestimmten
Schwellenwert, kommt es zur Formverianderung der Thrombozyten mit Ausbildung von
Pseudopodien, sowie zur Degranulation. Das offene kanikuldre System dient vor allem der
Vergroflerung der Membranoberfliche nach der Pléttchenaktivierung, sowie der

thrombozytiren Sekretion und Endozytose (George, 2000).

Im ruhenden, nicht aktivierten Zustand weisen die Blutpléttchen eine charakteristisch diskoide
Form mit einer durchschnittlichen Oberfliche von 8 pm’ auf. Werden die Thrombozyten
aktiviert, fiihren sie einen Gestaltwandel, auch ,,shape change* genannt, durch und dndern ihre
typisch diskoide Form in die der so genannten Echinosphérozyten. Dabei bilden sie durch
Ausstlilpungen der Zytoplasmamembran kurze Pseudopodien und lange Filopodien aus,
wodurch sich ihre Oberfliche von urspriinglich 8 um® auf bis zu 13 pm® vergroBern kann
(Morgenstern, 1997; Gawaz, 1999).
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1.1.2. Thrombozytenfunktion und Mechanismen der Thrombozyten-
aktivierung

Die Hauptfunktion der Thrombozyten besteht in der Aufrechterhaltung der Integritdt des

vaskuldren Systems. Im physiologischen Zustand zirkuliert das Blut in einem geschlossenen
GefaBsystem, ohne dass es zum Anhalten des Blutflusses oder zum Blutaustritt in das
umliegende Gewebe kommt. Fine isolierende Endothelzellschicht, welche der
Thrombusbildung aktiv durch die Sekretion antithrombogener und vasoaktiver Substanzen wie
z. B. dem Stickstoffmonoxid oder dem Prostazyklin entgegenwirkt, trennt hierbei den
Blutstrom von den subendothelial gelegenen prothrombogenen GefiBwandkomponenten ab.
Unter diesen Bedingungen zirkulieren die Thrombozyten im inaktiven diskoiden Zustand und
ohne miteinander oder mit anderen Zellen zu interagieren im peripheren Blut. Sobald es
allerdings zu einer Schédigung, Verletzung oder Aktivierung des GefdBwandendothels kommt,
werden die ruhenden Plittchen aktiviert. Unter physiologischen Bedingungen, z. B. nach
traumatischen GefaBwandverletzungen wie Schnittwunden, sorgen die Thrombozyten
zusammen mit 16slichen Plasmakomponenten wie dem Fibrinogen durch die Bildung eines
hidmostatischen Pfropfes fiir das rasche VerschlieBen der Lésion und somit das Sistieren der
Blutung an dieser Stelle. Patienten mit gestorter Thrombozytenfunktion oder einer zu geringen
Thrombozytenzahl zeigen in der Regel schwere Blutungskomplikationen, da ihre Pléttchen
nicht in der Lage sind nach einer Verletzung der GefiBwand die Integritéit des vaskulédren
Systems aufrecht zu erhalten. In atherosklerotisch modifizierten Gefdf3en, deren Integritdt durch
eine Schiadigung oder Erosion des Plaque-Endothels, sowie durch eine Plaqueruptur gestort ist,
kann es durch Hémostase-analoge Vorginge ebenfalls zur Thrombozyten- und
Gerinnungsaktivierung und darauf folgend zur Bildung eines pléttchen- und fibrinreichen
Thrombus kommen. Blutplittchen spielen also nicht nur unter physiologischen, sondern auch
unter pathophysiologischen Bedingungen, wie beispielsweise der Bildung eines
gefdBverschlieBenden Gerinnsels im Zuge verschiedener kardio- oder cerebrovaskuldrer
Erkrankungen, eine entscheidende Rolle. Der Prozess der Bildung eines hdamostatischen, bzw.
thrombotischen Plittchenaggregates ist hoch komplex und setzt sich abgesehen von der
Aktivierung des Gerinnungssystems aus 3 eng miteinander verkniipften Phasen der
Thrombozytenaktivierung, nimlich der Adhédsion, Aktivierung und Aggregation, zusammen
(Ruggeri, 2002; Gachet, 2006).

1.1.2.1. Adhaision

Nach traumatischer Verletzung der schiitzenden Endothelzellschicht der GefiBwand werden
subendotheliale extrazelluldre Matrixstrukturen wie z. B. verschiedene Kollagentypen, von
Willebrand Faktor (VWF), Laminin, Fibronektin und Thrombospondin freigelegt, welche das
initiale Abfangen (,tethering) und Rollen (,rolling*), sowie die stabile Adhédsion der

zirkulierenden Blutpldttchen und die darauf folgende Bildung eines wundverschlieenden
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Thrombus vermitteln (Ruggeri, 2002; Samara et al., 2003). Vor allem Matrixkomponenten wie
z. B. Kollagen Typ I und Kollagen Typ III, sowie der an das Kollagen gebundene VWF
scheinen hierbei eine entscheidende Rolle zu spielen (Ruggeri, 2002). Zwei
Membranglykoproteine der Thrombozyten, das Integrin o,f;, sowie das Glykoprotein VI
(GPVI), interagieren direkt mit dem subendothelial exponierten Kollagen und vermitteln die
Pléattchenadhésion sowie intrazelluldre Signale zur Aktivierung der Thrombozyten. Darauf
folgend kommt es zur stabilen Adhésion und Ausbreitung der Blutplittchen (Clemetson et al.,
2001; Nieswandt et al, 2003). Auf die exakte Struktur und Funktion dieser beiden
thrombozytiren Kollagenrezeptoren wird in Abschnitt 1.4.2 der Einleitung genauer
eingegangen. Bei Stromungsbedingungen des Blutes mit relativ hohen Scherraten von mehr als
1.000 s hingt das initiale Abfangen (,tethering®) und transiente Anhaften (,rolling™) der
Pléattchen an die subendotheliale extrazelluldre Matrix entscheidend von der Interaktion des
thrombozytiren Glykoprotein Iba (GPIba) mit dessen Liganden, dem VWF, ab (sieche auch
Abschnitt 1.4.3 der Einleitung) (Savage et al., 1996; Savage et al., 1998; Ruggeri, 2002). Neben
verschiedenen Kollagentypen und dem VWF, sind wie bereits erwdhnt Fibronektin, Laminin
und Thrombospondin als weitere Adhésionsproteine der extrazelluliren Matrix zu nennen, fiir
welche die Thrombozyten ebenfalls spezifische Rezeptoren besitzen (Balbona et al., 1992;
Timpl et al., 1994). Die Relevanz dieser Matrixkomponenten fiir die Blutpldttchenaktivierung
im Rahmen der Hamostase oder Thrombose ist allerdings derzeit noch nicht eindeutig geklart
(van Zanten et al., 1994; Ruggeri, 2002; Samara et al., 2003).

1.1.2.2. Aktivierung, Gestaltwandel und Sekretion

Typische phinotypische Manifestationen aktivierter Thrombozyten beinhalten den
Pléattchengestaltwandel, die Sekretion der Inhaltsstoffe der thrombozytiren Granula, sowie die
Verdanderung der Orientierung der Membranphospholipide und die Aggregation der
Blutpléttchen (Ruggeri, 2002).

Der thrombozytire Gestaltwandel (,,shape change®), welchem unter anderem eine
Aktinpolymerisation mit Neuorganisation des Zytoskeletts zugrunde liegt, lduft innerhalb
weniger Sekunden nach der Pléttchenaktivierung durch verschiedenste Agonisten ab und dient
vermutlich vor allem der Vergroerung der Membranoberfliche, der Zentralisierung der
sekretorischen Granula und der optimalen Ausbreitung der Blutplittchen auf der exponierten
subendothelialen Matrix (Morgenstern, 1997; Gawaz, 1999). Die wichtigsten Stimuli der
Thrombozytenaktivierung innerhalb der Adhidsionssubstrate stellen, wie in Abschnitt 1.1.2.1
angefiihrt, Kollagen und der VWF dar (Ruggeri, 2002). Neben den Komponenten der
subendothelialen Matrix konnen auch andere im Bereich von Gefélverletzungen generierte und

sezernierte Agonisten wie Thrombin, welches auf der Oberfliche von Thrombozyten gebildet
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wird, ADP, welches z. B. von Erythrozyten oder aus den dichten Granula aktivierter Plittchen
freigesetzt wird, sowie Thromboxan A2 (TxA2) und die Lysophosphatidsdure (LPA), welche
ebenfalls von stimulierten Thrombozyten sezerniert werden, sowohl eine auto-, als auch eine
parakrine Wirkung entfalten und dadurch die Aktivierung und Formverdnderung der Plattchen
induzieren (Ruggeri, 2002). Im Falle dieser Thrombozytenstimuli wird die
Blutplittchenaktivierung iiber an heterotrimere G-Proteine (Gi, Gq und Giz13) gekoppelte
Membranrezeptoren ausgelost (Simon et al., 1991; Offermanns, 2000; Ruggeri, 2002). G;i-
gekoppelte Rezeptoren, wie z. B. Thrombinrezeptoren oder der ADP-Rezeptor P2Y,
inhibieren die Aktivitidt der Adenylatzyklase und reduzieren auf diese Weise die intrazelluldre
cAMP-Konzentration, was zur Aktivierung der Plittchen nach Thrombin- oder ADP-
Stimulation beitrdgt (Wilhelm et al., 1993; Kunapuli ef al., 2003a; Gachet, 2006; Offermanns,
2006). Gg-gekoppelt liegen die thrombinsensitiven Protease-aktivierten Rezeptoren-1 und -4
(PAR-1 und PAR-4), sowie der ADP-Rezeptor P2Y, und Thromboxanrezeptoren vor (Paul et
al., 1999; Kunapuli et al., 2003a; Murugappan et al., 2004; Gachet, 2006; Offermanns, 2006).
Gq stimuliert die Phospholipase C-f3 und dadurch die Bildung von Inositol-3-phosphat, sowie in
Folge dessen einen Anstieg der zytoplasmatischen Ca*’-Konzentration und die
Phosphorylierung der Myosinleichtkette, was einen Gestaltwandel der Pléttchen bewirkt
(Kunapuli et al, 2003a; Gachet, 2006; Offermanns, 2006). Durch den Anstieg der
zytoplasmatischen Ca”’-Konzentration wird dariiber hinaus die Phospholipase A2 stimuliert,
welche die Freisetzung von Arachidonsdure aus den thrombozytiren Membranphospholipiden
katalysiert. Aus der Arachidonsdure wird anschlieBend Cyclooxygenase-1-abhingig TxA2
synthetisiert. TxA2 verstérkt die Thrombozytenaktivierung nicht nur iiber die Aktivierung von
Gg, sondern auch iiber Gi3 (Moers et al., 2003). Gjz/13-gekoppelte Proteine interagieren unter
anderem mit kleinen GTP-bindenden Proteinen der Rho-Familie, welche bei vielen Zellen an
der Signalweiterleitung vom aktivierten Rezeptor zu Reorganisationsprozessen des Zytoskeletts
beteiligt sind (Offermanns, 2006). Auf diese Weise kann iiber die Aktivierung von Rho und
Rho-Kinase in den Thrombozyten eine Phosphorylierung der Myosinleichtkette initiiert
werden, so dass diese mit den Aktinfilamenten interagieren kann. Die Stimulation dieses
Signalweges erfolgt Ca*"-unabhingig und sorgt ebenso wie die Ca**-abhingige Ggq-vermittelte
Signaltransduktionskaskade fiir Verdnderungen des Aktinzytoskeletts, welche die Grundlage
des thrombozytiren ,,shape change* bilden (Bauer et al., 1999; Offermanns, 2000; Offermanns,
2006). Abgesehen von Thromboxanrezeptoren, kdnnen auch die Thrombinrezeptoren PAR-1
und PAR-4, sowie die thrombozytiren LPA-Rezeptoren iiber Aktivierung des Gjs/Rho/Rho-
Kinase-Signalwegs Ca’'-unabhiingig eine Formverinderung der Blutplittchen induzieren
(Offermanns, 2000; Siess et al., 2004; Offermanns, 2006).

Bei der Ca®’- und Proteinkinase C-abhingigen Sekretion der Plittchen erfolgt zuerst die
Freisetzung der Inhaltsstoffe aus den dichten Granula (z. B. ADP, ATP, Ca®" und Serotonin)
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und den o-Granula (z. B. Adhésionsmolekiile, Wachstums- und Gerinnungsfaktoren). Im
Anschluss daran werden lysosomale Enzyme sezerniert (Siess, 1989). Die Degranulation fiihrt
zum einen zur autokrinen und parakrinen Verstirkung des thrombozytiren
Aktivierungsprozesses und leitet zum anderen die sekundére irreversible Phase der
Plattchenaggregation ein. Die lysosomale Sekretion hydrolytischer Pldttchenenzyme bewirkt
eine Auflockerung der subendothelialen Struktur und kann dariiber hinaus unter
pathophysiologischen Bedingungen am Umbau der GefiBwand im Zuge atherosklerotischer

Prozesse beteiligt sein (Gawaz, 1999).

Eine weitere wichtige Konsequenz der Thrombozytenaktivierung besteht in der Verédnderung
der Orientierung der Membranphospholipide und damit in der Initiation der
prokoagulatorischen Aktivitdt der Plattchen. Im Zuge dieses Vorganges kommt es zur
Oberfliachenexposition anionischer Phospholipide, vor allem von Phosphatidylserin, welche
Bindestellen fiir verschiedene Enzyme und Kofaktoren der Gerinnungskaskade wie dem Faktor
Va, VIlla, IXa und Xa darstellen und durch die Bildung des Prothrombinase- und
Tenasekomplexes den Ablauf eines funktionellen Koagulationsapparates ermoglichen (Zwaal et
al., 1998; Heemskerk et al., 2002). Auf diese Weise kann ein pléttchen- und fibrinreicher
hédmostatischer oder thrombotischer Pfropf im Bereich einer GefiBBwandldsion entstehen
(Ruggeri, 2002).

1.1.2.3. Aggregation

Als Thrombozytenaggregation bezeichnet man den Vorgang der Kohésion von mindestens 2
Blutpléttchen. Sie stellt einen Amplifikationsprozess dar, welcher innerhalb sehr kurzer Zeit (15
sek. bis 2 min) nach Adhidsion und Aktivierung der Thrombozyten zur Bildung eines wund-
oder gefaBBverschlieBenden Plattchenthrombus fiihrt (Gawaz, 1999). Das zentrale Ereignis der
Aggregation ist die durch ,,inside-out signaling* vermittelte Aktivierung, bzw. Modifikation der
Ligandenaftfinitit des thrombozytdren Integrin oypPs (Woodside et al., 2001; Ruggeri, 2002;
Calderwood, 2004). Die Aktivierung dieses Integrins, welches auch Glykoprotein IIb/Illa
(GPIIb/Illa) genannt wird, stellt sowohl die Voraussetzung fiir die stabile Adhdsion der
Plittchen an die exponierte subendotheliale Matrix, als auch die Voraussetzung fiir die
Thrombozytenaggregation dar. Bei beiden Vorgidngen binden im Plasma enthaltene
Adhisionsmolekiile, wie vor allem Fibrinogen, VWF und Fibronektin an das Integrin o3
(Ruggeri, 2002). Fibrinogen stellt hierbei den bedeutendsten Interaktionspartner dar. Nach
Aktivierung der Blutplittchen werden spezifische Fibrinogenbindestellen innerhalb des
GPIIb/IITa-Komplexes freigelegt. RGD-Motive innerhalb der a-Kette des Fibrinogens
interagieren Ca’"-abhingig mit spezifischen Bindungsdoménen des Integrin oup,Bs. Die initiale

GPIIb/ITa-Fibrinogen-Interaktion ist noch reversibel (primidre Aggregationsphase), und geht
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nach der Freisetzung thrombozytdrer Granula-Inhaltsstoffe in eine irreversible Bindung des
Fibrinogen an das Integrin oypfs tiber (sekundére Aggregationsphase) (Gawaz, 1999; Ruggeri,
2002).

1.2. Plaque-Entstehung und Plaqueruptur

1.2.1. Entwicklung atherosklerotischer Lisionen

Kardio-, bzw. cerebrovaskuldre Erkrankungen wie der akute Myokardinfarkt oder ischdmische
Schlaganfille zdhlen zu den hiufigsten Krankheits- und Todesursachen weltweit.
Atherosklerose, eine progressive, systemische Erkrankung der arteriellen Geféalle, welche durch
die Akkumulation von Lipiden, fibroser extrazelluldrer Matrix und inflammatorischen Zellen in
der GefiBBwand groBerer Arterien charakterisiert ist, stellt die bedeutendste Ursache fiir die
wachsende Bedrohung durch kardio- und cerebrovaskuldre Erkrankungen dar. Risikofaktoren
wie erhohtes Plasma-LDL-Cholesterin (Hypercholesterindmie), arterielle Hypertonie,
Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Fettleibigkeit, Alter, Geschlecht und genetische Faktoren
beschleunigen die Atherosklerose. Diese stellt die Voraussetzung fiir die Ruptur und Erosion
arterieller Gefdle (Koronar-, Carotis- und Cerebralarterien) dar, welche zu einem fatalen
GefaBlverschluss fithren konnen. Pathophysiologisch liegen der Atherosklerose hoch komplexe
Prozesse zu Grunde, welche im Wesentlichen durch inflammatorische Reaktionen in der
GefalBwand charakterisiert werden (Libby, 2002).

Bei der Entwicklung atherosklerotischer Lisionen spielt die endotheliale Dysfunktion eine
entscheidende Rolle (Lusis, 2000). Wird das Endothel durch einen oder mehrere der oben
genannten Risikofaktoren und/oder durch turbulente nicht laminare Stromungsverhéltnisse des
Blutflusses, wie sie vor allem in Bereichen von Gefdllverzweigungen oder in Arterienbogen
herrschen, geschidigt, dann erhoht sich dessen Durchldssigkeit fiir Lipoproteine (Gimbrone,
1999; Lusis, 2000). In Folge dessen kommt es zur Akkumulation von LDL im Subendothel. Die
Retention von LDL in der Intima erfolgt hierbei iiber die Interaktion basischer Aminosduren der
LDL-Glykoproteinkomponente Apolipoprotein B mit negativ geladenen extrazelluldren
Matrixkomponenten wie beispielsweise Kollagenen oder Proteoglykanen (Versikan, Decorin,
Biglykan, etc.) (Boren et al., 1998; Lusis, 2000; Choy et al., 2004). Das LDL wird iiber reaktive
Sauerstoffradikale, welche von aktivierten vaskuldren Zellen sowohl iiber den Lipoxygenase-,
oder den Nicotinsdureamidadenindinucleotidphosphat (NADPH)-Oxidase-Signalweg, als auch
Myeloperoxidase-vermittelt gebildet werden konnen, zu minimal oxidiertem LDL (mm-LDL)
oxidiert (Lusis, 2000; Navab et al., 2004), welches anschlieBend eine Amplifikation der
inflammatorischen Antwort in der arteriellen GefiaBwand hervorruft (Hansson, 2005). Die

Endothelzellen werden durch das mm-LDL vermehrt aktiviert und exprimieren
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proinflammatorische Molekiile wie Zytokine (z. B. ,,monocyte chemoattractant protein-1*
(MCP-1) und ,,macrophage colony stimulating factor* (M-CSF)) und Adhésionsmolekiile (z. B.
P-Selektin, E-Selektin, ,,vascular adhesion molecule-1“ (VCAM-1), ,intercellular adhesion
molecule-1° (ICAM-1) und B3-Integrine) (Lusis, 2000).

Thrombozyten spielen ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung frither
atherosklerotischer Lésionen (Abb. 1.1). Verschiedene kardio- und cerebrovaskulére
Risikofaktoren fithren zusammen mit der aus ihnen resultierenden verminderten Produktion
endothelialer antithrombotischer und vasodilatierender Substanzen wie dem Prostazyklin und
dem Stickstoffmonoxid zu einer erh6hten Aktivierbarkeit und Aggregabilitét der zirkulierenden
Blutplattchen (Luscher et al, 1993; Huo et al., 2004). Wihrend der frithen Phase der
Entwicklung atherosklerotischer Lédsionen kdnnen zirkulierende Thrombozyten sowohl an das
aktivierte Endothel, als auch an die nach Endothelzellapoptose exponierte subendotheliale
Matrix adhirieren (Abb. 1.1) (Gawaz et al., 2005). Die Adhdsion der Plittchen an das
Subendothel erfolgt iber den VWF-Rezeptorkomplex GPIb-IX-V und die Kollagenrezeptoren
der Thrombozyten (siche Abschnitt 1.1.2.1, Abschnitt 1.4.2 und Abschnitt 1.4.3).

frithe atherosklerotische Lasion

L
le Sekretion
L ‘ srolling® stabi

Adhdsion CD40L, IL-1B
Lumen PDGF, TGF-§,

Endothel m ﬂetc

IntmTa
Media = @ @, @@ @GMZ

I, P-Selektin; §, GPlb-IX-V; A, PSGL-1;
ﬁ, Integrin a;, B; e, Fibrinogen;
A\, Kollagenrezeptoren;
; GMZ = glatte Muskelzellen;
» “; VWF = von Willebrand Faktor

Abb. 1.1: Rolle der Thrombozyten wihrend der friihen Phase der Entwicklung atherosklerotischer
Lasionen. CD40L = CD40-Ligand; IL-1 = Interleukin-1B; PDGF = ,platelet derived growth factor; TGF- B =
Htransforming growth factor-f*.

Das initiale, transiente Anhaften (,,70lling*“) der Thrombozyten an das aktivierte Endothel
hingegen wird durch die Interaktion des thrombozytiren VWF-Rezeptorkomplexes GPIb-1X-V
und des thrombozytdren P-Selektin Glykoproteinligand-1 (PSGL-1) mit dem endothelialen
Oberflachenrezeptor P-Selektin vermittelt (Abb. 1.1) (Laszik et al., 1996; Romo et al., 1999;
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Frenette et al., 2000; Gawaz et al., 2005). Im Anschluss daran erfolgt die stabile Adhésion der
Pléattchen vermutlich durch die Interaktion des aktivierten thrombozytdren Integrin o3 mit
dem endothelialen Integrin a,f3, wobei Fibrinogen als Briickenmolekiil zu dienen scheint
(Gawaz et al., 1997; Bombeli et al., 1998; Massberg et al., 1999; Gawaz et al., 2005). Nach
ihrer Adhésion sekretieren die Thrombozyten eine Vielzahl proinflammatorischer Substanzen
wie z. B. CD40-Ligand (CD40L), Interleukin-1B (IL-1PB), ,platelet derived growth factor
(PDGF) und ,transforming growth factor-fp “ (TGF-B) (Gawaz et al., 1997; Bombeli et al.,
1998; Gawaz et al., 2005). CD40L und IL-1p beispielsweise konnen die inflammatorischen
Eigenschaften der Endothelzellen und somit das Voranschreiten der Atherogenese verstirken
(Gawaz et al., 2000, Gawaz et al, 2005). Dariiber hinaus rekrutieren die adhérenten
Blutplittchen {iber Chemokine wie z. B. RANTES (,,regulated upon activation normal T-cell
expressed and secreted*) oder den Pléttchenfaktor-4 zirkulierende Leukozyten wie Monozyten
zum aktivierten Endothel (von Hundelshausen et al., 2001; von Hundelshausen et al., 2005).
Diese adhirieren {iber P- und E-Selektine zunichst temporéir (Dong et al., 1998), und haften
darauf folgend tiber ICAM-1 und VCAM-1 stabil an der aktivierten GefdBwand an (Collins et
al., 2000). Nach der Adhéasion dieser Blutzellen am Endothel fiihrt ein Gradient des im
Subendothel gebildeten Chemokins MCP-1 zur Transmigration der Monozyten iiber das
Endothel in die frithe intimale Lasion (Hansson, 2005).

Im nichsten Schritt der Atherogenese stimuliert der Wachstumsfaktor M-CSF die Proliferation
und Ausdifferenzierung der Monozyten zu Makrophagen und beeinflusst dariiber hinaus
verschiedene Makrophagenfunktionen wie beispielsweise die Expression von ,scavenger-
Rezeptoren (Smith et al,, 1995). Reaktive Sauerstoffradikale und Enzyme, welche von
proinflammatorischen Endothelzellen und Makrophagen gebildet werden, verursachen eine
starke Oxidation des LDL zu ox-LDL, welches ,,scavenger“-Rezeptor-vermittelt von den
Makrophagen aufgenommen wird. Dieser Prozess unterliegt keiner negativen Riickkopplung
und kann somit zur ungehemmten Internalisierung von ox-LDL fithren. Durch die
Akkumulation von LDL-Partikeln in den Makrophagen entstehen besonders fettreiche
Makrophagen, welche als Schaumzellen bezeichnet werden und typisch fiir die friihe
atherosklerotische Lision, den ,fatty streak, sind (Ross, 1999). Nach der Bildung des ,.fatty
streak®, der in der Regel keine klinischen Symptome hervorruft, entwickeln sich komplexe
atherosklerotische Lésionen, deren Ruptur oder Erosion kardio- und cerebrovaskulére

Erkrankungen zur Folge haben kénnen.

In der frithen Phase der Entwicklung atherosklerotischer Plaques kdnnen auler Thrombozyten
und Monozyten auch T-Lymphozyten (Mach et al., 1999) und Mastzellen (Haley et al., 2000)
in die entstehende Lésion rekrutiert und dort aktiviert werden. Diese setzen ebenso wie

aktivierte Endothelzellen und Makrophagen, bzw. Schaumzellen vermehrt proinflammatorische
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Zytokine, Chemokine und matrixdegradierende Proteasen frei, welche maflgeblich an der
Progression der Plaques zu komplexen Lésionen beteiligt sind. Die inflammatorische
Umgebung (z. B. von Thrombozyten freigesetzter PDGF und ,.transforming growth factor-f*
(TGF-B)) aktiviert glatte Muskelzellen der Media, welche in den geschiddigten Bereich der
Intima einwandern, dort proliferieren und verstirkt extrazellulire Matrixproteine wie z. B.
Kollagene sezernieren. Dieser Prozess wird auch als Neointimabildung bezeichnet.
Lysophosphatidsdure, welche in atherosklerotischen Geweben akkumuliert, kann ebenfalls zur
Dedifferenzierung und Proliferation glatter Muskelzellen, sowie zur Proliferation von
Fibroblasten fithren (Tokumura et al, 1994; Gennero et al., 1999). Abgesehen von
Entziindungsreaktionen wird die Plaqueprogression auch durch das Ansammeln und die
Apoptose von Schaumzellen und die daraus resultierende Bildung eines lipidreichen und/oder

nekrotischen Plaquekerns vorangetrieben.

Stabile atherosklerotische Lisionen sind dadurch gekennzeichnet, dass eine dicke fibrose
Kappe, durchzogen von vielen glatten Muskelzellen in reichlich extrazelluldrer Matrix, einen
verhéltnisméfBig kleinen prothrombogenen, lipidreichen Plaquekernbereich von den
zirkulierenden Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren im Blutstrom abtrennt (Ross, 1999;
Libby, 2002). Im Gegensatz zu den stabilen Léisionen zeichnen sich vulnerable, rupturanfillige
Plaques, auch atheromatdse Plaques genannt, durch einen groflen lipidreichen und/oder
nekrotischen Kernbereich, sowie eine diinne fibrose Kappe und einen hohen Anteil an
inflammatorischen Zellen aus (Ross, 1999; Libby, 2002). Die inflammatorischen Zellen (vor
allem Makrophagen und T-Lymphozyten) treten hauptséchlich in besonders rupturgefdhrdeten
Arealen der Lisionen wie der Plaqueschulterregion, oder an bereits thrombosierten Stellen
eines Plaques auf (Hansson et al, 2006). Dariiber hinaus werden auch die Integritdt und
Stabilitdit der bindegewebigen Kappe einer atheromatdosen Lidsion maligeblich durch die
Anwesenheit dieser Entziindungszellen beeinflusst. T-Zellen beispielsweise produzieren
Interferon-y, welches die Proliferation und Transdifferenzierung von glatten Muskelzellen,
sowie deren Produktion extrazelluldrer Matrixproteine reduziert und auf diese Weise zur
Destabilisierung atherosklerotischer Plaques beitrdgt (Hansson et al., 1989; Amento et al.,
1991; Hansson et al., 2006). Es ist bekannt, dass die Stabilitdt der Plaquekappe durch die
Verabreichung von Medikamenten wie Statinen deutlich erhoht werden kann, was auf eine
Senkung des LDL-Levels im Plasma und die Reduktion der intimalen Inflammation
zuriickgefiihrt wurde (Libby, 2002; Libby et al., 2003).

Stark vorangeschrittene atherosklerotische Lésionen neigen zur Kalzifizierung und
Neovaskularisation. Das Einsprossen von kleinen GefaBlen aus der Adventitia und/oder Media
kann als Quelle weiterer inflammatorischer Zellen dienen (Lusis, 2000). Die Ruptur solcher

fragiler ,,microvessels* filhrt zu einer Thrombose in situ in der Intima mit konsekutiver
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Freisetzung verschiedener Mediatoren wie z. B. PDGF und TGF-B, welche wie zuvor
beschrieben die Rekrutierung von glatten Muskelzellen und die Matrixbildung stimulieren
(Libby, 2002). Auf diese Weise kann eine klinisch inapparente Mikroeinblutung ebenfalls zur

plotzlichen Progression eines Plaques beitragen (de Boer et al., 1999).

1.2.2. Plaque-Erosion, Plaqueruptur und Freilesung Thrombus-
aktivierender Substanzen

Verletzungen einer atherosklerotischen Léasion durch Schidigung, bzw. Erosion des
schiitzenden Gefdllendothels oder durch Ruptur der fibrosen Plaquekappe fiihren zur
Freisetzung zahlreicher prothrombogener Substanzen, welche durch Kontakt mit dem Blutstrom
die Bildung eines eventuell fatalen gefdBverschlieBenden pléttchen- und fibrinreichen

arteriellen Thrombus induzieren konnen (Virmani et al., 2002).

Der Mechanismus der Plaque-Erosion wurde zum ersten Mal Anfang der 90er Jahre
beschrieben (van der Wal et al., 1994; Farb et al., 1996) und wird fiir etwa 30 bis 40% aller
akuten Koronarthrombosen verantwortlich gemacht. Die Plaque-Erosion ist hdufig mit
Nikotinabusus korreliert und tritt vor allem bei Frauen und jlingeren Ménnern unter 50 Jahren
auf (Virmani et al., 2000; Kolodgie et al., 2004). Eine erosionsanfillige atherosklerotische
Léasion ist in der Regel reich an glatten Muskelzellen und extrazelluldrer Matrix wie
Proteoglykanen (z. B. Versikan), Hyaluronséure und Kollagen, und weist dariiber hinaus wenig
inflammatorische Zellen wie Makrophagen und Lymphozyten auf (Lafont, 2003; Kolodgie et
al., 2004). Interessanter Weise spielen Lipidakkumulationen und Entziindungsreaktionen bei
den erosionsgefdhrdeten Plaques im Gegensatz zu den rupturgefahrdeten Lisionen keine
bedeutende Rolle (Lafont, 2003; Kolodgie et al., 2004). Im Zuge der Plaque-Erosion gehen
einzelne Endothelzellen auf Grund verminderter Haftung an der modifizierten extrazelluldren
Matrix verloren oder durch Apoptose zu Grunde (Mallat et al., 1999; Rajavashisth et al., 1999).
Subendotheliale Matrixkomponenten wie z. B. Kollagen, Proteoglykane, Hyaluronsidure und
VWF werden freigelegt und konnen im Anschluss daran die Thrombozytenadhision und
Aktivierung, und somit die Bildung eines arteriellen Thrombus induzieren (Lafont, 2003;
Kolodgie et al., 2004).

Die Ruptur einer vorangeschrittenen atherosklerotischen Lésion, also das Aufbrechen der
bindegewebshaltigen Plaquekappe, wurde vor ca. 30 Jahren zum ersten Mal von Davies et al.
beschrieben und wird fiir 60 bis 75% aller akuten Koronarsyndrome verantwortlich gemacht
(Davies et al, 1984; Lafont, 2003). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die
Wahrscheinlichkeit einer Plaqueruptur und somit des Auftretens akuter koronarer oder

cerebrovaskuldrer Syndrome stirker mit der Zusammensetzung und Vulnerabilitit, als mit der



12 Einleitung

eigentlichen Grofle, bzw. dem eigentlichen Stenosegrad einer atherosklerotischen Lédsion
korreliert (Hansson, 2005; Viles-Gonzalez et al., 2006). Wie in Abschnitt 1.2.1 ausgefiihrt
setzten sich typische rupturanfillige atherosklerotische Plaques (atheromatdse Plaques) aus
einem grofen lipidreichen Kernbereich bestehend aus Schaumzellen, apoptotischen und/oder
nekrotischen Zellen, sowie deren Bruchstiicken, umgeben von einer diinnen fibrosen Kappe aus
Kollagen, Proteoglykanen und glatten Muskelzellen, zusammen (Guyton ef al., 1996; Katsuda
et al., 2003). Die Plaquekappe wird vor allem durch von aktivierten Makrophagen,
Endothelzellen und glatten Muskelzellen gebildete matrixdegradierende Enzyme, wie z. B. den
Matrixmetalloproteinasen abgebaut (Galis et al., 1994; Sukhova et al., 1999; Herman et al.,
2001; Libby, 2002). Die Kombination aus turbulentem, nicht laminarem Blutfluss, sowie der
Reduktion des Zell- und Kollagengehalts der fibrosen Kappe tragt mafgeblich zur Instabilitét

rupturgefahrdeter atherosklerotischer Lésionen bei (Hansson et al., 2006).

Trotz der entscheidenden Bedeutung der Plaquezusammensetzung fiir die Vulnerabilitét einer
atherosklerotischen Lision, wird das Eintreten eines akuten ischdmischen Ereignisses vom
komplexen Zusammenspiel verschiedener Variablen innerhalb und auflerhalb der Plaqueregion
bestimmt. Als externe Einfliisse fiir eine Plaqueruptur sind systemische prothrombotische
Faktoren wie z. B. eine erhohte Plasma-Fibrinogenkonzentrationen und/oder eine gesteigerte
Thrombozytenaggregabilitit, sowie Vasospasmen, arterielle Hypertonie und/oder wie bereits
zuvor erwihnt kritische Blutflussverdnderungen bekannt (Fuster et al., 1992b; Fuster et al.,
1992a; van der Wal et al., 1999; Huo et al., 2004). Dariiber hinaus wurden auch erhdhte
Konzentrationen von Entziindungsmarkern im Plasma (z. B. Interleukin-6, C-reaktives Protein,
CD40-Ligand und Myeloperoxidase) als frilhe Zeichen fiir eine Plaquedestabilisierung, bzw.
das mogliche Auftreten atherothrombotischer Komplikationen beschrieben (Blake et al., 2003;
Alber et al., 2005; Yeh et al, 2006). Der Mechanismus der Plaqueruptur mit konsekutiver
Thrombose ist folglich ein hoch komplexer Prozess, welcher in seinen molekularen und

zelluldren Einzelheiten bisher noch unzureichend verstanden ist.

Durch die Ruptur einer lipidreichen atherosklerotischen Liasion wird eine Vielzahl von
prothrombogenen Substanzen freigesetzt, welche nach Kontakt mit dem Blutstrom die Bildung
eines pléttchen- und fibrinreichen Thrombus induzieren kdnnen (Abb. 1.2) (Virmani et al.,
2000; Lafont, 2003).

Eine wichtige prothrombogene Komponente atheromatdser Plaques stellt der , tissue factor*,
auch Gewebethromboplastin genannt, dar (Ardissino et al., 1997; Toschi et al., 1997; Badimon
et al., 1999; Westrick et al., 2001; Corti et al., 2002a; Libby, 2002; Moons et al., 2002; Viles-
Gonzalez et al., 2004). Vor allem der lipidreiche Kernbereich vulnerabler atherosklerotischer
Lisionen enthélt hdufig einen hohen Anteil an diesem Protein (Abb. 1.2) (Wilcox et al., 1989;
Hatakeyama et al., 1997; Toschi et al., 1997; Viles-Gonzalez et al., 2004; Marutsuka et al.,
2005). Durch die Apoptose von Monozyten, Makrophagen, Schaumzellen und/oder
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Lymphozyten kommt es in den lipidreichen Plaqueregionen zur Bildung
phosphatidylserinreicher Mikropartikel, welche aktives Gewebethromboplastin auf ihrer
Oberflache priasentieren (Mallat et al., 1999; Tedgui et al., 2001). Der , tissue factor* ist ein 47
kDa grofles membranstdndiges Protein, welches von verschiedenen Zellen der GefaBwand wie
z. B. den Fibroblasten der Adventitia, den glatten Muskelzellen der Media oder von aktivierten
Endothelzellen, Monozyten und glatten Muskelzellen exprimiert werden kann (Camerer et al.,
1996; Corti et al., 2002a) und mit dem Gerinnungsfaktor VII, sowie dessen aktivierter Form,
dem Faktor VIla, der extrinsischen Koagulationskaskade interagiert (Dahlback, 2000;
Morrissey, 2001). Der bindre Komplex aus ,tissue factor” und Faktor VIla wird als der
wichtigste Initiator der Gerinnung nach einer GefdBwandverletzung betrachtet (Nemerson,
1995; Corti et al., 2002a) und induziert iiber die proteolytische Aktivierung der Faktoren IX
und X die Bildung von Thrombin (Banner et al., 1996). Die ,tissue factor*/Faktor Vlla-
vermittelte enzymatische Aktivierung der Gerinnungsfaktoren IX und X wird durch das unter
anderem auf der Oberfliche von aktivierten Blutpldttchen oder thrombozytiren Mikropartikeln
exponierte Phosphatidylserin katalysiert (Heemskerk et al., 2002; Morel et al., 2006). Man geht
bisher davon aus, dass der ,tissue factor eine der bedeutendsten prothrombogenen
Komponenten atherosklerotischer Plaques darstellt. Das Gewebethromboplastin aktiviert {iber
die Bildung von Thrombin sowohl die Fibrinbildung als auch die Blutpléttchen, und induziert
dadurch die Entstehung eines fibrin- und plittchenreichen Thrombus (Ardissino et al., 1997;
Toschi et al., 1997; Badimon et al., 1999; Libby, 2002; Moons et al., 2002).

Plaqueruptur

Thrombus

Lumen

Endothel
Intima

Media ~ S @@ = ==

TF = ,tissue factor®;
Ma = Makrophagen;
GMZ = glatte Muskelzellen

Abb. 1.2: Rolle der Thrombozyten bei der Entstehung eines gefifiverschlieBenden Thrombus nach
Plaqueruptur.
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Abgesehen vom , tissue factor”, welcher die extrinsische Gerinnungskaskade aktiviert, wurden
auch verschiedene thrombozytenaktivierende Substanzen in atherosklerotischen Plaques
beschrieben (Tab. 1.1). Die Relevanz dieser Plaquekomponenten fiir die Thrombusaktivierung

in vivo ist jedoch derzeit weitgehend ungeklart.

Tab. 1.1: Ubersicht iiber thrombozytenaktivierende Komponenten atherosklerotischer Liisionen.

thrombozytenaktivierende
Plaguekomponenten

Referenzen

»Stromal cell derived factor-1*“ (SDF-1)

Abi-Youes et al., 2000

Cholesterol-3-sulfat

Drayer et al., 1967; Merten et al., 2001

Lysophosphatidsaure (LPA)

Siess et al., 1999; Rother at al., 2003

Thrombospondin-1 (TSP-1)

Wight et al., 1985; van Zanten et al., 1994

Fibronektin

Smith et al., 1986; van Zanten et al., 1994

Vitronektin

Guettier et al., 1989; van Zanten et al., 1994

Fibrinogen/Fibrin

Bini et al., 1989; van Zanten et al., 1994

Kollagen

van Zanten et al., 1994; Barnes et al., 1999

von Willebrand Faktor (VWF)

de Meyer et al., 1999

Das CXC-Chemokin SDF-1 (,,stromal cell derived factor-1°) beispielsweise, welches verstirkt
in den Endothelzellen, Makrophagen und glatten Muskelzellen atherosklerotischer Lisionen
exprimiert wird, wurde als eine dieser thrombozytenaktivierenden Plaquesubstanzen
beschrieben (Abi-Younes et al., 2000). Dieses Chemokin, welches die Plattchen iiber die
Interaktion mit deren Oberflichenrezeptor CXCR-4 aktiviert, ist allerdings nur ein relativ
schwacher Thrombozytenstimulus (Abi-Younes et al., 2000), und kann nur bei gleichzeitiger
Anwesenheit niedriger Konzentrationen von ADP oder Thrombin eine Aggregation der
Blutplittchen induzieren (Gear et al., 2003).

Als weitere prothrombogene Komponente atherosklerotischer Lésionen wurde das Cholesterol-
3-sulfat beschrieben, welches vor allem im lipidreichen Kernbereich akkumuliert (Drayer et al.,
1967; Merten et al., 2001). Diese Sterolverbindung ist in der Lage, mit Thrombozyten zu
interagieren, wobei sowohl dessen Cholesterinanteil, als auch dessen Sulfatgruppe an der
Interaktion beteiligt sind (Blache ef al., 1995). Es konnte gezeigt werden, dass das Cholesterol-
3-sulfat, ein per se relativ schwacher Plittchenagonist, sowohl in der Lage ist, die
Thrombozytenadhédsion zu stimulieren (Merten et al., 2001), als auch die durch ADP oder
Thrombin hervorgerufene Aggregation und Sekretion der Blutpléttchen zu verstirken (Blache
et al., 1995).

Acyl- und alkyl-Derivate der Lysophosphatidsdure (LPA), welche einen durch oxidative oder
enzymatische Modifikation gebildeten Bestandteil des mild-oxidierten LDL darstellen und
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dariiber hinaus auch von aktivierten Thrombozyten gebildet und freigesetzt werden,
akkumulieren ebenfalls im lipidreichen Kernbereich vorangeschrittener atherosklerotischer
Lisionen und sind in der Lage, Blutplittchen zu aktivieren (Siess et al., 1999; Siess, 2002;
Rother et al, 2003). Es konnte gezeigt werden, dass das im lipidreichen Kern
atherosklerotischer Plaques vorhandene LPA {iber G-Protein-gekoppelte LPA-Rezeptoren und
einen Rho/Rho-Kinase-Signaltransduktionsweg direkt einen raschen Gestaltwandel isolierter
gewaschener Thrombozyten stimuliert (Siess et al., 1999; Rother et al., 2003). Zusétzlich ist
auch bekannt, dass relativ niedrige LPA Konzentrationen (geringfiigig hohere Konzentrationen
als die physiologische Plasma-LPA-Konzentration) in der Lage sind, die Sphérisierung und
Aggregation von Pléttchen im Blut zu induzieren (Haseruck et al., 2004). LPA scheint den
thrombozytéren ,,shape change* hierbei direkt zu vermitteln. Die durch LPA hervorgerufene
Aggregation der Plittchen im Blut ist abhingig von extrazellulirem ADP und dessen
Interaktion mit den thrombozytiren ADP-Rezeptoren P2Y, und P2Y, (Haseruck et al., 2004).
Die Lysophosphatidsdure konnte dem zu Folge an der Thrombusbildung nach Plaqueruptur
beteiligt sein, wobei eine direkte Aktivierung der Thrombozyten im Blut durch LPA im

atherosklerotischen Plaquematerial bisher noch nicht gezeigt werden konnte.

Abgesehen von den bisher genannten prothrombogenen Substanzen werden wihrend des
Aufbrechens atherosklerotischer Lisionen auch fibrése Plaquekomponenten wie beispielsweise
Kollagen freigelegt (siche Abschnitt 1.4) (van Zanten et al., 1994; Barnes et al., 1999).
Zirkulierender, globuldrer VWF kann sich unter erhohter Scherbelastung, wie sie vor allem in
kleinen arteriellen oder atherosklerotisch modifizierten Gefdalen vorliegt, in die Linge strecken
(Siedlecki ef al., 1996), an das nach einer GefdBBverletzung freigelegte Kollagen anlagern, seine
Konformation &ndern und sich zu langen Polymeren verketten (Zimmerman et al., 1986; Dent
et al., 1990; Ruggeri, 2003). Die Bindung des VWF an fibrillires Kollagen wie z. B. Kollagen
Typ I und Kollagen Typ III erfolgt hierbei vornehmlich iiber dessen A3-Doméne, wohingegen
die Interaktion mit dem perlschnurartigen Kollagen Typ VI vor allem iiber die Al-Doméne des
VWF vermittelt wird (Mazzucato et al., 1999). Dariiber hinaus kann der VWF auch endogen im
Plaque immobilisiert vorkommen, wobei er hierbei hauptsdchlich von den aktivierten
Endothelzellen der GefdBwand synthetisiert wird, wie in einer Arbeit von De Meyer et al. mit
Kaninchen, welche einer Cholesterin-Diét unterzogen wurden, gezeigt wurde (De Meyer et al.,
1999). Dieser subendothelial gelegene VWF konnte moglicherweise ebenfalls eine Rolle bei
der Thrombozytenadhésion nach Plaqueruptur spielen (De Meyer ef al., 1999).

Thrombospondin-1 (TSP-1), ein Protein, welches mit verschiedenen Komponenten der
extrazelluldren Matrix interagiert und aus den a-Granula aktivierter Thrombozyten (Kehrel et
al., 1996), sowie von aktivierten Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Monozyten
freigesetzt wird (Bornstein, 2001), konnte ebenfalls eine prothrombogene Plaquekomponente

darstellen, da dieses Protein in atherosklerotischen Lésionen akkumuliert (Wight et al., 1985;



16 Einleitung

van Zanten et al., 1994). TSP-1 interagiert Ca’"-abhingig mit verschiedenen thrombozytiren
Rezeptoren, wie dem Integrin oyf33, dem Integrin a,fB3;, dem Integrin-assoziierten Protein, dem
CD36 und dem GPlbo, vermittelt die Adhdsion der Blutpldttchen bei hohen arteriellen
Scherraten und  wird fir die sekundédre, sekretionsabhdngige Phase  der
Thrombozytenaggregation benotigt (Bornstein, 2001; Jurk ef al., 2003). Studien von van Zanten
et al. haben allerdings gezeigt, dass TSP-1 keine mallgebliche Rolle bei der
Thrombozytenadhdsion und Aggregatbildung nach Plaqueruptur zu spielen scheint, denn die
Plittchen aus Citratblut, welches keine physiologischen Konzentrationen an freiem Ca®'
enthilt, und die Thrombozyten aus Heparin-antikoaguliertem Blut, in welchem physiologische
Konzentrationen an freiem Ca>" vorhanden sind, waren im gleichen MaBe in der Lage, an

Plaque-beschichtete Oberflichen zu adhirieren (van Zanten et al., 1994).

Vitronektin kommt ebenfalls in erhdhten Konzentrationen in atherosklerotischen Lasionen vor
(Guettier et al., 1989; van Zanten et al., 1994). Dieses extrazelluldre Matrixprotein interagiert
vornehmlich iiber das Integrin a,f; mit den Blutplittchen und kann deren Adhésion vermitteln
(Bennett ef al., 1997). Die Bedeutung des Vitronektin fiir die Thrombusbildung nach der Ruptur

einer vulnerablen atherosklerotischen Lidsion ist derzeit allerdings noch nicht geklart.

Fibronektin, eine weitere Komponente der extrazelluldren Matrix, konnte im Vergleich zur
gesunden arteriellen GefdBwand ebenfalls in  gesteigerten = Konzentrationen in
atherosklerotischen Lésionen nachgewiesen werden (Smith et al., 1986; van Zanten et al.,
1994). Dieses Protein ist in der Lage, vornehmlich {iber das Integrin asp; und das Integrin o3
mit den Thrombozyten zu interagieren und deren Adhision an die subendotheliale Matrix zu
vermitteln. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass das losliche Fibronektin im Plasma eine
wichtige Rolle bei der Stabilisation von Plattchenaggregaten nach einer GefidBwandverletzung
spielt (Cho et al., 2006). In der zitierten Studie von van Zanten et al. konnte allerdings gezeigt
werden, dass weder das Plaque-Fibronektin, noch das Plasma-Fibronektin maligeblich an der

Plaque-induzierten Thrombozytenadhdsion beteiligt ist (van Zanten et al., 1994).

Auch die Proteine Fibrinogen und Fibrin, welche mit dem thrombozytiren Integrin o3
interagieren konnen und wunter anderem eine entscheidende Bedeutung fiir die
Plattchenadhésion, Ausbreitung und Aggregation, sowie auch fiir die Gerinnung besitzen
(Mosesson, 2005), konnten verglichen mit normaler Intima in erhohten Konzentrationen in
atherosklerotischen Lédsionen nachgewiesen werden (Bini et al., 1989; van Zanten et al., 1994).
Das im Plaque vorkommende Fibrinogen, bzw. Fibrin scheint allerdings keine entscheidende
Rolle bei der Initiation der Plaque-stimulierten Thrombusbildung zu spielen, denn Pldttchen,
deren GPIIb/Illa-Rezeptor mit Hilfe des synthetischen Peptids RGDW blockiert wurde,
aggregieren zwar nicht mehr auf Plaque-Oberfléchen, sind jedoch durchaus in der Lage an diese
zu adhédrieren und somit durch die atherosklerotischen Lésionen aktiviert zu werden (van
Zanten et al., 1994).
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1.3. Antithrombozytire Substanzen

Die Hemmung der Thrombozytenfunktion mittels antithrombozytérer Substanzen hat sich als
eine der wichtigsten Strategien zur Prophylaxe und Therapie thrombotischer Komplikationen
bei Patienten mit kardio- und cerebrovaskuldren Erkrankungen etabliert (Ross, 1999;
Kariyazono et al., 2004; Mayr et al., 2006). Acetylsalicylsidure (Aspirin®, ASS) stellt die derzeit
am hiufigsten eingesetzte und am genauesten untersuchte antithrombozytire Substanz dar, und
gilt als ,,Goldstandard*“ der Plattchenfunktionsinhibitoren (Phillips et al., 2005). Da die
Blutpléttchenaktivierung jedoch iiber unterschiedliche Signalwege ablduft, welche nicht alle
durch ASS beeinflusst werden konnen, wurden zusétzliche antithrombozytdre Substanzen
entwickelt. Derzeit sind 3 Hauptklassen von Thrombozytenfunktionshemmern in klinischem
Gebrauch, welche entweder intrazellulire Thrombozytenaktivierungsschritte oder aber
spezifische Rezeptoren auf der Oberflache der Blutpléttchen blockieren: (a) Acetylsalicylséure,
(b) ADP-Rezeptor-Antagonisten und (c) Fibrinogen-Rezeptor-Antagonisten.

1.3.1. Acetylsalicylsiiure (Aspirin®, ASS) und _andere Cyclooxygenase-
Inhibitoren

Die thrombozyteninhibierende Wirkung von Aspirin® wurde erstmals 1953 von L. L. Craven
beschrieben (Craven, 1953), wobei der exakte Mechanismus der Blutpldttchenhemmung durch
dieses antithrombozytire Medikament erst ca. 20 Jahre spéter aufgeklart wurde (Collier ef al.,
1971; Smith et al., 1971; Vane, 1971). ASS hemmt selektiv und irreversibel die Aktivitédt der
thrombozytidren Cyclooxygenase-1 (COX-1), ein Enzym, welches die Biosynthese von
Prostanoiden aus Arachidonsdure katalysiert (Abb. 1.3). Die Blockade der COX-1 erfolgt
hierbei durch die irreversible Acetylierung der Hydroxylgruppe eines Serinrestes (Serin 530) im
katalytischen Zentrum des Enzyms, welcher sich 70 Aminosduren vom C-terminalen Ende des
Enzyms entfernt befindet, und hélt daher fiir die gesamte Lebensdauer der Thrombozyten an
(Roth et al.,, 1975; Patrono, 1994; Vane et al, 2003; Phillips et al., 2005). Unter
physiologischen Bedingungen katalysiert die thrombozytire Cyclooxygenase-1 zunichst die
Bildung des instabilen zyklischen Endoperoxids Prostaglandin G, (PGG) aus der zuvor aus den
Membranphospholipiden freigesetzten Arachidonsdure (Abb. 1.3). An diese COX-1-vermittelte
Reaktion schlieft sich eine Peroxidasereaktion an, in welcher das Prostaglandinendoperoxid
PGG; iiber eine Peroxidase zum entsprechenden Alkohol Prostaglandin H, (PGH;) reduziert
wird. Aus PGH; wird anschlieend iiber die Thromboxansynthase hauptsachlich TxA2 gebildet,
welches eine wichtige Rolle bei der Amplifikation der Thrombozytenaggregation spielt und
vasokonstriktorisch wirkt. Der instabile Vorldufer des Thromboxan A2 PGH,, kann ebenso wie
das TxA2 selbst proaggregatorisch und vasokonstriktorisch wirken. Beide binden und
aktivieren die gleichen Thromboxanrezeptoren (Dogné et al., 2000; Dogné et al., 2006).
Klinische Studien mit spezifischen Inhibitoren der Thromboxansynthase haben gezeigt, dass

diese Substanzen nicht so effektiv antithrombotisch wirken wie die Acetylsalicylsdure selbst,
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sondern im Gegenteil eher prothrombotische Effekte hervorrufen, was zum einen auf die
unvollstindige Blockade der Thromboxansynthase und zum anderen auf die Akkumulation des
TxA2-Vorldufers PGH, zuriickgefiihrt wurde (Dogné et al., 2000; Dogné et al., 2006).

2222092223209
Phospholipide der Zellmembran !, m
IWM&NJ

1 Phospholipase A, (PLA,)

. " Acetylsalicylsdure
Arachidonsédure (ASS)

1 Cyclooxygenase-1 (COX-1)

Prostaglandin G, (PGG,)

. Salicylsaure
Peroxidase

Prostaglandin H, (PGH,)

1 Thromboxansynthase

Thromboxan A2 (TxA2)

Abb. 1.3: Cyclooxygenase-1-abhiingige Thromboxan A2-Bildung der Blutplittchen und Modell des
antithrombozytiren Wirkmechanismus der Acetylsalicylsidure.

Bereits nach einmaliger Einnahme von Aspirin® kommt es zu einer signifikanten Verlingerung
der Blutungszeit, zur Inhibition, bzw. Reduktion der durch Arachidonsdure oder Kollagen
induzierten Thrombozytenaggregation, sowie zur verminderten Freisetzungsreaktion der
Plattchen mit Hemmung der zweiten Aggregationsphase nach ADP- oder Adrenalinstimulation.
Obwohl ASS die Sekretion und Aggregation der Thrombozyten effektiv reduzieren kann, stellt
es einen relativ schwachen Thrombozytenfunktionshemmer dar (Rinder et al., 1993; Chronos et
al., 1994; Maalej et al., 1996; Folts et al., 1999). Bei starker Aktivierung der Thrombozyten wie
z. B. durch hohe Konzentrationen an Thrombin, TRAP-6 (,,thrombin receptor activating
peptide-6) oder Kollagen wird die Blutplittchenaggregation und Sekretion durch Aspirin® nur
relativ geringfiigig beeinflusst (Motz, 1994; Toth et al., 2006).

Zahlreiche grof3 angelegte klinische Studien wurden durchgefiihrt, welche positive Wirkungen
von Aspirin® in der Primirprophylaxe und als Therapeutikum in akuten Situationen (z. B.
akuter Myokardinfarkt, instabile Angina pectoris und ischamischer Schlaganfall), sowie als
Therapeutikum in der Sekundirprédvention von Reinfarkten und ischdmischen Schlaganfillen
belegten ("ISIS-2-study", 1988; "Physicians-health-study", 1988; "Antiplatelet-Trialists-
Collaboration-meta-analysis", 1994; Baigent et al., 1998). Neuere Studien haben allerdings
gezeigt, dass Aspirin® die Thrombozytenaktivierung nur in etwa bei einem viertel aller Hoch-

Risiko-Patienten effektiv inhibiert und einen relativ groBen Anteil der kardio- und
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cerebrovaskuldren thrombotischen Ereignisse nicht verhindern kann. Dieses Phidnomen wird als
,,Aspirin®-Resistenz“ bezeichnet (Matchar et al., 1994; Hanson et al., 1998; Eikelboom et al.,
2004). Der Begriff der ,Aspirin®-Resistenz* ist allerdings nicht scharf definiert, sondern
umfasst sowohl die fehlende Wirkung der Acetylsalicylsdure auf Grund einer reduzierten
Bioverfiigbarkeit dieser antithrombozytiren Substanz, auf Grund alternativer COX-1-
unabhingiger Signalwege der Blutplittchenaktivierung, auf Grund eines gesteigerten
Thrombozytenumsatzes und/oder auf Grund interindividueller Variabilititen, bzw. genetischer
Polymorphismen (Hankey et al., 2004). Die Verabreichung von Aspirin® ist dartiiber hinaus
auch mit Nebenwirkungen wie z. B. gastrointestinalen Blutungen verbunden, welche unter
Umstdnden lebensbedrohlich sein konnen (Patrono, 1994). Aus diesem Grund wird nach
weiteren, wirksameren thrombozytenhemmenden Pharmaka, welche weniger oder gar keine

Nebenwirkungen besitzen, gesucht.

Abgesehen von der Acetylsalicylsdure hemmen auch nicht-steroidale antiinflammatorische
Medikamente (NSAIDs = ,nonsteroidal antiinflammatory drugs™) wie Dbeispielsweise
Ibuprofen, Indomethacin oder Phenylbutazon die thrombozytire Cyclooxygenase und somit die
Synthese von TxA2. Im Gegensatz zu Aspirin” ist deren Inhibition jedoch kompetitiv und
reversibel, und der thrombozytenfunktionshemmende Effekt nach einmaliger Einnahme nur
kurzfristig nachweisbar. Dariiber hinaus werden die protektiven Effekte der NSAIDs zur
Priavention und Therapie kardiovaskuldrer Krankheiten kontrovers diskutiert (Garcia Rodriguez
et al., 2000; Ray et al., 2002). In einer epidemiologischen Studie konnte z. B. gezeigt werden,
dass Tbuprofen bei gleichzeitiger Verabreichung von Aspirin® den kardioprotektiven Effekt der
Acetylsalicylsdure abschwécht (MacDonald ef al., 2003).

1.3.2. ADP-Rezeptor-Antagonisten

ADP stellt einen bedeutenden Thrombozytenagonisten dar, welcher die Blutplittchen {iber die
Bindung spezifischer purinerger Membranrezeptoren (P2Y-Rezeptoren) aktiviert. Zwei
unterschiedliche Subtypen von P2Y-Rezeptoren wurden bisher auf der Oberfliche von
Thrombozyten beschrieben (Abb. 1.4) (Kunapuli ef al., 2003b; Gachet, 2006). P2Y|, ein Gag-
gekoppelter Rezeptor, welcher die ADP-stimulierte Freisetzung von intrazellulirem Ca*’, den
Gestaltwandel, sowie eine transiente Aggregation der Blutplittchen vermittelt (Jin ef al., 1998;
Gachet, 2006), und dariiber hinaus an der Kollagen-induzierten Thrombozytenaktivierung und
Aggregation beteiligt ist (Leon et al., 1999; Mangin et al., 2004); P2Y |, ein Gaip-gekoppelter
Rezeptor, welcher vor allem fiir die ADP-abhéngige Inhibition der Adenylatzyklase, sowie fiir
die Potenzierung der Thrombozytenaggregation und Sekretion induziert durch verschiedene
Stimuli wie z. B. ADP, Kollagen, Thrombin und TxA2 verantwortlich ist (Kunapuli et al.,
2003b; Gachet, 2006).
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Wiéhrend der Sekretion wird ADP in grolen Mengen aus den Speichergranula der
Thrombozyten, sowie in Bereichen eines Gewebeschadens von anderen Blutzellen wie den
Erythrozyten freigesetzt. Im Bereich eines Gewebeschadens ist die Aktivitit der endothelialen
Ecto-ADPasen, welche normalerweise einen raschen Abbau des extrazellularen ADP bewirken,
verringert, was zur lokalen ADP-Akkumulation und dadurch zur verstirkten Thrombusbildung
filhren kann. Verschiedene experimentelle und klinische Studien belegen besonders bei hohen
Stromungsbedingungen, sowie bei gestorter Endothelfunktion die Bedeutung der ADP-

induzierten Thrombozytenaktivierung fiir die arterielle Thrombose (Coukell et al., 1997).

ADP ADP
Thienopyridine (Ticlopidin,
— MRS2179 F— Clopidogrel);
AR-C69931MX
P2Y, P2Y,,

6 Integrin-Aktivierung
Thrombozytenaggregation

Sekretion

Abb. 1.4: Modell thrombozytirer ADP-Rezeptoren und deren Inhibition durch selektive ADP-Rezeptor-
Antagonisten (modifiziert nach Gachet, 2006). P2Y; und P2Y;, stellen die essentiellen Rezeptoren fiir die
ADP-induzierte Thrombozytenaggregation dar. Der Go,-gekoppelte P2Y,-Rezeptor ist fiir die intrazellulire
Mobilisation von Ca**, sowie den Thrombozyten-,,shape change® und den Beginn der Plittchenaggregation
verantwortlich. Der Go;-gebundene P2Y;,-Rezeptor komplimentiert die ADP-induzierte Aggregation und
vermittelt die ADP-stimulierte Inhibition der Adenylatzyklase (AZ), sowie iiber verschiedene intrazelluliire
Signaltransduktionswege die Potenzierung der durch andere Thrombozytenstimuli wie z. B. Kollagen
verursachte Plittchenaggregation und Sekretion. P2Y;, ist das Zielmolekiil selektiver antithrombeotischer
Substanzen wie den Thienopyridinen oder AR-C69931MX, wihrend P2Y; das Zielmolekiill neuer
Pliattchenfunktionshemmer wie beispielsweise dem MRS2179 darstellt. PLC = Phospholipase C.

Die bisher am meisten eingesetzten und am besten charakterisierten ADP-Rezeptor-
Antagonisten sind als P2Y;-Antagonisten die so genannten Thienopyridine (Abb. 1.4). Zu
dieser Klasse antithrombotischer Substanzen gehoren die Medikamente Ticlopidin
(Thrombodine®™) und Clopidogrel (Plavix®) (Phillips et al., 2005). Thienopyridine sind so
genannte ,pro-drugs® und werden durch hepatische Metabolisierung (Cytochrom P 450-
abhingig) in aktive Substanzen umgewandelt. Der aktive Metabolit von Ticlopidin ist UR-4501
(Yoneda et al., 2004), der aktive Metabolit von Clopidogrel ein reaktives Thiolderivat (Pereillo
et al., 2002). Die beiden aktiven Metabolite der Thienopyridine inaktivieren die P2Y,-

Rezeptoren auf der Blutpléttchenoberfliche irreversibel durch die Bildung einer Disulfidbriicke
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zwischen der reaktiven Thiolgruppe des aktiven Metaboliten und zwei extrazelluliren
Cysteinresten (Cystein 17 und Cystein 270) des P2Y,-Rezeptors (Cattaneo, 2007). Auf diese
Weise wird die ADP/P2Y,-vermittelte Senkung des cAMP-Spiegels aufgehoben (Cattaneo,
2007). Ebenso wie andere Thrombozytenfunktionshemmer verringern Thienopyridine indirekt
durch die Hemmung der Fibrinogenrezeptoraktivierung die Bindung von plasmatischem
Fibrinogen an dessen thrombozytiren Rezeptor, dem Integrin a3, und somit die Bildung
eines Thrombozytenaggregates (Kunapuli e al, 2003a; Gachet, 2006). Das erste
Thienopyridine, das Ticlopidin, wurde zunichst vor allem als eine Alternative zu Aspirin® fiir
die Privention von cerebralen ischimischen Thrombosen eingefiihrt (Hass et al, 1989). Auf
Grund des seltenen Auftretens schwerwiegender Nebenwirkungen wie z. B. Neutropenie oder
thrombotisch-thrombozytopenischer Purpura (Noble et al., 1996) wurde Ticlopidin allerdings
nicht ldnger verabreicht und durch das spiter entwickelte Clopidogrel ersetzt (Bertrand ef al.,
2000).

In einer Vielzahl groB8 angelegter klinischer Studien erwies sich Clopidogrel als potente
antithrombozytire Substanz zur sekundédren Pridvention von ischdmischen Thrombosen bei
Patienten mit vorangegangenen cerebrovaskuldren, koronaren oder peripheren arteriellen
akuten klinischen Ereignissen, sowie nach dem Einsetzen einer koronaren endoluminalen
GefaBprothese (,,Stent) (Gachet, 2006). Die CAPRIE-Studie hat dariiber hinaus gezeigt, dass
die Effektivitit und Tolerierbarkeit dieses Plittchenfunktionshemmers mit der von Aspirin®
vergleichbar, bzw. sogar hoher war und etablierte Clopidogrel als ein zur Acetylsalicylséure
alternatives Medikament zur sekundiren Prdvention eines breiten Spektrums vaskuldrer
Erkrankungen ("CAPRIE-study", 1996). In der CURE-Studie, in welcher der Effekt der
kombinierten Gabe von Clopidogrel und Aspirin® bei Patienten mit instabiler Angina pectoris
und mit akutem Myokardinfarkt ohne ST-Segment Erhéhung untersucht wurde, wurde ein
verbesserter antithrombozytarer Effekt der zusitzlichen Gabe von Clopidogrel gegeniiber der
alleinigen Verabreichung von Aspirin® beobachtet (Yusuf et al., 2001). Im Gegensatz zur
CURE-Studie konnte in einer relativ neuen klinischen Untersuchung jedoch gezeigt werden,
dass die gleichzeitige Verabreichung von ASS und Clopidogrel das Auftreten kardio- und
cerebrovaskulirer Thrombosen nicht signifikant gegeniiber der alleinigen Gabe von Aspirin®
verringert (Bhatt et al, 2006). Ahnlich zur ,,Aspirin®-Resistenz wurde auch bei der
Verabreichung von Clopidogrel eine interindividuelle Variabilitdt beobachtet (,,Clopidogrel-
Resistenz), welche vermutlich auf eine ineffiziente hepatische Bildung des aktiven P2Y ;-

blockierenden Metaboliten zuriickgefiihrt werden kann (Cattaneo, 2004).

Kiirzlich wurde ein weiterer P2Y>-Rezeptorblocker, das so genannte AR-C69931MX
(Cangrelor”) beschrieben, welcher im Gegensatz zu den Thienopyridinen nicht oral verabreicht
wird, sondern nach intravendser Gabe sofort wirksam ist. Dieser Plittchenfunktionshemmer

erwies sich als eine sehr potente und selektive antithrombozytdre Substanz (Ingall et al., 1999;
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van Giezen et al., 2005). AR-C69931MX bindet an den P2Y |,-Rezeptor im Unterschied zu den
Thienopyridinen kompetitiv und reversibel, und inhibiert auf diese Weise effektiv die durch
ADP und andere Blutplittchenstimuli induzierte Aggregation, Sekretion, P-Selektin Expression
und prokoagulatorische Aktivitdt der Thrombozyten (Storey et al., 2001). Erste Ergebnisse
noch laufender klinischer Studien beziiglich der Wirkung dieses
Thrombozytenfunktionshemmers weisen darauf hin, dass AR-C69931MX gut tolerierbar ist
und die ADP-stimulierte thrombozytire Aggregation, P-Selektin Expression und Pléttchen-
Monozyten-Interaktion effektiv blockiert (Storey et al., 2001; Storey et al., 2002).

Neben dem ADP-Rezeptor P2Y,, stellt auch der ADP-Rezeptor P2Y; ein interessantes
Zielmolekiil antithrombozytiarer Substanzen dar. Verschiedene kompetitive P2Y |-Antagonisten
wie beispielsweise MRS2179 wurden entwickelt und deren Effekte auf die ADP-induzierte
Blutpléttchenaktivierung in vitro und in vivo im Mausmodell untersucht (Kunapuli et al.,
2003a; Gachet, 2006). In vitro konnte gezeigt werden, dass MRS2179 sowohl den ADP-
induzierten Blutpléttchen-,,shape change®, als auch die darauf folgende Aggregation reduziert.
Dariiber hinaus weisen Versuche mit Thrombozyten von P2Y-defizienten Miusen oder von
Maiusen, welchen MRS2179 verabreicht wurde, keine ,tissue factor- und Thrombin-
stimulierbare Aggregation mehr auf (Leon et al., 2001). Weder die Deletion noch die
pharmakologische Blockade von P2Y, fiihrte zu einer starken Verlingerung der Blutungszeit,
was einen deutlichen Vorteil der Inhibition dieses Rezeptors gegeniiber der Hemmung von
P2Y, darstellt (Leon et al., 1999). Die antithrombotische Wirkung von P2Y-Antagonisten
wurde bisher allerdings noch nicht in klinischen Studien analysiert, so dass zum jetzigen
Zeitpunkt keine eindeutige Aussage iber die praventiven FEigenschaften dieser

Thrombozytenfunktionshemmer getroffen werden kann.

1.3.3. GPIIb/I11a-Rezeptor-Antagonisten

GPIIb/I1Ia-Rezeptor-Antagonisten wurden entwickelt, um die Fibrinogenbindung des Integrin
ampPs auf der Oberfliche von Thrombozyten zu hemmen. Der Fibrinogenrezeptor GPIIb/I1la
stellt auf Grund verschiedener Tatsachen ein attraktives Angriffsziel antithrombotyzirer
Substanzen dar. Zum einen ist das Integrin oupfB; ein ausschlieBlich auf der Oberfliche von
Blutpléttchen vorkommendes Membranglykoprotein und zum anderen ist dieser Rezeptor ein
wichtiger Bestandteil des finalen Signalweges der Thrombozytenaktivierung induziert durch
viele verschiedene Blutplittchenagonisten. Dariiber hinaus vermittelt GPIIb/Illa die
Thrombozytenausbreitung und Aggregation und ist daher essentiell fiir die Bildung eines wund-
oder gefdBverschlieBenden Thrombus (Clemetson, 1995). Zusitzlich wird das Integrin oumfs,
welches neben Fibrinogen auch andere Liganden wie z. B. Fibronektin, VWF, Vitronektin und

CDA40L binden kann, fiir eine Reihe aggregationsunabhéngiger Thrombozytenfunktionen wie
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der Verstarkung der Koagulation, der Fibrinolyse, der vaskuldren Zellproliferation und fiir die
Vermittlung  inflammatorischer Reaktionen bendtigt (Phillips et al, 2005). Drei
unterschiedliche Klassen von GPIIb/IIla-Antagonisten werden derzeit unterschieden: Fab-
Fragmente eines monoklonalen anti-GPIIb/IIla-Antikorpers (Abciximab), zyklische GPIIb/II1a-
blockierende Peptide (Eptifibatid) und synthetische GPIIb/Illa-hemmende Peptidomimetika
(Tirofiban). Wahrend das Wirkprinzip, ndmlich die Blockade der Ligandenbindung des Integrin
o3 (Blockade der RGD-Bindungsdoméne auf GPIlla (Bs), bzw. der KQAGDV = y-Ketten-
Peptid-Bindungsdoméne  auf  GPIIb  (oup)) (Quinn et al, 2003), dieser
Plattchenfunktionshemmer vergleichbar ist, unterschieden sich die strukturellen und
pharmakologischen Eigenschaften, sowie die Spezifitdt der einzelnen Medikamente erheblich
(Coller, 1995; Mousa et al., 1996; Madan et al., 1998).

Abciximab (ReoPr0®) ist das humanisierte chimire Fab-Fragment eines monoklonalen murinen
anti-GPIIb/I1Ia-Antikorpers, welches die durch verschiedene Agonisten hervorgerufene
Bindung von Fibrinogen an seinen Rezeptor und die darauf folgende Aggregation
dosisabhingig blockiert (Bennett, 2001). Die antithrombozytire Wirkung von Abciximab
wurde in verschiedenen klinischen Studien untersucht, die gezeigt haben, dass dieser
ausschlieflich intravends verabreichbare Thrombozytenfunktionshemmer vor allem bei Hoch-
Risiko-Patienten, bei denen eine percutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA)
durchgefiihrt wird, sowie bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom ohne persistierende ST-
Segment-Erhohung effektiv das Risiko des Auftretens koronarer Thrombosen verringern konnte
(Bennett, 2001; Behan et al., 2004). In den Verlaufsuntersuchungen nach 6 Monaten zeigte sich
jedoch mit Ausnahme der Patienten mit Diabetes mellitus kein klarer Vorteil mehr von
Abciximab gegeniiber der konventionellen Therapie mit Aspirin® plus Heparin hinsichtlich der
Senkung der Ereignisrate (Marso et al, 1999; Bennett, 2001). Die Verabreichung von
Abciximab resultierte zusdtzlich in einer signifikant verldngerten Blutungszeit und bei einigen
Patienten sogar in einer Thrombozytopenie (Bennett, 2001). Dariliber hinaus ist dieser
GPIIb/ITa-Antagonist nicht hoch spezifisch fiir das thrombozytire Integrin ouypf3;, sondern
interagiert auch mit den ubiquitir vorkommenden Integrin a,f; (Marso et al., 1999) und dem

leukozytéren Integrin ompP, (Tam et al., 1998).

Zur Erhohung der Rezeptoraffinitdt und Spezifitit, sowie zum Schutz vor enzymatischen Abbau
wurden in der Folge synthetische RGD-basierende zyklische Heptapeptide wie Eptifibatid
(Integrilin®) als GPIIb/Illa-Rezeptor-Antagonisten entwickelt (Phillips et al., 1997). Die
PURSUIT Studie demonstrierte, dass die intravendse Gabe von Eptifibatid das Auftreten akuter
Koronarthrombosen signifikant verringern konnte und bewies somit, dass zyklische Peptide
effektive GPIIb/IIla-Rezeptor-Antagonisten darstellen (Harrington, 1997). Die zuséitzliche

intravendse Gabe von Tirofiban (Aggrastat®), einem synthetischen RGD-basierenden
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Peptidomimetikum (Egbertson et al., 1994), zur Standardtherapie (Aspirin® plus Heparin) beim
Auftreten akuter Koronarsyndrome, konnte das Mortalitits- und Morbidititsrisiko der Patienten

ebenfalls giinstig beeinflussen (Gibson et al., 1998).

Alle hier erwdhnten GPIIb/IIla-Antagonisten stellen ausschlieBlich intravends verabreichbare
Medikamente dar und werden aus diesem Grund vor allem in akuten Situationen wie der PTCA
oder beim Auftreten akuter koronarer Thrombosen eingesetzt (Scarborough et al., 1999; Quinn
et al.,2003). Abgesehen von diesen intravendsen GPIIb/IIla-Rezeptor-Antagonisten wurden fiir
eine mogliche Langzeittherapie auch oral verabreichbare Substanzen entwickelt, welche
allerdings zu enttduschenden Ergebnissen in klinischen Studien gefiihrt haben (Quinn et al.,
2003). Im Gegensatz zu den positiven Ergebnissen mit den intravendsen GPIIb/I1Ia-Rezeptor-
Antagonisten konnte die Verabreichung von oralen Integrin aupPs-blockierenden Pharmaka
keine Reduzierung klinisch bedeutsamer Koronarthrombosen bewirken, sondern fiihrte sogar zu
einem signifikanten Anstieg der Mortalitit der Patienten (Chew et al, 2001). Orale
Fibrinogenrezeptorantagonisten scheinen eine intrinsische prothrombotische Aktivitit zu
besitzen (Serebruany et al., 2003) und werden aus diesen Grund derzeit nicht zur sekundiren

Pravention kardiovaskuldrer Erkrankungen eingesetzt (Quinn et al., 2003).

1.4. Thrombozyten-Kollagen-Interaktion

1.4.1. Kollagentypen und deren Verteilung in gesunden GefiBlwinden und
atherosklerotischen Lésionen

Kollagen, eine der Hauptkomponenten der extrazelluldren Matrix, stellt mit ca. 25% des
Gesamtproteins die groBte Proteinfamilie des menschlichen Korpers dar. Dieses Protein ist
abgesehen von einer Reihe anderer Funktionen entscheidend fiir die Aufrechterhaltung der
GefaBwandintegritit und Elastizitit, und ist an der Differenzierung, Adhision, Migration,
Proliferation und Apoptose vaskuldrer Zellen beteiligt (Barnes et al., 1999; Alberts et al.,
2002). Dariiber hinaus spielt das Kollagen auch eine wichtige Rolle in der Atherogenese, indem
es vermehrt in atherosklerotisch modifizierten GefaB3bereichen synthetisiert wird und zu deren
Verengung beitragt. Weiterhin dient es als Depot flir proatherogene Molekiile wie z. B.
modifizierte Lipoproteine und Wachstumsfaktoren, und moduliert die Funktion von
Makrophagen, sowie die Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen und deren
Empfindlichkeit fiir Wachstumsfaktoren (Rekhter, 1999). Zusitzlich wird das Kollagen fiir die
Aufrechterhaltung der strukturellen Integritit und der mechanischen Festigkeit des
Plaquematerials verantwortlich gemacht (Rekhter, 1999; Ross, 1999).
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Bisher wurden 28 unterschiedliche Kollagentypen (Typ I-XXVIII) beschrieben, welche sich in
der Aminoséuresequenz ihrer einzelnen Polypeptidketten voneinander unterscheiden und an
Hand ihrer Fahigkeit Fibrillen zu bilden in unterschiedliche Klassen unterteilt werden kdnnen
(Prockop et al., 1995; Koide, 2005; Farndale, 2006; Leitinger et al., 2007). Die fibrilldren
Kollagene (Typ L, II, III, V, XI und XXVII), welche den groBten Anteil des Gesamtkollagens
stellen, konnen ihre tripelhelikalen Monomere in langen und dicken Kollagenfasern
organisieren. Bei den netzwerkbildenden Kollagenen (Typ IV, VIII und X), den FACIT (,,fibril-
associated collagens with interrupted triple helices)-Kollagenen (Typ IX, XII, XIV, XVI,
XIX, XXI und XXII), dem perlenschnurartigen Kollagen (Typ VI), der Verankerungsfibrille
(Typ VII) oder den Kollagenen mit Transmembrandominen (Typ XIII, XVII, XVIII, XXIII und
XXV), sowie allen restlichen aktuell bekannten Kollagensubtypen, ist die tripelhelikale Struktur

des Kollagens im Gegensatz zum fibrillaren Kollagen eher diskontinuierlich organisiert.

Alle Kollagentypen weisen eine gemeinsame Struktur auf (Abb. 1.5). Abhédngig vom einzelnen
Kollagentyp bilden 3 gleiche (homotrimere) oder 3 unterschiedliche (heterotrimere)
Polypeptidketten (a-Ketten) das Grundgeriist der Kollagenmolekiile aus (Tab. 1.2) (Farndale et
al., 2004). Die Primérstruktur der a-Ketten ist durch repetitive G-X-Y-Sequenzen
charakterisiert, wobei Glycin (G) als kleinste Aminosdure an jeder dritten Position des
Peptidstranges fiir die Bildung einer linksgéngigen Helix der a-Ketten sorgt und zusammen mit
den in Richtung des externen Helixmilieus ausgerichteten Aminosduren an Position X und Y
eine Windung der Spirale bildet (Abb. 1.5) (Prockop et al., 1979a; Prockop et al., 1979b; Canty
et al., 2005). Die Position X der sich wiederholenden G-X-Y-Sequenzen wird héufig durch
Prolin (P), die Position Y hdufig durch 4-Hydroxyprolin (Choy et al.), einer dullerst seltenen
Aminosdure, welche nahezu ausschlieBlich in Kollagenen vorkommt, besetzt. Das
Vorhandensein von Hydroxyprolin wird fiir die Stabilitdt der Helix bei Korpertemperatur
verantwortlich gemacht (Ramshaw et al., 1998). Abhingig vom Kollagentyp umschlingen wie
bereits erwihnt jeweils 3 gleiche (homotrimere) oder 3 unterschiedliche (heterotrimere)
linksgédngige a-Helices einander (Tab. 1.2), so dass eine charakteristische rechtsgingige
Kollagentripelhelix (Superhelix) entsteht, welche auf Grund vieler
Wasserstoftbriickenbindungen &uflerst stabil und langlebig ist, und in ihrer Ldnge von
Kollagentyp zu Kollagentyp deutlich variieren kann (Abb. 1.5). Glycin wird in diesem
Zusammenhang an jeder dritten Position der Aminosduresequenz der Polypeptidketten benétigt,
um eine dichte Packung der einzelnen a-Ketten innerhalb der Tripelhelix zu ermdglichen
(Prockop et al, 1995). Der hohe Prolin- und Hydroxyprolingehalt ist fiir die
Wasserstoftfbriickenbindung verantwortlich, welche die 3 linksgidngigen Helices miteinander
verkniipfen und Helix-Helix-Interaktionen innerhalb der polymeren Struktur des
Kollagenmolekiils, auch Tropokollagen genannt, stabilisieren (Farndale et al., 2004; Leitinger

et al., 2007). Aus den einzelnen Kollagenmolekiilen werden mittels ,,side to side“- und ,.end to
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end“-Anlagerung zuerst Kollagenmikrofibrillen und anschliefend hoch komplex organisierte
Kollagenfibrillen gebildet (Abb. 1.5). Die Kollagenfibrillen konnen abhidngig vom Gewebe in
dem sie vorkommen und abhingig von deren Entwicklungsstadium einige Millimeter lang
werden und einen Durchmesser von ein paar wenigen Nanometern bis hin zu ~500 nm besitzen
(Canty et al., 2005).
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Abb. 1.5: Molekulare Eigenschaften der Kollagenstruktur von der primiren Aminosiuresequenz zur
Ultrastruktur gebiindelter Kollagenfasern (modifiziert nach (Beck et al., 1998) und (Orgel et al., 2001)). Die
Hauptkomponente von fibrillirem Gewebe stellt die so genannte Kollagenfibrille dar, welche sich aus axial
versetzten Kollagentripelhelices zusammensetzt. Die negativ gefirbte Fibrille weist eine typische hell-dunkel
Streifung auf, welche mit einer Periodizitit von ~67 nm (= D-Domiine) auftritt. G = Glycin, P = Prolin, O =
Hydroxyprolin.

Da die benachbarten Kollagenmolekiile in den Fibrillen nicht biindig angeordnet sind, sondern
um 67 nm, d. h. in etwa um ein viertel ihrer Linge, gegeneinander verschoben sind, entsteht ein
charakteristisches Banderungsmuster der Kollagenfibrillen, das sich alle 67 nm (234
Aminosduren) wiederholt und als D-Doménen-Periodizitéit bezeichnet wird (Abb. 1.5) (Canty et

al., 2005). Die polymere Organisation der Kollagenmonomere in Fibrillen erscheint auf Grund
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der axialen D-Doménen-Periodizitét in der elektronenmikroskopischen Aufnahme einer negativ
gefarbten Kollagenfibrille oder Faser als typische hell-dunkel Streifung (helle Bereiche: Region
gegeneinander versetzter Kollagenmolekiile ohne Liicken, welche nicht durch negative Farbung
dunkle

Kollagenmolekiile mit Liicken, welche durch negative Farbung detektiert werden konnen).

visualisiert werden koOnnen; Bereiche: Region gegeneinander versetzter

Tab. 1.2: Zusammenstellung der molekularen Zusammensetzung und Gene, sowie der polymerisierten

Form und des Vorkommens verschiedener Kollagentypen (modifiziert nach (Gelse et al., 2003)).

COL11A3=COL2A1

molekulare
Kollagentyp | Zusammensetzung Gene polymerisierte Form Vorkommen im Gewebe
der a-Ketten
fibrillare Kollagene
| [t (),02(1) COL1A1 Fibrille (Mischfibrillen mit Typ lll | Knochen, Haut, Sehnen, Bander, Kornea,
o 20 COL1A2 und V) innere Organe, GefaBwand
] [a1(I1)];5 COL2A1 Fibrille (Mischfibrillen mit Typ XI) Knorpel, Glaskdrper, Nucleus pulposus
Fibrille (Mischfibrillen mit Typ | Haut, GefaBwand, Reticulinfasern der
th fa1(h); coLsat und V) meisten Gewebe (Lunge, Leber, Milz, etc.)
coLsA1 Fibrille (Mischfibrillen mit Typ | ie Kollagen Typ I; Knochen, K
v al(V)a2(V)a3(V) coLsA2 ibrille (Miscl! :‘ IrllI len mit Typ wie Kollagen I-yp H ntoc en, Korena,
COLSA3 und lil) unge, etc.
COL11A1
XI al(Xha2(XNa3(XI) COL11A2 Fibrille (Mischfibrillen mit Typ Il) | wie Kollagen Typ II; Knorpel, Glaskoérper

netzwerkbildende Kollagene

COL4A1
COL4A2
v 1(IV),02(V); a1-a6 CoLAAS fliichenformiges Netzwerk Basallami
[a1(IV)],02(IV); a1-a COL4A4 dchenférmiges Netzwerl asallamina
COL4AS5
COL4A6
COL8A1
Vil [a1(VIID)],a2(VIIT) COL8A2 hexagonales Netzwerk Endothelzellen, Descemet-Membran
X [@1(X)]15 COL10A1 hexagonales Netzwerk hypertrophe Knorpel
perlenschnurartige Kollagene
COLGA1 Mikrofibrillen; perlschnurartige Haut, Knorpel, Plazenta, Lunge
vi o (Va2(V)a3(V1) coL6A2 Struktur GefaBwand, Bandscheibe
COL6A3 —
fibrillenassoziierte (FACIT) Kollagene
COLOA1 laterale Assoziation mit Kollagen
IX a1 (IX)a2(IX)a3(1X) COL9A2 Tvo Il 9 Knorpel, Kornea, Humor vitreus
COL9A3 yp
laterale Assoziation mit Kollagen Sehnen, Bander, GefaBwand,
X [oa1(XIN)]; COL12A1 Typl Prichondrium
XIV [ (XIV)], COL14A1 laterale Assoziation mit Kollagen Haut, Sehnen, GefaBwand, Plazenta,
Typl Lunge, Leber
XVI [a1(XVD)]; COL16A1 Assoziation mit Kollagen Typ Il Fibroblasten, Amnion, Kerotinozyten
Verankerungsfibrillen
unter geschichteten, schuppenartigen
vil [o1(VII)]; COL7A1 Verankerungsfibrille Epithelien; z.B. Haut, dermal-epidermale

Verbindungen, etc.

kollagenartige Proteine mit Transmembrandoméne

Epidermis, Haarfolikel, Darm,

X [a1(XIID], COL13A1 nicht bekannt Endomysium, Lunge, Leber

Xvil [ (XVIN)], COL17A1 nicht bekannt Hemidesmosomen, dermal-epidermale
Verbindungen

Xvili [a1(XVIID], COL18A1 nicht bekannt Basallamina der BlutgeféRe, Lunge, Leber

Die Kollagenfibrillen werden durch kovalente Quervernetzungen {iiber

Lysin- und

Hydroxylysinreste stabilisiert (Kadler et al., 1996). Da die kurzen nicht helikalen amino- und

carboxyterminalen Enden der Kollagenmolekiile, die so genannten Telopeptide, die Mehrheit
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des Lysins enthalten, sind sie von groB8er Wichtigkeit fiir den Quervernetzungsprozess, bzw. die
Kollagenfibrillenbildung. Diese kurzen linearen Aminosduresequenzen der Telopeptide sind
besonders anfillig fiir proteolytische Degradation (z. B. durch Pepsin), wohingegen der
tripelhelikale Kernbereich des Kollagenmolekiils inert ist und ausschlieBlich von speziellen
Kollagenasen (z. B. Matrixmetalloproteinasen) angegriffen und abgebaut werden kann (Rubin
et al., 1965; Drake et al, 1966). Wihrend des Alterungsprozesses steigt die
Quervernetzungsrate der Fibrillen an, und die Kollagenfasern, welche sich durch komplizierte
dreidimensionale Anordnungen einzelner Kollagenfibrillen bilden, gewinnen abhdngig vom
Gewebetyp an Bruchfestigkeit und Stabilitat (Bailey et al., 1974).

In vivo setzen sich Kollagenfibrillen und Fasern nicht immer aus einem einzigen Kollagentyp
zusammen, sondern stellen hdufig Hybride verschiedener Subtypen dar (Tab 1.2). Die
Kollagenfibrillen der Haut sind z. B. aus Kollagen Typ I und Typ III aufgebaut, die der Knorpel
enthalten Kollagen Typ II und Typ XI. Dariiber hinaus kénnen auch nicht-fibrilldre Kollagene
wie beispielsweise die FACIT-Kollagene mit der Oberfliche von Kollagenfibrillen assoziieren
(Prockop et al., 1995; Canty et al., 2005).

Zwischen 20 und 40% des Gesamtproteins arterieller GefdBwinde bestehen aus Kollagen
(Barnes, 1985). Abgesehen von ihrer wichtigen mechanischen Bedeutung fiir die
GefilBwandintegritit stellen die Kollagene auch eine Oberflache fiir das Anhaften weiterer
Matrixkomponenten wie z. B. den Proteoglykanen (Decorin, Versikan, etc.) oder dem VWF
dar, und sind essentiell fiir die Adhésion von vaskuldren Zellen (Barnes et al., 1999; Canty et
al., 2005). Vierzehn der bekannten Kollagensubtypen (Typ I, III, IV, V, VI, VII, VIII, XII,
X1, XIV, XV, XVI, XVIII und XIX) konnten bisher in Gefawidnden nachgewiesen werden
(Kehrel, 1995; Barnes et al., 1999; Plenz et al., 2003). Die fibrilldiren Kollagentypen I und III
stellen die vorherrschenden Kollagenkomponenten der arteriellen GefdBwénde dar und sind vor
allem fiir deren Bruchfestigkeit und Elastizitét verantwortlich. Der kleinere Teil der vaskulédren
Kollagenfibrillen besteht aus Kollagen Typ V. Neben den fibrilliren Kollagenen wurden auch
nicht-fibrillire und netzwerkbildende Kollagentypen in geringeren Mengen in den
GefilBwinden von Arterien gefunden. Das netzwerkbildende Kollagen Typ IV z. B. ist in der
endothelialen Basalmembran, sowie in der die glatten Muskelzellen umgebenden Basallamina
angereichert (Kehrel, 1995; Barnes et al., 1999). Obwohl auch andere Basalmembran-
assoziierte Kollagentypen (Typ XV, XVIII und XIX) in den vaskuldren Gefdflen nachgewiesen
wurden, stellt das Typ IV Kollagen die Hauptkomponente des Basalmembrangeriistes dar. Das
Kollagen Typ VI, ein perlschnurartiger Kollagentyp, wurde in der subendothelialen Matrix,
sowie in der Media gefunden und kolokalisiert hdufig mit anderen Kollagentypen und dem
VWF (Ross et al., 1995; Barnes et al., 1999). Ultrastrukturelle Untersuchungen weisen dariiber
hinaus darauf hin, dass die Kollagen Typ VI-Mikrofibrillen als flexible Anker zur Verbindung
einzelner Kollagenfasern dienen (Keene et al., 1988). Die FACIT-Kollagene (Typ XII, XIV
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und XVI) sind ebenfalls in arteriellen GefaBwinden enthalten und scheinen am Prozess der
Fibrillenassoziation, sowie der Regulation des Kollagenfibrillendurchmessers beteiligt zu sein
(Plenz et al, 2003). Auch das Verankerungsfibrillen-bildende Kollagen Typ VII, das
netzwerkbildende Kollagen Typ VIII und das membrangebundene Kollagen Typ XIII wurden
in arteriellen GefaBwéinden nachgewiesen und scheinen von Bedeutung fiir deren Stabilitit und
Elastizitét zu sein (Plenz et al., 2003).

Die Thrombozytenaktivierung durch die vaskuldren Kollagene wurde mit Ausnahme der
Kollagentypen XII, XIII, XV, XIV, XVIII und XIX unter statischen und arteriellen
Flussbedingungen untersucht. Unter Flussbedingungen, welche den physiologischen
Bedingungen in arteriellen GefdBBen relativ nahe kommen, stellen die Kollagentypen I, III und
IV starke Thrombozytenagonisten dar und konnen die Adhédsion und Aggregation von
Blutplittchen bei relativ hohen arteriellen Scherraten von bis zu 2000 s™ vermitteln (Sixma et
al., 1997; Farndale et al., 2004). Die etwas weniger reaktiven Kollagentypen VI und VIII
hingegen konnen nur bei niedrigeren Scherraten von bis zu 800 s Thrombozytenadhision
induzieren. Das Kollagen Typ V unterstiitzt die Adhdsion der Pldttchen unter arteriellen
Flussbedingungen nicht (Farndale et al., 2004). Im Gegensatz zu den Untersuchungen unter
Flussbedingungen sind alle getesteten Kollagentypen in der Lage unter statischen Bedingungen
im gerlihrten System eine Thrombozytenaggregation hervorzurufen, was darauf hinweist, dass
unter bestimmten Umstéinden jedes Kollagen in der Lage sein miisste, mit Blutplittchen zu
interagieren (Barnes ef al., 1999). Abgesehen vom Subtyp der Kollagene ist auch die korrekte
quaternire Konformation dieser Proteine von besonderer Wichtigkeit fiir deren Interaktion mit
den Pléttchen, da die dreidimensionale Struktur der Kollagene fiir deren Erkennung durch ihre
Liganden benétigt wird (Farndale ef al., 2004). Native polymere tripelhelikale Kollagenfibrillen
z. B. konnen von ruhenden Thrombozyten gebunden werden und deren Adhésion, Aktivierung
und Aggregation induzieren (Kehrel, 1995). Die Bindung und Aktivierung der Blutpléttchen an
fibrillires Kollagen verlduft relativ rasch, Mg* -unabhingig und wird vermutlich hauptséchlich
durch den thrombozytdren Kollagenrezeptor Glykoprotein VI vermittelt (Jung et al., 1998;
Savage et al., 1999; Ware, 2004). Im Gegensatz dazu konnen 16sliche Kollagene, welche nicht
polymere und nicht fibrillire monomere Kollagenmolekiile darstellen, zwar von ruhenden
Thrombozyten gebunden werden, verursachen dabei jedoch keine Aggregation oder Sekretion.
Die Bindung der Blutpléttchen an l6sliches Kollagen erfolgt verglichen mit der Bindung an
fibrillires Kollagen relativ langsam, ist Mg”"-abhingig und wird vor allem durch die
Aktivierung des thrombozytiren Kollagenrezeptors Integrin a,f3; vermittelt (Jung et al., 1998;
Ware, 2004).

Der Gesamtkollagengehalt sowie das Verhéltnis verschiedener Kollagentypen in normalen und
atherosklerotisch modifizierten GefaBwénden unterschieden sich signifikant (Kehrel, 1995). Im
Zuge der Plaquebildung und Progression steigt der Kollagengehalt der arteriellen GefaBwand

kontinuierlich an, bildet ein Depot flir proatherogene Substanzen wie z. B. Lipoproteine,
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Wachstumsfaktoren und Glykosilierungsendprodukte (Rekhter, 1999) und umfasst in etwa 60%
des gesamten Plaqueproteins (Katsuda et al., 2003). Vor allem die intimale Konzentration an
Kollagen Typ I und Kollagen Typ III steigt mit dem Voranschreiten der Atherosklerose
deutlich an, wobei das Typ I Kollagen in etwa zwei drittel des Gesamtkollagengehalts des
Plaquematerials umfasst (Murata et al., 1986; Shekhonin et al., 1987; van Zanten et al., 1994).
Kollagen Typ VI kommt in allen Stadien atherosklerotischer Lésionen vor, und tragt auf Grund
seiner Resistenz gegeniiber von glatten Muskelzellen und Makrophagen freigesetzten
matrixdegradierenden Enzymen, zur Stabilitét der atherosklerotischen Lasionen bei (Katsuda et
al., 1992; van Zanten et al., 1994; Katsuda et al., 2003). Die Anreicherung dieses Kollagentyps
variiert allerdings stark von Plaque zu Plaque (van Zanten et al., 1994). Kollagen Typ VIII
akkumuliert ebenfalls in allen Stadien atherosklerotischer Lasionen und erhoht die Elastizitét
des Plaquegewebes indem es die Plaquestruktur stabilisiert und mit elastischen Fasern
interagiert (Katsuda et al., 2003; Plenz et al., 2003). Kollagen Typ V hingegen kann erst in
vorangeschrittenen Lisionen, nicht aber in den friihen intimalen Verdickungen, dem ,fatty
streak*‘, nachgewiesen werden (Ooshima et al., 1990; van Zanten et al., 1994; Katsuda et al.,
2003). In vorangeschrittenen atherosklerotischen Plaques konnen dariiber hinaus auch Kollagen
Typ IV-Ablagerungen detektiert werden, welche vor allem um die glatten Muskelzellen der
fibrosen Plaquekappe herum angeordnet sind (McCullagh et al., 1980; Shekhonin et al., 1987;
Ooshima et al., 1990; Katsuda et al., 1992; Katsuda et al., 2003). Wie bereits erwahnt verandert
sich die Akkumulation eines jeden Kollagentyps kontinuierlich mit dem Voranschreiten der
atherosklerotischen Liasion, und reflektiert den Metabolismus ihrer Hauptproduzenten, den
glatten Muskelzellen, welcher vor allem von Wachstumsfaktoren und Zytokinen reguliert wird.
TGF-B z. B. erhoht die Synthese von Kollagen Typ I, III, IV und V, wohingegen das IL-1,
TNF-0 und das Interferon-y die Kollagenbildung durch glatte Muskelzellen unterdriicken
(Katsuda et al., 2003). PDGF verstirkt die Synthese von Kollagen Typ V und VIII, aber
inhibiert die von Kollagen Typ IV (Katsuda et al, 2003). Der Kollagengehalt
atherosklerotischer Lésionen ist also das Ergebnis eines dynamischen Gleichgewichts zwischen
Synthese und Degradation, wobei die Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung
Degradation durch die verstirkte Bildung matrixabbauender Enzyme wie den
Matrixmetalloproteinasen oder Gelatinasen zur Destabilisierung des Plaques und darauf
folgender Plaqueruptur mit gefdBverschlieBender Thrombusbildung fithren kann (Sukhova et
al., 1999).

1.4.2. Thrombozytire Kollagenrezeptoren

Thrombozytire Membranrezeptoren interagieren mit Adhédsionsliganden der nach einer
Gefidlverletzung exponierten subendothelialen Matrix und sind als solche sowohl fiir den
Ablauf der Hamostase, als auch fiir den der Thrombose unabdinglich (Ruggeri, 2002). Kollagen

stellt eine der bedeutendsten pléttchenaktivierenden Komponenten der extrazelluliren Matrix
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arterieller Gefde dar und akkumuliert, wie bereits in 1.4.1 dargestellt, vermehrt in
atherosklerotischen Lidsionen. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl potentieller
thrombozytirer Kollagenrezeptoren vorgeschlagen. Zu diesen zdhlen die Glykosyltransferase,
das Fibronektin, der Pléattchenfaktor XIII, das Glykoprotein (GP) IIb, GP61, GPIa/Ila (Integrin
api), GPIV (CD36), GPV, GPVI (P62), ein 85/90-kDa grofles thrombozytires
Membranprotein, sowie ein fiir Kollagen Typ I spezifischer 65-kDa gro3er Rezeptor und die fiir
Kollagen Typ I spezifischen 47- und 68/72-kDa grofen Rezeptoren (Farndale et al., 2004).
Von all diesen kollagenbindenden Proteinen erwiesen sich allerdings nur GPVI und das Integrin
ozf; als wirkliche Kollagenrezeptoren auf der Thrombozytenoberfldche, welche die Plittchen-
Kollagen-Interaktion, sowie die darauf folgende Kollagen-induzierte Aktivierung der
Thrombozyten vermitteln (Barnes et al., 1998; Clemetson et al., 2001; Nieswandt et al., 2003;
Samara et al., 2003; Farndale et al., 2004). Derzeit geht man davon aus, dass diese beiden
Rezeptoren komplementidre Rollen bei der Kollagen-stimulierten Thrombusbildung spielen,
wobei das Integrin a,3;, welches unter anderem GPVI-vermittelt aktiviert werden kann (Jung et
al., 2000), eher fiir die stabile Thrombozytenadhésion verantwortlich gemacht wird, und GPVI
eher als zentraler signalweiterleitender Rezeptor fiir die Aktivierung, Aggregation und
Sekretion der Plattchen angesehen wird (Moroi et al., 2004; Chen et al., 2005).

1.4.2.1. Glykoprotein VI

GPVI ist ein Typ I Transmembranglykoprotein, welches zur {ibergeordneten Familie der
Immunglobulinrezeptoren gehort, und einen nicht kovalent gebundenen Komplex mit der Fc
Rezeptor y-Kette (FcRy) bildet, welcher sich vermutlich aus 2 GPVI-Molekiilen und einem
FcRy-Ketten-Dimer zusammensetzt (Abb. 1.6) (Clemetson et al., 1999; Clemetson et al., 2001;
Nieswandt et al., 2003; Moroi et al., 2004). Die FcRy-Kette, welche typische ,,Immunrezeptor
Tyrosin-basierende Aktivierungsmotive (ITAMs) in ihrem zytoplasmatischen Fortsatz enthilt,
dient hierbei als der signalweiterleitende Teil des GPVI/FcRy-Komplexes und induziert nach
Quervernetzung von GPVI durch die Bindung an fibrillires Kollagen die
Thrombozytenaktivierung, Sekretion und Aggregation (Clemetson et al., 2001; Nieswandt et
al., 2003; Ware, 2004). GPVI bindet ausschlieBlich an fibrillires Kollagen und muss einen
dimeren Komplex ausbilden, um eine hohe Bindungsaffinitit fiir seine Liganden aufzuweisen
(Miura et al., 2002; Moroi et al., 2004).

Der humane GPVI-Rezeptor besteht aus 339 Aminosduren und enthélt 2 iiber Disulfidbriicken
miteinander verbundene Immunglobulin (Ig)-C2-dhnliche extrazellulire Doménen, eine Muzin-
dhnliche Region, eine Transmembrandomine, sowie einen kurzen 51 Aminosduren langen
zytoplasmatischen Fortsatz (Abb. 1.6) (Clemetson et al., 2001). Die beiden Ig-C2-Schleifen
beinhalten hierbei die kollagenbindenden Doménen von GPVI (Clemetson et al., 2001). Diese
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interagieren vermutlich iiber ein Lysin an Position 59 der apikal gelegenen Oberfldache der Ig-
C2-Schleifen mit spezifischen GPO-Sequenzen des fibrilldren Kollagens (Kehrel et al., 1998;
Smethurst et al., 2004). Die Affinitit solcher tripelhelikaler Motive fiir GPVI steigt mit der
Anzahl aneinander gereihter GPO-Sequenzen an. Das bisher langste solcher aneinander
gereihte GPO-Motiv enthaltende synthetisch hergestellte Peptid, das so genannte Kollagen-
verwandte Peptid (,,collagen-related peptide* (CRP); ~4 kDa), welches einen iiber Cysteinreste
quervernetzten tripelhelikalen Kernbereich aus 10 GPO-Sequenzen enthélt, bindet den GPVI-
Rezeptor selektiv mit hoher Affinitdt. CRP induziert eine starke Thrombozytenaktivierung und
Aggregation, und zwar unabhédngig vom zweiten zentralen thrombozytiren Kollagenrezeptor,
dem Integrin a,B; (Morton et al., 1995; Knight ef al., 1999; Farndale, 2006). Obwohl die GPO-
Sequenzen spezifisch fiir GPVI zu sein scheinen und mit einem Anteil von 10% aller fibrilldren
Dominen relativ hédufig in Kollagen Typ I- und Kollagen Typ II-Fibrillen vorkommen, ist
nicht bekannt, ob auch andere Kollagensequenzen, die keine GPO-Motive enthalten,
moglicherweise ebenfalls von diesem Rezeptor erkannt werden konnen (Farndale et al., 2004;
Farndale, 2006).

GPVI GPVI

GPVI

Ig-Domanen
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ahnliche

Al IH‘.H.\'H‘Hw';wﬂflV.H\'llew'ﬂ\'IﬂHf‘.l“H\'U’h‘il‘h“.ﬂjkﬂhu‘ﬂﬂﬂ ] ‘.\'l,“lﬂﬂﬂf\w"\f"""l{‘ (s

AR
1 RSN R R ‘JP‘I!F’QW'P'IIM‘ i \LAIA]

Muzin-

! I3 rﬁ I /
Wk, IP3

FcRy-Dimer

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des thrombozytiren GPVI/FcRy-Komplexes (links), sowie dessen nach
Kollagenbindung eingeleiteter Signaltransduktionskaskade (rechts) (modifiziert nach Moroi et al., 2004).
Die blauen Pfeile stehen fiir Tyrosinphosphorylierung und die griinen fiir eine enzymvermittelte
Konversion. Btk = Bruton's Tyrosinkinase; C = Cystein; D = Aspartat; DG = Diacylglycerol; Fyn =
Tyrosinkinase; IP3 = Inositol-3-phosphat; ITAM = Immunrezeptor Tyrosin-basierendes Aktivierungsmotiv;
LAT = ,linker for activation of T-cells; Lyn = Tyrosinkinase; PH = Pleckstrin-Homologie-Domiine; ,,P13-
kinase“ = Phosphoinositid-3-Kinase; PIP2/3 = Phosphatidylinositol-bis/tris-phosphat; PKC = Proteinkinase
C; PLC = Phospholipase C; R = Arginin; SH = Src-Homologie-Doméne; SLP-76 = 76 kDa Src-Homologie 2-
Doméne-enthaltendes leukozytires Protein; Y = Tyrosin.

Ein positiv geladenes Arginin in der Transmembrandoméne des GPVI-Rezeptors, sowie die

ersten 6 Aminosduren der Juxtamembrandomine vermitteln die Assoziation dieses
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Glykoproteins mit FcRy, so dass der GPVI/FcRy-Komplex ausgebildet werden kann (Fig. 1.6)
(Clemetson et al., 2001; Nieswandt et al., 2003; Moroi et al., 2004). Der zytoplasmatische
GPVI-Teil enthélt eine prolinreiche Sequenz, welche selektiv an die Src-Homologie 3 (SH3)-
Doménen der Tyrosinkinasen Fyn und Lyn bindet (Suzuki-Inoue et al., 2002). Die Kollagen-
vermittelte Quervernetzung von GPVI bringt die SH3-gebundenen Tyrosinkinasen Fyn und Lyn
in Kontakt mit der FcRy-Kette und fiihrt somit zur Tyrosinphosphorylierung der ITAM-
Sequenz von FcRy, sowie zur darauf folgenden Bindung der Tyrosinkinase Syk an das ITAM-
Motiv und damit zur Initiation der GPVI/FcRy-vermittelten Signaltransduktionskaskade (Ezumi
et al., 2002; Nieswandt et al., 2003). Eine Vielzahl von weiteren Adaptermolekiilen (z. B. LAT
(, linker for activation of T-cells*) und SLP-76 (76 kDa Src-Homologie 2-Domine-enthaltendes
leukozytéres Protein)) und Effektormolekiilen wie z. B. die Phospholipase Cy2 (PLCy2), die
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-Kinase) und die Proteinkinase C (PKC) werden im weiteren
Ablauf dieser Signaltransduktionskaskade aktiviert und vermitteln die Kollagen-stimulierte
Aktivierung, Sekretion und Aggregation der Blutplédttchen (Abb. 1.6) (Nieswandt et al., 2003;
Moroi et al., 2004).

Die kollageninduzierte GPVI/FcRy-vermittelte Blutplattchenaktivierung wird kritisch durch das
auf der Oberflache von Thrombozyten exprimierte ,,platelet endothelial cell adhesion molecule-
I (PECAM-1 oder CD31) gegenreguliert (Patil et al., 2001). PECAM-1 besitzt in seiner
zytoplasmatischen Region ein ,Immunrezeptor Tyrosin-basierendes inhibitorisches Motiv*
(ITIM), sowie eine Proteintyrosinphosphatase (Src-Homologie 2-Phosphatase (SHP-2))-
bindende Domine, worliber es die Signaltransduktionswege ITAM-enthaltender und
Proteintyrosinkinase (Syk)-bindender, aktivierender Plittchenrezeptoren, wie z. B. dem GPVI-
Rezeptor, antagonisieren, und dadurch moglicherweise das Risiko einer unkontrollierten
Thrombusbildung und GefaBokklusion nach der Exposition von subendothelial gelegenen
Matrixstrukturen wie z. B. dem Kollagen reduzieren kann (Patil ef al, 2001). Welche
Komponenten der GPVI/FcRy-vermittelten Signaltransduktionskaskade hierbei als Substrate fiir
die Dephosphorylierung durch den PECAM-1/SHP-2-Komplex dienen, ist derzeit noch offen.

GPVI wurde erstmals 1982 mittels 2D-Gelelektrophorese als ein 60 bis 65 kDa groBes
thrombozytires Membranprotein identifiziert (Clemetson et al., 1982; Moroi et al., 2004).
Hinweise darauf, dass dieses Glykoprotein eine entscheidende Rolle fiir die Kollagen-induzierte
Blutpléttchenaktivierung und Aggregation spielen konnte, stammen allerdings erst aus einer
Studie von 1987 an einem Patienten mit Thrombozytopenie (autoimmuner
thrombozytopenischer Purpura), dessen Blutpléttchen kein GPVI auf ihrer Oberflédche besaflen
und dariiber hinaus nicht auf Kollagen als Aggregationsstimulus reagierten (Sugiyama et al.,
1987). In den folgenden Jahren wurden in Japan weitere Patienten mit GPVI-defizienten

Thrombozyten beschrieben, welche ebenfalls spezifisch eine gestorte Kollagen-induzierte
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Pléttchenreaktion zeigten (Sugiyama et al., 1987; Moroi et al., 1989; Ryo et al., 1992; Arai et
al., 1995; Takahashi et al., 2001). Der molekulare Hintergrund fiir die Abwesenheit von GPVI
bei diesen Patienten konnte bisher allerdings noch nicht eindeutig geklart werden (Clemetson et
al., 2001). Alle Patienten mit GPVI-Defizienz weisen nur eine geringfiigig verzogerte
Blutungszeit auf (Sugiyama et al., 1987; Moroi et al., 1989; Ryo et al., 1992; Arai et al., 1995;
Takahashi et al., 2001). Dariiber hinaus zeigen auch mittels gerichteter Gendeletion (,,knock-
out*) oder durch Injektion eines GPVI-Antikorpers immunologisch generierte GPVI-defiziente
Maiuse keine signifikant verldngerten Blutungszeiten (Nieswandt ef al., 2001b; Kato et al.,
2003; Ware, 2004). Die Thrombozyten der GPVI-, knock out Maiuse, sowie der GPVI-
depletierten Méuse besitzen keinen funktionellen GPVI-Rezeptor auf ihrer Oberfliche und
zeigen nach der Zugabe physiologischer Konzentrationen an fibrillirem Kollagen keine
Aggregation im geriihrten System (Takai et al., 1994; Nieswandt et al., 2001b; Kato ef al.,
2003; Ware, 2004). Untersuchungen der Adhésion und Aggregation der Blutplittchen von
GPVI-, knock out* Maiausen unter arteriellen Flussbedingungen haben gezeigt, dass diese
Thrombozyten zwar an fibrilldres Kollagen adhérieren, sich dort jedoch nicht ausbreiten oder
aggregieren konnen (Kato ef al., 2003), was darauf hinweist, dass GPVI vor allem fiir die
Aktivierung der Plattchen, nicht aber fiir deren Adhision eine entscheidende Rolle spielt. Im
Gegensatz dazu haben in vitro-Untersuchungen der Adhdsion und Aggregation mit
immunologisch generierten GPVI-defizienten MaAuseblutplittchen gezeigt, dass diese
Thrombozyten weder unter statischen, noch unter Flussbedingungen in der Lage waren, an
immobilisiertes Kollagen zu adhirieren oder dort zu aggregieren (Nieswandt et al., 2001b).
Dariiber hinaus weist auch eine in vivo-Studie mit den Plittchen immunologisch generierter
GPVI-defizienter Méuse, in welcher die Thrombusbildung an einer verletzten GefaBwandstelle
der Arteria carotis analysiert wurde, auf eine entscheidende Rolle von GPVI sowohl fiir die
Thrombozytenadhésion, als auch fiir deren Aktivierung und Aggregation hin (Massberg et al.,
2003). Eine mogliche Erklarung fiir die Diskrepanz dieser beiden Studien konnte darin liegen,
dass die Blutplittchen der GPVI-, knock out*“-Méuse noch immer die FcRy-Kette exprimieren,
wohingegen durch die immunologische GPVI-Depletion auch FcRy in den Thrombozyten
verloren geht (Ware, 2004). Es ist bisher nicht gekldrt, ob die FcRy-Untereinheit bei den
gentechnisch verdnderten Maéusen vielleicht in der Lage sein konnte mit anderen
thrombozytéren Rezeptoren zu interagieren und auf diese Weise die Adhésion der Pldttchen am
Kollagen induzieren kann. Dariiber hinaus ist auch nicht bekannt, welchen Effekt die
Immundepletion des gesamten GPVI/FcRy-Komplexes auf die durch andere
Thrombozytenrezeptoren vermittelte Blutpldttchenfunktion haben konnte. Flussexperimente mit
humanen Thrombozyten ergeben ebenfalls kontroverse Ergebnisse beziiglich der exakten
Funktion des Transmembranrezeptors GPVI fiir die kollagenstimulierte Plattchenadhésion und
Aggregatbildung. Die Blutpléttchen eines GPVI-defizienten Patienten (Moroi et al., 1996),
sowie mit einem spezifischen anti-GPVI-Antikorper vorbehandelte humane Thrombozyten
(Siljander et al., 2004b) adhédrierten zwar auf kollagenbeschichteten Oberfldchen, konnten dort
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allerdings nicht mehr aggregieren (Moroi et al., 2004). Im Gegensatz dazu konnten die
Blutplittchen eines zweiten GPVI-defizienten Patienten unter arteriellen Flussbedingungen
auch nicht mehr an fibrillires Kollagen adhirieren (Goto et al., 2002b). Die Ursachen fiir die
unterschiedlichen Ergebnisse dieser Studien sind bisher nicht gekldrt und werden vor allem auf
technische Unterschiede in den Versuchsdurchfiihrungen, sowie auf das mogliche
Vorhandensein geringer Mengen an GPVI auf der Thrombozytenoberfliche des ersten GPVI-
defizienten Patienten zurlickgefiihrt (Nieswandt et al., 2003; Moroi et al., 2004). Der Beitrag
des thrombozytiren Oberflachenrezeptors GPVI fiir die Adhdsion an Kollagenoberfldchen wird
daher aktuell noch kontrovers diskutiert, wohingegen die Kollagen-vermittelte Aktivierung,
Aggregation und Sekretion der Blutplédttchen hauptsichlich tiber GPVI abzulaufen scheint. Da
weder die Patienten mit GPVI-defizienten Plittchen, noch die gentechnisch oder
immunologisch generierten GPVI-depletierten Méuse signifikant verldngerte Blutungszeiten
aufweisen und der GPVI-Rezeptor eine zentrale Rolle bei der Kollagen-stimulierten
Plattchenaktivierung spielt, konnte dieser Transmembranrezeptor ein interessantes Zielmolekiil

kiinftiger antithrombozytérer Strategien darstellen.

1.4.2.2. Integrin 0,8,

Das Integrin o,f;, auch GPIa/lla genannt, stellt den als erstes identifizierten Kollagenrezeptor
auf der Oberfliche von Thrombozyten dar (Nieuwenhuis et al., 1985) und gehort der
iibergeordneten Familie der Integrine mit nicht-kovalent verbundenen transmembranen
Heterodimeren, bestehend aus einer a (150-165 kDa)- und einer B (130 kDa)-Untereinheit, an
(Kasirer-Friede et al., 2004; Chen et al., 2005). GPIa/Ila ist ein universaler Kollagenrezeptor,
welcher unter arteriellen Flussbedingungen die Thrombozytenadhision an Kollagen Typ I bis
Kollagen Typ IV, sowie an Kollagen Typ VI und Kollagen Typ VIII vermitteln kann (Saelman
et al., 1994). Hinweise darauf, dass dieses Integrin eine entscheidende Rolle fiir die Kollagen-
induzierte Blutplattchenaktivierung und Aggregation spielen kdnnte, stammen aus einer Studie
an einem Patienten mit Blutungsstérung, dessen Thrombozyten kein Integrin a,f; auf ihrer
Oberfliche sowie eine mangelhafte Kollagen-stimulierte Adhésion, Aggregation und
Ausbreitung (,,spreading*) aufwiesen (Nieuwenhuis et al., 1985; Nieuwenhuis et al., 1986). Die
Ligandenspezifitit des GPIa/lla hdangt vom Zelltyp ab, auf dessen Oberfliche es exprimiert
wird, so dass es neben seiner Funktion als thrombozytérer Kollagenrezeptor bei Expression auf
der Oberfldche anderer Zellen, wie beispielsweise den Endothel- und Epithelzellen, auch einen
Rezeptor fiir z. B. Laminin, Fibronektin, Tenascin und den Echovirus-1 darstellen kann
(Dickeson et al., 1999). Das native kollagenbindende Integrin besitzt in seiner a,-Untereinheit
eine ~200 Aminosduren lange eingesetzte Doméne, die oy I (,,inserted“)-Domine (Kamata et
al., 1994; Depraetere et al., 1997), welche iiber eine konservierte Kationenbinderegion, das so
genannte MIDAS (,,metal ion-dependent adhesion site*)-Motiv, Metallionen-abhdngig an
Kollagen bindet (Staatz et al., 1989; Clemetson et al., 2001; Chen et al., 2005). Die
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Kationenbinderegion der a, I-Doméne weist hierbei eine klare Préferenz fiir die zweiwertigen
Metallionen Mg** und Mn®" auf (Clemetson et al., 2001).

Vergleichbar zu anderen Integrinen wie z. B. dem Integrin o33 wird auch die Kollagenaffinitét
des Integrin a,f; aktivierungsabhéngig durch ,,inside-out signaling® erhoht (Jung et al., 2000;
Gibbins, 2004). Mit Hilfe synthetisch hergestellter kurzer tripelhelikaler Kollagenpeptide
wurden GFOGER-Motive innerhalb verschiedener Kollagentypen (Typ I, II, IV) identifiziert,
welche von der o, [-Domédne des GPIla/lla erkannt und gebunden werden, und sowohl die
Adhision, als auch die Aktivierung und das Ausbreiten von Thrombozyten vermitteln kdnnen
(Knight et al., 1998; Emsley et al., 2000; Knight et al., 2000; Inoue et al., 2003). Die
Phenylalanin-, Glutamat- und Argininreste scheinen fiir diese Interaktion von besonderer
Bedeutung zu sein (Emsley et al., 2000; Knight et al., 2000; Emsley et al., 2004). GFOGER st
ein hoch affiner Integrin a,f3;-Ligand, welcher auch an die inaktive Form des Rezeptors bindet
(Farndale, 2006). Andere Hexapeptide wie das GLOGER, das GMOGER, das GLSGER, das
GASGER oder das GAOGER konnen ebenfalls von diesem Kollagenrezeptor gebunden
werden, wobei diese allerdings vor allem mit dem aktiven GPla/lla interagieren (Farndale,
2006). Abgesehen von spezifischen Aminoséuresequenzen innerhalb des Kollagens, wird die
Bindung des Kollagens an das Integrin apf; auch durch die quaternire Kollagenstruktur
entscheidend beeinflusst (Savage et al., 1999). Dieser Rezeptor ist im Gegensatz zu GPVI,
welches ausschlieBlich an fibrillires Kollagen bindet, sowohl in der Lage mit nicht
quervernetztem, loslichem, als auch mit fibrillirem Kollagen zu interagieren (Savage et al.,
1999). Die Adhidsion und Aktivierung der Thrombozyten an fibrillires Kollagen allerdings
scheint wie bereits in Abschnitt 1.4.2.1 erwéhnt hauptsdchlich GPVI-abhéingig und nur zu
einem kleineren Teil GPla/Ila-abhingig vermittelt zu werden (Jung et al., 1998; Savage et al.,
1999; Miura et al., 2002; Moroi et al., 2004). Die Kollagenbindung des Integrin o, fiihrt
dhnlich wie die GPVlI-induzierte Signaltransduktionskaskade zur Tyrosinphosphorylierung
verschiedenster Proteine wie z. B. Src, Syk und PLCy2, sowie zum kalziumabhingigen
Ausbreiten der Blutplittchen (Inoue et al., 2003; Gibbins, 2004). Dariiber hinaus scheinen auch
die p38 MAP Kinase, die Integrin-gekoppelte Kinase (,,integrin-linked kinase* (ILK)), Rac und
die p21-aktivierte Kinase (PAK) in die Aktivierung der Thrombozyten nach der Bindung von
Kollagen an das Integrin azf; involviert zu sein (Suzuki-Inoue et al., 2001; Sundaresan et al.,
2002; Gibbins, 2004; Stevens et al., 2004). Die exakte Bedeutung dieses Integrins fiir die

Kollagen-stimulierte Plattchenaktivierung ist allerdings bisher noch nicht vollstindig geklart.

Im urspriinglichen Modell der Thrombozyten-Kollagen-Interaktion, dem so genannten ,,fwo-
site, two-step*-Modell, ging man davon aus, dass die Plittchen aktivierungsunabhéngig zuerst
iiber das Integrin opf; stabil an das Kollagen adhérieren und im Anschluss daran GPVI-
vermittelt aktiviert werden und aggregieren (Santoro et al., 1991; Clemetson et al., 2001).

Dieses Modell der Thrombozyten-Kollagen-Interaktion, in welchem die Plattchenadhésion und
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die Plittchenaggregation als 2 voneinander getrennte Abldufe angesehen werden, wird von
Untersuchungen von Moroi et al. und Siljander et al. mit humanen Thrombozyten unterstiitzt
(Moroi et al., 2000; Siljander et al., 2004b). Dariiber hinaus haben auch Arbeiten mit Integrin
ar-defizienten Mdusethrombozyten gezeigt, dass diese Pldttchen weder an 19sliches Kollagen,
noch bei niedrigen Scherraten an fibrilldres Kollagen adhdrieren konnen (Chen et al., 2002;
Holtkotter et al., 2002) und bestitigen somit das ,two-site, two-step*-Modell der

Thrombozyten-Kollagen-Interaktion.

Die zentrale Rolle des Integrin o,f; fiir die Adhdsion der Blutplittchen am Kollagen wurde
allerdings  durch  Studien mit immunologisch  generierten = GPVI-depletierten
Maiusethrombozyten relativiert (Nieswandt et al., 2000; Nieswandt et al., 2001a). Die GPVI-
defizienten Mauseblutplattchen wiesen wie in Abschnitt 1.4.2.1 dargestellt keine Kollagen-
induzierte Aggregation mehr auf, und waren weder unter statischen, noch unter
Flussbedingungen in der Lage, an Kollagen zu adhérieren (Nieswandt et al., 2001a; Nieswandt
et al., 2001b). Ein weiterer Hinweis, der die zentrale Rolle des GPIa/Ila in Frage stellt, war die
Beobachtung, dass die Voraktivierung der Plittchen durch z. B. den spezifischen GPVI-
Aktivator CRP die Affinitdt des Integrin o3, fiir dessen Liganden Kollagen erhoht (Jung et al.,
2000; Moroi et al., 2000). Diese Ergebnisse fiihrten zu der Annahme, dass GPVI, und nicht das
Integrin P, den zentralen signalweiterleitenden Rezeptor der Blutplittchen-Kollagen-
Interaktion darstellt und sowohl die initiale Bindung, als auch die Aktivierung und Aggregation
der Thrombozyten induziert (Nieswandt et al., 2001a). Die Hauptfunktion des Integrin of3;
besteht gemdl diesem Modell vor allem in der Vermittlung und Aufrechterhaltung der stabilen
Adhision der Plittchen an der subendothelialen Matrix (Chen et al., 2005).

In einem relativ neuen vereinheitlichenden Modell der Thrombozyten-Kollagen-Interaktion
geht man davon aus, dass 2 verschiedene Mechanismen der stabilen Blutplédttchenadhésion und
Aktivierung auf Kollagenoberflichen existieren (Auger et al, 2005). Diese beiden
Mechanismen konnen anhand des Beitrags von GPVI und dem Integrin a,f; unterschieden
werden, wobei die GPVI-vermittelte Thrombozytenaktivierung sowohl vor (zentraler Rezeptor
= GPVI; entspricht dem zweiten Modell), als auch nach der Integrin-vermittelten Adhision
(zentraler Rezeptor = Integrin o,f;. entspricht dem ,,two site-two step*“-Modell) erfolgen kann.
Der relative Beitrag eines jeden Signaltransduktionsweges hidngt von den jeweiligen
Umgebungsbedingungen ab und kann beispielsweise durch die exponierte Kollagenmege, den
Typ der GPVI- und Integrin a,f;-Bindungsstellen auf dem exponierten Kollagen oder durch die
Expressionsrate dieser Rezeptoren auf der Plattchenoberfldche beeinflusst werden (Auger et al.,
2005).
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1.4.3. Bedeutung des Blutflusses und der VWF-GPIba-Achse fiir die
Thrombozyten-Kollagen-Interaktion

Die Adhédsion der Blutplittchen an die nach einer GefdBBwandverletzung exponierte
extrazelluldire Matrix stellt einen komplexen Prozess dar, in welchen eine Vielzahl
verschiedenster subendothelialer Adhasionsliganden und thrombozytérer
Oberfliachenrezeptoren involviert sind. Welche dieser Adhésionsliganden und Rezeptoren
jeweils bendtigt werden, hédngt stark von den vorherrschenden Stromungsverhiltnissen
innerhalb des geschéddigten GefdBes ab (Jackson ef al., 2003). Ein Mal} zur Beschreibung der
Stromungsverhéltnisse innerhalb der Gefdfle stellen die Scherraten dar. Diese werden sowohl
von der GroBe des GefdBles, als auch von der Flussgeschwindigkeit und der Viskositdt des
Blutes im Gefdlinneren bestimmt, und geben den relativen Geschwindigkeitsgradienten
angrenzender Fliissigkeitsschichten innerhalb des Blutes wieder. Die Scherraten werden in cm x
s' x em™, bzw. dazu dquivalent in inversen Sekunden (s) angegeben und variieren von ~30 bis
100 s in groBen Venen, von ~200 bis 500 s in der Aorta und von ~500 bis 1.500 s in
mittelgroen und kleineren Arterien, sowie in kleinen Arteriolen der Mikrozirkulation (Hanson
et al., 1998; Nesbitt et al., 2006). In den Karotiden liegen die Scherraten zwischen ~150 und
500/1500 s™ (Mittelwert/Hochstwert), in den Koronararterien zwischen ~400 bis 650 s (Hoeks
et al., 1995; Wootton et al., 1999; Stroev et al., 2007). In stenosierten atherosklerotischen
Gefidlen konnen die Scherraten in Abhéngigkeit vom Stenosegrad sogar 20.000 bis zu 40.000 s
! betragen (Strony et al., 1993; Holme et al., 1997).

Bei Scherraten von bis zu maximal 1.000 s, wie sie beispielsweise in Venen sowie in groBeren
und mittelgroBen Arterien vorliegen konnen, wird das Anhaften der Thrombozyten an die
verletzte GefaBBwand vor allem durch die Interaktion von subendothelialen Matrixmolekiilen
mit ihren spezifischen Rezeptoren, d. h. von z. B. Kollagen mit GPVI und dem Integrin a,f;,
von Fibronektin mit dem Integrin asp; oder dem Integrin oypP3, sowie von Laminin mit dem
Integrin o6, vermittelt (Nievelstein et al., 1988; Hindriks et al., 1992; Beumer et al., 1994;
Beumer et al., 1995; Kroll et al., 1996; Jackson et al., 2003; Nesbitt ez al., 2006). Bei hoheren
Scherraten hingegen von mehr als 1000 s, wie sie beispielsweise in kleinen Arterien und
Arteriolen sowie in stenosierten arteriellen GefdBen vorliegen konnen, hédngt die initiale
Adhision der Plittchen an die extrazelluldre Matrix stark von der Interaktion des konstitutiv auf
der Thrombozytenoberfliche exprimierten GPIb-IX-V-Rezeptorkomplexes mit dem an die
subendotheliale Matrix gebundenen VWF ab (Ruggeri, 2002; Jackson et al, 2003). In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl gegen den VWF als auch gegen
GPIba gerichtete Antikorper bei Stromungsbedingungen mit hoheren Scherraten in der Lage
sind, die Adhédsion und Aggregation der Blutplittchen an kollagenbeschichtete Oberfldchen zu
inhibieren, bzw. stark zu reduzieren (Farndale et al., 2004; De Meyer et al., 2006). Die
physiologische Bedeutung der VWF-GPIba-Interaktion fiir das initiale Anhaften der Plattchen
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an der subendothelialen Matrix, sowie fiir die darauf folgende Thrombusbildung wird durch
Blutungsstorungen wie der von Willebrand-Krankheit und dem Bernard-Soulier-Syndrom,
welche durch quantitative oder qualitative Abnormalitdten des VWF oder des thrombozytéren
GPIb-IX-V-Rezeptorkomplexes verursacht werden, bestitigt (De Meyer et al., 2006). Auf
Grund der Tatsache, dass die VWF-GPIba-Interaktion vor allem bei Stromungsbedingungen
mit hoheren Scherraten und somit vor allem in Arterien und atherosklerotisch modifizierten
Gefillen, nicht aber im vendsen System eine wichtige Rolle spielt, konnte die Inhibition der
VWEF-GPIba-Achse mittels anti-VWEF-Antikorpern oder anti-GPIbo-Antikdrpern eine viel
versprechende antithrombotische Strategie darstellen (De Meyer et al., 2006).

Der VWF (Molekulargewicht des Monomers: 278 kDa) stellt das grofte bekannte
Plasmaprotein dar und zirkuliert als Multimere von > 500 kDa (Homodimer: 556 kDa) bis hin
zu Polymeren einer GroB3e von mehr als 10.000 kDa im Blut (Ruggeri, 2003). Das Multimer ist
fadenformig und hat im Blut als globuldres Molekiil einen Durchmesser von 200 bis 300 nm,
kann sich aber unter Scherung bis zu einer Lange von 1300 nm entrollen (Siedlecki et al., 1996;
Ruggeri, 2003). Die VWF-Multimere setzten sich aus einer variierenden Anzahl von Molekiilen
(2 bis mehr als 50-100 Molekiile) zusammen, wobei jedes dieser Molekiile sowohl spezifische
Bindungsstellen fiir Kollagen, als auch fiir den thrombozytiren VWF (GPIba)- und
Fibrinogenrezeptor (Integrin oumPs) besitzt (Varughese et al., 2002). Besonders die hoch
polymerisierten ~VWF-Molekiile, der so genannte ,high-molecular-weight VWF*
(Molekulargewicht > 6.000 kDa), gelten als hdmostatisch oder thrombotisch aktiv und
vermitteln als Bindeglied zwischen Thrombozytenrezeptoren und GefaBwandkomponenten, wie
vor allem Kollagen, die Adhidsion und Aktivierung der Pldttchen nach dem Aufheben der
GefaBwandintegritit (Varughese et al., 2002).

Nach dem Auftreten einer GefiBBwandverletzung wird der im Bereich der Lésion aus den
endothelialen Weibel-Palade Kdrperchen und den thrombozytédren a-Granula freigesetzte VWF,
sowie der im Plasma zirkulierende VWF iiber seine A3-Domine an fibrilldres Kollagen Typ I
und Kollagen Typ III, den Hauptkollagentypen des Subendothels, gebunden (Lankhof et al.,
1996; Romijn et al., 2001; Ruggeri, 2003). Innerhalb des Kollagen Typ III wurde hierbei das
Nonapeptid RGQOGVMGEF als die essentielle VWF-Bindungsdomine identifiziert (Lisman et
al., 2006). Dariiber hinaus kann der VWF auch vornehmlich iiber seine Al-Doméine vermittelt
mit dem subendothelial gelegenen Kollagen Typ VI assoziieren (Mazzucato et al., 1999;
Varughese et al., 2002). Stromungsdynamische Bedingungen und mechanische Belastungen
konnten die VWF-Kollagen-Interaktion beeinflussen, wobei derzeit nicht eindeutig geklart ist,
welche Rolle diese Prozesse bei der VWF-Immobilisation auf der subendothelialen Matrix
spielen (Ruggeri, 2003). Durch die unter Scherbelastung stattfindende Immobilisierung des
VWF an der subendothelialen Matrix wird das globulire VWF-Molekiil lang gestreckt
(Siedlecki et al., 1996) und eine Bindungsstelle innerhalb der Al-Domine, welche die
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Interaktion des VWF mit dessen korrespondierenden thrombozytiren Rezeptorkomplex (GPIb-
IX-V) vermittelt, freigelegt, so dass die Blutplittchen an den kollagengebundenen VWF
anhaften konnen (Varughese et al., 2002).

Die Interaktion von loslichem VWF mit Kollagen Typ IV lauft im Gegensatz zu dessen
Interaktion mit Kollagen Typ I, III und VI nicht direkt, sondern indirekt, bzw.
blutplattchenvermittelt ab (van Zanten et al., 1996; Farndale et al., 2004). Der VWF bindet
hierbei zunichst an die Thrombozyten und dann erst an das exponierte Kollagen Typ IV (van
Zanten et al., 1996, Farndale et al., 2004).

Der thrombozytire GPIb-IX-V-Rezeptorkomplex setzt sich aus den 4 Polypeptidketten GPIba
(Molekulargewicht: 135 kDa), GPIbP, GPIX und GPV zusammen (Andrews ef al., 2003; Lopez
et al., 2005). Die VWF-bindende Doméne dieses Rezeptorkomplexes befindet sich im N-
Terminus der GPIba-Untereinheit (Huizinga et al., 2002; Uff et al., 2002; Lopez et al., 2005)
und wird extrazelluldr in einem 500 A langen Proteinstrang exponiert, so dass die Interaktion
des GPIb-IX-V-Komplexes mit dem subendothelial fixierten VWF auch unter
Flussbedingungen mit hohen Scherraten erfolgen kann (Lopez et al., 2005). Die VWEF-
vermittelte Thrombozyten-Matrix-Interaktion ist nur von transienter Dauer (< Sekunden) und
kann alleine nicht zur Bildung eines wund- oder gefilverschlieBenden Pléttchenaggregates
fiihren (Wootton et al., 1999; Reininger et al., 2004). Nach dem initialen VWF-GPIba-
vermittelten Abbremsen (,,fethering®) und Rollen (,,rolling”) der Thrombozyten an der
extrazelluliren Matrix fiihren die Interaktionen anderer thrombozytirer Rezeptoren, wie z. B.
die der Kollagenrezeptoren Integrin az3; und GPVI mit subendothelial exponiertem Kollagen,
zur stabilen Adhésion, Aktivierung, Sekretion und Aggregation der Blutplittchen (Savage et
al., 1998; Ruggeri, 2002; Farndale et al., 2004; Nesbitt et al., 2006).

Die Interaktion des VWF mit dem thrombozytdren GPIb-IX-V-Komplex erhoht dariiber hinaus
auch die Bindeaffinitdit von GPIIb/Illa fiir dessen Liganden Fibrinogen, sowie fiir
immobilisierten VWF, was zu einer Verstirkung der Thrombozytenadhision und
Aggregatbildung beitrdgt (Nesbitt et al., 2002; Gibbins, 2004; Kasirer-Friede et al., 2004). Die
Aktivierung und Bindung des Integrin a3 durch Fibrinogenmolekiile und VWF-Multimere
vermittelt {iber ,,outside-in signaling* die Freisetzung 16slicher Agonisten wie ADP und TxA2

und tragt somit zur Amplifikation der Thrombozytenaktivierung bei (Nesbitt ef al., 2006).

Abgesehen von ihrer Rolle beim initialen Anhaften der Thrombozyten unter Stromung mit
hohen Scherraten, ist die VWF-GPIba-Achse, in dhnlicher Weise wie der Fibrinogenrezeptor
GPIIb/Illa, auch an der Adhidsion weiterer Thrombozyten an der ersten adhdrenten
Plattchenschicht und somit an der Thrombozyten-Thrombozyten-Interaktion in einem

wachsenden Pléttchenaggregat beteiligt (Sakariassen et al., 1986; Savage et al., 1998; Ruggeri
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et al., 1999; Jackson et al., 2003; Ruggeri et al., 2006; Maxwell et al., 2007). Die Bedeutung
der VWF-GPIba-Interaktion steigt hierbei mit zunehmender Scherrate an (Goto et al., 1998;
Tsuji et al., 1999; Kulkarni et al., 2000; Jackson et al., 2003). Von 0 s bis in etwa 1000 s
wird die Thrombozytenaggregation vornehmlich durch die Interaktion von 16slichem
Fibrinogen mit dem aktivierten Integrin ay,P; vermittelt (Savage et al., 1996; Ruggeri, 1997;
Savage et al., 1998; Maxwell et al, 2007). VWF und GPIlba spielen bei diesen
Stromungsverhéltnissen keine Rolle (Maxwell et al., 2007). Mit zunehmenden Scherraten von
1000 s bis 10.000 s allerdings wird die Aggregation mehr und mehr VWF-GPIba-abhingig,
wobei der Fibrinogen-GPIIb/IIla-Interaktion zusehends eine eher untergeordnete Bedeutung
zukommt (Maxwell ez al., 2007). Scherraten von mehr als 10.000 s, wie sie beispielsweise in
stark stenosierten atherosklerotischen Arterien auftreten konnen, sind per se ohne
GefiBwandverletzung in der Lage, eine Thrombozytenaktivierung und Aggregation zu
verursachen (Kroll ef al., 1996; Savage et al., 1996; Ruggeri et al., 2006; Maxwell et al., 2007),
welche ausschlieBlich von der VWF-GPIba-Bindung abhingt (Ruggeri et al, 2006). Die
scherinduzierte VWF-GPIba-Interaktion kann verschiedene Signaltransduktionswege ausldsen,
welche an intrazelluldren und transzelluldren Kalziumflux gekoppelt sind und zur Aktivierung
des thrombozytiren Integrin oypPs; und damit zur Plattchenaktivierung, Sekretion und
Aggregation fiihren (Nesbitt ez al., 2006).
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2. Fragestellung der Arbeit

Kardio- und cerebrovaskulidre Erkrankungen wie der akute Myokardinfarkt und ischdmische
Schlaganfille zeichnen sich durch eine gemeinsame Pathogenese aus und werden hdufig durch
die Ruptur einer vorangeschrittenen, komplexen atherosklerotischen Lésion initiiert. Im Zuge
dieses Vorganges kommt es zur Freisetzung zahlreicher prothrombogener Plaquesubstanzen,
welche nach Kontakt mit dem Blutstrom die Bildung eines fatalen gefdverschlieenden fibrin-
und pléttchenreichen Thrombus induzieren konnen. Die Zusammensetzung vulnerabler
atherosklerotischer Lésionen unterscheidet sich maB3geblich von der der gesunden GefiaBwand
und bestimmt deren Thrombogenizitit (Corti et al., 2002b; Ruggeri, 2002). Vor allem die
atheromatdse Region rupturanfilliger Plaques erwies sich als deutlich thrombogener, als die aus
stabilen atherosklerotischen Lasionen isolierte kollagenreiche Matrix (Fernandez-Ortiz et al.,
1994; van Zanten et al., 1994).

Von allen bisher beschriebenen prothrombogenen Plaquekomponenten wird der , tissue factor
als der wichtigste Thrombus-induzierende Stimulus vulnerabler atherosklerotischer Lisionen
angesehen (Toschi et al., 1997; Viles-Gonzalez et al., 2004). Man geht davon aus, dass der
Plaque-, fissue factor* nach seiner Freisetzung primdr das extrinsische Gerinnungssystem
aktiviert und somit die Bildung von Thrombin und Fibrin ausldst. Im Anschluss daran werden
in einem zweiten Schritt die Plittchen durch das im Zuge der Gerinnung gebildete Thrombin
aktiviert, so dass es zur Thrombozytenaggregation und schlielich zur Entwicklung eines fibrin-
und plattchenreichen Thrombus kommen kann. In diesem Modell der Thrombusbildung nach
Plaqueruptur werden die Blutplittchen also nicht direkt, sondern erst nach der Stimulation der
Gerinnung durch den ,tissue factor aktiviert. Zu Beginn dieser Arbeit war unklar, ob das
atherosklerotische Plaquematerial direkt mit den Thrombozyten im Blut interagieren und auf

diese Weise eine Thrombusbildung induzieren kann.

In vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die im
lipidreichen Kern atherosklerotischer Lésionen akkumulierte Lysophosphatidsdure in der Lage
ist, gewaschene Thrombozyten direkt {iber deren LPA-Rezeptoren zu aktivieren, sowie deren
Gestaltwandel (,,shape change) zu induzieren (Siess et al., 1999; Rother et al., 2003). LPA
stellt allerdings fiir sich genommen einen relativ schwachen Plittchenstimulus dar und kann
alleine keine Aggregation der Thrombozyten im Blut hervorrufen (Haseruck et al., 2004). Die
LPA-stimulierte Pldttchenaggregation im Blut hingt von extrazellulirem ADP und dessen
Interaktion mit den thrombozytiren ADP-Rezeptoren P2Y, und P2Y;, ab (Haseruck et al.,
2004).

In dieser Arbeit stellte sich nun zunichst die Frage, ob aufler dem isolierten lipidreichen
Plaquekernbereich, welcher alleine keine Aktivierung der Thrombozyten in PRP und Blut

induzierte, auch andere Bereiche atheromatdser Lésionen in der Lage sind, Plittchen in PRP
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und Blut zu aktivieren, und ob diese Aktivierung direkt und somit ,.tissue factor‘-unabhingig
erfolgen kann. Dariliber hinaus wurde untersucht, iiber welche Mechanismen die Plaque-
stimulierte Thrombozytenaktivierung unter verschiedenen Stromungsverhéltnissen ablauft,
bzw. welche Plaquekomponenten und welche thrombozytiren Rezeptoren und/oder sekundéren
Botenstoffe an diesem Vorgang beteiligt sind. Zur Klidrung dieser Fragestellung wurde der
Effekt unterschiedlicher aktuell eingesetzter und mdglicherweise zukiinftig verabreichter
antithrombozytirer Substanzen auf die Plaque-induzierte Pldttchenadhésion, Aktivierung und
Aggregation untersucht. Analysiert wurden in diesem Zusammenhang verschiedene
Kollagenrezeptor- und VWF-Rezeptor-blockierende Antikorper, sowie verschiedene ADP-

Rezeptor-Antagonisten und Aspirin®.

Obwohl bisher eine Vielzahl antithrombozytarer Substanzen entwickelt wurde oder sich gerade
in der Entwicklung befindet, gibt es aktuell keinen Thrombozytenfunktionshemmer, welcher
spezifisch die plittchenabhidngigen Mechanismen vaskuldrer Erkrankungen inhibiert, ohne
dabei mit der normalen, hdmostatischen Thrombozytenfunktion zu interferieren. Aus diesem
Grund bestand ein Ziel dieser Arbeit auch in der Suche nach einer optimalen
antithrombozytiren Strategie zur Prophylaxe und Therapie eines Gefdfverschlusses nach

Plaqueruptur, welche die Hdmostase nicht beeinflusst.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Gerate

Aggregometer

Autoklaven

Brutschrank
Durchflusszytometer
Gefrierschrank, -80°C
Gelelekrophorese-System

Impedanzaggregometer

Magnetriihrer

Mikroskope

2-Kanal-LABOR®-Aggregometer, Fresenius AG

(Bad Homburg, Deutschland);

Lumi-Aggregometer ,,Platelet lonized Calcium
Aggregometer (PICA™)”, Chronolog (Endingen,
Deutschland)

Autoklav 23, MELAG Medizintechnik (Berlin,
Deutschland);

Bioklav, Schiitt Labortechnik GmbH (Go6ttingen,
Deutschland)

WTB Binder (Tuttlingen, Deutschland)

FACScan, Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
ULT1706, Revco Scientific (Asheville, NC, USA)
Biorad (Miinchen, Deutschland)

Multiplate®-Gerit (,,multiple platelet function analyzer),
Dynabyte Medical (Miinchen, Deutschland)

MR3001, Heidolph (Kehlheim, Deutschland)
Aufrechtes Mikroskop Axioskop 2 plus, Zeiss (Jena,
Deutschland);

aufrechtes Mikroskop RBM 3, an digitale ,,Spot*“-Kamera
gebunden, Leica (Wetzlar, Deutschland);
Lichtmikroskop D 65323, Leitz (Wetzlar, Deutschland);
konfokales Laser Scanning Fluoreszenzmikroskop LSM

510Meta, Zeiss (Jena, Deutschland)
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Neubauer-Zihlkammer

pH-Meter

Spektrophotometer

Spritzensaugpumpe

Thermomixer

Thrombelastograph

wysmex Platelet Counter*

3

wysmex Platelet Centrifuge’

Videokameras

Videorekorder
Vortexer

Waagen

Wasserbad

Zentrifugen

Zwei-Kanal-Linien-Schreiber

3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Butterflykaniilen (19-Gauge)

Filme

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG (Lauda-Konigshofen,
Deutschland)

Model 765 Calimatic, Knick (Berlin, Deutschland)
UVICON 930, Kontron Instruments (Neufahrn,
Deutschland)

»Pump 33 Dual Syringe Pump*, Harvard Apparatus
(Holliston, MA, USA)

Thermomixer kompakt, Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

roTEM®-Gerinnungsanalysator, Pentapharm GmbH
(Miinchen, Deutschland)

PL-100, TOA Medical Electronics (Kobe, Japan)
PC-800, TOA Medical Electronics (Kobe, Japan)
schwarz-weil} Videokamera AVT BC-71, AVT Horn
(Aalen, Deutschland);

Pulnix CCD Kamera, JAI Inc. (San Jose, CA, USA)
Model NV-HS930, Panasonic (Osaka, Japan)

REAX top, Heidolph (Kehlheim, Deutschland)
Model BP 2100S und Modell R 160 P, Sartorius
(Géttingen, Deutschland)

GFL GmbH (Burgwedel, Deutschland)

Biofuge pico, Omnifuge 2.0RS und Megafuge 1.0RS,
Heraeus Sepatech (Osterode, Deutschland)

Servogor 102, Hinkel Elektronik (Pirmasens-Winzeln,
Deutschland)

Intermedica GmbH (Mainz, Deutschland)

Polapan, Polaroid (Offenbach, Deutschland)
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Glasdeckgldschen

Hybond™-C extra Blotmembran

,,Lab-Tek chamber-slides*

Objekttrager

THROMBO-PLUS®-R6hrchen

& 18 mm oder 24 x 50 mm, Corning BV
(Schiphol-Rijk, Niederlande)

Amersham Biosciences (Ismaning, Deutschland)

Nunc (Wiesbaden, Deutschland)

26 x 76 mm, Menzel-Gliaser GmbH
(Braunschweig, Deutschland);

26 x 76 mm, silanisiert (Dako, Hamburg,
Deutschland)

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

3.1.3. Chemikalien, Enzyme, Peptide, Antikorper, IgG Isotypkontrollen

3.1.3.1. Chemikalien
Acetylsalicylsdure

Acrylamid/Bisacrylamid-Losung

ADP

Albumin, bovin, fettsdurefrei

Apyrase (Adenosindi-/triphosphatase)

AR-C69931MX

ATP

,BM Blue POD Substrate*

-Mercaptoethanol

CELLPACK™-Puffer

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
(37,5:1; 40% (w/v)), AMRESCO Inc. (Solon,
Ohio, USA)

50704, Trinity Biotech Company (Lemgo,
Deutschland)

A-7511, Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

A-6535, Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

AstraZeneca R&D Molndal (Molndal, Schweden)

Chronolog (Endingen, Deutschland)
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
PK-30L, Sysmex Deutschland GmbH

(Norderstedt, Deutschland)
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Citrat, Monohydrat

Citrat, Trinatriumsalz

»dotMetric™-A 1 ul Protein Assay Kit*
Erythrolyselosung

Ficoll® Typ 70

Formaldehydlésung (37% (w/v))

Kollagenreagens (Horm®™)

Kollagen Typ I (aus Rinderhaut)
Kollagen Typ III (aus humaner Plazenta)
»Lowry Protein Assay Kit*

Luziferin/Luziferase-Reagenz
Magermilchpulver

Mepacrin (Quinacrindihydrochlorid)
MRS2179

Natriumcitratlosung

Natriumdeoxycholat

Phalloidin

Polyvinylpyrrolidon (PVP360)
Prostazyklin (PGI,)

Proteaseinhibitorcocktail

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Genotech (St. Louis, MO, USA)

Serotec GmbH (Diisseldorf, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Nycomed Pharma (Unterschleissheim,
Deutschland)

BD Biosciences (Bedford, MA, USA)

BD Biosciences (Bedford, MA, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Chrono-Lume®; Chronolog (Endingen,
Deutschland)

Biorad (Miinchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
M-3808, Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

3,13% Trinatriumcitratdihydrat, Eifelfango (Bad
Neuenahr-Ahrweiler, Deutschland)
D-6750, Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland)

Rhodamin gekoppelt, Molecular Probes™
(Eugene, OR, USA);

Alexa Fluor®546 gekoppelt, Molecular Probes™
(Eugene, OR, USA)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
P-8340, Sigma-Aldrich (Taufkirchen,

Deutschland)
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Refludan®

Ristocetin

Rotiblock®™ (10x-Konzentrat)
,SuperSignal® West Pico“-Chemi-
lumineszenzsubstrat

wircol™ Kollagen Assay Kit*
Triton X-100

Tween 20

»Zenon Rabbit IgG Labeling Kit*

Lepirudin oder rekombinantes Hirudin, Pharmion
Ltd. (Marburg, Deutschland)

Rolf Greiner BioChemica (Flacht, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Pierce (Rockford, IL, USA)

Biocolor Ltd. (Belfast, Nordirland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Zenon™Alexa Fluor®488/546/647, Molecular
Probes™ (Eugene, OR, USA)

Soweit nicht anders im Text vermerkt, wurden alle weiteren Chemikalien in p.a.-Qualitdt von
den Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland) oder Sigma-Aldrich (Tauftkirchen, Deutschland)

bezogen.

3.1.3.2. Enzyme
Kollagenase Typ VII

Korntrypsininhibitor

3.1.3.3. Peptide
CRP

GFOGER-GPP

aus Clostridium histolyticum; C-0773, Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Enzyme Research Laboratories (South Bend, IN,
USA);

Calbiochem, Merck Chemicals Ltd. (Darmstadt,

Deutschland)

GCO(GPO);0GCOG:; kollagenverwandtes
(,,collagen-related peptide*), GPVI-aktivierendes
Peptid; (Morton et al., 1995)
GPC(GPP)sGFOGER(GPP)sGPC; Integrin a,f-
blockierendes Peptid; (Knight et al., 2000)
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mCRP

RGDS

3.1.3.4. Antikorper

Primérantikorper

CD 14

CD41a

GPVI

GPVI

GPIba

Integrin a3,

monomeres kollagenverwandtes (,,monomeric
collagen-related peptide*), GPVI-blockierendes
Peptid; (Morton et al., 1995)

Integrin oypPs-blockierendes Tetrapeptid; Sigma-

Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

monoklonales anti-CD14 Méuse IgG2b, PE-gebunden;
BD Biosciences (Bedford, MA, USA)

monoklonales anti-CD41a Miuse [gG1, FITC-gebunden,;
BD Biosciences (Bedford, MA, USA)

10B12; anti-GPVI blockierende Einzelketten-Fv-
Antikorperfragmente (,,single chain Fv antibody
fragments (scFvs)®); (Smethurst et al., 2004; ;0'Connor et
al., 2006)

Hemmexperimente: 50-200 pg/ml

5C4; Fab-Fragmente eines monoklonalen anti-GPVI
blockierenden Ratten IgG; (Massberg et al., 2004)
Hemmexperimente: 10 pg/ml

6B4; monoklonales anti-GPIba blockierendes

Mause [gG1; (Cauwenberghs ef al., 2001)
Hemmexperimente: 5 pg/ml

6F1; monoklonales anti-Integrin a, blockierendes

Mause IgGl; (Coller et al., 1989)

Hemmexperimente: 20 pg/ml
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Integrin o,

Kollagen Typ I

Kollagen Typ III

Sekundirantikdrper

anti-Kaninchen IgG

anti-Kaninchen IgG

3.1.3.5. IgG Isotypkontrollen

2D4

P1E6; monoklonales anti-Integrin a, blockierendes
Mause [gG1; Chemicon International (Temecula, CA,
USA)

Hemmexperimente: 12,5 pg/ml

polyklonales anti-Kollagen Typ I Kaninchen IgG;
Rockland (Gilbertsville, PA, USA)
Immunfluoreszenz: 1:100; Immunhistochemie: 1:100;
Hemmexperimente: 12,5 pg/ml, bzw. 25 pg/ml;
Westernblot: 1:15.000

polyklonales anti-Kollagen Typ III Kaninchen IgG;
Rockland (Gilbertsville, PA, USA)
Immunfluoreszenz: 1:100; Immunhistochemie: 1:100;
Hemmexperimente: 12,5 pg/ml, bzw. 25 pg/ml;
Westernblot: 1:15.000

aus Ziege, Alexa Fluor”488- oder Alexa Fluor®546-
gebunden; Molecular Probes™ (Eugene, OR, USA)
aus Ziege, Meerrettichperoxidase (,,horse raddish
peroxidase* = HRP)-gebunden; Amersham Biosciences

(Ismaning, Deutschland)

anti-HLA Typ A2-Einzelketten-Fv-Antikorperfragmente
»single chain Fv antibody fragments (scFvs)*;
Isotypkontrolle des anti-GPVI-Antikérpers 10B12;
(Smethurst et al., 2004; O'Connor et al., 2006)
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Mause 1gG1 MOPC-21; Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland);
Isotypkontrolle des anti-GPIba-Antikdrpers 6B4 sowie
der anti-Integrin a,-Antikorper 6F1 und P1E6

Kaninchen IgG Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland);
Isotypkontrolle der anti-Kollagen Typ I- und der anti-
Kollagen Typ III-Antikorper

Ratten IgG Cymbus Biotechnology Ltd. (Hampshire, NF, USA);
Isotypkontrolle des anti-GPVI-Antikorpers 5C4;

Ratten IgG RmC 11H9; Isotypkontrolle des anti-GPVI-Antikdrpers
5C4; (Massberg et al., 2004)

3.2. Methoden

3.2.1. Praparation und Konservierung von humanem atherosklerotischen
Plaguematerial aus der Arteria carotis

Dialysepuffer: 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,05% (w/v) Chloramphenicol; pH 7,4

Im Rahmen gefafichirurgischer Operationen, so genannter Thrombendarterektomien der
Karotiden, wurden Gewebeproben atherosklerotischer Lidsionen von Patienten mit
Karotisstenose entnommen. Das Einverstdndnis der Patienten und die Genehmigung der
Ethikkommission der medizinischen Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen
lagen hierbei jeweils vor dem Durchfiihren des Eingriffs vor. Bei der Entnahme der
atherosklerotischen Lidsion wurde strengstens darauf geachtet, dass weder Media noch
Adventitia oder gesunde Intima zusammen mit dem Plaquematerial aus der GefdBwand entfernt
wurden. Durch die Anwendung des Operationsverfahrens der Thrombendarterektomie blieb die
Struktur des gewonnen Plaquematerials im ganzen (,,en bloc*) erhalten (Brandl et al., 1997).
Ausschlielich vorangeschrittene, lipidreiche atherosklerotische Lésionen, welche gemdl3 der
Empfehlungen des ,,Committee on Vascular Lesions of the Council of Atherosclerosis,
American Heart Association* (Stary et al., 1995) als so genannte Typ V-Atheromas klassifiziert
wurden, wurden im Rahmen dieser Arbeit gesammelt und weiter beziiglich ihrer thrombozyten-
und gerinnungsaktivierenden Eigenschaften untersucht. Die Typ V-Ldsionen bestanden in der
Regel aus einem lipidreichen und/oder nekrotischen Plaquekern, welcher von fibrésem Gewebe

umgeben war (Brandl et al., 1997). Die makroskopische Zerlegung des Plaquematerials erfolgte
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durch einen erfahrenen GefdB3chirurgen, der die atheromatdse Plaqueregion sorgfiltig von
angrenzenden Bereichen, wie der distalen kollagenreichen Plaqueschulterregion und der
proximalen Region mit Bindegewebe, Schaumzellen und Lipidablagerungen abtrennte (Brandl
et al., 1997). Ein Teil der entnommenen atheromatdsen Ldsionen wurde in longitudinaler
Richtung durchtrennt und eine Hilfte des Plaquematerials histomorphologisch charakterisiert,
um die beschriebene makroskopische Zuordnung auch mikroskopisch verifizieren zu kdnnen
(siche Abschnitt 3.2.9.1). Die zweite Halfte der atheromatdsen Plaques wurde fiir
Untersuchungen beziiglich ihrer plattchen- und gerinnungsaktivierenden Eigenschaften
homogenisiert. Aus einigen besonders weichen Plaqueproben wurde nach vorsichtiger
Léangsteilung mit einem scharfen Skalpell das wachsartige, lipidreiche Kernmaterial, der so
genannte ,,/ipid-rich core’ des Plaques, stumpf herausprépariert und auf die gleiche Weise wie
die ganzen atheromatdsen Lésionen weiter aufbereitet. Auch die fibrésen Kappen der
vorangeschrittenen, lipidreichen atherosklerotischen Plaques einiger Patienten wurden separat
préipariert und flir weiterfilhrende Analysen ihrer thrombozytenaktivierenden Eigenschaften

homogenisiert.

Zu Beginn dieser Arbeit verlief die Plaque-Aufbereitung wie folgt: Die atheromatdsen
Gewebeproben wurden unmittelbar nach der Entnahme aus dem Patienten in ein 10 ml
Polypropylen-Plastikgefdl3 iiberfiihrt, bei 4°C gelagert, am gleichen oder Folgetag mittels
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewabhrt.
Nach dem vorsichtigen Auftauen der Plaqueproben auf Eis, wurden diese abgewogen, mit
einem scharfen Skalpell zerkleinert und mit Glaspotter (10 ml Fassungsvermodgen) und
zylindrischem Glaspistill in Dialysepuffer homogenisiert (Endkonzentration: 50 oder 100 mg
Feuchtgewicht/ml). Die so entstandenen Plaquesuspensionen wurden in 500 pl-Portionen
aliquotiert und bis zur ihrem weiteren Einsatz bei -80°C gelagert. Sich wiederholende Einfrier-
und Auftauzyklen der Plaquehomogenate wurden vermieden. Nahezu alle der in dieser Arbeit
gezeigten Experimente wurden mit den auf diese Weise aufbereiteten atheromatdsen
Plaquehomogenaten (Abkiirzungen: A-Plaques oder AP fiir atheromatdse Plaques)
durchgefiihrt.

Da nicht alle der untersuchten Plaquehomogenate in der Lage waren Thrombozyten zu
aktivieren und Fibrinbildung zu induzieren, wollten wir kldren, ob die Stabilisation der
plattchen- und gerinnungsaktivierenden Plaquekomponenten moglicherweise durch eine
Modifikation der oben beschriebenen Plaque-Aufbereitungsmethode verbessert werden konnte.
Um zu iberpriifen, ob die Lagerung des Plaquematerials unmittelbar nach der
Thrombendarterektomie einen FEinfluss auf die Plaque-Aktivitdt hatte, wurden die
Gewebeproben nach ihrer Entnahme aus dem Patienten nicht wie zuvor bei 4°C aufbewahrt,
sondern sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -
80°C gelagert. Nach vorsichtigem Auftauen auf Eis wurden die Plaqueproben abgewogen, mit

einem Skalpell zerkleinert, mit Glaspotter und Pistill in Dialysepuffer homogenisiert
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(Endkonzentration: 100 mg Feuchtgewicht/ml), zu je 100 pl aliquotiert und bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C aufbewahrt. Auch bei diesen Homogenaten wurden hdufige Einfrier-
und Auftauzyklen vermieden. Die mittels dieses Verfahrens hergestellten Plaquesuspensionen
(Abkiirzungen: G-Plaques oder GP fiir schock gefrorene atheromatdse Plaques) kamen nur in
einzelnen Experimenten dieser Arbeit zum Einsatz (siche Abschnitte 4.3.3.1, 4.4, 4.5.1.2 und
4.7.1).

Die dritte Variation der Plaque-Aufbereitungsmethode bestand darin, die Gewebeproben wie
zuvor die G-Plaques unmittelbar nach chirurgischer Entnahme in fliissigem Stickstoff schock
zu gefrieren und bei -80°C aufzubewahren, aber im Unterschied zu den vorangegangenen
Verfahren, unter sterilen Bedingungen weiter zu verarbeiten. Nach dem vorsichtigen Auftauen
des atherosklerotischen Plaquegewebes (Abb. 3.1 A) auf Eis, wurde die atheromatdse
Plaqueregion préipariert (Abb. 3.1 B). Diese wurde anschlieBend abgewogen, mit einem
Skalpell zerkleinert und in Dialysepuffer mit Glaspotter und Pistill homogenisiert
(Endkonzentration: 100 mg Feuchtgewicht/ml) (Abb. 3.1 C und D).

Abb. 3.1: Herstellung eines Plagquehomogenates unter sterilen Bedingungen. A) Digitalfotographische
Aufnahme eines atherosklerotischen Plaquegewebes (Typ V-Atheromas) nach chirurgischer Entfernung aus
einem Patienten mit Karotisstenose. B) Digitalfotographische Aufnahme nach Préiparation der
atheromatosen Plaqueregion (rot umrandet), welche weiter zu einem Plaquehomogenat aufbereitet wurde.
C) Homogenisieren der atheromatosen Plaqueregion mit Glaspotter und zylindrischem Glaspistill unter
sterilen Bedingungen. D) Fertiges Plaquehomogenat.

Die auf diese Weise gewonnen Plaquesuspensionen wurden in 100 pl-Portionen aliquotiert, in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zu ihrer weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.
Sich wiederholende Auftau- und Einfrierzyklen der Plaquehomogenate wurden vermieden. Die
mittels dieses Verfahrens hergestellten Plaquesuspensionen (Abkiirzungen: GS-Plaques oder
GSP fiir gefrorene, sterile atheromatdse Plaques) kamen ausschlieBlich in den Experimenten
des Abschnitts 4.7.1 dieser Arbeit zum Einsatz. Diese dritte Methode der Plaque-Aufbereitung
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wurde mit weiteren Verfahren verglichen: Ein Teil des frisch entnommenen Plaquegewebes
wurde nicht sofort schockgefroren, sondern nach kurzer Lagerung von maximal 2 h bei 4°C in
Dialysepuffer mit oder ohne Proteaseinhibitorcocktail homogenisiert und anschlieBend wieder
bei 4°C gelagert. Zusitzlich wurde ein Teil der frisch entnommenen Plaqueproben in
Dialysepuffer mit oder ohne 20%, bzw. 30% Glycerin homogenisiert, schockgefroren und bei -
80°C aufbewahrt. Diese auf unterschiedliche Weise konservierten Plaquehomogenate wurden
beziiglich ihrer thrombozyten- und gerinnungsaktivierenden Eigenschaften miteinander
verglichen (siehe Abschnitt 4.7.1).

3.2.2. Blutabnahme

ACD-Puffer: 111 mM Glukose, 85 mM Trinatriumcitratdihydrat, 65 mM Citratmonohydrat; pH 4,5
HEPES-Puffer: 20 mM HEPES, 2,9 mM KCI, 1 mM MgCl, x 6 H,O, 138 mM NacCl, 0,36 mM
NaH,POy; pH 7,4
Citratlésungen: 3,13% (w/v) Trinatriumcitratdihydratldsung (Eifelfango, Bad Neuenahr-Ahrweiler,
Deutschland) oder 3,13% (w/v) Trinatriumcitratdihydrat gelost in HEPES-Puffer
Hirudinlésungen: 2000 U/ml rekombinantes Hirudin geldst in 0,9% NaCl-Losung (pH 7,4) oder
2000 U/ml rekombinantes Hirudin geldst in HEPES-Puffer

Die Blutabnahme von peripher-venésem Blut aus der Vena cubitalis von gesunden Probanden
(20 bis 50 Jahre) erfolgte mittels einer 19-G-Butterflykaniile und 50 ml Plastikspritzen, in
welchen je nach Versuchsansatz verschiedene Volumina an Antikoagulantien vorgelegt wurden
(Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Antikoagulansvolumina, welche in Plastikspritzen zur Herstellung unterschiedlich
gerinnungsblockierter Blutproben vorgelegt wurden.

Versuchsansatz vorgelegte Antikoagulansvolumina
gewaschene Thrombozyten 1/6 Volumen ACD-Puffer
Citratblut 1/10 Volumen Citratlésung

(finale Citratkonzentration im Blut: 0,313%)

1/10 Volumen Citratlésung plus 10 mM ASS

Citrat-ASS-Blut (finale Konzentrationen im Blut: 0,313% Citrat; 1 mM ASS)

1/10 Volumen Hirudinlésung

Hirudinblut (finale Hirudinkonzentration im Blut: 200 U/ml oder 13 pg/ml)

1/10 Volumen Hirudinlésung plus 10 mM ASS

Hirudin-ASS-Blut (finale Konzentrationen im Blut: 200 U/ml Hirudin; 1 mM ASS)

Die Probanden wurden vor jeder Blutabnahme iiber mogliche Risiken aufgekldrt und haben
entsprechend dem Protokoll von Helsinki ihr Einverstandnis erkldrt. Alle Probanden gaben an,

mindestens 2 Wochen vor der Blutentnahme keinerlei Medikamente eingenommen zu haben.
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Ausgenommen hiervon waren hormonelle Empfangnisverhiitungsmittel. Wéhrend und
unmittelbar nach der Blutabnahme wurden die Plastikspritzen leicht geschwenkt, um das
vorgelegte Antikoagulans gleichméfig im abgenommenen Blut zu verteilen, und somit die
Blutgerinnung effektiv zu blockieren. Die ersten 3 ml des entnommenen Blutes wurden jeweils

verworfen, um Verunreinigungen des Blutes mit Gewebethromboplastin zu vermeiden.

3.2.3. Praparation von humanem plattchenreichem und plattchenarmem
Plasma sowie humaner gewaschener Thrombozyten

Plittchenreiches Plasma (PRP)

Zur Gewinnung von PRP wurde gesunden Probanden peripher-vendses Blut aus der
Kubitalvene wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben entnommen. Das antikoagulierte Blut wurde
unmittelbar nach der Abnahme in 50 ml Polypropylenréhrchen tiberfiihrt und zur Gewinnung
von PRP fiir 20 min bei RT mit 160 x g (ohne Bremse) zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren
wurde das PRP vorsichtig aus dem Uberstand abgenommen. 20 ul des PRP wurden zur
Thrombozytenzihlung in 2 ml THROMBO-PLUS®-Puffer iiberfiihrt, und die Blutplittchenzahl
in einer Neubauer-Zahlkammer gemidB3 den Angaben des Herstellers mit Hilfe des
Lichtmikroskops  Leitz ~ D-65323  bestimmt. = Adhidsions-, =~ Aggregations-  oder
Gerinnungsexperimente mit dem PRP wurden bis maximal 3 h nach der Blutabnahme
durchgefiihrt.

Plittchenarmes Plasma (PPP)

Das PRP wurde fiir 10 min bei RT mit 1.000 x g (mit Bremse) zentrifugiert, und das sich im
Uberstand befindliche PPP anschlieend vorsichtig abgenommen. Die Gerinnungsexperimente

mit dem PPP wurden bis maximal 5 h nach der Blutabnahme durchgefiihrt.

Gewaschene Thrombozytensuspensionen

ACD-Puffer: 111 mM Glukose, 85 mM Trinatriumcitratdihydrat, 65 mM Citratmonohydrat; pH 4,5
Tyrode-Albumin-Puffer: 0,35 % (w/v) Albumin (fettsdurefrei), 2 mM CaCl,, 5 mM Glukose, 10 mM HEPES,
2 mM KCI, 1 mM MgCl, x 6 H,O, 137 mM NaCl, 12 mM NaHCO;, 0,3 mM NaH,POy;

pH 7,3
Puffer B: 20 mM HEPES, 2,9 mM KCl, 1 mM MgCl, x 6 H,0, 138 mM NacCl,
0,36 mM NaH,POy; pH 6,2
Puffer C: 5 mM Glukose, 20 mM HEPES, 2,9 mM KCl, 1 mM MgCl, x 6 H,O, 138 mM NaCl,

0,36 mM NaH,POy; pH 7,4
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Zur Herstellung einer Suspension gewaschener Thrombozyten nach der so genannten ,,Gachet-
Standard-Methode* (modifizierte Methode nach Cazenave et al.) (Cazenave et al., 1993),
wurde gesunden Probanden peripher-vendses Blut aus der Kubitalvene wie in Abschnitt 3.2.2
beschrieben entnommen. Die Blutabnahme erfolgte mittels einer 19-G-Butterflykaniile und 50
ml Plastikspritzen, in denen 1/6 Volumen ACD-Puffer vorgelegt war. Sofort nach der Abnahme
wurde das Blut in 50 ml Polypropylenréhrchen iiberfiihrt und zur Gewinnung von PRP fiir 20
min bei RT mit 160 x g (ohne Bremse) zentrifugiert. Das PRP im Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und bei 37°C fiir 15 bis 30 min im Wasserbad inkubiert. Die Thrombozyten
wurden anschlieBend durch Zentrifugation bei 1.570 x g (mit Bremse) pelletiert. Die
Zentrifugationszeit war hierbei von der Menge des gewonnenen PRP pro Rohrchen abhéngig
(Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Zentrifugationszeit des plittchenreichen Plasmas nach Cazenave et al. (Cazenave et al., 1993).

Plasmamenge [ml] 15 20 25 30 35 40

Zentrifugationszeit [min] 10 12 13 14 15 16

Nach der Zentrifugation wurde das PPP sorgfiltig und moglichst komplett abgenommen. Das
Plattchenpellet wurde anschlieend vorsichtig in 10 ml 37°C-warmem Tyrode-Albumin (0,35%
(w/v))-Puffer resuspendiert, die Thrombozytensuspension mit 1 uM Prostazyklin (PGI)
versetzt und fiir 10 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Thrombozytensuspension nochmals mit 1 uM PGI, versetzt und bei RT fiir § min mit 1.100 x g
(mit Bremse) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Thrombozytenpellet in 10
ml 37°C-warmen, albuminfreien Puffer B, welcher 0,3 U/ml Apyrase enthielt, aufgenommen.
20 pl der Puffer B-Suspension wurden zur Thrombozytenzihlung in 2 ml THROMBO-PLUS"-
Puffer {iberfiihrt, und die Blutpldttchenzahl in einer Neubauer-Zdhlkammer gemiB3 den
Angaben des Herstellers mit Hilfe des Lichtmikroskops Leitz D-65323 bestimmt. Nach erneuter
Pelletierung der Thrombozyten bei RT fiir 8 min mit 1.100 x g (mit Bremse), wurde das
Blutplittchensediment in 37°C warmem 0,1% (w/v) Albumin- und 0,3 U/ml Apyrase-haltigem
Puffer C aufgenommen. Die Thrombozytenkonzentration in der Suspension wurde durch

entsprechendes Variieren des Volumens an Puffer C gemif folgender Rechnung eingestellt:

gezahlte Thrombozytenzahl in Puffer B-Suspension x 10.000
x 10 ml Puffer B = x ml Puffer C

gewiinschte Thrombozytenzahl/ul Puffer C-Suspension

Um die Voraktivierung der gewaschenen  Blutplittchen in  der  fertigen

Thrombozytensuspension zu minimieren, wurde diese fiir mindestens 30 min zum Ruhen bei
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RT stehen gelassen. Aggregations-, Sekretions- und Adhisionsexperimente mit gewaschenen

Thrombozytensuspensionen wurden bis maximal 4 h nach der Blutabnahme durchgefiihrt.

3.2.4. Turbidimetrische Messung von Thrombozytengestaltwandel (..shape
change*) und Aggregation

Bei der turbidimetrischen Messung von Thrombozytengestaltwandel und Aggregation nach
Born (Born et al., 1963) handelt es sich um eine Methode, welche die Lichttransmission einer
geriihrten Thrombozytensuspension oder von geriihrtem PRP misst. Nach Zugabe eines
Thrombozytenagonisten kommt es zur Sphérisierung (Gestaltwandel oder ,,shape change ) der
initial diskoiden Blutpléttchen, und dadurch zu einer Minderung der Lichttransmission und zur
Abnahme der Oszillationen. Durch Aggregation der Blutplittchen nimmt die Anzahl der

korpuskuldren Bestandteile der Suspension ab, und daher die Lichttransmission zu.

Die Messung von Thrombozytengestaltwandel und der Aggregation erfolgte mittels eines 2-
Kanal-LABOR"-Aggregometers der Firma Fresenius (Bad Homburg, Deutschland) sowie
mittels eines Lumi-Aggregometers (siche Abschnitt 3.2.5). Beide Gerite verwenden Weillicht
einer Wolframlampe wund eine Photoelektrode zur Transmissionsmessung. FEinweg
Aggregationskiivetten wurden mit 400 pl Thrombozytensuspension (400.000 Thrombozyten/ul)
oder PRP befiillt und nach einer ein- bis maximal flinfminiitigen Vorinkubation bei 37°C mit
oder ohne entsprechende Hemmsubstanzen in den Strahlengang der Aggregometer iiberfiihrt.
Nach Zugabe verschiedener Bluttplittchenstimuli (ADP, atheromatdse Plaquehomogenate,
Horm®-Kollagen, Ristocetin, etc.) wurde bei kontinuierlichem Rithren (1.100 rpm) die
Sphérisierung, bzw. die Aggregation der Thrombozyten mit Hilfe eines 2-Kanal-Linien-
Schreibers fortlaufend aufgezeichnet (Dauer: in der Regel 3 min). Die exakten Protokolle fiir

die individuellen Versuchsansétze sind im Ergebnissteil aufgefiihrt.

Die Quantifizierung von ,,shape change* oder Aggregation erfolgte durch das Ausmessen der
Abweichung der Lichttransmission von der Basallinie in mm. Die maximale Abnahme der
Lichttransmission von der Basallinie bei vollstindigem Gestaltwandel, bzw. die maximale
Zunahme der Lichttransmission bei vollstandiger Aggregation wurden hierbei als 100%-Wert
definiert und die weiteren Messwerte dazu in Relation gesetzt. In vielen Experimenten wurde
die Horm®-K011agen (2,5 pg/ml)-induzierte maximale Ab- und Zunahme der Lichttransmission
als 100% ,,shape change“ und 100% Aggregation definiert. Die weiteren Messwerte wurden
zu diesen Werten in Relation gesetzt. Zur absoluten Bestimmung der Verdnderung der
Lichttransmission, wurde in manchen Experimenten die Lichttransmission von PRP als 0%, die
von PPP als 100% definiert. Die weiteren Messwerte wurden dann zu diesen Werten in

Relation gesetzt.
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3.2.5. Bestimmung der ATP-Sekretion in Suspensionen gewaschener
Thrombozyten und im PRP

Puffer C: 20 mM HEPES, 2,9 mM KCI, 1 mM MgCl x 6 H,0, 138 mM NaCl, 0,36 mM NaH,PO,; pH 7,4

Die ATP-Sekretion von Thrombozyten wurde wéhrend der Thrombozytenaktivierung in einem
Lumi-Aggregometer (,,Platelet Ionized Calcium Aggregometer (PICA®)“) bestimmt. Mit
diesem Gerit ist es moglich gleichzeitig turbidimetrisch den Blutplittchen-,,shape change® und
die Aggregation, sowie mittels des Luziferin-Luziferase-Assays die ATP-Sekretion von

Thrombozyten wihrend deren Aktivierung zu ermitteln.

Das  Lumi-Aggregometer  wurde  hierfir —auf 37°C  vorgewdrmt und 2
Thrombozytensuspensionen aus der initialen Suspension gewaschener Blutplittchen (400.000
Thrombozyten/ul) erstellt. Durch die Zugabe von 15 pl Puffer C zu 385 pul
Thrombozytensuspension, sowie von 100 ul Puffer C zu 300 pl Thrombozytensuspension
wurden eine plattchenreiche (PRS) und eine pléttchenarme Suspension (PAS) gewaschener
Thrombozyten erzeugt. Fiir die Experimente im PRP wurde an Stelle der plédttchenarmen
Suspension plittchenarmes Plasma (PPP) verwendet. Im Lumi-Aggregometer wurde die
Lichttransmission im Vergleich PRS/PAS, bzw. PRP/PPP gemessen, und die Basallinie
entsprechend eingestellt. Die ATP-Sekretion wurde bei kontinuierlichem Riihren (1.000 rpm)
wiahrend der Blutplittchenaktivierung und Aggregation nach der Zugabe von 15 ul Luziferin-
Luziferase-Reagenz zu 385 ul Thrombozytensuspension, bzw. PRP und der Zugabe
verschiedener Thrombozytenagonisten (z. B. atheromatdses Plaquematerial, Horm®-Kollagen)

bestimmt. Die Messungen wurden bis maximal 3 h nach der Blutabnahme durchgefiihrt.

3.2.6. Bestimmung der Thrombozytenaggregation im Blut

3.2.6.1. Einzel-Thrombozyten-Zihlung (..single platelet counting*)

Fixationspuffer: 150 mM NaCl, 4,5 mM Na,HPO,, 1,6 mM KH,PO,, 4,6 mM Na,EDTA,
0,16% (w/v) Formaldehyd

Nach vorliegender Einverstindniserkldrung, wurde gesunden Probanden wie in Abschnitt 3.2.2
beschrieben peripher-vendses Blut aus der Vena cubitalis entnommen. Die Messung der
Thrombozytenaggregation im Blut erfolgte geringfiligig modifiziert nach Fox et al. (Fox et al.,
1982) durch Messung der Abnahme der Thrombozytenkonzentration. Bis zur
Versuchsdurchfiihrung wurde das antikoagulierte Blut bei RT aufbewahrt und 400 ul davon 2

min vor dem eigentlichen Experiment in einer Aggregationskiivette im Thermoblock eines 2-
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Kanal-LABOR"-Aggregometers mit oder ohne entsprechende Hemmsubstanzen bei 37°C
inkubiert. Danach wurde die Kiivette in die Riihreinrichtung des Aggregometers iiberfiihrt und
das Blut mit 1.000 rpm geriihrt. Unmittelbar vor und zu variierenden Zeitpunkten nach der
Zugabe verschiedener Thrombozytenagonisten (z. B. atheromatdses Plaquematerial, Horm"-
Kollagen) wurde ein Aliquot (15 ul) des geriihrten Blutes in ein 1 ml Eppendorf-Plastikgefal3
tiberfiihrt, in welchem 30 pl Fixationspuffer vorgelegt waren. Die fixierten Proben wurden mit
955 ul CELLPACK™-Puffer verdiinnt, fiir 6 min bei in etwa 940 rpm (entsprechen ca. 80 x g)
in der ,Sysmex Platelet Centrifuge PC-800° zentrifugiert und der Uberstand, welcher die
einzelnen Thrombozyten enthielt, weiter mit 10 ml CELLPACK™-Puffer vermischt. Die
Blutpléttchen in den Verdiinnungen wurden mit Hilfe einer elektronischen Zdhlmaschine, dem
wysmex Platelet Counter PL-100, gezéhlt. In dieser Zdhlmaschine durchqueren die einzelnen
Thrombozyten eine kleine Offnung des Messwertgebers und erzeugen hierbei ein direkt zu ihrer
GroBe proportionales elektrisches Signal. Die % Thrombozytenaggregation im antikoagulierten
Blut wurden als ,,% Abnahme der Thrombozyten* im Vergleich zum Basalwert vor der Zugabe

verschiedener Agonisten dargestellt und wie folgt berechnet:

Aggregation im Blut [%] = 100% [ Pliattchenzahl nach der Aktivierung x 100 % J
o] = o -

Plattchenzahl vor der Aktivierung

Alle Messungen der Thrombozytenaggregation im Blut wurden jeweils in Duplikaten und bis

maximal 3 h nach der Blutabnahme durchgefiihrt.

3.2.6.2. Impedanzaggregometrie (Multiplate®-Svstem)

Als zweite Methode der Bestimmung der Thrombozytenaggregation im Blut wurde wie von
Toth et al. beschrieben die Multiplate®-Analyse eingesetzt (Toth et al., 2006). Das Multiplate®
(,,multiple platelet function analyzer)-System der Firma Dynabyte Medical (Miinchen,

Deutschland) stellt eine neue Methode zur Messung der Thrombozytenfunktion in
antikoaguliertem Blut dar und basiert auf einer Weiterentwicklung der Impedanzaggregometrie,
welche in den 80er Jahren von Cardinal und Flower (Cardinal et al., 1980) eingefiihrt wurde.
Das Messprinzip des Multiplate®-Systems beruht auf der Tatsache, dass Thrombozyten unter
normalen Bedingungen im nicht aktivierten und nicht thrombogenen Zustand im Blut
zirkulieren (Abb. 3.2 A), jedoch nach Stimulation durch verschiedenste Agonisten an ihrer
Oberfliche Rezeptoren exponieren, welche die Pldttchenadhidsion an GefiaBwandverletzungen,
sowie an korperfremden Oberflichen wie beispielsweise den Sensoroberflichen der
Multiplate®-Messzellen erlauben (Abb. 3.2 B und C). Sobald die Thrombozyten der Blutprobe
aktiviert werden, adhirieren und aggregieren, bzw. akkumulieren sie an den Sensoreinheit
(Elektrodenpaar aus Kathode und Anode) der Multiplate®-Messzelle und erhdhen dadurch den

elektrischen Widerstand (Impedanz) zwischen Kathode und Anode, welcher ein Mal} fiir die
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Plittchenaggregation darstellt (Abb. 3.2 B und C). Die Anderung des elektrischen Widerstands,
bzw. die Aggregation wird hierbei fortlaufend im Multiplate®-Gerit aufgezeichnet und gegen

die Zeit aufgetragen.

Multiplate®-Sensoreinheit

nicht aktivierte, nicht aktivierte + aktivierte + -

diskoide aktivierte adhéarente
Thrombozyten Thrombozyten Thrombozyten

- T

Abb. 3.2: Schematischer Ablauf der Multiplate®-Impedanzaggregometrie. A) Nicht aktivierte, diskoide
Thrombozyten einer 1:2 mit 0,9% NaCl-Losung verdiinnten, antikoagulierten Blutprobe zirkulieren vor der
Zugabe eines Plittchenagonisten frei in der Multiplate®-Messzelle. B) Durch die Zugabe -eines
Thrombozytenstimulus werden die nicht aktivierten Plittchen in der Multiplate®-Messzelle aktiviert und
beginnen sich an die Sensoroberflichen (Elektrodenpaar aus Kathode und Anode) der Multiplate®-
Sensoreinheit anzulagern. C) Adhirente Thrombozyten, bzw. Thrombozytenaggregate bilden -eine
Isolationsschicht auf der Oberfliche der Multiplate®-Sensoreinheit und erhéhen dadurch den elektrischen
Widerstand (Impedanz) zwischen den Elektroden.

Das Multiplate®-Gerit besitzt 5 unabhingige Messeinheiten (Abb. 3.3 A), und pro Messeinheit
werden wie bereits in Abb. 3.2 dargestellt je 2 voneinander unabhingige, parallel angeordnete
Sensoreinheiten bestehend aus 2 Sensordrihten (Elektrodenpaare aus Kathode und Anode)
einer Multiplate®-Einwegmesszelle in eine zirkulierende Blutprobe eingetaucht (Abb. 3.3 B).
Die Sensordrihte besitzen einen Durchmesser von 0,3 mm und kontaktieren das Blut in der

Messzelle iiber einen 3 mm langen Bereich.
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unabhangige Sensoreinheiten
der Einwegmesszelle

adhérente +
aggregierte
' Thrombozyten

Fillhhe
des Blutes

Riihrstab

aktivierte
Thrombozyten

Multiplate®-Gerat

Abb. 3.3: Aufbau des Multiplate®-Systems. Ubersicht iiber das Multiplate®-Gerit (A) und schematische
Darstellung der Multiplate®-Einwegmesszelle (B) mit den 2 voneinander unabhingigen, parallel
angeordneten Sensoreinheiten, bzw. Elektrodenpaaren, mittels welcher die Messung der
Thrombozytenaggregation in 1:2 in 0,9% NaCl-Losung verdiinntem, antikoaguliertem Blut erfolgt
(Vergroflerung).

Zur Analyse der Thrombozytenaggregation werden 300 pl Citrat- oder Hirudin-antikoaguliertes
Blut 1:2 mit 0,9% NaCl-Lésung vermischt und in der Multiplate®-Einwegmesszelle bei 37°C
mittels eines magnetischen Polytetraflurethylen—beschichteten Riihrstabes bei 800 rpm fiir 3
min mit oder ohne Hemmsubstanzen vorinkubiert. AnschlieBend wurden verschiedene
Thrombozytenagonisten wie z. B. ADP, atheromatdses Plaquematerial, Horm"®-Kollagen oder
Ristocetin zugegeben und die Verdnderung der elektrischen Impedanz aufgezeichnet (Dauer: 5-
7 min). Die doppelte Messung der Impedanz, bzw. Aggregation an den 2 voneinander
unabhédngigen Sensoreinheiten der Messzelle stellt eine interne Qualititskontrolle der
Aggregationsmessung jeder einzelnen Messeinheit dar und verbessert die Reproduzierbarkeit
des Verfahrens. Die Mittelwerte der 2 unabhidngigen Messungen werden als so genannte
Aggregationseinheiten (AE) angegeben. Des Weiteren wird die Fliche unter der
Aggregationskurve (,,area under the curve** = AUC) bestimmt, um ein MaB fiir die Aggregation
bezogen auf die Zeit (Aggregationseinheiten x min = AE x min) wiedergeben zu kénnen. Alle
Messungen am Multiplate®-Geréit wurden frithestens 45 min und bis maximal 3 h nach der
Blutabnahme durchgefiihrt.

3.2.7. Bestimmung der Thrombozyten-Monozyten-Aggregatbildung

Gesunden Probanden wurde wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben Citrat- oder Hirudin-
antikoaguliertes Blut entnommen. Die Messung der Thrombozyten-Monozyten-
Aggregatbildung im Blut erfolgte mittels Durchflusszytometrie im FACScan-Gerét der Firma
Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland). Die Methode der Durchflusszytometrie beruht

auf der Detektion, Messung und Analyse von Signalen, die einzelne Zellen oder Partikel (0,5
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um bis maximal 40 um) erzeugen, wenn sie in einem Fliissigkeitsstrom durch einen Lichtstrahl
treten. Diese Technologie ermdglicht es gleichzeitig mehrere physikalische und
Fluoreszenzparameter einer einzelnen Zelle in einer gréferen Zellpopulation quantitativ zu
bestimmen. Der Gebrauch spezifischer Antikorper, die an verschiedene fluoreszierende
Farbstoffe gekoppelt sind, erlaubt zusétzlich den Nachweis der Expression bestimmter
Molekiile auf und in einer Zelle. Fiir die Bestimmung der Thrombozyten-Monozyten-Konjugate
wurden zunichst 400 pl-Aliquots des Citrat- oder Hirudinblutes in Aggregationskiivetten eines
2-Kanal-Labor®-Aggregometers iiberfiihrt und mit oder ohne Hemmsubstanzen bei 37°C im
Thermoblock des Aggregometers vorinkubiert. Danach wurden die Aggregationskiivetten in die
Strahlengang des Aggregometers iiberfiihrt und das Blut bei 37°C mit 1.000 rpm geriihrt.
Unmittelbar vor, sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Zugabe von
Thrombozytenstimuli (z. B. atheromatoses Plaquematerial oder Horm®-Kollagen) wurden 100
ul der Blutproben zum Abstoppen der Reaktion zu 1 ml Erythrolyselosung in Eppendorf-
Gefille pipettiert und fiir 10 min bei RT stehen gelassen. Anschliefend wurden die lysierten
Proben fiir 5 min bei RT mit 800 x g zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das
Zellsediment einmal mit 1 ml PBS gewaschen. Die gewonnenen Zellpellets wurden fiir 15 bis
30 min bei RT und unter Lichtschutz mit den folgenden Antikérpern resuspendiert, bzw.
inkubiert: FITC-gebundener anti-CD41a-Antikorper (5 pl; erkennt GPIIb auf der
Thrombozytenoberfliche), bzw. FITC-gebundene Miuse IgG1-Isotypkontrolle (5 pl; Kontrolle
zu anti-CD41a-FITC), sowie PE-gebundener anti-CDI14-Antikoérper (2 pl; bindet den
Lipopolysaccharid-Rezeptor auf der Monozytenoberfliche). Nach der Inkubation mit den
Antikérpern wurden 600 pl PBS zu den Proben pipettiert und die Thrombozyten-Monozyten-
Aggregatbildung im FACScan-Gerét bestimmt. Die Monozyten konnten auf Grund ihrer GroB3e
und Granularitit, sowie ihrer spezifischen PE-Fluoreszenz von anderen Zellen unterschieden
werden. Der Anteil an Thrombozyten-Monozyten-Konjugaten in der gesamten
Monozytenpopulation (zuvor durch Grofe und PE-Fluoreszenz festgelegtes Messfeld) wurde
tiber die spezifische FITC-Fluoreszenz des anti-CD41a-Antikorpers im Gesamt-Monozyten-
Messfeld (,,monocyte gate*) bestimmt. Die Thrombozyten-Monozyten-Aggregate wurden als

,»7o Thrombozyten-Monozyten-Aggregate der gesamten Monozytenpopulation angegeben.
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3.2.8. Bestimmung der Gerinnung, bzw. Fibrinbildung mittels
Thrombelastographie nach Rotationsprinzip ( roTEM®-Svstem)

HEPES-Puffer: 10 mM HEPES gel6st in HO (pH 7,4)
CaCl,-Losungen: 100 mM CaCl, gelost in 10 mM HEPES-Puffer (pH 7,4)
MgCl,-Losung: 10 mM MgCl, geldst in 10 mM HEPES-Puffer (pH 7,4)

Die Bestimmung der Plasma- oder Blutgerinnung, bzw. Fibrinbildung erfolgte mittels
Thrombelastographie (TEG) nach Rotationsprinzip im roTEM®-Gerit der Pentapharm GmbH
(Miinchen, Deutschland) (Traverso et al, 1995; Zillmann et al., 2001). Mit Hilfe dieser
Methode war es mdglich den Beginn der Fibrinbildung kontinuierlich iiber die Zeit, sowie die
viskoelastischen Eigenschaften des Gerinnsels im Plasma oder Blut aufzuzeichnen. Zur
Messung der Gerinnselbildung wurden Plasma- oder Blutproben in eine zylindrische
Einwegkiivette aus Kunststoff iiberfiihrt. In der auf 37°C vorgewédrmten Plastikkiivette wurden
vor der Zugabe des Plasmas oder Blutes 16,6 mM CaCl, und 32 pg/ml Korntrypsininhibitor
(Hemmsubstanz der unspezifischen Oberflichenaktivierung, bzw. der Aktivierung des
intrinsischen Gerinnungssystems durch den Gerinnungsfaktor XII), sowie 10 ul atheromatdses
Plaquehomogenat (50 mg Feuchtgewicht/ml) vorgelegt (siche Abschnitte 4.1.2 und 4.6.2). Bei
den Gerinnungsexperimenten in Abschnitt 4.7 wurden 12 mM CaCl,, 0,1 mM MgCl,, sowie 32
ug/ml  Korntrypsininhibitor) und 5 pul atheromatdses Plaquehomogenat (100 mg
Feuchtgewicht/ml) in den Einwegkiivetten vorgelegt. AnschlieBend wurden die Kiivetten je
nach Ansatz mit Citrat-PPP, Citrat-PRP oder Citratblut auf ein Endvolumen von 300 pl
aufgefiillt. Ein Plastikstempel wurde in die Kiivette eingesetzt und das Messgefdl in das
roTEM®-Gerit tiberfiihrt. Zwischen Stempel und Kiivette verbleibt hierbei ein Abstand von 1
mm, welcher durch das Plasma oder Blut, bzw. das sich bildende Gerinnsel iiberbriickt wird.
Wihrend der Gerinnungsmessung nach Rotationsprinzip bleibt die Kiivette stationdr, wobei
sich der Plastikstempel durch ein Federsystem abwechselnd um 4,75° nach links und rechts
dreht (10 Zyklen/min) (Abb. 3.4). Der Widerstand gegen die Bewegung des Stempels wird mit
Hilfe eines Photosensors detektiert und kontinuierlich aufgezeichnet (Abb. 3.4). Solange die
Probe fliissig ist, kann die Bewegung des Stempels ungehindert erfolgen. Sobald jedoch das
Plasma oder Blut in der Kiivette anfingt zu koagulieren und eine mechanische Kopplung
zwischen Stempel und Kiivette erfolgt, reduziert das Gerinnsel die Drehung des Plastikstempels
zunehmend mit steigender Gerinnselfestigkeit. Die Drehung des Stempels ist somit umgekehrt

proportional zur Festigkeit des entstandenen Plasma- oder Blutgerinnsels.
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Abb. 3.4: Schematische Darstellung der roTEM®-Detektionsmethode mittels Thrombelastographie nach
Rotationsprinzip. Gezeigt sind Einweg-Messkiivette und Einweg-Stempel des roTEM®-Geriites, sowie der
Photosensor und die digitale Detektionseinheit zur Messung der Verinderung der Gerinnselfestigkeit.

Die Amplitude der Stempeldrehung wird wihrend des gesamten Gerinnungsvorgangs
fortlaufend optisch an einem an das Gerét angeschlossenen Computer aufgezeichnet und die in
Abb. 3.5 und Tab. 3.3 aufgefiihrten Parameter konnen daraus abgelesen werden. Zur
Auswertung der Plaque-induzierten Plasma-, bzw. Blutgerinnung wurden die Gerinnungszeiten
(,,coagulation time*“ = CT) der einzelnen Messungen herangezogen, welche die Zeit vom
Beginn der Messung bis zum Einsetzen der Gerinnung (Rotationsamplitude des Plastikstempels
von 2 mm) angeben.

10 min
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Festigkeit
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Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Gerinnungsparameter, sowie der Skalierung der roTEM®-
Detektionsmethode.
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Tab. 3.3: Gerinnungsparameter, welche mittels der roTEM®-Detektionsmethode bestimmt werden konnen.

Parameter Abkiirzung Definition
Zeit (in sek.) vom Beginn der Messung bis zum
cT Einsetzen der Gerinnung, bzw. einer

Gerinnungszeit

(,coagulation time*)

Gerinnselfestigkeit von 2 mm;
Gerinnungsaktivierung —» Thrombinbildung — Beginn
der Gerinnungspolymerisation

Gerinnselbildungszeit

CFT
(,,clot formation time*)

Zeit (in sek.) ab dem Beginn der Gerinnung bis zu
einer Gerinnselfestigkeit von 20 mm;
Fibrinpolymerisation — Verfestigung des Gerinnsels
durch Thrombozyten und FXIl

maximale mechanische Auspriagung des Gerinnsels,

MCF . . . ; .
Gerinnselfestigkeit (,,maximum clot f bz_w. grofte erre_lchte Amplitude (in m".')’.
firmness®) Verfestigung des Gerinnsels durch polymerisiertes
Fibrin, Thrombozyten und FXII
maximale Reduktion der Gerinnselfestigkeit (in % von
ML MCF) wahrend der Messung (max. 60 min);

Gerinnsellyse — Auflésung der Fibrinpolymere durch Plasmin;

(»maximum lysis*) — Stabilitat des Gerinnsels ist normal, wenn ML < 15%

nach 60 min
3.2.9. Mikroskopische Methoden
3.2.9.1. Lokalisation von Kollagenstrukturen in Plaqueschnitten mittels
Immunhistochemie
PBS-Puffer: 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH,PO,, 140 mM NacCl, 8 mM Na,HPO, x 2 H,O; pH 7,3

Citrat-Puffer: 10 mM Citratmonohydrat geldst in H,O; pH 6,0

Fir die immunhistochemische Lokalisation von Kollagen Typ I- und Kollagen Typ II-
positiven Strukturen im Plaque in situ, wurden die atherosklerotischen Gewebeproben in 4%
(v/v) Formaldehydlosung (pH 7,0) fixiert und in Paraffin eingebettet (Brandl et al., 1997). Mit
Hilfe eines Weichschnittmikrotoms wurden von den Paraffinblocken 3 um dicke Langsschnitte
angefertigt und auf silanisierte Objekttrager aufgebracht, welche anschlieBend zum Aushérten
der Schnitte tiber Nacht bei 48°C inkubiert wurden. Nach dem Entparaffinieren in absteigender
Alkoholreihe (Xylol, 100% (v/v) Isopropanol, 96% (v/v) Ethanol, 70% (v/v) Ethanol, H,O
(deionisiert)), wurden die Plaquelidngsschnitte zur Demaskierung der Antikorperbindungsstellen
fiir 20 min in Citrat-Puffer (pH 6,0) in der Mikrowelle erhitzt. Um die Aktivitit der endogenen
Peroxidase zu blockieren, wurden die Schnitte fiir 5 min mit 3% H,0O, inkubiert. Nach 3
Waschschritten mit PBS von je 5 min, wurden die Plaqueprdparate fiir 2 h bei RT in einer
feuchten Kammer mit verschiedenen Primérantikdrpern (anti-Kollagen Typ I- oder anti-
Kollagen Typ III-Antikorper; 1:100 in 1% (w/v) BSA in PBS-Puffer) oder derselben Menge an
Isotypkontrolle (Kaninchen IgG) inkubiert. Nach erneuten dreimaligem Waschen mit PBS,

erfolgte eine 30-miniitige Behandlung der Schnitte mit biotinyliertem anti-Kaninchen IgG
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(1:200 in PBS-Puffer; ,,ABC Elite Kit*; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) als
Sekundérantikdrper. Als nédchstes wurden die Plaqueprdparate mit PBS gewaschen und
zusammen mit einem  Biotin-bindendem  ,,ABC-Komplex* (Streptavidin-Biotin-
Merrrettichperoxidase (,,horse raddish peroxidase* = HRP)-Konjugat); ,,ABC Elite Kit*) fiir 30
min bei RT inkubiert. Mittels der Streptavidin-Biotin-HRP-Technik (,,DaKoChem Mate
Detection kit*“; Dako, Hamburg, Deutschland) konnten im letzten Schritt die kollagenpositiven
Komponenten in den verschiedenen Plaqueschnitten durch die Zugabe des Chromogens 0,1%
3,3"-Diaminobenzidintetrahydrochlorid als bréunliche Strukturen sichtbar gemacht werden. Die
Gegenfarbung der Zellnuklei in blau erfolgte mittels Hematoxylin-Eosion-Férbung (Brandl e?
al., 1997).

3.2.9.2. Lokalisation von Kollagenstrukturen in Plaquehomogenaten mittels indirekter

Immunfluoreszenz

PBS-Puffer: 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH,PO,, 140 mM NaCl, 8 mM Na,HPO, x 2 H,0; pH 7,3
Albumin-PBS-Lésungen: 0,1 oder 0,3% (w/v) Albumin (fettsédurefrei) gelost in PBS-Puffer (pH 7,3)
PHEM-Puffer: 60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 3 mM MgCl,; pH 6,1

Zur Lokalisation von kollagenpositiven Strukturen im fibrillairen Kollagen oder atheromatdsen
Plaquematerial wurden mit Aceton und Isopropanol vorgereinigte Glasdeckgldschen (< 18
mm; 24 x 50 mm) oder Labtech-Kammern ohne Aufsatz mit 20 pg/ml Horm®-K011agen (50 pl
in 0,1% (w/v) Albumin-PBS-Losung) oder 5 mg Feuchtgewicht/ml Plaquehomogenat (50 pl in
0,1% (w/v) Albumin-PBS-Losung) beschichtet. Nach dem vollstindigen Antrocknen des
Kollagens und der Plaquehomogenate, wurden diese fiir 16 h bei 4°C mit 0,3%iger (W/v)
Albumin-PBS-Losung zum Blockieren der unspezifischen Bindestellen auf dem Glas inkubiert.
Anschliefend wurden die beschichteten Deckgldaschen einmal fiir 5 min mit PBS gewaschen
und fiir 1 h bei RT mit verschiedenen Primirantikoérpern (anti-Kollagen Typ I-/Typ III-
Antikorper; 1:100 in PBS-Puffer) oder derselben Menge an Isotypkontrolle (Kaninchen IgG)
inkubiert. Nach 3 Waschschritten mit PBS-Puffer von je 5 min erfolgte eine 45-miniitige
Inkubation der Deckgldschen unter Lichtausschluss und bei RT mit einem sekundéren anti-
Kaninchen IgG (1:200 in PBS-Puffer), welches an den Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor®488
gekoppelt war.

In den Experimenten zur Doppelfarbung der Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positiven
Plaquestrukturen wurden die anti-Kollagen-Antikorper direkt mit Hilfe des ,.Zenon™ Rabbit
IgG Labeling Kits* gemill den Angaben des Herstellers mit 2 unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen (Zenon™ Alexa Fluor® 488 und Zenon™ Alexa Fluor™ 647) direkt
markiert (siche Abschnitt 4.2.1). Die Zenon™ Alexa Fluor™ 488 (Anregungsmaximum: 495

nm, Emissionsmaximum: 519 nm)-markierten Kollagenstrukturen wurden bei einer
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Anregungswellenldnge von 488 nm, sowie mit Hilfe eines 505-530 nm Bandpassfilter als
Emissionsfilter visualisiert. Die Zenon™ Alexa Fluor® 647 (Anregungsmaximum: 650 nm,
Emissionsmaximum: 668 nm)-markierten Kollagenstrukturen =~ wurden bei einer
Anregungswellenldnge von 633 nm, sowie mit Hilfe eines 615 nm Langpassfilter als
Emissionsfilter nachgewiesen. Dieses Verfahren stellt die einzige Moglichkeit zur
Doppelfarbung der Kollagen Typ I- und Typ IlI-positiven Strukturen mit den oben genannten

kollagenspezifischen polyklonalen Kaninchenantiseren dar.

Nach der Inkubation der Kollagen- und Plaquepriparate mit den verschiedenen Antikérpern
wurden diese erneut mit PBS-Puffer gewaschen und durch eine 10-miniitige Inkubation mit
0,16% (v/v) formaldehydhaltigem PHEM-Puffer fixiert. Nach einem Waschschritt mit PBS-
Puffer erfolgte die Einbettung der Glasdeckgldschen oder Labtech-Kammern mit Moviol, sowie
deren Versiegelung mit Nagellack. Die Analyse der auf diese Weise erstellten
Immunfluoreszenzpriparate des fibrilliren Horm®-Kollagens und der kollagenpositiven
Plaquekomponenten erfolgte anschlieBend mit Hilfe des aufrechten Fluoreszenzmikroskops
Leica RBM 3, sowie des konfokalen Laser Scanning Fluoreszenzmikroskops Zeiss LSM
510Meta. Die weitere Bildverarbeitung wurde mit den Programmen ,,LSM Image Browser
(Zeiss, Jena, Deutschland), ,,Photoshop* (Adobe Systems GmbH, Miinchen, Deutschland) und
»~Power Point* (Microsoft, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt.

3.2.9.3. Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung des thrombozytiren
Aktinzytoskeletts

PBS-Puffer: 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH,PO,, 140 mM NaCl, 8 mM Na,HPO, x 2 H,O; pH 7,3
Albumin-PBS-Lésungen: 0,1 oder 0,3% (w/v) Albumin (fettséurefrei) gelost in PBS-Puffer (pH 7,3)
PHEM-Puffer: 60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 3 mM MgCl,; pH 6,1

Zur fluoreszenzmikroskopischen Darstellung des thrombozytiren F-Aktin Zytoskeletts wurden
Suspensionen gewaschener Thrombozyten (40.000 Thrombozyten/ul), PRP oder Blut auf
Plaque- oder kollagenbeschichteten Glasoberflichen (siche Abschnitt 3.2.9.2) 30 min unter
Lichtausschluss bei 37°C, 5% CO; und 90% Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Glasplittchen kurz mit PBS-Puffer gewaschen und fiir 10 min
bei RT mit 0,16% (v/v) formaldehydhaltigem PHEM-Puffer fixiert. Nach 3 Waschschritten mit
PBS-Puffer von je 5 min, wurden die Préparate zur Permeabilisierung der Thrombozyten fiir 10
min bei RT mit 0,2% (v/v) Triton X-100 (in PBS-Puffer gelost) inkubiert. AnschlieBend wurde
nochmals dreimal fiir 5 min mit PBS-Puffer gewaschen und das thrombozytdre F-Aktin durch
eine 30 bis 45-miniitige Behandlung der Proben mit Rhodamin-Phalloidin (1:50 in PBS-Puffer)
oder Phalloidin-Alexa Fluor®546 (1:50 in PBS-Puffer) bei RT und unter Lichtausschluss
angefarbt. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Glasdeckgldschen oder Labtech-
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Kammern mit Moviol eingedeckt und mit Nagellack versiegelt. Die so erstellten
Immunfluoreszenzpriparate des thrombozytidren Aktinzytoskeletts wurden anschlieBend an
dem aufrechten Fluoreszenzmikroskops Leica RBM 3, sowie dem konfokalen Laser Scanning
Fluoreszenz-Mikroskop Zeiss LSM 510Meta untersucht. Die weitere Bildverarbeitung erfolgte
wie in Abschnitt 3.2.9.2 beschrieben.

3.2.10. Untersuchung der Thrombozytenadhision und Aggregation unter
statischen Bedingungen

PBS-Puffer: 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH,PO,, 140 mM NaCl, 8 mM Na,HPO, x 2 H,0; pH 7,3
Albumin-PBS-Losungen: 0,1, 0,3 oder 0,5% (w/v) Albumin (fettsdurefrei) gelost in PBS-Puffer (pH 7,3)
PHEM-Puffer: 60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 3 mM MgCl,; pH 6,1
Denhardt's-Losung: 0,02% (w/v) Ficoll® 70, 0,02% (w/v) Albumin (fettsaurefrei),

0,02% (w/v) Polyvinylpyrrolidon (PVP)-360

Zur Untersuchung der Adhision und Aggregation von Thrombozyten an Horm®-Kollagen oder
an atheromatdses Plaquematerial wurden mit Aceton und Isopropanol vorgereinigte
Glasdeckgldschen (& 18 mm; 24 x 50 mm) oder Labtech-Kammern ohne Aufsatz mit 20 png/ml
Horm®-Kollagen (50 pl in 0,1% (w/v) Albumin-PBS-Lésung) oder 5 mg/ml Plaquehomogenat
(50 pl in 0,1% (w/v) Albumin-PBS-Losung) beschichtet. Unspezifische Glasbindungsstellen
wurden anschlieBend durch Inkubation der Deckgldschen mit 0,3%iger (w/v) Albumin-PBS-
Losung fiir 16 h bei 4°C blockiert. Danach wurden die Kollagenstrukturen durch Inkubation mit
spezifischen anti-Kollagen Typ I- oder anti-Kollagen Typ III-Antikérpern sowie Alexa
Fluor®488-gebundenen sekundiren anti-Kaninchen-Antikdrpern sichtbar gemacht (siehe
Abschnitt  3.2.9.2). Im nichsten Schritt wurden ca. 100 pl gewaschene
Thrombozytensuspension (40.000 Pléattchen/ul) auf die kollagengefédrbten Préparate aufgebracht
und fiir 30 min bei 37°C im Brutschrank (5% CO,, 90% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Nach
einem kurzen Waschschritt von 1-2 min mit PBS, erfolgte die Fixierung der Proben mit 0,16%
(v/v) Formaldehyd in PHEM-Puffer fiir 10 min bei RT. AnschlieBend wurden die Deckglédschen
dreimal fiir 5 min mit PBS gewaschen und die Membran der adhdrenten Thrombozyten durch
eine 10-miniitige Inkubation mit 0,2% (v/v) Triton X-100 (in PBS-Puffer gelost) bei RT
permeabilisiert. Die Proben wurden dann nochmals kurz mit PBS-Puffer gewaschen und zur
Féarbung des thrombozytiren Aktinzytoskeletts unter Lichtausschluss mit einer Rhodamin- oder
Alexa Fluor®546-Phalloidin-Losung (1:50 in PBS-Puffer) fiir 30 bis 45 min bei RT inkubiert.
Nach einem Waschschritt mit PBS-Puffer wurden die Glasdeckglidschen oder Labtech-
Kammern mit Moviol eingedeckt und mit Nagellack versiegelt. Das Betrachten der Priparate

erfolgte an dem aufrechten Fluoreszenzmikroskops Leica RBM 3, sowie dem konfokalen Laser



Material und Methoden 69

Scanning Fluoreszenzmikroskop Zeiss LSM 510Meta. Die weitere Bildverarbeitung erfolgte
wie in Abschnitt 3.2.9.2 beschrieben.

Die Adhésion, Aktivierung und Aggregation der Blutplittchen wurde auch an
Plaquegefrierschnitten untersucht. Glasdeckgldschen (25 x 50 mm) wurden mit Aceton und
Isopropanol vorgereinigt und fiir 3 h bei 68°C mit Denhardt's-Losung beschichtet.
AnschlieBend wurden die Deckgldschen zweimal fiir 20 sek. mit H,O (deionisiert) gewaschen
und fiir 20 min bei RT mit einem 3:1 Gemisch aus Ethanol und Essigsdure behandelt. Danach
wurden sie fiir 1 h bei RT getrocknet und fiir 3 h bei 180°C gebacken. Die Glasdeckgldschen
waren nun vorbereitet fiir die Beschichtung mit den Plaquegefrierschnitten. Mit Hilfe eines
Kryomikrotoms wurden Plaqueldngsschnitte einer Dicke von ca. 50 bis 100 pm hergestellt und
auf die mit Denhardt's-Losung beschichteten Glasoberfldchen durch zweistiindiges Antrocknen
bei RT aufgebracht. Um unspezifische Bindungsstellen auf dem Glas, bzw. der Denhartd’s-
Beschichtung zu blockieren, wurden die Préparate fiir 16 h bei 4°C mit 0,5% (w/v) Albumin-
PBS-Losung inkubiert. Im néchsten Schritt wurden ca. 100 pl gewaschene
Thrombozytensuspension (40.000 Pléttchen/ul) auf die Gefrierschnitte aufgebracht und fiir 30
min bei 37°C im Brutschrank (5% CO,, 90% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Nach 10-miniitiger
Fixierung der Proben mit 0,16% (v/v) Formaldehyd in PHEM-Puffer, wurden die adhdrenten
Thrombozyten durch eine 10-miniitige Inkubation mit 0,2% (v/v) Triton X-100 (in PBS-Puffer
gelost) permeabilisiert.  AnschlieBend erfolgte die Farbung des thrombozytiren
Aktinzytoskeletts unter Lichtausschluss mit Alexa Fluor®546-gekoppeltem Phalloidin (1:50 in
PBS-Puffer) fiir 30 bis 45 min bei RT. Die Glasdeckglaschen wurden mit Moviol eingedeckt
und mit Nagellack versiegelt. Das Betrachten der Priparate erfolgte an dem aufrechten
Fluoreszenzmikroskops Leica RBM 3 oder dem konfokalen Laser Scanning
Fluoreszenzmikroskop Zeiss LSM 510Meta. Die weitere Bildverarbeitung erfolgte wie in
Abschnitt 3.2.9.2 beschrieben.

3.2.11. Untersuchung der Thrombozytenadhision und Aggregation unter
arteriellen Flussbedingungen

Albumin-PBS-Losungen: 0,1 oder 0,3% (w/v) Albumin (fettsdurefrei) geldst in PBS-Puffer (pH 7,3)
PBS-Puffer: 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH,PO,, 140 mM NaCl, 8 mM Na,HPO, x 2 H,0; pH 7,3

Um der in vivo-Situation nach der Ruptur einer atherosklerotischen Lasion mdglichst nahe zu
kommen, wurde die Adhésion und Aggregatbildung von humanen Thrombozyten an humanes
atheromatdses Plaquematerial unter physiologischen Stromungsverhiltnissen analysiert. 30 pl

der Plaquehomogenate (5 mg Feuchtgewicht/ml in 0,1% (w/v) Albumin-PBS-L&sung) wurden
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auf mit Aceton und Isopropanol vorgereinigte Glasdeckgldschen (24 x 50 mm) aufgebracht, fiir
ca. 3 h bei RT angetrocknet und anschlieBend zum Abblocken unspezifischer Glasbindestellen
fiir 16 h bei 4°C mit 0,3% (w/v) Albumin-PBS-Losung inkubiert. Fiir einige Experimente
wurden die Kollagenstrukturen des Plaquematerials wie in Anschnitt 3.2.9.2 beschrieben mit

Hilfe spezifischer anti-Kollagen-Antikdrper Fluoreszenz gefarbt.

Die Plaquebeschichteten Deckglédschen wurden innerhalb von 24 h fiir die Flussexperimente
verwendet. Hierfiir wurden sie in eine Parallel-Platten-Flusskammer (,parallel plate flow

chamber*; Abb. 3.6) mit laminarer Strdmung eingesetzt.
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Abb. 3.6: Schematische Darstellung der Parallel-Platten-Flusskammer mit ihren Einzelkomponenten. Teil
A) Plexiglaskérper, auf den von oben die Maske (Silikonmembran) fiir die Flusskammer (offener Bereich)
aufgebracht wird. Teil B) Plaque (rot-weifl gepunktet)-beschichtetes Glasdeckglischen, welches in die
Frisung der Deckplatte aus Metall eingelegt wird. Nach dem Aufbringen von PBS-Losung aus das
Deckgliischen werden die Teile A und B iiber 4 Schrauben und entsprechende Bohrungen (®) luftblasenfrei
miteinander verbunden und die Flusskammer mit Teil B nach oben zeigend auf den Objekttisch eines
Mikroskops aufgebracht.

Die Parallel-Platten-Flusskammer besteht aus einem Plexiglaskorper, der eine Begrenzung der
Kammer darstellt, sowie einer Deckplatte aus Metall, in welche das plaquebeschichtete
Glasdeckglaschen eingesetzt wird, welches die zweite Begrenzung der Kammer bildet (Abb.
3.6). Die beiden Kammerteile werden durch eine 125 pm dicke Silikonmembran als
Abstandshalter separiert, so dass eine Flusskammer von 31 mm Lange, 3 mm Breite und 0,125
mm Hohe entsteht (Abb. 3.6 und 3.7). Der Plexiglaskorper wird durch 4 Bohrungen und
Schrauben an der Metallplatte verankert (Abb. 3.6). Nach dem Einsetzten des
plaquebeschichteten Glasdeckgldschens in die Kammer wird diese luftblasenfrei verschlossen,
auf den Objekttisch des aufrechten Mikroskops Zeiss Axioskop 2 plus aufgebracht und
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ebenfalls luftblasenfrei tiber Bohrungen im Plexiglaskdrper mit PBS-gefiillten zufiihrenden und
abfiihrenden Schliduchen verbunden (Abb. 3.7). Das Mikroskop und die Flusskammer sind von

einer Inkubationskammer umschlossen, in welcher konstant 37°C herrschen.

Objektiv
&(“T 30 mm )
abfiihrender 10,125
Schlauch mm zufiihrender
: z 1 ] / Schlauch
Spritzensaug-
pumpe

Flussrichtung

antikoaguliertes
Blut

Abb. 3.7: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des Parallel-Platten-Flusskammer-Modells.
Gezeigt sind von links nach rechts der Vorratsbehilter mit dem Hirudin-antikoagulieten Blut, in welchen
der Flusskammer zufiihrende Schlauch getaucht ist, sowie das Plaquematerial (rot-weill gepunktet), welches
sich in der ,,Parallel-Platten-Flusskammer* befindet und der Kammer abfiihrende Schlauch, iiber welchen
das Blut mittels einer direkt verbundenen Spritzensaugpumpe durch die Kammer, bzw. iiber das
Plaquematerial gesaugt wird.

Die Perfusion von antikoaguliertem Blut {iber das Plaquematerial erfolgte mit 2
unterschiedlichen arteriellen Scherraten (,,shear rates) von 500 s und 1500 s, welche unter
physiologischen Bedingungen z. B. in mittelgroBen Arterien und in méBig durch
Atherosklerose stenosierten Arterien vorkommen konnen. Je nach Blutmenge wurde fiir die
Perfusion ein 10 oder 50 ml Polypropylenréhrchen mit Hirudin-antikoaguliertem Blut befiillt,
welches mittels einer Spritzensaugpumpe durch die Flusskammer gesaugt wurde (Abb. 3.7).
Die Spritzensaugpumpe wurde je nach gewiinschter Scherrate auf 0,161 ml/min (500 s™) oder
0,484 ml/min (1500 s) eingestellt. Da sich wéhrend der laminaren Strémung des Blutes auf
Grund ihrer GroBe die Erythrozyten eher zur Mitte und die Thrombozyten eher zu den Ridndern
des Fliissigkeitsstroms hinverteilen, war es moglich, die Interaktion, bzw. Adhésion und
Aggregatbildung von Blutpléttchen an das exponierte Plaquematerial in Echtzeit aufzuzeichnen.
Die Thrombozytenadhdsion und Aggregation wurde mit Hilfe des aufrechten Mikroskops Zeiss
Axioskop 2 plus, welches eine gleichzeitige Durchfithrung mikroskopischer Durchlicht- und
Fluoreszenzverfahren ermoglicht, analysiert. Dieses Mikroskop war hierfiir entweder mit einer
an einen Videorekorder angeschlossenen Pulnix schwarz-weill CCD-Kamera (Abschnitt 4.2.3)

oder der an einen Videorekorder angeschlossenen schwarz-weil CCD-Kamera AVT BC-71
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(Abschnitte 4.3.3.2, 4.34.1, 442, 4513 und 4.52.3) verbunden, so dass die
Thrombozytenadhdsion und Aggregatbildung mit einer Aquisitionsrate von 25 Bildern/sek.

fortlaufend auf S-VHS Videobiandern aufgezeichnet werden konnte.

Zum einen erfolgte die Visualisierung der Thrombozyten mittels Hellfeldmikroskopie oder
Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (RIKM), wobei ein ,,Plan-Neofluar 63 x/1,25 Oil
Ph3 Antiflex-Objektiv (Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet wurde (Abschnitt 4.2.3). Die
RIKM stellt ein Interferenzverfahren dar, welches besonders gut geeignet ist, um Strukturen in
der Ndhe eines Substrats genau abzubilden. Diese Mikroskopiermethode liefert eine Angabe
iiber den Abstand verschiedener Strukturen (z. B. Pléittchen oder Plaque) vom Substrat
(Glasoberflache); je dunkler die Strukturen erscheinen, um so niher sind sie am Substrat (4-12
nm Auflosung), je heller sie sind, um so weiter sind sie vom Substrat entfernt (bis zu 30 nm
Auflosung). Zum anderen erfolgte die Visualisierung der Thrombozyten mittels
Fluoreszenzmikroskopie (Abschnitte 4.3.3.2, 4.3.4.1, 4.4.2, 4.5.1.3 und 4.5.2.3). Unmittelbar
vor Beginn der Perfusion wurden die Blutpldttchen hierfiir mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Mepacrin (10 pM; wird iiber den Serotonintransporter in die dichten Granula der
Thrombozyten aufgenommen und farbt diese) versetzt, so dass diese anschlieBend mittels
Fluoreszenzmikroskopie bei einer Anregung mit einer Wellenlédnge von 488 nm mit Hilfe eines
40 x Objektivs (,,Plan-Neofluar 40 x/1,30 Oil**; Zeiss, Jena, Deutschland) visualisiert werden
konnten. Die Visualisierung des Plaquematerials erfolgte entweder mittels Hellfeld-, bzw.
RIKM-Technik (Abschnitte 4.2.3, 4.3.3.2 und 4.3.4.1), oder mittels Autofluoreszenz bei einer
Anregungswellenldnge von 488 nm (Abschnitte 4.3.3.2, 4.3.4.1, 4.4.2, 4.5.1.3 und 4.5.2.3). Zu
Beginn der Flussexperimente wurde zuerst das mittels Hellfeldmikroskopie oder
Fluoreszenzmikroskopie auf das Plaquematerial fokussiert und je nach Versuchsansatz im
Anschluss daran die adhirenten und aggregierten Thrombozyten ebenfalls mittels Hellfeld-

oder Fluoreszenztechnik dargestellt.

Die Digitalisierung und Analyse der Echtzeit-Videoaufnahmen erfolgte ,,off-/ine* mit Hilfe des
~Matrox Inspector Software Packages* (Matrox Electronicx Systems Ltd., Kanada). Zur
quantitativen Auswertung der adhdrenten und aggregierten Thrombozyten pro Plaquefliche
wurden je 10, bzw. 15 Gesichtsfelder der mit dem 40 x Objektiv (Zoom 0,4 oder 0,8)
aufgenommenen Flussexperimente pro untersuchter Plaque-Oberfldche und Lauf herangezogen.
Die einzelnen Gesichtsfelder wurden wéhrend des Flussversuches aufgenommen, indem man
den mit Plaquematerial beschichteten Teil der Flusskammer immer wieder langsam in
méanderartigen Schlaufen mit dem Objektiv abgefahren ist. Ausgewertet wurden hierbei je
nach Versuchsaufbau die min 4 bis 5 und 7 bis 10 nach Beginn der Blutperfusion. In den
ausgewdhlten Gesichtsfeldern wurde der Schwellenwert der Fluoreszenzeinstellung so gewihlt,
dass entweder der Plaquebereich (schwicher fluoreszente Autofluoreszenz) oder aber die

Thrombozyten (stirker fluoreszente spezifische Mepacrinfluoreszenz) dargestellt wurden.
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AnschlieBend wurden die Bilder in ihre bindre Form konvertiert und in jedem Gesichtsfeld
sowohl die Plaquefldche, als auch die Fliche der adhdrenten und aggregierten Thrombozyten
mittels ,,blob counting” bestimmt und zueinander als ,,% Plaquefliche bedeckt von

Thrombozytenaggregaten® in Beziehung gesetzt.

Die Flussexperimente wurden bis maximal 4 h nach der Blutabnahme durchgefiihrt. Zur
Untersuchung der Rolle verschiedener thrombozytirer Rezeptoren, sowie der Bedeutung von
TxA, fiir die Adhdsion und Aggregatbildung am atheromatdsen Plaquematerial wurde das Blut

vor der Perfusion mit den in Tab. 3.4 aufgefiihrten Inhibitoren bei 37°C vorbehandelt.

Tab. 3.4: In den Flussexperimenten eingesetzte antithrombozytire Substanzen (finale Konzentrationen und

Inkubationszeiten):

Ll 0 . Inkubationszeit
Inhibitor-Target Inhibitork?‘nzentratio Kontrollantikorper (bei 37°C)
GPVI 10B12; 50 pug/ml 2D4 15 min
Integrin o,p, 6F1; 20 pg/mi Mause IgG1 15 min
GPlba 6B4; 5 ug/ml Mause IgG1 10 min
P2Y, MRS2179; 100 uM / 10 min
P2Y,, AR-C69931MX; 1 uM / 10 min
TxA, ASS; 1 mM / 10 min

3.2.12. Proteinbiochemische Methoden

3.2.12.1. Bestimmung der Proteinkonzentration in Plaquesuspensionen

Proteinkonzentrationsbestimmung mittels .. Mikro-Lowry Assay‘

Die Proteinkonzentrationsbestimmung in den Plaquehomogenaten erfolgte mittels des ,,Mikro-
Lowry-Assay“, einer modifizierten Lowry-Methode nach Peterson (Peterson, 1977) gemdl3 den
Angaben des Herstellers des ,,Lowry Protein Assay Kit** der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Deutschland). Der ,,Lowry-Assay* zur quantitativen Bestimmung von Proteinen beruht auf der
Kombination der Biuret-Reaktion mit dem Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz. In alkalischer
Losung bildet sich hierbei zunichst ein blau-violetter Kupferproteinkomplex aus den Cu®'-
Ionen des zugegebenen Kupfersulfats und je 2 Biuretmolekiilen

(Carbamoylharnstoffmolekiilen), welcher typisch fiir Verbindungen mit mindestens 2 CO-NH-
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Gruppen (Peptidbindungen) ist. Dieser Kupferproteinkomplex unterstiitzt anschlieBend die
Reduktion von Molybdat, bzw. Wolframat, welche im Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz in
Form ihrer Heteropolyphosphorsduren eingesetzt werden, durch vornehmlich Tyrosin,
Tryptophan, und in geringerem Mafle, Cystein, Cystin und Histidin des zugegebenen Proteins.
Dabei wird vermutlich Cu*" im Kupferproteinkomplex zu Cu’ reduziert, welches dann mit dem
Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz reagiert. Die resultierende intensive tiefblaue Fiarbung wird
zum kolorimetrischen Nachweis von Peptiden und Proteinen verwendet und bei einer

Wellenlidnge von 750 nm vermessen.

Fiir die Proteinbestimmung wurden je 50 ul Plaquehomogenat (50 mg Feuchtgewicht/ml) 1:20
in H,O (deionisiert) verdiinnt. BSA-Losungen einer Konzentration von 50, 100, 200, 300 und
400 pg/ml dienten hierbei als Referenz zum Erstellen einer Eichkurve fiir die
Proteinkonzentration. Zu allen Proben wurden anschlieBend 100 pl 0,15% (w/v)
Deoxycholatsdure gegeben und diese fiir 10 min stark geschiittelt. Nach Zugabe von 100 pl
72% (w/v) Trichloracetat wurden die Proben fiir weitere 15 min stark geschiittelt und das
gefilllte Protein anschlieBend abzentrifugiert (16.000 x g, RT, 10 min). Der Uberstand wurde
vorsichtig vom Proteinniederschlag abgenommen und verworfen. Das Proteinpellet wurde in 1
ml Lowry-Reagenz geldst und fiir 20 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden alle Proben
mit 0,5 ml Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz versetzt, und zur Entwicklung des tiefblauen
Farbstoffes fiir 30 min bei RT inkubiert. Die Absorption wurde in einem Spektralphotometer
bei einer Wellenlinge von 750 nm gemessen. Basierend auf Absorptionswerten der BSA-
Eichkurve konnten die Proteinkonzentrationen in den untersuchten Plaquehomogenaten

ermittelt werden. Die Proteinkonzentrationen aller Proben wurden in Doppelwerten bestimmt.

Proteinkonzentrationsbestimmung mittels .. dotMETRIC™ Protein-Assay Kit*

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Plaquehomogenaten, welche bereits in SDS-
Probenauftragspuffer gelost waren, erfolgte mittels des ,,dotMETRIC™ Protein Assay Kit*
gemdll den Angaben des Herstellers. Die Proteinkonzentrationen aller Proben wurden in

Doppelwerten bestimmt.

3.2.12.2. Kollagenextraktion und Bestimmung des Kollagengehalts im Plaquematerial

Extraktionspuffer: 0,5 M Essigséure, 3,75 pl Proteaseinhibitorcocktail; pH 3,0

Zur Bestimmung der Kollagenkonzentration in atheromatésen Plaquehomogenaten wurde
zunidchst das 16sliche Kollagen aus den Gewebeproben extrahiert. Hierflir wurden jeweils 150

ul eines Plaquehomogenates (50 mg Feuchtgewicht/ml) zusammen mit 1,5 ml
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Extraktionspuffer fiir 24 bis 48 h bei 4°C unter kontinuierlichem Riihren inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz fiir 1 h bei 4°C und 16.000 x g zentrifugiert, und die
Konzentration des extrahierten, 18slichen Kollagen im Uberstand gemiB den Angaben des
Herstellers des ,,Sircol™ soluble Collagen Assay Kit*“ durchgefiihrt. Dieser Assay beruht auf
der Interaktion des in Pikrinsdure geldsten, anionischen Farbstoffes Siriusrot mit den
Sulfonsédureseitenkettengruppen  der  basischen  Aminosduren des Kollagens. Die

Kollagenkonzentrationen aller Proben wurden in Doppelwerten bestimmt.

3.2.12.3. SDS-Polvacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-Probenauftragspuffer (5 x): 250 mM Tris-HCI, 50% (v/v) Glycerin, 10% (w/v) SDS,
10% (v/v) Triton X-100, 0,025% (w/v) Bromphenolblau; pH 6,8

Natriumdeoxycholatlésung: 120 mM Natriumdeoxycholat geldst in H,O
Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris-Base, 190 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS

Die elektrophoretische Separation von Proteinen erfolgte mittels diskontinuierlicher Glycin-
SDS-PAGE (8% Polyacrylamidgel oder 4-20% Polyacrylamidgradientengel; BioRad,
Miinchen, Deutschland) nach Ladmmli et al. (Laemmli, 1970). Verschiedene Kollagentypen,
Plaquehomogenate (aktive, inaktive oder sekundir durch sich wiederholende Einfrier- und
Auftauzyklen und eine Langzeitlagerung bei -20°C inaktivierte Plaques), sowie
kollagenaseverdaute Kollagen- und Plaqueproben wurden vor dem Auftrag in 5 x SDS-
Probenauftragspuffer aufgenommen, mit Natriumdeoxycholatlosung (Endkonzentration: 6 mM)
versetzt und fiir 1 h bei RT inkubiert. Danach wurden die Proben mit B-Mercaptoethanol
(Endkonzentration: 10%) vermischt und fiir 30 min bei 95°C inkubiert. Anschlieend wurden
verschiedene Mengen der Proben auf ein Gel aufgetragen und die Proteinauftrennung im Gel
erfolgte im Elektrophoresepuffer fiir ca. 1 h bei 120 V. Die SDS-Gele wurden nach erfolgter
Elektrophorese fliir Westernblotanalysen verwendet, oder die aufgetrennten Proteine mittels

Coomassie-, bzw. Silberfarbung visualisiert.



76 Material und Methoden

3.2.12.4. Gelfarbemethoden

Coomassie-Fiarbung nach Weber et al.; modifiziert (Weber et al., 1969)

Coomassie-Férbeldsung: 0,25% (w/v) Coomassie Brilliantblau R-250, 40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure

Entfarbel6sung: 40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsédure

Die Polyacrylamidgele wurden fiir 15 bis 30 min in Coomassie-Férbelosung inkubiert und

anschlieBBend bis zur vollstandigen Entfarbung des Hintergrundes in Entfarber gewaschen.

Silberfarbung nach Blum et al.; modifiziert (Blum ef al., 1987)

Fixierlosung: 40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsédure

Thiosulfatlésung: 0,8 mM Na,S,0; x 5 H,O gelost in H,O

Silbernitratldsung: 12 mM AgNQO;, 0,02% (v/v) Formaldehyd

Entwicklerlosung: 280 mM Na,COs, 0,16 mM Na,S,0; x 5 H,0, 0,05% (v/v) Formaldeyhd
Stoplésung: 67 mM Glycin gelost in H,O

Die Polyacrylamidgele wurden iiber Nacht in Fixierlosung fixiert. AnschlieBend wurden die
Gele dreimal 10 min mit 50 % (v/v) Ethanol gewaschen und fiir 1 min in Thiosulfatlosung
geschwenkt. Nach dreimaligem Waschen fiir je 20 sek. in H,O wurden die Gele 20 min mit
Silbernitratlosung imprégniert. An erneutes Waschen mit H,O schloss sich die Entwicklung der
silbergefarbten Proteine an. Waren die Proteine deutlich zusehen, wurde die Entwicklung mit

einer glycinhaltigen Stoplosung beendet.

3.2.12.5. Nachweis von Kollagen Typ I mittels Westernblotanalyse

Transfer-Puffer: 48 mM Tris-Base, 39 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol

TBS-Puffer: 10 mM Tris-Base, 150 mM NaCl; pH 7,6

TBST-Puffer: 10 mM Tris-Base, 150 mM NacCl, 0,1 % Tween 20; pH 7,6
Magermilchlosung: 5% (w/v) Magermilchpulver gelost in TBS- oder TBST-Puffer; pH 7,6

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen wurden die elektrophoretisch aufgetrennten
Proteine einem Western blotting unterzogen (Kyhse-Andersen, 1984); modifiziert). Der
Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (Hybond™-C extra Blotmembran)

erfolgte in einer Mini-Protean Kammer der Firma Biorad (Miinchen, Deutschland) nach dem
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,,LTankblot“-Verfahren bei 4°C fiir 1 h bei 200 mA. Nach dem Transfer wurde die Membran
entnommen und zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 2 h bei RT in 5% (w/v)
Magermilch-TBS-Puffer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBST-Puffer (jeweils 5 min)
wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C in 5% (w/v) Magermilch-TBST-Puffer geschwenkt,
welchem der primdre anti-Kollagen Typ I-Antikorper in einer Verdiinnung von 1:15.000
zugesetzt war. Nach dieser Inkubation wurden nicht gebundene, bzw. nicht spezifisch
gebundene primire Antikorper durch dreimaliges 10-miniitiges Waschen mit TBST-Puffer
entfernt. AnschlieBend wurde die Membran fiir 45 min bei RT mit einem Meerrettichperoxidase
(HRP)-gekoppelten sekunddren anti-Kaninchen IgG, welches 1:5.000 in 5% (w/v) Magermilch-
TBST-Puffer verdiinnt war, inkubiert. Nach erneutem dreimaligem 10-miniitigen Waschen
wurde die Membran fiir 10 min in ,, Super Signal® West Pico Luminol Enhancer und ,,Super
Signal® Stable Peroxide Solution“-Detektionslésung inkubiert. Die Lichtemission bei der
Umsetzung der Detektionslosung durch die Meerrettichperoxidase wurde durch Auflegen eines

Rontgenfilmes (Polapan) dokumentiert.

3.2.13. Enzymatischer Verdau des Plaquekollagens mittels Kollagenase

TESCA-Puffer: 50 mM TES, 0,36 mM CaCl, x 2 H,0, 20 mM HEPES; pH 7,4
Kollagenaseldsung: 50 pg/ml Kollagenase gelost in TESCA-Puffer; pH 7,4
CaCly-Losung: 25 mM CacCl, geldst in H,O; pH 7,4

BSA-Losung: 1,25 M BSA gelost in TESCA-Puffer; pH 7,4

Fiir den Abbau der Kollagenstrukturen im atheromatdsen Plaquematerial wurden 2 mg (20 pl)
Plaquehomogenat (100 mg Feuchtgewicht/ml) zusammen mit 0,6 pg Kollagenase (12 pl
Kollagenaselosung) und 9 mM CaCl, (18 pl CaCl,-Losung) zum  Starten der
Gewebeaufschlussreaktion fiir 24 h bei 37°C und kontinuierlichem Schiitteln inkubiert.
Kontrollinkubationen des Plaquematerials erfolgten an Stelle der Kollagenase zusammen mit 1
ng BSA (12 ul BSA-Losung). 20 pg (20 pl) Horm®-Kollagen wurde als Referenz fiir das
Plaquematerial zusammen mit 0,6 ng Kollagenase oder 1 pg BSA und 9 mM CaCl, zum
Starten der Gewebeaufschlussreaktion ebenfalls fiir 24 h bei 37°C und kontinuierlichem
Schiitteln inkubiert. Der Erfolg des Kollagenabbaus im Plaquehomogenat wurde mit Hilfe der
turbidimetrischen Messung der Thrombozytenaggregation im PRP in einem 2-Kanal-Labor®-
Aggregometer, sowie mittels SDS-Gelelektrophorese und darauf folgender Silberfarbung, bzw.
darauf folgendem Westernblot liberpriift.
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3.2.14. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert+=Standardabweichung (MW=SA) angegeben. Die
statistische Signifikanz wurde mittels gepaartem oder ungepaartem Student t-Test ermittelt.
Unterschiede zwischen einzelnen Ergebnissen wurden als signifikant betrachtet, wenn p < 0,05
war. Die Berechnung des Bestimmtheitsmafles und des Pearsonschen Korrelationskoeffizienten
r erfolgte mittels ,,Excel 2003“ (Microsoft, Miinchen, Deutschland). Ein Pearsonscher

Korrelationskoeffizient r wurde als statistisch signifikant betrachtet, wenn p < 0,05 war.
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4. Ergebnisse

4.1. Aktivierung von Thrombozyten durch humanes
atherosklerotisches Plaguematerial

4.1.1. Atherosklerotische Plagues stimulieren die Plittchenaggregation und
Sekretion _in  gewaschenen Thrombozytensuspensionen, PRP  und
antikoaguliertem Blut

Zur Untersuchung der Aktivierung von Thrombozyten durch humanes atherosklerotisches
Plaquematerial wurden mittels des Operationsverfahrens der Thrombendarterektomie
Gewebeproben von mehr als 60 verschiedenen Patienten mit Karotisstenose entnommen (siche
Abschnitt 3.2.1). Bei den isolierten Gewebeproben handelte es sich ausschlieBlich um
vorangeschrittene, lipidreiche atherosklerotische Plaques, so genannte Typ V-Atheromas,
welche in der Regel eine Lasion mit lipidreichem und/oder nekrotischem Kern umgeben von
fibrosem Gewebe darstellten (Stary et al., 1995; Brandl et al., 1997; Virmani et al., 2000). Nach
der chirurgischen Entnahme des Plaquematerials wurde die atheromatdse Region prépariert und
sorgfiltig von angrenzen Plaquebereichen wie z. B. der distalen kollagenreichen
Plaqueschulterregion oder der proximal gelegenen Region mit Bindegewebe, Schaumzellen und
Lipidablagerungen abgetrennt (Brandl et al., 1997). Im Anschluss daran wurden diese
atheromatosen Plaques (Abkiirzung: AP) homogenisiert und weiter beziiglich ihrer
blutplittchenaktivierenden Eigenschaften untersucht. Zusétzlich zum ganzen atheromatdsen
Plaquematerial wurde aus einigen besonders weichen Gewebeproben das lipidreiche
Kernmaterial, der so genannte ,/ipid-rich core, stumpf herauspripariert, homogenisiert und
ebenfalls weiter beziiglich seines thrombozytenaktivierenden Charakters analysiert. In einer
fritheren Studie von Rother ef al. konnte mittels turbidimetrischer Aggregationsmessung
nachgewiesen werden, dass der lipidreiche Kern des Plaquegewebes, sowie Lipidextrakte
atherosklerotischer Lésionen einen raschen Gestaltwandel (,,shape change®) ohne darauf
folgende Aggregation der Blutplittchen in Suspensionen gewaschener Thrombozyten
hervorrufen (Rother et al, 2003). Die durch das lipidreiche Kernmaterial vermittelte
Pléattchenaktivierung wurde in diesen Untersuchungen auf die Akkumulation von
Lysophosphatidsdure zuriickgefiihrt (Rother et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit wurden
diese Beobachtungen bestitigt (Abb. 4.1).
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lipidreicher Plaquekern

Lichttransmission

Abb. 4.1: Aktivierung von gewaschenen humanen Thrombozyten durch die lipidreiche Kernregion
atherosklerotischer Plaques. Suspensionen gewaschener humaner Thrombozyten (400.000/nl) wurden mit
1,25 mg Feuchtgewicht/ml einer homogenisierten lipidreichen Plaquekernregion versetzt und die Zunahme
der Lichttransmission und somit der Gestaltwandel (,Shape change®“) der Blutplittchen mittels
turbidimetrischer Aggregationsmessung bestimmt. Die gezeigte Kurve ist reprisentativ fiir 15 Experimente
mit den lipidreichen Plaquekernregionen 5 unterschiedlicher Patienten.

Die Zugabe von Homogenaten ganzer atheromatdser Plaques (AP), welche aufler dem
Lipidkern auch noch fibrose Kapselanteile enthielten und vornehmlich in dieser Arbeit
untersucht wurden, fiihrte zu einer verdnderten Plittchenreaktion in Suspensionen gewaschener
humaner Thrombozyten und induzierte nach einer charakteristischen Verzogerungs (,,/ag*)-
Phase von ca. 0,5 bis 1 min einen Gestaltwandel der Blutpldttchen, sowie deren Aggregation
(Abb. 4.2).

atheromatoser

atheromatose Plaque (AP)
Plaqueregion

-

Lichttransmission

2 min
v — \‘W

Abb. 4.2: Aktivierung gewaschener humanen Thrombozyten durch atheromatose Plaques (AP). Links)
Digitalfotografische Aufnahme der atherosklerotischen Lision eines Patienten mit Karotisstenose
unmittelbar nach der Priparation der atheromatiosen Plaqueregion. Rechts) Suspensionen gewaschener
humaner Thrombozyten (400.000/nl) wurden mit 1,25 mg Feuchtgewicht/ml atheromatéosem
Plaquehomogenat versetzt und die Ab-, bzw. Zunahme der Lichttransmission und somit der Gestaltwandel
(»shape change“) und die darauf folgende Aggregation der Plittchen mittels turbidimetrischer
Aggregationsmessung bestimmt. Die gezeigte Kurve ist reprisentativ fiir je 2 bis 3 Experimente mit den
atheromatosen Plaqueregionen 56 unterschiedlicher Patienten.

Die Thrombozytenaktivierung durch das atheromatdse Plaquematerial war dosisabhingig und
erreichte ithr Maximum in der Regel bei einer Plaquekonzentration von 1 bis 2,5 mg

Feuchtgewicht/ml (Daten nicht gezeigt).
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Auch in pléttchenreichem Plasma induzierten die atheromatdsen Plaquehomogenate nach einer
charakteristischen ,,/ag*“-Phase von 0,5 bis 1 min einen Thrombozytengestaltwandel und darauf
folgend eine Aggregation (Abb. 4.3 A). Die Kinetik der Plaque-vermittelten
Plittchenaktivierung war hierbei vergleichbar mit der Kinetik der Horm"-Kollagen-induzierten
Thrombozytenstimulation. 56 der 60 im Vergleich getesteten Plaques riefen eine submaximale
oder maximale Aggregation im PRP von durchschnittlich 824+39% Lichttransmission
(MW=SA; n=56 Plaques) hervor (Abb. 4.3 A und 4.4 A). Zusitzlich stimulierten diese
aggregationsaktiven Plaquehomogenate auch die Sekretion von ATP aus den dichten Granula
der Thrombozyten (Abb. 4.3 A). Im Gegensatz dazu verursachte die Zugabe der Homogenate
lipidreicher Plaquekernregionen (1,25 mg Feuchtgewicht/ml) keinerlei Aktivierung der
Blutpléttchen im PRP (Abb. 4.3 B).
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Abb. 4.3: Horm®-Kollagen und atheromatise Plaques (AP) induzieren eine vergleichbare Kinetik der
Thrombozytenaktivierung im PRP. Lipidreiche Plaquekernregionen hingegen kénnen die Pléittchen im PRP
nicht _aktivieren. A) Horm®-Kollagen (2,5 pg/ml) oder atheromatéses Plaquematerial (1,25 mg
Feuchtgewicht/ml) wurden zu Citrat-antikoaguliertem PRP pipettiert und der ,,shape change“, sowie die
Aggregation der Blutplittchen nach Zugabe der Agonisten mittels turbidimetrischer Aggregationsmessung
bestimmt. Die Thrombozytenaggregation wurde als % Lichttransmission (LT) angegeben. Zusiitzlich wurde
auch die Kollagen- und Plaque-stimulierte ATP-Sekretion aus den dichten Granula der Plittchen mittels
wLuziferin-Luziferase-Assay” gemessen und als nM ATP-Sekretion (ATP) angegeben (siche Abschnitt
3.2.5). Die gezeigten Kurven sind reprisentativ fiir je 2 bis 13 Experimente mit den atheromatosen
Plaquehomogenaten 56 (Thrombozytenaggregationsmessung), bzw. 10 (ATP-Sekretionsmessung)
unterschiedlicher Patienten. B) Homogenate einer lipidreichen Plaquekernregion (1,25 mg
Feuchtgewicht/ml) wurden zu Citrat-PRP pipettiert und die Aktivierung der Plittchen im Aggregometer
bestimmt. Die gezeigten Kurven sind reprisentativ fiir 9 Experimente mit den lipidreichen
Plaquekernregionen 3 unterschiedlicher Patienten.

Nicht alle der untersuchten atheromatdsen Plaques waren jedoch in der Lage eine Aktivierung
der Thrombozyten im PRP hervorzurufen. Vier der 60 im Vergleich analysierten Lésionen
waren inaktiv und verursachten weder einen Plittchengestaltwandel, noch die Aggregation oder
Sekretion der Thrombozyten in pléttchenreichem Plasma (Abb. 4.4 A und B). Auf diese

inaktiven Plaques wird spéter in Abschnitt 4.6 des Ergebnisteils noch genauer eingegangen.
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Abb. 4.4: Ubersicht iiber die Plaque-induzierte Thrombozytenaktivierung im PRP. A) Aggregation der
Blutplittchen in Citrat-antikoaguliertem PRP nach der Zugabe der atheromatisen Plaques (AP) (1,25 mg
Feuchtgewicht/ml) 60 unterschiedlicher Patienten mit Karotisstenose. Die Werte sind als % der Kollagen
(2,5 pg/ml)-induzierten Aggregation angegeben und stellen Mittelwerte aus je 2 bis 13 Messungen im Citrat-
PRP verschiedener Probanden dar. Auf Grund der Angabe der Werte als % der Kollagenkontrolle kann
die Plaque-induzierte Aggregation auch mehr als 100% Aggregation betragen. B) Vergleich von
Thrombozyten-,,shape change“ und Aggregation (% Lichttransmission = LT; PRP = 0%, PPP = 100%),
sowie der ATP-Sekretion (nM ATP-Sekretion = ATP) im Citrat-PRP eines Probanden induziert durch ein
aktives (AP22) und ein inaktives (AP19) atheromatises Plaquehomogenat (1,25 mg Feuchtgewicht/ml).

Wenn die Homogenate atheromatoser Plaques zu antikoaguliertem Blut gegeben wurden, dann
induzierten sie ebenfalls dosisabhingig eine irreversible Pliattchenaggregation (Abb. 4.5). Auch
hier war wie zuvor im PRP die Plaque-vermittelte Kinetik der Thrombozytenaktivierung sehr

dhnlich zur Horm®-Kollagen induzierten Blutplittchenstimulation.
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Abb. 4.5: Dosisabhiingige Stimulation der Thrombozytenaggregation im Blut vermittelt durch Horm"-
Kollagen und atheromatioses Plaquematerial (AP). Die durch die Zugabe von Kollagen (2,5 pg/ml)- oder
ansteigender Konzentrationen an Plaquematerial (x pg Feuchtgewicht/ml) verursachte Aggregation in
Citrat-antikoaguliertem Blut wurde mittels Einzelthrombozytenzihlung bestimmt und als % Aggregation
im Blut angegeben (siehe Abschnitt 3.2.6.1). Das gezeigte Diagramm ist reprisentativ fiir 20 voneinander
unabhiingige Experimente.
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4.1.2. Atherosklerotische Plaques stimulieren die Bildung von
Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten im Blut, sowie die Fibrinbildung in
PPP., PRP und Blut

Die Zugabe ansteigender Konzentrationen an atheromatdsen Plaquehomogenaten zu Citrat-
antikoaguliertem Blut induzierte dosisabhingig die Bildung von Thrombozyten-Monozyten-
Konjugaten (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Kollagen- und Plaque-induzierte Bildung von Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten im Blut. Die
Messung der durch Horm®-Kollagen (2,5 pg/ml)- oder durch ansteigende Konzentrationen an
atheromatosem Plaquematerial (AP) (x pg Feuchtgewicht/ml)-induzierten Bildung von Thrombozyten-
Monozyten-Aggregaten erfolgte in geriihrtem Citratblut 5 min nach der Zugabe der Agonisten mittels
Durchflusszytometrie (siehe Abschnitt 3.2.7). Die Thrombozytenpopulation wurde hierfiir mit Hilfe eines
fluoreszenzmarkierten anti-CD41a-Antikorpers, die Monozytenpopulation mittels eines
fluoreszenzmarkierten anti-CD14-Antikorpers markiert. Das gezeigte Diagramm ist reprisentativ fiir 20
voneinander unabhiingige Experimente.

Wie aus Arbeiten von Losche et al. bekannt war, kann die Interaktion von Thrombozyten und
Monozyten zur Aktivierung des intravaskuldren Gewebethromboplastins (,,tissue factors*) und
somit zur Aktivierung der extrinsischen Blutgerinnung fiihren (Losche, 2005). Aus diesem
Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob das atheromatdse Plaquematerial,
welches in der Lage war, die Interaktion von Thrombozyten und Monozyten zu fordern,
zusitzlich thrombozytenabhingig Fibrinbildung und Gerinnung induzieren konnte. Mit Hilfe
der Thrombelastographie nach Rotationsprinzip war es moglich die Plaque-stimulierte
Fibrinbildungs-, bzw. Gerinnungszeit in rekalzifiziertem pléttchenarmem und pléttchenreichem
Plasma, sowie in rekalzifiziertem Blut zu analysieren (sieche Abschnitt 3.2.8). Es wurden hierbei
Plaquehomogenate von 37 verschiedenen Patienten vergleichend untersucht. Zwei der 37
getesteten Plaques waren gerinnungsinaktiv und induzierten weder im PPP, noch PRP oder Blut
die Bildung von Fibrin (Daten nicht gezeigt). Diese beiden Plaques waren dariiber hinaus
ebenfalls nicht in der Lage, eine Aggregation der Thrombozyten im PRP hervorzurufen (Daten
nicht gezeigt). 35 der 37, also 95%, der untersuchten Plaques jedoch stimulierten die

Fibrinbildung und waren somit gerinnungsaktiv. 15 dieser 35 gerinnungsaktiven
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Plaquehomogenate konnten nur im PRP, nicht aber im PPP eine Gerinnung induzieren (Abb.
4.7 A und B). Diese atheromatdsen Lasionen benétigten also die Anwesenheit von Plattchen,
um die Bildung von Fibrin stimulieren zu kdnnen. Die Zeit bis zum Einsetzen der Gerinnung im
PRP betrug hierbei 954+268 sek. (MW=SA; n=15 Plaques). Im PPP kam es hingegen fiir mehr
als 1500 sek. zu keiner Fibrinbildung (Abb. 4.7 A und B).
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Abb. 4.7: Atheromatise Plaques stimulieren Fibrinbildung und Gerinnung in rekalzifiziertem PPP, PRP
und Blut. A) Citrat-antikoaguliertes, mit 16 mM CaCl, rekalzifiziertes PPP, PRP oder Blut wurde mit
atheromatéosem Plaquematerial (1,65 mg Feuchtgewicht/ml) versetzt und die Plaque-induzierte
Gerinnungszeit (,,coagulation time“ = CT) und Gerinnselbildungszeit (,,clot formation time* = CFT) mittels
Thrombelastographie nach Rotationsprinzip im ro®TEM-Gerit ermittelt (siche Abschnitt 3.2.8).
Exemplarisch sind die Thrombelastogrammkurven im PPP, PRP und Blut eines der 15 untersuchten
Plaques gezeigt, welche thrombozytenabhingig Fibrinbildung, bzw. Gerinnung induzieren. B)
Zusammenfassung der Plaque-stimulierten Gerinnungszeiten in PPP und PRP. Gegeniiberstellung der
Plaquehomogenate 35 verschiedener Patienten, welche thrombozytenabhingig (grau; n=15) und
thrombozytenbeschleunigt (schwarz; n=20) Fibrinbildung, bzw. Gerinnung induzieren. * p < 0,05 fiir PPP
versus PRP. I p <0,05 fiir thrombozytenabhiingige versus thrombozytenbeschleunigte Gerinnung.

Die anderen 20 der 37 vergleichend analysierten Plaquehomogenate konnten bereits im PPP
und somit thrombozytenunabhéngig eine Gerinnung hervorrufen (Abb. 4.7. B). Diese setzte
nach 6804320 sek. (MW=SA; n=20 Plaques) ein. Die Zugabe dieser Plaquehomogenate zum
PRP fiihrte schon nach 452+175 sek. (MW=SA; n=20 Plaques) zur Fibrinbildung und wurde
demzufolge signifikant durch die Thrombozyten beschleunigt. Dariiber hinaus war sie auch
signifikant kiirzer, als die Gerinnungszeit der 15 Plaques, welche keine Koagulation im PPP

induzieren konnten.

Zusammenfassend konnte aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass der GroBteil der
untersuchen Plaquehomogenate in der Lage war, eine Fibrinbildung, bzw. eine Gerinnung zu
stimulieren. Die Plaque-vermittelte Fibrinbildung und Koagulation schien hierbei ganz oder

zumindest teilweise thrombozytenabhingig hervorgerufen worden zu sein.
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4.2. Bedeutung von Kollagen Typ I- und Kollagen Typ III-positiven
Plaquestrukturen fiir die Thrombozytenaktivierung

4.2.1. Lokalisation und Morphologie Kollagen Typ I- und Kollagen Typ III-
positiver Strukturen im Plaque

Ahnliche Kinetiken der Horm®-Kollagen- und Plaque-induzierten Thrombozytenaktivierung
(siche Abschnitt 4.1.1) fiihrten zu der Frage, ob die Plaque-stimulierte Blutpldttchenaktivierung
durch kollagenartige Plaquekomponenten verursacht sei. Es wurden daher zunidchst die
Lokalisation und die Morphologie von Kollagenkomponenten im Plaque genauer untersucht.
Vor allem die Kollagentypen I und III wurden ndher analysiert, da aus frilheren
Veroftentlichungen bekannt war, dass diese beiden Kollagene bevorzugt in atherosklerotischen
Lasionen akkumulieren (McCullagh et al., 1980; Katsuda et al., 1992; Katsuda et al., 2003).
Zur Lokalisation der Kollagenstrukturen wurde das Plaquematerial unmittelbar nach der
chirurgischen Entfernung in Paraffin eingebettet (sieche Abschnitt 3.2.9.1). Die Paraffinblocke
wurden anschliefend in Langsschnitte unterteilt und das Plaquekollagen mit Hilfe spezifischer

polyklonaler anti-Kollagen Typ I- und anti-Kollagen Typ III-Antikorper gefarbt (Abb. 4.8).

Kaninchen IgG

Abb. 4.8: Identifikation Kollagen Typ I- und Kollagen Typ ITI-positiver Strukturen in den Paraffinschnitten
atherosklerotischer Lisionen. Gezeigt sind lichtmikroskopische Aufnahmen aufeinander folgender
Paraffinliingsschnitte (Dicke: 3 pum) eines vorangeschrittenen atherosklerotischen Plaques, welcher mit
spezifischen anti-Kollagen Typ I- (B), bzw. anti-Kollagen Typ III (C)-Antikérpern (AK) angefirbt wurde.
Als Kontrolle fiir die polyklonalen anti-Kollagen-Antikoérper wurde Kaninchen IgG (A) eingesetzt. Die
Priparate wurden mit einem biotinyliertem sekundiren anti-Kaninchen-Antikérper inkubiert und im
Anschluss daran die kollagenpositiven Plaquestrukturen durch das Anwenden der ,,Streptavidin-Biotin-
Komplex-Merrettichperoxidase-Technik“ mit dem Chromogen 3,3'-Diaminobenzidintetrahydrochlorid als
briunliche Strukturen sichtbar gemacht. Die Zellnuklei wurden mit Hematoxylin und Eosin gegen gefirbt
und sind in blassblau dargestellt. Die gezeigten lichtmikroskopischen Aufnahmen sind reprisentativ fiir 3
Experimente mit den Plaqueléingsschnitten 3 unterschiedlicher Patienten. Lingenmafi: 100 pm.

In der immunhistochemischen Farbung der Plaqueschnitte konnten sowohl Kollagen Typ I-, als
auch Kollagen Typ IlI-positive Strukturen identifiziert werden (Abb. 4.8). Die Kollagen Typ I-

positiven Komponenten waren vor allem in der fibrosen Kappe der atherosklerotischen
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Léasionen lokalisiert. Dariiber hinaus traten sie aber auch im Kernbereich der
Plaqueldngsschnitte auf. Die Kollagen Typ IlI-positiven Bereiche befanden sich im Gegensatz

dazu weniger in der fibrosen Kappe, sondern vermehrt in der Kernregion des Plaquematerials.

Neben der immunhistochemischen Untersuchung von Plaqueldngsschnitten wurde die
Lokalisation und Morphologie kollagenartiger Strukturen ebenfalls in den Homogenaten der
atheromatdsen Lésionen analysiert. Hierflr wurden die Plaquehomogenate auf
Glasdeckgldschen aufgebracht und mit spezifischen polyklonalen anti-Kollagen Typ I- und
anti-Kollagen Typ III-Antikdrpern, sowie entsprechenden fluoreszenzmarkierten sekundéren
Antikdrpern angeférbt (sieche Abschnitt 3.2.9.2). Die Untersuchung dieser Priparate mittels
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie zeigte, dass sowohl Kollagen Typ I-, als auch Kollagen
Typ Ill-positive Strukturen in den Plaquehomogenaten vorhanden waren (Abb. 4.9 B und C).
Verglichen mit der charakteristisch fibrilliren Struktur von Horm®-K011agen (Abb. 4.9 A),
waren die Kollagenstrukturen im Plaquematerial eher heterogen in ihrer Morphologie (Abb. 4.9
B und C). Sie variierten relativ stark in ihrer GroBe (kleine und gréBere Bestandteile) und Form
(punktformige und faserige Strukturen), und wiesen zum Teil eine clusterartige, spongiforme
Gestalt auf.

Kollagen Plaque Plaque

anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ I-AK (griin)
anti-Kollagen Typ IlI-AK (gelb)

Abb. 4.9: Identifikation Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IIl-positiver Strukturen in Plaquehomogenaten.
A, B) Glasdeckglischen wurden mit Horm®-Kollagen (20 pg/ml) oder Plaquehomogenaten (5 mg
Feuchtgewicht/ml) beschichtet, deren Kollagenstrukturen mit Hilfe spezifischer anti-Kollagen-Antikorper
(AK) gefiarbt und fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der
Doppelfirbung eines Plaquehomogenates mit fluoreszenzmarkierten anti-Kollagen Typ I- und anti-
Kollagen Typ III-Antikérpern (i, anti-Kollagen Typ I-Firbung (griin); ii, anti-Kollagen Typ III-Firbung
(gelb); iii, Ubereinanderlagerung von i und ii; iiii, VergroBerung von iii). Die gezeigten konfokalen
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind reprisentativ fiir 3 Experimente mit den Plaquehomogenaten
3 unterschiedlicher Patienten. Lingenmaf: 50 pm.

Um Kollagen Typ I- und die Kollagen Typ II-positive Strukturen gleichzeitig in einem
Plaquehomogenat untersuchen zu kénnen, wurde eine Doppelfarbung beider Kollagentypen wie
in Anschnitt 3.2.9.2 beschrieben durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die gegen diese
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beiden Kollagentypen gerichteten Antikorper vor der Inkubation mit dem Plaquematerial direkt
mit den Fluoreszenzfarbstoffen ,,Zenon™ Alexa Fluor® 488 und ,.Zenon™ Alexa Fluor® 647¢
markiert. Die Doppelfarbung der Kollagen Typ I- und Kollagen Typ III-Strukturen in den
Plaquehomogenaten hat gezeigt, dass diese beiden Kollagentypen haufig miteinander
kolokalisierten, wobei das Kollagen Typ I auf das Kollagen Typ III aufgelagert zu sein schien
(Abb. 4.9 C).

4.2.2. Adhasion und Aggregation von Thrombozyten an kollagenpositiven
Plaquestrukturen unter statischen Bedingungen

Nach der Identifikation kollagenpositiver Plaquekomponenten, wurde die Adhdsion und
Aggregation von Blutplittchen am Plaquematerial untersucht. Kollagen Typ I- und Kollagen
Typ IlI-positive Strukturen der zuvor auf Glasoberflichen immobilisierten Plaquehomogenate
wurden wie in Abschnitt 3.2.10 beschrieben mit spezifischen anti-Kollagen-Antikorpern
angefarbt und mit Suspensionen gewaschener humaner Thrombozyten inkubiert (Abb. 4.10).
Horm®-Kollagen-beschichtete Glasoberflichen, in welchen die Kollagen Typ I-positiven
Strukturen angefarbt waren und welche ebenfalls mit gewaschenen Plittchen inkubiert wurden,

dienten hierbei als Referenz.

Kollagen

anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ IlI-AK

Abb. 4.10: Adhiision und Aktivierung von Thrombozyten an Kollagen Typ I- und Kollagen Typ III-
positiven _Plaquestrukturen. Die kollagenpositiven Strukturen Horm®-Kollagen (20 pg/ml)-, sowie
Plaquehomogenat (5 mg Feuchtgewicht/ml)-beschichteter Glasdeckglischen wurden mit spezifischen anti-
Kollagen Typ I- und anti-Kollagen Typ III-Antikorpern (AK) gefirbt. Suspensionen gewaschener humaner
Thrombozyten (40.000/nl) wurden auf die Kollagen- oder Plaque-Oberflichen aufgebracht, und fiir 30 min
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Priparate fixiert, permeabilisiert und einer
Firbung des thrombozytiren Aktinzytoskeletts mittels fluoreszenzmarkiertem Phalloidin unterzogen. In
den gezeigten kofokalmikroskopischen Aufnahmen sind kollagenpositive Strukturen in griin und das
thrombozytire F-Aktin in rot dargestellt. Dieses Experiment ist reprisentativ fiir 3 Experimente mit den
Plaquehomogenaten 2 unterschiedlicher Patienten. Lingenmaf}: 10 pm.

Die Thrombozyten adhirierten sowohl an das Horm"-Kollagen, als auch an Kollagen Typ I-
und Kollagen Typ II-positive Komponenten der Plaquehomogenate (Abb. 4.10). Die Kollagen
Typ I- und Kollagen Typ IlI-positiven Plaquestrukturen, welche die Blutpléttchen aktivierten,
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waren morphologisch sehr heterogen. Sowohl grof3e clusterartige, als auch kleine punktférmige
oder faserige Kollagenstrukturen der untersuchten atheromatdsen Plaquehomogenate waren bei
diesen Experimenten in der Lage, die Adhidsion, Aktivierung, Formverdnderung und
Ausbreitung der Thrombozyten zu induzieren. Ausdruck der starken Pléttchenaktivierung durch
die kollagenpositiven Plaquekomponenten war die Formverdnderung des thrombozytiren
Aktinzytoskeletts, sowie die damit einhergehende Ausbildung von Pseudopodien und
Aktinstressfasern (Abb. 4.10; Vergroferungen).

Um herauszufinden, ob Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positive Strukturen die zentralen
thrombozytenaktivierenden Plaquebestandteile darstellten, wurden die nachfolgenden Verdau-
und Hemmexperimente durchgefiihrt. Im ersten Versuchsansatz wurden die Plaquehomogenate
mit bakterieller Kollagenase inkubiert (Abb. 4.11). Der Verdau von Horm®-Kollagen mit

bakterieller Kollagenase diente hierbei als Kontrolle.
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Abb. 4.11: Inhibition der Kollagen- und Plaque-induzierten Thrombozytenaktivierung nach
Kollagenasebehandlung. Horm®-Kollagen (20 pg) oder atheromatéses Plaquematerial (2 mg Feuchtgewicht)
wurde fiir 24 h bei 37°C mit bakterieller Kollagenase oder als Kontrolle mit Albumin in TESCA-Puffer
inkubiert (sieche Abschnitt 3.2.13). Oben) Kontroll- (20 pl; enthalten 8 pg Kollagen oder 0,8 mg
Feuchtgewicht Plaquematerial) und Verdauansitze (20 pl) wurden zu Citrat-antikoaguliertem PRP
pipettiert und die Thrombozytenaggregation (% Lichttransmission; PRP = 0%, PPP = 100%) bestimmt.
Unten) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Kontroll- und Verdauansitze, welche auf
Glasdeckgliaschen aufgebracht und mit einem spezifischen anti-Kollagen Typ III-Antikorper gefirbt
wurden (griine Fluoreszenz). Das gezeigte Experiment ist reprisentativ fiir 4 Experimente mit den
Plaquehomogenaten 4 unterschiedlicher Patienten.

Nach der Kollagenasebehandlung des Plaquematerials, bzw. des Kollagens wurde der

Kollagenverdau fluoreszenzmikroskopisch {iiberpriift und die thrombozytenaktivierenden
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Eigenschaften der Ansdtze mittels turbidimetrischer Aggregationsmessung im PRP analysiert
(Abb. 4.11). Durch die Kollagenasebehandlung ging sowohl die Kollagen-, als auch die Plaque-
vermittelte Thrombozytenaktivierung im PRP vollstindig verloren. Dariiber hinaus konnten in
den Immunfluoreszenzpriparaten der verschiedenen Verdauansdtze im Gegensatz zu den

Kontrollen keine kollagenpositiven Strukturen mehr identifiziert werden.

In einem weiteren Versuchsansatz wurden Plaquehomogenate mit spezifischen polyklonalen
anti-Kollagen Typ I- und anti-Kollagen Typ III-Antikorpern vorbehandelt und deren
thrombozytenaktivierende Eigenschaften anschlieBend mittels turbidimetrischer
Aggregationsmessung im PRP untersucht. Durch die Prdinkubation des Plaquematerials mit
beiden anti-Kollagen-Antikorpern konnte die Plaque-vermittelte Plattchenaktivierung (,,shape
change* und Aggregation) vollstindig inhibiert werden (Abb. 4.12). Jeder dieser Antikorper fiir
sich genommen reduzierte die Plaque-stimulierte Thrombozytenaktivierung nur zum Teil
(Daten nicht gezeigt); auch eine Verdopplung der Konzentration eines jeden Antikdrpers
bewirkte keine stirkere Hemmung und konnte die Plaque-induzierte Plittchenaggregation zwar

verringern, nicht jedoch vollstindig inhibieren (Abb. 4.12).

Kontrolle anti-Kollagen Typ I-AK  anti-Kollagen Typ lll -AK  anti-Kollagen Typ I- und

l l l l Typ lI-AK
,_/\ (==t

— wnd =) —

50—

% Lichttransmission

100~ Plaque

Abb. 4.12: Priinkubation des Plagquematerials mit anti-Kollagen Typ I- und anti-Kollagen Typ III-
Antikérpern inhibiert die Plaque-induzierte Thrombozytenaktivierung im Citrat-PRP. Atheromatéses
Plaquematerial (0,5 mg Feuchtgewicht) wurde fiir 10 min bei RT mit einem anti-Kollagen Typ I (25 pg)-
Antikorper, einem anti-Kollagen Typ III (25 pg)-Antikérper oder der Kombination aus beiden Antikérpern
(je 12,5 pg) vorinkubiert. Die Ansitze wurden zu Citrat-antikoaguliertem PRP pipettiert und die
Thrombozytenaktivierung im Aggregometer iiberpriift. Die Plittchenaggregation ist in %
Lichttransmission (PRP = 0%, PPP = 100%) angegeben. Das gezeigte Experiment ist reprisentativ fiir 3
Experimente mit den Plaquehomogenaten 3 unterschiedlicher Patienten.

Die anti-Kollagen Typ I- und anti-Kollagen Typ III-Antikorper-vermittelte Blockade des
Plaque-stimulierten Thrombozytengestaltwandels und der Aggregation erwies sich allerdings
als chargenabhdngig. In spidteren Versuchen zur Hemmung der Plaque-vermittelten
Plattchenaktivierung, in welchen teilweise die gleichen Plaquehomogenate wie in den fritheren

Versuchen eingesetzt wurden, konnte mit einer anderen Charge anti-Kollagen Typ I- und anti-
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Kollagen Typ IlI-Antikdrpern des selben Herstellers nur eine geringe Inhibition der
Thrombozytenaggregation beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die Zugabe beider
Antiseren flihrte auch nach Verdopplung, bzw. Verdreifachung der -eingesetzten
Antikorperkonzentrationen nur noch zu einer Reduktion der Aggregation vergleichbar mit der,
wie sie in fritheren Versuchen mit jedem anti-Kollagen-Antikorper fiir sich genommen
auftraten (Daten nicht gezeigt). Eine mogliche Erklarung fiir diese Unterschiede kdnnte darin
bestehen, dass die Antikorper der zweiten Charge zum einen von anderen Kaninchen stammten
und zum anderen das Aufreinigungsverfahren der polyklonalen Antiseren zwischen der ersten
und zweiten Antikorpercharge leicht variiert wurde, so dass die polyklonalen Antiseren der
ersten Charge, welche effektiver inhibierten, vermutlich Antikorper enthielten, welche
zumindest teilweise gegen andere Epitope des Kollagens gerichtet waren, als die Antikdrper der

polyklonalen Antiseren der zweiten Charge.

Zusammengefasst haben sowohl die Verdauexperimente mit bakterieller Kollagenase, als auch
die Hemmexperimente mit den anti-Kollagen Typ I- und anti-Kollagen Typ III-Antikdrpern
gezeigt, dass Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positive Plaquekomponenten essentiell fiir
die Thrombozytenaktivierung und Aggregation durch humanes atheromatdses Plaquegewebe

waren.

4.2.3. Adhasion und Aggregatbildung von Thrombozyten an kollagen-
positiven Plaquestrukturen unter arteriellen Flussbedingungen

Nachdem die Aktivierung von Thrombozyten durch Kollagen Typ I- und Kollagen Typ III-
positive Plaquestrukturen unter statischen Adhésionsbedingungen nachgewiesen wurde, wurden
die Blutplattchenadhédsion und Aggregation unter arteriellen Flussbedingungen untersucht, um
der in vivo-Situation nach Ruptur einer atherosklerotischen Lasion moglichst nahe zu kommen.
Hierfiir wurde Hirudin-antikoaguliertes Blut fiir 10 min mit einer arteriellen Scherrate von 1500
s’ (entspricht der Scherrate in moderat stenosierten Arterien) iiber Plaque-beschichtete
Oberflichen = perfundiert  (siche = Abschnitt  3.2.11).  Mittels  Hellfeld- und
Fluoreszenzmikroskopie konnte die Adhidsion einzelner Thrombozyten und die darauf folgende
Aggregation an kollagenartigen Plaquestrukturen visualisiert werden (Abb. 4.13 A und Video-
CD im Anhang). Innerhalb der ersten 2 min nach Beginn der Blutperfusion begannen sich die
Thrombozyten transient am flussabwirts gelegenen Ende der kollagenpositiven
Plaquestrukturen anzulagern. Nach ca. 3 min ging diese transiente Adhdsion der Pldttchen in
eine stabile iiber. Weitere Thrombozyten wurden rekrutiert, so dass sich nach und nach stetig
wachsende Blutplittchenaggregate ausbildeten. Nach ca. 5 min traten final grofle
Thrombozytenaggregate auf den Plaque-Oberflidchen auf. Mit Hilfe der Reflexions-Interferenz-

Kontrast-Mikroskopie, einem mikroskopischen Verfahren zur Visualisierung von
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Membrankontakten und immobilisierten Substraten, war es moglich Flichen von ausgebreiteten
Blutplittchen (,,spread platelets) am Boden der Aggregate darzustellen (Abb. 4.13 A und
Video-CD im Anhang). Uber diese Fliche aus gespreizten Thrombozyten wurden die nach
oben groBflichig gewachsenen Aggregate am Plaquesubstrat verankert. Auch hier zeigte sich
wie zuvor bei der Untersuchung der statischen Plédttchenadhdsion am Plaquematerial (siche
Abb. 4.10, Abschnitt 4.2.2) kein Unterschied im Anhaften der Thrombozyten an morphologisch
heterogenen, kleineren oder groferen kollagenartigen Plaquekomponenten. Beide Strukturen

waren in der Lage, die Adhésion von Blutpléttchen zu vermitteln und diese zu aktivieren.

Flussrichtung

Fl Fl + HF RIKM IF

Abb. 4.13: Thrombozyten in antikoaguliertem Blut adhirieren und aggregieren an Kkollagenpositiven
Plaquestrukturen unter arteriellen Flussbedingungen (1500 s™). A) Hirudin-antikoaguliertes Blut wurde in
einer ,,Parallel-Platten-Flusskammer“ mit einer Scherrate von 1500 s fiir 10 min bei 37°C iiber Plaque (5
mg Feuchtgewicht/ml)-beschichtete Glasdeckglischen perfundiert. Die Plaquekollagenstrukturen wurden
vor dem Flussexperiment mit Hilfe spezifischer anti-Kollagen Typ III-Antikorper angefirbt (weif};
Fluoreszenz = Fl). Adhirente Thrombozyten wurden mittels Hellfeld (HF)- oder Reflexions-Interferenz-
Kontrast-Mikroskopie (RIKM) dargestellt. Die Pfeilspitzen (A) markieren adhirente Thrombozyten am
flussabwiirts gelegenen Ende der kollagenartigen Plaquestrukturen 3 min nach Beginn des Blutflusses,
sowie grofle Thrombozytenaggregate S min nach Beginn der Perfusion. Die RIKM-Technik ermoglicht die
Darstellung von dunkelgrauen Bereichen ausgebreiteter, bzw. gespreizter Thrombozyten (Pfeile;=s ) nah
am Plaquesubstrat (Abstand: ~10 nm) 5 min, jedoch nicht 3 min nach Beginn der Perfusion, iiber welche die
Plittchenaggregate am Plaque verankert sind. Das Experiment ist reprisentativ fiir 11 Flussversuche mit
den Plaquehomogenaten 5 verschiedener Patienten. Lingenmafi: 40 pm. B) Immunfluoreszenz (IF)-
mikroskopische Darstellung eines Thrombozytenaggregates, welches nach 10 min Perfusion am
kollagenpositiven Plaquematerial adhiiriert. Griin, Kollagen Typ IIl-positive Plaquestrukturen. Rot,
Aktinzytoskelett der Thrombozyten. Langenmal3: 10 pm.

Exemplarisch wurde nach einem Flussversuch das perfundierte Glasdeckgldschen aus der
Flusskammer entnommen, das Priparat fixiert, die adhdrenten Thrombozyten permeabilisiert
und einer Farbung des thrombozytiren Aktinzytosklettes mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin
unterzogen. In der konfokalmikroskopischen Fluoreszenzaufnahme dieses Perfusionspréparates
zeigte sich entlang der kollagenpositiven Plaquestrukturen eine Aktivierung der Pléttchen

innerhalb der Aggregate (Abb. 4.13 B). Verglichen mit der Aktivierung der Thrombozyten nach
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statischer Adhidsion waren die Blutplittchen in den Aggregaten, welche sich unter
Flussbedingungen ausgebildet haben, etwas weniger stark aktiviert. Diese Pldttchen wiesen vor
allem ,,shape change®, bzw. eine Ringbildung des thrombozytiren Aktins, sowie Pseudopodien

auf. Stark aktivierte, ausgebreitete Thrombozyten waren kaum vorhanden.

Hervorzuheben ist, dass die Adhdsion und Aggregatbildung der Blutpléttchen unter Fluss in
Anwesenheit von rekombinantem Hirudin, einem direkten Thrombininhibitor, stattfand und
somit unabhéngig von der extrinsischen Gerinnung, welche durch den ,tfissue factor im

Plaquematerial aktiviert hitte werden konnen, ablief.

4.3. Relative Bedeutung der thrombozytiren Kollagenrezeptoren
GPVI und Integrin o, fiir die Thrombozytenaktivierung
vermittelt durch fibrillires Kollagen und atherosklerotisches
Plaguematerial

4.3.1. Vermittlung  der _ Plaque-induzierten  Thrombozytenadhésion,
Aggregation _und _Sekretion durch die Aktivierung thrombozytarer
Kollagenrezeptoren

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, inwiefern die beiden bedeutendsten
thrombozytiren Kollagenrezeptoren, GPVI und das Integrin a.f3;, eine Rolle fiir die Plaque-
induzierte = Thrombozytenaktivierung spielen. Suspensionen gewaschener humaner
Blutplattchen wurden mit der Kombination aus dem monomeren kollagenverwandten Peptid
mCRP  (,,monomeric collagen-related peptide*) zur Inhibition von GPVI und dem
monoklonalen anti-Integrin  o,-Antikorper P1E6, sowie entsprechenden Kontrollen
pridinkubiert, und im Anschluss daran die Plaque-stimulierte Thrombozytenaktivierung und
Aggregation mittels turbidimetrischer Aggregationsmessung bestimmt (Abb. 4.14 B). Als
Kontrolle fiir eine effektive Hemmung der beiden Kollagenrezeptoren durch mCRP und P1E6
wurde fibrillires Horm®-Kollagen eingesetzt (Abb. 4.14 A). Sowohl die Horm"®-Kollagen, als
auch die Plaque-stimulierte Thrombozytenaggregation und ATP-Sekretion konnte durch
gleichzeitige Blockade der beiden Kollagenrezeptoren GPVI und Integrin o»f; nahezu

vollstindig inhibiert werden.
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Abb. 4.14: Inhibition der Kollagen (A)- und Plaque (B)-induzierten Thrombozytenaggregation und ATP-
Sekretion mittels Kollagenrezeptorblockade (KRB). Zur Blockade der thrombozytiren Kollagenrezeptoren
GPVI und Integrin a,p; wurden Suspensionen gewaschener humaner Thrombozyten fiir 5 min bei 37°C mit
dem monomeren kollagenverwandten Peptid mCRP (500 pg/ml) und dem monoklonalen anti-Integrin o,-
Antikorper P1E6 (12,5 pg/ml) inkubiert. Als Kontrolle fiir nCRP und P1E6 dienten PBS-Puffer und Miuse
IgG1. AnschlieBend wurden Horm®-Kollagen (1,25 pg/ml) (A) oder Plaquehomogenate (2,5 mg
Feuchtgewicht/ml) (B) zu den Pliittchensuspensionen pipettiert und die Thrombozytenaggregation (% der
Kollagen (2,5 pg/ml)-induzierten Aggregation = Aggr.), sowie gleichzeitig die ATP-Sekretion (nM ATP =
ATP) aus den dichten Granula bestimmt. Die Balkendiagramme rechts zeigen die MW=SA der Kollagen
(n=5)- und der Plaque (n=9)-induzierten Aggregation.

Zusétzlich zur Untersuchung des Einflusses der Blockade beider Kollagenrezeptoren auf die
Plaque-vermittelte Thrombozytenaggregation und Sekretion, wurde die Rolle von GPVI und
Intergin o,f3; auch fiir die Plaque-induzierte Plittchenadhdsion und Aktivierung unter statischen
Bedingungen analysiert (Abb. 4.15). Bei gleichzeitiger Inhibition beider Kollagenrezeptoren
mittels mCRP und PIE6 waren sowohl die Adhision, als auch die Ausbreitung der
Thrombozyten durch die kollagenpositiven Strukturen immobilisierter Plaquehomogenate
vollstdndig inhibiert (Abb. 4.15; vgl. mit den Ergebnissen des gleichen Experiments ohne
Kollagenrezeptorblockade in Abb. 4.10, Abschnitt 4.2.2). Nur vereinzelt traten nicht aktivierte,
diskoide Plattchen auf den Plaque-Oberflichen auf. Als Vergleich zur Plaque-induzierten
Thrombozytenaktivierung wurde die kollagenvermittelte Adhdsion und Aktivierung unter
statischen Adhésionsbedingungen untersucht. Auch in diesen Experimenten konnte gezeigt
werden, dass die Plittchenadhdsion und Aktivierung durch gleichzeitige Blockade von GPVI
und dem Integrin of; vollstindig verhindert werden konnte (Abb. 4.15; vgl. mit den
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Ergebnissen des gleichen Experiments ohne Kollagenrezeptorblockade in Abb. 4.10, Abschnitt
4.2.2).

Kollagen

anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ IlI-AK

Abb. 4.15: Inhibition der Kollagen und Plaque-vermittelten Thrombozytenadhision und Aktivierung
mittels Kollagenrezeptorblockade. Mit Horm®-Kollagen (20 pg/ml) oder Plaquehomogenaten (5 mg
Feuchtgewicht/ml) beschichtete Glasdeckglischen wurden mit spezifischen anti-Kollagen-Antikérpern (AK)
gefirbt. Suspensionen gewaschener humaner Thrombozyten (40.000/pl) wurden zur Blockade von GPVI
und Integrin o,B; fiir 5 min bei 37°C mit mCRP (500 pg/ml) und dem Antikérper P1E6 (12,5 pg/ml)
vorbehandelt. AnschlieBend wurden die Thrombozytensuspensionen auf die Kollagen- oder Plaque-
beschichteten Oberflichen aufgebracht und fiir 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach wurden
die Priaparate fixiert, permeabilisiert und gefirbt. Griin, kollagenpositive Strukturen; rot, thrombozytires
F-Aktin. Die gezeigten konfokalmikroskopischen Aufnahmen sind reprisentativ fiir 3 Experimente mit
Kollagen, sowie fiir 3 Experimente mit den Plaquehomogenaten 2 unterschiedlicher Patienten. Liingenmafl:
10 pm.

Diese Ergebnisse legten nahe, dass beide thrombozytire Kollagenrezeptoren, GPVI und das
Integrin o3, eine Rolle bei der Plaque-stimulierten Aktivierung von Thrombozyten besitzen.

Die relative Bedeutung von GPVI und Integrin a,3; wurde im Folgenden genauer analysiert.

4.3.2. Atherosklerotisches Plaguematerial interagiert sowohl mit GPVI als
auch mit dem Integrin o,f;

Um zu untersuchen, ob atherosklerotisches Plaquematerial mit beiden Kollagenrezeptoren
interagiert, wurden zunichst in Zusammenarbeit mit Dr. Richard Farndale (Universitit
Cambridge, Cambridge, England) Bindungsstudien mit rekombinanten Kollagenrezeptoren
durchgefiihrt. Hierzu wurden die rekombinante Ektodoméne des GPVI-Rezeptors (Smethurst et
al., 2004), sowie die rekombinante a2 [-Doméne (Ektodoméne des Integrin af31) (Siljander et
al., 2004a) eingesetzt und mit den Plaquehomogenaten 6 unterschiedlicher Patienten oder zum
Vergleich mit ihren spezifischen Kollagenliganden inkubiert. Als spezifischer Ligand fiir GPVI
wurde das tripelhelikale Peptid CRP (,,collagen-related peptide*) verwendet (Morton et al.,
1995); als spezifischer Ligand fiir das Integrin a,f; das tripelhelikale Peptid GFOGER-GPP
(Knight et al., 2000). Die Bindung der rekombinanten Kollagenrezeptoren an CRP und

GFOGER-GPP, sowie an die unterschiedlichen Plaquehomogenate wurde mittels eines
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enzymgekoppelten Immunadsorptionstests (,,enzyme linked immunosorbent assay™ = ELISA)
bestimmt (Siljander et al., 2004a; Smethurst et al., 2004). Hierbei wurde gefunden, dass das
Plaquematerial sowohl an GPVI, als auch an das o»-Integrin binden kann. Die Bindung an
rekombinantes GPVI betrug 0,3324+0,04 (MW=SA; n=6) im Vergleich zu dessen Bindung an
CRP (=1,00). Dartiber hinaus erwies sich die Bindung der Plaquehomogenate an GPVI als hoch
spezifisch, denn sie konnte durch Prdinkubation des rekombinanten Rezeptors mit dem anti-
GPVI-Antikorper 10B12 (25 pg/ml) (O'Connor et al., 2006) vollstindig inhibiert werden. Die
Plaques zeigten auch eine magnesiumabhingige Bindung an die rekombinante a2 I-Doméne
von 0,21240,03 (MW=SA; n=6) im Vergleich zu deren Bindung an GFOGER-GPP (=1,00).
Aus diesen Ergebnissen ging hervor, dass alle 6 untersuchten Homogenate atheromatdser
Lésionen in der Lage waren sowohl mit dem Glykoprotein VI, als auch mit dem Integrin o3,
spezifisch zu interagieren. Die Bindung der Plaquehomogenate an das Integrin af3; fiel jedoch

im Vergleich zur Plaque-GPVI-Interaktion geringer aus.

4.3.3. Relative Bedeutung des GPVI-Rezeptors fiir die Plaque-induzierte
Thrombozytenaktivierung

4.3.3.1. Wirkung des anti-GPVI-Antikorpers 5C4 auf die Plaque-induzierte
Thrombozytenaktivierung in PRP und Blut

Zur Untersuchung der Bedeutung des thrombozytiren Kollagenrezeptors GPVI fiir die
Blutpléttchenaktivierung vermittelt durch atheromatdses Plaquematerial wurde die blockierende
Wirkung verschiedener spezifischer anti-GPVI-Antikdrper in PRP und Blut analysiert. Zu
Beginn wurde hierzu zunidchst der anti-GPVI-Antikérper 5C4, die Fab-Fragmente eines
monoklonalen anti-GPVI Ratten IgG (Massberg et al., 2003), eingesetzt. Zur Untersuchung der
blockierenden Wirkung dieses Antikorpers auf die Plaque-vermittelte
Thrombozytenaggregation, wurde pléttchenreiches Plasma mit 5C4 oder entsprechender
Isotypkontrolle (Fab-Fragmente des Ratten IgG) vorbehandelt, und anschlieend die durch
aufsteigende Konzentrationen an Horm®-Kollagen oder Plaquematerial stimulierte
Thrombozytenaggregation bestimmt (Abb. 4.16 A und B). Die Kollagen-induzierte
Aggregation konnte bis zu einer Konzentration von ca. 2 pg/ml Horm"®-Kollagen vollstindig
durch 5C4 inhibiert werden (Abb. 4.16 A). Mit ansteigender Kollagenkonzentration jedoch
nahm die blockierende Eigenschaft dieses anti-GPVI-Antikdrpers kontinuierlich ab, bis
schlieBlich die durch 20 pg/ml Kollagen hervorgerufene Aggregation im Vergleich zur
Kontrolle nur noch um 22% reduziert wurde. Im Gegensatz dazu konnte 5C4 die Plaque-
vermittelte Thrombozytenaggregation bei den eingesetzten Plaquekonzentrationen immer zu
100% blockieren (Abb. 4.16 B). Konzentrationen von 1,25 bis 3,8 mg Feuchtgewicht/ml
Plaquehomogenat, welche Konzentrationen von ca. 0,8 bis 18 pg an 16slichem Kollagen/ml

Plaquehomogenat entsprachen (siche Abschnitt 3.2.12.2), konnten nach der Priinkubation des
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PRP mit 5C4 keine Pléttchenaggregation mehr induzieren. Auch der Plaque-stimulierte ,,shape
change* der Thrombozyten wurde durch die Vorbehandlung des PRP mit 5C4 vollstindig
gehemmt (Daten nicht gezeigt). Die Isotypkontrolle zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die
Kollagen-vermittelte Plattchenaggregation, und verminderte die Plaque-stimulierte Aggregation
nur geringfligig.

Die Ergebnisse dieser Versuche haben gezeigt, dass die Plaque-verursachte
Plittchenaggregation im PRP weitaus effektiver als die Horm®-Kollagen-induzierte
Aggregation durch den anti-GPVI-Antikorper 5C4 gehemmt wurde, was darauf hinwies, dass
ein Unterschied in der Thrombozytenaktivierung durch fibrillires Kollagen und Plaquekollagen
bestand.
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Abb. 4.16: Unterschiedliche Inhibition der Kollagen- und Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation im
PRP durch den anti-GPVI-Antikérper 5C4. Citrat-PRP wurde fiir 3 min bei 37°C mit dem anti-GPVI-
Antikorper 5C4 (10 pg/ml) oder der gleichen Menge an Isotypkontrolle (Fab-Fragmente des Ratten IgG)
vorbehandelt.  Aufsteigende Konzentrationen an Horm®-Kollagen (A) oder atheromatosen
Plaquehomogenaten (B) wurden zum Citrat-PRP pipettiert und die Thrombozytenaggregation im
Aggregometer bestimmt. Die Werte sind als % der Kollagen (2,5 pg/ml)-induzierten Aggregation angegeben
und stellen MW aus 2 bis 6 Messungen mit dem PRP verschiedener Probanden dar.

Im Folgenden wurde die blockierende Wirkung des anti-GPVI-Antikorpers 5C4 im Blut mittels
Impedanzaggregometrie im Multiplate®-Gerit analysiert (siche Abschnitt 3.2.6.2). Das Blut
wurde hierbei fiir 3 min mit 5C4 (10 pg/ml) oder der gleichen Konzentration der
entsprechenden Isotypkontrolle vorbehandelt. Darauf folgend wurden die Horm®-Kollagen-
und die Plaque-stimulierte Thrombozytenaggregation bestimmt (Abb. 4.17). Kollagen (1
ng/ml) induzierte mit 74+£30 Aggregationseinheiten (AE) (MW=SA, n=3) ecine hohere
Aggregation der Blutpléttchen als das Plaquematerial (1,25 mg Feuchtgewicht/ml; ca. 0,8-2,3
ng/ml l6sliches Plaquekollagen), welches eine Aggregation von 48+12 AE (MW4+SA, n=11 mit
3 verschiedenen Plaques) verursachte. Sowohl die Kollagen-, als auch die Plaque-vermittelte

Aggregation konnten in diesen Experimenten durch die Vorbehandlung des Blutes mit 5C4
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signifikant auf 13+4 AE (MW4+SA, n=3; 82% Hemmung) und 6+8 AE (MW=SA, n=11 mit 3
verschiedenen Plaques; 88% Hemmung) reduziert werden. Die Isotypkontrolle hatte hingegen
keinen inhibierenden Einfluss auf die Plaque-induzierte Plattchenaggregation und verringerte

die Kollagen-stimulierte Aggregation der Thrombozyten nicht signifikant.
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Abb. 4.17: Wirkung des anti-GPVI-Antikérpers 5C4 auf die Kollagen- und Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregation im Blut. Citrat-antikoaguliertes Blut wurde fiir 3 min bei 37°C mit 5C4 (10
ng/ml) oder der gleichen Menge an Isotypkontrolle (Fab-Fragmente des Ratten IgG) vorbehandelt. Horm®-
Kollagen (1 pg/ml) oder atheromatéses Plaquematerial (AP) (1,25 mg Feuchtgewicht/ml) wurden zum
Citratblut pipettiert und die Plittchenaggregation mittels Impedanzaggregometrie im Multiplate®-Gerit
bestimmt. Die Werte sind als Aggregationseinheiten (AE) angegeben und stellen die MW=SA aus 3
Experimenten mit Kollagen und 11 Experimenten mit den Plaquehomogenaten 3 verschiedener Patienten
dar. * p < 0,05 fiir 5C4 versus Kollagen- und Plaquekontrolle.

Da bekannt ist, dass die Aktivierung des Integrin a,3; magnesiumabhingig erfolgt (Clemetson
et al., 2001), wurde die Wirkung von 5C4 auch in Hirudin-antikoaguliertem Blut untersucht,
um die Bindung von Plaquematerial an dieses Integrin zu ermoglichen. Antikoagulation mittels
rekombinantem Hirudin, welches direkt an Thrombin bindet und somit die Blutgerinnung
verhindert, fliihrt im Unterschied zur Antikoagulation mit Citrat nicht zur Bildung eines
Chelatkomplexes mit zweiwertigen Ionen (Ca’’, Mg®") im Blut. In 2 unabhingigen
Experimenten im Hirudinblut konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der Plaque-induzierten
Thrombozytenaggregation durch den anti-GPVI-Antikorper 5C4 mit einem durchschnittlichen
Wert von 94% (n=2) édhnlich effektiv wie zuvor im Citratblut erfolgte (Daten nicht gezeigt).
GPVI stellte also auch in Hirudin-antikoaguliertem Blut den wichtigsten thrombozytéren
Oberflachenrezeptor fiir die Aggregation der Blutpldttchen verursacht durch atheromatdses

Plaquematerial dar.

Zusammengefasst konnten die Experimente mit dem anti-GPVI-Antikérper 5C4 in PRP und
Blut zeigen, dass die Plaque-induzierte Pléttchenaggregation vor allem von dem

thrombozytiren Kollagenrezeptor GPVI abhingig war.
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Die  Wirkung des  anti-GPVI-Antikérpers 5C4  auf die  Plaque-stimulierte
Thrombozytenadhdsion und Aggregatbildung wurde in 2 Experimenten unter arteriellen
Flussbedingungen (1500 s™') mit Hirudinblut analysiert. Fiir diese Untersuchungen wurde ein
Plaquegemisch, welches aus 3 unterschiedlichen GS (schock gefrorenen und steril
aufbereiteten)-Plaquehomogenaten (sieche Abschnitt 3.2.1) erstellt wurde, eingesetzt. 5C4
reduzierte die von Plédttchenaggregaten besetzte Plaquefliche 4 bis 5 min nach Beginn der
Perfusion um 85% von 66% auf 10% Plaquefldche bedeckt von Thrombozytenaggregaten (n=2;
Daten nicht gezeigt). Sieben bis 10 min nach Beginn des Blutflusses war die Hemmung
allerdings mit 40% (n=2) deutlich schwicher (Daten nicht gezeigt). Die Inhibition des GPVI-
Rezeptors mittels 5C4 unter arteriellen Flussbedingungen zeigte also verglichen mit der zuvor
in geriihrtem PRP oder Blut beobachteten Hemmung einen deutlich geringeren Effekt auf die
Plaque-stimulierte Thrombozytenaggregatbildung.

4.3.3.2. Wirkung des anti-GPVI-Antikorpers 10B12 auf die Plaque-induzierte
Thrombozytenaktivierung in PRP und Blut

Abgesehen von der Wirkung des anti-GPVI-Antikorpers 5C4 wurde auch der Effekt des anti-
GPVI-Einzelketten-Fv-Antikorperfragments 10B12 (Smethurst et al., 2004) auf die Plaque-
vermittelte Thrombozytenaktivierung und Aggregation untersucht. Die zu Verfiigung stehende
Menge an 10B12 war allerdings begrenzt und aus diesem Grund wurden nur wenige Versuche
im Aggregometer durchgefiihrt. Die bei diesen Experimenten eingesetzten Konzentrationen von
fibrillairem Horm®-Kollagen (1 pg/ml) und atheromatdsem Plaquehomogenat (1,25 mg
Feuchtgewicht/ml) induzierten in etwa eine vergleichbare Aggregation der Blutplédttchen im
PRP (Abb. 4.18). Sowohl die Kollagen-, als auch die Plaque-stimulierte Aggregation konnte
durch die Vorbehandlung des PRP mit 10B12 im Vergleich zur Kontrolle (100%) deutlich um
88% (n=1) und 74£36% (n=3 mit 3 Plaques) reduziert werden. Die Isotypkontrolle 2D4 zeigte
hierbei keinen signifikanten Einfluss auf die Kollagen- oder Plaque-induzierte

Plattchenaggregation.

Verglichen mit der stirkeren Inhibition der Plaque-stimulierten Aggregation im Citrat-PRP
durch den anti-GPVI-Antikérper 5C4 (siche Abb. 4.16 und Abschnitt 4.3.3.1), schien der anti-
GPVI-Antikorper 10B12 die Plaque-induzierte Pléttchenaktivierung etwas weniger effektiv zu

blockieren.
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Abb. 4.18: Inhibition der Kollagen- und Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation im PRP durch den
anti-GPVI-Antikoérper 10B12. Citrat-antikoaguliertes PRP wurde fiir 3 min bei 37°C mit dem anti-GPVI-
Antikorper 10B12 (50 pg/ml) oder der gleichen Menge der Isotypkontrolle 2D4 vorinkubiert. Horm®-
Kollagen (1 pg/ml) oder die atheromatosen Plaquehomogenate (1,25 mg Feuchtgewicht/ml) 3 verschiedener
Patienten wurden zum Citrat-PRP pipettiert und die Plittchenaggregation im Aggregometer bestimmt. Die
Werte (% der Kollagen (2,5 pg/ml)-induzierten Aggregation) stellen fiir Kollagen die Werte einer Messung
und fiir das Plaquematerial die MW=SA einer Messung mit den Plaquehomogenaten 3 verschiedener
Patienten im Citrat-PRP eines Probanden dar.

Um die relative Rolle des Kollagenrezeptors Glykoprotein VI fiir die Plaque-vermittelte
Pléttchenaktivierung weiter zu analysieren, wurde zunichst die Bedeutung von GPVI fiir die
initiale Thrombozytenaktivierungsphase, den ,,shape change®, ndher untersucht (Abb. 4.19 A
und B). Fiir die Analyse der initialen Thrombozytenaktivierungsphase, wurden alle
Experimente in Anwesenheit von RGDS, einem Antagonisten des thrombozytiren
Fibrinogenrezeptors (GPIIb/I11a, bzw. Integrin oypPs) (Gartner et al., 1985), durchgefiihrt (Abb.
4.19 A und B). In Anwesenheit von RGDS waren die Blutplattchen nicht mehr in der Lage,
eine Plaque- oder Kollagen-induzierte Aggregation zu durchlaufen und zeigten ausschlieBlich
Gestaltwandel. Im Vergleich zu den Kontrollen mit Kollagen oder Plaque verstirkte sich der
Pléttchen-,,shape change* nach der Vorbehandlung des PRP mit RGDS, da die Thrombozyten
nicht mehr von dem Gestaltwandel (Zunahme der Lichttransmission) in die Aggregationsphase
(Abnahme der Lichttransmission) libergehen konnten und somit die maximale Sphérisierung
der Plittchen (maximale Zunahme der Lichttransmission) auftrat. Zusitzlich wurden die
Versuche zur Analyse der initialen Thrombozytenaktivierungsphase in Hirudin-PRP
durchgefiihrt, so dass beide thrombozytire Kollagenrezeptoren, GPVI und das Integrin a,f,
ihre Liganden binden konnten. Auch bei diesen Experimenten wurde vergleichend zum
atheromatdsen Plaquematerial fibrillires Horm®-Kollagen untersucht. Die Priinkubation des
PRP mit dem anti-GPVI-Antikorper 10B12 konnte die Plaque-induzierte Sphérisierung der
Thrombozyten auf 3+8% ,,shape change der 2D4-Kontrolle (MW=SA; n=5) und somit fast
vollstindig inhibieren (Abb. 4.19 A). Der thrombozytire Kollagenrezeptor Glykoprotein VI
spielte also eine zentrale Rolle bei der Plaque-stimulierten initialen Phase der

Thrombozytenaktivierung. Der Kollagen-induzierte Gestaltwandel hingegen wurde durch die
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Prdinkubation des PRP mit 10B12 deutlich weniger beeinflusst und nur auf 54+41% des
Formwandels der Kontrolle (MW=SA; n=3) reduziert (Abb. 4.19 B). Die Isotypkontrolle 2D4
zeigte in diesen Experimenten weder auf den durch Plaquematerial, noch auf den durch

Kollagen verursachten Thrombozytengestaltwandel einen signifikant inhibierenden Effekt.
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Abb. 4.19: Inhibition der initialen Phase der Plaque (A)- und Kollagen (B)-induzierten
Thrombozytenaktivierung im PRP durch den anti-GPVI-Antikérper 10B12. Hirudin-antikoaguliertes PRP

wurde fiir 2 min bei 37°C mit RGDS (2 mM), sowie mit oder ohne den anti-GPVI-Antikérper 10B12 (50
pg/ml) oder der gleichen Menge der Isotypkontrolle 2D4 vorinkubiert. Atheromatiose Plaquehomogenate
(1,25 mg Feuchtgewicht/ml) (A) oder Horm®-Kollagen (1 pg/ml) (B) wurden zum Hirudin-PRP pipettiert
und der Plittchen-,,shape change“, bzw. die Aggregation mittels turbidimetrischer Aggregationsmessung
bestimmt. Links sind reprisentative Kurven der Thrombozytenaktivierung gezeigt. In den beiden
Balkendiagrammen rechts stellen die Werte (% des Kollagen (2,5 pg/ml)-induzierten ,,shape change®;
gemessen nach 3 min) MW=SA aus 3 Experimenten mit Kollagen und 5 Experimenten mit den
Plaquehomogenaten 2 verschiedener Patienten dar. * p < 0,05 fiir 10B12 versus Kontrolle.

Die antithrombozytire Wirkung des anti-GPVI-Antikdrpers 10B12 in Bezug auf die Plaque-
induzierte Thrombozytenaktivierung wurde vor allem unter arteriellen Flussbedingungen
genauer analysiert. Die Vorbehandlung des Hirudinblutes mit 10B12 resultierte in einer
vollstindigen Blockade der Plaque-stimulierten Plittchenaggregation und Thrombusbildung bei
1500 s 7 bis 10 min nach Beginn der Perfusion (Abb. 4.20). In all diesen Versuchen waren die
Blutpléttchen zwar noch in der Lage an die aktivierenden Komponenten des Plaquematerials zu

adhérieren, wobei die Interaktion allerdings nur transient erfolgte. Die Ergebnisse unter
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arteriellen Flussbedingungen, welche den in vivo-Bedingungen nach der Ruptur eines
atherosklerotischen Plaques relativ nahe kommen, deuteten also erneut auf eine bedeutende
Rolle des thrombozytiren Kollagenrezeptors GPVI fiir die Plaque-vermittelte

Thrombozytenaktivierung hin.
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Abb. 4.20: Effekt des anti-GPVI-Antikorpers 10B12 auf die Plaque-vermittelte Thrombozytenadhiision und
Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen. Hirudin-antikoaguliertes Blut wurde fiir 10 min bei
37°C mit einer Scherrate von 1500 s’ iiber Plaquehomogenat (5 mg Feuchtgewicht/ml)-beschichtete
Glasoberflichen perfundiert. Vor der Perfusion wurde das Blut fiir 15 min bei 37°C mit 10B12 (50 pg/ml)
oder der gleichen Menge der Isotypkontrolle 2D4 vorbehandelt, sowie unmittelbar vor Beginn des
Flussversuchs zur Firbung der Thrombozyten mit Mepacrin (10 pnM) versetzt. Adhédrente Plittchen und
Pliattchenaggregate wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Links im Blockdiagramm sind die
Werte als % Plaquefliche bedeckt von Thrombozytenaggregaten angegeben (MW=SA; n=3
Flussexperimente mit den Plaques 2 unterschiedlicher Patienten). Rechts sind reprisentativ fiir 3
Experimente Fluoreszenzaufnahmen 8 min nach Beginn des Blutflusses gezeigt. Lingenmafl = 100 pm.

Beim direkten Vergleich der inhibierenden Wirkung der beiden anti-GPVI-Antikdrper 5C4 und
10B12 auf die Plaque-stimulierte Thrombozytenaktivierung und Aggregatbildung wurden
folgende Beobachtungen gemacht: 5C4 blockierte wie bereits in Abschnitt 4.3.3.1 beschrieben
die durch nicht sofort nach ihrer Entnahme aus den Patienten schock gefrorene und nicht
vollsténdig steril aufbereitete atheromatdse Plaques (Abkiirzung: A-Plaques; siche Abschnitt
3.2.1) hervorgerufene Thrombozytenformverdnderung und Aggregation in gerithrtem Citrat-
PRP vollstindig (Tab. 4.1 und Abb. 4.16). In Flussexperimenten in Zusammenarbeit mit Dr. C.
Schulz (Herzzentrum Miinchen, Miinchen, Deutschland), in welchen verglichen mit der in
dieser Arbeit eingesetzten Parallel-Platten-Flusskammer (siehe Abschnitt 3.2.11) ein etwas
modifiziertes Flusskammermodell (FlusskammermaBe: 15 mm Linge, 2 mm Breite, 0,3 mm
Hohe; Scherraten: 1000 s') verwendet wurde, konnte die A-Plaque-vermittelte
Plattchenadhédsion und Aggregatbildung zwar stark, nicht jedoch aber vollstindig durch die
Vorbehandlung von Heparin-antikoaguliertem Blut mit 5C4 (10 pg/ml) reduziert werden (Tab.
4.1) (Schulz et al., 2006). Im Gegensatz zu 5C4 konnte der anti-GPVI-Antikorper 10B12 wie
bereits gezeigt die A-Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation in geriihrtem Citrat-PRP
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nicht vollstindig inhibieren (Tab. 4.1 und Abb. 4.18), wohingegen die A-Plaque-vermittelte
stabile Plattchenadhésion und Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen mit
Scherraten von 1500 s komplett durch die Vorbehandlung von Hirudinblut mit 10B12
blockiert wurde (Tab. 4.1 und Abb. 4.20).

Tab. 4.1: Gegeniiberstellung der durch die anti-GPVI-Antikdrper 5C4 und 10B12 vermittelten Inhibition
des Plaque-induzierten Thrombozytengestaltwandels und der Aggregation im geriihrten System und unter
Fluss. A-Plaques = atheromatdse Plaques (nicht schock gefroren und nicht vollstidndig steril aufbereitet). GS-
Plaques = schock gefrorene und steril aufbereitete atheromatdse Plaques (siche Abschnitt 3.2.1). Die Werte stellen
die MW=SA aus 2 bis 11 Messungen mit dem Blut verschiedener Probanden dar.

% Hemmung der
Thrombozytenaggregation / % Hemmung der
% Hemmung des Thrombozytenaggregatbildung
Thrombozyten-,,shape nach 7-10 min Fluss
change* im Citrat-PRP
5C4 10B12 5C4 10B12
keine
74+36% / vollstandige
A-Plaques 100+0% / keine Hemmung 100+0%
q 100+0% vollstindige (Heparinblut; (Hirudinblut)
Hemmung Schulz et al., in
Vorbereitung)
87+23% /
100+0% / keine O (Live s ods
GS-Plaques 100+£0% vollstindige 40% (Hirudinblut) /
Hemmung

Die durch sofort nach ihrer Entnahme schock gefrorene und steril aufbereitete atheromatose
(Abkiirzung: GS-Plaques; Abschnitt 3.2.1)

Thrombozytenaktivierung und Aggregation in geriihrtem Citrat-PRP wurde ebenso wie die

Plaques siche hervorgerufene
durch A-Plaquehomogenate induzierte Pléttchenaktivierung (,,shape change*) und Aggregation
mittels 5C4 immer vollstdndig inhibiert (100+0% Inhibition; MW=SA; n=3) (Tab. 4.1). Im
Gegensatz dazu reduzierte 10B12 ebenso wie zuvor die A-Plaque-vermittelte auch die durch
GS-Plaque-stimulierte Thrombozytenaggregation im Citrat-PRP nicht vollstindig und
resultierte in 87+23% Inhibition (MW=SA; n=3) (Tab. 4.1). Auch im Hirudin-PRP wirkte 5C4
effizienter als 10B12 und blockierte neben der A-Plaque-stimulierten Blutplidttchenaggregation
auch deren Gestaltwandel vollstindig (n=3; Daten nicht gezeigt). 10B12 hingegen inhibierte die
GS-Plaque-induzierte Aggregation im Hirudin-PRP zwar vollstindig, konnte jedoch den
thrombozytéren ,,shape change* nicht, bzw. nur geringfiigig beeinflussen (n=3; Daten nicht
gezeigt). Unter arteriellen Flussbedingungen konnte bisher noch kein Vergleich der Wirkung
der beiden anti-GPVI-Antikérper auf die A- und GS-Plaque-stimulierte Aggregatbildung
angestellt werden, da keine ausreichenden Mengen an 10B12 vorlagen. Die GS-Plaque-

stimulierte Thrombozytenaggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen wurde wie bereits
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in Abschnitt 4.3.3.1 gezeigt nicht vollstindig durch den anti-GPVI-Antikdrper 5C4 blockiert
(Tab. 4.1).

Diese Beobachtungen deuteten zusammengefasst auf eine Parallele des Effekts der beiden anti-
GPVI-Antikorper  auf  die  durch  A-Plaques und  GS-Plaques  induzierte
Thrombozytenaktivierung und Aggregation hin, wobei 5C4 der effektivere GPVI-Inhibitor im

geriihrten System und 10B12 der wirksamere GPVI-Inhibitor unter Fluss zu sein schien.

4.3.4. Relative Bedeutung des humanen Integrin a,B; fiir die Plaque-
induzierte Thrombozytenaktivierung

4.3.4.1. Wirkung des anti-Integrin o,-Antikorpers 6F1 auf die Plague-induzierte
Thrombozytenaktivierung und Aggregatbildung in PRP und Blut

Zur Untersuchung der Bedeutung des thrombozytiren Kollagenrezeptors Integrin a,f3; fiir die
Blutpléttchenaktivierung vermittelt durch atheromatdses Plaquematerial wurde die blockierende
Wirkung des spezifischen anti-Integrin a,-Antikorpers 6F1 in PRP und Blut analysiert. 6F1, ein
monoklonales anti-Integrin o, Mause IgG1, wurde zum ersten Mal von Coller ef al. als Integrin
ap-blockierender Antikdrper beschrieben (Coller et al., 1989). Um die relative Bedeutung des
Integrin a,f3; fiir die Plaque-abhingige Blutplittchenaktivierung genauer zu definieren, wurde
die Rolle dieses Kollagenrezeptors mit der Bedeutung des Kollagenrezeptors GPVI (siche
Abschnitt 4.3.3.2) verglichen.

Zuerst wurde hierbei die initiale Blutplattchenaktivierungsphase ndher untersucht. Fiir die
Analyse des thrombozytiren Gestaltwandels wurden wie zuvor in Anschnitt 4.3.3.2 beschrieben
alle Experimente zur Inhibition der Thrombozytenaggregation in Anwesenheit von RGDS
durchgefiihrt (Abb. 4.21 A und B). Dariiber hinaus wurde in diesen Versuchen Hirudin-PRP
eingesetzt, in welchem auch das Integrin of;, dessen Bindung an Kollagen
magnesiumabhéngig erfolgt (Clemetson et al., 2001), mit seinen Liganden interagieren konnte.
Die Priinkubation des PRP mit 6F1 beeinflusste die Plaque-induzierte Sphérisierung der
Thrombozyten im Vergleich zur Isotypkontrolle Méuse IgG1 nicht signifikant (87+24% der
Kontrolle; MW=SA; n=3) (Abb. 4.21 A). Der Kollagen-stimulierte Gestaltwandel schien durch
die Priinkubation des PRP mit 6F1 im Vergleich zur Isotypkontrolle Mause IgGl leicht
verzogert zu sein (Abb. 4.21 B). Zusitzlich zu diesem anti-Integrin a,-Antikérper wurde in
einem Experiment vergleichend auch der inhibierende Effekt des Integrin a,f;-bindenden
Peptids GFOGER-GPP untersucht. Auch hierbei zeigte sich kein Einfluss des Peptides auf den
Plaque-stimulierten Thrombozytengestaltwandel (Abb. 4.21 A).
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Verglichen mit dem stark inhibierenden Effekt des anti-GPVI-Antikorpers 10B12, welcher
zuvor in der Abb. 4.19 des Abschnitts 4.3.3.2 dargestellt wurde, konnte der anti-Integrin o,-
Antikorper 6F1 den Plaque-induzierten thrombozytiren ,,shape change* nicht signifikant
blockieren. Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass GPVI im Gegensatz zu
dem Integrin a,fB; essentiell fiir die initiale Plattchenaktivierungsphase nach Zugabe von

atheromatdsem Plaquematerial war.
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Abb. 4.21: Inhibition der initialen Phase der Plaque (A)- und Kollagen (B)-induzierten
Thrombozytenaktivierung im PRP durch den anti-Integrin o,-Antikorper 6F1 und das Integrin o,f;-
blockierende Peptid GFOGER-GPP. Hirudin-antikoaguliertes PRP wurde fiir 2 min bei 37°C mit RGDS (2
mM), sowie mit oder ohne den anti-Integrin a,-Antikérper 6F1 (20 pg/ml), der gleichen Menge an
Isotypkontrolle (Méuse IgG1) oder GFOGER-GPP (500 pg/ml) vorbehandelt. Plaquehomogenate (1,25 mg
Feuchtgewicht/ml) (A) oder Horm®-Kollagen (1 pg/ml) (B) wurden zum Hirudin-PRP pipettiert und der
Gestaltwandel (,,shape change*), bzw. die Aggregation der Thrombozyten im Aggregometer bestimmt.
Links sind reprisentative Kurven der Plittchenaktivierung gezeigt. In den beiden Balkendiagrammen
stellen die Werte (% des Kollagen (2,5 pg/ml)-induzierten ,,shape change®, gemessen nach 3 min) MW=SA
aus 3 Experimenten mit Kollagen und 3 Experimenten mit den Plaquehomogenaten 2 unterschiedlicher
Patienten dar.

Der Einfluss von 6F1 auf die Plaque- und Kollagen-vermittelte Thrombozytenaktivierung
wurde als nichstes im Blut mittels Impedanzaggregometrie untersucht. Das Blut wurde hierbei
mit 6F1 oder der gleichen Konzentration der Isotypkontrolle Méuse IgG1 vorbehandelt. Darauf
folgend wurde die Horm®-Kollagen- (1 pg/ml) und die Plaque (1,25 mg Feuchtgewicht/ml)-
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induzierte Thrombozytenaggregation im Multiplate®-Gerdt bestimmt (Abb. 4.22) (siche
Abschnitt 3.2.6.2). Weder die Kollagen-, noch die Plaque-vermittelte Aggregation der
Blutpléttchen konnte durch die Vorbehandlung des Blutes mit 6F1 im Vergleich zur Kontrolle
signifikant reduziert werden (Abb. 4.22). Die Blockade des Kollagenrezeptors Integrin o,f3;
fiihrte also im geriihrten System im Gegensatz zur Blockade des Kollagenrezeptors GPVI (sieche
Abschnitt 4.3.3.2) weder im Blut, noch im PRP zu einer signifikanten Inhibition der Plaque-

stimulierten Thrombozytenaktivierung.
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Abb. 4.22: Wirkung des anti-Integrin o,-Antikorpers 6F1 auf die Kollagen- und Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregation im Blut. Citrat-antikoaguliertes Blut wurde fiir 3 min bei 37°C mit dem anti-
Integrin o,-Antikorper 6F1 (20 pg/ml) oder der gleichen Menge an Isotypkontrolle Miuse IgGl
vorinkubiert. Horm®-Kollagen (1 pg/ml) oder atheromatéses Plaquehomogenat (1,25 mg Feuchtgewicht/ml)
wurden zum Citratblut pipettiert und die Thrombozytenaggregation mittels Impedanzaggregometrie im
Multiplate®-Geriit bestimmt. Die Werte sind als Aggregationseinheiten (AE) angegeben und stellen MW=SA
aus 4 Experimenten mit Kollagen und 8 Experimenten mit den Plaquehomogenaten 2 verschiedener
Patienten dar.

Die antithrombozytire Wirkung des anti-Integrin o,-Antikorpers 6F1 wurde des Weiteren unter
arteriellen Flussbedingungen untersucht. Hierfiir wurde Hirudin-antikoaguliertes Blut fiir 10
min bei 37°C mit einer Scherrate von 1500 s iiber Plaque-beschichtete Oberflichen
perfundiert (Abb. 4.23). Weder die Priainkubation des Blutes mit 6F1, noch die Vorbehandlung
mit  dessen  Isotypkontrolle = Mause  IgGl konnte  die  Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregatbildung 7 bis 10 min nach Beginn des Blutflusses hierbei signifikant
reduzieren. Die Pléttchen lagerten sich sowohl in den Kontroll-, als auch in den
Hemmexperimenten an die aktivierenden Plaquekomponenten an und bildeten ca. 3 min nach
Beginn der Blutperfusion groflere Aggregate aus, welche nach ca. 5 min ihr maximales

Wachstum erreichten.
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Abb. 4.23: Effekt des anti-Integrin o,-Antikérpers 6F1 auf die Plaque-stimulierte Thrombozytenadhision
und Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen. Hirudinblut wurde fiir 10 min bei 37°C mit einer
Scherrate von 1500 s iiber Plaquehomogenat (5 mg Feuchtgewicht/ml)-beschichtete Glasdeckglischen
perfundiert. Vor der Perfusion wurde das Blut fiir 15 min mit 6F1 (20 pg/ml) oder der gleichen Menge der
Isotypkontrolle Miiuse IgG1 vorbehandelt, und unmittelbar vor dem Flussexperiment zur Firbung der
Thrombozyten mit Mepacrin (10 pM) versetzt. Adhiirente Pliittchen und Plittchenaggregate wurden mittels
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Links im Balkendiagramm sind die Werte als % Plaquefliiche bedeckt
von Thrombozytenaggregaten dargestellt (MW=+SA; n=3 Flussexperimente mit 2 unterschiedlichen
Plaquehomogenaten). Rechts sind reprisentative Fluoreszenzaufnahmen 8 min nach Beginn des Blutflusses
gezeigt. Lingenmafl = 100 pm.

Zusammengefasst konnte beobachtet werden, dass die durch atheromatdses Plaquematerial
induzierte Thrombozytenaktivierung (,,shape change®, Adhdsion und Aggregation) sowohl
unter statischen Bedingungen, als auch unter Flussbedingungen vorrangig durch die Interaktion
des GPVI-Rezeptors mit den prothrombogenen Komponenten vorangeschrittener
atherosklerotischer Lidsionen hervorgerufen wurde. Das Integrin oof; schien fiir diesen

Vorgang keine groBBere Bedeutung zu haben.

4.3.5. Relative Bedeutung der humanen Kollagenrezeptoren GPVI und
Integrin _q,B; fiir die Plaque-induzierte Bildung von Thrombozyten-
Monozyten-Aggregaten

Wie in Abschnitt 4.1.2 dargestellt, ist das atheromatdse Plaquematerial in der Lage, die Bildung
von Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten im Blut zu fordern, sowie Gerinnung und
Fibrinbildung in PPP, PRP und Blut zu induzieren. Die relative Bedeutung von GPVI und
Integrin a,,f3; fiir die Plaque-vermittelte Interaktion von Blutplédttchen mit Monozyten wurde mit
Hilfe spezifischer, blockierender Antikdrper durchflusszytometrisch untersucht (siche Abschnitt
3.2.7). Die Plaque-stimulierte Bindung von Thrombozyten und Monozyten wurde durch die
Pridinkubation des Blutes mit 10B12 signifikant von 69+9 auf 21+14% Thrombozyten-
Monozyten-Konjugate (MW=SA; n=4) reduziert (Abb. 4.24). Im Vergleich dazu konnte die
Vorbehandlung des Blutes mit 6F1 das Plaque-induzierte Anhaften der Plattchen an Monozyten

nicht signifikant verringern.
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Die Kollagen-stimulierte Bildung von Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten konnte ebenfalls
signifikant durch die Vorbehandlung des Blutes mit dem anti-GPVI-Antikérper 10B12 von
48+17 auf 26+16% Thrombozyten-Monozyten-Konjugate (MW=+SA; n=3) verringert werden
(Abb. 4.24). 6F1 hingegen reduzierte die Kollagen-vermittelte Adhdsion von Blutpléttchen an
Monozyten nur relativ geringfiigig und nicht signifikant. Diese Beobachtungen wiesen auf eine
bedeutende Rolle des GPVI-Rezeptors sowohl fiir die Plaque- als auch fiir die Kollagen-

induzierte Anlagerung von Thrombozyten an Monozyten hin.
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Abb. 4.24: Bedeutung von GPVI und Integrin o,f, fiir die Kollagen- und Plaque-vermittelte Bildung von
Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten. Die Messung der Horm®-Kollagen (1 pg/ml) und Plaque (0,25 mg
Feuchtgewicht/ml)-induzierten Bildung von Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten im Citratblut erfolgte
mittels Durchflusszytometrie mit spezifischen anti-CD41a- und anti-CD14-Antikérpern. Zur Blockade des
thrombozytiren GPVI-Rezeptors wurde das Blut 15 min vor Beginn des Experiments bei 37°C mit 10B12
(200 pg/ml) oder der gleichen Menge der Isotypkontrolle 2D4 vorbehandelt. Zur Inhibition des Integrin
021 wurde das Blut vor der Messung fiir 15 min bei 37°C mit 6F1 (20 ng/ml) oder der gleichen Menge an
Miuse IgG1 inkubiert. Das Blakendiagramm stellt die MW=SA aus 3 Experimenten mit Kollagen, sowie 3
(6F1), bzw. 4 (10B12, 2D4) Experimenten mit dem Plaquehomogenat eines Patienten dar. Die Experimente
mit den Miuse IgG1-Kontrollen wurden jeweils nur einmal durchgefiihrt. * p < 0,05 fiir 10B12 versus
Kontrolle.

4.3.6. Relative Bedeutung des murinen Glykoprotein VI und Integrin o,
fiir die Plaque-induzierte Thrombozytenaktivierung

Abgesehen von dem humanen GPVI und Integrin of;, wurde die relative Rolle dieser
thrombozytiren Kollagenrezeptoren fiir die Plaque-vermittelte Blutplédttchenaktivierung auch
im Mausmodell in Zusammenarbeit mit Dr. Tamer Rabie (Arbeitsgruppe Dr. Bernhard
Nieswandt, Rudolf-Virchow-Zentrum, Wiirzburg) analysiert. Zuerst wurde hierbei Méuse-PRP
mit dem spezifischen anti-GPVI-Antikorper JAQ1 (Nieswandt et al., 2000) vorbehandelt, und
die Aktivierung der murinen Thrombozyten durch humanes atheromatéses Plaquematerial
mittels turbidimetrischer Aggregationsmessung bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass

sowohl die Blutplédttchenaggregation, als auch der ,,shape change* durch die Priinkubation des
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PRP mit JAQI vollstidndig blockiert wurde (Abb. 4.25 A und B), so dass daraus geschlossen
wurde, dass GPVI auch auf den Miuseblutpléttchen einen zentralen Rezeptor fiir die Plaque-

induzierte Thrombozytenaktivierung und Aggregation darstellte.
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Abb. 4.25: Die Plaque-induzierte Aggregation muriner Thrombozyten kann durch Inhibition von GPVI
mittels JAQ1 vollstiindig inhibiert werden. Heparin (20 U/ml)-antikoaguliertes Méiuse-PRP wurde mit oder
ohne den anti-GPVI-Antikérper JAQ1 (20 pg/ml) fiir 7 min bei RT vorbehandelt. Anschliefend wurden die
Thrombozyten (500.000/ul) mit humanem Plaquematerial (1,25 mg Feuchtgewicht/ml) stimuliert und der
Gestaltwandel, sowie die Aggregation der Miuseplittchen im Aggregometer iiber einen Zeitraum von 10
min gemessen. Die Lichttransmission von PRP wurde als 0%, die von PPP als 100% definiert und die
weiteren Messwerte zu diesen Werten in Relation gesetzt. A) Reprisentative Aggregationskurven der
Plaque-stimulierten Thrombozytenaktivierung in der Kontrolle und nach Priinkubation des PRP mit
JAQ1. B) Balkendiagramm der MW=zSA aus 6 Experimenten mit den Plaquehomogenaten 6
unterschiedlicher Patienten.

Im Folgenden wurde untersucht, ob unter arteriellen Flussbedingungen ebenfalls eine Parallele
zwischen der Plaquematerial-induzierten murinen und humanen Thrombozytenaktivierung
besteht und welche Rolle die Kollagenrezeptoren GPVI und Integrin a,f; in diesem
Zusammenhang spielen. Um die Aktivierung der Maéuseblutplittchen unter arteriellen
Flussbedingungen analysieren zu konnen wurde Heparin-antikoaguliertes Méuseblut mit einer
Scherrate von 1000 s iiber Plaque-beschichtete Glasoberflichen perfundiert (Abb. 4.26). Bei
der Perfusion des Blutes von Wildtyp-Mausen bildeten sich innerhalb von 4 min nach Beginn
des Blutflusses bereits groflere Thrombozytenaggregate auf den Plaque-Oberfldchen aus. Um
die Rolle des murinen GPVI-Rezeptors in diesem Zusammenhang genauer zu untersuchen
wurde das Blut von Wildtyp-Méusen unmittelbar vor dem Flussexperiment mit dem anti-GPVI-
Antikorper JAQI1 (100 pg/ml) priainkubiert und darauf folgend die Plaque-vermittelte Adhdsion
und Aggregation der Thrombozyten analysiert. Die Blockade von GPVI mit Hilfe von JAQI1
reduzierte die Plaque-vermittelte Adhésion und Aggregatbildung der murinen Plédttchen nahezu

vollstdndig.
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Abb. 4.26: GPVI ist essentiell fiir die Plaque-vermittelte Adhiision und Aggregatbildung muriner
Thrombozyten unter arteriellen Flussbedingungen. Heparin (20 U/ml)-antikoaguliertes Blut von Wildtyp
(WT)-Miiusen mit oder ohne JAQ1 (100 pg/ml), FcRy"-M:iusen oder GPVI-depletieren Miusen wurde fiir 4
min bei RT mit einer Scherrate von 1000 s™' iiber Plaquehomogenat (5 mg Feuchtgewicht/ml)-beschichtete
Glasoberflichen perfundiert. Bei diesen Experimenten wurde eine transparente Flusskammer mit einer
Tiefe von 50 pm verwendet, in welche die beschichteten Glasdeckglischen (24 x 60 mm) eingesetzt wurden.
Der Eingang der Flusskammer war mit einer mit dem Heparinblut befiillten Spritze verbunden. Mittels
einer pulsfreien Pumpe wurde das Miuseblut mit einer Scherrate von 1000 s™ (entspricht einer Flussrate
von 7,53 ml/h) iiber die Plaque-Oberflichen perfundiert. AnschlieBend wurde die Kammer mit der gleichen
Flussrate fiir 10 min mit HEPES-Puffer gespiilt und jeweils mindestens 5 verschiedene Gesichtsfelder (40 x
Objektiv) aufgenommen. Links sind reprisentativ einzelne Phasenkontrastaufnahmen der verschiedenen
Versuchsansitze gezeigt. Das Balkendiagramm rechts zeigt die MW=SA der Oberflichenbelegung mit
Thrombozyten in % der Gesamtoberfliche aus je 6 unabhiingigen Flussexperimenten pro Versuchsansatz
mit den Plaquehomogenaten 6 verschiedener Patienten.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde der GPVI-Rezeptor auf der Oberfliche der
Thrombozyten depletiert und das Blut der GPVI-depletieren Méuse iiber Plaque-beschichtete
Oberflachen perfundiert. Zur GPVI-Depletion bekamen Wildtyp-Mduse 5 Tage vor dem
eigentlichen Experiment 100 pg/ml JAQI injiziert (Nieswandt ef al., 2001b). Auch bei diesem
Versuchsansatz wurde die Plaque-stimulierte Thrombozytenadhédsion und Aggregatbildung
nahezu vollstdndig inhibiert (Abb. 4.26).

Dariiber hinaus wurde auch das Blut von FcRy-Miusen beziiglich seiner Plaque-vermittelten
Thrombozytenaktivierung unter arteriellen Flussbedingungen getestet (Nieswandt et al., 2000).
Die FcRy-Kette ist ein wichtiger Bestandteil des thrombozytiren GPVI-FcRy-
Rezeptorkomplexes, ohne welche GPVI nicht auf der Oberfliche der Blutpléttchen exponiert
werden kann (Nieswandt et al., 2003; Moroi et al., 2004). Auch die Thrombozyten der FcRy'/'-
Maiuse waren nicht in der Lage, an das exponierte atheromatdse Plaquematerial zu adhérieren

oder Aggregate darauf zu formen.

Die Plittchen im Blut von Integrin o,”-M&usen hingegen, welche kein Integrin o,; mehr auf
threr Oberfldche exprimierten, verhielten sich genau wie die Pldttchen im Blut der Wildtyp-

Maiuse und adhirierten und aggregierten am humanen Plaquegewebe (Daten nicht gezeigt).
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Zusammengefasst konnte demzufolge auch fiir Miusepléttchen gezeigt werden, dass GPVI,
jedoch nicht das Integrin opf; bei der Plaque-vermittelten Thrombozytenadhdsion und

Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen von zentraler Bedeutung war.

4.4. Bedeutung des thrombozytiren VWF-Rezeptors GPIba fiir die
Plaque-induzierte Thrombozytenaktivierung

4.4.1. Bedeutung des thrombozytiren VWF-Rezeptors GPIba fiir die
Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation im Blut

Abgesehen von der Bedeutung der beiden Kollagenrezeptoren GPVI und Integrin o,f3; wurde
im Folgenden auch die Rolle des thrombozytiren VWF-Rezeptors GPIba fiir die Plaque-
induzierte Blutplattchenaggregation und Thrombusbildung genauer untersucht. Da bekannt war,
dass GPIba unter arteriellen Stromungsbedingungen einen wichtigen Rezeptor fiir die
Vermittlung des initialen Anhaftens, bzw. des Rollens von Thrombozyten an
Kollagenstrukturen im Subendothel darstellt (Cauwenberghs et al., 2001; Ruggeri, 2002), ergab
sich die Frage, ob die Interaktion von VWF mit thrombozytirem GPIba eine entscheidende
Bedeutung zu Beginn der Plaque-vermittelten Thrombusbildung haben konnte. Weiterhin
wurde beschrieben, dass der in atherosklerotischen Lisionen Cholesterol-gefiitterter Kaninchen
vorhandene VWF wichtig fiir die Plaque-stimulierte Thrombusbildung ist (De Meyer et al.,
1999).

Die Bedeutung von GPIba fiir die Plaque-induzierte Aktivierung und Aggregation von
Thrombozyten im Blut wurde zunichst mit dem Multiplate®-Gerit analysiert (siche Abschnitt
3.2.6.2). Fiir diese Versuche wurde der monoklonale anti-GPIboa-Antikorper 6B4, ein potenter
GPIba-Inhibitor (Cauwenberghs et al., 2001), eingesetzt. Als Kontrolle wurde dessen
blockierender Effekt auf die Ristocetin-vermittelte Plattchenaktivierung und Aggregation im
Blut untersucht (Abb. 4.27). Ristocetin ist ein Vancomycin-dhnliches Antibiotikum aus dem
Bakterium Nocardia lurida, welches spezifisch an die prolinreiche Region der A1-Doméne des
VWF im Blut bindet, worauf sich dessen Konformation @ndert und es darauf folgend zur
Bindung des VWF an GPIba unter statischen Bedingungen kommen kann (Dong et al., 2001).
Die durch Ristocetin (0,5 mg/ml) vermittelte Thrombozytenaggregation wurde durch die
Inkubation von Hirudin-antikoaguliertem Blut mit 1 pg/ml 6B4 vollstindig von 90+41 AE
(Aggregationseinheiten) (MW=+SA; n=4) auf 00 AE (MW=SA; n=4) reduziert (Abb. 4.27).
Die Inkubation des Blutes mit der 6B4-Isotypkontrolle Méduse IgG1 hingegen bewirkte keine

signifikante Reduktion der Ristocetin-induzierten Plattchenaggregation.
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Abb. 4.27: Effekt des anti-GPIba-Antikérpers 6B4 auf die Ristocetin-induzierte Thrombozytenaggregation
im Blut. Hirudinblut wurde fiir 3 min bei 37°C mit oder ohne den anti-GPIba-Antikérper 6B4 (1 pg/ml)
oder der gleichen Menge der Isotypkontrolle Miuse IgG1 inkubiert. Die Aggregation der Thrombozyten
wurde durch die Zugabe von Ristocetin (0,5 mg/ml) induziert und mittels Impedanzaggregometrie im
Multiplate®-Geriit iiber einen Zeitraum vom 7 min gemessen. Gezeigt sind reprisentative Multiplate®-
Kurven fiir jeden der Versuchsansiitze. Pro Versuchsansatz wurden 4 unabhingige Experimente mit dem
Hirudinblut 4 unterschiedlicher Probanden durchgefiihrt.

Im Gegensatz zur Ristocetin-stimulierten Thrombozytenaktivierung wurde die Plaque-
induzierte Plattchenaggregation durch Konzentrationen von bis zu 5 pg/ml 6B4 nicht
signifikant beeinflusst (Abb. 4.28 A und B).
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Abb. 4.28: Dosis-Wirkungskurve des Effekts des anti-GPIbo-Antikérpers 6B4 auf die Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregation im Blut. Hirudinblut wurde fiir 3 min bei 37°C mit oder ohne aufsteigende
Konzentrationen des anti-GPIba-Antikorpers 6B4 oder dessen Isotypkontrolle Méuse IgG1 inkubiert. Die
Aggregation der Thrombozyten wurde durch die Zugabe von atheromatésem Plaquehomogenat (0,83 mg
Feuchtgewicht/ml) induziert und iiber einen Zeitraum vom 7 min mittels Impedanzaggregometrie im
Multiplate®-Gerit bestimmt. Fiir alle Experimente wurde das gleiche Plaquegemisch verwendet, welches zu
Beginn der Versuchsreihe zu gleichen Teilen aus 3 verschiedenen G (gefrorenen)-Plaquehomogenaten
hergestellt wurde (siche Abschnitt 3.2.1). A) Liniendiagramm, in welchem die Werte (Aggregationseinheiten
= AE) MW=SA aus 3 bis 5 Messungen mit dem Hirudinblut verschiedener Probanden darstellen. B)
Reprisentative Multiplate®-Kurven fiir die Versuchsansitze mit 5 pg/ml 6B4, bzw. 5 pg/ml Miuse IgG1.
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Die Tatsache, dass die Blockade des VWF-Rezeptors GPIba im geriihrten System keinen
Einfluss auf die Plaque-induzierte Aktivierung und Aggregation von Blutplittchen besal,
stimmte mit der bereits aus fritheren Publikationen bekannten Beobachtung iiberein, dass die
GPIba-VWF-Achse vor allem unter arteriellen Flussbedingungen mit hohen Scherraten,
weniger aber unter Flussbedingungen mit niedrigen Scherraten oder im statischen System eine
Bedeutung fiir die Adhdsion und Aktivierung von Thrombozyten an extrazelluldrer Matrix
besitzt (Savage et al., 1998; Sugimoto et al., 1999).

4.4.2. Bedeutung des thrombozytiren VWF-Rezeptors GPlIba fiir die
Plaque-induzierte Thrombozytenadhision und Aggregatbildung unter
arteriellen Flussbedingungen

Die Interaktion von VWF, entweder im Plaque (De Meyer et al., 1999) oder zirkulierend im
Blut, mit seinem Rezeptor GPIba kénnte eine entscheidende Rolle wéihrend der initialen Phase
der Plaque-stimulierten Thrombusbildung unter arteriellen Flussbedingungen spielen. Aus
diesem Grund wurde die Wirkung des anti-GPIba-Antikérpers 6B4 auf die Plaque-induzierte
Blutplédttchenadhdsion und Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen bei
verschiedenen Scherraten (500 und 1500 s™') untersucht. Bei Stromungen mit einer Scherrate
von 500 s, wie sie z. B. in mittelgroBen Arterien vorliegen, bewirkte die Priinkubation des
Blutes mit 6B4 weder in der frithen Phase der Plaque-vermittelten Thrombozytenadhédsion und
Aggregatbildung (4 bis 5 min nach Beginn der Perfusion), noch in der spdteren Phase des
Aggregatwachstums (7 bis 10 min nach Beginn der Perfusion) eine signifikante Reduktion im
Vergleich zur Kontrolle (Abb. 4.29). Im Gegensatz dazu konnte 6B4 die Plaque-stimulierte
Plittchenaggregatbildung bei Strémungsbedingungen mit hoheren Scherraten von 1500 s™', wie
sie z. B. in moderat stenosierten Arterien vorliegen, signifikant von 71+9 auf 12+3% (MW=SA;
n=5; 4 bis 5 min nach Beginn der Perfusion), bzw. von 74+4 auf 17+5% Plaquefliche bedeckt
von Thrombozytenaggregaten (MW=+SA; n=4; 7 bis 10 min nach Beginn der Perfusion)
hemmen. Bei diesen Scherraten verringerte der anti-GPIba-Antikorper nicht nur die Anzahl
und die Flache der mit Pliattchenaggregaten bedeckten Plaque-Oberflichen (Abb. 4.29), sondern
reduzierte auch die Hohe der einzelnen Thrombozytenaggregate deutlich (Daten nicht gezeigt).
Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die VWF-GPIba-Achse bei hoheren Scherraten von
1500 s™ nicht nur maBgeblich an der initialen Adhésion der Blutplittchen an das atheromatdse
Plaquematerial beteiligt war, sondern auch bei der darauf folgenden Thrombozyten-
Thrombozyten-Interaktion in den wachsenden Thromben eine wichtige Rolle spielte. Bei
niedrigeren Scherraten von 500 s' hingegen war die VWF-GPIbo-Achse nicht von

signifikanter Bedeutung.
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Abb. 4.29: Gegeniiberstellung des Effekts des anti-GPIboa-Antikorpers 6B4 auf die Plaque-induzierte
Thrombozytenadhiision und Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen bei niedrigeren (500 s

und hoheren Scherraten (1500 s™). Hirudin-antikoaguliertes Blut wurde fiir 10 min bei 37°C mit Scherraten

von 500 oder 1500 s iiber Plaque (5 mg Feuchtgewicht/ml)-beschichtete Glasdeckglischen perfundiert. Fiir
alle Experimente wurde das gleiche Plaquegemisch verwendet, welches zu Beginn der Versuchsreihe zu
gleichen Teilen aus 3 verschiedenen G (gefrorenen)-Plaquehomogenaten hergestellt wurde (siche Abschnitt
3.2.1). Vor der Perfusion wurde das Blut fiir 10 min mit 6B4 (5 pg/ml) oder der gleichen Menge an
Isotypkontrolle (Miuse IgG1) vorbehandelt, und unmittelbar vor Beginn des Experiments zur Farbung der
Thrombozyten mit Mepacrin (10 pM) versetzt. Links sind reprisentativ fiir 4 Experimente bei 500 s und
fiir 5 Experimente bei 1500 s fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen 7-10 min nach Beginn des Blutflusses
gezeigt. Das Plaquematerial wurde mittels Autofluoreszenz visualisiert (hellgrau;*), adhiirente
Thrombozyten und Thrombozytenaggregate mittels spezifischer Mepacrinfluoreszenz (weil3; A).
Lingenmafl: 50 pm. Rechts ist im Balkendiagramm der Effekt von 6B4 und Miuse IgGl auf die
Thrombozytenaggregatbildung 4-5 (graue Balken) und 7-10 min (schwarze Balken) nach Beginn der
Perfusion mit Scherraten von 500 s, bzw. 1500 s™' gezeigt. Die Werte sind als % Plaquefliche bedeckt von
Thrombozytenaggregaten angegeben und stellen MW=SA aus 4 Messungen (500 s), bzw. 5 Messungen
(1500 s™) mit dem Blut verschiedener Probanden dar. * p < 0,05 fiir 6B4 versus Miuse IgG1.

4.5. Bedeutung der sekundiren Botenstoffe ADP und TxA2 fiir die
Thrombozytenaktivierung  vermittelt durch  Kollagen und
atherosklerotisches Plaquematerial

Das Wachstum eines plittchenreichen Thrombus wird maligeblich durch die Freisetzung
positiver ,.feedback“-Mediatoren wie dem Adenosin-5'-diphosphat (ADP) und dem
Thromboxan A2 (TxA2), sowie deren Interaktion mit ihren Kkorrespondierenden
Thrombozytenrezeptoren propagiert (Ruggeri, 2002). Im Rahmen dieser Arbeit stellte sich die
Frage, welche Bedeutung diese sekunddren Botenstoffe fiir die Plaque-induzierte
Blutpléttchenaktivierung und Aggregatbildung besitzen. Abgesehen von der Plaque-
stimulierten Thrombusbildung wurde die Rolle von ADP und TxA2 auch fiir die Kollagen-
vermittelte Thrombozytenaktivierung untersucht, da Kollagen Typ I- und Kollagen Typ III-
positive Plaquestrukturen, wie in Abschnitt 4.2 gezeigt wurde, wesentliche prothrombogene

Komponenten der atherosklerotischen Lasionen darstellten.



114 Ergebnisse

4.5.1. Bedeutung der ADP-Rezeptoren P2Y; und P2Y,, fiir die
Thrombozytenaktivierung vermittelt durch Kollagen und
atherosklerotisches Plaquematerial

4.5.1.1. Bedeutung von P2Y; und P2Y fiir die Kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation in PRP und Blut

Um die Bedeutung der beiden thrombozytiren ADP-Rezeptoren P2Y; und P2Y;, fiir die
Kollagen-induzierte Aggregation zu untersuchen, wurde der anti-aggregatorische Effekt des
P2Y;-Antagonisten MRS2179, sowie des P2Yj,-Antagonisten AR-C69931MX in PRP und Blut
analysiert. Hirudin und Citrat wurden hierbei als Antikoagulantien verglichen, um zu
tiberpriifen, ob die Wirkung dieser beiden antithrombozytiren Substanzen von der Anwesenheit

zweiwertiger lonen abhingig war.

In Zusammenarbeit mit Dr. Orsolya Toth (Universitit Pécs, Pécs, Ungarn) durchgefiihrte Dosis-
Wirkungsexperimente  beziiglich der Inhibition der ADP (5 uM)-induzierten
Thrombozytenaggregation in Citrat- und Hirudin-antikoaguliertem Blut konnten zeigen, dass 1
uM AR-C69931MX und 100 pM MRS2179 die optimalen Antagonistkonzentrationen
darstellten, um die ADP-vermittelte Aggregation vollstindig (AR-C69931MX) oder zu mehr
als 90% (MRS2179) zu blockieren (Daten nicht gezeigt; Haseruck et al., 2004). Im Gegensatz
dazu zeigten Experimente in Citrat- und Hirudin-antikoaguliertem PRP, dass maximale
Antagonistkonzentrationen von 100 pM MRS2179 und 1 pM AR-C69931MX die ADP (5
uM)-induzierte Thrombozytenaggregation nur reduzieren, nicht aber vollstindig inhibieren
konnten (Abb. 4.30). Im Citrat-PRP reduzierte MRS2179 (100 uM) die ADP-vermittelte
Aggregation von 95+13 auf 38+28% Lichttransmission (MW=SA; n=5). Im Hirudin-PRP
wirkte MRS2179 deutlich stirker und verringerte die Blutplittchenaggregation von 86+7 auf
2+1% Lichttransmission (MW=SA; n=4). AR-C69931MX (1 puM) reduzierte die ADP-
stimulierte Aggregation von 95+13 auf 29+9% Lichttransmission (MW=SA; n=5) im Citrat-
PRP, sowie von 86+7 auf 15+8% Lichttransmission (MW=SA; n=4) im Hirudin-PRP. Auffillig
bei diesen Experimenten war, dass beide ADP-Rezeptor-Antagonisten im Hirudin-PRP, also in
Anwesenheit physiologischer Konzentrationen an zweiwertigen lonen, signifikant besser
inhibierten, als im Citrat-PRP. Die Kombination aus 100 uM MRS2179 und 1 pM AR-
C69931MX blockierte sowohl in Citrat-, als auch in Hirudin-antikoaguliertem PRP die ADP-

induzierte Blutplattchenaktivierung und Aggregation vollstindig.
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Abb. 4.30: Effekt der ADP-Rezeptor-Antagonisten MRS2179 und AR-C69931MX auf die ADP-induzierte
Thrombozytenaggregation in Citrat- und Hirudin-antikoaguliertem PRP. Citrat (graue Balken)- oder
Hirudin (schwarze Balken)-PRP wurde fiir 3 min bei 37°C mit MRS2179 (100 pM), AR-C69931MX (1 uM)
oder der Kombination aus beiden ADP-Rezeptor-Antagonisten vorbehandelt. Die
Thrombozytenaggregation wurde durch Zugabe von ADP (5 pM) induziert und mittels turbidimetrischer
Aggregationsmessung bestimmt. Im Balkendiagramm sind die Werte in % Lichttransmission (PRP = 0%,
PPP =100%) angegeben und stellen MW=SA aus 5 Experimenten mit dem Citrat-PRP und 4 Experimenten
mit dem Hirudin-PRP verschiedener Probanden dar. * p < 0,05 fiir MRS/ARC/MRS+ARC versus
Kontrolle. I p < 0,05 fiir Citrat- versus Hirudin-PRP.

Der inhibierende Effekt von 100 uM MRS2179 und 1 pM AR-C69931MX wurde im
Folgenden auf die Kollagen-induzierte Plittchenaktivierung und Aggregation im PRP und Blut
untersucht. Die Kollagen (0,5 pg/ml)-stimulierte Aggregation war mit 90+11 (MW=SA; n=7)
und 794+26% Lichttransmission (MW=SA; n=4) in etwa vergleichbar in Citrat- und Hirudin-
PRP (Abb. 4.31). MRS2179 und AR-C69931MX verringerten die Kollagen-vermittelte
Thrombozytenaggregation von 90+11 (MW=SA; n=7) auf 62433 und 31£19%
Lichttransmission im Citrat-PRP (MW=SA; n=6), sowie von 79+26 (MW=SA; n=4) auf 35+33
und 1£3% Lichttransmission im Hirudin-PRP (MW=SA; n=4). Die Kombination beider ADP-
Rezeptor-Antagonisten reduzierte die Aggregation nahezu vollstindig auf 7+10%
Lichttransmission (MW=SA; n=7) im Citrat-PRP und komplett auf 0+0% Lichttransmission
(MW=SA; n=4) im Hirudin-PRP. Der Kollagen-vermittelte Gestaltwandel der Pléattchen konnte
durch die Prdinkubation des Hirudin-antikoagulierten PRP mit AR-C69931MX jedoch nicht
blockiert werden (Daten nicht gezeigt). Auch bei diesen Experimenten mit Kollagen als
Thrombozytenagonist wiesen die antithrombozytiren Substanzen MSR2179 und AR-
C69931MX, wie zuvor bei den Versuchen mit ADP als Pléattchenstimulus, eine stirkere
Wirkung im Hirudin-, als im Citrat-PRP auf. Darliber hinaus wurde unter beiden
Antikoagulationsbedingungen eine deutlich ausgeprigtere Blockade der Kollagen-stimulierten
Thrombozytenaktivierung und Aggregation durch den P2Y,-Antagonisten AR-C69931MX, als
durch den P2Y-Antagonisten MRS2179 beobachtet.
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Abb. 4.31: Effekt der ADP-Rezeptor-Antagonisten MRS2179 und AR-C69931MX auf die Kollagen-
induzierte Thrombozytenaggregation in Citrat- und Hirudin-antikoaguliertem PRP. Citrat (graue Balken)-
oder Hirudin (schwarze Balken)-PRP wurde fiir 3 min bei 37°C mit MRS2179 (100 nM), AR-C69931MX (1
puM) oder der Kombination aus beiden  ADP-Rezeptor-Antagonisten  inkubiert.  Die
Thrombozytenaggregation wurde durch die Zugabe von Horm®-Kollagen (0,5 pg/ml) induziert und im
Aggregometer gemessen. Im Balkendiagramm sind die Werte in % Lichttransmission (PRP = 0%, PPP =
100%) angegeben und stellen MW=SA aus 6-7 Experimenten mit dem Citrat-PRP und 4 Experimenten mit
dem Hirudin-PRP verschiedener Probanden dar. * p < 0,05 fiir MRS/ARC/MRS+ARC versus Kontrolle. i
p < 0,05 fiir Citrat- versus Hirudin-PRP.

Im Gegensatz zu der dhnlichen Aggregation im Citrat- und Hirudin-PRP (siehe Abb. 4.31),
fiihrte die Zugabe von Kollagen zu Citrat- oder Hirudin-antikoaguliertem Blut zu einer
unterschiedlichen Thrombozytenaktivierung (Abb. 4.32). Die Kollagen (0,5 pg/ml)-induzierte
Aggregation im Hirudinblut war mit 132440 Aggregationseinheiten (AE) (MW=SA; n=6)
deutlich hoher als die im Citratblut mit 64+15 AE (MW=SA; n=11). Der ADP-Rezeptor-
Antagonist MRS2179 war nicht wie zuvor im PRP (sieche Abb. 4.31, Abschnitt 4.5.1.1) in der
Lage, die Kollagen-vermittelte Aggregation im Citratblut signifikant zu reduzieren. Im
Hirudinblut  hingegen  reduzierte  der  P2Y,-Blocker die  Kollagen-abhingige
Blutpléttchenaggregation signifikant von 132+40 auf 42456 AE (MW=SA; n=6). Der P2Y »-
Antagonist AR-C69931MX inhibierte unter beiden Antikoagulantien effektiv, und verringerte
die Kollagen-stimulierte Aggregation im Citratblut von 64+15 auf 32+11 AE (MW=SA; n=11)
sowie im Hirudinblut von 132440 auf 46+29 AE (MW=SA; n=6). Die Kombination beider
ADP-Rezeptor-Blocker reduzierte die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation im
Citratblut von 64+£15 auf 19+12 AE (MW=SA; n=11). Im Hirudin-antikoagulierten Blut
allerdings wirkte die kombinierte Inhibition beider ADP-Rezeptoren deutlich effektiver und
resultierte in einer nahezu vollstindigen Reduktion der Kollagen-vermittelten
Pléattchenaggregation von 132440 auf 3+2 AE (MW=SA; n=6).
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Abb. 4.32: Effekt der ADP-Rezeptor-Antagonisten MRS2179 und AR-C69931MX auf die Kollagen-
induzierte Thrombozytenaggregation in Citrat- und Hirudin-antikoaguliertem Blut. Citrat (graue Balken)-
oder Hirudinblut (schwarze Balken) wurde fiir 3 min bei 37°C mit MRS2179 (100 pM), AR-C69931MX (1
pM) oder der Kombination beider ADP-Rezeptor-Antagonisten vorbehandelt. Die
Thrombozytenaggregation wurde durch die Zugabe von Horm®-Kollagen (0,5 pg/ml) induziert und mittels
Impedanzaggregometrie im Multiplate®-Geriit bestimmt. Im Balkendiagramm stellen die Werte
(Aggregationseinheiten = AE) MW=SA aus 11 Experimenten mit dem Citratblut und 6 Experimenten mit
dem Hirudinblut verschiedener Probanden dar. * p < 0,05 fiir MRS/ARC/MRS+ARC versus Kontrolle. 1 p
< 0,05 fiir Citrat- versus Hirudinblut.

Zusammenfassend konnte in den Untersuchungen der Bedeutung von ADP und dessen
Thrombozytenrezeptoren flir die Kollagen-induzierte Blutpléttchenaktivierung und Aggregation
folgendes gezeigt werden: 1. ADP spielt eine wichtige Rolle in der Amplifikation der Kollagen-
stimulierten Thrombozytenaggregation in PRP und Blut; 2. AR-C69931MX verringert die
Kollagen-vermittelte Aggregation wirksamer als MRS2179; 3. Die Blockade beider ADP-
Rezeptoren reduziert die Kollagen-induzierte Aggregation am effektivsten; 4. Beide ADP-
Rezeptor-Antagonisten inhibieren die Kollagen-stimulierte Aggregation der Pléttchen deutlich
effizienter in Hirudin-, als in Citrat-antikoaguliertem Plasma oder Blut; 5. MRS2179 und AR-
C69931MX verringern die Kollagen-vermittelte Aggregation im Blut weniger effizient, als in

plattchenreichem Plasma.

Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass beide ADP-Rezeptoren, P2Y; und P2Y,, an der
Verstiarkung der Kollagen-stimulierten Thrombozytenaggregation beteiligt sind, wobei P2Y |,
von groflerer Bedeutung zu sein schien als P2Y,. Des Weiteren war die Wirkung der ADP-
Rezeptor-Antagonisten optimal in Gegenwart physiologischer Konzentrationen zweiwertiger

Tonen (Ca®*, Mg™"), welche in Citrat-antikoagualiertem PRP und Blut cheliert werden.

4.5.1.2. Bedeutung von P2Y; und P2Y1; fiir die Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregation in PRP und Blut

Die Zugabe von humanem atheromatdsem Plaquematerial (0,83 mg Feuchtgewicht/ml) rief eine
in etwa vergleichbare Thrombozytenaggregation von 101+11 (MW=SA; n=6) und 99+19%
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Lichttransmission (MW=SA; n=7) in Citrat- und Hirudin-antikoaguliertem PRP hervor (Abb.
4.33). Die Vorbehandlung des PRP mit MRS2179 und AR-C69931MX reduzierte die Plaque-
stimulierte Blutpldttchenaggregation im Citrat-PRP von 101+11 nur auf 93+11 und 51£17%
Lichttransmission (MW=SA; n=6). Im Vergleich dazu wirkten die ADP-Rezeptor-Blocker im
Hirudin-PRP signifikant effektiver und verringerten die Aggregation von 99+19 auf 27431
(MW=SA; n=7; MRS2179) und 7+8% Lichttransmission (MW=SA; n=7; AR-C69931MX). Die
Blockade des P2Y,-Rezeptors mittels AR-C69931MX schien hierbei einen groBeren Einfluss
auf die Plaque-vermittelte Thrombozytenaktivierung zu besitzen als die Blockade des P2Y -
Rezeptors mittels MRS2179. Die effektivste Reduktion der Plaque-induzierten Aggregation auf
27+18% Lichttransmission (MW=SA; n=6) im Citrat-PRP, sowie auf 2+4% Lichttransmission
(MW=SA; n=6) im Hirudin-PRP war jedoch nach der Vorbehandlung des Plasmas mit der
Kombination aus MRS2179 und AR-C69931MX zu beobachten.

1
120 —

iz P x O Citrat-PRP
€S 100 # Hirudin-PRP
o [ i
EE 80 -
ca * t
-% ) * ~—
o *
5 40 |
23

° B *
< *

0 T
Kontrolle MRS ARC MRS + ARC

Abb. 4.33: Effekt der ADP-Rezeptor-Antagonisten MRS2179 und AR-C69931MX auf die Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregation in Citrat- und Hirudin-antikoaguliertem PRP. Citrat (graue Balken)- oder
Hirudin (schwarze Balken)-PRP wurde fiir 3 min bei 37°C mit MRS2179 (100 nM), AR-C69931MX (1 uM)
oder der Kombination aus beiden ADP-Rezeptor-Blockern vorbehandelt. Die Thrombozytenaggregation
wurde durch die Zugabe von Plaquematerial (0,83 mg Feuchtgewicht/ml) 3 unterschiedlicher Patienten
induziert und mittels turbidimetrischer Aggregationsmessung bestimmt. Im Balkendiagramm sind die
Werte in % Lichttransmission (PRP = 100%, PPP = 0%) angegeben und stellen MW=SA aus 6
Experimenten mit dem Citrat-PRP und 6-7 Experimenten im Hirudin-PRP verschiedener Probanden dar. *
p < 0,05 fiir MRS/ARC/MRS+ARC versus Kontrolle.  p <0,05 fiir Citrat- versus Hirudin-PRP.

Im Gegensatz zu einer vergleichbaren Plaque-stimulierten Thrombozytenaggregation in Citrat-
und Hirudin-antikoaguliertem PRP, fithrte die Zugabe von Plaquematerial (0,83 mg/ml) zu
Hirudinblut (69+27 AE; MW=+SA; n=5) zu einer hoheren Blutplittchenaggregation als im
Citratblut (55£16 AE; MW=SA; n=12) (Abb. 4.34). Ein dhnliches, jedoch deutlich stdrker
ausgepriagtes ~ Phdnomen, wurde zuvor auch fiir die  Kollagen-induzierte
Thrombozytenaggregation im Blut beobachtet (siche Abb. 4.32, Abschnitt 4.5.1.1).
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Abb. 4.34: Effekt der ADP-Rezeptor-Antagonisten MRS2179 und AR-C69931MX auf die Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregation in Citrat- und Hirudin-antikoaguliertem Blut. Citrat (graue Balken)- oder
Hirudinblut (schwarze Balken) wurde fiir 3 min bei 37°C mit MRS2179 (100 pM), AR-C69931MX (1 pM)
oder der Kombination aus beiden ADP-Rezeptor-Antagonisten vorinkubiert. Die Thrombozytenaggregation
wurde durch die Zugabe von Plaquematerial (0,83 mg Feuchtgewicht/ml) 5 unterschiedlicher Patienten
induziert und mittels Impedanzaggregometrie im Multiplate®-Gerit bestimmt. Im Balkendiagramm sind
die Werte in Aggregationseinheiten (AE) angegeben und stellen MW=SA aus 12 Experimenten mit dem
Citratblut und 5 Experimenten mit dem Hirudinblut verschiedener Probanden dar. * p < 0,05
MRS/ARC/MRS+ARC versus Kontrolle. I p < 0,05 fiir Citrat- versus Hirudinblut.

Im Citratblut konnte der P2Y;-Blocker MRS2179 die Plaque-vermittelte Aggregation nicht
signifikant reduzieren (Abb. 4.34). Auch hier wurde, wie zuvor in Abb. 4.32 (siche Abschnitt
4.5.1.1) gezeigt, eine vergleichbare Beobachtung fiir Kollagen als Thrombozytenstimulus
gemacht. In Hirudin-antikoaguliertem Blut jedoch verringerte die Zugabe von MSR2179 die
Plaque-stimulierte Plittchenaggregation signifikant von 69+£27 auf 22+25 AE (MW=+SA; n=5).
Die Vorbehandlung des Blutes mit dem P2Yj,-Antagonisten AR-C69931MX setzte die
Thrombozytenaggregation im Citrat- und Hirudinblut von 55+16 auf 32+15 AE (MW=*SA;
n=12), bzw. von 69+£27 auf 1710 AE (MW=SA; n=5) herab. Eine weitere Parallele zu den
zuvor mit Kollagen erhaltenen Ergebnissen (siche Abb. 4.32, Abschnitt 4.5.1.1) bestand darin,
dass AR-C69931MX verglichen mit MRS2179 auch bei der Plaque-stimulierten Aggregation
die effektivere anti-aggregatorische Substanz darstellte. Die Kombination beider ADP-
Rezeptor-Blocker  reduzierte  die  durch  das  Plaquematerial  hervorgerufene
Thrombozytenaggregation im Citratblut nur geringfiigig stirker als AR-C69931MX alleine
(Abb. 4.34). Im Gegensatz dazu filihrte die Zugabe von MRS2179 plus AR-C69931MX zum
Hirudinblut zu einer signifikant effektiveren Hemmung der Blutpléttchenaggregation von
urspriinglich 69+£27 auf 3+2 AE (MW=SA; n=5).

Dosis-Wirkungsexperimente mit aufsteigenden Konzentrationen der ADP-Rezeptor-
Antagonisten und konstanter Plaquekonzentration (0,83 mg Feuchtgewicht/ml) zeigten, dass die
eingesetzten Konzentrationen von 100 uM MRS2179 und 1 uM AR-C69931MX ausreichten,
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um die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation in Hirudin-antikoaguliertem Blut maximal
zu inhibieren (Abb. 4.35 A und B). Im Citratblut war die Hemmung geringer als im
Hirudinblut, und im Falle von MRS2179 nicht signifikant. Interessanter Weise konnten
niedrigere Konzentrationen der P2Y;- und P2Y;;-Hemmer die Plaque-stimulierte
Blutpléttchenaggregation im Hirudinblut ebenfalls signifikant inhibieren (Abb. 4.35 A und B).
Im Gegensatz dazu waren die niedrigeren Konzentrationen von MSR2179 und AR-C69931MX,
wie in Abschnitt 4.5.1.1 beschrieben, nicht in der Lage, die ADP (5 uM)-induzierte
Aggregation maximal zu blockieren. Ein Grund fiir diesen Unterschied in der Hemmung konnte
darin liegen, dass im Vergleich zur exogen zugegebenen ADP-Konzentration von 5 uM, die
Plaque-vermittelte Thrombozytenaktivierung zur Freisetzung einer geringeren Menge an ADP
fiihrte.
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Abb. 4.35: Dosis-Wirkungskurven der Effekte von MRS2179 und AR-C69931MX auf die Plaque-induzierte
Thrombozytenaggregation in Citrat- und Hirudin-antikoaguliertem Blut. Citrat (gestrichelte Linie)- oder
Hirudinblut (durchgezogene Linie) wurde fiir 3 min bei 37°C mit ansteigenden Konzentrationen von
MRS2179 (A) oder AR-C69931MX (B) vorbehandelt, die Thrombozytenaggregation durch Zugabe von
Plaquematerial (0,83 mg Feuchtgewicht/ml) induziert und mittels Impedanzaggregometrie im Multiplate®-
Gerit bestimmt. Fiir alle Experimente wurde das gleiche Plaquegemisch eingesetzt, welches zu Beginn der
Versuchsreihe zu gleichen Teilen aus 3 verschiedenen G (gefrorenen)-Plaquehomogenaten hergestellt wurde
(siche Abschnitt 3.2.1). Die Werte (Aggregationseinheiten = AE) stellen MW=SA aus 5 Experimenten mit
dem Blut verschiedener Probanden dar. * p < 0,05 fiir MRS/ARC versus Kontrolle.

Zusammenfassend konnte bei den Untersuchungen zur Bedeutung des sekundéren Botenstoffes
ADP und dessen thrombozytirer Rezeptoren fiir die Plaque-induzierte Blutplittchenaggregation
gezeigt werden, dass ADP sowie dessen Interaktion mit P2Y; und P2Y, die Plaque-stimulierte
Thrombozytenaktivierung und Aggregation verstirkten. Der P2Y,-Antagonist AR-C69931MX
reduzierte die Plaque-induzierte Pldttchenaggregation hierbei sowohl im PRP als auch im Blut
wirksamer als der P2Y;-Antagonist MRS2179. Beide ADP-Rezeptor-Antagonisten wirkten
dariiber hinaus deutlich effektiver in Hirudin- als in Citrat-antikoaguliertem pléttchenreichem
Plasma und Blut. Ferner inhibierten MRS2179 und AR-C69931MX die Plaque-vermittelte

Thrombozytenaggregation im Blut weniger effizient als im PRP.
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4.5.1.3. Bedeutung von P2Y; und P2Y, fiir die Plaque-induzierte Thrombozytenadhision
und Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen

Die Bedeutung der ADP-Rezeptoren P2Y; und P2Y;; fir die Plaque-induzierte
Thrombozytenaktivierung und Aggregation wurde in Hirudin-antikoaguliertem Blut unter

arteriellen Flussbedingungen bei einer Scherrate von 1500 s™ untersucht (Abb. 4.36).
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Abb. 4.36: Effekt der ADP-Rezeptor-Antagonisten MRS2179 und AR-C69931MX auf die Plaque-induzierte
Thrombozytenadhiision und Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen (1500 s™). Hirudin-
antikoaguliertes Blut wurde fiir 10 min bei 37°C mit einer Scherrate von 1500 s’ iiber Plaque (5 mg
Feuchtgewicht/ml)-beschichtete Glasoberflichen perfundiert. Vor der Perfusion wurde das Blut fiir 10 min
mit MRS2179 (100 pM), AR-C69931MX (1 pM) oder der Kombination beider ADP-Rezeptor-Antagonisten
vorbehandelt, und unmittelbar vor Beginn des Experiments zur Firbung der Thrombozyten mit Mepacrin
(10 uM) versetzt. A) Reprisentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Kontroll- und MRS+ARC-
Experimente 7-10 min nach Beginn des Blutflusses. Das Plaquematerial wurde mittels Autofluoreszenz
(hellgrau;*) visualisiert; adhirente Thrombozyten mittels Mepacrinfluoreszenz (weifl; A) dargestellt.
Lingenmafi: 50 pm. B) Im Balkendiagramm sind die Werte in % Plaquefliiche bedeckt von
Thrombozytenaggregaten 7-10 min nach Beginn der Perfusion angegeben und stellen MW=SA aus S
Experimenten mit den atheromatdsen Plaques 3 unterschiedlicher Patienten im Blut verschiedener
Probanden dar. * p < 0,05 fiir MRS/ARC/MRS+ARC versus Kontrolle.

Die videomikroskopische Analyse der Plattchenadhédsion und Aggregatbildung zeigte, dass die
Adhision der Thrombozyten in den Kontrollexperimenten nach ca. 0,5 bis 3 min stattfand und
durch die Vorbehandlung des Blutes mit den ADP-Rezeptor-Antagonisten nicht beeinflusst
wurde (Daten nicht gezeigt). Nach einer Perfusionsdauer von 7 bis 10 min waren in den
Kontrollen 63+14% (MW=SA; n=5) der Plaquefliche mit Thrombozytenaggregaten bedeckt
(Abb. 4.36). Die Vorbehandlung des Blutes mit den antithrombozytéren Substanzen MRS2179
und AR-C69931MX, sowie deren Kombination, verringerten die Plaque-stimulierte
Blutpléttchenadhdsion und Aggregatbildung im Vergleich dazu signifikant von 63+14 auf
39+14, 41£13 und 25+12% (MW=SA; n=5).

Verglichen mit der stirkeren Hemmwirkung der ADP-Rezeptor-Antagonisten unter statischen

Aggregationsbedingungen in geriihrtem PRP oder Blut (siche Abschnitt 4.5.1.2), reduzierten
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MRS2179 und AR-C69931MX die Plaque-stimulierte Thrombusbildung unter arteriellen
Flussbedingungen deutlich geringer. MRS2179 und AR-C69931MX inhibierten die
Aggregatbildung in diesen Experimenten in etwa gleich effektiv. Die Kombination von
MRS2179 und AR-C69931MX zeigte hierbei die grofite Wirksamkeit.

4.5.2. Bedeutung von TxA2 sowie der Kombination von TxA2 und ADP fiir
die Thrombozytenaktivierung vermittelt durch Kollagen und
atherosklerotisches Plaquematerial

AuBer ADP wird auch der sekundire Botenstoff TxA2 von aktivierten Thrombozyten
freigesetzt (Ruggeri, 2002), und spielt als positiver ,.feedback*-Mediator moglicherweise eine
Rolle bei der Kollagen- und Plaque-induzierten Thrombusbildung. In den folgenden
Untersuchungen wurde die Bedeutung von TxA2 mittels Aspirin® (ASS) analysiert, welches die
thrombozytire Cyclooxygenase-1 acetyliert und auf diese Weise die nachfolgende Bildung von
TxA2 verhindert (Phillips et al., 2005). Fiir diese Experimente wurde eine Konzentration von 1
mM Aspirin eingesetzt, von welcher bekannt war, dass sie die Cyclooxygenase-1 vollstindig
inhibiert (Savi et al., 2000; Haseruck et al., 2004). Zusétzlich zur Bedeutung von TxA2 fiir die
Kollagen- und Plaque-stimulierte Thrombozytenaktivierung, wurde auch ein moglicher
synergistischer Effekt von Aspirin” und den beiden ADP-Rezeptoren-Antagonisten MRS2179
und AR-C69931MX untersucht.

4.5.2.1. Bedeutung von TxA2 sowie der Kombination von TxA2 und ADP fiir die
Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation in PRP und Blut

Die Zugabe von Kollagen (0,5 pg/ml) zu Citrat- oder Hirudin-antikoaguliertem PRP
verursachte in etwa eine vergleichbare Thrombozytenaggregation von 8714 (MW=SA; n=7)
und 834+24% Lichttransmission (MW=SA; n=5) (Abb. 4.37). Die Vorbehandlung des
plittchenreichen Plasmas mit Aspirin® verringerte die Kollagen-induzierte Aggregation im
Vergleich dazu auf 9+10 (MW=SA; n=7) und 54+8% Lichttransmission (MW=+SA; n=5) im
Citrat- und Hirudin-PRP. Im Unterschied zur effektiveren Wirkung der ADP-Rezeptor-
Antagonisten im Hirudin-PRP (siehe Abb. 4.30, Abschnitt 4.5.1.1), war der inhibierende Effekt
von Aspirin® nicht von der Prisenz physiologischer Konzentrationen zweiwertiger Ionen
abhingig. Die Kombination aus allen 3 antithrombozytiren Substanzen (ASS, MRS2179 und
AR-C69931MX) konnte die Kollagen-stimulierte Plittchenaktivierung (,,shape change®) und
Aggregation im PRP vollstindig blockieren (Abb. 4.37).
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Abb. 4.37: Effekt von Aspirin® (ASS) sowie der Kombination von ASS und den ADP-Rezeptor-Antagonisten
MRS2179 und AR-C69931MX auf die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation in Citrat- und
Hirudin-antikoaguliertem PRP. Fiir die Experimente mit Aspirin® wurde das PRP aus Citrat- oder
Hirudinblut hergestellt, welches bereits bei der Abnahme mit ASS (1 mM) versetzt wurde. Kontroll- oder
ASS-enthaltendes Citrat (graue Balken)- oder Hirudin-PRP (schwarze Balken) wurde fiir 3 min bei 37°C
mit oder ohne MRS2179 (100 pM) und AR-C69931MX (1 pM) vorinkubiert. AnschlieBend wurde die
Thrombozytenaggregation durch die Zugabe von Horm®-Kollagen (0,5 pg/ml) induziert und im
Aggregometer bestimmt. Im Balkendiagramm stellen die Werte (% Lichttransmission; PRP = 0%, PPP =
100%) MW+SA aus 4 (ASS+tMRS+ARC), bzw. 7 (Kontrolle, ASS) Experimenten mit dem Citrat-PRP,
sowie aus 4 (ASS+MRS+ARC), bzw. 5 (Kontrolle, ASS) Experimenten mit dem Hirudin-PRP verschiedener
Probanden dar. * p < 0,05 fiir ASS/ASS+MRS+ARC versus Kontrolle.
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Abb. 4.38: Effekt von Aspirin® (ASS) sowie der Kombination von ASS und den ADP-Rezeptor-Antagonisten
MRS2179 und AR-C69931MX auf die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation in Citrat- und
Hirudinblut. In den Kontrollexperimenten wurde Citrat- oder Hirudin-antikoaguliertes Blut eingesetzt; fiir
die Experimente mit Aspirin® wurde das Citrat- oder Hirudinblut bereits bei der Abnahme mit ASS (1 mM)
versetzt. Das Kontroll- oder ASS-enthaltende Citrat (graue Balken)- oder Hirudinblut (schwarze Balken)
wurde fiir 3 min bei 37°C mit oder ohne der Kombination aus MRS2179 (100 pM) und AR-C69931MX (1
uM) vorinkubiert. Die Thrombozytenaggregation wurde durch die Zugabe von Horm®-Kollagen (0,5 pg/ml)
induziert und mittels Impedanzaggregometrie im Multiplate®-Geriit bestimmt. Im Balkendiagramm stellen
die Werte (Aggregationseinheiten = AE) MW=SA aus 3 (ASS+MRS+ARC), bzw. 12 (Kontrolle, ASS)
Experimenten mit dem Citratblut, sowie 5 Experimenten mit dem Hirudinblut verschiedener Probanden
dar. * p < 0,05 fiir ASS/ASS+MRS+ARC versus Kontrolle. ; p < 0,05 fiir Citrat- versus Hirudinblut.
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In Citrat- und Hirudinblut fiel die Hemmwirkung der Thrombozyteninhibitoren verglichen mit
der Wirkung im PRP geringer aus (Abb. 4.38). Die Vorbehandlung des Blutes mit ASS
reduzierte die Kollagen-vermittelte Blutpldttchenaggregation von 6716 (MW=+SA; n=12) auf
23+19 Aggregationseinheiten (AE) (MW+SA; n=12) im Citratblut und von 120429 (MW=SA;
n=5) auf 1712 AE (MW=*SA; n=5) im Hirudinblut. Die Kombination von ASS, MRS2179 und
AR-C69931MX verringerte die Kollagen-stimulierte Aggregation signifikant auf 4+3 AE
(MW=SA; n=3) im Citratblut, sowie auf 242 AE (MW=SA; n=5) im Hirudinblut.

Zusammenfassend konnte bei der Untersuchung des Effekts von Aspirin® und der Kombination
von Aspirin® plus MRS2179 und AR-C69931MX auf die Kollagen-induzierte
Plattchenaggregation gezeigt werden, dass die Kollagen-stimulierte Aktivierung der
Thrombozyten sowohl von der sekundidren Potenzierung durch TxA2 als auch von der
Amplifikation durch ADP abhéngig war. Dariiber hinaus fiel die inhibierende Wirkung dieser
antithrombozytiren Substanzen effizienter im Blut als in pldttchenreichem Plasma aus. Eine
dhnliche Beobachtung wurde zuvor auch fiir die ADP-Rezeptor-Antagonisten MRS2179 und
AR-C69931MX gemacht (siche Abschnitt 4.5.1).

4.5.2.2. Bedeutung von TxA?2 sowie der Kombination von TxA2 und ADP fiir die Plaque-
induzierte Thrombozytenaggregation in PRP und Blut

Die Zugabe von humanem Plaquematerial (0,83 mg Feuchtgewicht/ml) rief eine vergleichbare
Thrombozytenaggregation von 101+11 (MW=SA; n=6) und 99+19% Lichttransmission
(MW=SA; n=7) in Citrat- und Hirudin-antikoaguliertem PRP hervor (Abb. 4.39). Die
Vorbehandlung des PRP mit Aspirin® verringerte die Plaque-stimulierte Aggregation auf 19+10
(MW=SA; n=6) und 11£15% Lichttransmission (MW=SA; n=7) im Citrat- und Hirudin-PRP.
Im Unterschied zu den in Abschnitt 4.5.1 untersuchten ADP-Rezeptor-Antagonisten reduzierte
Aspirin® die Plaque-induzierte Thrombozytenaktivierung in etwa gleich gut im Citrat- und
Hirudin-PRP. Die Aktivitit dieser antithrombozytiren Substanz schien also nicht von der
Anwesenheit physiologischer Konzentrationen an zweiwertigen Ionen abhédngig zu sein. Die
Plaque-vermittelte Blutpldttchenaggregation wurde durch die Zugabe von ASS etwas weniger
als die Kollagen-abhéngige Aggregation (siche Abb. 4.37, Abschnitt 4.5.2.1) inhibiert, was auf
einen Unterschied zwischen fibrillirem Kollagen und dem Plaquematerial beziiglich der
Thrombozytenaktivierung hindeutete. Die Kombination von Aspirin® und den ADP-Rezeptor-
Antagonisten ~ MRS2179 und  AR-C69931MX  konnte die  Plaque-stimulierte
Thrombozytenaggregation im Citrat-PRP nicht wie die durch Kollagen vermittelte Aggregation
(siche Abb. 4.37, Abschnitt 4.5.2.1) vollstindig blockieren, sondern resultierte in einer
Restaggregation von 3+6% Lichttransmission (MW=SA; n=6) (Abb. 4.39). In Hirudin-

antikoaguliertem plattchenreichem Plasma hingegen inhibierte die Prdinkubation mit allen 3
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antithrombozytiren Substanzen die Plaque-induzierte Aktivierung (,,shape change®) und
Aggregation der Pléttchen vollstindig.
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Abb. 4.39: Effekt von Aspirin® (ASS), sowie der Kombination von ASS und den ADP-Rezeptor-
Antagonisten MRS2179 und AR-C69931MX auf die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation in Citrat-
und Hirudin-antikoaguliertem PRP. Fiir die Experimente mit Aspirin® wurde das PRP aus Citrat- oder
Hirudinblut hergestellt, welches bereits bei der Abnahme mit ASS (1 mM) versetzt wurde. Kontroll- oder
ASS-enthaltendes Citrat (graue Balken)- oder Hirudin-PRP (schwarze Balken) wurde fiir 3 min bei 37°C
mit oder ohne MRS2179 (100 pM) und AR-C69931MX (1 nM) vorinkubiert. Im Anschluss daran wurde die
Thrombozytenaggregation durch die Zugabe von Plaquematerial (0,83 mg Feuchtgewicht/ml) 3
unterschiedlicher Patienten induziert und mittels turbidimetrischer Aggregationsmessung bestimmt. Im
Balkendiagramm stellen die Werte (% Lichttransmission; PRP = 100%, PPP = 0%) MW=SA aus 6
Experimenten mit dem Citrat-PRP und 4 (ASS+MRS+ARC), bzw. 7 Experimenten (Kontrolle, ASS) mit
dem Hirudin-PRP verschiedener Probanden dar. * p < 0,05 fiir ASS/ASS+MRS+ARC versus Kontrolle.

Die Zugabe von Aspirin® zu Citratblut verringerte die Plaque (0,83 mg Feuchtgewicht/ml)-
induzierte Aggregation von 55+16 auf 28+17 Aggregationseinheiten (AE) (MW=SA; n=12)
(Abb. 4.40). Im Hirudinblut wurde die Plaque-stimulierte Plattchenaktivierung durch ASS von
69+27 auf 24+16 AE (MW=+SA; n=>5) reduziert. Ein Vergleich des Effekts von Aspirin® auf die
Plaque (Abb. 4.40)- und Kollagen (siche Abb. 4.37, Abschnitt 4.5.2.1)-vermittelte Aggregation
zeigte, dass Aspirin® deutlich effektiver inhibierte, wenn Kollagen als Thrombozytenstimulus
eingesetzt wurde. Diese Ergebnisse wiesen erneut auf einen Unterschied zwischen Plaque und
fibrillirem Kollagen beziiglich deren Blutpléttchenaktivierung hin. Die Kombination von
Aspirin® und den ADP-Rezeptor-Antagonisten MRS2179 und AR-C69931MX konnte die
Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation weder im Citrat-, noch im Hirudinblut vollstindig
blockieren (Abb. 4.40). Die Restaggregationen betrugen hierbei allerdings jeweils 4+4
(MW=SA; n=4) und 3+4 AE (MW=SA; n=5) in Citrat- und Hirudin-antikoaguliertem Blut.
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Abb. 4.40: Effekt von Aspirin® (ASS), sowie der Kombination von ASS und den ADP-Rezeptor-
Antagonisten MRS2179 und AR-C69931MX auf die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation in Citrat-
und Hirudinblut. In den Kontrollexperimenten wurde Citrat- oder Hirudin-antikoaguliertes Blut
verwendet; fiir die Experimente mit Aspirin® wurde das Citrat- oder Hirudinblut bereits bei der Abnahme
mit ASS (1 mM) versetzt. Kontroll- oder ASS-enthaltendes Citrat (graue Balken)- oder Hirudinblut
(schwarze Balken) wurde fiir 3 min bei 37°C mit und ohne MRS2179 (100 pM) und AR-C69931MX (1 uM)
vorinkubiert. Die Thrombozytenaggregation wurde durch die Zugabe von Plaquematerial (0,83 mg
Feuchtgewicht/ml) 5 unterschiedlicher Patienten induziert und mittels Impedanzaggregometrie im
Multiplate®-Gerit bestimmt. Im Balkendiagramm sind die Werte (Aggregationseinheiten = AE) als
MW=SA aus 4 (ASS+tMRS+ARC), bzw. 12 (Kontrolle, ASS) Experimenten mit dem Citratblut, sowie 5
Experimenten mit dem Hirudinblut verschiedener Probanden dargestellt. * p < 0,05 fiir
ASS/ASS+MRS+ARC versus Kontrolle. § p < 0,05 fiir Citrat- versus Hirudinblut.

In den Experimenten zur Untersuchung der Rolle der sekundédren Botenstoffe ADP und TxA2
bei der Plaque-stimulierten Blutplattchenaktivierung und Aggregation konnte gezeigt werden,
dass alle 3 antithrombozytiren Substanzen (MRS2179, AR-C69931MX und Aspirin®) in der
Lage waren, die Aggregation zu verringern. Sie wirkten dabei alle weniger effizient im Blut als
im PRP. Dariiber hinaus zeigten vor allem die ADP-Rezeptor-Antagonisten einen deutlich
besseren anti-aggregatorischen Effekt in Hirudin- als in Citrat-antikoaguliertem Plasma und
Blut. Die Kombination aus Aspirin®, MRS2179 und AR-C69931MX konnte die Plaque-
stimulierte Thrombozytenaggregation am effektivsten reduzieren und zeigte somit, dass die
Pléttchenaktivierung verursacht durch humanes atheromatdses Plaquematerial im geriihrten
System sowohl durch ADP als auch durch TxA2 verstirkt wurde.

4.5.2.3. Bedeutung von TxA?2 sowie der Kombination von TxA2 und ADP fiir die Plague-
induzierte Thrombozytenadhision und Agoregatbildung unter arteriellen
Flussbedingungen

Die Bedeutung von TxA2 sowie der Kombination von TxA2 und ADP fiir die Plaque-
stimulierte Thrombozytenaktivierung und Aggregatbildung wurde unter arteriellen
Flussbedingungen mit 2 verschiedenen Scherraten (500 s und 1500 s™) untersucht. Die
videomikroskopische Analyse der Thrombozytenadhésion und Aggregation zeigte, dass bei den
Kontrollexperimenten 7 bis 10 min nach Beginn der Perfusion bei 1500 s 59+14% (MW=SA,
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n=8) der Plaquefliche von Thrombozytenaggregaten bedeckt waren (Abb. 4.41 A und B). Die
Vorbehandlung  des  Blutes mit  Aspirin®  verringerte  die  Plaque-induzierte
Blutpléttchenadhision und Aggregatbildung hierbei im Vergleich zur Kontrolle nur sehr gering
und nicht signifikant von 59+14 auf 50+13% (MW=SA; n=8). Die Kombination von ASS mit
den beiden ADP-Rezeptor-Antagonisten MRS2179 und AR-C69931MX hingegen reduzierte
die von Thrombozytenaggregaten bedeckte Plaquefliche signifikant auf 30+£20% (MW=SA;
n=5) (Abb. 4.41 A und B), und fiihrte zu keiner Verstirkung der Hemmung durch MRS2179
plus AR-C69931MX (siehe Abb. 4.36, Abschnitt 4.5.1.3).

80
60
40 -

20 1

% Plaqueflache bedeckt von
Thrombozytenaggregaten

ASS + MRS + ARC

Abb. 4.41: Effekt von Aspirin® (ASS) sowie der Kombination von ASS und den ADP-Rezeptor-Antagonisten
MRS2179 und AR-C69931MX auf die Plaque-induzierte Thrombozytenadhfsion und Aggregatbildung
unter arteriellen Flussbedingungen (1500 s™). In den Kontrollexperimenten wurde Hirudin-antikoaguliertes
Blut verwendet; fiir die Experimente mit Aspirin® wurde das Hirudinblut bereits bei der Abnahme mit ASS
(1 mM) versetzt. Vor der Perfusion wurde das Kontroll- oder ASS-enthaltende Hirudinblut fiir 10 min mit
oder ohne MRS2179 (100 uM) plus AR-C69931MX (1 pM) inkubiert, und unmittelbar vor Beginn des
Experiments zur Firbung der Thrombozyten mit Mepacrin (10 pnM) versetzt. Im Anschluss daran wurde
das Blut fiir 10 min bei 37°C mit einer Scherrate von 1500 s’ iiber Plaque (5 mg Feuchtgewicht/ml)-
beschichtete Glasoberflichen perfundiert. A) Reprisentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der
Kontroll-, ASS- und ASS+MRS+ARC-Experimente 7-10 min nach Beginn der Perfusion. Das
Plaquematerial wurde mittels Autofluoreszenz (hellgrau;*) visualisiert; adhirente Thrombozyten, sowie
Thrombozytenaggregate mittels Mepacrinfluoreszenz (weifl; A) dargestellt. Lingenmaf}: 50 pm. B) Im
Balkendiagramm sind die Werte als % Plaquefliche bedeckt von Thrombozytenaggregaten 7-10 min nach
Beginn der Perfusion angegeben und stellen MW=+SA aus 5 (ASS+MRS+ARC), bzw. 8 (Kontrolle, ASS)
Experimenten mit den atheromatiésen Plaquehomogenaten 4 unterschiedlicher Patienten dar. * p < 0,05 fiir
ASS+MRS+ARC versus Kontrolle.

Da Aspirin® im Vergleich zur Kontrolle die bei héheren arteriellen Scherraten von 1500 s
ablaufende Plaque-stimulierte Pldttchenadhdsion und Aggregatbildung nicht signifikant
reduzieren konnte und auch die durch MRS2179 plus AR-C69931MX hervorgerufene
Abnahme der Thrombozytenadhdsion und Aggregation nicht weiter verstirkte, stellte sich die
Frage, ob ASS, bzw. die Zugabe von ASS zu den beiden ADP-Rezeptor-Antagonisten bei

niedrigeren arteriellen Scherraten von 500 s, bei denen die von den Plittchen freigesetzten
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sekunddren Botenstoffe wie z. B. TxA2 und ADP mdglicherweise linger im Bereich des
entstechenden Thrombus verbleiben konnen, unter Umstidnden eine groBere Wirkung zeigen
konnen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde der Effekt der Kombination von
Aspirin® mit den ADP-Rezeptor-Antagonisten MRS2179 und AR-C69931MX vergleichend bei
niedrigeren (500 s) und héheren Scherraten (1500 s') analysiert (Abb. 4.42 A und B).
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Abb. 4.42: Vergleich des Effekts der Kombination von Aspirin® (ASS), MRS2179 und AR-C69931MX auf
die Plaque-induzierte Thrombozytenadhfision und Aggregatbildung bei niedrigeren und hdheren
Scherraten (500 s und 1500 s™). In den Kontrollexperimenten wurde Hirudin-antikoaguliertes Blut
verwendet; fiir die Experimente mit Aspirin® wurde das Hirudinblut bereits bei der Abnahme mit ASS (1
mM) versetzt. Vor der Perfusion wurde das Kontroll- oder ASS-enthaltende Hirudinblut fiir 10 min mit
oder ohne MRS2179 (100 uM) plus AR-C69931MX (1 pM) inkubiert, und unmittelbar vor Beginn des
Experiments zur Firbung der Thrombozyten mit Mepacrin (10 pnM) versetzt. Im Anschluss daran wurde
das Blut fiir 10 min bei 37°C mit einer Scherrate von 500 s oder 1500 s™ iiber Plaque-Oberflichen (5 mg
Feuchtgewicht/ml) perfundiert. A) Reprisentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Kontroll-,
sowie der ASSTMRS+ARC-Experimente 7-10 min nach Beginn der Perfusion. Das Plaquematerial wurde
mittels Autofluoreszenz (hellgrau;*) visualisiert; adhirente Thrombozyten, sowie Thrombozytenaggregate
mittels Mepacrinfluoreszenz (weil}; A) dargestellt. Lingenmafl: 50 pm. B) Im Balkendiagramm sind die
Werte als % Plaquefliiche bedeckt von Thrombozytenaggregaten 7-10 min nach Beginn der Perfusion
angegeben und stellen MW=SA aus 4 Experimenten mit den atheromatésen Plaques 2 unterschiedlicher
Patienten mit dem Blut verschiedener Probanden dar. * p < 0,05 fiir ASS+MRS+ARC (1500 s™) versus
Kontrolle. § p < 0,05 fiir ASS+MRS+ARC (1500 s™') versus ASS+MRS+ARC (500 s™).

Bei niedrigen Scherraten von 500 s waren nach ca. 10 min Blutfluss 75+£13% (MW=+SA; n=4)
der beschichteten Plaquefliche von Thrombozytenaggregaten bedeckt (Abb. 4.42 A und B).
Anders als erwartet konnte die Vorbehandlung des Blutes mit der Kombination aus Aspirin®,
MRS2179 und AR-C69931MX die Plaque-stimulierte Thrombozytenaggregatbildung bei dieser
Scherrate zwar auf 53+5% (MW=SA; n=4) verringern, wobei diese Reduktion jedoch geringer

als bei der hoheren Scherrate von 1500 s™' ausfiel und nicht signifikant war. Bei einer Scherrate
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von 1500 s wurde die Aggregatbildung der Plittchen signifikant von 71+3 auf 32+13%
(MW=SA; n=4) von Thrombozytenaggregaten bedeckte Plaquefliche verringert.

Die positiven ,.feedback“-Mediatoren ADP und TxA2 schienen also bei Flussbedingungen mit
niedrigeren  Scherraten  einen  geringeren  Einfluss auf die  Plaque-induzierte

Thrombozytenaktivierung und Aggregation zu besitzen als bei hoheren Scherraten.

4.6. Gegeniiberstellung aktiver und inaktiver atherosklerotischer
Plaques

4.6.1. Bedeutung der Thrombozytenzahl des PRP fiir die Plaque-AKktivitéit

Wie bereits im Abschnitt 4.1.1 gezeigt wurde, waren nicht alle der in dieser Arbeit untersuchten
humanen atheromatdsen Plaquehomogenate in der Lage, Thrombozyten zu aktivieren. Diese
inaktiven Plaques induzierten weder einen Gestaltwandel, noch eine Aggregation der
Thrombozyten in pléttchenreichem Plasma (siche Abb. 4.4, Abschnitt 4.1.1). Mogliche
Ursachen fiir die unterschiedlichen thrombozytenaktivierenden Eigenschaften der
atheromatdsen Plaquehomogenate verschiedener Patienten wurden im Folgenden weiter

analysiert.

Auf Grund der Tatsache, dass das Plaquehomogenat eines Patienten nicht immer die gleiche,
sondern eine variierende Thrombozytenaktivierung im PRP verschiedener Probanden induzierte
(Daten nicht gezeigt), stellte sich eingangs die Frage, ob die Aktivitit der einzelnen
Plaquematerialien mdglicherweise von der Konzentration der Thrombozyten im PRP abhidngen
konnte. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde zunéchst die Aktivitidt von 3 zuvor als
inaktiv und schwach aktiv beschriebenen atheromatosen Lidsionen mit dem PRP
unterschiedlicher Probanden, welches je nach Proband eine variierende Plattchenzahl besal,
analysiert (Abb. 4.43). Die Horm"-Kollagen-stimulierte Thrombozytenaktivierung wurde in
diesen Experimenten vergleichend untersucht. Das fibrillire Horm"-Kollagen (1,25 pg/ml und
2,5 pg/ml) induzierte nahezu unabhéngig von der Konzentration der Thrombozyten im PRP der
verschiedenen Probanden eine relativ starke Plattchenaggregation von 72 bis 91%
Lichttransmission (n=1) (Abb. 4.43). Nur bei sehr geringen Thrombozytenzahlen von 100.000
Blutplattchen/ul PRP war die Aktivierung der Plittchen mit 54% Lichttransmission (n=1)
niedriger. Das erste der 3 analysierten atheromatdsen Plaquehomogenate, ,,AP inaktiv 1%, war
unabhéngig von der Blutplittchenzahl (bis zu 680.000 Thrombozyten/ul PRP) und auch
unabhingig von der Plaquekonzentration (bis zu 2,5 mg Feuchtgewicht/ml) nicht in der Lage,
eine Aggregation der Thrombozyten im PRP hervorzurufen. Im Gegensatz dazu war die

Aktivitdt der Plaquehomogenate ,,AP inaktiv 2 und ,,AP schwach aktiv sowohl von der
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Anzahl der Blutpléttchen als auch von der zugegebenen Plaquekonzentration abhédngig. Beide
Plaques induzierten ab einer Mindestkonzentration von ca. 200.000 bis 250.000
Thrombozyten/pul PRP eine Aggregation der Pldttchen. Interessanterweise zeigte der ,,AP
schwach aktiv (1,25 mg Feuchtgewicht/ml) bei hohen Thrombozytenkonzentrationen von
mehr als 500.000 Plattchen/ul PRP eine verringerte Blutplittchenaggregation.
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—=— 2,5 mg/ml AP inaktiv 1

- < - 1,25 mg/ml AP inaktiv 2
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[% Lichttransmission]
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Thrombozytenzahl/ul PRP

Abb. 4.43: Abhidngigkeit der Kollagen- und Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation von der
Pliittchenkonzentration des PRP unterschiedlicher Probanden. Die Bestimmung der Thrombozytenzahl im
Citrat-PRP 14 unterschiedlicher Probanden erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer (Abschnitt
3.2.3). Jede Plittchenkonzentration steht fiir das Citrat-PRP eines der 14 untersuchten Probanden. Horm®-
Kollagen (2,5 pg/ml) oder 2 verschiedene Konzentrationen 3 unterschiedlicher atheromatéser Plaques (AP)
(»AP inaktiv 1¢, ,AP inaktiv 2 und ,,AP schwach aktiv) wurden zum Citrat-PRP pipettiert und die
Thrombozytenaggregation bestimmt. Die Aggregationswerte (% Lichttransmission; PRP = 0%, PPP =
100%) stellen die Werte je einer Messung pro Kollagen-, bzw. AP-Konzentration mit dem Citrat-PRP eines
Probanden dar.

AuBer der Untersuchung der Plaque-Aktivitdt in Abhdngigkeit von der Thrombozytenzahl mit
dem PRP unterschiedlicher Probanden, wurde die Thrombozytenaktivierung verursacht durch
aufsteigende Konzentrationen an aktiven und inaktiven atheromatdsen Plaquehomogenaten
auch im PRP des gleichen Probanden analysiert, welches zuvor mit PPP so eingestellt wurde,
dass sich 3 Plasmasuspensionen mit unterschiedlichen Pléttchenkonzentrationen (100.000,
200.000 und 300.000 Thrombozyten/ul PRP) ergaben (Abb. 4.44). Horm®-Kollagen diente
hierbei erneut als Vergleichsagonist der Thrombozytenaggregation, und induzierte in allen
untersuchten Plittchenkonzentrationen bei einer maximalen Kollagenkonzentration von 5
ug/ml eine maximale Thrombozytenaggregation. Niedrigere Kollagenkonzentrationen (2,5
pg/ml und 0,5 pg/ml) waren bei 200.000 und 300.000 Plittchen/ul PRP genauso aktiv wie 5
png/ml Horm®-K011agen. Nur bei einer Thrombozytenzahl von 100.000 Plittchen/ul PRP war
die durch diese Kollagenkonzentrationen stimulierte Aggregation etwas verringert. Die
Thrombozytenkonzentration hatte also nur einen geringfligigen Einfluss auf die Kollagen-
stimulierte Blutpléttchenaktivierung.
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Das Homogenat eines aktiven atheromatdsen Plaques verursachte ebenso wie das Horm"-

Kollagen eine Aggregation der Thrombozyten im PRP, welche unabhdngig von der
Plédttchenkonzentration war (Abb. 4.44). Anders als bei Kollagen jedoch war die Aggregation
durch die niedrige  Plaquemenge (0,6 mg  Feuchtgewicht/ml) bei allen
Thrombozytenkonzentrationen deutlich geringer als die bei hoher Plaquemenge (1,25 mg

Feuchtgewicht/ml).

Das Homogenat einer inaktiven atheromatdsen Lésion konnte bis zu einer Konzentration von
1,25 mg Feuchtgewicht/ml auch bei hoheren Plittchenkonzentrationen keine Aggregation der
Thrombozyten induzieren. Eine hohe Konzentration des inaktiven Plaquehomogenates von 2,5
mg Feuchtgewicht/ml hingegen rief bei einer hohen Plattchenkonzentration von 300.000
Thrombozyten/pl PRP eine geringe Aggregation hervor, und schien somit in seiner Aktivitét

geringfiigig von der Pldttchenkonzentration im PRP abhéngig zu sein.
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Abb. 4.44: Abhéngigkeit der Plaque- und Kollagen-induzierten Thrombozytenaggregation von der
Pléittchenkonzentration des PRP eines Probanden. Aus dem Citrat-PRP eines gesunden Probanden wurden
durch Verdiinnen mit PPP 3 Suspensionen unterschiedlicher Thrombozytenkonzentrationen hergestellt.
Aufsteigende Konzentrationen an Horm®-Kollagen oder atheromatiésen Plaques (AP) (AP aktiv und AP
inaktiv) wurden zum PRP pipettiert und die Blutplittchenaggregation bestimmt. Die Aggregationswerte (%
Lichttransmission; PRP = 0%, PPP = 100%) stellen MW aus den Messungen mit den PRP-Verdiinnungen 2
verschiedener Probanden dar.

Zusammengefasst wiesen die Ergebnisse zur Untersuchung der Bedeutung der
Thrombozytenzahl fiir die Plaque-Aktivitdt darauf hin, dass die Aktivitit der atheromatdsen
Plaquehomogenate bei einer Konzentration > 200.000 Pléattchen/ul PRP weitgehend von der
Thrombozytenkonzentration im PRP unabhingig war. In der Regel lagen die
Thrombozytenkonzentrationen der in dieser Arbeit untersuchten plattchenreichen
Plasmasuspensionen bei ca. 250.000 bis 350.000 Thrombozyten/ul PRP. Die Variation der

Aggregationsaktivitit des Plaquehomogenates eines Patienten innerhalb des PRP verschiedener
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Probanden kann also nicht auf die unterschiedliche Konzentration der Plittchen im PRP
zuriickgefiihrt werden, sondern ist nur durch eine unterschiedliche Sensitivitit der

Thrombozyten der verschiedenen Spender auf das Plaquematerial zu erkldren.

4.6.2. Vergleich von Kollagengehalt und Struktur aktiver und inaktiver
atherosklerotischer Plaques

In Abschnitt 4.2 wurden Kollagen Typ I- und Kollagen Typ Il-positive Strukturen
atheromatdser Lésionen als essentiell fiir den ,shape change®, die Adhision und die
Aggregatbildung der Blutplittchen unter statischen und arteriellen Flussbedingungen
beschrieben. Da die Thrombozytenzahl keinen Einfluss auf die unterschiedliche Aktivitdt des
Plaquematerials verschiedener Patienten zu haben schien, stellte sich die Frage, ob der Gehalt
an Plaquekollagen wesentlich fiir die biologische Aktivitit der einzelnen Plaquehomogenate
verantwortlich sein konnte. Um die Kollagenkonzentration in den Plaquehomogenaten
bestimmen zu konnen, wurde der ldsliche Kollagenanteil mittels Essigsdure aus dem
Plaquematerial extrahiert und der Kollagengehalt der Extrakte kolorimetrisch bestimmt (siche
Abschnitt 3.2.12.2). Der Kollagengehalt in % des Gesamtproteingehalts der Plaquehomogenate
schwankte sehr stark und betrug zwischen 2 und 79% (31+24%; MW=SA; n=27) (Tab. 4.2).
Beim Vergleich der Kollagenkonzentrationen aktiver und inaktiver Plaquehomogenate konnte
keine positive Korrelation zwischen dem Kollagengehalt des Plaquematerials und dessen
Aktivitit gefunden werden (y = -2,6201 x + 736,68; R?= 0,1301; r=-0,36) (Abb. 4.45 und Tab.
4.2). Sowohl Plaquehomogenate, welche eine Blutplittchenaggregation induzieren konnten, als

auch inaktive Plaques wiesen zum Teil einen sehr hohen Gehalt an 16slichem Kollagen auf.

Dariiber hinaus bestand weder eine eindeutige positive, noch negative Korrelation zwischen
dem Gehalt an 16slichem Plaquekollagen und der durch die Plaquehomogenate verursachten
Gerinnung, bzw. Fibrinbildung in rekalzifiziertem plittchenarmem (y = 0,0327 x + 482,03; R*=
0,0027; r = 0,052) und pléttchenreichem Plasma (y = 0,1075 x + 438,64; R’= 0,02; r=0,141)
(Tab. 4.2). Auch der prozentuale Anteil an loslichem Kollagen des Gesamtproteingehalts der
Plaquehomogenate korrelierte nicht eindeutig mit der durch die Plaques hervorgerufenen
Koagulation (PPP: y = 0,0107 x + 19,994; R’= 0,0446; r=0,211; PRP: y = 0,015 x + 20,487;
R*=0,06; r = 0,245).
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Abb. 4.45: Die thrombozytenaktivierende Eigenschaft atheromatéser Plaques korreliert nicht mit deren
Gehalt _an loslichem Kollagen. Plaquehomogenate (1,25 mg Feuchtgewicht/ml) 29 unterschiedlicher
Patienten wurden zu Citrat-PRP pipettiert und die Plaque-stimulierte Thrombozytenaggregation bestimmt.
Die Aggregationswerte (% der Kollagen (2,5 pg/ml)-induzierten Aggregation) stellen MW aus 3 bis 5
Messungen im PRP verschiedener Probanden dar. Die Kollagenkonzentration der 29 verschiedenen
Plaquehomogenate wurde nach Essigsiure (0,5 M)-Extraktion des loslichen Kollagenanteils kolorimetrisch
bestimmt (siehe Abschnitt 3.2.12.2).

Tab. 4.2: Gegeniiberstellung des Kollagengehalts, der Aggregation und der Gerinnung der
Plaquehomogenate 29 verschiedener Patienten. Das Plaquekollagen ist als pg Kollagen/ml Plaquehomogenat
angegeben (siehe Abschnitt 3.2.12.2). Die Plaque (1,25 mg Feuchtgewicht/ml)-induzierte
Thrombozytenaggregation (% der Kollagen (2,5 pg/ml)-induzierten Aggregation) stellt die MW=SA aus je
3-5 Messungen pro Plaque mit dem Citrat-PRP verschiedener Probanden dar. Die Plaque (1,65 mg
Feuchtgewicht/ml)-induzierte Gerinnungszeit (sek.) stellt die MW, bzw. MW=SA aus je 1-3 Messungen pro
Plaquehomogenat mit dem rekalzifiziertem Citrat-PPP, bzw. Citrat-PRP verschiedener Probanden dar
(siche Abschnitt 3.2.8).

Plaguehomogenat
i Bctoin; K ation an Islich % Koll des | Aggregation im Citrat- Gerinnungszeit im
[mg/ml] Kollagen [pg/ml] Gesamtproteins ey PPP/PRP [sek.]
[ug/mi] Kollagenkontrolle]
AP3 50 1343 348 26 84+12 >1500/1379+340
AP5 50 467 194 42 95+16 >1500/828+279
AP10 50 1086 854 79 108+18 >1500/886+301
AP14 50 876 377 43 93+14 >1500/586+164
AP15 50 590 284 48 96+10 322+485/241+72
AP19 50 876 470 54 0+0 >1500/>1500
AP20 50 1429 660 46 0+0 >1500/922
AP22 50 2566 880 34 7714 >1500/1481+286
AP32 50 1867 481 26 9611 1119+191/440+40
AP34 50 2657 818 31 106+8 492+216/286+26
AP37 50 1423 1045 73 62+32 319£33/244£15
AP38 50 1350 1045 77 8+14 >1500/1219
AP39 50 1223 825 67 0+0
AP40 50 2069 289 14 46+45
AP41 50 2189 770 35 15+14 959+50/760+211
AP006 100 3143 506 16 8310
AP008 100 - 360 - 100+14
AP009 100 - 609 - 136441
AP012 100 5654 110 2 103+36 >1500/1027+348
AP013 100 5231 399 8 104+18 754+159/485+67
AP014 100 841 401 48 92421
AP015 100 4445 398 9 110439 >1500/679+137
AP016 100 6245 935 15 10749
AP017 100 3054 153 5 88+18 316£127/324+53
AP019 100 4890 625 13 73+29 847+238/536+248
AP020 100 4549 457 10 91+12 1263+227/640£74
AP022 100 2984 92 3 130410 988+188/760+211
AP023 100 2458 142 6 10149 290+244/244+73
AP024 100 3913 766 20 11327 704+34/510+122
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Da keine positive Korrelation der Thrombozytenaggregation und des Gehalts an 16slichem
Kollagen der Plaques verschiedener Patienten gefunden werden konnte, wurde im Folgenden
die Dosis-Wirkungsbeziechung des Kollagengehalts 3 unterschiedlicher Plaquehomogenate
(,,AP aktiv, ,AP schwach aktiv®, ,AP inaktiv") und der Plittchenaggregation genauer
analysiert. In Abb. 4.46 ist die Aggregation der Thrombozyten durch ansteigende
Konzentrationen eines inaktiven, eines schwach aktiven und eines stark aktiven

Plaquehomogenates in Abhdngigkeit der Plaquekollagenkonzentration dargestellt.
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Abb. 4.46: Vergleich der Plaque- und Kollagen-induzierten Thrombozytenaktivierung in Abhéngigkeit von
der _Kollagenkonzentration. A) Aufsteigende Konzentrationen von Horm®-Kollagen oder von 3
unterschiedlich aktiven Plaquehomogenaten (AP) wurden zu Citrat-PRP pipettiert und die
Thrombozytenaggregation fiir 10 min bei 37°C im Aggregometer bestimmt. B) Aufsteigende
Konzentrationen an fibrillirem Horm®-Kollagen, loslichem Kollagen Typ I oder loslichem Kollagen Typ III
wurden zu Citrat-PRP pipettiert und die Thrombozytenaggregation fiir 10 min bei 37°C gemessen. Die
Aggregationswerte (% Lichttransmission nach 10 min; PRP = 0%, PPP = 100%) stellen die MW=SA aus 3
bis 6 Messungen mit dem Citrat-PRP unterschiedlicher Probanden dar.

Ab einer Plaquekollagenkonzentration von ca. 15 pg/ml (entspricht einer Plaquekonzentration
von ca. 2,5 mg Feuchtgewicht/ml) war auch die inaktive atheromatdse Lésionen in der Lage,
eine geringfiigige Aggregation der Thrombozyten zu erzielen (Abb. 4.46 A). Das schwach
aktive Plaquehomogenat rief bereits ab einer Plaquekollagenkonzentration von ca. 5 bis 10
pg/ml (entspricht einer Plaquekonzentration von ca. 0,8-1,6 mg Feuchtgewicht/ml) eine
Pléttchenaggregation hervor. Bei dem stark aktiven Plaquehomogenat reichten bereits weniger
als 5 pg/ml zugegebenes Plaquekollagen (entspricht einer Plaquekonzentration < 0,8 mg
Feuchtgewicht/ml) aus, um die Pléttchen zu aktivieren. Der Gehalt eines Plaquehomogenates an
16slichem Kollagen schien folglich also zumindest in diesen Versuchen negativ mit dessen
thrombozytenstimulierender Aktivitdt zu korrelieren. Obwohl manche individuelle inaktive
Plaques auch einen hohen Gehalt an 16slichem Kollagen aufwiesen, zeigte das Verhiltnis des
Gehalts an 16slichem Kollagen und der Thrombozytenaktvierbarkeit der Plaques der einzelnen

Patienten keine eindeutige negative Korrelation (y =-2,6201 x + 736,68; R*= 0,1301; r=0,36).
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Dariiber hinaus bestand auch zwischen dem prozentualen Anteil an l6slichem Kollagen des
Gesamtproteingehalts der Plaques und der durch die atheromatésen Lésionen induzierten
Thrombozytenaggregation kein absolut klarer negativer Zusammenhang (y = -0,3187 x +
56,045; R?=0,2715; r =-0,52) (Tab. 4.2).

Es fiel auf, dass verglichen mit fibrilliren Horm"™-Kollagen, hohere Konzentrationen an
l16slichem Plaquekollagen zum PRP gegeben werden mussten, um eine vergleichbare
Aktivierung der Thrombozyten hervorzurufen (Abb. 4.46 A). So induzierte eine Konzentration
von 15 pg/ml Plaquekollagen des aktiven Plaquehomogenates eine maximale Aggregation im
PRP, welche verglichen mit der zur Stimulation der maximalen Plattchenaggregation
benoétigten Konzentration an fibrillirem Kollagen (0,5 pg/ml) um den Faktor 30 h6her war. Das
fibrilldre Kollagen stellt also einen deutlich stirkeren Pléttchenagonisten als das Plaquekollagen

dar.

Dosis-Wirkungskurven von 16slichem Kollagen Typ I und 16slichem Kollagen Typ III zeigten,
dass wesentlich hohere Konzentrationen dieser Kollagene bendtigt wurden, um eine mit dem
fibrilliren Horm"®-Kollagen vergleichbare Plittchenaggregation im PRP zu induzieren (Abb.
4.46 B). Auch die Kinetiken der Thrombozytenaktivierung unterschieden sich hierbei deutlich:
Losliches Kollagen Typ I (40 pg/ml) oder 16sliches Kollagen Typ III (10 ng/ml) aktivierte die
Plédttchen nach einer Verzogerungs (,,/ag*)-Phase von ca. 3,5 oder ca. 2,5 min nach dessen
Zugabe zum PRP; fibrilldres Kollagen hingegen induzierte bereits nach weniger als 0,5 min
nach dessen Zugabe zum PRP einen ,,shape change*, sowie die darauf folgende Aggregation
der Thrombozyten. Insgesamt schien die durch das 16sliche Kollagen Typ III hervorgerufene
Aggregation der durch das aktive Plaquehomogenat stimulierten Plattchenaggregation dhnlich
zu sein. Die Kollagen Typ I-vermittelte Aktivierung der Plittchen hingegen wies eher eine

Ahnlichkeit zu dem inaktiven Plaquehomogenat auf.

Zusammengefasst lieBen diese Ergebnisse vermuten, dass die Kollagenkomponenten der
atheromatosen Plaques nicht die typisch fibrillire Struktur des Horm®-Kollagens auswiesen.
Viel eher glich die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation der durch 16sliches Kollagen
vermittelten Aggregation, welche im Vergleich zu Horm®-Kollagen ebenfalls hohere

Konzentrationen bendtigte, um die Blutplédttchen zu aktivieren (Abb. 4.46 A und B).

Bei der morphologischen Untersuchung der 16slichen Typ I- und Typ III-Kollagene mittels
Immunfluoreszenz konnten in Abhéngigkeit vom Beschichtungsverfahren fibrillare Strukturen
in den beiden Kollagenen visualisiert werden. Nach Beschichtung der Glasoberflichen durch
Antrocknung der l6slichen Kollagene bei Raumtemperatur, wurden im 16slichen Kollagen Typ 1
eher ldngere und grofBere Kollagenfasern detektiert, welche jedoch nur duBlerst selten auftraten.

Im l6slichen Kollagen Typ III hingegen waren bei dieser Beschichtungsmethode viele kiirzere,
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eher mikrofibrillire Strukturen zu beobachten. Erfolgte die Kollagenbeschichtung der
Glasoberflachen allerdings nicht durch Antrocknung bei Raumtemperatur, sondern durch eine
24-stlindige Inkubation der Deckgldschen mit 16slichem Kollagen bei 4°C, dann konnten keine

typisch fibrilldren Strukturen mittels Immunfluoreszenz detektiert werden.

Aus diesem Grund war es nun interessant, die Morphologie der kollagenpositiven
Plaquestrukturen in aktiven und inaktiven Plaquehomogenaten mittels Fluoreszenzmikroskopie
zu vergleichen (Abb. 4. 47). Auf Grund der Tatsache, dass das gesamte Plaquehomogenat fiir
diese Untersuchungen auf die Glasoberflichen aufgebracht wurde, konnte man auch
abschitzen, ob der Gesamtkollagengehalt der aktiven und inaktiven Lasionen unterschiedlich
war. Auch bei diesen Untersuchungen ergaben sich weder in der Struktur der Kollagen Typ I-
und Kollagen Typ II-positiven Plaquekomponenten, noch im Gesamtkollagengehalt aktiver
und inaktiver Plaquehomogenate sichtbare Unterschiede (Abb. 4.47). Beide enthielten sowohl
Kollagen Typ I- als auch Kollagen Typ IlI-positive Komponenten, welche eine vergleichbare,

heterogene Morphologie aufwiesen.

aktiver Plaque

anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ llI-AK

inaktiver Plaque

anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ IlI-AK

Abb. 4.47: Vergleich Kollagen Typ I- und Kollagen Typ Ill-positiver Strukturen aktiver und inaktiver
Plaques. Glasdeckglischen wurden mit atheromatésen Plaquehomogenaten (5 mg Feuchtgewicht/ml)
beschichtet und deren Kollagenstrukturen mittels spezifischer anti-Kollagen Typ I- oder anti-Kollagen Typ
III-Antikérper (AK) gefirbt. Gezeigt sind konfokalmikroskopische Fluoreszenzaufnahmen der
kollagenpositiven Plaquestrukturen (griin), welche eine Thrombozytenaggregation im PRP auslésen
(aktiver Plaque), bzw. nicht auslosen (inaktiver Plaque). Dieses Experiment ist reprisentativ fiir 3
Kollagenfirbungen mit je 2 aktiven, bzw. 2 inaktiven Plaquehomogenaten. Lingenmafl: 50 pm.

In weiteren Experimenten wurde das Proteinprofil aktiver und inaktiver Plaquehomogenate
nach SDS-gelelektrophoretischer Auftrennung mittels Silberfarbung analysiert (siche
Abschnitte 3.2.12.3 und 3.2.12.4). Vergleichend dazu wurde der Kollagen Typ I-Anteil der
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Plaquehomogenate, welcher wie in Abb. 4.8 (siche Abschnitt 4.2.1) gezeigt wurde einen groflen
Teil des Plaquekollagens darstellt, nach SDS-gelelektrophoretischer Proteinauftrennung mittels
Westernblot mit einem spezifischen anti-Kollagen Typ I-Antikorper untersucht (sieche Abschnitt
3.2.12.5). Kollagen Typ I ist ein fibrilldres Kollagen, dessen rechtsgiingige Tripelhelix sich aus
3 linksgidngigen Kollagenpolypeptidketten, den o-Ketten, zusammensetzt (siche Abschnitt
1.4.1) (Prockop et al., 1995). Zwei dieser Polypeptidketten stellen die al1(I)-Ketten (~140 kDa)
dar. Die dritte Polypeptidkette ist die o2(I)-Kette (~130 kDa). Mit Hilfe der
gelelektrophoretischen Auftrennung des Kollagen Typ I kdnnen die beiden a-Ketten, sowie j3-
Ketten (Dimere aus 2 a-Ketten; > 190 kDa) und Degradationsfragmente der al(I)- und a2(I)-
Ketten nachgewiesen werden. Wie von Mattice ef al. beschrieben, weisen SDS-Kollagenpeptid-
Komplexe auf Grund ihres relativ hohen Gehaltes an Arginyl-, Histidyl- und Lysylresten haufig
von ithrem wirklichen Molekulargewicht abweichende, meist geringfiigig darunter liegende
molekulare Massen auf (Mattice et al., 1976).

Bei der Separation der Plaqueproteine mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) traten verschiedene methodische Schwierigkeiten auf, welche vor allem darin
bestanden, die Plaquekollagene so zu l0sen, dass diese gelelektrophoretisch aufgetrennt werden
konnten. Es wurde die Zusammensetzung der Probenauftragspuffer mehrfach modifiziert und
verschiedene Proteinauftrennungsverfahren, wie die native Gelelektrophorese (Ramshaw et al.,
1988) oder die SDS-PAGE (Laemmli, 1970), sowie Variationen innerhalb dieser Verfahren (z.
B. Variationen des Polyacrylamidgehalts der Gele) miteinander verglichen. Nach mehreren
fehlgeschlagenen Versuchen in denen keine erhdhte Loslichkeit der Plaqueproteine in den
Proben erzielt, bzw. keine Kollagenstrukturen nach Gelelektrophorese nachgewiesen werden
konnten, erwiesen sich die Probenaufbereitung mit einem speziellen Auftragspuffer, welcher
hohe Konzentrationen an SDS, sowie Triton X-100 und Natriumdeoxycholat enthielt, und eine
SDS-PAGE mit 8%igen Polyacrylamidgelen, bzw. 4 bis 20%igen
Polyacrylamidgradientengelen, als das am besten geeignete Verfahren zur Auftrennung der
Plaqueproteine sowie zum Nachweis kollagenpositiver Strukturen in den atherosklerotischen
Lisionen (siche Abschnitt 3.2.12.3). In der in Abb. 4.48 dargestellten Silberfarbung eines SDS-
Polyacrylamidgels wurden Proben von fibrillirem Horm®-Kollagen und 16slichem Kollagen
Typ I, sowie von aktiven und inaktiven Plaquehomogenaten vor und nach dem Verdau mit

bakterieller Kollagenase, aufgetragen.

Das fibrillire Horm"®-Kollagen konnte auf Grund seiner tripelhelikalen Struktur nicht mittels
SDS-PAGE separiert werden (Abb. 4.48, Spur 2). Ein geringer Teil des Horm"-Kollagens
durchlief zwar das 4%ige Sammelgel, konnte jedoch nicht in das 8%ige Trenngel einlaufen.
Diese Bande zwischen Sammel- und Trenngel war nach der Vorbehandlung des Horm"-

Kollagens mit Kollagenase nahezu verschwunden (Abb. 4.48, Spur 3).
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Abb. 4.48: Vergleich der Kollagenzusammensetzung und des Kollagengehalts aktiver und inaktiver
Plaguehomogenate, sowie von fibrillirem und léslichem Kollagen. Fibrillires Horm®-Kollagen (~20 pg),
losliches Kollagen Typ I (~5pg), sowie 2 aktive (AP1, AP2) und ein inaktiver Plaque (AP3) (~0,7 mg
Feuchtgewicht) wurden mittels SDS-PAGE (4%iges Sammel-, 8%iges Trenngel) separiert und die
aufgetrennten Proteinbanden anschlieBend mittels Silberfirbung visualisiert. Dariiber hinaus wurden den
Kontrollen entsprechende Mengen der kollagenaseverdauten Anséitze der Kollagene und Plaquehomogenate
(AP1, AP2, AP3), sowie der durch sich wiederholende Einfrier- und Auftauzyklen und eine
Langzeitlagerung bei -20°C generierten inaktivierten Formen der beiden aktiven Plaques (,AP1
inaktiviert“, ,,AP2 inaktiviert“), welche im Gegensatz zu deren Kontrollen keine Thrombozytenaggregation
mehr im PRP induzierten, auf das Gel aufgetragen. Links sind die molekularen Massen in kDa angegeben.

Gelspuren:

1. Proteinstandard 6. AP1-Kontrolle (aktiver Plaque)
2. Horm®-Kollagen-Kontrolle 7. AP1-Kollagenaseverdau

3. Horm®-Kollagen-Kollagenaseverdau 8. AP1 inaktiviert

4. Kollagen Typ I-Kontrolle 9. AP2-Kontrolle (aktiver Plaque)
5. Kollagen Typ I-Kollagenaseverdau 10. AP2-Kollagenaseverdau

11. AP2 inaktiviert
12. AP3-Kontrolle (inaktiver Plaque)
13. AP3-Kollagenaseverdau
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Das losliche Kollagen Typ I konnte im Gegensatz zum fibrilliren Kollagen mittels
Silberfarbung visualisiert werden (Abb. 4.48, Spur 4). Es traten hier eine Doppelbande bei in
etwa 130 kDa (**), welche sich vermutlich aus den beiden a-Ketten, al(I) und o2(I), des
Kollagen Typ I zusammensetzte, sowie auch eine relativ schwach sichtbare Bande bei in etwa
200 kDa (*) auf, welche einer P-Kette des Kollagen Typ [ entsprechen konnte.
Degradationsprodukte des der al(I)- und o2(I)-Ketten konnten nicht nachgewiesen werden.
Auch beim 1slichen Kollagen Typ I konnte ein Teil des Proteins wie zuvor beim Horm"-
Kollagen zwar am Beginn des Sammelgels, nicht aber im Trenngel der SDS-PAGE gefunden
werden, was auf das Vorhandensein hoch-molekulargewichtiger Kollagenmultimere
zuriickgefiihrt werden konnte (Savage et al., 1999). Nach Kollagenase-Verdau des ldslichen
Kollagen Typ I wurden mittels Silberfairbung weder a- oder B-Ketten, noch kleinere

Kollagendegradationsfragmente detektiert (Abb. 4.48, Spur 5).

Vergleichend zur Silberfarbung wurde nach der SDS-Gelelektrophorese ein Westernblot mit
einem spezifischen anti-Kollagen Typ I-Antikdrper durchgefiihrt (Abb. 4.49 A und B).
Losliches Kollagen Typ I konnte mit den anti-Kollagen Typ I-Antikdrpern immunologisch
nachgewiesen werden (Abb. 4.49 B, Spur 1). Es waren hier die Doppelbande (**) mit in etwa
der molekularen Masse der al(I) - und a2(I)-Ketten des Kollagen Typ I, eine Bande (*) mit in
etwa der molekularen Masse der B-Kette des Kollagen Typ I, sowie eine Bande (}) am Beginn
des Trenngels sichtbar. Nach dem Verdau des 16slichen Kollagen Typ I mittels bakterieller
Kollagenase waren diese kollagenpositiven Strukturen vollstindig verschwunden (Abb. 4.49 B,

Spur 2), was auf eine hohe Spezifitéit des eingesetzten anti-Kollagen Typ I-Antikorpers hinwies.

Die Auftrennung aktiver (AP1, AP2 und AP4) und inaktiver Plaquehomogenate (AP3) mittels
SDS-PAGE und Silberfarbung, bzw. Immunoblot mit einem anti-Kollagen Typ I-Antikorper
ergab folgende Ergebnisse: In den aktiven Plaques (AP1 und AP2) waren in der Silberfirbung
Proteinbanden auf der Hohe der al(I)- und a2(I)-Ketten des Kollagen Typ I schwach sichtbar
(Abb. 4.48, Spuren 6 und 9). Nur ein Teil des Plaqueproteins, welches auf das Gel
aufgetragenen wurde, wurde separiert; ein relativ grofler Teil der Plaqueproteine konnte in den
Gelauftragstaschen und zwischen dem Sammel- und dem Trenngel mittels Silberfairbung
detektiert werden (Abb. 4.48, Spuren 6-13). Nach Kollagenasebehandlung der aktiven Plaques
(AP1 und AP2), welche durch den Kollagenverdau ihre Aggregationsaktivitdt verloren hatten
(Daten nicht gezeigt), traten keine oder deutlich schwéchere Signale auf der Hohe der al(I)-
und o2(I)-Ketten als in den Kontrollansdtzen auf (Abb. 4.48, Spuren 7 und 10). Mittels
Immunoblot mit einem anti-Kollagen Typ I-Antikorper konnten in den aktiven
Plaquehomogenaten (AP1, AP2 und AP4) Signale mit molekularen Massen, welche in etwa den
molekularen Massen der al(I)- und a2(I)-Ketten entsprachen, detektiert werden (Abb. 4.49 A,
Spuren 1 und 3; Abb. 4.49 B, Spuren 3, 5 und 7). Neben diesen beiden Signalen traten weitere
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Banden in den Gelspuren der aktiven Plaquehomogenate auf, welche moglicherweise
Degradationsfragmente  des  Kollagen Typ I darstellen konnten. Nach  der
Kollagenasebehandlung aktiver Plaques (AP2 und AP4) konnten bis auf 2 unspezifische
Proteinbanden (etwa 60 und 65 kDa) keine Kollagen Typ I-positiven Signale mehr visualisiert
werden (Abb. 4.49 A, Spuren 2 und 4), was auf eine hohe Spezifitit der Interaktion der

Antikorper mit dem kollagenpositiven Strukturen des Plaquematerials hindeutete.
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Abb. 4.49: Kollagen Typ I-Westernblot von léslichem Kollagen und aktiven, bzw. inaktiven
Plaguehomogenaten. A) Zwei aktive (AP2 und AP4) Plaques (~0,7 mg Feuchtgewicht) wurden mittels SDS-
PAGE (8%) separiert, und ein Westernblot mit einem anti-Kollagen Typ I-Antikérper durchgefiihrt.
Zusitzlich wurden den Kontrollen entsprechende Mengen der kollagenaseverdauten Ansitze dieser
Plaques, welche im Gegensatz zu deren Kontrollen keine Thrombozytenaggregation mehr im PRP
hervorriefen, auf das Gel aufgetragen und deren Kollagen Typ I-positive Strukturen visualisiert. B)
Losliches Kollagen Typ I (~5pg), sowie 3 aktive (AP1, AP2 und AP4) und ein inaktiver Plaque (AP3) (~0,7
mg Feuchtgewicht) wurden mittels Gradientengelelektrophorese (4-20% Polyacrylamid) separiert, und ein
Westernblot mit einem anti-Kollagen Typ I-Antikorper durchgefiihrt. Zusétzlich wurden den Kontrollen
entsprechende Mengen des kollagenaseverdauten Ansatzes des loslichen Kollagen Typ I, sowie der durch
sich wiederholende Einfrier- und Auftauzyklen, sowie eine Langzeitlagerung bei -20°C generierte
inaktivierten Formen der 3 aktiven Plaques (,,AP1 inaktiviert, ,AP2 inaktiviert*, ,,AP4 inaktiviert®),
welche im Gegensatz zu deren Kontrollen keine Thrombozytenaggregation mehr im Citrat-PRP zu
induzierten, auf das Gel aufgetragen und deren Kollagen Typ I-positive Strukturen visualisiert. Links von
den Westernblots sind jeweils die molekularen Massen in kDa angegeben.

Spuren:

A) 1. AP2-Kontrolle (aktiver Plaque) B) . Kollagen Typ I-Kontrolle
2. AP2-Kollagenaseverdau

3. AP4-Kontrolle (aktiver Plaque)

. Kollagen Typ I-Kollagenaseverdau
. AP1-Kontrolle (aktiver Plaque)

. AP1 inaktiviert

. AP2-Kontrolle (aktiver Plaque)

. AP2 inaktiviert

. AP4-Kontrolle (aktiver Plaque)

. AP4 inaktiviert

. AP3 (inaktiver Plaque)

4. AP4-Kollagenaseverdau
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AuBer der Kollagenasebehandlung wurden die aktiven Plaquehomogenate (AP1, AP2 und AP4)
durch die Kombination aufeinander folgender Einfrier- und Auftauzyklen (mindestens 3
Zyklen), sowie einer Langzeitlagerung bei -20°C inaktiviert. Der Verlust der
Aggregationsaktivitit dieser Plaqueproben wurde mittels turbidimetrischer
Aggregationsbestimmung im PRP nachgewiesen (Daten nicht gezeigt) und die Proteine dieser
Ansitze anschlieend mittels SDS-PAGE separiert. Trotz der Unfdhigkeit dieser Proben eine
Aggregation im PRP zu induzieren, zeigten sie in der Silberfiarbung (Abb. 4.48, Spuren 8 und
11) und im Westernblot mit einem anti-Kollagen Typ I-Antikorper (Abb. 4.49 B, Spuren 4, 6
und 8) ein &dhnliches Proteinmuster wie ihre entsprechenden unbehandelten, aktiven
Plaquekontrollen. Ein Unterschied zwischen den aktiven und durch Einfrier- und Auftauzyklen,
sowie der Lagerung bei -20°C generierten inaktivierten Plaqueproben bestand jedoch nach
Silberfarbung. Bei den inaktivierten Proben schien ein groBerer Teil des Plaquematerials in das
Gel eingelaufen zu sein (Abb. 4.48, Spuren 8 und 11).

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass der Gehalt an 16slichem Kollagen Typ
I-positivem Plaquekollagen, bzw. an al(I)- oder a2(I)-Ketten, die Aktivitdt des Plaquematerials
nicht beeinflusst. Ein von vornherein inaktiver Plaque (AP3) wies im Westernblot mit dem anti-
Kollagen Typ I-Antikorper ebenfalls Signale, welche der molekularen Masse der al(I)- oder
a2(I)-Ketten des Kollagen Typ I entsprachen, auf (Abb. 4.49 B, Spur 9).

4.6.3. Korrelation von Plaque-Aktivitiat und Glykoprotein VI-Bindung

In Abschnitt 4.3 wurde der thrombozytidre Kollagenrezeptor GPVI als einer der wichtigsten
Vermittler der Plaque-induzierten Thrombozytenaktivierung beschrieben. Im Folgenden stellte
sich nun die Frage, ob die Aktivitdt der atheromatosen Lésionen moglicherweise mit deren
Féhigkeit GPVI zu binden korreliert. In Zusammenarbeit mit Dr. Christian Schulz
(Herzzentrum Miinchen, Miinchen, Deutschland) wurde daher die Bindung des rekombinantem
GPVI-Proteins (GPVI-Fc) (Massberg et al., 2004) an immobilisierte Plaquehomogenate mittels
eines enzymgekoppelten Immunadsorptionsassays (ELISA) untersucht (Abb. 4.50). Losliches
Kollagen Typ I und 16sliches Kollagen Typ III wurde als Referenz eingesetzt. Zusétzlich zu den
atheromatdsen Plaquehomogenaten wurde die Interaktion von GPVI-Fc auch mit den
Homogenaten separat préparierter lipidreicher Plaquekernregionen und fibroser Plaquekappen

analysiert.

Wie in Abb. 4.50 gezeigt, konnte das rekombinante GPVI-Protein sowohl an die atheromatdsen
Plaquehomogenate als auch an die Homogenate der fibrosen Plaquekappen spezifisch binden,
was darauf hinwies, dass GPVI mit den Kollagen enthaltenden Komponenten in
atherosklerotischen Lésionen interagieren kann. Verglichen mit der Interaktion von GPVI-Fc
mit 16slichem Kollagen Typ I oder loslichem Kollagen Typ III war die Bindung des

rekombinanten Proteins an die atheromatdsen Plaquehomogenate, bzw. die fibrosen
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Plaquekappen allerdings gering. Im Gegensatz zur spezifischen Interaktion von GPVI-Fc mit
den atheromatdsen Lésionen und fibrosen Kappen konnte das rekombinante Protein nicht

spezifisch an die lipidreichen Plaquekernregionen binden.
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Abb. 4.50: Bindung des rekombinanten GPVI-Proteins an lésliches Kollagen und atheromatdise
Plaquehomogenate (AP), sowie die Homogenate lipidreicher Plaquekernregionen und fibréser
Plaquekappen. Die Bindung des rekombinanten GPVI-Proteins (GPVI-Fc¢) an lésliches Kollagen Typ I und
Typ III, sowie an die Homogenate der atheromatosen Plaques (AP) 12 unterschiedlicher Patienten, der
lipidreichen Plaquekernregionen 7 unterschiedlicher Patienten und der fibrosen Plaquekappen 4
unterschiedlicher Patienten wurde wie folgt mittels ELISA bestimmt. Das Kollagen (1 pg) oder das
Plaquematerial (je 0,15 mg Feuchtgewicht) wurde in Zellkulturschilchen immobilisiert und unspezifische
Bindungsstellen iiber Nacht bei 4°C mit Rotiblock abgesiittigt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 1 h bei
RT mit GPVI-Fc¢ (20 pg/ml in PBST) oder der gleiche Menge an Fc-Kontrolle inkubiert. Nachdem der Fc-
Teil des rekombinanten GPVI, bzw. der Fc-Kontrolle durch Inkubation (1 h bei RT) mit einem
Meerrettichperoxidase-gekoppelten anti-Fc-Antikérper (1:10.000) gebunden wurde, wurde das
Meerrettichperoxidase-Substrat ,,BM Blue POD Substrate® zugegeben. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von H,SO, (1 M) gestoppt und der Umsatz des Substrates bei einer Wellenliinge von 450 nm gegen
eine Referenzwellenlinge von 690 nm gemessen. Die Bindung von GPVI-Fc ist in % der Bindung der Fc-
Kontrolle angegeben. Die Werte im Balkendiagramm stellen die MW=+SA aus 3 Messungen mit Kollagen
TypI/I11, 28 Messungen mit den 12 AP-Homogenaten, 15 Messungen mit den 7 lipidreichen Kernregionen
und 9 Messungen mit den 4 fibrosen Plaquekappen dar. Rechts im Balkendiagramm sind die % GPVI-Fc-
Bindung der 12 AP-Homogenate getrennt nach deren Thrombozyten (Tz)-aktivierenden Eigenschaften (Tz-
Aktivitiit >, bzw. < 80% der Kollagen (2,5 pg/ml)-induzierten Aggregation) im Citrat-PRP dargestellt. * p <
0,05 fiir Kollagen Typ I/III, AP, fibrose Kappe und AP (Tz-Aktivitit > 80%) versus Fc-Kontrolle; 1 p < 0,05
fiir AP (Tz-Aktivitit > 80%) vs. AP (Tz-Aktivitiit < 80%).

Die in diesen Experimenten analysierten atheromatdsen Plaques von 12 verschiedenen
Patienten wiesen eine unterschiedliche thrombozytenaktivierende Aggregationsaktivitdt im PRP
auf (Tab. 4.3), welche wie in Abschnitt 4.6.2 dargestellt nicht auf deren unterschiedlichen

Gehalt an loslichem Kollagen zuriickgefiihrt werden konnte. Aus diesem Grund wurde
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untersucht, ob die Plaque-Aktivitét dieser atheromatdsen Lésionen moglicherweise mit deren

Bindung an das rekombinante GPVI-Protein korreliert.

Tab. 4.3: Gegeniiberstellung der thrombozytiren Aktivitit und der Bindung des rekombinanten GPVI-
Proteins (GPVI-Fc) von die atheromatisen Plaques (AP) 12 unterschiedlicher Patienten. Die Plaque (1,25
mg Feuchtgewicht/ml)-induzierte Thrombozytenaggregation der 12 verschiedenen AP-Homogenate wurde
im Citrat-PRP mittels turbidimetrischer Aggregationsmessung bestimmt. Die Aggregationswerte (% der
Kollagen (2,5 pg/ml)-induzierten Aggregation) stellen MW, bzw. MW=SA aus 2 bis 5 Messungen mit dem
PRP verschiedener Probanden dar. Die Untersuchung der Bindung von GPVI-Fe¢ (% Bindung der Fc-
Kontrolle) an das Plaquematerial wurde wie in Abb. 4.48 beschrieben durchgefiihrt. Die Werte stellen die
MW aus einer bis 3 Messungen pro Plaquehomogenat dar.

Plaquehomogenat Aggregation im Citrat-PRP GPVI-Fc-Bindung
q 9 [% der Kollagenkontrolle] [% der Fc-Kontrolle]
AP20 0+0 140
AP38 8+14 10
AP39 17+28 140
AP40 46+45 160+80
AP006 83+10 150+40
AP010 92 150
AP014 92421 240
AP016 100+15 180
AP023 101+9 250+70
AP012 103+36 190
AP024 113+27 180+60
AP022 130+10 180+60

Zwischen der Plaque-Aktivitit und der Bindung von GPVI-Fc an das Plaquematerial konnte
eine positive, jedoch eher nur miBige Korrelation nachgewiesen werden (r = 0,6613) (Abb.
4.51). Ein inaktives Plaquehomogenat (AP20) war ebenso wie die aktiven Plaques in der Lage,
das rekombinante Protein zu binden (Tab. 4.3 und Abb. 4.51). Dariiber hinaus gab es
atheromatdse Lésionen (AP 38 und AP 40), welche nicht spezifisch an GPVI-Fc gebunden

haben und dennoch eine Thrombozytenaggregation im PRP induzierten.

Auffillig bei diesen Untersuchungen war allerdings, dass alle stark aktiven Plaquehomogenate
(Tz-Aktivitdt > 80%; n = 8 AP) mit 186+56% Bindung der Fc-Kontrolle (MW=SA; n=19) eine
signifikant hohere GPVI-Fc-Bindung aufwiesen als die schwécher oder gar nicht aktiven
Plaquehomogenate (Tz-Aktivitit < 80%; n = 4 AP), welche sich mit 137+49% Bindung der Fc-
Kontrolle (MW=+SA; n=9) nicht signifikant von der Kontrolle und der Bindung von GPVI-Fc an
die lipidreichen Plaquekernregionen unterschieden (Abb. 4.50 und 4.51).
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Abb. 4.51: Korrelation der thrombozytiren Aktivitit und der Bindung des rekombinanten GPVI-Proteins
(GPVI-Fc) der atheromatiosen Plaques (AP) 12 unterschiedlicher Patienten. Die Plaque (1,25 mg
Feuchtgewicht/ml)-induzierte Thrombozytenaggregation der 12 verschiedenen AP-Homogenate im Citrat-
PRP wurde mittels turbidimetrischer Aggregationsmessung bestimmt. Die Aggregationswerte (% der
Kollagen (2,5 pg/ml)-induzierten Aggregation) stellen MW aus 2 bis 5 Messungen mit dem PRP
verschiedener Probanden dar. Die Bindung von GPVI-Fc¢ (% Bindung der Fc-Kontrolle) an das
Plaquematerial wurde wie in Abb. 4.48 beschrieben bestimmt. Die Werte stellen MW aus einer bis 3
Messungen pro Plaquehomogenat dar.

Zusammengefasst konnte aus den Untersuchungen zur Korrelation der Plaque-Aktivitét und der
Bindung des Plaquematerials an GPVI geschlossen werden, dass Plaques, welche in der Lage
waren, spezifisch mit GPVI zu interagieren, eine hohe, bzw. maximale
Thrombozytenaktivierung induzierten. Andererseits haben diese Experimente ebenfalls gezeigt,
dass die Blutplittchen auch durch Plaquehomogenate aktiviert werden konnen, welche eine
relativ geringe, bzw. keine GPVI-Fc-Bindung zeigten. Weiterhin wies die im Vergleich zu dem
atheromatdsen Plaquematerial sehr starke Bindung des rekombinanten GPVI-Proteins an das
16sliche Kollagen Typ I und Kollagen Typ III darauf hin, dass die Hohe der GPVI-Fc-Bindung
nicht mit der Pléttchenaktivierung korreliert, welche nach der Stimulation mit 16slichem
Kollagen Typ I und Typ III geringer ausfiel als nach der Stimulation mit Plaque (siche Abb.
4.46, Abschnitt 4.6.2).

4.7. Resultate _zur _Aufbereitung und Konservierung des
atherosklerotischen Plaguematerials

4.7.1. Plaque-Aufbereitungsmethoden und deren Einfluss auf die Plaque-
induzierte Thrombozytenadhision und Aggregatbildung sowie die

Gerinnung

Nicht alle der in dieser Arbeit untersuchten atheromatosen Lésionen waren in der Lage,

Thrombozyten zu aktivieren oder Fibrinbildung zu induzieren. Wie bereits in den Abschnitten
4.1.1, 4.1.2 und 4.6 ausgefiihrt, riefen die Plaquehomogenate einiger Patienten weder eine

Thrombozytenaggregation in pldttchenreichem Plasma, noch eine Koagulation in
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plattchenarmem oder pléttchenreichem Plasma hervor. Da es, wie in Abschnitt 4.6.2
beschrieben wurde, moglich war, die Aktivitit einiger Plaquehomogenate durch die
Kombination aufeinander folgende Einfrier- und Auftauzyklen und einer Langzeitlagerung bei -
20°C zu verringern, bzw. diese urspriinglich aktiven Plaques sekunddr zu inaktivieren, stellte
sich die Frage, ob die Aktivitdt des Plaquematerials moglicherweise durch die Aufbereitung
und Konservierung, bzw. Lagerung der Gewebehomogenate beeinflusst wurde. Die meisten der
in dieser Studie getesteten atheromatdsen Léasionen, welche als so genannte atheromatdse
Plaques (Abkiirzungen: A-Plaques oder AP) bezeichnet wurden, wurden nach ihrer Entnahme
aus den Patienten bei 4°C gelagert, am gleichen oder Folgetag in fliissigem Stickstoff schock
gefroren und anschlieBend bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt (siche Abschnitt
3.2.1). Nach dem vorsichtigen Auftauen der Gewebestiicke auf Eis, wurden diese mit
Glaspotter und Pistill in Dialysepuffer homogenisiert und die fertigen Plaquehomogenate bei -
80°C gelagert. Da die Moglichkeit bestand, dass sich die Zwischenlagerung des frisch aus den
Patienten entnommenen Plaquematerials bei 4°C negativ auf die thombozyten- und
gerinnungsaktivierenden Eigenschaften der Lidsionen auswirkte, wurde untersucht, ob die
biologische Aktivitdt durch das sofortige Einfrieren der Plaques in fliissigem Stickstoff nach der
Entnahme (sieche Abschnitt 3.2.1) eventuell besser konserviert wire. Die auf diese Weise
behandelten Plaqueproben wurden als so genannte gefrorene atheromatdse Plaques
(Abkiirzungen: G-Plaques oder GP) bezeichnet. Das sofortige Schockgefrieren der Lisionen
schien die Plaque-stimulierte Aggregation in Hirudin-antikoaguliertem Blut zu verringern (Abb.
4.52). Die Aggregation der A-Plaques betrug 70426 Aggregationseinheiten (AE) (237+107 AE
x min) (MW=SA; n=13), die der sofort schock gefrorenen G-Plaques 53+18 AE (255155 AE x
min) (MW=SA; n=43). Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Unabhéngig davon bestand auch kein Unterschied des inhibierenden Effekts des anti-GPVI-
Antikdrpers 5C4 (10 pg/ml) auf die Plaque-induzierte Aggregation im Hirudinblut wenn 0,83
mg Feuchtgewicht/ml eines A-Plaques (92% Hemmung, n=2)- oder eines G-Plaques (94%

Hemmung, n=2) als Plattchenagonist eingesetzt wurden (siche Abschnitt 4.3.3.1).
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Abb. 4.52: Effekt verschiedener Plaque-Aufbereitungsmethoden auf die Plaque-induzierte Aggregation im
Blut. Hirudin-antikoaguliertes Blut wurde mit 0,83 mg Feuchtgewicht/ml (5 pl der 100 mg
Feuchtgewicht/ml Homogenate) Plaquehomogenat versetzt und die darauf folgende Aggregation der
Thrombozyten im Multiplate®-Geriit bestimmt. Drei unterschiedliche Plaque-Aufbereitungsverfahren
wurden hierbei verglichen. Die ,,A-Plaques“ (AP; n=5) wurden nach der Entnahme aus dem Patienten bei
4°C zwischengelagert, die ,,G-Plaques* (GP; n=5) sofort schock gefroren und die ,,GS-Plaques*“ (GSP; n=5)
zusitzlich zum Schockgefrieren unter absolut sterilen Bedingungen weiterverarbeitet. Im Balkendiagramm
sind die im Multiplate®-Geriit gemessenen Werte als Aggregationseinheiten (AE) angegeben und stellen die
MW=SA aus 13 Experimenten mit 5 A-Plaques, 43 Experimenten mit 5 G-Plaques und 26 Experimenten
mit 5 GS-Plaques mit dem Hirudinblut verschiedener Probanden dar.

Unter arteriellen Flussbedingungen mit Scherraten von 1500 s war die Aggregatbildung der
Thrombozyten auf mit A-Plaques- und G-Plaques-beschichteten Glasoberflichen ebenfalls
vergleichbar stark (siche Abb. 4.43, Abschnitt 4.5.1.3 fiir AP und Abb. 4.29, Abschnitt 4.4.2 fiir
GP). Die Adhésion der Blutplittchen an dem sofort schock gefrorenen Lésionen allerdings fand
nicht wie zuvor an den bei 4°C zwischengelagerten Préparaten erst nach ca. 3 min (siche
Abschnitt 4.2.3), sondern schneller, nach bereits ca. 1 bis 2 min statt (Daten nicht gezeigt). Die
G-Plaques schienen die Adhdsion und Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen also

schneller zu induzieren als die A-Plaques.

Eine weitere Modifikation der Plaque-Aufbereitungsmethode bestand darin, die
atherosklerotischen Lésionen nach dem Schockgefrieren, der Lagerung bei -80°C und dem
vorsichtigen Auftauen auf Eis, unter absolut sterilen Bedingungen weiter zu verarbeiten (siche
Abschnitt 3.2.1). Dieses Plaquematerial, die so genannten gefrorenen und steril behandelten
atheromatdsen Plaques (Abkiirzungen: GS-Plaques oder GSP), war dhnlich aggregationsaktiv
wie die Plaquehomogenate der beiden ersten Aufbereitungsverfahren zuvor und induzierte mit
5625 AE (248+222 AE x min) (MW=SA; n=26) eine vergleichbare Thrombozytenaggregation
im Hirudinblut (Abb. 4.52).

Der auffilligste Effekt des nach der Plaque-Entnahme unmittelbar erfolgenden
Schockgefrierens, im Vergleich zur Lagerung nach der Entnahme bei 4°C bestand beziiglich
der Plaque-stimulierten Fibrinbildung. Sowohl die G-Plaques (Daten nicht gezeigt), als auch die

GS-Plaquehomogenate induzierten im Gegensatz zu den bei 4°C zwischengelagerten A-Plaques
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(siche Abb. 4.7, Abschnitt 4.1.2) im PPP eine rasche Fibrinbildung (343+186 sek.; MW=SA;
n=4) (Abb. 4.54). Bei der durch die G- und GS-Plaques hervorgerufenen Fibrinbildung bestand
dariiber hinaus auch kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den Gerinnungszeiten in
PPP und PRP (339+131 sek.; MW=+SA; n=4) wie sie zuvor fiir die A-Plaques beobachtet wurde
(siche Abb. 4.7, Abschnitt 4.1.2). Das sofortige Schockgefrieren des frisch entnommenen
Plaquegewebes und die sterile Plaque-Aufbereitung wirkten sich also vor allem auf die

gerinnungsaktivierenden Eigenschaften des Plaquematerials positiv aus.

Abgesehen vom Effekt der Zwischenlagerung und sterilen Aufbereitung der Plaques wurden
auch unterschiedliche Zusammensetzungen des Homogenisationspuffers untersucht, welche
einen Einfluss auf die Haltbarkeit der Proben bei -80°C haben kdnnten. Es wurde hierbei
sowohl die Zugabe eines Proteaseinhibitorcocktails, welcher die Aktivitit der moglicherweise
in den isolierten Plaquegeweben vorkommenden proteolytischen Enzyme hemmen kann, als
auch die Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen an Glycerin, welches z. B. hdufig in
Gefrierpuffern zur Stabilisierung der Protein-, Zucker- und Aminosdurestruktur und somit zum
Schutz vor Proteindenaturierung wihrend des Kristallisierungsprozesses eingesetzt wird,
vergleichend analysiert. Abgesehen von der Langzeitlagerung bei -80°C wurde ein Teil eines
jeden Plaquehomogenates nicht schock gefroren, sondern bei 4°C aufbewahrt und dessen
Aktivitdt iiberpriift, da bekannt war, dass z. B. Lipoproteine wie das LDL empfindlich auf ein
Einfrieren reagieren und bei diesem Prozess moglicherweise degradiert werden kdnnten. Zur
Durchfiihrung dieser Experimente wurden Plaqueprdparate von 4 verschiedenen Patienten
sofort nach der Entnahme unter absolut sterilen Bedingungen homogenisiert, die Homogenate
in 5 gleiche Teile getrennt und auf 5 unterschiedliche Weisen (Plaque-Aufbereitungsverfahren
I-V) weiter behandelt (Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3: Ubersicht iiber verschiedene Verfahren zur Plaguekonservierung und Lagerung.

Aufbereitungsverfahren Homogenisierung homogenisiert in Lagerung bei

| steril Dialysepuffer 4°C

Dialysepuffer +
1} steril Proteaseinhibitorcockt 4°C
ail

-80°C  (schock

]l steril Dialysepuffer gefroren)

Dialysepuffer + 20% -80°C  (schock

v steril Glycerin gefroren)

Dialysepuffer + 30% -80°C  (schock

v steril Glycerin gefroren)
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Beim Vergleich der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregation im PRP ergab sich kein
signifikanter Unterschied der 5 auf verschiedene Weisen aufbereiteten Plaquehomogenate
(Abb. 4.53). Alle getesteten Plaquehomogenate waren einen Tag nach ihrer Herstellung in der
Lage, in etwa eine vergleichbare Blutplattchenaggregation im PRP hervorzurufen. Auch nach
einer Lagerzeitlagerung von 60, bzw. 120 Tagen induzierten diese auf unterschiedliche Weisen
konservierten und aufbewahrten Homogenate einer atheromatdsen Lédsion vergleichbare

Aggregationswerte im PRP.

140
Q2 130
o £ 120
o
110
ES
- g 100
2o 90
== 80 —&— Plaque (4°C)
oL —0— Plaque (4°C+PIC)
Sa ;g | - -k - Plague (-80°C)
< : - -/ - Plaque (-80°C+20% Glycerin)
= 507 —O0 - Plaque (-80°C+30% Glycerin)
40

1Tag 60 Tage 120 Tage

Abb. 4.53: Vergleich der Thrombozytenaggregation im PRP induziert durch unterschiedlich konservierte
Plagquehomogenate. Citrat-antikoaguliertes PRP wurde mit atheromatésem Plaquematerial (1,25 mg

Feuchtgewicht/ml) versetzt und darauf folgend die Aggregation der Thrombozyten bestimmt. Fiinf
unterschiedliche Konservierungsverfahren der Plaqueprobe eines Patienten (siche Tab. 4.4) wurden hierbei
verglichen und deren thrombozytenaktivierende Eigenschaften nach einem, 60 und 120 Tagen untersucht.
Im gezeigten Liniendiagramm stellen die Werte (% der Kollagen (2,5 pg/ml)-induzierten Aggregation)
MW+SA aus 4 Experimenten mit den Plaquepriparaten 4 unterschiedlicher Patienten im PRP
verschiedener Probanden dar. PIC = Proteaseinhibitorcocktail.

Die Auswirkung der 5 unterschiedlichen Konservierungs- und Lagerungsverfahren der Plaques
wurde auch auf die Plaque-induzierte Fibrinbildung im PPP und PRP untersucht. Bis auf die
Plaquehomogenate, welche bei 4°C gelagert und mit Proteaseinhibitorcocktail versetzt wurden,
ergaben sich hierbei keine wesentlichen Unterschiede beziiglich der Plaque-stimulierten
Gerinnungszeiten zwischen den einzelnen Plaqueproben (Abb. 4.54). Weder die Lagerung bei
4°C oder -80°C, noch die Zugabe von Glycerin in den Dialysepuffer verdnderte die Plaque-
induzierte Gerinnungszeit signifikant. AusschlieBlich die Zugabe von Proteinaseinhibitoren
zum Plaquematerial konnte die Zeit bis zur Fibrinbildung sowohl im PPP als auch im PRP
signifikant verzdgern, was durch eine Hemmung der Gerinnungsfaktoren (hauptsichlich
Serinproteasen) erkldrbar ist.
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Abb. 4.54: Vergleich der Fibrinbildung im PPP und PRP verursacht durch unterschiedlich konservierte
Plaguehomogenate. Citrat-antikoaguliertes PPP oder PRP wurde mit 12 mM CaCl,, 0,1 mM MgCl, und 32
pg/ml Korntrypsininhibitor versetzt und mit atheromatéosem Plaquematerial (1,65 mg Feuchtgewicht/ml)
stimuliert. Die Zeit (in sek.) bis zum Einsetzten der Plaque-induzierten Gerinnung wurde mittels
Thrombelastographie nach Rotationsprinzip im roTEM®-Gerit ermittelt. Fiinf unterschiedliche
Konservierungsverfahren der Plaqueprobe eines Patienten (siehe Tab. 4.4) wurden hierbei verglichen. Im
Balkendiagramm sind die MW=SA der Gerinnungszeiten aus 4 Experimenten mit den Plaques 4
unterschiedlicher Patienten gezeigt. PIC = Proteaseinhibitorcocktail. * p < 0,05 fiir Plaque (4°C+PIC)
versus Plaque (4°C; -80°C; -80°C+20%/30% Glycerin).

AbschlieBend wurde die Morphologie der kollagenpositiven Komponenten von einem Plaque,
von welchem 5 auf verschiedene Verfahren aufbereitete und gelagerte Homogenate hergestellt
wurden, miteinander verglichen (Abb. 4.55). Die Kollagen Typ I- und Kollagen Typ II-
positiven Strukturen unterschieden sich nicht wesentlich zwischen den bei 4°C oder -80°C,
bzw. mit Proteaseinhibitorcocktail versetzten Plaquehomogenaten (Abb. 4.55 A, B und C). Sie
zeigten alle eine starke Kollagen Typ I-positive Fluoreszenz, wohingegen die Kollagen Typ III-
positiven Komponenten bei diesen Priparaten eher schwach ausgeprigt waren. Das mit 20%
Glycerin versetzte und bei -80°C gelagerte Plaquehomogenat hingegen zeigte als einziges ein
anderes Kollagenmuster und wies deutlich kleinere Kollagen Typ I- und Kollagen Typ III-
positive, heterogene Strukturen auf (Abb. 4.55 D). Im Vergleich zu den anderen Aufbereitungs-
und Lagerungsmethoden waren in diesem Homogenat insgesamt wesentlich weniger

kollagenpositive Komponenten zu erkennen.
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A) Plaque (4°C) C) Plaque (-80°C)

anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ llI-AK anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ IlI-AK

B) Plaque (4°C + PIC) D) Plaque (-80°C + 20% Glycerin)

anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ llI-AK anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ llI-AK

Abb. 4.55: Vergleich Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlII-positiver Strukturen in unterschiedlich
aufbereiteten Plaquehomogenaten. Glasdeckglischen wurden mit Plaquehomogenaten (5 mg
Feuchtgewicht/ml) beschichtet, und deren Kollagenstrukturen mittels spezifischer anti-Kollagen Typ I- und
anti-Kollagen Typ III-Antikérper (AK) fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Fiinf unterschiedliche
Konservierungsverfahren der Plaqueprobe eines Patienten (siche Tab. 4.4) wurden hierbei verglichen. A)
Bei 4°C gelagertes Plaquehomogenat. B) Mit Proteaseinhibitorcocktail (PIC) versetztes und bei 4°C
gelagertes Plaquehomogenat. C) Bei -80°C gelagertes Plaquehomogenat. D) Mit 20% Glycerin versetztes
und bei -80°C gelagertes Plaquehomogenat. Griin, kollagenpositive Strukturen. Lingenmaf}: 20 pm.

Zusammengefasst wiesen diese Ergebnisse darauf hin, dass das sofortige Schockgefrieren der
frisch aus den Patienten entnommenen Plaques, sowie die sterile Weiterverarbeitung des
Gewebes vor allem fiir die Konservierung der gerinnungsaktivierenden Eigenschaften der
Plaquehomogenate wichtig war. Die aggregationsaktivierenden Eigenschaften wurden durch
diese Verdnderungen der Plaque-Aufbereitung jedoch nicht maBgeblich beeinflusst. Dariiber
hinaus brachte auch die Zugabe von Proteaseinhibitoren oder Glycerin keine Verbesserung der
aggregations- und gerinnungsaktivierenden Plaque-Eigenschaften und wurde daher

weggelassen.
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4.7.2. Optimierung der Plaquehaftung auf Glasoberflichen

4.7.2.1. Plaguehomogenate

Auf Grund der Tatsache, dass Lipidkomponenten des Plaquematerials wie z. B. die
Lysophosphatidsdure in der Lage sind, Thrombozyten zu aktivieren und einen Gestaltwandel
hervorzurufen (Siess et al., 1999; Rother et al., 2003), stellte sich die Frage, ob diese Lipide
auch in den auf Glasdeckgldaschen immobilisierten Plaquehomogenaten enthalten sind, und die
Blutplédttchenadhédsion und Aggregation unter statischen Bedingungen sowie bei arteriellem
Fluss beeinflussen konnen. Die Lipide atherosklerotischer Liasionen besitzen eine gelblich-
bernsteinfarbene bis orange-rétliche Autofluoreszenz (Emissionswellenldngen: ca. 515 bis 610
nm), wenn sie bei einer Wellenldnge von 476 nm angeregt werden (Fitzmaurice et al., 1989).
Im Gegensatz dazu weisen Plaquematrixkomponenten wie z. B. Elastin und Kollagen bei einer
Anregungswellenldnge von 476 nm eine griinliche Autofluoreszenz (Emissionsmaximum: ca.
515 bis 530 nm) auf (Fitzmaurice et al., 1989; Richards-Kortum et al., 1989). Die Eigenschaft
der Autofluoreszenz wurde genutzt, um zu untersuchen, ob Lipide auf den mit
Plaquehomogenaten beschichteten Glasoberflichen enthalten waren, und wie sich deren

Lokalisation zu den Matrixstrukturen verhielt.

Eigene Versuche haben gezeigt, dass die Plaquelipide (rétlich) optimal bei einer
Anregungswellenldnge von 543 nm (Emissionsfilter: 560 nm Langpassfilter; Lochblende: 270
um) und die Matrixstrukturen atherosklerotischer Lidsionen (griinlich) optimal bei einer
Anregungswellenldnge von 488 nm (Emissionsfilter: 505-530 nm Bandpassfilter; Lochblende:
270 um) mittels Autofluoreszenz dargestellt werden konnten. Unmittelbar nach der
Beschichtung der Glasdeckglischen mit den Plaquehomogenaten wurden mittels
Autofluoreszenz sowohl griinliche morphologisch heterogene, teils faserige Matrixstrukturen
als auch rotliche Lipide visualisiert, welche héaufig kolokalisierten (Abb. 4.56 A). Der
Lipidgehalt dieser direkt nach der Plaquebeschichtung untersuchten Préparate wurde mit dem
Lipidgehalt Kollagen Typ I- und Kollagen Typ Ill-gefarbter Plaqueprédparate verglichen. Wie in
der Abb. 4.56 B und C dargestellt ist, ging ein Teil des Plaquematerials wihrend der
Waschschritte zur Farbung der Plaquekollagenstrukturen verloren, wobei vor allem die

Plaquelipide nach der Farbung der Kollagenstrukturen kaum noch detektierbar waren.
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Autofluoreszenz anti-Kollagen Typ I-AK anti-Kollagen Typ IlI-AK
nach Plaquebeschichtung

Abb. 4.56: Vergleich der Plaquelipid- und Matrixstrukturen direkt nach der Plaquebeschichtung, sowie
nach dem Firben der Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IIl-positiven Plaguekomponenten. Das Homogenat
einer atheromatosen Lision (100 mg Feuchtgewicht/ml) wurde 1:20 in Albumin (0,1%)-PBS-Puffer
verdiinnt, auf Deckglischen immobilisiert und die Plaquelipid-, sowie Matrixstrukturen unmittelbar nach
dem Antrocknen auf den Glasoberfliichen mittels Autofluoreszenz visualisiert. Die Kollagenstrukturen des
Plaquematerials wurden mittels spezifischer anti-Kollagen Typ I-/Typ III-Antikérper (AK)
fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. A) Ubereinanderlagerung der Autofluoreszenz der Lipide (rétlich;
Anregungswellenliinge: 543 nm; Emissionsfilter: 560 nm Langpassfilter; Lochblende: 270 pm) und der
Matrixstrukturen (griinlich; Anregungswellenliinge: 488 nm; Emissionsfilter: 505-530 nm Bandpassfilter;
Lochblende: 270 pm) eines Plaquehomogenates unmittelbar nach der Plaquebeschichtung. B) und C)
Ubereinanderlagerung der Kollagen Typ I (B)- und Kollagen Typ III (C)-positiven Plaquestrukturen (griin;
Anregungswellenliinge: 488 nm; Emissionsfilter: 505-530 nm; Lochblende: 63 pm) und der Autofluoreszenz
der Plaquelipide (rotlich; Anregungswellenlinge: 543 nm; Emissionsfilter: 560 nm Langpassfilter;
Lochblende: 270 pm) nach der Kollagenfirbung der Homogenate. Dieses Experiment ist reprisentativ fiir 3
Experimente mit den Plaquehomogenaten 3 unterschiedlicher Patienten. Lingenmaf3: 20 pm.

Auf Grund der Tatsache, dass wie bereits in Abschnitt 4.6.2 beschrieben wurde, kein
signifikanter ~Unterschied im Kollagen Typ I- und Kollagen Typ III-Gehalt
plattchenaktivierender und inaktiver Plaquehomogenate bestand, stellte sich die Frage, ob
moglicherweise ein Unterschied im Gehalt an Plaquelipidkomponenten, bzw. im Verhiltnis
Plaquelipidkomponenten zu Plaquematrixstrukturen aktiver und inaktiver atheromatoser
Lésionen bestand. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden die Matrixstrukturen und
Lipidanteile aktiver, inaktiver und sekunddr durch sich wiederholende Einfrier- und
Auftauzyklen sowie durch eine Langzeitlagerung bei -20°C inaktivierter Plaquehomogenate
unmittelbar nach ihrer Immobilisierung auf Glasoberflichen mittels Autofluoreszenz
visualisiert und miteinander verglichen (Tab. 4.4). Zusitzlich wurden auch die Kollagen Typ I-
und Kollagen Typ IIl-positiven Strukturen dieser Plaquematerialien mittels spezifischer

Fluoreszenzfiarbung analysiert.

Bei diesen Untersuchungen konnte kein Unterschied im Gehalt an Plaquelipidkomponenten,
bzw. im Verhiltnis von Plaquematrixstrukturen zu Plaquelipidkomponenten aktiver und
inaktiver oder sekundir inaktivierter Plaquehomogenate verschiedener Patienten festgestellt
werden (Tab. 4.4). Der Gehalt der mittels Autofluoreszenz detektierbaren Lipidkomponenten
der Plaques schienen deren Aktivitit demzufolge nicht zu determinieren. Dariiber hinaus war in
diesen Experimenten erneut kein eindeutiger Zusammenhang des Plaquegehalts an Kollagen
Typ I- und Kollagen Typ Ill-positiven Strukturen und der Plaque-Aktivitét erkennbar.
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Tabelle 4.4: Vergleich der Autofluoreszenz der Plaquelipid- und Plaguematrixkomponenten, sowie der
Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positiven Strukturen aktiver und inaktiver Plaguehomogenate. Die
Lipid- und Matrixkomponenten 2 thrombozytenaktivierender (AP aktiv 1 und 2) und 2 inaktiver (AP
inaktiv 1 und 2) Plaquehomogenate, welche auf Glasoberflichen immobilisert waren, wurden unmittelbar
nach deren Antrocknen auf den Glasdeckglischen mittels Autofluoreszenz visualisiert und deren Gehalt in
den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen verglichen. Die Kollagenstrukturen in diesen Homogenaten
wurden mittels spezifischer anti-Kollagen Typ I-/Typ III-Antikérper gefirbt und deren Gehalt in den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen ebenfalls bestimmt. Zusétzlich wurde die lipid-, bzw.
matrixspezifische Autofluoreszenz, sowie die Kollagen Typ I-/Typ Ill-spezifische Fluoreszenz von einem
aktiven Plaquehomogenat, welches sekundér durch sich wiederholende Einfrier- und Auftauzyklen und eine
Langzeitlagerung bei -20°C inaktiviert wurde, in dessen aktiver und inaktivierter Form verglichen.

AT 2T KoIIa_gen Typ I- Kollagen Typ llI-
Farbung Farbung
Plaquehomogenat aktiv inaktiv aktiv inaktiv aktiv inaktiv
AP aktiv 1 ++ Matrix / - / - ;
+ Lipid
AP aktiv 2 +++ Matrix / . / . ;
+++ Lipid
AP inaktiv 1 I + Matrix / . / -
+ Matrix
. . +++ Matrix
AP inaktiv 2 / +++ Lipid / + / 4
AP aktiviinaktiviert 1 | *** Matrix | #++Matrix |, . -t -
+++ Lipid | +++ Lipid

Da nicht klar war, ob bei der Immobilisierung der Plaquehomogenate auf den Glasoberflichen
auch wirklich alle Lipidkomponenten haften blieben, wurden folgende Vorversuche
durchgefiihrt, um die Haftung des Plaquematerials und insbesondere ihrer Lipide auf den
Deckglédschen zu verbessern. Die Homogenate lipidreicher Plaquekernregion, welche, wenn sie
wie die Homogenate atheromatdser Lisionen zuvor in Albumin (0,1%)-PBS-Puffer verdiinnt
waren, verhéltnismédBig schlecht auf den Glasoberflichen hafteten, wurden vor dem Auftragen
auf die Deckgldschen mit verschiedenen milden Detergentien oder Methanol vermischt und
deren Oberflichenhaftung anschliefend mittels Autofluoreszenz iiberpriift (Abb. 4.57). Fiir
diese Untersuchungen wurden die lipidreichen Plaquekernhomogenate mit Triton X-100
(0,1%), Tween 20 (0,1%) oder Methanol (70%) versetzt, durch Antrocknung auf
Glasoberflichen immobilisiert und im Anschluss daran das Plaquematerial mittels
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert (Abb. 4.57). Die Zugabe aller 3 Substanzen verbesserte die
Haftung des Plaquematerials auf Glas im Vergleich zur Kontrolle (Albumin (0,1%)-PBS-
Puffer) merklich.
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0,1% Albumin-PBS

0,1% Triton X-100 70% Methanol

Abb. 4.57: Optimierung der Haftung eines lipidreichen Plaquekernhomogenates nach Vorbehandlung mit
verschiedenen Detergentien und organischem Lésungsmittel. Das Homogenat des lipidreichen Plaquekerns
(50 mg Feuchtgewicht/ml) eines Patienten wurde 1:10 in Albumin (0,1%)-PBS-Puffer, sowie in Triton X-100
(0,1%)-, Tween 20 (0,1%)- oder Methanol (70%)-enthaltenden Albumin (0,1%)-PBS-Puffer verdiinnt und
mittels Antrocknung auf Glasdeckglischen immobilisiert. Nach einem Waschschritt mit PBS und der
Einbettung der Proben mit Moviol wurde das auf den Oberflichen haftende Plaquematerial mittels
Autofluoreszenz (optimale Anregungswellenléinge zur Darstellung der Plaquelipide: 543 nm;
Emissionsfilter: 560 nm Langpassfilter; Lochblende: 270 pm) visualisiert. Lingenmaf3: 50 pm.

4.7.2.2. Plaqueschnitte

Wiahrend des Vorgangs des Homogenisierens wird die Struktur des Plaquegewebes zerstort und
die Konzentration der Plaquebestandteile durch die Zugabe von Puffer verdiinnt. Um diese
Verianderungen des Plaquematerials zu umgehen, wurden in den folgenden Experimenten
Plaqueschnitte untersucht. Hierfiir wurden in ersten Versuchen Gefrierschnitte schock
gefrorener Plaqueprédparate mit Hilfe eines Cryomikrotoms hergestellt und durch Antrocknung
auf Glasdeckgldschen aufgebracht. Um die Haftung der Cryoschnitte auf den Glasoberflichen
zu verbessern wurden die Deckgldschen zuvor mit Denhardt's-Losung beschichtet (siehe
Abschnitt 3.2.10). Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Plaquegeftrierschnitte
mittels Autofluoreszenz konnten sowohl Matrixkomponenten als auch Lipidstrukturen in den
Plaqueschnitten visualisiert werden (Abb. 4.58 A). Die Matrix- und Lipidkomponenten waren
hierbei bei beiden untersuchten Wellenldngen, 488 nm und 543 nm, sichtbar, da die jeweilige
Autofluoreszenz auf Grund der relativ groBen Dicke sowie der Kolokalisation der Lipid- und
Matrixstrukturen des Plaqueschnittes sehr intensiv war. Dariiber hinaus war auch zu
beobachten, dass die beschichtete Glasoberfliche nicht durchgédngig mit dem Plaquecryoschnitt
belegt war, sondern Liicken (A) in den Préparaten auftraten, welche vermutlich auf das
Beschichtungsverfahren zuriickzufiihren waren. Zusétzlich zur Autofluoreszenz der
Plaquegefrierschnitte wurde auch das Anhaften von Pléttchen an diesem Material analysiert.
Suspensionen gewaschener Thrombozyten wurden hierfiir auf die mit Plaquecryoschnitten
beschichteten Glasdeckgldschen aufgebracht und fiir 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
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Die Prédparate wurden fixiert, permeabilisiert und das thrombozytire F-Aktin mittels
fluoreszenzmarkiertem Phalloidin gefarbt (siehe Abschnitt 3.2.9.3). Die Autofluoreszenz der
Plaquematrix- und Lipidstrukturen, sowie die spezifische Fluoreszenz des thrombozytiren F-
Aktin wurden im Anschluss fluoreszenzmikroskopisch detektiert (Abb. 4.58 B).

A) Plaqueschnitt

e
" . - e

Anregung bei 488 n Anregung bei 543 nm

L]

B) Plaqueschnitt + Thrombozyten

Anregung bei 488 nm Anregung bei 543 nm Uberlageruhg

Abb. 4.58: Untersuchung der Autofluoreszenz von Plaquecryoschnitten, sowie der Thrombozytenadhiision
und Aggregation an Gefrierschnitten atheromatoser Lésionen. Ein atheromatoser Plaque wurde mittels
Cryomikrotom in serielle Schnitte zerteilt und die Gefrierschnitte durch Antrocknung auf Denhardt's-
beschichteten Glasdeckglischen immobilisiert (siehe Abschnitt 3.2.10). A) Autofluoreszenz eines
Plaquegefrierschnittes bei Anregungswellenléingen von 488 nm (Emissionfilter: 505-530 nm Bandpassfilter;
Lochblende: 270 pm) und 543 nm (Emissionsfilter: 560 nm Langpassfilter; Lochblende: 270 pm). A zeigt die
Liicken der Plaquebeschichtung, in welcher die Denhardt’s-Schicht der Glasoberfliche freiliegt. B)
Suspensionen gewaschener Thrombozyten (40.000/ul) wurden auf eine mit einem Plaquecryoschnitt
beschichtete Oberfliiche aufgebracht und fiir 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschlieffend
wurde das Préparat fixiert, permeabilisiert und einer Firbung des thrombozytiren Aktinzytoskeletts
mittels fluoreszenzmarkiertem Phalloidin unterzogen. Mittels Autofluoreszenz wurden durch Anregung bei
488 nm vornehmlich die Matrixstrukturen (i) und durch Anregung bei 543 nm vornehmlich die
Lipidkomponenten (ii) des atherosklerotischen Plaques visualisiert. Die Phalloidinfluoreszenz (ii und iii) des
thrombozytiren Aktinzytoskeletts wurde bei einer Wellenliinge von 543 nm (Emissionsfilter: 560 nm
Langpassfilter; Lochblende: 63 pm) detektiert und mit der Matrix- und Lipidautofluoreszenz des
Gefrierschnittes iiberlagert (iii). A zeigt die Liicken der Plaquebeschichtung, in welcher die Denhardt's-
Schicht der Glasoberfliche freiliegt (i), sowie die an diese Denhardt’s-behandelte Glasoberfliche
adhérenten Thrombozyten in den Plaquematerialliicken (ii und iii). Lingenmaf}: 50 pm.

Es ergab sich allerdings ein Problem bei der Untersuchung der statischen Plattchenadhdsion an
den Gefrierschnitten, da die Thrombozyten trotz dem Abblocken der unspezifischen
Bindungsstellen auf der Glasoberfliche mittels Albumin (0,5%)-PBS-Inkubation iiber Nacht

nicht nur an das Plaquematerial, sondern auch an das in den Zwischenrdumen des
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Plaquematerials freigelegte Denhardt’s-behandelte Glas (A) und somit unspezifisch gebunden
haben (Abb. 4.58 B). Kontrollexperimente nur mit Denhardt’s-beschichteten Glasdeckgldaschen
haben  ebenfalls gezeigt, dass gewaschene  Thrombozyten unter statischen
Adhésionsbedingungen an diese Oberflichen anhaften konnten (Daten nicht gezeigt), so dass
auf diese Weise vorbehandelte Plaquecryoschnitte nicht zur Analyse der statischen

Plattchenadhésion geeignet zu sein schienen.
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5. Diskussion

5.1. Einfluss der Plaque-Aufbereitung und —Konservierung auf die
Thrombozytenaktivierung

Verschiedene Aufbereitungsmethoden der atheromatésen Lasionen und deren Einfluss auf die
Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation in PRP und Blut, sowie auf die Fibrinbildung in
PPP und PRP wurden miteinander verglichen. Modifikationen der Konservierung des
Plaquematerials im Vergleich zu der urspriinglich verwendeten Plaque-Aufbereitungsmethode
(atheromatose Plaques; Abkiirzungen: A-Plaques oder AP; siehe Abschnitt 3.2.1) wie das
Schockgefrieren der atheromatdsen Lésionen unmittelbar nach chirurgischer Entnahme aus dem
Patienten (gefrorene atheromatose Plaques; Abkiirzungen: G-Plaques oder GP; siehe Abschnitt
3.2.1) und die anschlieBend komplett steril erfolgende Aufbereitung der Plaques wahrend der
Homogenisierung (gefrorene und steril aufbereitete atheromatdse Plaques; Abkiirzungen: GS-
Plaques oder GSP; siche Abschnitt 3.2.1) zeigten hierbei keinen signifikanten Einfluss auf die
durch atheromatose Lésionen stimulierte Pldttchenaggregation im PRP. Die Plaque-vermittelte
Fibrinbildung wurde jedoch deutlich durch diese Variationen der Plaque-Aufbereitung
beeinflusst, bzw. verbessert. Die G- und GS-Plaquehomogenate wiesen im Gegensatz zu den A-
Plaquehomogenaten keine beschleunigte Fibrinbildung mehr im PRP verglichen mit PPP auf.
Diese Beobachtung ldsst vermuten, dass die sofort schock gefrorenen Plaqueproben mehr aktive
gerinnungsstimulierende Komponenten wie z. B. den ,tissue factor” zu enthalten scheinen.
Abgesehen vom ,tissue factor konnten aber auch andere Plaquekomponenten wie z. B. in
atherosklerotischen Lasionen enthaltene Kollagene oder Glykosaminoglykane verantwortlich
fiir die erhohte Plaque-stimulierte Fibrinbildung der G- und GS-Plaquehomogenate sein. Es ist
bekannt, dass Kollagene und Glykosaminoglykane {iber negativ geladene Oberflichen mit dem
Gerinnungsfaktor XII, welcher kiirzlich in einer Studie von Renne ef al. als bedeutender Faktor
fiir die Thrombusbildung beschrieben wurde, interagieren (Kontaktaktivierung) und somit {iber
die intrinsische Koagulationskaskade die Bildung von Fibrin induzieren konnen (Renne et al.,
2005). Die prokoagulatorischen Eigenschaften von Kollagen hingen allerdings stark vom
jeweiligen Kollagentyp, der verfiigbaren Kollagenoberfliche sowie der Ladung des
prasentierten Kollagens ab (Kawamoto et al, 1990). Ob die Verstirkung der Plaque-
vermittelten Fibrinbildung nun durch eine Erhohung des ,.tissue factor- oder des Kollagen-,
bzw. Glykosaminoglykangehalts der atheromatdsen Plaquehomogenate hervorgerufen wurde,
konnte in kiinftigen Experimenten beispielsweise durch den Vergleich der Plaque-stimulierten
Fibrinbildung mit und ohne spezifischen gegen die potentiell gerinnungsaktivierenden

Plaquekomponenten gerichteten Antikorpern untersucht werden.

Des  Weiteren wurde der Einfluss  verschiedener = Zusammensetzungen  des

Homogenisationspuffers, mit welchem die lipidreichen atherosklerotischen Plaques verdiinnt
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wurden, und verschiedene Lagerungstemperaturen der fertigen Plaquehomogenate auf die
plattchen- und gerinnungsaktivierenden FEigenschaften der Homogenate atheromatdser
Lésionen analysiert. Der urspriinglich verwendete Homogenisationspuffer enthilt NaCl (150
mM), EDTA (1 mM) und das Antibiotikum Chloramphenicol (0,05% (w/v)). Das Versetzen
dieses Puffers mit einem Proteaseinhibitorcocktail, welcher im isolierten Plaquegewebe
moglicherweise enthaltene Serin- und Cysteinproteasen sowie Aminopeptidasen inhibiert,
besal keinerlei signifikanten Einfluss auf die Plaque-induzierte Thrombozytenformverinderung
und Aggregation im PRP. Die durch atheromatdse Lésionen stimulierte Fibrinbildung war in
auf diese Weise aufbereiteten Plaqueproben jedoch deutlich verzogert, was sehr wahrscheinlich
darauf zuriickzufiihren ist, dass die proteolytisch wirkenden Gerinnungsfaktoren durch den
Proteaseinhibitorcocktail gechemmt wurden.

Das Versetzen des Homogenisationspuffers mit verschiedenen Konzentrationen an Glycerin,
welches einen hdufig verwendeten Proteinstabilisator in Gefrierpuffern darstellt und vor allem
dem Schutz der Proteine vor Denaturierung wihrend des Kristallisierungsprozesses beim
Einfrieren dient (Sousa, 1995; Farnum et al., 1999), bewirkte keinen Anstieg der Plaque-
vermittelten Thrombozytenaktivierung und Aggregation im PRP. Dariiber hinaus wurde in den
mit Glycerin versetzten Plaquehomogenaten mittels Immunfluoreszenz im Vergleich zu den
Plaquehomogenaten ohne Glycerin ein verdndertes Kollagenmuster beobachtet. Es traten
deutlich kleinere und weniger Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positive, heterogene
Plaquestrukturen auf, was darauf hindeuten konnte, dass das Versetzen der Homogenate
atheromatdser Lidsionen mit Glycerin die durch Antrocknung vermittelte Haftung des
Plaquematerials auf den Glasoberflichen verschlechtert. Um die Wirkung der vulnerablen
atheromatdsen Lasionen moglichst gidnzlich und unverfélscht untersuchen zu kdénnen, wurden
die Plaqueproben daher ohne diese Zusidtze homogenisiert. Auch eine Langzeitlagerung der
sterilen Plaquehomogenate bei 4°C und nicht bei -80°C, wie sie in der Regel in dieser Arbeit
durchgefithrt ~ wurde,  steigerte = weder die  plittchenaktivierenden, noch  die
gerinnungsstimulierenden Eigenschaften der atheromatdsen Lisionen signifikant, so dass fiir
die Herstellung kiinftiger Plaquehomogenate die Methode der Plaque-Autfbereitung und
Konservierung mit direktem Schockgerieren unmittelbar nach der chirurgischen Entnahme aus
dem Patienten und steriler Weiterverarbeitung, sowie einer Langzeitlagerung bei -80°C
beibehalten wird.

5.2. Etablierung eines Modells zur Analyse der Plaque-induzierten
Thrombusbildung

Obwohl antithrombozytire Medikamente in der Praxis héufig zur Inhibition der Bildung eines
intra-arteriellen gefédBverschlieBenden Plédttchenthrombus und somit zur Verhinderung der
Entstehung akuter koronarer Syndrome oder ischdmischer Schlaganfille nach der Ruptur

atherosklerotischer Lésionen eingesetzt werden, ist erstaunlich wenig iiber den Einfluss dieser
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Substanzen auf die Interaktion der Thrombozyten mit humanem Plaquematerial bekannt. Die
Effekte von Plittchenhemmern werden im Allgemeinen in vitro nach der Stimulation humaner
Thrombozyten mit definierten Plattchenstimuli wie z. B. ADP oder Kollagen, oder in vivo in
verschiedenen Tiermodellen analysiert. Ein wirklich gutes Tiermodell zur Untersuchung der
Vorginge wihrend, bzw. nach dem Aufbrechen einer lipidreichen vulnerablen
atherosklerotischen Lésion existiert derzeit allerdings noch nicht (Cullen et al., 2003). Es ist
bekannt, dass die Zusammensetzung eines humanen atheromatdsen Plaques stark von der
Beschaffenheit der atherosklerotischen Lasionen der Tiermodelle abweicht (Cullen et al.,
2003). Murine Plaques beispielsweise, welche am haufigsten zur Untersuchung der Vorginge
wihrend der Thrombusbildung nach Plaqueruptur herangezogen werden, stellen in der Regel
keine typischen vulnerablen oder instabilen vorangeschrittenen atheromatdsen Lésionen dar,
sondern gleichen eher den frilhen deutlich weniger rupturgefdhrdeten Stadien humaner
atherosklerotischer Plaques, wie z. B. dem ,.fatty streak (Cullen et al., 2003; Schwartz et al.,
2007). Dartiber hinaus konnen die Thrombozyten verschiedener Tiere auch nicht auf alle in
humanen atheromatdsen Lisionen enthaltene plattchenaktivierende Komponenten wie z. B. die
Lysophosphatidsédure reagieren, so dass die arterielle Thrombusbildung nach einer Plaqueruptur
im Tiermodell auch aus diesem Grund nicht direkt mit der Thrombusbildung nach dem
Aufbrechen einer humanen Lésion verglichen werden kann (Gerrard et al., 1979; Schumacher
et al., 1979; Tokamura et al., 1981). Aus diesen Griinden bestand ein Fokus dieser Arbeit darin,
ein experimentelles Modell der Plaqueruptur zu entwickeln, in welchem die direkte Interaktion
humaner Blutpldttchen mit lipidreichem atherosklerotischem Plaquematerial beobachtet werden
kann und welches somit der in vivo-Aktivierung der Thrombozyten nach Plaqueruptur in
menschlichen Gefdflen gleichen konnte. Zu diesem Zweck wurden die Homogenate humaner
atheromatdser Lésionen auf Glasoberflichen immobilisiert und im Anschluss daran in eine
Parallel-Platten-Flusskammer eingesetzt. Fluoreszenzmarkierte Pldttchen in Hirudin-
antikoaguliertem Blut, in welchem physiologische Konzentrationen divalenter Kationen (Ca®",
Mg*) vorliegen, wurden iiber diese Oberflichen perfundiert und die Adhision und
Aggregatbildung der Thrombozyten dabei in Echtzeit visualisiert. Durch den Einsatz
verschiedener Plattchenhemmer war es moglich, die Bedeutung einzelner thrombozytérer

Rezeptoren und Botenstoffe genauer zu definieren.

Bei diesen Experimenten wurde allerdings beobachtet, dass nicht alle Plaquekomponenten
gleich gut auf den Glasoberflichen immobilisiert werden konnten, und vor allem die
Plaquelipide zum groflen Teil wihrend der Perfusion verloren gingen. Das Versetzen der
Plaquehomogenate mit den milden Detergentien Triton X-100 und Tween 20 oder dem
organischem Losungsmittel Methanol konnte die Haftung der lipidreichen Plaquekomponenten
auf den Glasoberflichen verbessern, so dass durch die Zugabe dieser Substanzen zu den
Homogenaten atheromatdser Lasionen die Untersuchung des Einflusses von Lipiden, wie z. B.
der Lysophosphatidsdure, auf die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregatbildung unter

arteriellem Fluss ermdglicht werden konnte.
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Zusétzlich sollte zur Optimierung des Plaquerupturmodells in zukiinftigen Experimenten auch
in Erwidgung gezogen werden, den durch das Homogenisieren des Gewebes erzeugten
Verdiinnungsschritt des Plaquematerials zu umgehen und die Plittchenadhision direkt an auf
Glasoberflichen immobilisierten Gefrierschnitten atheromatdser Lisionen zu untersuchen. Auf
diese Weise konnte neben der Bedeutung einzelner thrombozytirer Rezeptoren und Metabolite
auch die genaue Lokalisation der Adhision und Thrombusbildung innerhalb der Plaques unter

Fluss erfolgen.

5.3. Direkte,  .tissue  factor“-unabhiingige  Thrombozyten-
aktivierung durch atherosklerotisches Plaquematerial — Bedeutung
Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positiver Plaquestrukturen

Vorangeschrittene, lipidreiche atherosklerotische Lésionen, welche von einer diinnen fibrosen
Kappe umgeben sind und eine Vielzahl inflammatorischer Zellen enthalten, sind in der Regel
vulnerabel und werden als atheromatdse Plaques bezeichnet. Deren Ruptur kann zur Bildung
eines gefdBverschlieBenden fibrin- und pléittchenreichen Thrombus fithren, welcher unter
anderem akute Myokardinfarkte oder ischdmische Schlaganfille nach sich zieht. Von allen
bisher beschriebenen prothrombogenen Plaquekomponenten wird der ,.tissue factor als eine
der wichtigsten, wenn nicht sogar als die bedeutendste Thrombus-induzierende Komponente
vorangeschrittener atherosklerotischer Lésionen angesehen (Ardissino et al., 1997; Toschi et
al., 1997; Badimon et al., 1999; Westrick et al., 2001; Corti et al., 2002b; Libby, 2002; Moons
et al., 2002; Viles-Gonzalez et al., 2004). Gemill diesem Modell der Plaque-stimulierten
Thrombusbildung wird nach dem Aufbrechen einer atheromatdsen Lision durch den Kontakt
des Plaque-, tissue factors® mit dem Blutstrom primir die extrinsische Koagulation aktiviert
und auf diese Weise die Bildung von Thrombin und Fibrin induziert. Die Blutplédttchen werden
durch das wihrend der Gerinnung gebildete Thrombin aktiviert, so dass es zur
Thrombozytenaggregation und schlieflich zur Bildung eines gefdlverschlieenden fibrin- und
plattchenreichen Thrombus kommen kann. In diesem weitgehend anerkannten und verbreiteten
Modell der Thrombusbildung nach Plaqueruptur wird also zunéchst die Gerinnung stimuliert
und erst sekunddr werden nach der Bildung von Thrombin die Blutpléttchen aktiviert (Corti et
al., 2002b; Libby, 2002; Moons et al., 2002; Viles-Gonzalez et al., 2004). Antikoagulantien,
also Medikamente zur Hemmung der Blutgerinnung wie z. B. der direkte Thrombininhibitor
Hirudin (Weitz et al., 2003), wiirden entsprechend dieser Modellvorstellung die adiquate
antithrombotische Strategie zur frithen Prévention, bzw. Therapie akuter thrombotischer

Verschliisse kardio- und cerebrovaskularer Gefafle darstellen.

Aus fritheren Studien dieser Arbeitsgruppe war bekannt, dass die im lipidreichen Kern
vorangeschrittener atherosklerotischer Lasionen akkumulierte Lysophosphatidsédure den raschen
Gestaltwandel (,,shape change*) gewaschener Pléttchen stimuliert (Siess et al., 1999; Rother et

al., 2003). Es war allerdings nicht geklart, ob das atherosklerotische Plaquematerial iiber eine
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direkte Interaktion mit den Thrombozyten auch deren Sekretion und Aggregation und somit die
Bildung eines Plédttchenthrombus unter arteriellen Stromungsverhéltnissen induzieren kann. In
der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Homogenate der atheromatdsen Lisionen von
mehr als 60 verschiedenen Patienten, welche sowohl lipidreiche als auch fibrose
Plaquebestandteile enthielten, nicht nur den ,,shape change der Thrombozyten, sondern auch
direkt deren Sekretion und Aggregation in Suspensionen gewaschener Plittchen stimulierten.
Dariiber hinaus fiihrte die Zugabe der atheromatdsen Plaquehomogenate auch in PRP und in
antikoaguliertem Blut zur Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten. Die Blutpléttchen
waren zusitzlich auch in der Lage, unter statischen Adhisionsbedingungen sowie unter
arteriellen  Flussbedingungen mit unterschiedlichen Scherraten an immobilisiertes
atheromatdses Plaquegewebe zu adhérieren, sich an diesem Material auszubreiten und darauf
folgend grofle Thrombozytenaggregate zu bilden. Eine Pléttchenaktivierung durch Thrombin,
entweder gebildet durch den Plaque-,tissue factor oder durch im Blut zirkulierenden
intravaskuldren oder ,,blood-borne tissue factor, welcher ebenfalls als ein moglicher Initiator
der extrinsischen Gerinnung diskutiert wird (Engelmann et al., 2003; Engelmann, 2006), war
unter diesen experimentellen Bedingungen ausgeschlossen. Dariiber hinaus verursachte die
Zugabe der Plaquehomogenate zu antikoaguliertem Blut die Bildung von Thrombozyten-
Monozyten-Konjugaten, welche zur Aktivierung des intravaskuldren ,tissue factor-

Signalweges und somit zur Stimulierung der Koagulation beitragen konnen (Losche, 2005).

Unter den vielen bisher beschriebenen potentiell blutpldttchenaktivierenden Komponenten
atherosklerotischer Ldsionen wie z. B. verschiedenen Kollagentypen, VWF, Fibronektin,
Vitronektin, Thrombospondin, Fibrinogen/Fibrin, dem SDF-1, dem Cholesterolsulfat oder der
Lysophosphatidsdure (van Zanten et al., 1994; Barnes et al., 1999; De Meyer et al., 1999; Siess
et al., 1999; Abi-Younes et al., 2000; Merten et al., 2001; Rother et al., 2003), konnten in der
vorliegenden Arbeit morphologisch heterogene Kollagen Typ I- und Kollagen Typ Ill-positive
Plaquestrukturen als die zentralen aktivierungs- und aggregationsvermittelnden Komponenten
atheromatdser Léasionen identifiziert werden. Die Kollagen Typ I- und Typ IlI-positiven
Plaquebestandteile stimulierten direkt das Anhaften und die Ausbreitung von Thrombozyten
unter statischen Adhidsionsbedingungen, sowie die Plattchenadhision und Aggregatbildung

unter Fluss.

Kollagen Typ I-positive Strukturen konnten hierbei in den Paraffinschnitten der atheromatdsen
Lésionen sowohl in der fibrosen Kappe, als auch im Kernbereich verschiedener Plaqueproben
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu befanden sich die Kollagen Typ III-positiven
Komponenten vorrangig im Kernbereich der Plaqueschnitte. In den Plaquehomogenaten
kolokalisierten die Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positiven Strukturen miteinander. Die

Unterschiede der Kollagenverteilung in den Paraffinschnitten und Homogenaten atheromatoser
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Liasionen sind vermutlich auf die mechanische Prozessierung und die daraus resultierende

Modifikation des Plaquematerials wihrend der Homogenisierung zuriickzufiihren.

Sowohl die enzymatische Degradation des Plaquekollagens mittels bakterieller Kollagenase, als
auch die kombinierte Blockade Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positiver
Plaquestrukturen mittels spezifischer anti-Kollagen Typ I- und anti-Kollagen Typ II-
Antikorper und die gleichzeitige Blockade der beiden wichtigsten thrombozytiren
Kollagenrezeptoren, des GPVI und des Integrin ayf;, inhibierten die Plaque-induzierte
Thrombozytenadhésion, sowie den Plaque-stimulierten Gestaltwandel und die Aggregation der
Pléattchen. Die getrennte Vorbehandlung des Plaquematerials entweder mit spezifischen anti-
Kollagen Typ I- oder anti-Kollagen Typ III-Antikorpern hingegen konnte die Plaque-abhéngige
Thrombozytenaktivierung und Aggregation nur teilweise reduzieren. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positive Plaquekomponenten die
wichtigsten thrombozytenaktivierenden Bestandteile lipidreicher atherosklerotischer Lasionen
darstellen und eine Blockade ihrer Interaktionspartner, der thrombozytiren Kollagenrezeptoren
(siche Abschnitt 5.2), moglicherweise eine vielversprechende zukiinftige antithrombozytére

Strategie sein konnte.

In einer frithen Arbeit von van Zanten et al. wurde vermutet, dass die verglichen mit normalen,
gesunden arteriellen GefaBwinden deutlich erhohte Thrombogenizitit atherosklerotischer
Lédsionen mit Verdnderungen in der Quantitdt und der Beschaffenheit des Kollagen Typ I
und/oder Kollagen Typ III im Plaquematerial korrelieren konnte (van Zanten et al., 1994). In
dieser Studie wurde die unter Fluss (Scherraten: 1600 s') stattfindende Adhision und
Aggregatbildung von Blutplittchen an den Gefrierschnitten humaner atherosklerotischer
Lésionen diverser Zusammensetzungen analysiert, welche hauptséchlich post mortem von
Personen mit unterschiedlichen Todesursachen entnommen wurden und in der Regel nicht
einem typisch atheromatdsen Plaque bestehend aus einem zentralen lipidreichen und/oder
nekrotischen Kernbereich sowie einer diinnen fibrosen Kappe entsprachen, sondern eher
heterogen in ihrer Struktur waren. Die Thrombozytenadhdsion und Aggregation erfolgte bei
diesen Untersuchungen hauptsichlich in den Bereichen der Gefrierschnitte atherosklerotischer
Lésionen, welche eine intensive Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positive Firbung
aufwiesen. Es traten hierbei allerdings auch intensiv Kollagen Typ I- und Kollagen Typ III-
gefirbte Plaquebereiche auf, welche nicht von Pléttchen besetzt waren, was einen Hinweis
darauf lieferte, dass die Thrombogenizitit der atherosklerotischen Lésionen nicht alleine mit der
Kollagenquantitdt im Plaque zu korrelieren schien, sondern dass auch ein Zusammenhang mit
der Beschaffenheit des Plaquekollagens bestehen konnte. Die Hypothese der Beteiligung von
Kollagen an der der durch die Plaquegefrierschnitte induzierten Pléttchenadhision wurde

dariliber hinaus mittels Flussexperimenten mit dem Blut eines Patienten, welcher nur 20% der
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normalen GPla-Konzentration auf seinen Thrombozytenoberflichen trug, sowie mit dem
rekombinanten Pléttchenadhisionsinhibitor ,/eech anti-platelet protein® (r-LAPP), welcher
sowohl die Bindung des Integrin o,p3; (GPIa/lla) als auch die Bindung von VWF an Kollagen
blockieren kann (Depraetere et al., 1999), unterstiitzt. In den Untersuchungen mit dem Blut des
Patienten dessen Thrombozyten nur 20% GPla trugen war vor allem die Grofle der
Plattchenaggregate auf den Schnitten der atherosklerotischen Lésionen verringert. Bei den
Flussexperimenten in welchen das Blut mit r-LAPP versetzt war trat verglichen mit der
Kontrolle eine stark reduzierte Adhédsion und Aggregatbildung der Thrombozyten auf. Auf
Grund des Fehlens geeigneter inhibierender Antikorper, welche die Interaktion der
Plaquekollagene (anti-Kollagen Typ I-/Typ III-Antikorper) mit den Thrombozyten blockieren
konnen, konnte in der Studie von van Zanten et al. allerdings nicht geklirt werden, ob beide
Kollagentypen (Kollagen Typ I und Kollagen Typ III) gleichbedeutend sind oder ob einer der
beiden Kollagentypen wichtiger fiir die Plaque-stimulierte Pléttchenaktivierung und
Aggregatbildung ist. AufBlerdem wurde auch die Beteiligung der thrombozytiren
Kollagenrezeptoren an der Plaque-vermittelten Thrombozytenaktivierung und Aggregation in
dieser Arbeit nicht untersucht (Integrin o,;), bzw. war nicht bekannt (GPVI).

In einer zeitgleich zu der hier diskutierten Arbeit durchgefiihrten Studie von Cosemans et al.
wurde die bedeutende Rolle des Plaquekollagens sowie die des thrombozytiren
Kollagenrezeptors GPVI (siche auch Abschnitt 5.2) fiir die Plaque-vermittelte
Thrombozytenaktivierung und Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen bestitigt
(Cosemans et al., 2005). Im Gegensatz zu der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
bedeutenden Funktion von Kollagen Typ I und Kollagen Typ III als wichtigen Ausloser der
Plaque-induzierten Pldttchenadhédsion und Aggregation, zeigten Cosemans et al, dass
vermutlich vor allem Kollagen Typ I die entscheidende thrombozytenaktivierende Komponente
in atherosklerotischen Lasionen darstellt. Bei den Untersuchungen von Cosemans ef al. wurden
allerdings nicht wie in dieser Arbeit die ganzen chirurgisch entnommenen atheromatdsen
Plaques von mehr als 60 verschiedenen Patienten herangezogen, sondern es wurden die zell-
und lipidfreien Homogenate post mortem entnommener vorangeschrittener atherosklerotischer
Plaques (,fibrous cap atheromas*) nur 4 verschiedener Personen analysiert, welche sich in ihrer
Zusammensetzung deutlich von den in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Homogenaten

unterschieden.

5.4. Relative Bedeutung der Kollagenrezeptoren GPVI und
Integrin a,f, fiir die Plaque-induzierte Thrombozytenaktivierung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Kollagen Typ I- und Kollagen Typ Ill-positive
Strukturen essentiell fiir die Plaque-induzierte Thrombozytenadhdsion und Aggregation waren,
stellte sich die Frage welche Rolle die thrombozytiren Kollagenrezeptoren, GPVI und das

Integrin  oP;, in diesem Zusammenhang spielen. Die gleichzeitige Inhibition beider
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Kollagenrezeptoren  filhrte zur  vollstindigen Blockade der Plaque-stimulierten
Plattchenaggregation und Sekretion sowie zur Hemmung der Adhésion und des Ausbreitens
von Suspensionen gewaschener Thrombozyten auf immobilisierten Plaquehomogenaten unter
statischen Bedingungen. Dariiber hinaus wurde im Rahmen dieser Arbeit auch nachgewiesen,
dass die atheromatdosen Lésionen mit den rekombinanten Formen beider thrombozytérer
Kollagenrezeptoren, also sowohl mit rekombinantem GPVI, als auch mit der rekombinanten a2
[-Domine des Integrin a,f3; spezifisch interagierten, wobei die Bindung an das GPVI verglichen

mit der an das Integrin etwas stirker ausfiel.

Zur Kldrung der Frage, ob beide Kollagenrezeptoren gleich bedeutend fiir die Vermittlung der
Plaque-induzierten Thrombozytenaktivierung sind oder ob moglicherweise einer der beiden
eine wichtigere Rolle spielt, wurde der Einfluss 2 verschiedener anti-GPVI-Antikorper (5C4
und 10B12), sowie der Effekt eines anti-Integrin a,-Antikorpers (6F1) auf die Plaque-
stimulierte Plattchenaktivierung, Adhésion, Aggregation und Sekretion im geriihrten System
und unter arteriellen Flussbedingungen untersucht, und miteinander verglichen. Die Ergebnisse
dieser Experimente zeigten eindeutig, dass das GPVI den zentralen Rezeptor fiir die
Vermittlung der Plaque-induzierten Thrombozytenaktivierung und Aggregation darstellt,
wiahrend dem Integrin o,f; keine funktionell wichtige Rolle zukommt. Die gegen GPVI
gerichteten Antikorper 5C4 und 10B12 waren in der Lage, sowohl den Plaque-vermittelten
Pléttchen-,,shape change und die Aggregation im geriihrten System, als auch die durch die
Homogenate  atheromatdser  Lidsionen  hervorgerufene = Thrombozytenadhdsion und
Aggregatbildung unter Fluss stark zu reduzieren, bzw. vollstandig zu inhibieren. Im Gegensatz
dazu wurden weder der Plaque-stimulierte thrombozytére ,,shape change* und die Aggregation
im geriihrten System, noch die Adhdsion und Aggregatbildung der Blutpldttchen an
atheromatdsen Plaquehomogenaten unter arteriellen Flussbedingungen signifikant durch die

Vorbehandlung der Thrombozyten mit dem anti-Integrin a,-Antikorper 6F1 beeinflusst.

Ebenso wie die Plaque-induzierte Pldttchenformverdanderung und Aggregation konnten die
beiden gegen das thrombozytire GPVI gerichteten Antikorper 5C4 und 10B12 auch den
Kollagen-vermittelten thrombozytéren ,,shape change* und die darauf folgende Aggregation im
geriihrten System reduzieren. Im Gegensatz zum Plaque-stimulierten Plattchengestaltwandel,
welcher nicht durch die Vorbehandlung des Blutes mit dem monoklonalen Antikorper 6F1
beeinflusst wurde, verzogerte, bzw. verringerte die Blockade des Integrin a,f; mittels 6F1 den
durch fibrilldres Kollagen induzierten ,,shape change* der Thrombozyten signifikant. In einer
Arbeit von Siljander et al. wurde dariiber hinaus zeigt, dass 6F1 die Adhésion der Pléttchen an
Kollagenfasern,  sowie  deren  darauf folgende  Ca®'-vermittelte  Aktivierung,
Phosphatidylserinexpression und Aggregatgrofle verringerte (Siljander et al., 2004b), was auf
eine Bedeutung des Integrin o,f; fiir die Thrombozytenadhésion, Aktivierung und Aggregation

vermittelt durch fibrilldres Kollagen hinwies.
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Die unterschiedliche Wirkung des anti-Integrin a»-Antikdrpers auf die durch Plaquematerial
und fibrilldres Kollagen hervorgerufene Blutplittchenaktivierung deutet darauf hin, dass die
Struktur der mit GPVI interagierenden kollagenpositiven Komponenten atheromatdser
Lisionen wahrscheinlich nicht der Struktur von fibrillirem Kollagen entspricht. In den
Immunfluoreszenzaufnahmen der Plaquehomogenate wurde gefunden, dass die Kollagen Typ I-
und Kollagen Typ IIl-positiven Komponenten morphologisch tatsdchlich nicht typisch
fibrillires Kollagen darstellten, sondern eher sehr heterogen in ihrer Struktur waren. Der
mogliche Einfluss der Kollagenstruktur auf die Plaque-induzierte Pldttchenstimulation wird im
Abschnitt 5.7 ndher diskutiert.

Der Vergleich der inhibierenden Wirkung der beiden anti-GPVI-Antikérper 5C4 und 10B12 hat
gezeigt, dass 5C4 die durch atheromatdse Plaques (Abkiirzungen: A-Plaques oder AP; siche
Abschnitt 3.2.1) und sofort nach ihrer Entnahme schocke gefrorene und steril aufbereitete
atheromatdse Plaques (Abkiirzungen: GS-Plaques oder GSP; siche Abschnitt 3.2.1) stimulierte
Thrombozytenaggregation in geriihrtem PRP immer vollstdndig blockierte, wohingegen 10B12
nicht in der Lage war, eine komplette Reduktion im geriihrten System zu induzieren. Unter
arteriellen Flussbedingungen mit Scherraten von 1500 s™ allerdings inhibierte 10B12 die durch
A-Plaquehomogenate vermittelte Plattchenaggregatbildung vollstindig, wohingegen 5C4 keine
komplette Hemmung der A- oder GS-Plaque-stimulierten Aggregatbildung unter diesen
Bedingungen hervorrufen konnte. Die Wirkung von 10B12 auf die GS-Plaque-vermittelte
Thrombozytenadhdsion und Aggregation unter Fluss konnte bisher mangels ausreichender
Mengen an Antikdrper noch nicht analysiert werden. Eine mogliche Erklérung fiir die fehlende
vollstindige Blockade der A- und GS-Plaque-vermittelten Blutpldttchenaggregatbildung unter
arteriellen Flussbedingungen durch 5C4 konnte darin liegen, dass unter diesen Adhésions- und
Aggregationsbedingungen positive ,.feedback* Mediatoren wie z. B. ADP und TxA2, welche
im geriihrten System des Aggregometers sehr gut wirken konnen, unter Umstéinden weniger
von Bedeutung sind. Es konnte sein, dass 5C4 moglicherweise vor allem zu einer spezifischen
Subpopulation von GPVI-Rezeptoren bindet, welche die Bildung von Pléttchenaggregaten in
geriihrtem PRP und Blut vor allem {iber Sekundirmediatoren induzieren. Unter
Flussbedingungen sind moglicherweise andere Subpopulationen von GPVI-Rezeptoren wichtig,
welche vor allem die Adhésion der Thrombozyten an das Plaquematerial vermitteln und nicht
durch 5C4 blockiert werden. Diese GPVI-Rezeptorsubpopulation wurde gemédfl den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit durch den anti-GPVI-Antikorper 10B12 effektiver
inhibiert.

Auch die durch humanes atheromatoses Plaquegewebe verursachte Aktivierung, Adhédsion und
Aggregatbildung muriner Blutpldttchen wurde vorrangig durch die Interaktion des

Kollagenrezeptors GPVI mit den Plaquehomogenaten induziert. Flussversuche zur Adhdsion
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und Aggregation muriner Thrombozyten mit arteriellen Scherraten von 1000 s™' haben gezeigt,
dass weder die Pléttchen, auf deren Oberfliche der GPVI-Rezeptor mittels des spezifischen
anti-GPVI-Antikorpers JAQ1 blockiert oder depletiert war (Nieswandt et al., 2001b), noch die
Thrombozyten von FcRy”-Miusen, welche keinen funktionellen GPVI-Rezeptor auf ihrer
Oberfliche trugen (Nieswandt et al., 2000), in der Lage waren, sich an das immobilisierte
humane Plaquematerial anzulagern. Der ,knock out* des thrombozytiren Kollagenrezeptors
Integrin axf; zeigte im Gegensatz dazu keinen hemmenden Effekt auf die Plaque-stimulierte
Blutpléttchenadhdsion und Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen. Eine &hnliche
diese Ergebnisse unterstiitzende Beobachtung wurde auch in einer Studie von Massberg et al.
gemacht, in welcher die in vivo-Thrombusbildung muriner GPVI-depletierter Thrombozyten
nach Verletzung der Arteria carotis im Vergleich zur Kontrolle mit Wildtyp-Mé&usen
vollstindig inhibiert war (Massberg et al., 2003).

Abgesehen von der Plaque-vermittelten Plittchenaktivierung und Aggregation wurde auch die
durch atheromatdse Lésionen verursachte Bildung von Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten
signifikant durch die Prainkubation des Blutes mit dem anti-GPVI-Antikdrper 10B12 inhibiert.
Im Gegensatz dazu verringerte der anti-Integrin o,-Antikdrper 6F1 die Plaque-induzierte
Interaktion von Blutpldttchen mit Monozyten nicht signifikant. Auf Grund der Tatsache, dass
die Bindung von Thrombozyten an Monozyten die ,tissue factor“-Expression, bzw. die
Expression von aktivem, ,,decrypted” ,tissue factor auf der Monozytenoberfliche stimulieren
und auf diese Weise die extrinsische Koagulation aktivieren kann (Osterud, 2001; Eilertsen et
al., 2005; Losche, 2005), und dass die durch die atheromatdsen Lésionen hervorgerufene
Plittchen-Monozyten-Interaktion GPVI vermittelt zu sein scheint, kann vermutet werden, dass
das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Plaquegewebe zumindest teilweise GPVI-abhingig
Gerinnung, bzw. Fibrinbildung induziert. Diese Annahme wird durch die bereits erwéhnte
parallel zu der hier diskutierten Arbeit erschienenen Studie von Cosemans ef al. unterstiitzt, in
welcher die Plaque-induzierte Freilegung von prokoagulatorisch wirkendem Phosphatidylserin
auf der Thrombozytenoberfliche génzlich und die Plaque-stimulierte Thrombinbildung

zumindest teilweise GPVI-abhingig erfolgten (Cosemans et al., 2005).

5.5. Bedeutung des VWF-Rezeptors GPIbo _fiir _die Plaque-
induzierte Thrombozytenaktivierung

Da bekannt ist, dass die Interaktion des thrombozytiren VWEF-Rezeptors GPlba mit
kollagengebundenem VWF vor allem bei hoheren arteriellen Scherraten von mehr als 1000 s™
eine wichtige Rolle fiir die Vermittlung des initialen transienten Anhaftens (,,tethering* und
»rolling™) von Blutplittchen an extrazelluldrer Matrix spielt (Cauwenberghs et al., 2001;

Ruggeri, 2002; Ruggeri, 2007), wurde auBler der Bedeutung der thrombozytiren
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Kollagenrezeptoren auch die Rolle von GPIba fiir die Plaque-stimulierte Plattchenaktivierung
und Aggregatbildung genauer untersucht. Ein weiterer Grund fiir die Analyse der Rolle von
GPIba bestand dariiber hinaus darin, dass aus einer frilheren Studie von De Meyer et al.
Hinweise darauf hin vorlagen, dass VWF in atherosklerotischen Lésionen Cholesterin-
geflitterter Kaninchen akkumuliert und dieser endogen in den Lésionen vorkommende VWF
zumindest an der in Kaninchengefdlen stattfindenden Plaque-induzierten Thrombusbildung

beteiligt zu sein scheint (De Meyer ef al., 1999).

Der  monoklonale  anti-GPIba-Antikdrper 6B4  konnte die  Plaque-vermittelte
Thrombozytenaggregation in gerithrtem Blut nicht signifikant inhibieren. Diese Ergebnisse
weisen ebenso wie die Beobachtungen verschiedener anderer Arbeitsgruppen (Tsuji et al.,
1999; Maxwell et al, 2007) darauf hin, dass die VWEF/GPIba-vermittelte
Blutpléttchenaktivierung und Aggregation im geriihrten System, also unter Bedingungen,
welche sehr niedrigen Flussgeschwindigkeiten mit geringen Scherraten entsprechen, nicht von

Bedeutung ist.

Die Wirkung von 6B4 wurde auch auf die Plaque-stimulierte Thrombozytenadhdsion und
Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen mit niedrigeren (500 s') und héheren
Scherraten (1500 s™') analysiert. Bei den Experimenten mit Scherraten von 500 s bewirkte die
Vorbehandlung von Hirudinblut mit 6B4 keine signifikante Reduktion der durch atheromatdses
Plaquematerial induzierten Plittchenadhdsion und Aggregatbildung. Im Gegensatz dazu wurde
die Adhésion der Thrombozyten, bzw. die Anzahl der aggregatbedeckten Plaquefldchen durch
die Prdinkubation des Blutes mit dem anti-GPIba-Antikorper bei hheren Scherraten von 1500
s signifikant um 77+5% (MW=SA; n=4) verringert. Studien mit immobilisiertem VWF als
Adhisionssubstrat haben gezeigt, dass das initiale transiente Anhaften von Thrombozyten an
diesen Oberflichen unter Flussbedingungen mit Scherraten von 50 s bis hin zu 1500 s
merklich durch die Blockade von GPIba reduziert werden kann (Savage et al., 1996). Die durch
zirkulierenden =~ VWF  vermittelte  Plédttchenadhdsion und  Aggregatbildung  auf
kollagenbeschichteten Oberflichen hingegen wird nur unter Flussbedingungen mit hdheren
Scherraten von > 1210 s™', bzw. 1500 s™', nicht jedoch unter Flussbedingungen mit niedrigeren
Scherraten von < 500 s™', vollstindig durch eine Blockade von GPIba inhibiert (Savage et al.,
1998; Sugimoto et al., 1999). Die Beobachtungen aus der vorliegenden Arbeit lassen
demzufolge vermuten, dass das unter arteriellen Stromungsbedingungen erfolgende Anhaften
der Thrombozyten an das exponierte Plaquematerial der Adhdsion von Blutplittchen an
Kollagenoberfldchen, welche zirkulierenden VWF gebunden haben, dhnelt. Mdglicherweise ist
daher die Interaktion des thrombozytidren GPIba mit dem aus der Zirkulation gebundenen VWF
und nicht mit dem endogen in atherosklerotischen Lasionen vorkommendem VWF von
groferer Bedeutung fiir die Plaque-stimulierte Thrombusbildung bei 1500 s'. Um die

Bedeutung des endogen im Plaquematerial enthaltenen VWF genauer gegeniiber der Rolle des
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zirkulierenden VWF abgrenzen zu kdnnen, miissten weitere Experimente mit VWF-freiem
Plasma, bzw. Blut (van Zanten et al., 1994), sowie mit spezifischen VWF-blockierenden
Antikorpern, wie z. B. einem gegen die mit Kollagen Typ I und Kollagen Typ III interagierende
VWF-A3-Domine gerichteten Antikorper (Vanhoorelbeke et al., 2003; De Meyer et al., 2006),
durchgefiihrt werden, mit deren Hilfe die Adhdsion des im Blut zirkulierenden VWF an das

exponierte Kollagen des Plaquematerials verhindert werden wiirde.

Interessanter Weise wurde bei den Flussexperimenten mit den hoheren Scherraten von 1500 s™
nicht nur die Adhésion der Thrombozyten, bzw. die Anzahl der von Aggregaten bedeckten
Plaquefldchen, sondern auch die Hohe der einzelnen Pléttchenaggregate und somit das
Aggregatwachstum, signifikant durch die Vorbehandlung des Blutes mit dem anti-GPIba-
Antikoérper 6B4  reduziert. Die 6B4-vermittelte Inhibition des Wachstums der
Thrombozytenaggregate bei dieser Scherrate konnte 2 mogliche Erklarungen haben: (a) Durch
die Blockade von GPIba mittels 6B4 wird die VWF/GPIba-abhingige thrombozytire
Signaltransduktion inhibiert, welche zur Erhohung des zytosolischen Ca”*-Spiegels sowie zu
der fiir die stabile Plédttchenaggregation essentiellen Hochregulierung und Aktivierung des
Fibrinogenrezeptors Integrin aypP; filhrt (Cauwenberghs et al., 2001; Mazzucato et al., 2002;
Jackson et al., 2003; Ruggeri, 2003). (b) Die durch 6B4 hervorgerufene Reduktion des
Aggregatwachstums konnte dariiber hinaus auch durch verringerte VWEF/GPIba-vermittelte
Plattchen-Plattchen-Kontakte erkldrt werden. Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass die
VWF/GPIba-Interaktion ab einer Scherrate von mehr als 1000 s™ zusitzlich zur Bindung von
Fibrinogen, Fibrin und VWF an das Integrin oypP; in die Thrombozyten-Thrombozyten-
Briickenbildung (Kohésion, Aggregation) involviert ist (Maxwell et al., 2007). Bei sehr hohen
Scherraten von mehr als 10.000 s, wie sie in stenosierten GefiBen oder zum Teil auch auf
Grund verdnderter hdmodynamischer Kréfte im Bereich wachsender Pléttchenaggregate
herrschen, wird die VWEF/GPIba-Interaktion sogar essentiell fiir den thrombozytiren
Aggregationsvorgang (Ruggeri et al., 1999; Kulkarni et al., 2000; Ruggeri et al., 2006;
Maxwell et al., 2007).

Gemdll den Beobachtungen dieser Arbeit scheint moglicherweise ein synergistisches
Zusammenspiel von GPIba und GPVI bei der Vermittlung der Plaque-induzierten
Thrombozytenadhdsion und Aggregatbildung unter Flussbedingungen mit héheren Scherraten
von 1500 s zu bestehen. Aus einer Studie von Arthur ez al. ist bekannt, dass GPIba und GPVI
eng miteinander gekoppelt auf der Oberfliche von ruhenden und aktivierten humanen
Blutpléttchen vorliegen (Arthur et al., 2005). Multimere Schlangengifte der C-Typ Lektin-
Familie wie z. B. Alboaggregin A oder Alboluxin belegen dariiber hinaus bei deren Bindung an
die Thrombozyten sowohl GPIba, als auch GPVI (Bergmeier et al., 2001; Doérmann et al.,
2001; Du et al., 2002; Kanaji et al., 2003), was ebenfalls fiir eine enge rdumliche Nihe, bzw.

eine mogliche Assoziation dieser beiden Pléittchenrezeptoren spricht. Auch Kollagen interagiert
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sowohl mit GPV des thrombozytiren GPIb-IX-V-Rezeptorkomplexes als auch mit GPVI
(Moog et al., 2001; Nieswandt et al., 2003), und auch diese Bindung koénnte durch eine
Angrenzung beider Rezeptoren, bzw. Rezeptorkomplexe erleichtert werden (Arthur et al.,
2005). Die enge rdumliche Néhe von GPIba und GPVI konnte zumindest teilweise deren
bereits in der Literatur beschriebenes (Goto et al., 2002b; Massberg et al., 2003; Andrews et al.,
2004; Siljander et al., 2004b) und in der vorliegenden Arbeit fiir die Plaque-stimulierte
Plattchenaktivierung und Aggregatbildung angedeutetes funktionelles Zusammenspiel sowie
die gemeinsamen Eigenschaften der durch sie vermittelten Signalantworten, welche die VWF-
und Kollagen-stimulierte Aktivierung (transiente intrazellulire Ca*‘-Erhéhung) und Integrin
ampP3-abhéngige Aggregation der Thrombozyten weiterleiten, erkliren (Andrews et al., 2004;
Baker et al, 2004). Sowohl in den GPlba-, als auch in den GPVI-induzierten
Signaltransduktionsweg ist die FcRy-Kette involviert (Falati et al., 1999; Nieswandt et al.,
2000; Jackson et al., 2003; Nieswandt et al., 2003; Andrews et al., 2004), welche direkt mit
GPVI assoziiert und notwendig fiir dessen Oberflachenexpression ist (Arthur et al., 2005). Die
Ligandenbindung beider Rezeptoren konnte iiber einen Quervernetzungesmechanismus,
welcher auch FcRy involviert, eine Signaltransduktionskaskade ausldsen (Arthur et al., 2005)
und auf diese Weise synergistisch wirken. Aus in vitro- und in vivo-Studien mit
Maiusethrombozyten ist dariiber hinaus bekannt, dass GPVI und GPIb-IX-V bei der Initiation
und Stabilisierung der Thrombusbildung zusammenzuarbeiten scheinen (Massberg et al., 2003;
Kuijpers et al., 2004). In vitro-Untersuchungen der Thrombusbildung unter Fluss mit humanen
Blutpléttchen auf Kollagen-beschichteten Oberflichen hingegen weisen darauf hin, dass die
synergistische ~ Wirkung beider Pldttchenrezeptoren vor allem fiir die stabile

Thrombozytenaggregation benétigt wird (Goto et al., 2002b).

Die Ergebnisse dieser Arbeit filhren zur Annahme, dass die Verabreichung von Wirkstoffen wie
beispielsweise spezifischen anti-GPIba-Antikorpern, welche die Interaktion von GPIba mit
seinen Liganden, wie vor allem dem VWF, inhibieren konnen, vielversprechende alternative
und/oder z. B. zur GPVI-Inhibition ergdnzende antithrombozytire Strategien zur Therapie und
Priavention kardio- und cerebrovaskulédrer Gefa3verschliisse darstellen konnten. Erste Versuche
zur Uberpriifung des Einflusses solcher GPIba-blockierender Antikdrper haben bereits gezeigt,
dass die Injektion von 6B4-Fab-Fragmenten einen potenten antithrombotischen Effekt in vivo in
2 verschiedenen Thrombosemodellen im Pavian aufwies, bei welchen zum einen ein
arteriovendses Shunt-Modell in den Femoralgefden und zum anderen ein modifiziertes Folts-
Modell mit Femoralarterienstenose eingesetzt wurde, wobei die Blutungszeiten der Tiere nicht
signifikant durch die Verabreichung von 6B4 verlangert wurden und dariiber hinaus auch keine
Thrombozytopenie auftrat (Cauwenberghs et al., 2000; Wu et al., 2002).
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5.6. Bedeutung der ADP-Rezeptoren P2Y; und P2Y,, sowie der
thrombozytaren Cyclooxygenase filr die Plaque-induzierte
Thrombozytenaktivierung

Die zur Zeit priventiv und therapeutisch eingesetzten antithrombozytiren Substanzen Aspirin®,

welches die thrombozytire Cyclooxygenase-1 acetyliert (Vane et al., 2003; Phillips et al.,
2005), und Clopidogrel®, welches nach hepatischer Metabolisierung den ADP-Rezeptor P2Y
der Pléttchen blockiert (Cattaneo, 2007), inhibieren iiber die Interferenz mit der Synthese, bzw.
Wirkung der positiven ,feedback“-Mediatoren TxA2 und ADP vor allem die sekundire
Aktivierungsphase der Thrombozyten. Es stellte sich nun die Frage, inwieweit Aspirin® und
neue plattcheninhibierende Substanzen, welche die thrombozytiren ADP-Rezeptoren P2Y)
(MRS2179) und P2Y,; (AR-C69931MX) hemmen und sich gegenwirtig bereits teilweise in der
klinischen Erprobungsphase befinden, die Plaque-induzierte Blutplattchenaktivierung
beeinflussen. Die Wirkung dieser 3 Thrombozytenhemmer wurde vergleichend in Citrat- und

Hirudin-antikoaguliertem plattchenreichem Plasma und Blut ausgetestet.

Mit Ausnahme der fehlenden Wirkung des P2Y;-Antagonisten MRS2179 in Citrat-
antikoaguliertem Blut, waren beide ADP-Rezeptor-Antagonisten, MRS2179 und AR-
C69931MX, in geriihrtem PRP oder Blut immer in der Lage, die Plaque-stimulierte
Thrombozytenaggregation signifikant zu reduzieren. Der direkte Vergleich der Wirkung beider
ADP-Rezeptor-Antagonisten hat hierbei gezeigt, dass AR-C69931MX die Plaque-induzierte
Pléattchenaggregation sowohl im Citrat-, als auch im Hirudin-PRP effektiver als MRS2179
inhibierte. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der ADP-Rezeptor P2Y, zumindest in
geriihrtem PRP, also unter Bedingungen, welche sehr niedrigen Flussgeschwindigkeiten mit
sehr geringen Scherraten entsprechen, der bedeutendere der beiden thrombozytiren ADP-
Rezeptoren fiir die Plaque-vermittelte Aggregation zu sein scheint. Die Bedeutung von P2Y
fiir die Amplifikation der durch ADP und andere Agonisten wie z. B. Thrombin- oder
Kollagen-stimulierten Blutpldttchenaggregation und Sekretion ist bereits aus fritheren Studien
bekannt (Cattaneo et al., 2000; Conley et al., 2003; Hechler et al., 2005; Gachet, 2006). Im
Citratblut inhibierte AR-C69931MX die Plaque-vermittelte Thrombozytenaggregation ebenfalls
effektiver als MRS2179. Im Hirudinblut hingegen reduzierten der P2Y;- und der P2Y;-
Antagonist die Plaque-induzierte Plittchenaggregation in etwa gleichermafen stark, was darauf
schlieBen lédsst, dass unter diesen Bedingungen, also beim Vorliegen physiologischer
Konzentrationen an zweiwertigen Ionen im Blut, beide ADP-Rezeptoren gleichbedeutend fiir
die durch atheromatdses Plaquematerial stimulierte Vermittlung der sekundéren
Plattchenaktivierungsphase zu sein scheinen. Die Kombination aus MRS2179 und AR-
C69931MX inhibierte die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation sowohl im Citrat-, als
auch im Hirudin-PRP und Blut wirksamer, als jeder Antagonist fiir sich alleine genommen,

wobei deren Zugabe zu Hirudin-PRP oder Blut die Aggregation nahezu vollstandig blockierte.
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Auch die durch fibrillires Kollagen hervorgerufene Pléttchenaggregation wurde durch die
Zugabe beider ADP-Rezeptor-Antagonisten vor allem im Hirudin-PRP und Blut nahezu
vollstindig inhibiert, was auf eine dhnliche Rolle des sekundéren ,feedback*“-Mediators ADP,
bzw. synergistische Wirkung dessen thrombozytdrer Oberflichenrezeptoren P2Y; und P2Y;
fiir die Plaque- und Kollagen-stimulierte Thrombusbildung im geriihrten System hinweisen
konnte. Insgesamt war die anti-aggregatorische Wirkung von MRS2179 und AR-C69931MX
im Blut gegeniiber der Wirkung in pléttchenreichem Plasma geringer. Eine Erkldrung hierfiir
konnte darin liegen, dass im Blut ADP aufler von aktivierten Thrombozyten auch von
Erythrozyten freigesetzt werden kann (Falcon et al., 1989; Liithje, 1989; Alkhamis et al., 1990;
Bonnefoy et al., 2001; Satoh et al., 2002).

Die Zugabe von Aspirin® reduzierte die Plaque-stimulierte Thrombozytenaggregation ebenso
wie die beiden ADP-Rezeptor-Antagonisten sowohl im PRP als auch im Blut signifikant. Auch
die Inhibition durch Aspirin® war im PRP deutlicher als im Blut ausgeprigt. Im Gegensatz zu
MRS2179 und AR-C69931MX war die Hemmwirkung von Aspirin® #hnlich in Citrat- und
Hirudin-antikoaguliertem PRP und Blut und somit nicht von der Art des eingesetzten

Antikoagulans abhingig.

Der Vergleich der Hemmwirkung von Aspirin® auf die durch Plaquematerial und Horm"-
Kollagen hervorgerufene Thrombozytenaggregation zeigte, dass der Effekt von Aspirin® auf
die Kollagen-induzierte Aggregation (85% Inhibition im Hirudinblut) stirker war als die
Wirkung auf die Plaque-stimulierte Aggregation (64% Inhibition im Hirudinblut), was auf
einen Unterschied in der durch atheromatdses Plaquematerial und fibrillires Kollagen
hervorgerufenen Pléttchenaktivierung hindeutet. Die Ursache fiir die geringere Hemmung der
Plaque-vermittelten Thrombozytenaggregation durch Aspirin® kénnte unter anderem darin
liegen, dass atheromatdse Lésionen Lysophosphatidsdure enthalten, welche die
Thrombozytenaktivierung und Aggregation wie in einer Studie von Haseriick ef al. gezeigt
wurde Aspirin®-unabhingig induziert (Haseruck et al., 2004).

Die Kombination aus beiden ADP-Rezeptor-Antagonisten und Aspirin” stellte die wirksamste
Blockade der Plaque-vermittelten Pldttchenaggregation dar und resultierte in einer nahezu
vollstindigen, bzw. kompletten Inhibition. Beide ,feedback*-Mediatoren, ADP und TxA2,
spielen also in geriihrtem PRP und Blut eine wichtige Rolle bei der durch atheromatdses

Plaquematerial hervorgerufenen Thrombozytenaktivierung und Aggregation.

Neben der Wirkung in geriihrtem plittchenreichem Plasma und Blut, wurde der Effekt der 3
antithrombozytiren Substanzen MRS2179, AR-C69931MX und Aspirin® auch auf die Plaque-
vermittelte Pldttchenadhdsion und Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen mit
niedrigeren (500 s™) und hoheren Scherraten (1500 s™') untersucht. Im Gegensatz zu dem
GPIba-blockierenden Antikdrper 6B4 (sieche Abschnitt 5.5) waren die ADP-Rezeptor-
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Antagonisten MSR2179 und AR-C69931MX sowohl bei Scherraten mit 500 s, als auch bei
Scherraten mit 1500 s in der Lage, die durch atheromatdse Plaquehomogenate verursachte
Thrombozytenaggregatbildung zu verringern. Interessanter Weise war der Effekt unter
Flussbedingungen mit hdheren Scherraten, wie sie vornehmlich in kleineren arteriellen und
stenosierten GefaBen vorliegen, deutlich starker ausgeprigt als bei den niedrigeren Scherraten.
Diese Beobachtung lisst vermuten, dass der sekundire Botenstoff ADP, von dem bekannt ist,
dass er eine bedeutende Rolle bei der Vermittlung der Scherstress-induzierten
Thrombozytenaggregation spielt (Moake et al., 1988; Turner et al., 2001; Kunapuli et al.,
2003b), bei der Plattchenthrombusbildung in stenosierten arteriellen Gefdflen involviert sein
konnte. Im Gegensatz zu den Experimenten in geriihrtem Citrat- und Hirudin-PRP sowie in
geriihrtem Citratblut, in welchen der P2Y;-Antagonist AR-C69931MX den effektiveren
Aggregationsinhibitor darstellte, war unter arteriellen Stromungsbedingungen kein Unterschied
in der Wirkung von MRS2179 und AR-C69931MX auf die Plaque-stimulierte
Plattchenthrombusbildung zu sehen. Die Kombination aus beiden ADP-Rezeptorblockern
inhibierte die Plaque-induzierte Thrombozytenaggregation unter allen experimentellen
Bedingungen wirkungsvoller, als jeder Antagonist fiir sich alleine genommen, woraus
geschlossen werden kann, dass zur effektiven Inhibition der Thrombusbildung nach
Plaqueruptur beide ADP-Rezeptoren, P2Y, und P2Y,, welche unterschiedliche thrombozytire
Signaltransduktionswege aktivieren, blockiert werden sollten. Auf diese Weise wird sowohl der
durch die Bindung von ADP an P2Y; aktivierte Gag/Phospholipase C/Ca**-
Signaltransduktionsweg als auch die durch die Interaktion von ADP mit P2Y, vermittelte
Inhibition der Adenylatzyklase unterbunden (sieche Abb. 1.4, Abschnitt 1.3.2) (Gachet, 2006).
In einer bereits in den Abschnitten 5.3 und 5.4 erwdhnten zeitgleich zu der hier diskutierten
Arbeit durchgefiihrten Studie von Cosemans ef al. konnte die Bedeutung von ADP fiir die
Plaque-stimulierte Pléttchenaggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen bestitigt
werden, wobei in dieser Studie der Beitrag der beiden ADP-Rezeptoren P2Y; und P2Y; nicht

wie in der vorgelegten Arbeit vergleichend untersucht wurde (Cosemans et al., 2005).

Friithere Studien, in welchen die Bedeutung von P2Y; und P2Y; fiir die Kollagen-induzierte
Thrombozytenaktivierung und Aggregatbildung unter Flussbedingungen analysiert wurden,
lieferten widerspriichliche Ergebnisse beziiglich der Rolle dieser beiden ADP-Rezeptoren. In
einer Studie von Turner et al. wurde beschrieben, dass wie in dieser Arbeit fiir atheromatdses
Plaquematerial dargestellt beide ADP-Rezeptoren, also sowohl P2Y}, als auch P2Y,, wichtig
fiir die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregatbildung sind, und dass zur effizienten, bzw.
signifikanten Hemmung der Kollagen-vermittelten Plattchenthrombusbildung unter Fluss beide
Rezeptoren antagonisiert werden miissen (Turner et al., 2001). In verschiedenen anderen
Studien hingegen wurde gezeigt, dass die Inhibition eines jeden ADP-Rezeptors, entweder von
P2Y, (Remijn et al., 2002; Goto et al., 2006) oder von P2Y, (Goto et al., 2002a; Remijn et al.,
2002; Vilahur et al, 2004; Goto et al, 2006), die durch Kollagen stimulierte
Thrombozytenablagerung und Aggregatbildung signifikant verringert. Die in diesen Arbeiten
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beobachteten unterschiedlichen Wirkungen der P2Y;- und P2Y);-Antagonisten auf die
Kollagen-vermittelte Plittchenthrombusbildung konnten hierbei zum einen an der
verschiedenen Dauer der Flussexperimente und zum anderen auch an den variierenden
eingesetzten Scherraten und/oder Antikoagulantien liegen. So ist beispielsweise bekannt, dass
die Verwendung bestimmter Antikoagulantien wie z. B. von Thrombininhibitoren in vitro zu
einer Uberschéitzung des eigentlichen antithrombotischen Potentials von P2Y,-Antagonisten
auf Kollagenoberflichen unter Flussbedingungen fiihren kann, da die Blockade des
thrombozytiren P2Y,/Gi-Signalweges synergistisch mit der Inhibition des Thrombin-

stimulierten Gq-vermittelten Signalweges der Plattchen wirken kann (Conley et al., 2003).

Uberraschender Weise war Aspirin® im Gegensatz zu den Experimenten in gerithrtem PRP und
Blut in den Flussexperimenten (Scherraten: 1500 s™) nicht in der Lage, die Anzahl der von
Thrombozytenaggregaten bedeckten Plaquefldchen signifikant im Vergleich zur Kontrolle zu
verringern. Dartiber hinaus fiihrte die Zugabe dieses Cyclooxygenase-1-Inhibitors anders als in
geriihrtem PRP und Blut auch nicht zu einer weiteren Reduktion der durch die Kombination
von MRS2179 plus AR-C69931MX hervorgerufenen Hemmung der Plaque-induzierten
Plittchenaggregatbildung. Auch in den Experimenten mit niedrigeren Scherraten von 500 s™
konnte Aspirin® die Plaque-vermittelte Thrombusbildung im Vergleich zur Kontrolle nicht
signifikant hemmen. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die TxA2-Bildung im Gegensatz zur
ADP-Rezeptor-Aktivierung im Verlauf der Thrombusbildung nach Plaqueruptur unter
arteriellen Flussbedingungen eine untergeordnete Rolle spielen konnte. Aus einer fritheren
Arbeit von Barstad ef al. ist bekannt, dass der Effekt von Aspirin® auf die Kollagen-verursachte
Pléattchenaggregatbildung unter Fluss von der jeweils eingesetzten Scherrate abhidngt, wobei bei
niedrigeren und sehr hohen Scherraten von 650 s und 10.500 s keine inhibierende Wirkung
von Acetylsalicylsdure gefunden wurde (Barstad et al., 1996). Diese Daten konnten eine
mogliche Erklirung fir das Fehlen des antithrombozytiren Effekts von Aspirin® auf die
Plaque-stimulierte Thrombozytenaggregatbildung unter Flussbedingungen mit niedrigeren
Scherraten von 500 s darstellen. Barstad ef al. haben des weiteren gezeigt, dass Aspirin® bei
Scherraten von 2.600 s zu einer Reduktion der auf den Kollagenoberflichen stattfindenden
Blutpléttchenaggregatbildung fiihrte, welche allerdings nur sehr moderat ausfiel (Barstad et al.,
1996). Dariiber hinaus wurde in einer Studie von Moake et al. berichtet, dass die Scher-
induzierte, VWF-unterstiitzte Thrombozytenaktivierung und Aggregation Aspirin®-resistent,
jedoch ADP-abhingig erfolgt (Moake et al., 1988). Zusammengefasst stiitzen diese
Beobachtungen die Resultate der vorliegenden Arbeit, in welcher Aspirin® unter arteriellen
Flussbedingungen keine Hemmung der durch atherosklerotisches Plaquematerial stimulierten
Plattchenaktivierung und  Aggregatbildung bewirkte und der  Scher/VWF/ADP-

Aktivierungsachse eine bedeutende Rolle zugewiesen wird.
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Der Gegensatz dieser in vitro-Ergebnisse zu dem klinisch erwiesenen protektiven Effekt von
Aspirin® bei Patienten mit kardiovaskulidren Erkrankungen kénnte moglicherweise wie folgt
erklart werden: Aus den Studien verschiedener Arbeitsgruppen ist bekannt, dass die
Thrombozytenadhdsion und Aktivierung mit darauf folgender Cyclooxygenase-1-abhingiger
TxA2-Bildung in der frilhen Phase der Artherogenese und wéhrend der Progression
atherosklerotischer Lésionen eine Rolle spielt (Belton ef al., 2003; Gawaz, 2006). Diese konnte
durch die Acetylsalicylsdure gehemmt werden, und dadurch die Entstehung vulnerabler Plaques
inhibieren, bzw. verzogern. In der akuten Phase der Thrombusbildung nach Plaqueruptur
hingegen kann vermutlich durch Plattchenstimuli wie atheromatdses Plaquematerial oder

®

Kollagen unter Fluss freigesetztes ADP die inhibierende Wirkung von Aspirin® umgehen

(Awtry et al., 2000; Eikelboom et al., 2004). Dariiber hinaus wurde auch beschrieben, dass die

® nur in etwa bei einem Viertel aller Patienten schwerwiegende

Verabreichung von Aspirin
vaskuldre Ereignisse und symptomatische Atherothrombosen (z. B. akute Myokardinfarkte,
bzw. Reinfarkte oder ischdmische Schlaganfille) verhindern kann ("Antithrombotic-Trialists-
Collaboration", 2002; Hankey et al, 2004). Die TxA2-Bildung scheint demzufolge keine

unabdingliche Schliisselrolle bei der Thrombusbildung nach Plaqueruptur zu besitzen.

Das in Abb. 5.1 dargestellte grafische Schema zeigt den gemidf den in den Abschnitten 5.3 bis
5.6 diskutierten Ergebnissen dieser Arbeit vermutlich erfolgenden Ablauf der Entstehung eines
gefaBverschlieBenden Pléttchenthrombus nach der Ruptur einer vulnerablen, lipidreichen
atherosklerotischen Lésion unter arteriellen Flussbedingungen bei Scherraten von 1500 s™. In
dieser Darstellung sind die Resultate in Hirudin-antikoaguliertem Blut zusammengefasst, was
bedeutet, dass die durch den Plaque-,tissue factor* vermittelte Thrombusbildung hier nicht mit
einbezogen ist. Gemill diesem Modell werden nach dem Aufbrechen einer atheromatdsen
Lésion zundchst morphologisch heterogene Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positive
Strukturen des Plaquematerials freigelegt (siche Abschnitt 5.3). Endogener Plaque-VWF oder
VWEF, der aus der Blutzirkulation stammt und an die exponierte kollagenartige Plaquematrix
bindet, induziert darauf hin durch die Interaktion mit dessen thrombozytirem Rezeptor, dem
GPIba, die initiale transiente Adhidsion der Blutplittchen unter arteriellen Flussbedingungen
(siche Abschnitt 5.5). Die Hemmung dieser Interaktion mittels eines spezifischen anti-GPIba-
Antikorpers reduzierte die Plaque-stimulierte Thrombozytenaggregatbildung um 77%. Im
Anschluss daran werden das stabile Anhaften der Blutplittchen und deren Aktivierung
vornehmlich durch die Bindung kollagenartiger Plaquestrukturen an deren thrombozytéren
Kollagenrezeptor GPVI vermittelt. Die Inhibition dieser Bindung durch den Antikdrper 10B12
konnte die durch atheromatdses Plaquematerial verursachte Thrombusbildung zu 100%
blockieren, was darauf hinweist, dass GPVI den zentralen thrombozytiren Rezeptor fiir die

Plaque-induzierte Plittchenaktivierung und Aggregatbildung darstellt (siche Abschnitt 5.4).



Diskussion 175

Plattchenthrombus

-m 35% , P2Vt
do
58% 32%
sekundare —y ? LPA-Rezeptor-

Aktivierungs- P2Y,, Antagonisten
phase

o
L] o OC:) ° OO 0o
7 u o °
primére GPVI-Inhibition 909, W
ey g

Aktivierungs- g T h, % —
phase Integrin a,8, % .GPIbu\7/ GPIba-Inhibition
<

Lumen

U
= = ¥~ \ (C= )= Endothel
FTAETRETTN] [~ 7/ \GMZ "R Intima
heterogenes Kollagen Typ I- und Typ lll-positives Plaguematerial

GMZ = glatte Muskelzellen; Ma = Makrophagen; VWF = von
Willebrand Faktor; <@/ “ = Thrombozyten.

Abb. 5.1: Modellhafte Darstellung der Pléittchenthrombusbildung nach Plaqueruptur. Gezeigt sind der
Ablauf der Thrombozytenaktivierung und Aggregatbildung, sowie die % Inhibition der Plaque-induzierten
Plittchenthrombusbildung durch verschiedene antithrombozytire Substanzen im Hirudinblut unter
arteriellen Flussbedingungen mit Scherraten bei 1500 s'. ADP = Adenosindiphosphat; ARC = AR-
C69931MX; ASS = Acetylsalicylsiure; LPA = Lysophosphatidsiure; MRS = MRS2179; TxA2 =
Thromboxan A2.

Der zweite wichtige Kollagenrezeptor auf der Oberfliche der Thrombozyten, das Integrin a,f;,
ist, wie in Abb. 5.1 gezeigt, nicht am Vorgang der Plaque-stimulierten Pldttchenaktivierung
beteiligt, denn seine Inhibition mittels eines spezifischen inhibierenden Antikorpers blieb ohne
jeglichen Einfluss (siche Abschnitt 5.4). Die Interaktion von kollagenpositiven
Plaquestrukturen und GPVI leitet eine Reihe von Ereignissen ein, welche zur Sekretion von
thrombozytidren Granula-Inhaltsstoffen, Fibrinogenrezeptoraktivierung, Plattchenausbreitung
und Aggregation fithren. Das Wachstum der auf diese Weise entstandenen
Thrombozytenaggregate, bzw. die Bildung eines gefdllverschlieBenden Thrombus wird
schlieBlich vor allem durch die Freisetzung des sekundiren Botenstoffes ADP propagiert. Eine
Blockade beider thrombozytirer ADP-Rezeptoren (P2Y; und P2Y);) mittels spezifischer
Antagonisten reduzierte die Plaque-stimulierte Plattchenaggregatbildung um ca. 60% (siehe
Abschnitt 5.6). Verglichen mit dem thrombozytdren Kollagenrezeptor GPVI und dem VWF-
Rezeptor GPIba spielen die ADP-Rezeptoren unter Flussbedingungen bei 1500 s allerdings
eine geringere Rolle. Eine mogliche Ursache fiir die untergeordnete Rolle des positiven
feedback-Mediators ADP, sowie dessen Interaktion mit P2Y; und P2Y ,, konnte darin liegen,
dass das ADP, welches von aktivierten Thrombozyten und roten Blutkdrperchen freigesetzt
wird, auf Grund der hohen Flussgeschwindigkeit nicht ausreichend im Bereich des wachsenden
Thrombus akkumulieren kann. Der zweite fiir die Bildung eines hamostatischen

Plattchenthrombus wichtige sekundédre Botenstoff TxA2 scheint flir die Plaque-vermittelte
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Thrombozytenaktivierung und Aggregation keine Rolle zu spielen, denn die Inhibition der
Thromboxanbiosynthese mittels Aspirin® zeigte keinen Einfluss auf die thrombozytire
Aggregatbildung (siehe Abschnitt 5.6). Neben der zentralen Bedeutung des Kollagenrezeptors
GPVI, scheint auch die Interaktion des VWF-Rezeptors GPIba mit dessen Liganden nicht nur
eine entscheidende Rolle bei der Plaque-vermittelten initialen Thrombozytenadhésion, sondern
auch der Aktivierung und Aggregatbildung zu spielen, denn die Inhibition dieses Rezeptors
mittels eines blockierenden Antikorpers verringerte nicht nur die Anzahl der
plattchenaggregatbedeckten Plaqueflichen, sondern reduzierte auch die Hohe der einzelnen
Aggregate (siche Abschnitt 5.5). GPVI und GPIba scheinen also synergistisch an der
thrombozytéren Signalweiterleitung nach der Ruptur einer atheromatdsen Lésion beteiligt zu
sein, wobei GPVI das bedeutendere beider Oberflachenproteine ist. Neben Kollagen Typ I- und
Kollagen Typ Ill-positiven Plaquestrukturen kdnnte auch die vor allem im lipidreichen Kern
vulnerabler atherosklerotischer Plaques akkumulierte Lysophosphatidsdure an der
Thrombozytenaktivierung und Aggregation beteiligt sein (Abb. 5.1) (Siess et al., 1999; Rother
et al., 2003). Da derzeit keine im Blut inhibierend wirkenden LPA-Rezeptor-Antagonisten
bekannt sind, konnte die relative Bedeutung dieses Plaque-Lysophospholipids fiir die Plaque-
stimulierte Pldttchenaktivierung im Blut nicht untersucht werden. In ersten nur teilweise
verdffentlichten Experimenten der Dissertation von Olympia Bikou konnte allerdings gezeigt
werden, dass die Wirkung von fibrillirem Kollagen beziiglich der Thrombozytenaktivierung
und Aggregation durch Lysophosphatidsdure verstirkt wurde (Bikou ef al., 2006), so dass ein
moglicher Synergismus beider in atherosklerotischen Lésionen vorkommender Substanzen

beziiglich der Plattchenaktivierung vorstellbar wére.

5.7. Vergleich aktiver und inaktiver atherosklerotischer Plaques

Nicht alle der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten humanen atheromatdsen
Plaquehomogenate waren in der Lage, Blutplittchen zu aktivieren. Einige waren inaktiv und
konnten weder eine Formverdnderung, noch eine Aggregation der Thrombozyten in geriihrtem
PRP induzieren. Verschiedene Ursachen fiir die variierenden Aktivititen der atheromatdsen
Plaquehomogenate, wie Unterschiede in den Thrombozytenkonzentrationen des in den
Aggregometerexperimenten eingesetzten PRP, Unterschiede im Kollagengehalt oder der
Kollagenstruktur des Plaquematerials, sowie eine variierende GPVI-Bindung der atheromatdsen
Lasionen wurden ausgeschlossen. Ferner zeigte die vergleichende Analyse des Protein-, bzw.
Kollagen Typ [I-Profils aktiver und inaktiver Plaquehomogenate mittels SDS-
gelelektrophoretischer Auftrennung und anschlieBender Silberfarbung, bzw. anschlieendem
Immunoblot mit einem spezifischen anti-Kollagen Typ I-Antikorper, dass in allen untersuchten
Plaquematerialien sowohl al(I)-, als auch a2(I)-Ketten des Kollagen Typ I vorhanden waren.

Die variierende Aktivitit der atheromatdsen Lésionen konnte demzufolge auch nicht auf deren
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unterschiedlichen Gehalt an 16slichen Kollagen Typ I-spezifischen a-Untereinheiten

zuriickgefiihrt werden.

Die Plaque-induzierte Blutplittchenaggregation war oberhalb einer Konzentration von 200.000
Thrombozyten/ul PRP weitgehend von der Plittchenkonzentration im analysierten PRP
unabhingig. Da die Anzahl der Thrombozyten/ul PRP bei den meisten der in der vorliegenden
Arbeit durchgefiihrten Experimenten zwischen 250.000 und 350.000 lag, kann die
unterschiedliche Aktivitit der Plaquehomogenate verschiedener Patienten nicht auf die
Pldttchenkonzentration des untersuchten PRP zuriickgefiihrt werden. Unterhalb einer
Thrombozytenkonzentration von 200.000 Plittchen/ul PRP war die Plaque-stimulierte
Thrombozytenaggregation allerdings deutlich geringer. Da sich die durch das Plaquematerial
hervorgerufene Plattchenaggregation in geriihrtem PRP, wie in Abschnitt 5.6 beschrieben, aus
der initialen Aktivierung durch kollagenpositive Plaquestrukturen und der daraus resultierenden
Freisetzung der sekundidren Botenstoffe ADP und TxA2 und somit der sekundér stimulierten
Amplifikation der Thrombozytenaktivierung zusammensetzt, ist es wahrscheinlich, dass bei
einer Plittchenkonzentration unterhalb von 200.000 Thrombozyten/ul PRP diese beiden
positiven ,feedback*-Mediatoren in geringeren Mengen sekretiert werden und somit die

Plaque-induzierte Plittchenaggregation in diesem Fall schwicher ausfillt.

Im Gegensatz zur Plaque-vermittelten Aggregation war die durch verschiedene
Konzentrationen an fibrillirem Horm®-Kollagen hervorgerufene Pléttchenaggregation auch
unterhalb einer Thrombozytenkonzentration von 200.000 Pldttchen/pul PRP in etwa immer
vergleichbar. Beziiglich des Aggregationsmechanismus im PRP liegen daher bei einer
Thrombozytenkonzentration von weniger als 200.000 Pldttchen/ul PRP zwischen den
kollagenpositiven Plaquestrukturen und fibrillirem Kollagen Unterschiede vor. Dariiber hinaus
wies auch die Tatsache, dass das Horm®-Kollagen unabhingig von den eingesetzten
Konzentrationen (0,5 pg/ml, 2,5 pg/ml und 5 pg/ml) eine in etwa immer gleich hohe
Plattchenaggregation im PRP stimulierte und die aktiven atheromatdsen Plaques in niedrigeren
Konzentrationen (0,6 mg Feuchtgewicht/ml) eine verglichen mit einer hoéheren
Plaquekonzentration (1,25 mg Feuchtgewicht/ml) deutlich verringerte Aggregation induzierten
darauf hin, dass Unterschiede zwischen den kollagenpositiven Plaquestrukturen und typisch
fibrillirem Kollagen bestanden. Morphologisch lagen wie mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie gezeigt wurde zwischen den Kollagen Typ I- und Kollagen Typ
Ill-positiven Plaquestrukturen und dem fibrilliren Horm®-Kollagen (Gemisch aus 95%
Kollagen Typ I- und 5% Kollagen Typ IlI-Fibrillen) (Favaloro, 2000) deutliche Unterschiede
vor. Die Kollagen Typ I- und Typ IlI-positiven Komponenten der Plaquehomogenate waren
sehr heterogen in ihrer Gestalt. Es traten sowohl grofere als auch kleine kollagenpositive
Strukturen auf, welche in der Lage waren, mit den Blutpléttchen zu interagieren. In der Regel

waren keine fibrilliren Kollagenstrukturen im Plaquematerial sichtbar und nur in den
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Homogenaten einzelner atheromatdser Lésionen konnten mittels anti-Kollagen Typ II-
Antikdrpern kurze Kollagenfibrillen detektiert werden. Auf Grund dieser Beobachtungen kann
vermutet werden, dass typisch fibrilldre Plaquekollagenstrukturen wahrscheinlich nicht fiir die

Aktivierung der Thrombozyten durch humane atheromatdse Lésionen verantwortlich sind.

Weitere Experimente der hier diskutierten Arbeit zeigten, dass verglichen mit fibrillirem
Horm®-Kollagen viel héhere Konzentrationen an 15slichem Kollagen Typ I (ca. um den Faktor
200 hoher) und l6slichem Kollagen Typ III (ca. um den Faktor 25 hoher), sowie an
Plaquekollagen (abhidngig von der individuellen Plaque-Aktivitit um den Faktor 25-165 hoher)
eingesetzt werden mussten, um eine vergleichbare Thrombozytenaggregation im PRP zu
induzieren. Dies konnte auf eine &hnliche Pléttchenaktivierung vermittelt durch Idsliche
Kollagene und atheromatdse Lésionen hindeuten. Fibrilldres Kollagen erwies sich also als ein
beziiglich der Aggregation im PRP deutlich stirkerer Plattchenagonist als 16sliches Kollagen,
was bereits auch in fritheren Studien anderer Arbeitsgruppen beschrieben wurde (Savage et al.,
1999; Siljander ef al., 1999; Bernardo et al., 2004). Savage et al. haben beispielsweise gezeigt,
dass die 50-fache Konzentration an 16slichem Kollagen Typ I bendtigt wurde, um eine mit
fibrillirem Kollagen Typ I vergleichbare Thrombozytenantwort im PRP auszul6sen, wobei die
durch 16sliches Kollagen Typ I verursachte ,lag“-Phase vor dem FEinsetzen der
Plattchenaggregation verglichen mit der durch fibrilldres Kollagen Typ I vermittelten ,,/ag*-
Phase trotzdem noch deutlich verzdgert war (Savage et al., 1999). In einer Studie von Siljander
et al. wurde dariiber hinaus gezeigt, dass fibrillires Kollagen Typ I sowohl im statischen
System als auch unter Fluss ein besseres und aktiveres Substrat fiir die Thrombozytenadhésion
und Aggregation darstellt als 16sliches Kollagen Typ I, wobei hier in etwa nur die 4-fache
Konzentration an loslichem Kollagen Typ I benétigt wurde, um eine zum fibrilliren Kollagen
Typ I vergleichbare Plittchenaktivierung zu erzielen (Siljander et al., 1999). Es ist bekannt,
dass Kollagen eine geeignete tertifire und quaternire Struktur annehmen muss, um effektiv mit
den Thrombozyten interagieren zu konnen (Morton et al., 1995; Jarvis et al., 2002). Sowohl die
Liange und der Durchmesser als auch die Morphologie der Kollagenfasern besitzen einen
entscheidenden Einfluss auf deren Féhigkeit die Blutpldttchen zu aktivieren (Jarvis et al.,
2002). Mogliche Ursachen fiir die Unterschiede der in den oben genannten Arbeiten bendtigten
vielfachen Konzentrationen an 16slichem verglichen mit fibrillirem Kollagen kdnnten daher
darin liegen, dass die analysierten loslichen Kollagene unterschiedliche tertiire und/oder
quaternire Strukturen besitzen. Die morphologische Untersuchung der in dieser Arbeit
eingesetzten l9slichen Typ I- und Typ III-Kollagene mittels Immunfluoreszenzmikroskopie hat
gezeigt, dass abhingig vom Beschichtungsverfahren durchaus fibrilldre Strukturen in den
16slichen Kollagenen detektiert werden konnten. Das 16sliche Kollagen Typ I, welches die
Thrombozyten weniger stark aktivierte als das 16sliche Kollagen Typ III, enthielt eher langere

und groflere Kollagenfasern, welche allerdings nur sehr selten auftraten. Im 16slichen Kollagen
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Typ II hingegen waren viele kiirzere, mikrofibrillire Strukturen zu beobachten, welche
eventuell effektiver als die vereinzelten Kollagen Typ I-Fasern mit den Blutpléttchen

interagieren und somit die Thrombozyten starker aktivieren konnen.

Gegen die Hypothese, dass losliche Kollagenstrukturen die blutpléttchenaktivierenden
Komponenten vorangeschrittener lipidreicher atherosklerotischer Lésionen darstellen spricht
allerdings, dass keine absolut eindeutige Korrelation des Kollagengehalts der
Plaquehomogenate  verschiedener Patienten und der durch sie hervorgerufenen
Thrombozytenaggregation im PRP sowie der Fibrinbildung im PPP oder PRP gefunden werden
konnte. Dariiber hinaus sprechen auch die Daten vorangegangener Veroffentlichungen gegen
diese Hypothese, in welchen nachgewiesen wurde, dass der Kollagenrezeptor Integrin a,f3; vor
allem fiir die durch 16sliches Kollagen verursachte Plittchenadhision und Aggregatbildung
verantwortlich gemacht wird, wihrend die durch fibrillires Kollagen stimulierte
Thrombozytenadhdsion und Aggregation vor allem GPVI-abhingig erfolgen zu scheint (Jung et
al., 1998; Nakamura et al., 1998; Savage et al., 1999; Siljander et al., 1999; Nieswandt et al.,
2001a; Kato et al., 2003; Nieswandt et al., 2003; Moroi et al., 2004; Siljander et al., 2004b). Da
die in dieser Arbeit untersuchte Plaque-stimulierte Thrombozytenaktivierung und
Aggregatbildung unabhingig von dem Integrin of; war und vor allem durch den
Kollagenrezeptor GPVI vermittelt wurde, scheint sich das Plaquekollagen beziiglich der
Pléattchenaktivierung also auch deutlich anders als l0sliches Kollagen zu verhalten.
Vergleichende Untersuchungen der Plaquekollagenstruktur, bzw. der verschiedenen
Kollagentypen atheromatdser Lasionen mittels Elektronenmikroskopie, bzw. mittels Immuno-
Elektronenmikroskopie mit spezifischen anti-Kollagen-Antikérpern wie sie bereits in
vorangegangenen Studien eingesetzt wurden (Nievelstein ef al., 1991; Nievelstein et al., 1994;
Grant et al., 1996; Lusis, 2000; Ihling et al., 2004; Parastatidis et al., 2007), konnten unter
Umstidnden weitere Einblicke in die Ursachen fiir die Unterschiede aktiver und inaktiver

Plaques liefern.

Wie bereits eingangs erwihnt, konnte die unterschiedliche Aktivitit der atheromatdsen
Lisionen verschiedener Patienten auch in der vergleichenden Analyse des Protein-, bzw.
Kollagen Typ I-Profils mittels SDS-gelelektrophoretischer Auftrennung und anschlieBender
Silberfarbung, bzw. anschlieBendem Immunoblot mit anti-Kollagen Typ I-Antikdrpern nicht
auf deren Gehalt an 16slichen Kollagen Typ I-spezifischen a-Ketten zuriickgefiihrt werden.
Trotz des Unvermdgens der durch die Kombination aufeinander folgender Einfrier- und
Auftauzyklen sowie einer Langzeitlagerung bei -20°C generierten inaktivierten atheromatdsen
Lésionen eine Pldttchenaggregation im PRP zu induzieren, zeigten diese Plaqueproben in der
Silberfarbung und im Immunoblot ein dhnliches Proteinmuster, bzw. Kollagen Typ I-Profil, wie
ihre entsprechenden unbehandelten, aktiven Plaquekontrollen. Der einzige erkennbare

Unterschied zwischen den aktiven und inaktivierten atheromatdsen Lédsionen bestand in der
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dunkleren Firbeintensitit der Proteine der inaktivierten Plaqueproben nach Silberfirbung. Es
konnte sein, dass verglichen mit den aktiven Proben bei den inaktivierten Proben ein groBerer
Teil des Plaquematerials in das Gel eingelaufen war. Die dunklere Firbeintensitdt der Spuren
mit den inaktivierten Plaqueproben konnte auch durch Verdnderungen der Plaqueproteine nach
der Inaktivierungsbehandlung erkldrt werden. Es konnte sich hierbei beispielsweise um
Plaqueproteine mit oxidierten Lipiden handeln. LDL z. B. ist empfindlich gegeniiber Einfrier-
und Auftauzyklen und wird durch diese oxidiert und aggregiert (Chopra et al., 2001; Suzuki et
al., 2002).

Zusétzlich zu den Kollagen Typ I-spezifischen al(I)- und a2(I)-Ketten traten in den Gelspuren
aller Plaqueproben im Gegensatz zu den Gelspuren des aufgereinigten 16slichen Kollagen Typ I
noch viele weitere Banden auf, welche in der Silberfirbung vermutlich vor allem darauf
zuriickgefiihrt werden konnen, dass diese Proteinfarbemethode nicht ausschlieBlich spezifisch
fiir Proteine ist, sondern auch im Plaquematerial enthaltene Nukleinséuren, Lipopolysaccharide
und Lipide visualisieren kann (Hempelmann, 1998; Lottspeich et al., 1998). Dariiber hinaus
besteht ein Nachteil der Silberfarbung darin, dass sie trotz ihrer hohen Sensitivitét
(Nachweisgrenze: 5 bis 30 ng Protein) nicht besonders gut zur Quantifizierung von Proteinen
geeignet ist, da sich die Farbeintensitit der Proteine mit Silberionen nicht linear zur
aufgetragenen Proteinmenge verhélt und verschiedene Proteine mit unterschiedlicher Intensitit
detektiert werden (Voss et al, 2000). Zur quantitativen Bestimmung der Protein-, bzw.
Kollagenmenge in aktiven und inaktiven Plaquehomogenaten wurden daher die Proteine
alternativ zur Silberfarbung mittels Coomassie gefdrbt. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Coomassiefiarbungen, welche mit einer Nachweisgrenze von 200 bis 400 ng Protein deutlich
weniger sensitiv als die Silberfirbungen sind (Lottspeich et al., 1998), konnten in nicht
ausreichendem Malle kollagenpositive Plaquestrukturen im Trenngel detektieren (Daten nicht
gezeigt).

Das Auftreten vieler weiterer Banden in den Immunoblots der Plaquehomogenate, welche nicht
den mittels anti-Kollagen Typ I-Antikorpern detektierten Kollagen Typ I-a-Ketten entsprachen,
konnte durch Degradationsprodukte des Kollagen Typ I erklédrt werden, welche in vivo durch im
atherosklerotischen Plaquegewebe vorhandene Matrixmetalloproteinasen gebildet werden
konnen (Galis et al., 1994; Herman et al., 2001; Galis et al., 2002; Rouis, 2005; Dollery et al.,
2006). Der Abbau der Plaquekollagene durch aktive Matrixmetalloproteinasen kdnnte sowohl
zu einer Abnahme der Plaque-induzierten Thrombozytenaktivierung und Aggregation fiihren,
falls fibrilldres, unlosliches Kollagen die pléttchenaktivierende Komponente atheromatoser
Lésionen darstellt, als auch eine Zunahme der Plaque-vermittelten Thrombozytenaktivierung
und Aggregation stimulieren, falls die plattchenaktivierenden Bestandteile atheromatdser
Léasionen kleine, sekundédr quervernetzte Kollagenfragmente darstellen. Die Analyse des
Vorhandenseins von Kollagendegradationsfragmenten im Plaquematerial konnte somit

moglicherweise Hinweise fiir die Ursachen der verschiedenen Aktivititen atheromatdser
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Plaques liefern. Falls die Degradation des fibrilldren, unldslichen Kollagens in den
Plaquehomogenaten mittels Kollagenasen wie z. B. der Matrixmetalloproteinase-8, welche
hauptsdchlich unlosliches, tripelhelikales Kollagen degradieren (Dollery et al., 2006), zu einer
Verringerung der Plaque-stimulierten Plittchenaggregation fiihrt, dann wére es moglich, dass
inaktive Plaquehomogenate diese fibrilldren, unldslichen Kollagenkomponenten nicht in
ausreichender Konzentration enthalten. Falls der Abbau des Plaquekollagens mittels
spezifischer Gelatinasen wie z. B. der Matrixmetalloproteinase-9, welche ausschlielich
denaturiertes, losliches Kollagen degradieren (Dollery et al., 2006), allerdings zu einer
Abnahme der Plaque-vermittelten Thrombozytenaggregation fiihrt, dann konnte es sein, dass
vor allem kleine, quervernetzte Kollagenfragmente, welche dem hochreaktiven GPVI-Rezeptor-
aktivierenden Peptid CRP (,,collagen-related peptide*) gleichen (Morton ef al., 1995; Asselin et
al., 1999), fir die plittchenaktivierenden Eigenschaften der atheromatdsen Lisionen
verantwortlich sind. Inaktive Plaques wiirden entsprechend dieser Hypothese einen geringen
Gehalt an solchen kleinen, sekundéir quervernetzten Kollagenfragmenten enthalten. Zur
Analyse solcher fiir die variierenden Plaque-Aktivititen potentiell verantwortlichen
Kollagendegradationsprodukte wurden Experimente mit Gradientengelen durchgefiihrt, in
welchen sowohl die Kollagen Typ I-a-Ketten (Molekulargewicht: ca. 130-140 kDa) als auch
die kleinen Degradationsfragmente (Molekulargewicht: ~4 kDa) dieses Kollagensubtyps
visualisiert werden konnten. Die kleinen Kollagen Typ I-Fragmente traten jedoch ebenso wie
die Kollagen Typ I-a-Ketten sowohl in den aktiven als auch in den inaktiven
Plaquehomogenaten auf. Letztlich blieb die Ursache fiir die Unterschiede in der
Thrombozytenaggregation hervorgerufen durch aktive und inaktive Plaquehomogenate daher

unklar.

Andere potentielle Ursachen fiir die variierenden Aktivititen der atheromatdsen Lésionen
verschiedener Patienten konnten Unterschiede in den im Plaquegewebe enthaltenen
Kollagensubtypen wie z. B. Kollagen Typ III oder Kollagen Typ VI darstellen. Von Kollagen
Typ II ist bekannt, dass es neben Kollagen Typ I ebenfalls in vorangeschrittenen
atherosklerotischen Plaques akkumuliert (Katsuda et al., 2003) und eine zu Kollagen Typ I
vergleichbare Adhédsion und Aggregation von Blutplittchen vermitteln kann (Saelman et al.,
1994; Farndale et al., 2004). Kollagen Typ VI kommt ebenso in allen Stadien
atherosklerotischer Lésionen vor, und trigt auf Grund seiner Resistenz gegeniiber von glatten
Muskelzellen und Makrophagen freigesetzten matrixdegradierenden Enzymen zur Stabilitét
atherosklerotischer Plaques bei (Katsuda et al., 1992; van Zanten et al., 1994; Katsuda et al.,
2003). Dieser Kollagentyp ist etwas weniger reaktiv als das fibrillire Kollagen Typ I und
induziert vor allem bei Scherraten von bis zu 800 s eine Thrombozytenadhésion (Saelman et
al., 1994; Farndale et al., 2004).

Erste Untersuchungen ergaben, dass die 16sliche Kollagen Typ III-Plédttchenaktivierungskinetik

im PRP in etwa dem Verlauf der Thrombozytenaktivierung verursacht durch aktive
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Plaquehomogenate entsprach, so dass es moglich wire, dass das l9sliche Kollagen Typ III einen
bedeutenden Pldttchenstimulus atheromatdser Lisionen darstellt. Widerspriichlich zu dieser
Hypothese wurde allerdings in Aggregometerversuchen im PRP sowie in den in
Zusammenarbeit mit Dr. C. Schulz (Herzzentrum, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrten
Experimenten im Heparinblut unter arteriellen Flussbedingungen mit Scherraten von 1000 s™
(unverdffentlichte Daten) (Schulz et al, 2006), in welchen die Plaquehomogenate mit
spezifischen anti-Kollagen Typ I- und anti-Kollagen Typ III-Antikorpern vorbehandelt wurden,
gefunden, dass beide Kollagentypen, Kollagen Typ I und Kollagen Typ III, in etwa gleich
wichtig flir die Plaque-stimulierte Thrombozytenadhdsion und Aggregation waren. Dariiber
hinaus ergab auch der direkte Vergleich der Morphologie Kollagen Typ I- und Kollagen Typ
[II-positiver Strukturen aktiver und inaktiver Plaquehomogenate mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie weder einen weiteren Aufschluss liber die Beschaffenheit der
plattchenaktivierenden Komponenten vorangeschrittener lipidreicher atherosklerotischer
Lisionen, noch iiber die relative Bedeutung eines jeden Kollagentyps, so dass man zum jetzigen
Zeitpunkt nicht sagen kann, dass Kollagen Typ I oder Kollagen Typ III eine wichtigere Rolle
bei der Plaque-verursachten Pléttchenaktivierung spielt. Ein Vergleich der relativen
Konzentrationen von Kollagen Typ I und Kollagen Typ III im Plaquematerial, sowie
Untersuchungen des Plaque-Kollagen Typ III-Profils und der Plaque-Kollagen Typ III-
Degradationsfragmente mittels SDS-Gelelektrophorese und anschlieBender Silberfarbung oder
Coomassiefiarbung sowie anschlieBendem Westernblot mit anti-Kollagen Typ III-Antikdrpern
konnte die Rolle dieses Kollagentyps fiir die durch atheromatése Lésionen stimulierte

Plattchenaktivierung und Aggregation weiter aufkliren.

Der Einfluss von Kollagen Typ VI-positiven Strukturen auf die Plaque-induzierte
Thrombozytenaktivierung und Aggregation wurde bisher noch nicht ndher analysiert, aber
moglicherweise erbringt die Untersuchung der Konzentration, Verteilung, Morphologie, sowie
des Kollagen Typ VI-Profils und der Degradationsfragmente des Kollagen Typ VI weitere
Einblicke in die Ursachen fiir die unterschiedlichen Aktivititen der Plaquehomogenate

verschiedener Patienten.

Zusammengefasst konnte bei der Gegeniiberstellung aktiver und inaktiver Plaquematerialien
also kein absolut eindeutiger Zusammenhang zwischen der Plaque-Aktivitdit und dem
Plaquekollagengehalt oder der Plaquekollagenstruktur, bzw. dem Plaquekollagen Typ I-Profil
im Westernblot hergestellt werden. Die Ergebnisse der Aggregationsstudien und der
Untersuchungen unter Fluss =zeigten jedoch, dass die GPVI-Aktivierung durch das
Plaquekollagen essentiell fiir die initiale Thrombozytenaktivierung (Adhésion, Gestaltwandel)
und Aggregation ist. Des Weiteren konnte bei der Analyse der Korrelation der Plaque-Aktivitat
und der Bindung des Plaquematerials an GPVI beobachtet werden, dass atheromatdse Lésionen,

welche spezifisch mit GPVI interagierten, auch eine hohe, bzw. maximale Pléattchenaktivierung
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induzierten. Im Gegensatz dazu wiesen einige der thrombozytenaktivierenden
Plaquehomogenate nur eine relativ geringe oder gar keine GPVI- Bindung auf. Dariiber hinaus
fiel die Bindung des rekombinanten GPVI-Fc-Proteins an I6sliches Kollagen Typ I und
Kollagen Typ III im Vergleich zur Bindung an die Plaquehomogenate deutlich stirker aus, was
ebenfalls darauf hin deuten konnte, dass die Plittchenaktivierung, welche nach der Stimulation
mit 16slichem Kollagen Typ I und Typ III schwiécher war als nach der Stimulation mit Plaque,

nicht alleinig mit der GPVI-Fc-Bindung korreliert.

Die Plaquekollagen-GPVI-Plittchen-Interaktion scheint also den zentralen, moglicherweise
aber nicht den einzigen Mechanismus der Blutpléttchenaktivierung verursacht durch humanes
lipidreiches atherosklerotisches Plaquematerial darzustellen. AuBler der Zusammensetzung und
Struktur des Plaquekollagens konnte auch dessen Assoziation mit anderen extrazelluldren
Matrixproteinen wie z. B. Glykoproteinen oder Proteoglykanen an der Aktivierung der
Thrombozyten nach der Ruptur einer Lasion beteiligt sein und unter Umsténden synergistisch
mit der Wechselwirkung zwischen dem Plaquekollagen und dem GPVI-Rezeptor wirken. Das
Glykoprotein Laminin, welches kiirzlich von Inoue ef al. als ein weiterer spezifischer GPVI-
Ligand beschrieben wurde (Inoue ef al., 2006) und in atherosklerotischen Lisionen vorkommt
(van Zanten et al., 1994), konnte beispielsweise mit dem Plaquekollagen synergistisch auf
GPVI wirkende Eigenschaften besitzen. Gegen einen moglichen synergistischen Effekt der
kollagenpositiven und der Lamininstrukturen atheromatdser Lisionen beziiglich der
Thrombozytenaktivierung spricht allerdings, dass die Plaque-induzierte Plattchenaggregation
durch die Vorbehandlung der Plaquehomogenate mit anti-Kollagen Typ I- und anti-Kollagen
Typ UI-Antikoérpern, welche gemidBl den Angaben des Herstellers weniger als 1%
Kreuzreaktivitit mit anderen extrazelluldren Matrixproteinen aufweisen, vollstindig blockiert
werden konnte. Wie bereits erwdhnt konnten auch kleine durch Matrixmetallopoteinaseverdau
gebildete und anschlieBend vernetzte Degradationsfragmente eines oder mehrerer
Kollagentypen, welche in ihrer Struktur dem kollagenverwandten Peptid CRP gleichen, sehr
gute GPVI-Stimulatoren darstellen und als aktive Plaquekomponenten in Betracht gezogen

werden.
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6. Zusammenfassung

Atheromatdse Plaques sind vulnerabel, und deren Ruptur kann die Bildung
gefdBBverschlieBender pldttchen- und fibrinreicher Thromben induzieren, welche akute
Myokardinfarkte und ischdmische Schlaganfille verursachen konnen. Bisher geht man davon
aus, dass der Plaque-,tissue factor als Aktivator der extrinsischen Blutgerinnung und
Stimulator der Thrombin-vermittelten Pléattchenaktivierung und Aggregation die bedeutendste

prothrombogene Substanz atheromatoser Lasionen darstellt.

Zu Beginn dieser Arbeit war nicht gekldrt, ob und wie das lipidreiche atherosklerotische
Plaquematerial auch direkt mit den Thrombozyten im Blut interagieren und auf diese Weise die
Bildung eines gefdflverschlieBenden Plédttchenthrombus induzieren kann. Die atheromatdsen
Lasionen von mehr als 60 verschiedenen Patienten mit Karotisstenose wurden mittels
Endarterektomie isoliert und Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positive, morphologisch
duBerst heterogene Strukturen in den Plaques identifiziert, welche direkt die Adhésion,
Sekretion und Aggregation von Pléttchen in Puffer, Plasma und Blut stimulierten. Dariiber
hinaus losten die Plaques auch die Bildung von Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten sowie
eine pldttchenbeschleunigte Fibrinbildung und Gerinnung aus. Unter arteriellen
Flussbedingungen induzierten die kollagenpositiven Komponenten des Plaquematerials die
Adhision, das Ausbreiten und die Aggregatbildung der Thrombozyten. Die Plaque-stimulierte
Plattchenaggregatbildung erfolgte sehr rasch (< 5 min) und wurde in Hirudin-antikoaguliertem
Blut beobachtet, was darauf schlieBen lisst, dass diese direkt und unabhingig von der Plaque-
Hlissue factor-vermittelten Koagulation erfolgte und sehr wahrscheinlich fiir die initiale und

schnelle Thrombusbildung nach einer Plaqueruptur in vivo von Bedeutung ist.

Sowohl die Ergebnisse mit humanen, als auch mit murinen Blutplittchen wiesen auf eine
essentielle Rolle morphologisch diverser Kollagen Typ I- und Kollagen Typ IlI-positiver
Plaquestrukturen und des thrombozytéren Kollagenrezeptors GPVI bei der durch atheromatose
Lisionen stimulierten Plittchenformverdnderung, Adhésion, Ausbreitung, Sekretion und
Aggregation im statischen System und unter arteriellen Flussbedingungen hin. Der zweite
bedeutende thrombozytire Kollagenrezeptor, das Integrin ayf;, schien hingegen nicht an der
durch die atheromatdsen Léasionen hervorgerufenen Plittchenadhdsion und Aggregation im
statischen System und unter Fluss beteiligt zu sein. Diese Beobachtungen fiihrten zur Annahme,
dass die Verabreichung von z. B. spezifischen anti-GPVI-Antikérpern oder 16slichem GPVI-
Protein, welche die Interaktion des thrombozytiren GPVI-Rezeptors mit dessen Liganden im
Plaquegewebe (Kollagen Typ I/Typ III) inhibieren, viel versprechende neue und effektive
antithrombotische Strategien zur fritlhen Prdvention kardio- und cerebrovaskuldrer

Gefallverschliisse darstellen konnten.
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Der thrombozytire VWF-Rezeptor GPIba war weder im geriihrten System, noch unter Fluss
mit niedrigeren Scherraten von 500 s von Bedeutung fiir die durch atheromatdse Plaques
induzierte Pléttchenaggregation im Blut. Unter arteriellen Flussbedingungen mit hdheren
Scherraten von 1500 s allerdings resultierte die Blockade von GPIba in einer starken
Reduktion (77+5%) der Plaque-stimulierten Thrombozytenadhédsion und Aggregatbildung. Dies
lasst darauf schlieBen, dass unter diesen Stromungebedingungen auch die Interaktion des VWF
mit dem Pléttchen-GPIba-Rezeptor eine wichtige Rolle fiir die Thrombusbildung nach
Plaqueruptur spielt.

Sowohl die ADP-Rezeptor-Antagonisten MRS2179 (P2Y-Antagonist) und AR-C69931MX
(P2Y,-Antagonist), als auch Aspirin® konnten die Plaque-vermittelte
Thrombozytenaggregation in geriihrtem PRP und Blut signifikant verringern, wobei die
Kombination aller drei Plittchenhemmer am effektivsten wirkte und die Plaque-induzierte
Aggregation vollstindig inhibierte. Unter arteriellem Fluss (Scherraten: 1500 s™) wirkten
MRS1279, AR-C69931MX sowie deren Kombination allerdings deutlich weniger effizient als
im statischen System und reduzierten die Plaque-stimulierte Plittchenaggregatbildung nur um
35+14%, 32+13% und 58+12%. Uberraschender Weise fithrte die Zugabe von Aspirin® unter
Fluss zu keiner signifikanten Reduktion der Plaque-induzierten Thrombozytenaggregatbildung.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass ADP-Rezeptor-Antagonisten sowie Aspirin® die
Bildung eines gefaBBverschlieBenden Thrombus nach Plaqueruptur eher ineffizient hemmen

diirften.

Die atheromatdsen Plaquehomogenate verschiedener Patienten wiesen unterschiedliche
thrombozytenaktivierende Eigenschaften auf, welche weder auf deren variierenden Gehalt an
l16slichem Kollagen, noch auf die unterschiedliche Morphologie der Kollagen Typ I- und
Kollagen Typ Il-positiven Plaquekomponenten zuriickgefiihrt werden konnte. Weiterhin
verhielt sich sowohl fibrilldres als auch losliches Kollagen Typ I und Kollagen Typ III anders
als das Plaquematerial beziiglich der Pléttchenaggregation im PRP. Die Bindung des
thrombozytiren GPVI-Rezeptors an das Plaquematerial stellte die Voraussetzung fiir die
Plattchenaktivierung der Plaques dar, wobei jedoch keine eindeutige positive Korrelation
zwischen der GPVI-Bindung und der Aktivitit der atheromatdsen Lésionen verschiedener
Patienten  hergestellt ~werden konnte. Der Grund fiir die unterschiedliche
Thrombozytenaktivierung induziert durch das Plaquematerial verschiedener Patienten bleibt
letztlich also unklar. Die weitere Erforschung mdglicher Ursachen fiir die unterschiedlichen
plattchenaktivierenden Eigenschaften der lipidreichen atheromatdsen Lidsionen verschiedener

Patienten stellt eine interessante und vor allem klinisch relevante zukiinftige Fragestellung dar.
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Anhang

Anhang

Inhalt der Video-CD

Auf der Video-CD befindet sich die komprimierte Version des im Abschnitt 4.2.3 des

Ergebnisteils beschriebenen Films der Adhésion und Aggregatbildung von Thrombozyten an

kollagenpositiven Plaquestrukturen unter arteriellen Flussbedingungen.

Thrombus Formation on
Atherosclerotic Plaque Core

Film 1. Adhiision und Aggregatbildung von Thrombozyten an
kollagenpositiven Plaquestrukturen unter arteriellen
Flussbedingungen (komprimierte Version, 21 MB). Humanes
Hirudin-antikoaguliertes Blut wurde fiir eine Dauer von 10 min bei
37°C in einer Parallel-Platten-Fluskammer mit einer Scherrate von
1500 s {iber Plaque-beschichtete Glasoberflichen, in welchen die
Kollagen Typ IlI-positiven Strukturen fluoreszenzmarkiert waren,
perfundiert. In dieser Echtzeitvideosequenz wird die Plaque-
stimulierte Thrombusbildung zu verschiedenen Zeitpunkten mittels
Hellfeld (BF fiir ,,bright field*)-, Fluoreszenz (F1)- und Reflektions-
Interferenz-Kontrast-Mikroskopie =~ (RIKM)  dargestellt.  Die
Flussrichtung verlduft von links nach rechts.

Zeitpunkt t = 0 min: Echtzeitvisualisierung des Plaquematerials vor
Beginn der Perfusion mittels BF- und Fl-Mikroskopie sowie der
RIKM-Technik. Im Gegensatz zu den BF- und Fl-Aufnahmen
konnen mittels RIKM-Technik sowohl substratnahe (dunkelgraue
Bereiche, Abstand ca. 10 nm), als auch substratferne (weille
Bereiche, Abstand ca. 20-30 nm) Plaquestrukturen dargestellt
werden.

Zeitpunkt t = 3 min: Echtzeitvisualisierung der Thrombozyten-
adhdsion 3 min nach Beginn der Perfusion. Einzelne Pléttchen
(grau, BF) lagern sich am flussabwirts gelegenen Ende der
kollagenpositiven Plaquestrukturen (weifl, FI) an, rekrutieren
weitere Thrombozyten und wachsen zu grof3eren Aggregaten heran.

Zeitpunkt t = 5 min: Echtzeitvisualisierung der Thrombozyten-
aggregation 5 min nach Beginn der Perfusion. GroBle Plittchen-
aggregate (grau, BF) haben sich gebildet, welche iiber eine Flache
aus ausgebreiteten Thrombozyten (,,spread platelets*) nah am
Plaquesubstrat (RIKM-Technik: dunkelgraue Bereiche, Abstand ca.
10 nm) am kollagenpositiven Plaquematerial (weil3, FI) verankert
sind.
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