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1 Einleitung 6

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Im Jahr 2002 stellten die kardiovaskuliren FErkrankungen mit 46,8% die
Haupttodesursache in der Bundesrepublik Deutschland dar (Todesursachenstatistik 2002,
Statistisches Bundesamt). Dabei verstarben insgesamt ca. 70000 Patienten an einem
Herzinfarkt und eben so viele an einem apoplektischen Insult, einer pathogenetisch @hnlichen
Erkrankung. Yusuf et. al. konnten zeigen, dass die Erkrankungen des Herzkreislaufsystems
auch in den Entwicklungslindern deutlich an Bedeutung zugenommen haben *'. Schitzungen
ergaben, dass jiahrlich mehr als 19 Millionen Menschen weltweit an dem so genannten akuten

2
Koronarsyndrom versterben >

1.2 Thrombozyten

Thrombozyten sind fiir die physiologische Blutstillung im Rahmen einer
GefdBwandldsion von zentraler Bedeutung. Sie sind aber auch wichtiger Bestandteil der
Pathomechanismen der arteriellen Thrombose. Neben der Bildung des plittchenreichen
Thrombus, der zum Gefilverschluss fiihrt, sind Plidttchen an der Entstehung und Progression
einer atherosklerotischen Plaque, an Mikroembolisationen in nachgeschalteten Gefillen,

Vasokonstriktion und chronischen Entziindungsreaktionen beteiligt '**.

1.2.1 Aufbau und Funktion

Mit einem Durchmesser von 2-3,5um stellen die Blutplittchen den kleinsten
korpuskulidren Bestandteil des Blutes dar. Es handelt sich um scheibenformige, kernlose
Plattchen mit einer Dicke von 0,5-0,75um. Sie werden im Knochenmark von Megakaryozyten
durch Abschniirung gebildet. Je nach ZellgroBe und Chromosomenzahl entstehen aus einem
Megakaryozyten 500-5000 Plittchen, wobei die Bildung von Thrombozyten hauptsichlich
durch den Botenstoff Thrombopoetin und Zytokine wie Interleukin 3 und 6 gesteuert wird.

Die Erneuerungsrate der =zirkulierenden Blutplittchen betrigt 15% pro Tag. Die
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Uberlebenszeit von Thrombozyten im peripheren Blut betrigt 7 Tage, der Abbau findet im

retikuloendothelialen System von Leber, Milz und Lunge statt.

Unter physiologischen Bedingungen zirkulieren Thrombozyten im Gefd3system ohne
relevante Interaktion mit der GefdBwand. Eine Adhédsion und Aktivierung der Plittchen wird
durch Oberflichen-Eigenschaften der intakten Endothelschicht verhindert. Zusitzlich hemmt
das Endothel durch die Freisetzung von vasoaktiven und antithrombogenen Mediatoren,
insbesondere Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklin (PGI2), die physiologische
Reaktivitdt der Thrombozyten.

Der morphologische Aufbau der Plittchen kann in vier Bereiche gegliedert werden: als
periphere Zone wird die Plasmamembran mit der angrenzenden Glykokalyx bezeichnet. Die
Zellmembran besteht aus einer Phospholipiddoppelschicht in die Membranglykoproteine
bzw. -Rezeptoren eingebettet sind. Bei Aktivierung konnen Thrombozyten die
Zusammensetzung und den Aufbau der Zellmembran verindern und durch Anderung der
Phospholipidorientierung die Bindung von plasmatischen Gerinnungsfaktoren an die
Thrombozytenoberfliche ermdéglichen. Der ausgebildete katalytische Komplex bildet die
Grundlage fiir die plasmatische Gerinnung ''.

Im Elektronenmikroskop erkennt man unter der Zellmembran die strukturelle Zone oder
Hyalomer. Dort befinden sich Mikrotubuli und Strukturproteine, die die Formverdnderungen
der Plittchen ermoglichen. Die Zone der Organellen, das Granulomer, beinhaltet
Mitochondrien, Glykogenspeicher und drei verschiedene Granula-Typen, die als Speicherort
fiir Signalbotenstoffe, Enzyme, Wachstums- und Koagulationsfaktoren sowie adhisive
Proteine dienen. Es werden elektronendichte Granula, a-Granula, und Lysosomen
unterschieden. Die Freisetzung der Inhaltsstoffe der elektronendichten Granula und o-Granula
spielt bei der Plidttchenaggregation und Blutstillung eine zentrale Rolle. Die Bedeutung der
lysosomalen Enzyme der Thrombozyten ist noch nicht geklart. Das Membransystem stellt die
vierte morphologische Zone dar, wobei ein offenes kanalikuldres System von einem dichten
tubulidren System unterschieden wird. Bei dem dichten kanalikulidren System handelt es sich
um einen Abkommling des rauhen endoplasmatischen Retikulums der Megakaryozyten. Es ist
ein Hauptspeicherort fiir freie Kalziumionen, die fiir Steuerung und Aktivierung des
Pléttchens wichtig sind.

Das offene kanalikuldre System besteht aus gewundenen Membrankanilen die weit in das

Plattcheninnere reichen. Durch die Poren an der Membranoberfliache haben sie Anschluss an
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den Extrazellularraum. Werden Thrombozyten zur Sekretion von Granula-Inhaltsstoffen
aktiviert, konnen die Speichervesikel durch Verschmelzung mit dem offenen kanalikuldren
System den Inhalt an den Extrazelluldrraum abgeben.

Thrombozyten konnen durch das Fehlen von DNA und die nur geringen Reste an mRNA

. . . .. 11
nur sehr eingeschrinkt Proteine synthetisieren .

Plattchen konnen nach Aktivierung durch I0sliche Faktoren oder Anheftung an
stimulierende Oberflichen aktiv ihre Form verdndern und durch Ausstiilpen der
Plasmamembran Pseudopodien bilden (,,shape change®). Ihre Oberfliche vergroBert sich so
auf bis zu 13pum?. Dabei interagieren sie mittels einer Fiille von Rezeptoren untereinander, mit
Strukturen der GefiBwand (z.B. subendothelialer Matrix, Endothelzellen), plasmatischen
Gerinnungsfaktoren sowie mit zirkulierenden korpuskulidren Bestandteilen des Blutes (z.B.
Leukozyten, Progenitorzellen) ' ',

Die dabei beteiligten Membranglycoproteine lassen sich in verschiedene Klassen
einteilen. Zu der Klasse der Integrine gehdren Rezeptoren wie z.B. der klassische Kollagen-
Rezeptor a2f1-Integrin, der Fibrinogenrezeptor ollbplll-Integrin (GPIIb-IIla) oder der
Vitronektinrezeptor aVB3-Integrin (GPav-111a). Zu den leuzinreichen Glykoproteinen zihlt
man u.a. den Kollagenrezeptor GPVI und den von-Willebrand-Faktor-(vVWF)Rezeptor GPIb-
V-IX. Daneben finden sich Selektine, Immunglobulin-dhnliche Adhdsionsrezeptoren und

lysosomale Membranproteine auf der Thrombozytenoberfliche .

1.2.2 Thrombozyten und Himostase

Nach Verletzungen, bei denen es zur Eroffnung kleiner Blutgefile kommt, stoppt die
Blutung beim Gesunden nach 1-3 Minuten (Blutungszeit). Die Reaktion von Thrombozyten
auf den Kontakt mit subendothelialer Matrix, die nach Verletzung des Endothels exponiert

wird, ist dabei fiir die physiologische Blutstillung von entscheidender Bedeutung.

Die subendotheliale extrazellulire Matrix besteht aus einem Netzwerk verschiedener
Komponenten (z.B. Kollagen, elastischen Fibrillen), das in ein viskds-elastisches Gel aus
Proteoglykanen, Glykoproteinen und Wasser eingebettet ist. Kollagen ist mit einem Anteil
von ca. 40% am Gesamtprotein sowohl Hauptbestandteil der Zellwand als auch
Hauptadhédsionsprotein fiir Thrombozyten. Fibronectin und Laminin sind daneben die

wichtigsten nicht-kollagenen Adhésionsmolekiile. Das Anheften von Plittchen an die
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verletzte GefiBwand wird vor allem durch fibrillir strukturiertes Kollagen vermittelt **. Der
Aufbau der extrazelluldren Matrix der GefdBwand verindert sich sowohl mit zunehmendem
Alter des Menschen als auch beim Auftreten von Atherosklerose. Der Anteil an Kollagen,

insbesondere der Subtypen I und III nimmt zu ***'.

Die Interaktion zwischen Thrombozyten und Zellwandldsion im Rahmen der Blutstillung
kann in verschiedene Phasen unterteilt werden:

Zuerst kommt es zu einer transienten Bindung von Plittchen an die GefiBBwandldsion,
dem so genannten ,,platelet tethering “. Nach Aktivierung und fester Adhdsion der Plittchen
an die GefiBwand wird dann die Aggregation und Thrombusformation eingeleitet.

In der ersten Kontaktphase wird die Interaktion iiber kollagenimmobilisierten von-
Willebrand-Faktor (vWF) und den thrombozytiren vWF-Rezeptor (GP Ib-V-IX) vermittelt.
Die Interaktion von vWF mit dem entsprechenden Rezeptor ist durch eine sehr hohe
Bindungsstdrke gekennzeichnet. Dies ermdglicht vor allem in den GefdBabschnitten des
arteriellen Stromgebietes die Adhision von Plittchen an die GefiBwand. Allerdings ist diese
Bindung auch durch eine relativ hohe Dissoziationskonstante gekennzeichnet, was bedeutet,
dass Plidttchen nicht dauerhaft binden, sondern nur von ihrer Flussgeschwindigkeit
abgebremst werden und iiber die freigelegte subendotheliale Matrix rollen. Neuere
Untersuchungen zeigen dass auch der thrombozytire Kollagenrezeptor GPVI eine direkte
Adhision von Thrombozyten an die extrazelluldre Matrix vermitteln kann .

Die Phase der Aktivierung wird durch die Bindung von Kollagenrezeptoren, besonders
des GPVI-Rezeptors, an das Kollagen der Gefilwand eingeleitet und fiihrt zu einer
Formverdnderung der adhédrenten Plittchen. Die Bindung von GPVI an Kollagen setzt
intrazelluldre Signalwege in Gang, die andere Membranrezeptoren wie z.B. GPIIbllla
aktivieren und so eine feste Bindung der Thrombozyten ermoglichen. Der bereits oben
beschriebene ,,shape change ist Zeichen der Aktivierung des Thrombozyten. Eine effektive
Abdichtung der GefiaBwandlidsion wird durch das Ausspreizen der Plittchen gewihrleistet.
Durch Freisetzen von verschiedenen Mediatoren (z.B. Thromboxan A2, Serotonin,
Prostaglandinen, NO) aus intrazelluldren Granula und durch die parakrine sowie autokrine
Wirkung der Mediatoren wird die Aktivierung der Thrombozyten verstdrkt (Thromboxan)
und eine Kontraktion der umgebenden GefiBwand induziert (Serotonin)''.

Membranstindige  Adhidsionsrezeptoren wie z.B. Kollagen-, Laminin- und

Fibronektinrezeptoren stabilisieren die noch labile Bindung des Thrombozyten an Kollagen.
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Die Sekretion von Granulainhaltsstoffen fiihrt zusitzlich zur Rekrutierung von noch
ruhenden Plittchen aus der Zirkulation. Diese werden zur Aggregation an die schon
adhdrenten Plittchen angeregt. Als Aggregation bezeichnet man den Vorgang der Koadhision
zwischen Thrombozyten. Dieser Vorgang wird iiber den GPIIb-IIla-Rezeptor und eine
Fibrinogenbriicke vermittelt. Im Ruhezustand kann Fibrinogen nicht an den GPIIb-IIla-
Rezeptor binden. Erst nach Aktivierung des Blutplittchens und unter Anwesenheit von Ca’" -
Ionen kommt es im Bereich des Rezeptors zur Freilegung der entsprechenden
Bindungsstellen.

Die primidre Aggregation stellt eine lockere und reversible Bindung dar. Die sekundire,
irreversible Stabilisierung der Bindung tritt zeitverzogert im Zuge der plasmatischen
Gerinnung ein, die zu einer enzymatischen Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin fiihrt.

Als Endstadium der Adhidsion wird die Phase bezeichnet, in der die Thrombozyten

vollstindig iiber die subendotheliale Matrix ausgespreizt sind '

Die beschriebenen Phasen laufen nicht zeitlich streng gestaffelt sondern parallel ab und
gehen flieBend ineinander iiber. Bei den Aktivierungsschritten erfolgen positive
Riickkopplungsmechanismen, die zu einer Verstdarkung der Blutstillung fiihren.

Eine Ausbreitung iiber den verletzten GefdB8bereich hinaus wird durch die Freisetzung von
Mediatoren wie NO oder Prostazyklin aus dem umgebenden, noch intakten Endothel
verhindert. Prostazyklin und NO wirken iiber die Aktivierung membranstdandiger
Guanylylzyklasen und die Steigerung der intrazelluliren cGMP-Konzentration des

Thrombozyten einer Plittchenaktivierung entgegen.

Neben ihrer zentralen Rolle in der priméren Blutstillung sind die Thrombozyten auch in
das System der sekunddren Himostase (Blutgerinnung) integriert. Da das zunidchst gebildete
Plattchenaggregat relativ instabil ist (weiBer Abscheidungsthrombus), ist eine weitere
Konsolidierung des pléttchenreichen Thrombus notwendig. Dies wird iiber eine lokale

Aktivierung der Blutgerinnung erreicht ''.
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Abb.1: Schematische Darstellung der Pldttchenadhdision, Aktivierung und Aggregation nach
Freilegung von subendothelialer Matrix durch eine Gefdfswandverletzung.

Die sekundidre H@mostase beginnt mit der Aktivierung der Gerinnungskaskade und der
Bildung von Thrombin und Fibrin in der Umgebung des Thrombus. Die prokoagulatorische
Aktivitdt des Thrombozyten wird durch Pldttchenfaktor 3 vermittelt und basiert auf der
Ausbildung des Prothrombinase-Komplexes. Dieser Komplex bildet sich nach Stimulation
des Pliattchens durch Neuorientierung von Membranphospholipiden auf der
Thrombozytenoberfliche und katalysiert die Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin.
Thrombin wiederum wandelt Fibinogen in Fibrin um. Die Anlagerung von Fibrin an das
Plattchenaggregat fithrt zur mechanischen Stabilisierung des Thrombus und zur Anlagerung
anderer Blutzellen (roter Abscheidungsthrombus). Von den Thrombozyten abgeschniirte

Mikropartikel konnen die prokoagulatorische Aktivitét verstiarken.
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1.2.3 Thrombozyten und Atherosklerose

Plattchen sind aber nicht nur zentraler Bestandteil der physiologischen Blutgerinnung,
sondern sie sind auch wesentlich an der Entstehung und Progression der Atherosklerose
beteiligt.

Der zentrale pathophysiologische Auslosemechanismus der Atherosklerose ist ein
inflammatorischer Prozess in der GefaBwand, der zu einer Dysfunktion des Endothels fiihrt.
Bedingt durch die Entziindung und die dadurch verminderte Ausschiittung von
Thrombozyten-hemmenden Substanzen aus den Endothelzellen kommt es zum Umbau der
Endothelzellschicht in den betroffenen GefdBabschnitten. Die Umbauvorginge erhohen die
Permeabilitit der Interzellulirkontakte fiir Makromolekiille wie z.B. LDL-Partikel, die
dadurch vermehrt zwischen den Endothelzellen in die subendotheliale Wandschicht
diffundieren konnen und den chronischen Entziindungsprozess weiter unterstiitzen *°. Es
folgt die Adhision von Monozyten an das verinderte Endothel, ihre Migration in die Intima,
die Phagozytose von oxidierten LDL-Partikeln und die Differenzierung der Monozyten zu
Schaumzellen ',

Massberg et. al. konnten 2002 zeigen, dass Thrombozyten an das Gefdllendothel von
Maiusen anheften, bevor sich atherosklerotische Lidsionen in den betroffenen Bereichen
ausbilden *'. Um mit der verinderten Endothelzellschicht interagieren zu konnen, miissen die
Pléattchen in einem aktivierten Zustand vorliegen. Die Anwesenheit von oxidiertem LDL in
der subendothelialen Matrix unterdriickt die Produktion von NO in den benachbarten
Endothelzellen und erméglicht so eine lokale Aktivierung von Plittchen *. Daneben sind
kardiovaskuldre Risikofaktoren fiir Atherosklerose wie z.B. arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus oder Nikotinabusus mit einer erhohten basalen Aktivierung und Hyperaggregabilitit
der zirkulierenden Blutplittchen assoziiert.

Thrombozyten setzen nach Kontakt mit der verletzten Endotheloberfliche
inflammatorische Botenstoffe frei, die eine Aktivierung der Endothelzellen und eine
Veridnderung ihrer adhdsiven Eigenschaften bewirken. Dadurch werden die Diffusion von
LDL-Partikeln und die Monozytenmigration in die subendotheliale Matrix erleichtert. Die
Endothelzellen und glatten Muskelzellen werden zur Freisetzung von ,,monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP1) und zur Expression von ,,intercellular adhesion molecule
1“(ICAM-1) Rezeptoren auf ihrer Oberfliche angeregt. Beide sind fiir die Adhdsion von

Monozyten an der GefiBwand notwendig. Auflerdem wandern glatte Muskelzellen, durch
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Thrombozyten iiber Botenstoffe angeregt, von der Media in die Intima ein und steigern ihre
Transskription von NF-kB abhidngigen Genprodukten. NF-xkB ist ein zelluldrer
Transskriptionsfaktor, der fiir die Aktivierung verschiedener Genorte auf der DNA
verantwortlich ist. Dazu gehoren Gene, die bei einer Immunantwort, Entziindungsreaktionen
oder Zelladhdsion und —wachstum beteiligt sind. Dadurch werden Intimaproliferation,
atherosklerotischer GefiBwandumbau und eine chronische Entziindung im betreffenden

GefiBwandabschnitt gefordert ''.

1.3 Atherosklerotische Plaque und akutes Koronarsyndrom

1.3.1 Pathoanatomie der atherosklerotischen Plaque

Eine atherosklerotische Gefawandverinderung besteht aus einem Lipidkern und einer
zentralen Kernregion, die in der Mitte der exzentrisch verdickten Intima gelegen sind. Dieser
Kernbereich wird auf seiner luminalen Seite von einer fibrosen, kollagenreichen Kappe, an
seinem Rand von einer Schulterregion und an seiner vom Lumen abgewandten Seite von der
Plaquebasis begrenzt. Im Zentrum der Plaque sind zahlreiche Schaumzellen enthalten. Dabei
handelt es sich um Makrophagen die von Monozyten abstammen und sich durch Phagozytose
von lipidreichem Material differenzieren. Sie bilden groBe Mengen an ,tissue
factor*(Gewebsthromboplastin) und prisentieren diesen auf ihrer Oberfliche . Die fibrose
Kappe besteht aus Kollagenfibrillen, die von den glatten Muskelzellen der Intima gebildet
werden (siehe Abbildung 2)

1.3.2 Pathophysiologie des akuten Koronarsyndroms

Das Konzept der Plaqueruptur als Ursache fiir das akute Koronarsyndrom wurde erstmals
1926 von Benson vorgeschlagen 2. Den schliissigen Beweis fiir die Entstehung von koronaren
Thromben aus rupturierten Plaques lieferte schlielich Constandinides 1966 im Rahmen von
Autopsiestudien’. Brown et. al konnten 1986 zeigen, dass es in der Regel nicht die
hochgradigen Stenosen sind, die zur Plaqueruptur und koronarer Thrombenbildung fiihren,
sondern dass der Stenosierungsgrad Ruptur-gefihrdeter Plaqueareale im Mittel nur etwa 56%
betriigt °. Andere Kriterien mussten daher fiir die Vulnerabilitit und Instabilitiit einer Plaque

entscheidend sein. Es resultierte daraus der Grundsatz, dass sich vom Schweregrad einer
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Koronarstenose keine Vorhersage iiber die Wahrscheinlichkeit eines Herzinfarktes treffen

lasst.

Gefifklumen Fibrise Kappe

Schulterregion

Abb.2: Histologischer Schnitt durch eine humane atherosklerotische Plaque. In der
Plaquemitte sieht man den Lipidkern und die lipid- und makrophagenreiche Kernregion. Bei
dem oberen Schnitt(A) wurde Kollagen I selektiv angefirbt und erscheint in der Abbildung
rot-braun. Deutlich zu erkennen ist die bevorzugte Lokalisation von Kollagen I in der fibrosen
Kappe, wohingegen in der Kernregion nur wenig Kollagen I enthalten ist (siehe Resultate).

In der iiberwiegenden Zahl der Fille ist die Ruptur der fibrosen Kappe der Ausloser fiir
einen akuten thrombotischen GefidB3verschluss. Weit weniger héaufig ist die Thrombusbildung

aufgrund einer oberflichlichen Plaque-Erosion.
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Die Schwichung der fibrosen Kappe, die der Ruptur vorausgeht, stellt ein
multifaktorielles Geschehen dar. Lipoproteine bzw. oxidierte Derivate von Lipoproteinen
verursachen im Zusammenspiel mit Thrombozyten eine chronische Entziindung in der
atherosklerotischen Lision, die zur Aktivierung von T-Zellen fiihrt. Die stimulierten T-Zellen
schiitten verschiendene Mediatoren wie z.B. Interferon-y aus, welches die Kollagensynthese
durch glatte Muskelzellen hemmt. Gleichzeitig werden Makrophagen und glatte Muskelzellen
aktiviert und setzen Enzyme (z.B. Kollagenasen, Gelatinasen) frei, die die fibrose Kappe
durch gesteigerten Abbau von Kollagen schwichen '’

Pathologische Studien haben gezeigt, dass die Plaque meist an der diinnsten Stelle der
fibrosen Kappe aufbricht, wobei es sich bei exzentrischer Plaquestruktur meist um die
»Schulterregion am Plaquerand handelt. Diese Stelle zeigt hiufig eine starke Infiltration mit
Schaumzellen und ist deshalb zusiitzlich geschwiicht .

Pathoanatomische und biomechanische Untersuchungen haben dariiber hinaus gezeigt,
dass die Plaquevulnerabilitit von der zirkumferentiellen Wandspannung des Gefdl3es, der
Lokalisation der Plaque in der GefidBstrombahn, der GréBe und Zusammensetzung des
atheromatosen Kerns und von Blutflusscharakteristika abhidngt. Es konnte nachgewiesen
werden, dass rupturgefihrdete Plaques eine hohere Konzentration an Cholesterinestern im
Vergleich zu freien Cholesterinmonohydratkristallen in ihrem Lipidkern aufweisen '°. Bei den
Blutflusscharakteristika sind vor allem die Stromungsverhiltnisse im proximalen Abschnitt
der Plaque entscheidend. Eine unregelmifige Plaquekonfiguration sowie ein Lipidreichtum
des atherosklerotischen Kerns fiihren zu einer ungleichmifigen Verteilung der mechanischen
Belastung und kritisch erhohter Wandspannung in bestimmen Arealen der fibrosen Kappe.
Sowohl eine chronische als auch eine plotzliche Zunahme der Wandspannung kénnen die

Plaqueruptur triggern 2.

Die Freilegung von thrombogenem Material durch die Plaqueruptur verursacht die
Aktivierung und Aggregation von Blutpléttchen und fiihrt so zu einem akuten thrombotischen
GefdlBverschluss. In angiographischen Studien konnte gezeigt werden, dass beim akuten
Koronarsyndrom vermehrt plittchenreiche Thromben (,,white clots*) zu finden sind und
weniger hdufig durch Fibrin und Erythrozyten organisierte Blutgerinnsel (,red clots®)
vorliegen. Bei Patienten mit instabiler Angina pectoris oder Myokardinfarkt lassen sich
zusitzlich periphere Mikroaggregate im Versorgungsgebiet der betroffenen Koronaraterie
nachweisen, was fiir eine Embolisierung von thrombotischem Material in die Peripherie in

Folge der Plaqueruptur spricht ''°.
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Der hohe Gehalt an tissue-factor in der lipidreichen Core-Region macht eine zentrale
Rolle dieses thrombogenen Faktors fiir die Thrombozytenaktivierung wahrscheinlich. Bei

3

dem ,tissue factor* handelt es sich um ein Membranprotein, das als Kofaktor der
Blutgerinnung dient und mit dem plasmatischen Gerinnungsfaktor VII einen Komplex auf
Zelloberflachen bildet. Die Produktion und Expression von tissue factor auf Endothelzellen
und Schaumzellen kann durch die Anwesenheit von oxidiertem LDL und Interaktion von
Endothelzellen mit Entziindungszellen iiber CD 40-Rezeptoren gesteigert werden °.

Das aktuelle Modell nimmt an, dass auf der Basis einer lokal gesteigerten Gerinnung eine
Stimulation des Pléttchensystems stattfindet. In den tissue-factor reichen Plaquearealen wird
durch die Bildung des TF-VIla Komplexes und die Aktivierung von Faktor X und IX die
Bildung von Thrombin katalysiert. Bereits geringe Mengen Thrombin bewirken eine
Thrombozytenaktivierung und Aggregatbildung und vermitteln die enzymatische
Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin. Zusitzlich induziert Thrombin die Anlagerung der
Gerinnungsfaktoren V und VIII an die Thrombozytenoberfldache. Das bildet die Grundlage fiir

das Entstehen von weiteren prokoagulatorischen Faktorenkomplexen auf der

Plattchenoberfliche.



1 Einleitung 17

Abb.3: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Thrombozyten, die an humanes
Plaquematerial gebunden haben (2000fache Vergrifierung). Einige Thrombozyten haben
bereits Pseudopodien als Zeichen der Aktivierung ausgebildet

Die Adhdsion von Thrombozyten an vulnerable Plaques fiihrt aber nicht immer zum
GefidBBverschluss oder zu einer klinischen Beschwerdesymptomatik. Oft finden sich
wandstdndige Plattchenaggregate die zwar klinisch inapparent sind, jedoch die Progression

von atherosklerotischen Lisionen beschleunigen und proinflammatorisch wirken.

Arbeiten von Maseri und Mitarbeitern zeigen, dass der koronare Vasospasmus neben dem
eigentlichen thrombogenen GefidBBverschluss eine wichtige Rolle fiir den Verlauf und die
Prognose des akuten Koronarsyndroms spielt. Thrombozyten induzieren durch Freisetzung
von Serotonin und Thromboxan A2 im Bereich des thrombotischen Gefissverschlusses
Koronarspasmen und tragen so zusitzlich zu einer Verschlechterung der

GefidBBdurchgingigkeit bei.
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1.4 Untersuchte Kollagenrezeptoren

Die beiden wichtigsten Kollagenrezeptoren, die fiir Plittchenanheftung und Aktivierung von

Bedeutung sind, wurden in dieser Arbeit genauer untersucht.

Der Kollagenrezeptor GPVI ist ein fiir Plittchen- und Megakaryozyten spezifischer
Kollagenrezeptor, der als Hauptrezeptor des Blutplittchens fiir die Interaktion mit Kollagen

gilt (Nieswandt et al. *’

). Kollagen induziert die Aktivierung des Thrombozyten iiber eine
Quervernetzung zweier benachbarter GPVI-Rezeptoren.

Auf molekularer Ebene stellt sich der Rezeptor als ein Komplex aus einer Immunglobulin-
Untereinheit und einer FcRy-Kette dar. Die FcRy-Kette ist fiir die Signalvermittlung in das
Zellinnere verantwortlich. Die Signalkaskade vereint das Zusammenspiel verschiedener
Kinasen wie z.B. ,Lyn“ und ,,Fyn*. Diese sind im Ruhezustand an die intrazellulare Doméne
des GPVI-Rezeptors gebunden und phosphorylieren nach Aktivierung des Rezeptors
bestimmte Regionen der FcRy-Kette. Das ermoglicht das Binden der ,,Syk“-Kinase an die
FcRy-Kette die dadurch aktiviert wird und nachfolgende Signalwege durch Phosphorylierung
von Proteinen (z.B. LAT, SLP 76) in Gang setzt .

Der Rezeptor a2B1-Integrin (GPIa-1Ia) besteht aus 2 Polypeptid-Untereinheiten, die
jeweils aus einer extrazelluldren, einer Transmembran- und einer Zytoplasmadoméne
aufgebaut sind. Er gehort in die Rezeptorenfamilie der Integrine, die zu den Hauptrezeptoren
fiir interzelluldre und Zell-Matrix Interaktionen zdhlen. Integrine liegen in inaktiven und
aktiven Zustandsformen vor und konnen Signale von auflen ins Zellinnere (,,outside-in
signaling) und von intra- nach extrazelluldr (,inside-out signaling) ilibermitteln. a2B1-
Integrine werden auf Plittchen, Leukozyten, Endothelzellen und Fibroblasten exprimiert. Auf

Plattchen ist a2B1-Integrin hauptséichlich ein Kollagen-Rezeptor, auf anderen Zelltypen kann

er als Kollagen- und Laminin-Rezeptor agieren 37,

Urspriinglich wurde angenommen, dass a2B1-Integrin die zentrale Rolle bei der
thrombozytdren Interaktion mit Kollagen, der Adhdsion und der Aktivierung spielt. Das
Modell basierte auf der Annahme, dass 02B1-Integrin nur in einem hoch-affinen Zustand
existiert. Diese Vorstellung wurde von Jung et al. widerlegt, die zeigen konnten, dass die
Affinitit des Rezeptors fiir Kollagen von intrazelluliren Signalen abhiingig ist . Weitere

Untersuchungen fithrten zu dem aktuellen Modell, dass der a2B1-Rezeptor erst nach
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vorhergehender Aktivierung des Plittchens iiber den GPVI-Rezeptor einen hochaffinen
Bindungszustand erreicht und nur in diesem Zustand eine stabile Bindung an Kollagen
vermitteln kann '*. Die Rolle von GPVI als wichtigster Kollagenrezeptor der Thrombozyten

. . 18,22,27,2
wurde in mehreren Arbeiten belegt '8%% "%,

alpha2/betal-Rezeptor
GPVI-Rezeptor

Glycocalyx

bheta-Kette

W

At
SN

Aktivierung t
PKEC

T Aktivierung

FYH 'LYH e

Steigerung der Calciumkonzentration

Phosphorvlierung ITAM
Phosphorvlierung
Rekrutierung
anderer
LAT; SLP-T6 —— s|gnalmelekiile,
z.B. PLC 2

Abb.4: Schematische Darstellung des Zusammenspiels der Kollagen-Rezeptoren GPVI und
a2f31-Integrin. Uber die Bindung von GPVI an Kollagen werden intrazelluliire
Signalkaskaden aktiviert, die zu einer Erhohung der zelluldren Calciumkonzentration und u.a.
zur Aktivierung des a2f1-Rezeptors fiihren. Beteiligt an der Signalkette sind die
Proteinkinasen Fyn und Lyn, die Adaptermolekiile SLP-76 und LAT, Phospholipase Cy2 (PLC
y2) und Proteinkinase C (PKC).

Wie bereits oben (S.15/16) angefiihrt nimmt das aktuelle Modell der Plaqueruptur an, dass
die Thrombozytenaktivierung und -aggregation im Rahmen der Ruptur einer koronaren
Plaque ein sekundirer Prozess hervorgerufen durch eine lokal aktivierte plasmatische
Gerinnung ist. Dabei spielt gewebsgebundener tissue-factor und Faktor VII eine zentrale

Rolle.
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In dieser Arbeit soll die direkte Interaktion von Thrombozyten mit humanem
Plaquematerial untersucht werden. Ziel war es herauszufinden, ob Plittchen mit Kollagen und
atherosklerotischem Plaquematerial direkt interagieren konnen und welche Rezeptoren bei
dieser Interaktion entscheidend beteiligt sind. Um die beteiligten Rezeptoren genauer
identifizieren zu konnen, wurden diese mit Antikorpern selektiv inhibiert.

Da Kollagen I und III in hoher Konzentration in der Plaque vorhanden sind, wurde ihre
Thrombogenitit jeweils getrennt untersucht. Gleichzeitig wurden die rdaumliche Verteilung
dieser beiden Kollagenuntergruppen und die Verteilung der Bindungsstellen des GPVI-

Rezeptors in der atheromatdsen Plaque untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Immunbhistochemie

Die Lokalisation von Kollagen I, Kollagen III und der Bindungsstellen des GPVI-
Rezeptors in einer humanen atheromatdsen Plaque wurden mit einer immunhistochemischen
Féarbung untersucht.

Zunachst wurde operativ gewonnenes Plaquematerial in einer 4 %igen, neutral
gepufferten Paraformaldehydlosung (pH 7.0) fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet.
Zur weiteren Untersuchung wurden Gewebeschnitte von 3um Dicke angefertigt und die
Schnitte entparaffiniert und dehydriert.

Um die Antigenitit der mit Formaldehyd fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben (Antigenretrieval) zu steigern und um die durch die Fixation veridnderten
Antigenstrukturen zu demaskieren, wurden die Plaqueschnitte in einer Citrat-Pufferlosung
(pH 6.0) in der Mikrowelle bei hoher Energieleistung (700 Watt) fiir 20 Minuten erhitzt.

Nach Blocken der endogenen Peroxidase durch Zugabe von 3%igem H,0O, wurden die
Plaqueschnitte mit Anti-Kollagen-I- und III-Antikérpern (Kaninchen Anti-Kollagen-I/III —
Antikorper, Fa. Rockland) oder einem Kontroll-IgG-Antikorper inkubiert.

Bei einer anderen Versuchsreihe sollte die Verteilung der GPVI-Bindungsstellen in den
Plaques sichtbar gemacht werden. Dazu wurden die Proben nach entsprechender
Vorbehandlung zuerst mit 16slichem GPVI-Fc¢ (humanes GPVI-Fc, 1mg/ml, 1:20 verdiinnt)
fiir eine Stunde inkubiert und anschlieBend ein Anti-GPVI-Vollantikorper (5C4-Ratten Anti-
Human-GPVI-Antikorper, 2mg/ml, 1:200 verdiinnt) fiir 30 Minuten zugegeben. Als
Negativkontrolle wurde eine Versuchsreihe mit humanem Fc-Fragment anstelle von GPVI-Fc
durchgefiihrt.

Die eigentliche chemische Reaktion, die zum Visualisieren der gebundenen Antikorper
fiihrt, wird durch eine antikopergebundene Peroxidase katalysiert. Den Plaqueproben mit
Kollagenanitkorpern ~ wurden  dafiir  Peroxidase-konjugierte  Anti-IgG-Fcy-Fragment
spezifische Antikorper (ChemMate Detectionkit Peroxidase/DAB Dako K5001, Dianova,
Hamburg, Deutschland) zugegeben. Den Plaqueproben mit den Anti-GPVI-Antikorpern
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wurden Anti-Ratten-Antikorper (ChemMate Detectionkit Peroxidase/DAB Dako, Dianova,
Hamburg, Deutschland) zugesetzt.
Die Peroxidase katalysiert das Substrat 3,3"Di-Aminobenzidine Tetrahydrochlorid (DAB)

und macht die antikdrpermarkierten Strukturen sichtbar.

2.2 Messung der Bindung von GPVI an immobilisiertes Kollagen und atherosklerotische

Plaque

Um die direkte Bindung des GPVI-Rezeptors an immobilisiertes Kollagen und an
atheromatose Plaques nachzuweisen, wurde ein GPVI-ELISA-Test (Enzyme Linked

Immonosorbent Assey) durchgefiihrt.

Dafiir wurden zundchst 96-Well Zellkulturplatten (Immulon 2HB-ELISA-Platten, Fa.
Thermo Hybaid) iiber Nacht bei 4°C entweder mit 30ul homogenisiertem humanem
Plaquematerial (5mg/ml) oder 100ul Kollagen-1- oder III-Puffer (0,01 mg/ml, Puffer: 1,59 g/I
Na2CO3, 2,93 g/l NaHCO3, 0,2 g/l NaN3, pH 9,6) inkubiert. Am folgenden Tag wurden die
Platten jeweils zweimal mit je 200ul PBS-0,05% Tween20-Losung gewaschen, um nicht
gebundenes Kollagen bzw. Plaquematerial zu entfernen. Dann wurden unspezifische
Bindungsstellen fiir Antikdrper auf den Oberflachen mit jeweils 200ul Roti-Block-Losung
(Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland) durch Einwirken bei 4°C iiber Nacht blockiert. Nachdem
die Platten am folgenden Tag wiederum zweimal mit PBS-0,05% Tween20-Losung (Tween20
20 %=Polyaethylenglycolsorbitanmonolaurat) gewaschen worden waren, konnten sie fiir den

ELISA-Test verwendet werden.

Zuerst wurde auf die ELISA-Platten in jedes Well 100ul GPVI-Fc-Losung aufgetragen
und die Platten fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. GPVI-Fc ist ein l6sliches
Dimer, das aus der extrazelluliren Doméne des GPVI-Rezeptors und dem Fc-Teil eines 1gG-
Antikorpers aufgebaut ist. Losliches GPVI-Fc bindet spezifisch an immobilisiertes Kollagen.
Die Bindung von GPVI an Kollagen wird kompetitiv durch 16sliches GPVI-Fc, aber nicht
durch Kontroll-Fc (Fehlen der externen GPVI-Domine), gehemmt. Damit sollte iiberpriift
werden, ob GPVI-Rezeptoren an entsprechende Bindungsstellen von Kollagen-I und -III

sowie von Plaqueoberflichen binden. Nach fiinf aufeinander folgenden Waschschritten mit
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PBS-0,05%-Tween20, in denen nicht gebundene GPVI-Fc Konstrukte entfernt werden
sollten, wurden je 100ul eines Ratten-Anti-GPVI-Antikorpers (Klon 5C4, gelost in PBS-
0,05% Tween20, 1pg/ml) zugegeben und die Platten eine Stunde lang bei Raumtemperatur
inkubiert.

Um die an den GPVI-Fc-Konstrukten anheftenden Antikorper sichtbar zu machen, wurden
im Anschluss jeweils 100ul eines Antikorpers zugegeben, der gegen den Rattenantikorper
gerichtet ist (goat anti-rat-Peroxidase-antibody, 1pug/ul, Santa Cruz). Dieser Antikorper ist mit
Peroxidase (POD) gekoppelt, wobei es sich um ein Enzym handelt, das die Oxidation eines
Chromogens unter Anwesenheit von Wasserstoffperoxid katalysiert. Das Chromogen erzeugt
bei dieser Reaktion Chemilumineszenz, die spektrometrisch erfasst werden kann.

Nach fiinf weiteren Waschschritten in denen nicht gebundene mit Peroxidase markierte
Antikorper entfernt wurden, wurden die Zellkulturplatten mit jeweils 100ul 3,37, 5,5-
Tetramethylbenzidine Losung (POD-Substrat, BM blue POD-Substrat, Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) bedeckt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Substratlosung firbte sich mit zunehmender Konzentration von gebundener Peroxidase blau.
Nach Stoppen der Reaktion durch Zugabe von H,SO; trat eine Gelbfirbung der Losung auf,
die mit einem ELISA-Reader (Dynatech MR 5000 Spectrophotometer, Pharmacia Dynatech,
Denkendorf, Deutschland) bei 450nm gemessen werden konnte. Als Referenzfilter diente ein
630nm Filter. Die GPVI-Bindung wurde als Prozentwert der Bindung des Kontroll-Fc-
Fragmentes angegeben. Als Positivkontrolle wurde ein Versuchsablauf mit rekombinantem
GPVI-Fc-Fragment durchgefiihrt, als Negativkontrolle diente eine Versuchsreihe bei der nur

der Fc-Teil des Konstruktes zugegeben wurde.

2.3 Durchflusskammerversuche

2.3.1. Allgemeine Prinzipien

Um die Anheftung von Thrombozyten an Kollagen- und Plaqueoberflichen unter
physiologischen Flussbedingungen untersuchen zu konnen, wurden zwei verschiedene
Durchflusskammern verwendet. Durchflusskammern ermdoglichen es, Zellsuspensionen mit
einem bestimmten Scherstress iiber Oberflichen stromen zu lassen und die Adhésion der

Zellen an den Oberflichen mikroskopisch zu beobachten. Dabei kann in der Flusskammer
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iiber Beeinflussung der Flussrate der Perfusionsfliissigkeit eine  definierte
Wandschubspannung (,,shear stress*) erzeugt werden.
Die Wandschubspannung t errechnet sich nach dem Reibungsgesetz fiir Newton sche

Fliissigkeiten aus der Formel:

n= Viskositit der Perfusionsfliissigkeit [Pa - s]

v = Scherrate der Fliissigkeit [s-1]

T stellt den Quotienten aus der Kraft K und der Fliche F dar. K ist die Kraft, mit der die
Perfusionsfliissigkeit auf die Oberfliche F wirkt. Die Scherrate y kennzeichnet das
Geschwindigkeitsgefille der Fliissigkeit in Flussrichtung in Abhingigkeit vom Abstand zur

GefiaBwand. Sie errechnet sich aus folgender Gleichung:

R
Q

=
<

Q = Flussrate der Perfusionsfliissigkeit [1/s]
w = Breite des Flusskanals

h = Hohe des Flusskanals

Somit ergibt sich als Formel fiir die Wandschubspannung

6-n-0
w-h?

Da durch die Kammergeometrie die Hohe 4 und Breite w des Stromungskanals festgelegt
waren und durch die Verwendung von Vollblut als Perfusionsmedium die Viskositit # nicht
beeinflusst werden konnte, wurden iiber die Auswahl einer Flussrate von 7,5 ml/h die
Stromungsverhiltnisse des arteriellen Gefdllbettes simuliert. Die erzeugte Scherrate betrug
1000s™. Da die Viskositit des Blutes der Spender nicht bestimmt wurde, wurde an Stelle der
Schubspannung mit der Scherrate (Einheit s-1) als ZielgroBBe gearbeitet.
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2.3.2 Montage der Durchflusskammer

Fir die Kollagenversuchsreihen wurde die Durchflusskammer FCS 1c der Firma Oligene,
Berlin, Deutschland verwendet. Diese Durchflusskammer besteht aus 5 Teilen: einem
Kammertrdger (1), ein transparenter Kammerkorper (2), eine Silikondichtung (3), ein
Federspannring (4) und zu- und abfiihrende Schlduche (5). Der Kammertrager und der
Kammerkorper sind fest {iber 2 Fixierschrauben (6) miteinander verbunden (siehe Abbildung

5)

Zuerst wurde der Silikondichtungsring mit einer Pinzette so auf den Kammerkorper gelegt,
dass die Dichtung mit ihren Bohrungen durch die iiberstehenden Fixierschraubenkopfe exakt
positioniert wurde. Nach Andriicken des Dichtungsringes wurde das Glasplittchen
(Coverslip) mit der zu perfundierenden Seite nach unten auf den Dichtungsring gelegt und
ebenfalls leicht festgedriickt.

Um das Deckglas auf dem Kammerkorper zu fixieren und so eine dichte Perfusionskammer
zu erhalten, wurde der Federspannring iiber das Glasplittchen auf den Kammerkorper
gespannt.

AnschlieBend wurde kontrolliert, ob das Glasplittchen durch die Fixierung gesprungen war,
ob sich Risse gebildet hatten und ob der Ring fest auf dem Kammerkorper aufsall. Dann
wurde die Flusskammer umgedreht und auf den Kammertréager gestellt. Die zu perfundierende
Oberflache des Glasplittchens stellte damit den Boden der Perfusionkammer dar, den oberen

Abschluss bildete der transparente Kammerkorper.
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Abb.5: Durchflusskammer FCS Ic der Firma Oligene, Berlin, Deutschland. Das beschichtete
Deckglas wird mit dem Federspannring (4) auf dem Kammerkorper (2) fixiert. Zur Abdichtung dient
eine Silikonformscheibe (3). In den Kammerkorper miinden die zu- und ableitenden Rohrstutzen, an
die die Schlduche angeschlossen werden (5). Die Flusskammer wird von einem Kammertrdger(l)
getragen; Abbildung modifiziert nach Oligene

Die Plaque-Versuchsreihen wurden mit der Durchflusskammer FCS2 (Bioptechs Focht
Chamber System 2, Butler, PA, USA) durchgefiihrt. Diese weiterentwickelte
Durchflusskammer besteht aus einer mit einem Schraubverschluss versehenen Kammerbasis
(8), einem Dichtungsring (4), einer Silikonformscheibe ((6); rechteckige Aussparung 14 x 22
x 1,5 mm), einem ,,Microaqueduct“-Objekttriger (5) und einem Plastikring (2) mit einem
zufilhrenden und einem ableitenden Verbindungstiick (3). Die zu perfundierenden
Glasplittchen (7) haben einen Durchmesser von 40mm und werden in die Kammerbasis
gelegt.

Ein Vorteil dieser Durchflusskammer gegeniiber der Durchflusskammer FCS 1c ist, dass der
Aufbau der Flusskammer nahezu laminare Stromungsverhiltnisse ermoglicht und ein
Beheizen der perfundierten Losung zuldsst.

Vor dem Versuchsbeginn wurde zuerst der obere Teil der Durchflusskammer
zusammengesetzt. Dazu wurde der Plastikring (2) mit der Unterseite nach oben auf den Tisch
gelegt und der erste Dichtungsring positioniert. Hierbei musste darauf geachtet werden, dass
der Dichtungsring durch die iiberstehenden Rohrenden der zu- und ableitenden Rohrchen

exakt ausgerichtet wurde. AnschlieBend wurde der ,Mikroaqueduct®“-Objekttriger auf den
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Dichtungsring gelegt und leicht angedriickt. Nachdem der Form-Silikondichtungsring auf
dem Objekttrager platziert worden war, wurde das beschichtete Deckglas (40mm
Durchmesser, Menzel/Deutschland) in die untere Hilfte gelegt. Der durch die
Plaqueprdparation an den Deckglidsern anhaftende Fliissigkeitsfilm bewirkte eine
ausreichende Adhésion des Glasplittchens an der unteren Kammerhilfte, so dass der untere
Teil gefahrlos umgedreht und vorsichtig auf den oberen Teil gelegt werden konnte.
Anschliefend wurde die obere Hilfte mit dem Schraubgewinde der Kammerbasis fixiert und

die Flusskammer umgedreht.

Abb.6: Durchflusskammer FCS2 der Firma Bioptechs (Butler, PA, USA), in den oberen Plastikring
(2) miinden die zu- und abfiihrenden Rohrchen (3). Das Mikroaquaedukt-Deckgldschen (5) liegt
zwischen zwei Silikondichtungsringen (4,6). Das beschichtete Glasplittchen (7) wird in die
Kammerbasis (8) gelegt. Abbildung modifiziert nach Bioptechs.

2.3.3 Beschichtung der Deckgliser mit Kollagen und Plaquematerial

Fir die erste Versuchsreihe wurden die Glasplittchen mit Kollagen-I- und Kollagen-III-

Losungen beschichtet, wobei die gewiinschte Endkonzentration jeweils bei 0,2mg/ml lag.
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Um die Kollagen-I-Losung anzusetzen, wurden 4750 ul destilliertes Wasser unter einer
Sicherheitswerkbank Typ 2 (Hera-Safe Heraeus, Kendro Laboratory Products) nach
Abflammen des Flaschenhalses (Heraeus Vulcan, Kendro Laboratory Products) in ein 10 ml
Kunststoffgefdl (Falcon, BD, USA) pipettiert. Im Anschluss wurden 250 ul Rattenschwanz-
Kollagen Typ I (Kollagen Typ I, Konzentration 3,8mg/ml, BD) zu dem destillierten Wasser
gegeben und gemischt. Alle Pipettierschritte wurden mit Pipetten der Firma Eppendorf,
Deutschland durchgefiihrt.

Nach Umfiillen der Losung in eine 6cm-Schale, wurden 20 Deckglidschen (Assistent Cover-
Glases, 25mm Durchmesser) in der Kollagen-Losung gewendet und am Rand einer 15cm-
Schale auf ihrer Kante zum Trocknen aufgestellt. Wihrend des Trocknens wurden die
Glaspldttchen mehrmals gedreht, um eine ungleichmifige Beschichtung durch
Tropfenbildung zu vermeiden. Nach ca. 10 Minuten Trockenzeit wurden die Glasplittchen
noch einmal beschichtet.

Da die Kollagen III-Losung (19,8 mg/ml, BD) bei -20°C gelagert werden musste, wurde sie
vor der Verarbeitung zunéchst auf Eis aufgetaut. Nach Auftauen wurden 50 pl der Losung mit
4950ul  destilliertem Wasser gemischt. Die weitere Vorgehensweise war mit der

Beschichtung der Glasplittchen mit Kollagen I identisch.

Die beschichteten Coverslips wurden im Kiihlschrank bei -18°C iiber maximal 3 Wochen

gelagert.

Fir die Plaqueversuche wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Brandl (Klinikum
Schwabing, LMU Miinchen) humane atheromatdse Plaques von Patienten mit hochgradiger
Stenose der Arteria carotis interna gewonnen. Unter Anwendung einer besonderen Technik
der intraoperativen Endarterektomie konnte das Plaquematerial vollstandig erhalten
entnommen und anschlieBend mikrochirurgisch in die verschiedenen Bestandteile wie z.B.
fibrose Kappe oder Lipidkern aufgetrennt werden. Die lipidreichen, weichen Plaques wurden
in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Siess (Institut fiir Epidemiologie und Prophylaxe von
Kreislauferkrankungen, LMU Miinchen) isoliert, homogenisiert, in PBS (mit 15mM
Albumin) gelost, auf Glasplittchen beschichtet und 16 Stunden bei 4°C in PBS-Albumin
(75mM) inkubiert. Die Endkonzentration des Plaquematerials betrug 50 mg/ml. Der Versuch
fand jeweils am Folgetag der Beschichtung statt, um moglichst frisches Material zu

untersuchen.
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2.3.4 Vorbereitung der Blutproben

2.3.4.1 Blutentnahme

Die Cubitalvene von gesunden Spendern, die zuvor mindestens 10 Tage lang keine
Medikamente eingenommen hatten, wurde nach Spriihdesinfektion mit einem Butterfly (BD
Value-set, BD Infusion Therapy — Schweden) punktiert, der zuvor mit einem Multi-Adapter
(pyrogenfrei, Sarsted — Niirnbrecht) verbunden worden war. Nach Entliiftung des Schlauchs
wurden jeweils 7,5ml Vollblut in drei Heparin-Monovetten (S-Monovette Ammonium-
Heparin 7,5ml, 16 IE. Heparin/ml Blut, Sarsted - Niirnbrecht) gefiillt. Die Endkonzentration
des Heparins lag bei 0,5 Vol.%. Um eine vorzeitige Aktivierung der Thrombozyten durch
eine hohe Scherrate zu vermeiden wurde das Blut langsam und bei geringer vendser Stauung
abgenommen. Im Anschluss an die Blutentnahmen wurden die Rohrchen vorsichtig

geschwenkt, um eine Durchmischung des Blutes mit Heparin zu erreichen.

2.3.4.2 Thrombozytenfirbung

Um die Thrombozyten durch Fluoreszenz sichtbar zu machen, wurden diese mit Rhodamin
6G gefirbt. Dabei handelt es sich um einen lipophilen Farbstoff, der von Mitochondrien
verstoffwechselt wird, ohne dass cytotoxische Abbauprodukte entstehen. Das
Absorptionsmaximum liegt bei einer Wellenlidnge von 528 nm. Da Thrombozyten neben
Leukozyten die einzigen Blutbestandteile sind, die Mitochondrien besitzen, ist dieser
Farbstoff fiir die Markierung und Untersuchung sowohl von isolierten Thrombozyten als
auch Thrombozyten im Vollblut geeignet.

Um den Farbstoff anzusetzen wurden zundchst 200mg Rhodamin 6G (Molecular Probes,
USA) mit 100ml 0,9% isotonischer Natriumchlorid-Losung (DeltaSelect, Pullingen)
gemischt. AnschlieBend wurde die Losung mit einer Corning 250ml Sterilfiltrationseinheit
(Corning 430767, Corning Incorporated, USA) sterilfiltiert und in ein 50 ml Falcon gefiillt.
Um eine Abschwichung der Fluoreszenzwirkung zu vermeiden, wurden die Falcons mit
Alufolie umwickelt und im Kiihlschrank bei -18°C gelagert.

Die Endkonzentration des Rhodamins in der Perfusionslosung lag bei 0,2g/1. Die ebenfalls

durch Rhodamin gefdrbten Leukozyten konnten aufgrund ihres gré8eren Durchmessers
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(Leukozytendurchmesser 12-25um) von den deutlich kleineren Thrombozyten (Durchmesser
2,0-3,5um) eindeutig abgegrenzt werden. Vor Versuchsbeginn wurden die Vollblutproben 15

Minuten bei 37°C mit Rhodamin inkubiert.

2.3.5 Rezeptorblockade

2.3.5.1 Inkubation der Blutproben mit SC4-Fab, IB4 und 2D1

Zunidchst wurden 2ml Vollblut in eine Perfusorspritze (OPS 50ml, Luer Lock, Braun
Melsungen AG) aufgezogen. AnschlieBend wurden 200ul Rhodaminlosung und die jeweilige
Antikorperlosung hinzugefiigt. Um die gewiinschte Endkonzentration der Antikérper von 10
ug/ml zu erreichen, mussten 6,8ul 2DI1-Antikérper (Stock 3,24mg/ml), 16,9ul 5C4-
Antikoper/Fab-Fragment (Stock 1,3mg/ml) und 38,6ul IB4-Antikorper (Stock 0,57mg/ml)
den 2 ml Vollblut zugegeben werden.

Vor Verwendung wurden die Perfusorspritzen in einem Wasserbad (Julabo Labortechnik,

Deutschland) bei 37°C fiir 10 Minuten vorgewirmt.

2.3.5.2 Vorinkubation der Kollagenoberfliche mit GPVI-Fc und Fc-Fragment

Bei der entsprechenden Versuchsreihe wurden die Kollagen- und Plaqueoberflichen mit
16slichem GPVI-Fc und Fc-Fragment inkubiert. Beide Reagenzien sollten in dquimolaren
Konzentrationen eingesetzt werden. Es wurden 60,4ul GPVI-Fc-Konstrukt (Stock 2,12
mg/mL, Procorde, Martinsried, Deutschland) mit 99,6ul PBS gemischt. Die Endkonzentration
von GPVI-Fc-Konstrukt betrug 0,8ug/uL. Da das Fc-Fragment ein im Vergleich zu GPVI-Fc
vierfach geringeres Molekulargewicht hat, wurden 12,8ul Fc-Fragment (Stock 2,5mg/mL,
Procorde, Martinsried, Deutschland) mit 147,2ul PBS verdiinnt. Fiir den Versuch wurden
jeweils 50ul GPVI-Fc bzw. Fc-Fragment-Losung auf die Perfusionsstrecke des

Glasplittchens pipettiert und anschlieBend 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

2.3.6 Versuchsablauf

Die Adhidsion wurde mit einem Lichtmikroskop (Axiovert 100, Zeiss, Deutschland) bei

zwanzigfacher VergofBerung und Phasenkontrast PH2 beobachtet. Um die mit Rhodamin
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gefdrbten Thrombozyten zur Fluoreszenz anzuregen, wurde eine Fluoreszenzlampe der Firma
Zeiss verwendet. Diese musste mindestens 10 Minuten vor Versuchsbeginn zum Vorwirmen
eingeschaltet werden. Der verwendete Fluoreszenzfilter (Texas Red, Zeiss, Deutschland) hat
eine Bandbreite von 530-585nm.

Die blutgefiillte Perfusorspritze wurde mit einem Dreiwegehahn verbunden und in den
Perfusor (Perfusor fm, Braun, Software PFAE) eingespannt. Durch vorsichtiges Vorfahren
des Schlittens wurde der Dreiwegehahn entliiftet. AnschlieBend konnte der zufiihrende
Schlauch der Durchflusskammer an den Dreiwegehahn angeschlossen werden. Die
Perfusionsgeschwindigkeit am Perfusor wurde auf 7,5ml/h gestellt.

Um im Anschluss an die Perfusion die Flusskammer mit PBS-Losung (Dubleecco's
phosphate buffered saline, Sigma) spiilen zu konnen, wurde eine mit PBS gefiillte
Perfusorspritze iiber eine entliiftete Heidelberger-Verlingerung ebenfalls an den
Dreiwegehahn angeschlossen. Nach der Perfusion mit Blut wurde die Flusskammer fiir 4
Minuten und bei einer Scherrate von 1000s™ bei pulslosem Fluss gespiilt. Nach einer Minute

Spiilung wurde mit der photographischen Dokumentation des Versuchsergebnisses begonnen.

Die Versuchsdurchfithrung mit Plaquematerial unterschied sich vom oben beschriebenen
Versuchsablauf wie folgt. Da vor Versuchsbeginn ein Bild der Plaque ohne Thrombozyten
aufgenommen werden musste, wurde zunidchst eine geeignete Stelle mit mittlerer
Plaquedichte auf dem Deckglas gesucht. Neben einem Fluoreszenz-Leerbild wurde ein
Durchlichtbild des ausgewihlten Plaqueareals aufgenommen.

Nach 10 Minuten Perfusion wurden mehrere Bilder unter Spiilfluss photographiert. Im
Anschluss an die Dokumentation des Leer-Bildes durfte die Flusskammer nicht mehr beriihrt
bzw. verschoben werden, da nur durch ein exaktes Einhalten der Einstellung eine Subtraktion

des Leer-Bildes von dem 10min-Bild méglich war.
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Abb.7: Arbeitsplatz mit FCS1c-Flusskammer. Die zu- und abfiihrenden Schlduche sind an die
Flusskammer angeschlossen, der Spiilvorgang ist bereits abgeschlossen. In der Plastikschale
befindet sich die klare Spiilfliissigkeit.

2.3.7 Photographische Dokumentation

Die Bilder der fluoreszenzmarkierten Thrombozyten und Leukozyten wurden mit einer
digitalen Photokamera aufgenommen. Dazu wurde eine Farb-Kamera (Axiocam, Zeiss, Jena,
Germany) mit passender Computersoftware (Axiovision, Zeiss, Germany) verwendet.

Da ein moglichst reprisentativer Querschnittswert fiir die Thrombozytenanheftung auf
Kollagenoberflachen ermittelt werden sollte, wurden 3 Bilder von verschiedenen Stellen der
Perfusionsstrecke aufgenommen. Wenn die Anheftung sehr unregelmifig war, wurden
mindestens 5 Bilder zur Berechnung verwendet oder der Versuch verworfen. Wie oben
angesprochen wurde erst nach Spiilung der Durchflusskammer photographiert, um nicht
adhdrente Blutplittchen zu entfernen.

Die Thrombozytenadhdsion an dem Plaquematerial wurde nach 5 und 10 Minuten Perfusion

dokumentiert.

2.3.8 Auswertung

Die Bilder wurden mit der Computersoftware Cap-Image 7.4® (Firma Dr. Zeintl,

Deutschland) ausgewertet. Diese Software ermoglicht das Berechnen von benutzerdefinierten
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Flichen. Dazu werden dem Programm Helligkeitsschwellenwerte vorgegeben und
anschlieend alle Flichen des Bildes, die den Schwellenwert erreichen oder iiberschreiten, in
die Flichenberechnung einbezogen. Der ermittelte Flichenwert der definierten Bildfldche
kann mit dem Flachenwert der ganzen Bildflache verrechnet und so ein Prozentwert fiir die
Thrombozytenanheftung bestimmt werden.

Die Anheftung der Thrombozyten entlang der Perfusionsstrecke erfolgte nie vollkommen
gleichméfBig. Um trotzdem eine repridsentative Aussage iiber die Thrombozytenanheftung
treffen zu konnen, wurden mindestens drei Aufnahmen von verschiedenen Punkten der
perfundierten Oberfliche angefertigt. Aus den jeweils ermittelten Prozentwerten der

Thrombozytenadhédsion wurde ein Durchschnittswert errechnet.

Bevor die Bilder der beschichteten Plaque mit Cap-Image ausgewertet werden konnten,
mussten sie zuerst entsprechend vorbereitet werden. Dazu wurden mit der Computersoftware
Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems, San Jose, CA, USA) die farbigen Fluoreszenzbilder
in schwarz/weifl Bilder umgewandelt und anschlieBend das Leer-Bild von dem 10-Minuten-
Bild subtrahiert. In der Differenz wurden nun die neu adhidrent gewordenen Thrombozyten-

Aggregate sichtbar.

Die Thrombozytenadhédsion an Kollagen- und Plaqueoberflichen wurde fiir jeden Spender
einzeln quantifiziert und ausgewertet. Dazu wurden die mit Antikdrpern und l6slichem GPVI
behandelten Blutproben ausgewertet und das Ergebnis ins Verhiltnis zur Adhidsion der

Thrombozyten der Kontrollprobe (Blut ohne Antikorper) gesetzt.

2.4 Thrombozytenaggregation

Die Hemmung der Thrombozytenaggregation durch die beiden Kollagenrezeptor-Antikorper
antiGPVI (5C4) und antiGPla-Ila (IB4) wurde zusitzlich in einer Aggregationsstudie
untersucht. Dabei wurde das turbimetrische Verfahren nach Born (Born 1962, Born 1963)
angewendet. Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass die optische Dichte einer
Partikelsuspension im Wesentlichen von der Partikelzahl und nicht von deren Groé8e abhéngig
ist. Die durch Plittchenaktivierung und -—aggregation bedingte Zunahme der

Lichttransmission der Thrombozytensuspension wurde photometrisch registriert.
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2.4.1 Thrombozytenpriperation

Zunichst wurde eine periphere Vene von gesunden Spendern, die zuvor fiir mindestens 10
Tage keine Medikation eingenommen hatten, mit einem Butterfly punktiert und das Blut in
Citratrohrchen (Citrat 5ml Monovette, 0,5ml Citrat-Losung, Sarsted-Niirnbrecht) aufgezogen.
Die Abnahme erfolgte unter moglichst geringem Sog sowie geringer vendser Stase um eine
vorzeitige Thrombozytenstimulation zu vermeiden. Das gewonnene Blut wurde in ein 15ml
Falcon umgefiillt und anschlieBend fiir 15 Minuten bei 160 G (1000U/min), Raumtemperatur
und ohne Bremse zentrifugiert. Nach dem ersten Zentrifugationsschritt setzte sich an der
Oberflache pléttchenreiches Plasma (platelet rich plasma = PRP) als obere Phase ab. Das
PRP wurde vorsichtig in ein 15ml Falcon abpipettiert.

Um plittchenarmes Plasma (platelet poor plasma = PPP) zu gewinnen, wurden 500ul PRP
gewonnen und fiir drei Minuten bei 13000 U/min (16000G) zentrifugiert. Der sich absetzende
Uberstand (500ul) wurde abgenommen und in ein Aggregationsrohrchen ohne Magnetriihrer
gegeben. Die Lichttransmission des PPP-Rohrchens stellt bei der Messung der
Thrombozytenaggregation den Referenzwert dar, wobei der Messwert als maximale
Lichttransmission gewertet wurde.

Da die blockierende Wirkung der Antikoper 5C4 und IB4 untersucht werden sollte, wurden

den PRP-Proben die jeweiligen Antikorper in einer Konzentration von 10ug/ml zugesetzt.

2.4.2 Versuchsablauf

Der Versuchsaufbau bestand aus einem Aggregometer vom Typ Chronolog 560 Ca (Firma
Nobis Labordiagnostika, Endingen) mit jeweils zwei Kanidlen. Zur Messung der Proben
wurden silikonisierte Glaskiivetten (Firma BioData, Horsham, USA) mit 1ml
Fassungsvermogen verwendet. Das Aggregometer war in einen Mess- und in einen
Wirmebereich unterteilt: Der Messbereich bestand fiir jeden Kanal aus einem gekoppelten
Zweikammersystem, wobei in der ersten Kammer die Transmission des plittchenarmen
Plasmas und in der zweiten Kammer die Transmission der PRP-Probe bestimmt wurde. Das
thrombozytenreiche Plasma wurde wihrend der Messung mit einem Magnetriihrer

kontinuierlich durchmischt. Die Drehgeschwindigkeit des Riihrers lag bei 1000 U/min. Das
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hierbei verursachte Signalrauschen wurde mittels eines 1 Hz-Filters unterdriickt, welcher
zwischen Aggregometer und Schreiber geschalteten worden war.

Im Wirmebereich des Aggregometers wurden die Proben auf 37°C vorgewidrmt, die
anschlieBende Messung erfolgte ebenfalls bei 37°C.

Die gewonnen Transmissionsdaten wurden mit der Computersoftware Aggro/Link ® (Version
4.75, 1997, Chronolog-Group) aufgezeichnet. Diese Software ermoglicht eine automatische
Auswertung der registrierten Daten und berechnet prozentuale Aggregationswerte. Dariiber
hinaus kann die Dauer des Aggregationsversuches festgelegt werden.

Zu Beginn der Messung, noch vor Zugabe des stimulierenden Agens, erfolgte die Einstellung
der Messkanile. Dabei wurde die auf dem Schreiber registrierte Transmissionsdifferenz
zwischen der PRP- und PPP-Probe mit Hilfe eines im Gerit eingebauten Nullabgleiches auf
die Ausgangslinie gesetzt, dieser Wert entsprach 0% Transmission. Der zuvor gemessene
Transmissionswert der plittchenarmen Probe entsprach 100% Lichttransmission.

Sobald vom Schreiber-Programm eine gleichmidBige Kurve registriert wurde, die keine
Anzeichen einer vorzeitigen Thrombozytenaktivierung zeigte, wurden die Aggregation durch
Zusetzen von Kollagen I, Kollagen III oder humanem Plaquematerial gestartet. Die
eingesetzte Kollagenkonzentration betrug lug/ml, die Konzentration des homogenisierten
Plaquematerials lag bei 1,25 mg/ml.

Bei den jeweiligen Versuchsreihen wurden den Thrombozytenproben vor Versuchsstart
entweder SC4Fab-Fragment (10mg/ml) oder Ratten-Kontrollantikérper (10pg/ml), 6F1-Fab-
Fragment (20 pg/ml) oder Miause-Kontrollantikdrper IgG (20pug/ml) zugesetzt.

Die kollageninduzierte Thrombozytenaggregation tritt normalerweise erst mit einer deutlichen
Latenzzeit auf, der ,lag phase* (1). Es wird angenommen, dass es sich hierbei um die
Zeitspanne handelt, die fiir die Polymerisation der Kollagenfibrillen, die Adhédsion der
Thrombozyten an die Fibrillen und die folgende Ausschiittung plittcheneigener,
thrombogener Substanzen (z.B. Thromboxan A2) erforderlich ist. Die Aufwéirtsbewegung der
Kurve vor der Aggregation kennzeichnet den Formenwandel der Thrombozyten, den ,,shape
change® (2), der der Aggregation vorausgeht. Die durch Kollagen verursachte Aggregation
zeigt  einen  monophasischen  Verlauf  als Zeichen  einer  irreversiblen

Thrombozytenaggregation.



2 Material und Methoden

36

Ly .

100%0 —

o o
Transmission| &% © o GD-

Abb.8: Monophasischer Kurvenverlauf einer Aggregationskurve mit Kollagen als Thrombozyten-
Aktivator. Die Aggregation beginnt deutlich verzogert mit einer ,,lag-Phase* (1). Darauf folgt der

»Shape change (2), bei dem die Thrombozyten noch nicht agglutinieren, sondern nur ihre Form
verdndern.
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2.5 Statistik

Aus den in den Experimenten gewonnenen Daten wurden die Mittelwerte gebildet und die

Standardabweichung des Mittelwertes (S.E.M) nach folgender Formel berechnet.

_ - X
S.EM = n—1 x === Mittelwert aus den Einzelversuchen

Jn n

n = Anzahl der Versuche

x = Einzelwert

Die Daten wurden mit einer Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen (ANOV A-Test) mit
einem nachfolgenden Tukey Post-hoc Test analysiert. Bei einem p-Wert unter 0,05 wurde das

Ergebnis als signifikant, bei einem p-Wert kleiner 0,01 als hochsignifikant angesehen.
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3 Resultate

3.1. Verteilung von Kollagen I, Kollagen III und GPVI-Bindungsstellen in einer

atheromatosen Plaque

Zur Untersuchung der Lokalisation von Kollagen I und III sowie der Bindungsstellen des
thrombozytiren Kollagenrezeptors GPVI in einer atherosklerotischen Plaque, wurde
intraoperativ durch Endatherektomie gewonnenes humanes Plaquematerial
immunhistochemisch aufbereitet und gefirbt. Die Strukturen, die jeweils den peroxidase-
konjugierten Antikorper gebunden hatten, firbten sich durch Zugabe einer Detektionslosung

braun an.

Eine humane atheromatose Plaque enthilt kollagenhaltige Strukturen. Beide untersuchten
Kollagentypen wurden sowohl in der Kappen- als auch in der zentralen Kernregion gefunden.
Hierbei unterschieden sich aber die beiden Kollagenunterarten in ihrer quantitativen
Verteilung. Bei der spezifischen Fiarbung Kollagen-I-haltiger Strukturen mittels eines anti-
Kollagen-I-Antikorpers farbte sich besonders der Bereich der fibrosen Kappe an. Bei der
Farbung mit einem anti-Kollagen-11I-Antikérper trat vor allem die zentrale Kernregion
farblich hervor. Daraus ldsst sich ableiten, dass Kollagen III hauptsichlich in der zentralen
Kernregion der Plaque lokalisiert ist, wohingegen Kollagen I die vorherrschende Kollagenart

der fibrosen Kappe ist.

Die Bindung von I6slichem GPVI-Fc an humanes Plaquematerial erfolgte ebenfalls
vorwiegend an die zentrale Kernregion der Plaque und deutlich weniger an der fibrosen
Kappe. Damit ergab sich eine iiberraschend auffillige Ubereinstimmung mit der Verteilung

von Kollagen III in der Plaque.
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Verteilung von Kollagen I, Kollagen III und GPVI in einer humanen
Karotis-Plaque

1. Kollagen I-Firbung

2. Kollagen III-Firbung

3. GPVI-Firbung

Abb.9: Immunhistochemische Firbung eines histologischen Schnittes (3um-Dicke) einer humanen
atheromatosen Plaque. Die Behandlung mit anti-Kollagen I-Antikorpern fiihrte nach Inkubation mit
Peroxidase-konjugierten Antikorpern zu einer Fdarbung der fibrosen Kappe, die Behandlung mit anti-
Kollagen IlI-Antikorpern und anti-GPVI-Antikopern fiihrte zu einer Fdrbung von zentral gelegenen
Strukturen in der Kernregion des Prdparats.
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Kontrollfirbungen von Plaquematerial mit Fc-Fragment, Rabbit IgG und
Rabbit-Anti-Goat-Antikopern

Fc-KontroI

Rabbit IgG

zweiter Kontrollantikorper
(rabbit anti-goat)

Abb.10: Immunhistochemische Kontrollfirbungen der atherosklerotischen Plaque. Um unspezifische
Antikorperbindung als Ursache fiir die Anfdrbung des Plaquematerials bei der GPVI-Firbung
auszuschliefsen, wurden Plaqueproben mit einem Fc-Fragment und zwei unspezifischen Antikorpern
inkubiert. Es erfolgte keine Anfidrbung von Plaquestrukturen bei den Kontrollversuchen.
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3.2 Quantitative Analyse der Bindung von GPVI-Fc an humanes Plaquematerial und

Kollagen I/II1

Um die Bindung von GPVI-Fc an humanes Plaquematerial sowie an Kollagen I und III zu
quantifizieren, wurde ein ELISA durchgefiihrt. Da aufgrund der immunhistochemischen
Untersuchungen eine unterschiedliche Verteilung der GPVI-Bindungsstellen in der humanen
Plaque angenommen wurde, wurde die Plaque in die zentrale Kernregion und fibrose Kappe
aufgetrennt und diese Bestandteile jeweils einzeln als Beschichtungsmaterial verwendet. Die
Anheftung eines unspezifischen Fc-Teils diente als Negativkontrolle. Die Bindungswerte fiir
GPVI-Fc an die einzelnen Komponenten wurden als Prozentwerte der unspezifischen Fc-
Bindung berechnet, wobei die Bindung des Fc-Fragments als 100% gesetzt wurde.

Im ELISA zeigte GPVI-Fc eine starke Anheftung an Kollagen III (580%), wohingegen die
Anheftung an Kollagen I schwicher ausfiel (450%). Dariiber hinaus konnte eine signifikante
Bindung von GPVI-Fc an humane Plaques nachgewiesen werden. Die stirkste Adhision fand
an Material der fibrosen Kapsel statt, allerdings waren die Unterschiede beziiglich der
Bindung von GPVI-Fc an die einzelnen Plaquekomponenten nicht signifikant. Diese Daten
lassen vermuten, dass GPVI an die Kollagenstrukturen der humanen atherosklerotischen

Plaque bindet.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Bindung von GPVI-Fc an Plaques untersucht,
welche im Anschluss aggregometrisch als ,,aktive* oder ,,weniger aktive* Plaques klassifiziert
wurden (Daten nicht gezeigt). Als ,,aktiv" wurde Plaquematerial bezeichnet, welches eine
Plattchenaggregation in PRP von mindestens 80% hervorrufen konnte. Als ,,weniger aktiv*
wurde Material eingestuft, das eine Aggregation von weniger als 80% induzieren konnte.
Damit sollte untersucht werden, ob die Aktivitit einer Plaque und ihre Féhigkeit eine
Plattchenaggregation auszulosen, mit ihrer GPVI-Bindungsfihigkeit korreliert.

Obwohl kein signifikanter Zusammenhang zwischen GPVI-Bindungsfihigkeit und
plaqueinduzierter Aggregation beobachtet werden konnte, fiel auf, dass Plaquematerial mit
einem hohen Aggregationspotential (>80%) signifikant mehr GPVI-Fc bindet (193+36%) als

Plaquematerial, das weniger stark Plittchenaggregation induzierte (90+60%).
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Abb.11: Bindung von GPVI-Fc an einzelne Teilbereiche einer atheromatdsen Plaque sowie, als
Vergleichtsmoglichkeit, an Kollagen I und Il im ELISA. Die Histogrammbalken reprisentieren die
spezifische Bindung von GPVI-Fc (% von nichtspezifischer Bindung von Fc-Kontrolle) an
atheromatose Plaque bzw. deren Untereinheiten. Die Resultate werden als Durchschnittswerte *
Standardabweichung dargestellt. 2. Versuchsreihe mit AP-Material, das in Aggregationsversuchen in
aktive oder nicht aktive Plaque eingeteilt wurde (n=4)

3.3 Rolle von GPVI und o2p1-Integrin fiir die Plaque-und Kollagen-induzierte
Pliattchenaggregation

Mit Hilfe einer Aggregationsstudie sollte untersucht werden, ob Plaquematerial eine
Plattchenaggregation in antikoagluliertem PRP auslosen kann und welchen Stellenwert der
GPVI-Rezeptor und o2PB1-Integrin fiir die plaqueinduzierte Plittchenaktivierung und
Aggregation haben. Durch Zugabe von Plaquematerial (1,25mg/ml) und Kollagen (1pg/ml)
zu Plittchen-reichem Plasma wurde eine Thrombozytenaggregation ausgelost und diese
photometrisch gemessen. Bei den entsprechenden Versuchsreihen wurden der anti-GPVI-
Antikorper 5C4Fab oder der anti-a2p1-Antikdrper 6F1 dem PRP zugegeben. Als Kontrolle

dienten Aggregationsversuche mit unspezifischen Ratten- und Mausantikorpern.

Kollagen und humanes Plaquematerial konnen in PRP eine Plittchenaggregation auslosen.

Obwohl sich die Absolutwerte unterscheiden, lassen sich Parallelen beziiglich der
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hemmenden Wirkung von anti-GPVI-Antikérpern und anti-a2B1-Antikorpern feststellen.
Sowohl bei kollagen- als auch bei plaqueinduzierter Plittchenaggregation zeigt der anti-
GPVI-Antikérper eine deutliche Hemmwirkung, wohingegen eine Blockade des o2p1-
Integrins ohne signifikante Wirkung bleibt. Der Maus-Kontrollantikorper zeigte bei beiden
Versuchsansidtzen keine Reduktion der Aggregation, der Ratten-Kontrollantikorper fiihrte zu

einer nicht signifikanten Reduktion der kollagen-vermittelten Aggregation (p>0,05).
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Abb.12: Kollagen- und plaqueinduzierte Plittchenaggregation unter Hemmung von GPVI (5C4),
o2p1-Integrin (6F1) und bei Zugabe von Kontrollantikorpern (Maus- und Ratten IgG). Die
Aggregationwerte werden in Aggregationseinheiten [AU] * Standardabweichung angegeben.

3.4 Beeinflussung der Thrombozytenadhéision an Kollagen I und III unter

Flussbedingungen durch Blockade von GPVI und a281-Integrin

Der GPVI-Rezeptor und der a2fB1-Rezeptor sind zentrale Vermittler der Interaktion
zwischen Thrombozyten und der Kollagenmatrix der GefiBwand. In Flusskammerversuchen
untersuchten wir daher die Bedeutung der einzelnen Rezeptoren fiir die Adhision von

Pliattchen an Kollagen 1 und Kollagen III getrennt im Detail unter arteriellen



3 Resultate 44

Stromungsverhiltnissen (Scherrate 1000s’1). Die Thrombozyten wurden mit Rhodamin 6G

angefédrbt und mit einem Fluoreszenzmikroskop photographiert.

Um die Bedeutung des GPVI-Rezeptors fiir die Thrombozytenadhésion in vitro an Kollagen
I und Kollagen III abschidtzen zu konnen, wurde die Auswirkung einer Blockade des GPVI-
Rezeptors durch 5C4-Fab mit der Hemmung von o2f1-Integrin durch den IB4-Antikorper
verglichen. Sowohl der IB4- als auch der 5C4Fab-Antikorper sind aus Vorversuchen als
wirkungsvolle Antagonisten an den jeweiligen Rezeptoren bekannt. Als Positivkontrolle
dienten Blutproben ohne Antikorperzusatz und Proben mit einem identisch hergestellten Fab-
Kontrollantikdrper (2D1), der keine hemmende Wirkung auf die Kollagenrezeptoren hat.

Um durch Blutproben bedingte Einflussfaktoren zu eliminieren, wurde der Adhdsionswert
der Blutprobe ohne Antikdrperzusatz als Referenzwert (100%-Adhision) festgelegt. Die unter

Rezeptorblockade ermittelten Werte sind als Prozentwerte der Maximaladhésion angegeben.

Die Adhésion von Thrombozyten an Kollagen I wurde sowohl durch das 5C4Fab-Fragment
als auch durch den IB4-Antikorper signifikant gehemmt. Der verwendete Kontrollantikdrper
zeigte keine hemmende Wirkung. Die Anheftung von Plittchen unter Blockade des a2B1-
Rezeptors betrug durchschnittlich ca. 1 % der Maximaladhision. Eine Blockade des GPVI-
Rezeptors durch 5C4-Fab reduzierte die Adhédsion um durchschnittlich 64% (36% der
Maximaladhésion).

Im Gegensatz dazu fiel die hemmende Wirkung des anti-GPVI-Antikorpers auf die
Thrombozytenadhésion an Kollagen-III-Oberflichen stirker aus. Die Blockade des GPVI-
Rezeptors reduzierte die Adhédsion um durchschnittlich 87 %, wihrend die Blockade von
021 nur eine Reduktion von durchschnittlich 30 % ergab. Eine Hemmung der

Plattchenadhésion durch den 2D 1-Antikdrper konnte auch hier nicht beobachtet werden.
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Abb.13: Bindung von Thrombozyten an Kollagen I und Kollagen Il nach Inkubation der Blutproben
mit anti-GPVI-Antikorpern (5C4-Fab) und anti-o2p1-Antikorpern (IB4). Die Bindungswerte (n=6)
werden als mittlere Prozentwerte (+ Standardabweichung) der Positivkontrolle (Blutprobe ohne
Antikorper) angegeben. Um unspezifische Hemmwirkungen auszuschlieflen, wurden Versuchsreihen
mit dem Kontrollantikorper 2D1 durchgefiihrt. Es ergab sich eine signifikante Hemmung auf beiden
Oberflichen fiir 5C4Fab (p<0,01).
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Abb.14: Effekte der GPVI- und a2f31-Integrin Blockade auf die Thrombozytenadhdsion an
Kollagen I und III unter ateriellen Flufibedingungen.

Anheftung von Thrombozyten an Kollagen-I- und Kollagen-111-Oberflichen in vitro unter arteriellen
Flussbedingungen (Flussrate]1000s™”). Blockade der Kollagenrezeptoren durch 5C4Fab-Fragment
(anti-GPVI-Antikorper) und IB4 (anti-a2f31-Antikorper). Die Plittchen wurden mit Rhodamin 6G fiir

10 Minuten bei 37°C inkubiert und durch Verwendung eines Filters fiir den Wellenbereich von 530-
580 nm die Fluoreszenz sichtbar gemacht (n=38).
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3.5 Hemmung der Thrombozytenadhéision an Kollagen I wund III unter

Flussbedingungen durch GPVI-Fc und Fc-Fragment

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Kollagenoberflichen mit einem l6slichen GPVI-
Fc-Konstrukt und einem Fc-Fragment vorbehandelt. Bei dem GPVI-Fc-Konstrukt handelt es
sich um den extrazelluliren Teil des GPVI-Rezeptors, der kovalent an den Fc-Teil eines
Antikorpers gebunden ist. Als Kontrolle dienten zum einen Versuchsreihen, bei denen die
Kollagenoberflichen mit einem Fc-Fragment ohne gekoppelten Rezeptor inkubiert worden
waren und zum anderen Versuchsreihen ohne Vorbehandlung der Oberflichen. Es sollte
untersucht werden, ob die GPVI-Bindungsstellen von Kollagen durch eine Vorinkubation mit
loslichem GPVI-Kontrukt so abgesittigt werden, dass Thrombozyten nicht adhirieren
konnen. Die Verwendung einer dquimolaren Menge eines Fc-Fragments als Negativkontrolle
sollte ausschlieBen, dass eine unspezifische Bindung des Fc-Teils an Kollagen fiir die

Hemmwirkung des GPVI-Fc-Konstruktes verantwortlich war.

Durch Inkubation mit GPVI-Fc konnte die Adhision von Blutplittchen an Kollagen-I-
Oberflaichen um durchschnittlich 58% reduziert werden. Die Vorbehandlung der
Kollagenoberflichen mit Fc-Fragment zeigte keine hemmende Wirkung auf die
Thrombozytenanheftung.

Gleiches konnte bei der Verwendung von Kollagen III als Beschichtungsmaterial gezeigt
werden. Hier betrug die Thrombozytenanheftung nach Vorinkubation der Kollagenoberfldche
mit GPVI-Fc durchschnittlich nur noch 2% der Anheftung ohne Vorbehandlung. Lediglich
Leukozyten konnten an der Kollagenoberfliche adhirieren. Diese waren aber aufgrund ihrer
GroBe und Form leicht von den Thrombozyten zu unterscheiden. Der Einsatz von Fc-
Fragment zeigte keine Reduktion der Adhision. Die erreichte Versuchszahl betrug insgesamt
6 Versuche.

Insgesamt zeigte sich unter Verwendung von loslichem GPVI-Fc ein vergleichbarer Effekt

wie bei dem GPVI-Fab-Antikorper 5C4.
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Abb.15: Bindung von Pliittchen an Kollagen I und Kollagen III unter arteriellen Flussbedingungen
nach Inkubation der Oberflichen mit GPVI-Fc und Kontroll-Fc. Als Positivkontrolle diente eine
Versuchsreihe mit unbehandelten Kollagenoberflichen. Die Bindungswerte (n=6) werden als mittlere
Prozentwerte (+ Standardabweichung) der jeweiligen Positivkontrolle dargestellt. P<0,01 fiir GPVI-
Fc vs. Kontroll-Fc.
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Abb.16: Blockade thrombozytirer Bindungsstellen an Kollagen I und Kollagen I1I durch GPVI-Fc
und Kontroll-Fc.

Anheftung von Thrombozyten an Kollagen 1 und Kollagen III in vitro unter arteriellen
Flussbedingungen (Scherrate 1000s™). Inkubation der Oberflichen mit GPVI-Fc-Konstrukt (GPVI-
Fc) und Fc-Fragment (Fc-Frag.). Versuchsreihen mit unbehandelten Kollagenoberflichen dienten als
Positivkontrolle.  Die Konzentration von GPVI-Fc betrug 0,8ug/ul, die Konzentration von Fc-
Fragment lag bei 0,2ug/ulL (dquimolare Konzentration). Die Thrombozyten wurden mit Rhodamin 6G
gefdarbt und durch Verwendung eines Fluoreszenzfilters fiir den Wellenbereich von 530-580 nm die
Rotfluoreszenz sichtbar gemacht.
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3.6 Auswirkung der Hemmung von GPVI und o2B1-Integrin auf die

Thrombozytenadhision an humane atheromatose Plaque

3.6.1 Direkte Blockade des GPVI-Rezeptors durch Antikorper

Um die Interaktion von Thrombozyten mit humanem Plaquematerial in vitro zu untersuchen,
wurden Deckgldaser mit operativ gewonnener Plaque beschichtet. Durch Vorinkubation der
Blutproben mit 5C4- (anti-GPVI-Fab) und IB4-Antikoérpern (anti-a2p1) sollte die Bedeutung
der entsprechenden Kollagenrezeptoren fiir die Plittchenadhision dargestellt werden. Die

Plattchenanheftung wurde nach 10-miniitiger Perfusion gemessen.

Die Rezeptorblockade der Kollagenrezeptoren durch 5C4Fab und IB4 konnte die
Plattchenadhdsion unter Flussbedingungen an humane atheromatose Plaque deutlich
reduzieren. Die Zugabe von 5C4Fab verminderte die Thrombozytenanheftung an humane
Plaque um durchschnittlich 70%, die Zugabe des anti-a21-Antikorpers IB4 fiihrte zu einer
durchschnittlichen Hemmung von 22%. Die Blockade des GPVI-Rezeptors fiihrte zu einer
signifikant stirkeren Hemmung der Adhésion von Plittchen an Plaquematerial (p< 0,05) als

1B4.
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Abb.17: Anheftung rhodamingefiirbter Thrombozyten an humanem Plaquematerial unter arteriellen
Flussbedingungen (Wandscherrate 1000s™). Blockade der Kollagenrezeptoren durch Inkubation der
Thrombozyten mit 5C4Fab-Fragment (anti-GPVI-Antikorper) und IB4 (anti-o2f31-Antikorper). Durch

Verwendung eines Fluoreszenzfilters wurden sowohl Plaquematerial als auch Thrombozyten zur
Floureszenz angeregt.
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3.6.2 Blockade von GPVI-Bindungsstellen auf Plaque- und Kollagenoberfliichen durch
GPVI-FC

In weiteren Versuchsreihen wurde das beschichtete Deckglas #dhnlich wie bei den
Versuchen mit Kollagen-Oberflaichen mit 16slichem GPVI-Fc und Fc-Fragment fiir 10
Minuten vorbehandelt. Den Blutproben wurden bei diesen Versuchen keine Antikorper
zugegeben. Damit sollte untersucht werden, ob durch die Bindung von GPVI-Fc an das
Plaquematerial die Bindungsstellen fiir Thrombozyten so blockiert werden konnen, dass
Plattchen nur noch vermindert adhirieren konnen.

Vorinkubation der beschichteten Deckglédser mit 16slichem GPVI-Fc-Kontstrukt reduzierte
die Thrombozytenadhdsion signifikant um durchschnittlich 74%, vergleichbar zum anti-
GPVI-Fab Antikorper 5C4. Fc-Fragment-Zugabe verursachte eine Reduktion der Anheftung
um 24% (P>0,05, n.s.).
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Abb.18: Thrombozytenadhdsion an humanes Plaquematerial unter arteriellen Flussbedingungen.
Direkte Rezeptorblockade von GPVI mit 5C4Fab(Anti-GPVI) und von a2p1-Intergrin mit 2D1 (Anti-
a2f1). Blockade der Bindungsstellen mit GPVI-Fc oder Fc-Kontrolle. Die Plittchenadhdsion unter
Antikorperblockade wird als Prozentwert der Plittchenanheftung einer Kontrollversuchsreihe ohne
Antikorper angegeben (n=6).
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In der dritten Versuchsreihe wurde die immobilisierte Plaque mit anti-Kollagen-1 und anti-
Kollagen-III-Antikorpern oder mit einer Kombination beider Antikorper fir 10 Minuten
inkubiert. Beide Antikorper konnten die Pldttchenadhision hochsignifikant reduzieren (p<
0,001). Zwischen den einzelnen Antikorpertypen konnte kein signifikanter Unterschied

beziiglich der hemmenden Wirkung festgestellt werden.
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Abb.19: Thrombozytenadhdsion an humanes Plaquematerial unter arteriellen Flussbedingungen.
Vorinkubation des Plaquematerials mit Anti-Kollagen I und Anti-Kollagen IlI-Antikorpern. Die
Plattchenanheftung unter Antikorperblockade wird als Prozentwert der Pldttchenanheftung einer
Kontrollversuchsreihe ohne Antikorper angegeben.
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4 Diskussion

Im bislang angenommenen Modell der Thrombusformation nach Ruptur einer
atherosklerotischen Plaque werden Thrombozyten im Rahmen einer lokal {iber
gewebsstindigen Tissue Factor und Faktor VII gesteigerten plasmatischen Gerinnung
aktiviert und zur Aggregation angeregt. Deshalb wurde die orale Antikoagulation mit
Markumar solange als ausreichende Therapie des akuten Koronarsyndroms angesehen, bis
anhand klinischer Studien nachgewiesen werden konnte, dass Patienten, die anstatt einer
Antikoagulation eine gegen Plittchenaktivierung gerichtete Therapie erhielten, deutlich

bessere Uberlebensraten zeigten (Schomig et al. **

). Auf diesen Untersuchungsergebnissen
basiert die heutige Therapieempfehlung, die eine Kombination aus Antikoagulation und
Thrombozytenhemmung als notwendige Therapie eines akuten Koronarsyndroms ansieht.

Aber nicht nur das akute Koronarsyndrom entsteht in seiner Pathophysiologie durch die
Ruptur einer atheromatdsen Plaque. Sie ist auch beim ischdmischen Schlaganfall und dem
akuten peripher-ateriellen Verschluss von zentraler Bedeutung. Auch hier wird eine

Thrombozytenaggregationshemmung als wichtig erachtet.

Aus verschiedenen Vorarbeiten ist bekannt, dass I. Thrombozyten direkt an Kollagen
binden konnen, IL. fiir diese Interaktion neben a2B1-Integrin der Kollagenrezeptor GPVI von

zentraler Bedeutung ist (Nieswandt et al. >

) und III. Kollagen in der atheromatdsen Plaque in
hoher Konzentration vorkommt.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Thrombozyten unabhingig von dem plasmatischen
Gerinnungssytem mit Plaquematerial interagieren konnen und welche Rolle die wichtigsten

Kollagenrezeptoren GPVI und a2p1-Intergrin bei dieser Interaktion einnehmen.

Mit Hilfe von immunhistochemischen Firbungen konnte gezeigt werden, dass humane
atherosklerotische Plaques Bindungsstellen fiir den thrombozytiren GPVI-Rezeptor enthalten.
Auffillig war, dass die Bindungsstellen nicht gleichmifBig tiber das gesamte Plaqueareal
verteilt sind, sondern dass sie sich auf den zentralen Kernbereich der Plaque konzentrieren.

Untersuchungen iiber die Verteilung von Kollagen III und Kollagen I in der Plaque fiihrten zu
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dem Ergebnis, dass die beiden Kollagenunterarten ebenfalls nicht gleichméfig im Plaqueareal
verteilt sind, sondern dass der Kernbereich vorwiegend Kollagen III enthilt. Kollagen I ist
hauptsidchlich in der fibrosen Kappe lokalisiert. So konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt
werden, dass die Konzentration der GPVI-Bindungsstellen in der Plaque an den Orten mit
hohem Kollagen-III-Gehalt am hochsten ist. Kollagen-I-haltige Strukturen weisen weniger
GPVI-Bindungsstellen auf.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Thrombozyten iiber den GPVI-Rezeptor direkt an
humanes Plaquematerial binden konnen, und das Kollagen der Hauptbindungspartner im
Plaquematerial ist. Damit stimmen die Versuchsergebnisse mit den Beobachtungen von Penz
et al¥ tiberein, die ebenfalls Kollagen als zentralen Plaquebestandteil fiir die
Plittchenaggregation und Aktivierung beschrieben haben. Die Ubereinstimmung der GPVI-
Bindungsstellen mit der Verteilung von Kollagen III im Plaqueareal konnte ein Hinweis
darauf sein, dass vor allem Kollagen III Bindungsstellen fiir den thrombozytiren GPVI-
Rezeptor aufweist. Diese Beobachtung wiirde erklidren, warum erst die Ruptur einer Plaque
mit Freilegung von zentral gelegenem Kollagen III eine Thrombusformation auslost und eine
oberflichliche Plaqueerosion oft nicht ausreicht, einen gefidBverschlieBenden Thrombus zu

bilden °.

Um die Bindungsfihigkeit von GPVI-Rezeptoren an humanes Plaquematerial bzw. an die
unterschiedlichen Plaqueareale quantifizieren zu konnen, wurde ein ELISA-Test
durchgefiihrt. Das Plaquematerial wurde entweder in toto belassen oder in die Bereiche
Hlipidreicher Kern“ und ,fibrose Kappe®“ aufgetrennt. Parallel dazu wurde in
Aggregationsstudien untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der Fihigkeit zur Induktion
einer Plattchenaggregation und der Anzahl der GPVI-Bindungsstellen einer Plaque besteht.

Losliches GPVI-Fc konnte sowohl an die Kernbereiche der atheromatdsen Plaque als auch
an die fibrose Kappe signifikant binden. Beobachtete Unterschiede in der Bindungsstéirke an
die einzelnen Komponenten waren allerdings nicht signifikant. Ursachen fiir die zur
Immunhistochemie unterschiedlichen Ergebnisse konnen eine zu geringe Anzahl an
untersuchten Priparaten oder Schwierigkeiten bei der Trennung der einzelnen Plaquebereiche
bei der Priparation fiir den ELISA sein. Beimengungen von Kernmaterial konnten so z.B.

eine zu hohe GPVI-Bindung an die fibrose Kappe verursachen.

Auch in anderen Arbeiten waren Unterschiede bei untersuchten Plaques beziiglich deren

Fihigkeit eine Aggregation auszuldsen beobachtet worden *°. Diese Unterschiede korrelierten
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allerdings nicht mit deren absoluten Kollagengehalt. Daher untersuchten wir in der
vorliegenden Arbeit, ob ein Zusammenhang zwischen der GPVI-Bindung des Plaquematerials
und der Fihigkeit eine Aggregation zu induzieren besteht. Auffillig war, dass aktives
Plaquematerial (induzierte Thrombozytenaggregation > 80% in der Methode nach Born)
signifikant mehr GPVI-Bindungsstellen enthilt als eine weniger aktive Plaque. Damit konnte
ein Zusammenhang zwischen der Stirke der Plittchenaggregation und der GPVI-
Bindungsfihigkeit an das Plaquematerial nachgewiesen werden. Aus diesen Daten lésst sich
ableiten, dass Kollagenstrukturen der Plaque iiber den GPVI-Rezeptor eine
Plattchenaggregation auslosen konnen und dass weniger der absolute Kollagengehalt als die

GPVI-Bindungsfihigkeit des Plaquematerials entscheidend ist.

Anhand von Aggregationsstudien sollte nun gekldrt werden, ob die Bindung von
Thrombozyten an Plaquematerial iiber den GPVI-Rezeptor eine Aktivierung und folglich eine
Aggregation der Plittchen auslosen kann. Uberraschenderweise konnten Kollagen und
humanes Plaquematerial eine Thrombozytenaggregation auslosen, obwohl fiir die
Versuchsdurchfiilhrung Plittchen-reiches Plasma aus Zitrat-antikoaguliertem Vollblut
verwendet wurde und somit die plasmatische Gerinnung inaktiviert war.

Die Hemmung des thrombozytiren GPVI-Rezeptors bewirkte eine starke Reduktion der
Aggregation, wohingegen die Blockade von a2f1-Integrin keine signifikante Verminderung
hervorrufen konnte. Kollagen und die humane Plaque erwiesen sich gleichermallen als starke
Aktivatoren der Blutplidttchen mit konsekutiver Plittchenaggregation. Entscheidend bei dieser
Beobachtung ist, dass die Aktivierung iiber eine direkte Interaktion zwischen Thrombozyten
und Kollagen bzw. Plaquematerial zu erfolgen scheint, unabhingig vom plasmatischen
Gerinnungssytem. Der GPVI-Rezeptor spielt hierbei offensichtlich eine zentrale Rolle, da
eine Hemmung des Rezeptors durch Antikorper die Aggregation und Aktivierung fast
vollstandig unterdriicken konnte. Das a2B1-Integrin scheint hingegen keine entscheidende
Interaktion zu vermitteln, da eine Blockade dieses Rezeptors keinen Einfluss auf die
Thrombozytenaggregation hat. Dies belegt, dass GPVI nicht nur an Kollagenstrukturen der
Plaque binden kann, sondern dass diese Adhidsion auch eine Plittchenaktivierung und

Aggregation auslost, die zur Thrombusformation fiihrt.

Die bis zu diesem Zeitpunkt durchgefiihrten Versuche hatten alle die Bindung von GPVI
an das jeweilige Substrat unter statischen Bedingungen untersucht. Um die Bedeutung des

GPVI-Rezeptors fiir die Thrombozytenadhidsion an Kollagen unter physiologischen arteriellen
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Flussbedingungen festzustellen, wurden Kollagen I- und Kollagen III- beschichtete
Deckgliser in einer Durchflusskammer mit humanem, heparinisiertem Vollblut perfundiert.
Trotz Hemmung des plasmatischen Gerinnungssystems durch Heparin konnten
Thrombozyten an Kollagen I und Kollagen III anheften.

Wir konnten zeigen, dass die direkte Antikdrperblockade von GPVI-Rezeptoren mittels
5C4-Antikorpern die Adhédsion von Thrombozyten an Kollagen I und Kollagen III auch unter
Flussbedingungen erheblich reduzieren kann. Die hemmende Wirkung von 5C4 war bei
Kollagen-III-Oberflichen stdarker ausgeprdgt als bei mit Kollagen I beschichteten
Deckglidsern. Dies unterstiitzt die Beobachtung aus den immunhistochemischen Firbungen,
die mehr GPVI-Bindungsstellen in Kollagen IlI-haltigen Plaquearealen nachgewiesen hatten.
Die Blockade von a2p1-Integrin durch IB4-Antikorper hatte auf die Thrombozytenadhision
an Kollagen III keinen signifikanten Einfluss, hemmte allerdings die Plittchenbindung an
Kollagen I fast vollstindig.

Parallel zu diesen Versuchen wurden die Kollagenoberflichen in einer anderen
Versuchsreihe mit 16slichem GPVI-Fc oder Fc-Fragment vorinkubiert, um so die GPVI-
Bindungsstellen des Kollagens zu blockieren. Nur GPVI-Fc konnte die Bindung von
Plattchen an Kollagen I und III signifikant senken, das Fc-Fragment blieb ohne Wirkung.
Somit kann sowohl die direkte Rezeptorblockade von GPVI auf der Thrombozytenoberflidche
als auch die Blockade der GPVI-Bindungsstellen auf Kollagen erfolgreich eine
Thrombozytenadhdsion reduzieren. Die Wirkung von GPVI-Fc bei Kollagen III war dabei
starker ausgepragt als bei Kollagen I, die stimmt mit den Ergebnissen aus der

Immunhistochemie iiberein.

Der GPVI-Rezeptor stellt den zentralen Vermittler der primidren Aktivierung von
Plattchen durch Kollagen dar. Erst durch seine Bindung an Kollagen werden Integrin-
Rezeptoren wie a2p1-Integrin aktiviert und eine feste Plittchenbindung an Kollagen iiber
diese Rezeptoren ermoglicht”®. In  Zusammenschau der oben beschriebenen
Versuchsergebnisse der Flusskammerversuche und der Immunhistochemie kann angenommen
werden, dass vor allem Kollagen III fiir die Pléttchenaktivierung nach Plaqueruptur
verantwortlich ist. Entsprechend fiihrt die Hemmung der Interaktion von Thrombozyten mit
Kollagen III iiber GPVI zu einer dramatischen Inhibition der Pldttchenadhésion.

Dariiber hinaus scheinen jedoch weitere Signalwege zu existieren, die unabhédngig von
GPVI eine feste Adhédsion von Thrombozyten an Kollagenoberflachen vermitteln konnen. So

adhdrieren Thrombozyten trotz Blockade von GPVI an immobilisiertes Kollagen I, eine
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Interaktion, die in unseren Untersuchungen insbesondere durch a2f1-Integrin vermittelt wird.
Da hierbei eine GPVI-vermittelte Aktivierung von Thrombozyten durch den eingesetzten
Antikorper verhindert wird, miissen die entsprechenden Rezeptoren auf der
Plattchenoberfliche (wie z.B. a2B1-Integrin) iiber andere Mechanismen als GPVI aktiviert
und damit in einen hoch affinen Bindungszustand gebracht werden. Schulte et al. hatten
bereits 2001 beobachtet, dass Signalwege existieren, die zwar an die Fc-Gammakette
gekoppelt sind, jedoch auch unabhiingig von GPVI aktiviert werden kénnen *°. Dadurch
konnte das a2f1-Integrin in einen entsprechend affinen Zustand versetzt werden und die
Bindung des Thrombozyten an Kollagen I vermitteln. In Anwesenheit einer funktionierenden

Signalkaskade iiber GPVI scheint a231-Integrin jedoch eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Dariiber hinaus kann auch die Struktur des fiir die Beschichtung verwendeten Kollagens
eine Rolle fiir die Bindungsfihigkeit der verschiedenen Rezeptoren haben. Savage et al.
wiesen nach, dass strukturelle Unterschiede im Kollagenaufbau die Bindungsfihigkeit von
a2B1 beeinflussen konnen 3, a2p1-Integrin ist demnach fiir die Thrombozytenanheftung an
losliches Kollagen I unverzichtbar, spielt aber bei Adhésion an fibrillires Kollagen I keine
entscheidende Rolle. Da bei den vorliegenden Versuchsergebnissen eine nahezu vollstindige
Blockade der Thrombozytenadhdsion an Kollagen I durch IB4 (anti-a2p1-Antikdrper)
beobachtet werden konnte, ist es wahrscheinlich, dass das verwendete Kollagen I-Priparat
hohe Anteile an 16slichen Kollagenstrukturen enthélt. Der GPVI-Rezeptor hingegen ist vor
allem fiir die Interaktion mit fibrilldrem Kollagen zustdndig. Dies konnte die abgeschwichte
Wirkung der anti-GPVI-Antikorper bei der Thrombozytenadhédsion an Kollagen I in diesen

Versuchen erklaren.

Um die Thrombozyteninteraktion mit Plaquematerial wunter physiologischen
Flussbedingungen zu untersuchen, wurde intraoperativ gewonnenes Plaquematerial
homogenisiert und auf Deckgldser aufgetragen. In Anlehnung an die Flusskammerversuche
mit Kollagenoberflichen wurden sowohl der GPVI-Rezeptor direkt als auch seine
Bindungsstellen an der Plaque geblockt. Auch hier fiihrte die Hemmung der GPVI-
vermittelten Interaktion zu einer signifikant stirkeren Reduktion der Anheftung von
Thrombozyten an Plaquematerial als eine Blockade mit anti-a21-Antikorpern. Die zentrale
Rolle von GPVI bei der Pléittchenadhédsion an humane Plaque konnte bestitigt werden. Da das

verwendete Plaquematerial hauptsidchlich aus dem Kernbereich der Plaque entnommen
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worden war, welcher iiberwiegend Kollagen III enthilt, untermauern diese Daten die

vorangehenden Ergebnisse aus dem Flusskammeruntersuchungen mit Kollagenoberflidchen.

Auffillig war allerdings, dass 5C4 die Adhésion von Thrombozyten an Plaquematerial

nicht vollstindig unterdriicken konnte. Andere Arbeiten (Weidtmann et al. *

) haben bereits
gezeigt, dass neben Kollagen auch noch andere Bestandteile in der Plaque enthalten sind, die
Plattchen durch Bindung aktivieren konnen. Dazu gehoren z.B. Thrombospondin, Fibrin,
Fibrinogen, Vitronektin, oxidiertes LDL, Cholesterolsulfat und der von-Willebrand-Faktor.
Dennoch untermauern die Versuchsergebnisse die zentrale Stellung der Kollagen-GPVI-
Bindung fiir die Thrombozytenaktivierung und Thrombusenstehung im Rahmen der Ruptur
einer atherosklerotischen Plaque, da durch Hemmung dieses Rezeptors die ausgeprigteste
Reduktion der Plittchenanheftung erzielt werden konnte.

Durch Inkubation des Plaquematerials mit anti-Kollagen-I- und -I1I-Antikérpern konnte
die Thrombozytenadhédsion hochsignifikant verringert werden. Unterschiede zwischen den
beiden Antikdrpern waren zwar vorhanden, aber nicht signifikant. Die Annahme einer
vorwiegend durch Kollagen IlIl-haltige Bestandteile der Plaque vermittelten
Plattchenaktivierung konnte somit in dieser Versuchsreihe nicht bestdrkt werden. Beide
Kollagenunterarten erschienen hier gleichermaf3en fiir eine Thrombozytenaktivierung wichtig

Zu sein.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass GPVI-Rezeptoren nicht nur fiir die
Plattchenanheftung an die verletzte GefiBwand und subendotheliale Matrix von

22 .
), sondern auch bei der

entscheidender Bedeutung sind (Massberg et al.
Thrombusentstehung nach Ruptur einer atherosklerotischen Plaque eine zentrale Rolle
spielen. Plittchen binden iiber den GPVI-Rezeptor an Kollagenstrukuren der Plaque, werden
aktiviert und konnen so verstirkt adhirieren, aggregieren und einen gefidl3verschlieBenden
Thrombus bilden, wunabhdngig von einer vorherigen Aktivierung der plasmatischen
Blutgerinnung. Eine Hemmung des GPVI-Rezeptors scheint daher eine vielversprechende
Moglichkeit zu sein, die Thrombusentstehung nach Plaqueruptur zu verhindern oder
zumindest zu reduzieren. Dabei weisen die Ergebnisse unserer Untersuchungen auf eine
besondere Bedeutung der Interaktion von GPVI mit Strukturen von Kollagen Typ III hin.
Jedoch scheinen beide Kollagenarten (I und III) eine Plattchenaktivierung und Adhésion

vermitteln zu konnen. Neben dem Aufbau der atheromatdsen Plaque (Kollagenverteilung und

Gehalt der Kollagenarten) spielt moglicherweise auch der Aufbau der Kollagenmatrix selbst
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(Anteil und Verteilung fibrilldrer Strukturen) eine Rolle. Vor dem Hintergrund klinischer
Studien (Schomig et al. **) weist die vorliegende Arbeit auf die wesentliche Bedeutung einer
primér direkten Plidttchenaktivierung durch die Interaktion mit atheromatdser Plaque hin. Die
durch die Gerinnungskaskade und insbesondere die Freisetzung von "tissue factor" bedingte
Thrombozyten-Aktivierung fithrt dann sekunddr zu einer weiteren Verstirkung und
Beschleunigung der Thrombusformation in vivo. Dieses Konzept wird bereits durch eine
forcierte antithrombozytdre Therapie mit Acetylsalizylsdure und dem Thienopyridin
Clopidogrel in der aktuellen klinischen Therapie von Patienten mit akutem Koronarsyndrom
beriicksichtigt. Die selektive Blockade einer Interaktion des thrombozytiren GPVI-Rezeptors
mit kollagenhaltigen Strukturen der GefiBwand bzw. der atherosklerotischen Plaque stellt ein

neues, attraktives Ziel einer Pharmakotherapie dar.

Interessanterweise haben frithere Arbeiten mit Madusen gezeigt, dass ein Fehlen des GPVI-
Rezeptors auf der Thrombozytenoberfliche durchaus mit dem Leben vereinbar ist und zu
keiner signifikanten Verlingerung der Blutungszeit fiihrt (Lockyer et al.'®, Kato et al.).
Daher konnte man durch Blockade des GPVI-Rezptors die pathophysiologisch bedeutsamen
Interaktionen der Thrombozyten mit Plaquematerial unterbinden, ohne starke innere oder
dulere Blutungen der Patienten zu riskieren. Massberg et al. etablierten 2003 im Rahmen von
in vivo Versuchen mit Madusen zum ersten Mal einen 16slichen GPVI-Rezeptor als mogliche
Therapieoption in der Behandlung der Thrombozytenadhédsion und Thrombusformation nach
GefiBverletzung . In Tierversuchen konnten sie durch Verabreichen von GPVI-Fc die
Adhision und Aggregation von Plittchen an Endothelzelldefekte drastisch reduzieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte GPVI-Fc als moglicher Therapieansatz zur
Behandlung der Atherothrombose identifiziert werden. GPVI-Fc konnte sowohl die
Plattchenadhdsion an Kollagen als auch an humanes Plaquematerial deutlich reduzieren. Eine
Ubertragung der im Tierversuch vermuteten positiven Effekte einer anti-GPVI-
Pharmakotherapie mittels eines Antikorpers scheint daher zuldssig.

Anti-GPVI-Antikorper (z.B. 5C4-Fab) blockieren den Rezeptor nicht nur durch Bindung
an die extrazellulire Doméine, sondern sie fithren auch zu einer Internalisierung der GPVI-
Rezeptoren in die Thrombozyten. Damit verschwinden die Rezeptoren von der
Plattchenoberfliache. Diese vollstindige Unterbindung von GPVI-vermittelten Interaktionen
fiihrt im Gegensatz zur genetischen Defizienz zu einer signifikanten Verlingerung der
Blutungszeit. Im Gegensatz zu den direkt gegen den GPVI-Rezeptor gerichteten Antikérpern,

bei denen als Nebeneffekte Plittchenaktivierung, Immunthrombozytopenie und verlingerte
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Blutungszeit beschrieben wurden (Schulte et al. 35), hat GPVI-Fc eine lokal begrenzte
Wirkung. Da es nur an exponiertes Kollagen bindet, scheint es daher fiir einen

therapeutischen Einsatz besser geeignet zu sein.

Ausgehend von dem Ergebnis, dass Plaquematerial mit einem hohen
Aggregationspotential signifikant mehr GPVI-Bindungsstellen aufweist als Material mit
geringem Aggregationspotential, und dass GPVIFc spezifisch an stark thrombogene
Strukturen der atheromatdsen Plaque bindet (z.B. Kollagen III) ldsst sich ein weiterer
Anwendungsbereich von GPVI-Fc erschlie3en.

Aktuelle klinische Methoden zur Abschitzung des AusmaBes einer Atherosklerose bei
Patienten umfassen Angiographie, Ultraschall und Computertomographie. Mit diesen
Methoden konnen Aussagen iiber die rdumliche Ausdehnung, die Morphologie und den
Stenosegrad des Plaqueareals getroffen werden. Eine Abschidtzung der Neigung zur
Plaqueruptur und der Thrombogenitiit ist allerdings ebenso wenig moglich wie ein Schluss
vom Stenosegrad auf die Vulnerabilitit der Plaque. Vielversprechend erscheint daher die
Moglichkeit eines ,,biologischen* Bildgebungsverfahrens, bei dem atheromatdse, vulnerable
Plaques iiber Bindung von Tracer-markiertem, loslichem GPVI-FC spezifisch in vivo
dargestellt werden konnen (Gawaz et al. '*). Durch Szintigraphie konnten diejenigen
Plaqueareale visualisiert werden, die einen groBen Anteil an thrombogenen Strukturen
enthalten und bei denen durch starke Ausdehnung der zentralen Kernregion eine Ruptur
wahrscheinlich ist. Dadurch wire eine Abschidtzung des Risikos einer Plaqueruptur moglich,
wodurch vor allem Patienten mit multiplen Koronarplaques gezielt einer Intervention

zugefiihrt werden konnten.
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S Zusammenfassung

Die Ruptur der atheromatdsen Plaque fiihrt rasch zu einer lokalen Adhédsion und
Aktivierung von Thrombozyten im Bereich der Gefdverletzung. Durch die
einsetzende Thrombozytenaggregation formiert sich ein Thrombus, der zum akuten
GefdlBverschluss fithren kann. Dies ist ein zentraler Pathomechanismus in
kardiovaskuldren Erkrankungen wie dem akuten Myokardinfarkt und dem
apoplektischen Insult. Bislang wurde die Aktivierung der Thrombozyten allerdings als
ein rein sekundidrer Prozess angesehen, der aus einer lokalen Aktivierung der
Gerinnungskaskade resultiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Thrombozyten direkt und
unabhiingig von einer lokalen Koagulation an atheromatdse Plaque binden und durch
diese aktiviert werden koOnnen. Insbesondere wurde die Bedeutung von
Kollagenrezeptoren, vor allem von Glykoprotein (GP)VI, fiir die Interaktion von
Thrombozyten mit humanem Plaquematerial und den in der GefiBwand am stirksten
reprasentierten Kollagensubtypen (Typ I und III) analysiert.

Das untersuchte Plaquematerial wurde von Patienten mit Stenosen der Arteria carotis
im Rahmen einer operativ durchgefiihrten Thrombarterektomie gewonnen und die
lipidreiche, atheromatdse Plaque pripariert. Mit Hilfe histochemischer Farbungen der
humanen atheromatosen Plaque konnte erstmals gezeigt werden, dass die
extrazellulire Doméne des thrombozytiren GPVI-Rezeptors an humanes
Plaquematerial binden kann. Besonders auffillig war, dass die Bindungsstellen von
GPVI nicht gleichmiBig im Plaquebereich verteilt waren, sondern fast ausschlieBlich
im Kernbereich zu finden waren. Dies korrelierte sehr eng mit dem Vorkommen von
nativem Kollagen III. Die fibrése Kappe, welche durch hohe Konzentrationen an
Kollagen I gekennzeichnet ist, zeigte hingegen keine vermehrte GPVI-Bindung. Unter
Anwendung eines enzymgekoppelten Immunadsorptionstests (ELISA) konnten wir
die direkte Interaktion von GPVI mit humanem Plaquematerial und Kollagen I/II1

bestitigen. Interessanterweise fiihrt Plaquematerial iiber diesen Mechanismus zu einer
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signifikanten Aggregation von Thrombozyten, dies war unabhidngig von einer
Hemmung der Koagulation

In weiteren Versuchen wurden isolierte Thrombozyten in einem Flusskammersystem
tiber Kollagen und humanes Plaquematerial perfundiert. Hierbei konnten wir zeigen,
dass Plittchen unter arteriellen Scherbedingungen direkt an Kollagen I und III sowie
humanes Plaquematerial binden, auch wenn das plasmatische Gerinnungssystem
durch gleichzeitige Antikoagulation gehemmt ist. Die lokale Adhédsion von
Thrombozyten konnte durch Blockade der GPVI-vermittelten Interaktion, sei es durch
Antikorperblockade des Rezeptors auf der Thrombozytenoberfliche oder durch
Blockade der Bindungsstellen auf Kollagen I/III und der Plaqueoberfldche mit einem
16slichen GPVI-Fc-Dimer, signifikant gehemmt werden.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass die im Rahmen einer Plaqueruptur
einsetzende Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten ein primérer Prozess ist,
der durch die direkte Interaktion von Thrombozyten und exponierter atheromatoser
Plaque zustande kommt. Dieser Mechanismus ist auch wirksam wenn gleichzeitig die
plasmatische Gerinnung durch Antikoagulation gehemmt ist. Der thrombozytire
Kollagenrezeptor GPVI stellt hierbei einen zentralen Vermittler der Thrombozyten-
Plaque-Interaktion dar. Uber ihn werden sowohl die Adhision als auch Aktivierung
der Blutpldttchen vermittelt. Eine selektive Blockade der GPVI-vermittelten
Interaktion konnte somit eine viel versprechende Therapieoption in der Behandlung

des akuten Myokardinfarktes und des apoplektischen Insults darstellen.
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