1. Med. Klinik der Technischen Universitat Miinchen
Deutsches Herzzentrum Mnchen

(Direktor: Univ.-Prof. Dr. A. Schémig)

Die Bedeutung der p38-MAP-Kinase fur die
Thrombozyten-induzierten chemotaktischen Veranderungen
in Endothelzellen

Christiane E. Thielen

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultét fir Medizin der Technischen Universitéat
MUnchen zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. D. Neumeier

Prifer der Dissertation:
1. apl. Prof. Dr. M. P. Gawaz
2. Univ.-Prof. Dr. F. Fend

Die Dissertation wurde am 04.11.2003 bei der Technischen Universitét M tinchen
eingereicht und durch die Fakultét fur Medizin am 05.05.2004 angenommen.



Meinen lieben Eltern gewidmet



I nhaltsver zeichnis

11
1.2
121
122
13
131
132
133
14
15

2.1
2.2
2.3
24
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9
2.10
211

31

EINLEITUNG

Bedeutung der Thrombozyten fur die Atherogenese
Thrombozyten

Mor phologie

Aktivierung und Sekretion

Endothel

Mor phologie

Interaktion von Thrombozyten und Endothel

Adhasionsrezeptoren und Sekretionsprodukte

Signalwege bei der endothelialen Bildung von MCP-1 und ICAM-1

Zielsetzung

METHODEN

Reagenzien und Antikor per

Zélllinien

Plattchenisolation

Koinkubation von Endothelzellen und Pléattchen
Adhésion und Chemotaxisvon Monozyten
MCP-1-Bestimmungim ELISA
Durchflusszytometrie

p38-M AP-Kinaseassay und | mmunaoblot
Transfektion und L uzifer aseassay

I mmunofluor eszenzmikr oskopie

Statistische Analyse

ERGEBNISSE

Einflussvon aktivierten Plattchen auf Endothelzellen

11
11
13
14
14
14
16
18
21

23

23
24
25
26
26
27
28
29
30
31
31

32

32



311
312

313

3.2

321

322

3.3

331

3.3.2

3.33

34

34.1

34.2

4.1
4.2

4.3
4.4

Plattchen-induzierte Sekretion von endothelialem MCP-1im Zeitver lauf 32
Zeitlicher Verlauf der Plattchen-induzierten Expression von endothelialem
ICAM-1 34
Bedeutung aktivierter Plattchen fur die chemotaktischen und adhé&siven
Eigenschaften von Endothelzellen 36
Wirkung von Kinaseinhibitoren auf Plattchen-induzierte Effektein
Endothelzellen 39
Einfluss ver schiedener Kinaseinhibitoren auf die Sekretion von endothelialem
MCP-1 39
Bedeutung des p38-Kinaseinhibitors SB203580 fir die chemotaktischen und
adhasiven Eigenschaften von Endothelzellen 39
Wirkung der p38-MAP-Kinase auf die Plattchen-ver mittelte Transkription von
MCP-1in Endothelzellen 42
Aktivierung der p38-M AP-Kinase durch Plattchen 42
Plattchen-induzierte Kerntranslokation der p38-M AP-Kinase 42
Einfluss des p38-K inaseinhibitors SB203580 auf die Plattchen-induzierte
Transkription von endothelialem MCP-1 44
Uber expression von dominant-negativen p38-M APK -M utanten in

Endothel zellen 46
Wirkung von dominant-negativen p38-M APK -M utanten auf die Transkription
von endothelialem MCP-1 46
Einfluss von dominant-negative p38-M APK -M utanten auf die M CP-1-Sekr etion
in Endothelzellen 48
DISKUSSION 49
Rolle der Plattchenadhasion bei der Atherogenese 49
Plattchen-induzierte Chemokintranskription wird durch die p38-M AP-Kinase
ver mittelt 52
Studienbeschr ankungen 56
Potentielle therapeutische K onsequenzen der vorliegenden Arbeit 56



ZUSAMMENFASSUNG

LITERATURVERZEICHNIS

DANKSAGUNG

CURRICULUM VITAE

58

60

69

70



Tab. 1:
Tab. 2:
Tab. 3:

Abb. 1:

Abb. 2:

Abb. 3:

Abb. 4:

Abb. 5;

Abb. 6;

Abb. 7:

Abb. 8:

Abb. 9:

Abb. 10:

Abb. 11:

Abb. 12

Abb. 13:

Abbildungs- und Tabellenver zeichnis

Inhaltsstoffe der thrombozytaren Speichergranula (nach 31) 12
Thrombozytére Membranglykoproteine (nach 30) 15
Endotheliale und leukozytare Adhasi onsrezeptoren 16
Die drei MAP-Kinase-Kaskaden 20
Plattchen-induz erte Sekretion von endothelialem MCP-1 im Zeitverlauf 33

Plattchen-induzierte Oberflachenexpression von |CAM-1 auf Endothel zellen 35
Monozytenadhasion an Endothel zellen 37
Einfluss aktivierter Plattchen auf die chemotaktischen und adhasiven

Eigenschaften von Endothel zellen 38
Einfluss verschiedener Kinaseinhibitoren auf die Expression von MCP-1 durch
Endothelzellen 40
Bedeutung des p38-MAP-Kinaseinhibitors SB203580 fur die chemotaktischen und

adhasiven Eigenschaften von Endothel zellen 41
Plattchen-induzierte p38-Kinaseaktivitat in Endothel zellen 43
Plattchen-induzierte Kerntranslokation von p38 in Endothel zellen 44
Einfluss des p38-Kinaseinhibitors SB203580 auf die Plattchen-induzierte
Transkription von endothelialem MCP-1 45
Wirkung von dominant-negativen p38-MAPK-Mutanten auf dieTranskription von
endothelialem MCP-1 47
Einfluss von dominant-negativen p38-MAPK-Mutanten auf die MCP-1-Sekretion

in Endothel zellen 48

Induktion inflammatorischer Gene durch transiente Thrombozyten-
Endothel zel linter aktion 55



Abkirzungsver zeichnis

ACD Acid-citrat dextran

ATF-2 Activating Transcription Factor-2
ATP Adenosintriphosphat

CD Cluster of differentiation

CTP Cytidintriphosphat

ELISA Enzym-linked immunosorbent assay
ERK Extracellular related kinase

FACS Fluorescent activated cell sorter

FCS Fotales Kélberserum

FITC Fluoreszei nisothiozyanat

GP Glykoprotein

HUVEC Human umbilical vein endothelial cells
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1
MAPK Mitogen Aktivierte Protein Kinase

M CP-1Monocyte chemoattractant protein-1

PBS Phosphat-buffered saline

PFA Paraformal dehyd

rhiL-13 rekombinantes humanes Interleukin-13

SDS-PAGE Sodiumdodezylsulfat Polyacrylamidgel-Elektrophorese
VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1
VWF von-Willebrand-Faktor



1 Einleitung

Die Atherosklerose ist ein inflammatorischer Prozess, auf dessen Boden
kardiovaskuldre Krankheiten mit ihren Komplikationen Myokardinfarkt, Apoplex und
Embolie oder Thrombose der peripheren Gefél3e entstehen (19, 47, 63, 75, 76, 88).
Wenngleich Objekt intensiver Forschung und Weiterentwicklung diagnostischer und
therapeutischer Mal3nahmen, stellt die Atherosklerose auch heute noch die Grundlage fir die
haufigsten Todesursachen in der westlichen Welt dar (10, 19, 47, 63).

Hinter der Entstehung atherosklerotischer Lésionen verbergen sich hochspezifische
zelluldre und molekulare Mechanismen, die im Sinne einer Inflammation as Antwort auf eine
Funktionsstérung im Bereich der Endothelzelle verstanden werden (47, 74, 75, 76).
Urspringlich nahm man an, dass der initiale Schritt in der Atherogenese die Gefal3wandlasion
mit Denudation des Endothels ist (,response-to-injury-hypothesis*) (74). Die vergangenen
drei Dekaden haben zu einer Erweiterung dieser Hypothese gefiihrt. Neben einer Zerstorung
der Endothelstruktur kann auch eine Funktionsstorung des strukturell intakten Endothels
Ausgangskorrelat des chronisch inflammatorischen Prozesses darstellen. Verschiedene Reize
und Noxen, bei deren Entstehung auch die bekannten kardiovaskuldren Risikofaktoren
Hyperlipiddmie, Hypertension, Diabetes mellitus und Nikotinabusus eine entscheidende Rolle
spielen, kdnnen zu einer Funktionsstérung der Endothelzelle fihren (25, 89, 76, 63). Im Blut
zirkulierende Thrombozyten vermdgen, an das strukturell oder funktionell gestérte Endothel
zu adhérieren und durch Aktivierung der Endothelzellen weitere Schritte im Prozess der
Atherogenese einzuleiten. Inzwischen weil3 man jedoch, dass Thrombozyten im aktivierten
Zustand auch an strukturell und funktionell intaktes Endothel adhérieren und mit diesem
interagieren (8, 28). Durch die Interaktion von Thrombozyten und Endothel werden die
Endothelzellen aktiviert und inflammatorische Prozesse generiert (56). Die aktivierte
Endothelzelle veréndert ihre adhésiven und chemotaktischen Eigenschaften; sie exprimiert
Adhasionsmolekile (1, 24, 42) und sezerniert Chemokine (1, 73, 90). Dadurch wird die
Chemotaxis und Adhasion von Leukozyten, vorwiegend Monozyten, beglnstigt. Es findet
eine Transmigration der Entziindungszellen in die Intima statt, wo es zur Differenzierung der

Monozyten in Makrophagen und durch Aufnahme von Lipiden zu Schaumzellen kommt (47,



63, 76). Es entsteht die sogenannte Frihlasion (,fatty streak”), die eine Ansammlung von
Schaumzellen, aktivierten T-Zellen und glatten Muskelzellen darstellt (47). Durch Zytokine,
Wachstumsfaktoren, vasoaktive Substanzen und prokoagulatorische Faktoren vermittelt,
kommt es zu einer weiteren Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen sowie zu
einer Adhasion, Aggregation und Aktivierung von Thrombozyten. Schliefdlich entsteht eine
fibrése Kappe, bestehend aus Lipiden, Leukozyten und Zellbestandteilen. Dadurch formiert
sich die sogenannte komplexe Spétlasion, die das Geféllumen nach innen stenosiert und im
Gegensatz zu der Frihlasion irreversibel ist (47, 74). Im weiteren Verlauf kann es durch
Degradation von Matrixbestandteilen, insbesondere von Kollagen, und durch Verdinnung der
fibrésen Kappe zu einer Plague-Instabilitdt kommen, begleitet von der Freisetzung
prokoagulatorischer Faktoren. Kommt es im Folgenden zu einer Plaqueruptur, kann es rasch
zu der Bildung eines das Gefaldlumen akut verschlieffenden Thrombus kommen und somit zu
den Komplikationen Myokardinfarkt, Apoplex oder Embolie der peripheren Gefél3en flhren
(47, 48, 76).

11 Bedeutung der Thrombozyten fur die Atherogenese

Aktivierte Thrombozyten verdndern die chemotaktischen und adhasiven
Eigenschaften von Endothelzellen und spielen dadurch eine entscheidende Rolle in der frihen
Atherogenese (55, 76).

Eine der frihesten sichtbaren atherosklerotischen Verdnderungen im Bereich der
Geféawand ist die intimale Lipideinlagerung. Ein zentraler Ausldsemechanismus fir die
Intimaverdnderung ist die Chemotaxis, Adhasion und Transmigration von Monozyten.
Nachfolgend kommt es zu einer Differenzierung der Monozyten in Makrophagen und
Bildung von Schaumzellen sowie zu einer Migration glatter Muskelzellen in die Gefal3wand.
Es entsteht eine atherosklerotische Verénderung.

Im ruhenden Zustand zirkulieren die Thrombozyten im Gefél3system, ohne mit dem
Endothel zu interagieren. In Bereichen von Gefél3wandl&sionen oder Funktionsstrungen des

Endothels kann es durch die Adhasion von Thrombozyten zu der Einleitung von



Gerinnungsprozessen kommen. Im aktivierten Zustand vermégen die Thrombozyten auch
direkt an intakte Endothelzellen zu adhérieren (8, 28). Besonders in Bereichen verénderter
Flusseigenschaften, wie sie in Gefaaufzweigungen vorkommen, koénnen aktivierte
Thrombozyten am Endothel adhédrieren, zu ener Freisetzung proinflammatorischer
Substanzen und zu einer Aktivierung der Endothelzellen fuhren. Die Mechanismen, die bel
der Rekrutierung und Adhé&sion von zirkulierenden Thrombozyten an die Endothelzelle
beteiligt sind, sind vielfaltig und komplex. Eine wesentliche Rolle spielen das Glykoprotein
(GP) llb-Il1a und die Kollagenrezeptoren, insbesondere das Glykoprotein (GP) 1b-V-IX und
das Glykoprotein (GP) VI (4, 14, 58, 65).

Im aktivierten Zustand setzen Thrombozyten eine Vielzahl proinflammatorischer
Substanzen wie Wachstumsfaktoren und Cytokine frei, die in hohen Konzentrationen in den
Thrombozyten gespeichert sind. Grol3e Bedeutung fr den Prozess der Atherogenese kommen
hierbel dem Zytokin IL-1(3 (Interleukin-1 beta) (26, 37) und dem Rezeptor CD40L (39) zu,
welche zu einer Aktivierung der Endothelzelle fUhren. Die aktivierte Endothelzelle induziert
Uber die Transkription inflammatorischer Gene die Sekretion von Akute-Phase-Proteinen und
Chemokinen, sowie die Expression von Adhésionsmolekilen. Angelockt durch Chemokine
adhérieren Entzindungszellen, insbesondere Monozyten, Uber Adhésionsmolekile wie das
ICAM-1 (,intercellular adhesion molecule-1") oder VCAM-1 (,vascular cell adhesion
molecule-1*) an den Endothelzellen (64). Das fur die Atherogenese bedeutendste Chemokin
ist das MCP-1 (,monocyte chemoattractant protein-1*), welches zu der Gruppe der C-C-
Chemokine gehort. Es fuhrt zu einer Chemotaxis und Transmigration von Monozyten durch
das Endothel (51). Im Subendothel findet die Differenzierung der rekrutierten und an die
Endothelzelle adhérierenden Monozyten in Makrophagen und nach der Phagozytose
oxidierter LDL-Partikel die Bildung von Schaumzellen statt. Es kommt zu der Ausbildung
atherosklerotischer Plaques. Im weiteren Verlauf der Atherogenese werden, vermittelt durch
Zytokine und Wachstumsfaktoren, die Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen
angeregt, und es kommt zu einer zunehmenden Aktivierung, Adhasion und Aggregation von
Thrombozyten an die Stelle des wachsenden atherosklerotischen Plaques (47).

Somit sind die Thrombozyten bei dem Wachstum der atherosklerotischen Lasion in

den fortgeschrittenen Stadien der Atherosklerose, aber auch bei den initialen
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Entstehungsmechanismen des atherosklerotischen Plagues in der frihen Atherogenese von

zentraler Bedeutung.

12 Thrombozyten

121 Morphologie

Thrombozyten kommt eine wesentliche Bedeutung bei den physiologischen
Vorgangen der Hamostase, aber auch bel den pathophysiologischen Mechanismen der
arteriellen Thromboseentstehung und der Atherogenese zu.

Die Thrombozyten werden im Knochenmark aus Megakaryozyten gebildet und
zirkulieren mit einer Gesamtzahl von 150 000 bis 300 000 /ul im peripheren Blut. Nach einer
physiologischen Uberlebenszeit von sieben Tagen werden sie im Retikuloendothelialen
System von Leber und Milz abgebaut. Als sogenannte anukledre Zellen besitzen sie keinen
Zellkern und sind nur sehr eingeschrankt zu einer Neusynthese von Proteinen fahig. Mit
einem Durchmesser von 2 bis 4 um sind sie wesentlich kleiner als die Gbrigen Blutzellen und
haben im ruhenden Zustand eine diskoide Form. Nach Aktivierung kommt es zu einer
Formveranderung mit Ausstilpung der Plasmamembran und Bildung von Pseudopodien. Die
Thrombozyten weisen eine komplexe Ultrastruktur auf, die in vier Zonen unterteilt werden
kann (31, 82):

1. Die periphere Zone wird von der Zytoplasmamembran gebildet, die integrierte
Proteine enthadlt, welche unter anderem Rezeptoren fur Adhasionsproteine wie
Fibrinogen oder VWF (von-Willebrand-Faktor) darstellen.

2. Die strukturelle Zone besteht aus dem Zytoskelett, welches aus Mikrotubuli und
anderen Strukturproteinen wie Aktin und Myosin aufgebaut ist und fur die
Formgebung des Thrombozyten verantwortlich ist.

3. Inder Zone der Organellen sind drei verschiedene Granula enthalten (Tabelle 1). In
den dichten Granula sind ATP, ADP, Kalziumionen und Serotonin vorhanden, die
fur die Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten unerlélich sind. Die

Uberwiegend vorkommenden a-Granula beinhalten eine Reihe von Proteinen,
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welche die Adh&sion und die Aggregation der Thrombozyten férdern, des Weiteren
Zytokine, welche inflammatorische Prozesse begiinstigen, sowie
Wachstumsfaktoren und Koagulationsfaktoren. Die lysosomalen Granula enthalten,
ahnlich wie Lysosome anderer Zellen, hydrolytische Enzyme. Die Inhaltsstoffe der
Granula werden nach Aktivierung des Thrombozyten in einem von Kalziumionen
abhangigen Mechanismus freigesetzt.

4. Die vierte Zone ist das Membransystem. Sie besteht aus dem offenen kanalikuléren
sowie aus dem dichten tubul&ren System und ist maldgeblich am

Thrombozytenmetabolismus und an der Thrombozytenaktivierung beteiligt.

Tab. 1: I nhaltsstoffe der thrombozytaren Speichergranula (nach 31)

Dichte Granula a-Granula Lysosome

ATP Enzyme a-Arabinoside

ADP o;-Antitrypsin B-Galactosidase

Ca% a,-Makroglobulin B-Glucuronidase

Serotonin N-Acetylglucosminidase

Guaninnukleotide adhasive Proteine Kollagenase
Fibrinogen, Fibronektin
Vitronektin

von-Willebrand-Faktor
Glykoprotein llb-llla

Wachstumsfaktoren
Platelet-derived growth factor
Epidermal growth factor
Endothelial growth factor
Transforming growth factor

zytokinahnliche Proteine
Interleukin 1

CD40-Ligand (?)
Plattchenfaktor 4

Koagulationsfaktoren
Plasminogen, Fibrinogen
Protein S, Faktor V und XI
PAI-1
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122 Aktivierung und Sekretion

Die Thrombozytenaktivierung mit  Degranulation und Freisetzung der
Granulainhaltsstoffe ist ein bedeutender initialer Trigger fUr die Adhasion an und Aktivierung
von Endothelzellen sowie dem nachfolgenden inflammatorischen Prozess in der Gefal3wand.
Die Aktivierung der Thrombozyten ist ein komplexer Vorgang und lauft in mehreren
Schritten ab (31):

1. Veréanderung metabolischer Mechanismen mit Erhdhung der freien intrazelluldren
Kalziumionen

2. Formveranderung durch Ausbildung von Pseudopodien

3. Aktivierung von Oberflachenrezeptoren und Veranderung der
M embranphospholipidorientierung

4. Sekretion

Kalziumionen spielen bei der Thrombozytenaktivierung eine bedeutende Rolle. Nach
Erreichen einer bestimmten Kalziumionenkonzentration werden wahrend der Aktivierung des
Thrombozyten die Granulainhaltsstoffe freigesetzt, ein Prozess, der as Sekretion oder
Degranulation bezeichnet wird. Zunéchst erfolgt die Degranulation der dichten Granula, dann
der a-Granula und zuletzt der Lysosome. Die freigesetzten Stoffe verstéarken einerseits den
Aktivierungsvorgang und rekrutieren andererseits weitere Thrombozyten aus der Zirkulation,
um diese zur Aggregation anzuregen (72). Die a-Granula setzen unter anderem die
proinflammatorischen Faktoren Interleukin-1 und CD40L frei, die durch Veranderung der
adhasiven und chemotaktischen Eigenschaften der Endothelzellen erheblich an der
Entztindungsreaktion beteiligt sind (39).

Ruhende Thrombozyten konnen kein ldsliches Fibrinogen binden. Durch das
Freilegen der Bindungsstelle fir Fibrinogen im Bereich des Glykoprotein (GP) Ilb-llla-
Rezeptors wahrend der Thrombozytenaktivierung kann 16sliches, plasmatisches Fibrinogen
gebunden werden. Hierdurch kommt es zu der Bildung von Fibrinogenbriicken zwischen den
Glykoproteinrezeptoren der Thrombozyten (primére Aggregation) (14, 29, 31). Diese sind
zunéchst locker miteinander verbunden und werden erst nach Degranulation der

Thrombozyten irreversibel miteinander verbunden (sekundére Aggregation).
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1.3 Endothd

131 Morphologie

Das Endothel ist mal3geblich fur die Erhaltung der Struktur und Funktion der
Geféawand. Es kontrolliert die Gefal3permeabilitdt, den Geféldtonus, die Thrombusbildung
sowie die Fibrinolyse und ist an inflammatorischen Prozessen beteiligt (88). Das Endothel
kleidet das Gefaldlumen nach innen aus und liegt dem Subendothel auf, mit dem es zusammen
die Intima, die innerste Schicht der Gefélwand, bildet. Die Media besteht aus glatten
Muskelzellen und aus der extrazellul&ren Matrix, die vorwiegend Kollagene vom Typ | und
[l sowie Fibronektin und Laminin enthélt. In der Adventitia befinden sich Fibroblasten,
extrazelluldre Matrix sowie Blut- und Lymphgeféf3e (83). Unter physiologischen
Bedingungen bildet das Endothel eine antiadhésive und antithrombogene Barriere zwischen
den zirkulierenden Blutzellen und der Gefal3wand (92). Verédnderungen des normalen
Endothel zel-Metabolismus kdnnen zur Aufhebung der antiadh&siven Barriere fihren und

uber eine Plattchenadhésion die Bildung atherosklerotischer Verénderungen einleiten (6, 13).

132 Interaktion von Thrombozyten und Endothel

Verschiedene Reize kdnnen zu einer Aktivierung der Endothelzelle und einer
Veranderung ihrer adhdsiven Eigenschaften fihren. So kann es einerseits durch eine
GefaRwandlasion oder Funktionsstorung der Endothelzelle zu einer Adhasion noch ruhender
Thrombozyten kommen, andererseits konnen aktivierte Thrombozyten auch direkt am
Endothel adhérieren und zu einer Aktivierung der Endothelzelle fuhren (8, 28). Die
bekannten kardiovaskuléren Risikofaktoren spielen hier in zweifacher Hinsicht eine Rolle.
Sie sind zum einen an der Bildung endothelschadigender Noxen beteiligt und sind zum
anderen ein maligeblicher Faktor bei der Thrombozytenaktivierung. Der Adhasionsvorgang
von Thrombozyten an die Endothelzelle wird durch thrombozytére Membranglykoproteine,
welche Bestandteile von Plasma oder extrazelluldrer Matrix binden, vermittelt.

Thrombozyten weisen etliche membranstdndige Glykoproteine auf, die nach ihrer
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Molekularstruktur in Integrine, Selektine, Rezeptoren vom Immunoglobulintyp und
leuzinreiche Glykoproteine unterteilt werden (Tabelle 2) (30, 36). Die initiale Kontaktphase
wird durch Interaktion des thrombozytdren Glykoproteins (GP) Ib-V-IX mit
kollagenimmobilisiertem von-Willebrand-Faktor (VWF) und P-Selektin vermittelt, die beide
auf aktivierten Endothelzellen exprimiert werden (29). Der von-Willebrand-Faktor wird von
der aktivierten Endothelzelle in das Subendothel sezerniert, wo er Bestandteile der
extrazelluldren Matrix, insbesondere Kollagen, binden und somit den Kontakt zwischen
Thrombozyten und Endothel herstellen kann. Uber Interaktion der Kollagen- (aBs), der
Fibronektin- (asP;), der Laminin- (agB:) und der Vitronektin-Rezeptoren (ay[3) mit den
entsprechenden Komponenten der extrazelluldren Matrix wird die Thrombozytenadhésion
stabilisiert (28, 29, 30, 31, 36). Zudem vermitteln der Fibrinogenrezeptor GPIIb-I11a und, wie
in vergangener Zeit zunehmend beschrieben, das GPVI die Adh&sion von Thrombozyten an
das Endothel (8, 55, 58).

Tab. 2: Thrombozytare Membranglykoproteine (nach 30)

elektrophoretische Klassifizierung Klassifizierung Ligand

leuzinreiche Glykoproteine

GPIb-V-IX (CD42) von Willebrand Faktor

Integrine

GPaV-llla (CD51/CD61) ayBs3 Vitronektin

GPIlb-llla (CD41/CD61) allbp, Fibrinogen, Vitronektin, Fibronektin
GPla-lla (CD49b/CD29) o2p1 Kollagen, Laminin

GPlc-lla  (CD49e/CD29) a5p1 Fibronektin

GPIc’-lla (CD49f/CD29) o631 Laminin

Selektine

P-Selektin (CD62P) PSGL-1, Sialyl Lewis X
Immunoglobulindhnliche Adhasionsrezeptoren

ICAM-2 (CD102) Fibrinogen

PECAM-1 (CD31) CD31(homophil), GAGs, a3, SHP-2
GPVI (p62) Kollagen

15



Der Adhadsionsvorgang verstarkt die Thrombozytenaktivierung mit konsekutiver

Formveranderung, Sekretion der Speichergranula, Aggregation von Thrombozyten und

Aktivierung der Endothel zelle.

133 Adhasionsrezeptoren und Sekretionsprodukte

Der Interaktion zwischen aktivierten Endothelzellen und Leukozyten kommt eine

entscheidende Bedeutung bel Inflammation und Atherogenese zu. Vermittelt wird die

L eukozyten-Endothelinteraktion durch Adhéasionsrezeptoren, Zytokine und Chemokine, die

von der Endothelzelle bei Aktivierung exprimiert oder sezerniert werden. Ahnlich wie die

thrombozytaren Adhasionsrezeptoren lassen sich die endothelialen Adhasionsrezeptoren in

mehrere Gruppen einteilen (Tabelle 3) (50).

Tab. 3: Endotheliale und leukozytére Adhésionsrezeptoren

Klassifizierung

Expression

Ligand

Rezeptoren vom
Immunoglobulintyp
ICAM-1 (CD54)
ICAM-2 (CD102)
ICAM-3 (CD50)
VCAM-1 (CD106)

Selektine
E-Selektin (CD62E)
P-Selektin (CD62)
L-Selektin (CD62L)

B,-Integrine
LFA-1 (CD11a/CD18)

Mac-1 (CD11b/CD18)

Endothelzellen,Monozyten, u.a
Endothelzellen, Lymphozyten u.a.
Leukozyten

Endothelzellen, Makrophagen u.a

Endothelzellen
Endothelzellen, Thrombozyten
Lymphozyten, Monozyten

Monozyten, Lymphozyten,
Neutrophile, Makrophagen
Monozyten, Makrophagen u.a.

LFA-1, Mac-1, CD43
LFA-1
LFA-1
VLA-4

Sialyl-Lewis X
Sialyl Lewis X
CD34, CD162

ICAM-1,-2,-3

ICAM-1, Fibrinogen,
C3bi
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Initial adhérieren Leukozyten nur lose am Endothel, gefolgt von einer stabilen
L eukozytenadh&sion und Transmigration von Leukozyten in das Subendothel. Fur die initiale
Adhasion sind Selektine verantwortlich, die nur eine geringe Bindungsaffinitéat aufweisen und
hauptsachlich durch Stimulation der Endothelzelle mit Zytokinen wie TNF (Tumor-Nekrose-
Faktor) und IL-1 sowie durch Stimulation mit Thrombin exprimiert werden. Dabei wird das
P-Selektin, welches in der Endothelzelle gespeichert wird, bei Aktivierung rasch auf der
Oberflache exprimiert, wahrend das E-Selektin erst durch Neusynthese von der aktivierten
Endothelzelle gebildet wird (88).

Die darauffolgende stabile Adh&sion wird durch Adhasionsrezeptoren vom
Immunoglobulintyp vermittelt. Eine bedeutende Rolle spielt hierbel das ICAM-1, welches
Ligand fur LFA-1 (,lymphocyte function-associated antigen-1*) und Mac-1, zwei auf alen
Arten von Leukozyten vorhandenen [,-Integrinen, ist. ICAM-1 kommt nicht nur in
Endothelzellen vor, sondern ist auch in anderen Zellen wie Fibroblasten, Monozyten,
Lymphozyten und Epithelzellen zu finden. Es wird in geringem Mal3e konstitutiv auf der
Endothelzelloberflache exprimiert und kann durch Stimulation mit Zytokinen wie dem IL-
1B erheblich gesteigert werden (94). Die durch die Aktivatoren initiierte Expression von
ICAM-1 wird vornehmlich auf transkriptioneller Ebene reguliert. Bisher konnten
verschiedene Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren, unter anderem NF-kB (, huclear
factor-kappa-B*), Ap-1 und Sp-1, im ICAM-1-Gen beschrieben werden (94). Neben dem
ICAM-1 sind auch das VCAM-1 und PECAM-1 (,platelet-endothelial cell adhesion
molecule-1*) an dem Adhasionsvorgang von Leukozyten an das Endothel beteiligt (11, 42,
60).

Eines der fir die Chemotaxis und Transmigration von Leukozyten bedeutendsten
Chemokine ist das MCP-1. Chemokine stellen eine Gruppe von proinflammatorischen,
chemotaktischen Zytokinen dar, die aufgrund der Anordnung von Zysteinmotiven in zwei
Gruppen eingeteilt werden kénnen. Wahrend die Gruppe der C-x-C-Chemokine, zu denen
Interleukin-8 oder Plattchenfaktor-4 zéhlen, vorwiegend Neutrophile anziehen, wirken C-C-
Chemokine wie MCP-1 oder RANTES (,,regulated on activation normal T cell expressed and
secreted”) vor allem auf Monozyten chemotaktisch. MCP-1 wird in Endothelzellen,
Monozyten, glatten Muskelzellen und Fibroblasten unter dem Einfluss verschiedener

Aktivatoren wie IL-1 gebildet (73, 81). Untersuchungen zeigen, dass die Expression von
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MCP-1 sowohl spezifisch fur den Stimulus al's auch spezifisch fur das Gewebe bzw. die Zelle
ist. Die Transkription von MCP-1 wird unter anderem durch die Transkriptionsfaktoren NF-
KB und Sp-1 reguliert. Fir NF-kB sind zwel Bindungsstellen (A1 und A2) in der distalen
»enhancer”-Region (bp —2640/-2632 bis —2612/-2603) beschrieben, die vorwiegend fir die
induzierte Aktivitdt benottigt wird. Die Bindungsstelle fur Sp-1 (GC box) ist in der
proximalen , promoter”-Region (bp -64/- 59) lokalisiert und scheint fur die basale Aktivitét
von Bedeutung zu sein (90, 91). Auch eine Betelligung der MKK6/p38-MAP-Kinase bel der
Regulation der Genexpression von MCP-1 wird beschrieben (33, 77).

14 Signalwege bei der endothelialen Bildung von MCP-1 und ICAM-1

Die Ubertragung extrazelluldrer Signale in das Zytoplasma und schliefflich in den
Zellkern zum Ort der Genexpression wird durch ein Netzwerk miteinander interagierender
Signalwege vermittelt. Bei diesen Prozessen werden haufig Proteinkinasen aktiviert, die
Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und die Expression von Genen induzieren.

Innerhalb der Proteinkinasen hat die Familie der MAP-Kinasen (Mitogen-Aktivierte-
Protein-Kinasen) besonderes Interesse geweckt. Die MAP-Kinasen regulieren die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und sind fur die Induktion einer Vielzahl
transmembraner Signale fur Zellproliferation, Differenzierung und Zelltod verantwortlich
(35, 78, 80). MAP-Kinasen sind eine in vielen Zellen vorhandene Gruppe von Prolin-
gesteuerten Kinasen, denen die Phosphorylierung eines Serin- und/oder Threonin-Prolin-
Motives ihrer Substrate gemeinsam ist. Sie stehen am Ende einer ganzen Kaskade von
aufeinanderfolgenden Proteinkinasen. Die Kaskaden setzten sich aus drei sequentiell
hintereinandergeschalteten Proteinkinasen zusammen. Am Anfang der Kaskade steht eine
MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MEKK), die eine weitere MAP-Kinase-Kinase (MEK) durch
Phosphorylierung aktiviert. Durch die spezifische Phosphorylierung sowohl von Threonin as
auch Tyrosin innerhalb eines in allen MAP-Kinasen vorkommenden Threonin-X-Tyrosin

Motives (X bedeutet eine beliebige Aminosaure) vermag die MAP-Kinase-Kinase die in der
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Kaskade folgende MAP-Kinase zu aktivieren (15, 20, 79). In den letzten Jahren sind im
wesentlichen drel MAP-Kinasen beschrieben worden (44):

1. ,extracellular signal-regulated MAP-kinase” (ERK/MAP-Kinase)

2. ,c-jun N terminal-kinase’/ , stress-activated protein-kinase” (INK/SAPK)

3. p38 MAP-Kinase

Es sind eine Reihe von Mechanismen bekannt, die die Spezifitdt der verschiedenen
MAP-Kinasen gewéhrleisten und ein Uberlappen der Signalwege verhindern (96). Die
ERK/MAP-Kinase, bestehend aus den zwei Isoformen ERK1 und ERK?2, sind ausschliefdlich
bei durch Mitogene (z.B. Wachstumsfaktoren wie EGF oder PDGF) vermittelten
Signalwegen beteiligt. ERK/MAP-Kinasen werden durch Aktivierung flussaufwarts
gelegener Kinasen aktiviert und regulieren Transkriptionsfaktoren, welche bei der
Proliferation und Differenzierung von Zellen beteiligt snd. Wéahrend es detaillierte
Informationen Uber die durch ERK/MAP-Kinase-induzierte zelluldre Antwort gibt, sind die
am Ende der p38-MAP-Kinase und JNK/SAPK stehenden Reaktionen noch weitgehend
ungeklart. INK/SAPK und die p38-M AP-Kinase werden vorwiegend durch inflammatorische
Zytokine und zelluldren Stress stimuliert und sind bel Apoptose und protektiven
Mechanismen involviert (45).

Die MAP-Kinase p38 ist insbesondere an der Regulation von inflammatorischen
Prozessen beteiligt. Unter anderem ist eine Beteiligung bei der Zytokin-vermittelten
Expression von TNF, IL-1, IL-6 und GM-CSF (,, granul ocyte-macrophage-col ony-stimulating
factor*) sowie VCAM-1 und MCP-1 in verschiedenen Zellen beschrieben (3, 5, 17, 22, 46,
67, 77). Neben Zytokinen wie IL-1 und TNF sind auch diverse andere Stimuli wie
physikochemischer Stress, z.B. Hyperosmolaritdt und UV-Licht sowie Endotoxine as
Induktoren der p38-Kinase (20, 43, 52, 70) bekannt. Der p38-Kinasesignalweg ist dabel
stimulus- und zellspezifisch. Aufgrund ihrer Eigenschaft, spezifische Inhibitoren von
Zytokinen, die CSAID (, cytokine-supressive anti-inflammatory drugs*), zu binden, wird die
p38-MAP-Kinase auch als CSAID-bindendes-Protein (CSBP) bezeichnet. Es sind mehrere
Isoformen der p38-Kinase bekannt (p38a, (1, B2, y und d) (20). Durch zweifache
Phosphorylierung von Threonin und Tyrosin in der Sequenz Thr'®-Gly-Tyr*®? innerhalb einer
bestimmten Kinase-Untereinheit durch die MAP-Kinase-Kinasen MKK3, MKK4 und MKK6
wird p38 aktiviert (20, 70). Die MAP-Kinase-Kinasen werden durch die héherliegenden
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MAP-Kinase-Kinase-Kinasen aktiviert, wobei eine Betelligung von ASK-1, TAK-1 und
MLK-3 postuliert wird. In Studien konnte gezeigt werden, dass p38 durch Phosphorylierung
etliche Transkriptionsfaktoren (CREB, ATFl, ATF2, CHOP, MEF-2C) oder weitere
Proteinkinasen (Mapkap-2, Mapkap-3 und Mnk1/2), welche die Genexpression steuern, zu
aktivieren vermag (15, 20, 61, 79, 80). Durch diese Kaskade verschiedener sequentiell
hintereinandergeschalteter Proteinkinasen wird eine Amplifizierung und Spezifizierung der

Signaltbertragung in den Zellkern gewéhrleistet.

Mitogene Zytokine Stref3
2.B. PDGF, EGF z.B. IL-1, TNF z.B. UV, osmotischer

GTP-bindendes

Protein Rac, Cdc-42

Py
D
7
I

MAP Kinase
Kinase Kinase ‘ MEKK1, ASK1 ‘
Kinase MEK 1, 2 | MKK7, MKK4 o MKK3, MKK6

MAPKAP Kinase MAPKAP-Kinase-1, 3 MAPKAP-Kinase-3 MAPKAP-Kinase-2, 3
Transkriptionsfaktor Elk-1 c-Jun, Elk-1 ATF-2, CREB

Abb. 1: Diedrei MAP-Kinase-Kaskaden

Durch eine Kaskade von sequentiell hintereinandergeschalteten Kinasen
regulieren die MAP-Kinasen Transkriptionsfaktoren und Proteinkinasen, die
fur Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose verantwortlich sind. Im
Wesentlichen sind drei MAP-Kinase-Kaskaden beschrieben. Zu diesen zéhlen
der ERK/MAP-Kinase-Sgnalweg, der vorwiegend durch Mitogene aktiviert
wird, sowie der p38-MAP-Kinase-Sgnalweg und der JNK/SAPK-Sgnalweg,
die beide durch Sress und Zytokine aktiviert werden.
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Transkriptionsfaktoren der NF-kB/Rel Familie kommen in nahezu allen Zellen vor
und regulieren zahlreiche Gene, die an Inflammation, Immunreaktionen und Zellwachstum
beteiligt sind. Charakteristischerweise setzen sich die Transkriptionsfaktoren der NF-kB/Rel-
Familie aus zwei Untereinheiten zusammen und bilden somit Homo- oder Heterodimere (16,
85). Am haufigsten findet man den NF-kB-Komplex aus den Untereinheiten p50 (p105) und
p65 zusammengesetzt. Anders als die meisten Transkriptions-Aktivatoren ruht NF-kB im
Zytoplasma, wo es sich an Inhibitoren (IkB-a, -3, -€, Bcl-3 sowie p105 (IkB-y) und p100
(IkB-0)) gebunden im inaktiven Zustand befindet. Eine Vielfalt von Substanzen, unter
anderem Zytokine, flihren zu einer Aktivierung von NF-kB (85). Dabei kommt es zu einer
Phosphorylierung und Ubiquitin-Konjugierung von IkB, gefolgt von der Dissoziation des
Inhibitors und der Translokation des nun aktivierten NF-kB in den Zellkern. Im Zellkern
interagiert das NF-kB-Dimer mit kB-Elementen in , promoter- und , enhancer”-Regionen
und kontrolliert somit die Transkription der entsprechenden Gene. Es sind eine Reihe von
NF-kB-regulierten Genprodukten beschrieben, die malgeblich bei der Atherogenese eine
Rolle spielen. Insbesondere wird der Transkriptionsfaktor NF-kB als ein wesentlicher

Signaltransduktor bei der Thrombozyten-vermittelten Genexpression von MCP-1 und ICAM-
1 in Endothelzellen, einem bedeutenden Prozess in der frihen Atherogenese, beschrieben (2,
9, 16, 29, 88).

15 Zielsetzung

Obwohl urspringlich nur an Stellen durchbrochener Gefal3wandintegritét vermutet,
wurde inzwischen gezeigt, dass Thrombozyten im aktivierten Zustand auch an intaktes
Endothel zu adhérieren vermdgen (8, 28). Die Interaktion von Thrombozyten mit dem
Endothel und der darauffolgenden inflammatorischen Antwort konnte ein wesentlicher
Mechanismus in der frilhen Atherogenese darstellen. Bei Aktivierung setzen Thrombozyten
aus ihren Granula eine Vielzahl proinflammatorischer Mediatoren, z.B. Wachstumsfaktoren
und Cytokine frei. Von besonderer Bedeutung sind hierbei das Zytokin IL-13 und der
Rezeptor CD40L, welche zur Aktivierung der Endothelzellen fihren und die Transkription
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einer Reihe inflammatorischer Gene, unter anderem MCP-1, induzieren. MCP-1 gehért zu der
Gruppe der Chemokine und zieht Monozyten an den Ort der Inflammation. Die Chemotaxis
und Transmigration von zirkulierenden Monozyten durch die Endothelzellschicht ist
wesentliche Voraussetzung fur die Transformation der Monozyten in Makrophagen, welches
als bedeutender Schritt in der frihen Atherogenese eingebunden ist. Die Mechanismen,
welche an der Thrombozyten-induzierten Expression von MCP-1 in Endothelzellen beteiligt
sind, wurden bisher nur unzureichend untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Wirkung der Thrombozytenadhasion auf die
Transkription von MCP-1 in Endothelzellen zu eruieren und hierbei beteiligte Signalwege zu
charakterisieren. Im einzelnen sollen die folgenden Punkte in der Arbeit untersucht werden:

1. Aktivierte Thrombozyten vermégen an intaktem Endothel zu adhérieren und Cber
eine Aktivierung der Endothelzelle die Expression von MCP-1 und ICAM-1 mit
konsekutiver Chemotaxis und Adhasion von Monozyten einzuleiten. Innerhalb
welcher Zeitspanne es zu einer relevanten, Thrombozyten-vermittelten Aktivierung
der Endothelzelle und Generierung atherosklerotischer Prozesse kommt, ist letztlich
nicht klar. Unter anderem soll in dieser Arbeit daher der zeitliche Verlauf der
Thrombozytenadhésion an Endothelzellen hinsichtlich der Bildung von ICAM-1
und MCP-1 auch auf funktioneller Ebene beleuchtet werden.

2. Endothelzellen bilden das Chemokin MCP-1 unter dem Einfluss extrazellulérer
Stimuli, wie z.B. Zytokine. Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinasen (MAP-Kinasen)
sind wichtige Mediatoren Zytokin-vermittelter Genaktivierung. Diese Arbeit
untersucht den Einfluss verschiedener Proteinkinasen auf die Thrombozyten-
induzierte Expression von MCP-1 sowie die Chemotaxis und Adhésion von
Monozyten.

3. Insbesondere will diese Arbeit die Bedeutung der p38-MAP-Kinase als Signalweg
innerhalb der Thrombozyten-induzierten Gen- und Proteinexpression von MCP-1
und folglich der Chemotaxis und Adhasion von Monozyten sondieren und die

Stellung der p38-MAP-Kinase in der Atherogenese begriinden.
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2 M ethoden

2.1 Reagenzien und Antikor per

Das Zellkulturmedium M199, fétales Kaberserum (FCS), Glutamin, Penizillin,
Streptomyzin, PBS (,, phosphat-buffered saline®), EDTA (Ethylen-Diamin-tetra-Azetat) und
Trypsin-EDTA wurden von der Firma Sigma bezogen. Das Wachstumsmedium fir die
Endothelzellen wurde bei PromoCell, das Zellkulturmedium RPMI 1640 bei der Firma
GIBCO bestellt. Fir das Zellwachstum wurden Zellkulturflaschen und Mikrotiterplatten tber
die Firma Greiner erworben, fur die Migrationsversuche wurden Mikrotiterplatten und
Einsédtze der Firma Falcon verwendet.

Fur die Stimulation der Endothelzellen wurde das rekombinante humane Zytokin
Interleukin-1beta (rhiL-1B) von der Firma Calbiochem, die Reagenzien Natriumzitrat,
Zitronensaure, Glucose, Natriumchlorid, Natriumbikarbonat, Kaliumchlorid,
Rinderserumalbumin (BSA), HEPES, Salzsdure und a-Thrombin von der Firma Sigma, sowie
Hirudin von der Firma Boehringer Mannheim bezogen. Die Kinaseinhibitoren SB203580,
PD98059, Wortmannin und Rapamycin wurden von New England BiolLabs,
Dimethylsulfoxid (DMSO) von der Firma Sigma erworben. Glycerin, Glycin, Tween 20,
Mercaptoethanol, Triton X-100, Paraformaldehyd, Methanol, Natrium-tetra-Pyrophosphat,
Natriumfluorid, Natrium-ortho-Vanadat, Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und Aprotinin
wurden bel der Firma Sigma bestellt, Sodiumdodezylsulfat (SDS) und Polyacrylamid bel der
Firma BioRad. Das Klenowfragment der DNA-Polymerase, sowie Deoxynukleosid-
Triphosphate wurden von der Firma Boehringer Mannheim bezogen, [a-**P]-dCTP und [y-
%p]-ATP von NEN Life Science Products.

Fur den Kinaseassay wurde der polyklonale Antikorper anti-p38-MAP-Kinase, der
sowohl die nichtphosphorylierte als auch die phosphorylierte Form der p38-MAP-Kinase
erkennt und das Substrat ATF-2 (,, activating transcription factor-2*), alle von der Firma Santa
Cruz, verwendet. Der sekundare peroxidasekonjugierte anti-Ziege 1gG fur den Immunaoblot
wurde von der Firma Dianova bezogen. Der FITC-markierte Antikdrper anti-ICAM-1 (CD54)

wurde bei der Firma Immunotech, LDS-751 wurde bei der Firma Exciton, Inc. bestellt, der
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polyklonale Antikdrper anti-MCP-1 von der Firma Biermann. FUr weitere Bestimmungen von
MCP-1 wurde ein ELISA der Firma R&D Systems verwendet. Transfektionen wurden mit
dem Transfektionsreagenz SuperFect” der Firma Quiagen durchgefiihrt. Die p38-dominant-
negativen Plasmide pCDN-CSBP2 (D168A) und pCDN-CSBP2 (T180E, Y 182E) sowie der
Vektor pCDN wurden von Smith Kline zur Verfigung gestellt. Fir den Luziferaseassay
wurde das Reporterkonstrukt pGLneo-MCP-1 freundlicherweise von Dr. Teizo Yoshimura
(NIH Frederick, MD, USA) zur Verfugung gestellt. Fir die Immunofluoreszenzmikroskopie
wurden der Antikorper anti-p38 und der phosphospezifische Antikorper anti-Phospho-p38
eingesetzt.

In einigen Versuchen wurden die Kinaseinhibitoren SB203580 (10 pg/ml), PD98059
(10 pg/ml), Wortmannin (100 nM) oder Rapamycin (20 ng/ml) verwendet. Der
Kinaseinhibitor SB203580 gehort zu der Gruppe der bizyklischen Pyridin-Imidazole und
inhibiert spezifisch die Aktivitdt der p38-MAP-Kinase (18, 20, 49). PD98059 hemmt
spezifisch die ERK1- und ERK2-MAP-Kinase durch Blockierung der flussaufwarts
gelegenen MEK1 und MEK2. Wortmannin hemmt die PI3-Kinase und somit die
Phosphorylierung der p70S6-Kinase, wahrend Rapamycin ein Inhibitor der p60S6-Kinase ist.

Um eine Kontamination der Zellen oder Reagenzien mit Endotoxinen auszuschliefen,
wurden die Zellkulturtibersténde am Ende eines Experimentes mit dem ,,chromogenic limulus

amoebocyte" Lysatassay der Firma Schulz getestet.

2.2 Zdllinien

Primére Endothelzellkulturen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) wurden durch
Kollagenasebehandlung von Nabelschnurvenen nach der Methode von Jaffe gewonnen (26,
27). Hierfir wurden Nabelschnurvenen fur zehn Minuten bei 37C° mit Kollagenase (50
pg/ml) verdaut und die abgel sten Endothelzellen nach dreimaligem Waschen in komplettem
Zellkulturmedium (M199, Sigma) fur acht Minuten bei 400g zentrifugiert. So gewonnene
Zellen aus drei bis sechs Nabelschnurvenen wurden zusammengegeben und in

Wachstumsmedium fir Endothelzellen, dem 2% FCS, 1 pg/ml Hydrokortison, 0,1 pg/ml
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Epidermalem Wachstumsfaktor, 1.0 ng/ml Fibroblasten-Wachstumsfaktor, 50 pg/mi
Gentamyzin, 2.5 pg/ml Amphoterizin B (ale von PromoCell) beigegeben waren, in
Zdellkulturflaschen angezlchtet. Jeden zweiten Tag wurden die Endothelzellen anhand ihrer
charakteristischen Morphologie (Pflastersteinrelief), ihrer Adhdrenz, Konfluenz und
Kontaminationsfreiheit beurteilt und das Zellkulturmedium gewechselt. Bei Konfluenz
wurden die Endothelzellen mit Trypsin (1 U/ml) und EDTA (0,5 mmol/L) abgelost und im
Verhdtnis eins zu zwe verdinnt in Zellkulturflaschen angeziichtet. Nach zwel bis vier
Passagen wurden die Zellen als konfluente Monolayers fir Experimente verwendet.

Die immortale endotheliale Zelllinie ECV-304 (American Tissue Culture Collection),
wurde in komplettem Zellkulturmedium M199 unter Zugabe von 10% FCS, 2 mmol/l
Glutamin, 100 mg/ml Streptomyzin kultiviert. Die Zellen wurden alle zwel Tage auf
Morphologie, Adhdrenz, Konfluenz und Kontaminationsfreiheit CUberprift und en
Medienwechsel durchgefihrt. Konfluierende Zellen wurden mit Trypsin (1 U/ml) und EDTA
(0,5 mmol/L) abgel6st und verdinnt in Zellkulturflaschen weiterkultiviert oder in Napfplatten
fUr die Versuche angeztichtet.

Die menschliche Myelo-Monozyten-Zelllinie HL60 (German collection of
Microorganisms and Cell Cultures) wurde in RPMI 1640 unter Zusatz von 10% FCS, 1%
Natriumpyruvat, 1ImM L-Glutamin, 100 U/ml Penizillin und 100 pg/ml Streptomyzin
(GIBCO) in Zdlkulturflaschen kultiviert.

23 Plattchenisolation

Humane Pléttchen wurden aus 20 ml Vollblut von gesunden, nicht-rauchenden
Probanden, welche keine Medikamente mit Einfluss auf die Pl&tchenfunktion einnahmen,
aus der Kubitalvene gewonnen (26, 27). Das Blut wurde sofort mit ACD- (Acid-Citrat
Dextran) Losung (85 mmol/I Natriumzitrat, 70 mmol/lI Zitronensaure, 110 mmol/I Glucose)
im Verhdltnis eins zu funf antikoaguliert. Nach Zentrifugation bei 160g fur 20 Minuten
wurden die oberen zwei Drittel des Uberstandes des plattchenreichen Plasmas (PRP)
abpipettiert, mit Tyrodes Puffer pH 6,5 (150 mmol/l Natriumchlorid, 12 mmol/Il
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Natriumhydrogenkarbonat, 2.5 mmol/l Kaliumchlorid 1 mmol/l Magnesiumchlorid, 1mg/ml
BSA, 5.5 mmol/l Glukose) im Verhdtnis eins zu eins verdinnt und bei 650g fur 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und die sedimentierten Pléttchen vorsichtig
mit 500 pl Tyrodes Puffer pH 6.5 resuspendiert und mit 500 ul Tyrodes Puffer pH 7.4
verdinnt. Die Plattchenzahl wurde im Zellzéhlgerdt (Sysmex) quantifiziert. Durch
Verdinnung der gewonnenen Pléttchen mit Tyrodes pH 7.4 wurde eine Pléttchenzahl von
4x10%ml erreicht. Die Plattchen wurden 20 Minuten mit 2 U/ml a-Thrombin vorstimuliert
und anschlief3end mit 5 U/ml Hirudin antagonisiert, um eine direkte Wirkung des a-Thrombin

auf die Endothelzellen ausschliel3en zu kdnnen.

2.4 Koinkubation von Endothelzellen und Plattchen

Fir die meisten Experimente wurden 24-Napf-Mikrotiterplatten mit Endothelzellen
beschichtet und nach Inkubation as konfluente Monolayers verwendet. Nach einem
einmaligen Waschschritt mit Komplettmedium wurde zunachst ein Volumen von 250 pl
komplettes Zellkulturmedium zu jedem Well gegeben. Die Stimulation erfolgte danach
entweder durch Zugabe von 250 pl der Suspension mit den a-Thrombin-aktivierten Pléttchen
(endgiltige Plattchenzahl 2x108 /ml) oder nach Zugabe von 250 ul Tyrodes pH 7,4 mit rhiL-
1 (Endkonzentration 100 pg/ml). Die Inkubation erfolgte in Anwesenheit von 1 mmol/|

Kaziumchlorid fir die jeweils vorgesehene Stimulations-Zeitdauer bei 37°C und 5% CO,.

2.5 Adhéasion und Chemotaxisvon Monozyten

Fur den Adhasionsassay wurden priméare Endothelzellen (HUVEC) in 24-Napf-
Mikrotiterplatten 24 Stunden vor dem Experiment ausgelegt. Die Endothelzellen wurden fur
die jeweils vorgesehene Zeit mit 2x10%ml a-Thrombin-aktivierten Plattchen oder mit 100

pg/ml rhiL-1B stimuliert. Anschlief3end wurden die aktivierten Endothelzellen (HUVEC)
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mehrmals vorsichtig mit PBS gewaschen. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 60
Minuten ohne Aktivatoren wurden die zuvor zweimal in Adh&sionsmedium (serumfreies
RPMI 1640, 25 mM HEPES) gewaschenen Myelo-Monozytenzellen (HL60) (2x10%ml) zu
den Endothel zellmonolayern gegeben. Nach funf Stunden Koinkubation mit den HL60 Zellen
wurden die Endothelzellen (HUVEC) vorsichtig gewaschen, um nichtadhdrente Monozyten
zu beseitigen. Die Monozytenadhdsion wurde am Lichtmikroskop durch Auszéhlen in 10x
Lhigh  power fields® quantifiziert. In enigen Experimenten wurden die
Endothelzellmonolayer vor der Stimulation fur 60 Minuten mit den Kinaseinhibitoren
SB203580 (10 pg/ml) und PD98059 (10 pug/ml) vorinkubiert.

Um den Effekt der Plattchen-induzierten Aktivierung von Endothelzellen auf die
Chemotaxis von Monozyten zu untersuchen, wurden Mikrotiterplatteneinsatze (8.0 um
Porengrof3e) wie beschrieben (59) verwendet. Zuvor wurden die in 24-Napf-Mikrotiterplatten
kultivierten Endothelzellen 60 Minuten mit 2x10%/ml a-Thrombin-aktivierten Plattchen oder
mit 100 pg/ml rhiL-1p stimuliert. Nach mehrmaligem vorsichtigem Waschen mit PBS
wurden die Endothelzellen ohne Aktivatoren fur weitere 60 Minuten inkubiert. Anschlief3end
wurden die Einsitze in die Mikrotiterplatten eingelegt und HL60 Zellen (2x10%ml) auf die
Membranoberflache der Einsdtze gebracht. Somit wurde eine physikalische Trennung der
Monozyten von den Endothelzellen erreicht. Nach einer Inkubation von funf Stunden wurde
die Chemotaxis durch Auszéhlen der Monozyten auf dem Endothelzellmonolayer wie oben
beschrieben im Lichtmikroskop quantifiziert. In enigen Experimenten wurden die

Endothelzell vor der Stimulation 60 Minuten mit den Kinaseinhibitoren SB203580 (10 pg/ml)
und PD98059 (10 pg/ml) vorinkubiert.

2.6 MCP-1-Bestimmung im ELISA

Bei einigen Versuchen war die Bestimmung des Proteins MCP-1 vorgesehen. In dem
Experiment zum Zeitverlauf der Bildung von MCP-1 wurden HUVEC fur die vorgesehene
Zeit mit 2x10%ml a-Thrombin-aktivierten Plattchen oder mit 100 pg/ml rhiL-1f stimuliert

und anschlief3end bis zu einer Gesamtdauer von finf Stunden mit Medium inkubiert. Der
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Uberstand von den stimulierten oder unstimulierten Endothelzellen wurde abgenommen und
fur zehn Minuten bei 1000g zentrifugiert. Die Proben wurden bis zur Messung bei -70°C
aufbewahrt.

In einem weiteren Experiment wurden HUVEC mit den Kinaseinhibitoren SB203580,
PD98059, Rapamycin oder Wortmannin flr sechzig Minuten vorinkubiert und anschlief3end
mit 2x10%ml o-Thrombin-aktivierten Plattchen oder mit 100 pg/ml rhiL-1p fiir weitere
sechzig Minuten stimuliert. Nach einer darauffolgenden vierstindigen Inkubation mit
Medium wurde der Uberstand abgenommen, bei 1000g zentrifugiert und bei —70°C
aufbewahrt.

Die Proteinkonzentrationen des MCP-1 wurden mittels eines ELISA (Quantikine Kit®

R& D-Systems) gemessen. Das Detektionslimit lag bei 5 pg/ml.

2.7 Dur chflusszytometrie

Zur Bestimmung der Oberflachenexpression von ICAM-1 im Zeitverlauf wurden
primére Endothelzellen (HUVEC) zeitlich gestaffelt mit 2x10%ml a-Thrombin-aktivierten
Pléttchen oder mit 100 pg/ml rhiL-1f3 stimuliert und bis zu einer Gesamtdauer von funf
Stunden mit Medium inkubiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die HUVEC mit 50
png/ml des FITC-markierten Antikorpers anti-ICAM-1 (CD54-FITC) fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Es folgte eine Inkubation mit dem DNA-
Farbstoff LDS-751 (10 pg/ml) ebenfalls fur 20 Minuten bel Raumtemperatur und unter
Lichtauschluss sowie eine Fixierung mit 2% Paraformaldehyd (27). Als unspezifische
Kontrolle wurde ein irrelevanter FITC-markierter Antikorper verwendet. Die Endothel zellen
wurden anhand ihrer Verteilung im Vorwartsstreulicht und der LDS-Fluoreszenz identifiziert.

Die Durchflusszytometrie wurde auch fir die Bestimmung des MCP-1 nach der
Transfektion von HUVEC mit den dominant-negativen Plasmiden CSBP2 (D168A), CSBP2
(T180E, Y182E) bzw. dem Kontrollplasmid pCDN benutzt. Die Transfektion mit diesen
Plasmiden wird in einem folgenden Kapitel erlautert werden. Nach der Transfektion wurden

die Endothelzellen fir 60 Minuten mit 2x10%ml a-Thrombin-aktivierten Plattchen oder mit

28



100 pg/ml rhiL-1B stimuliert und weitere vier Stunden ohne Aktivatoren inkubiert. Danach
wurden die HUVEC mit dem polyklonalen Antikdrper anti-MCP-1 far 20 Minuten bei
Raumtemperatur unter Lichtauschluss inkubiert, anschlief3end fur weitere 20 Minuten mit
dem Farbstoff LDS-751 gefarbt und in 4% Paraformaldehyd fixiert.

2.8 p38-M AP-Kinaseassay und | mmunoblot

6-Napf-Mikrotiterplatten wurden mit HUVEC bis zum Erreichen eines konfluierenden
Monolayers beschichtet. Nach Stimulation fir die vorgesehene Zeit mit rhiL-1(3 oder a-
Thrombin-aktivierten Pléttchen wurden die HUVEC in kaltem PBS einma gewaschen und
zehn Minuten bei 4°C mit einem Lyse-Puffer (50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1mM
EDTA, 10% Glycerin, 1% Triton X-100, 10 mM Natrium-Pyrophosphat, 10 mM
Natriumfluorid, 1 mM Natrium-ortho-Vanadat, ImM PMSF, 10 pg/ml Aprotinin) inkubiert.
Nach Ablésen wurde der so gewonnene zytosolische Extrakt fur zehn Minuten bei 8000g
zentrifugiert und nach Bestimmung der Proteinkonzentration im Uberstand wurden gleiche
Proteinmengen mit 30 pl A-Agarose und 0,5 pg/ml polyklonalem Antikérper anti-p38-MAP-
Kinase drei Stunden bei 4°C inkubiert. Es folgten ein Waschschritt der Proben mit Puffer A
(20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,1% Triton X-100, 10% Glycerin, 10 mM Pyrophosphat)
sowie ein Waschschritt mit Puffer B (20 mM HEPES, 10 mM MgCl,, 400 uM Natrium-ortho-
Vanadat, 1 mm DDT). Um die Kinasereaktion zu verfolgen, wurde danach jede Probe mit 40
pl Puffer B in Anwesenheit von 2 pg des p38-Kinasesubstrates ATF-2, 50 M unmarkiertem
ATP und 10 pCi [y*?P]-ATP 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von Lammli-Puffer (65 mM Tris/HCl, 3% SDS , 30% Glycerin, 5% f3-
Mercaptoethanol) unterbrochen und das phosphorylierte ATF-2 nach Auftrennung in 12.5%
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit Autoradiographie dargestellt.

Um sicherzustellen, dass gleiche Mengen des p38-Kinaseproteins aufgetragen worden
sind, wurde ein Immunoblot wie beschrieben (53) durchgefiihrt. Nach Auftrennung in 12%
SDS-PAGE wurden die aus dem zytosolischen Extrakt gewonnenen Proteine im Wet-Blot-

Verfahren auf Nitrozellulose-Papier tbertragen. Der Proteintransfer wurde nachfolgend mit
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5% nichtfetter Milch, TBS, 0,5% Tween 20 geblockt und mit dem Antikérper anti-p38-
MAPK Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach einem Waschschritt (1% nichtfette Milch, PBS,
0,5% Tween 20) wurden die Proteine mit einem zweiten ,horseradish® Peroxidase-
konjugiertem anti-Ziege 1gG inkubiert und die Antikdrperbindung im Roéntgenfilm unter

Verwendung des |mmunoblot Chemiluminescent Reagent Plus® dargestellt.

2.9 Transfektion und L uzifer aseassay

Fiur die Bestimmung der MCP-1-Promoteraktivitét wurde eine Reporteranalyse
durchgefihrt, bei der die Transkription von , firefly“-Luziferase unter Kontrolle des MCP-1-
.promoters® stand. Hierfir wurde das Reporterplasmid pGLneo-MCP-1, welches die
proximale , promoter”-Region und die distale ,, enhancer”-Region des humanen M CP-1-Genes
enthdlt, verwendet. Das Reporterplasmid pGLneo-MCP-1 wurde zwel Stunden lang
zusammen mit dem Renilla-Luziferase-kodierenden Kontrollplasmid (pRL-TK, Promega)
und den p38-dominant-negativen Plasmiden kotransfiziert. Anschlieffend wurden die
HUVEC, wie oben beschrieben, nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden mit rhiL-13- oder
a-Thrombin-aktivierten Plattchen fir die vorgegebene Zeit stimuliert und nach Absaugen des
Uberstandes mit , passive lysis buffer* (Promega) 15 Minuten lang bei Raumtemperatur
lysiert. Die Luziferasesktivitét der Zelllysate wurde mit dem Dual-L uciferase’-Reporterassay
(Promega) gemessen.

Um den Einfluss von dominant-negativen p38-Konstrukten auf die Endothelzellen zu
untersuchen, wurden Priméare Endothelzellen (HUVEC) in 24-Napfplatten mit den dominant-
negativen p38-Konstrukten pCDN-CSBP2 (D168A) und pCDN-CSBP2 (T180E, Y 182E)
transfiziert. Bei den dominant-negativen Plasmiden waren an der Stellle 168 bzw. an den
Stellen 180 und 182 jeweils eine Aminosaure ausgetauscht und die Plasmide mit einem Flag-
Epitop gekennzeichnet. Als Kontrollplasmid diente der Vektor pCDN. Fur die transiente
Transfektion wurden subkonfluente Endothelzellen in 24-Napfplatten mit 2 pg DNA und
einem polykationischen Transfektionsreagenz (Superfect”, Quiagen) fir 24 Stunden
inkubiert. Anschlief3end wurden die HUVEC mit rhiL-13- oder a-Thrombin-aktivierten
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Plattchen fur sechzig Minuten stimuliert. Die transgene p38-Proteinexpression wurde im
Immunoblot unter Verwendung des polyklonaen Antikérpers anti-p38-MAP-Kinase
(Stratagene, Klon C2), welcher sowohl die nicht- als auch die phosphorylierte Form des p38
erkennt, und des monoklonalen anti-flag-Antikorpers untersucht.

Um die Wirkung der Negativmutanten auf die MCP-1-Bildung zu untersuchen,
wurden HUVEC fir 24 Stunden mit den CSBP2-Plasmiden oder dem Kontrollvektor pCDN
transfiziert und anschlief?end 60 Minuten mit aktivierten Thrombozyten stimuliert. Nach
weiterer vierstindiger Inkubation in Medium erfolgte fur 20 Minuten die Farbung der
HUVEC mit dem polyklonalen Antikdrper anti-MCP-1. Mittels Durchflusszytometrie wurde
anschlief3end die MCP-1-Bildung bestimmt.

2.10 I mmunofluor eszenzmikroskopie

Primére Endothelzellen (HUVEC) wurden auf Deckglésern, die mit 5 pg/mi
Vitronektin bedeckt waren, bei 4°C Uber Nacht kultiviert und anschlief3end eine Stunde mit
5% BSA in PBS bel Raumtemperatur geblockt. Stimulierte und unstimulierte HUVEC
wurden mit 2% Formaldehyd in PBS bel Raumtemperatur 30 Minuten fixiert und zweimal
mit 2% Glyzin in PBS gewaschen. Danach wurden die HUVEC mit 0,2% Triton X-100
permeabilisiert und 60 Minuten lang mit dem polyklonalen Antikérper anti-p38-MAP-Kinase
oder mit dem phosphospezifischem Antikorper anti-Phospho-p38-MAP-Kinase gefarbt.

211 Statistische Analyse

Fur die statistische Analyse wurde der Stundent-t-Test fur normalverteilte Werte
durchgefihrt. Ein Wert p<0,01 wurde als statistisch signifikant angenommen. Die Ergebnisse
wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt.
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3 Ergebnisse

31 Einfluss von aktivierten Plattchen auf Endothelzellen

311 Plattchen-induzierte Sekretion von endothelialem MCP-1im Zeitverlauf

Fir die Bestimmung Plattchen-induzierter MCP-1-Sekretion durch Endothelzellen
wurden konfluente Monolayer von Priméren Endothelzellen (HUVEC) fuar 10, 30, 60, 120
oder 300 Minuten mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%ml) koinkubiert. Zur
Kontrolle wurden Endothelzellen mit dem rekombinanten humanen Zytokin Interleukin-
1B (rhIL-1B) (100 pg/ml) nach dem gleichen Zeitschema koinkubiert. IL-13 ist ein
hochwirksames, inflammatorisches Zytokin, welches durch eine Vielzahl von Zellen
produziert wird und zahlreiche biologische Effekte austibt. Es spielt dabei unter anderem eine
bedeutende Rolle bei der Atherogenese und ist ein Aktivator der MCP-1-Bildung in
Endothelzellen (68). In Bereichen atherosklerotischer Plagues zeigen sich erhthte Mengen
von MCP-1 vorwiegend in Endothelzellen und subendothelialen Makrophagen (84). Nach
Ablauf der jeweiligen Stimulationszeit wurden die Pléttchen oder das rhiL-13 durch Medium
ersetzt und die Endothelzellen bis zu einer Gesamtdauer von funf Stunden inkubiert.
AnschlieRend wurde im Uberstand der Endothelzellen die MCP-1-Konzentration mittels
ELISA bestimmt. Als Basa- und Ausgangswert wurde die MCP-1-Konzentration
unstimulierter, Gber funf Stunden mit Medium inkubierter Endothelzellen gemessen.
Transiente Inkubation der Endothelzellen mit a-Thrombin-aktivierten Pléttchen fur 30
Minuten fuhrte bereits zu einem signifikanten Anstieg der MCP-1-Sekretion. Die MCP-1-
Konzentration stieg im weiteren Verlauf nur noch geringfigig an (Abb. 2). Der Zeitverlauf
der rhiL-1-induzierten endothelialen Sekretion von MCP-1 verhielt sich dhnlich dem der
Pléttchen-induzierten MCP-1-Sekretion und zeigte bereits nach 30 Minuten Stimulation einen
signifikanten Anstieg. Im weiteren Verlauf stieg jedoch die IL-13-vermittelte Sekretion von
MCP-1 im Vergleich zur Pléattchen-induzierten MCP-1-Sekretion etwas stérker an (Abb. 2).
Die Inkubation mit unstimulierten Pléttchen fuhrte dagegen zu keiner bedeutenden Sekretion
von MCP-1 (Abb. 2).
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Abb. 2: Plattchen-induzerte Sekretion von endothelialem MCP-1 im Zeitverlauf

Konfluierende HUVEC wurden Uber einen definierten Zeitraum von 10, 20, 30,
60, 120 oder 300 Minuten mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%/ml)
koinkubiert und anschlieRend mit Medium jeweils bis zu einer Gesamtdauer
von funf Stunden weiterinkubiert. Aus dem gewonnenen Uberstand wurde die
MCP-1-Konzentration mittels ELISA bestimmt. Als Kontrolle diente die
Simulation mit rhiL-13 Uber die gleichen Zeitraume und den Basalwert
begrtindete die Koinkubation von HUVEC mit ruhenden Pléttchen. Dargestel It
sind Mittelwert und Sandardabweichung aus vier unabhangigen
Experimenten. Sgnifikante Unterschiede zu den unstimulierten Plattchen sind
bei p<0,01 mit * gekennzeichnet.
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3.1.2 Zetlicher  Verlauf der  Plattchen-induzierten  Expresson  von
endothelialem ICAM-1

In Bereichen atherosklerotischer Plaques oder an Orten, die fur atherosklerotische
Lasionen prédisponieren, finden sich erhthte Mengen von ICAM-1 (41, 69). Fur die
Bestimmung der Pléttchen-induzierten Oberfléchenexpression von ICAM-1  an
Endothel zellen wurden konfluente Monolayer von Priméren Endothelzellen (HUVEC) fir 10,
30, 60, 120 oder 300 Minuten mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%ml) koinkubiert.
Zur Kontrolle wurden Endothelzellen mit dem rekombinanten humanen Zytokin rhiL-1(3
(100 pg/ml) nach dem gleichen Zeitschema koinkubiert. Interleukin-1f3 ist ein bedeutender
Aktivator der Expression von ICAM-1 in Endothelzellen. Nach Ablauf der jeweiligen
Stimulationszeit wurden die Pldttchen oder das rhiL-1B durch Medium ersetzt und die
Endothelzellen bis zu einer Gesamtdauer von funf Stunden inkubiert. Anschlief3end wurde
nach Farbung und Abldsen der Endothelzellen die Oberflachenexpresson von ICAM-1
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Als Basal- und Ausgangswert wurde die ICAM-1-
Konzentration unstimulierter, Gber funf Stunden mit Medium inkubierter Endothelzellen
gemessen. Der Zeitverlauf der Plattchen-induzierten Expression von ICAM-1 verhielt sich
ahnlich dem der Plattchen-induzierten endothelialen Sekretion von MCP-1 und zeigte bereits
nach 30 Minuten Stimulation einen signifikanten Anstieg. Die ICAM-1-Konzentration stieg
im weiteren Verlauf nur noch geringfigig an (Abb. 3). Die Stimulation mit rhiL-1p fihrte
ebenso bereits nach 30 Minuten zu einem signifikanten Anstieg der endothelialen Expression
von ICAM-1.
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Abb. 3: Pléattchen-induzerte Oberflachenexpression von | CAM-1 auf Endothelzellen

Konfluierende HUVEC wurden tber einen definierten Zeitraum von 10, 20, 30,
60, 120 oder 300 Minuten mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%/ml)
koinkubiert und anschliefRend mit Medium jeweils bis zu einer Gesamtdauer
von fiinf Stunden weiterinkubiert. Nach Abnahme des Uber standes wurden die
stimulierten Endothel zellen mit anti-ICAM-1-FITC fur 20 Minuten gefarbt und
die Expression von ICAM-1 in der Durchflusszytometrie bestimmt. Als
Kontrolle diente die Simulation mit rhiL-13 Uber die gleichen Zeitraume.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus vier unabhangigen
Experimenten.

35



3.13 Bedeutung aktivierter Plattchen fur die chemotaktischen und adhasiven

Eigenschaften von Endothelzellen

Aktivierte Plattchen erhdhen die adhasiven und chemotaktischen Eigenschaften von
Endothelzellen. Um die Bedeutung der Pléttchen-induzierten, endothelialen Sekretion von
MCP-1 und der Expression von ICAM-1 auf funktioneller Ebene zu erfassen, wurde die
Chemotaxis und Adhasion von Monozyten an Endothelzellen untersucht. Hierfir wurden
konfluierende HUVEC mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%ml) fiir sechzig Minuten
stimuliert und nach weiteren sechzig Minuten Inkubation mit Medium fur finf Stunden mit
Monozyten koinkubiert. Durch mehrere sorgféltige Waschschritte wurden nichtadhérente
Monozyten abgewaschen und anschliefend die adhdrenten Monozyten unter dem
Lichtmikroskop ausgezahit. In den Versuchen zur Evauierung der Chemotaxis wurden vor
der Inkubation mit den Monozyten Mikrotiterplatteneinsétze eingebracht, um eine
physikalische Trennung der Monozyten von den Endothelzellen zu gewahrleisten. Als
Kontrolle dienten mit Interleukin-1p3-stimulierte Endothelzellen und die Basawerte
begriindeten Messungen mit unstimulierten Endothelzellen. Die Chemotaxis von Monozyten
an durch Pléttchen aktivierte Endothelzellen war im Vergleich gegentber der Chemotaxis
von Monozyten an unstimulierten Endothelzellen um nahezu das Dreieinhalbfache erhoht
(p<0,01) (Abb. 4, 5A). Interleukin-1B-stimulierte Endothelzellen zeigten einen Anstieg der
Monozytenchemotaxis um das Zweieinhalbfache (Abb. 4, 5A). Die direkte Adh&sion von
Monozyten an Endothelzellen, die mit o-Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%/ml)
vorinkubiert waren, war um das Zweieinhalbfache erhoht im Vergleich gegenlber der
Adhasion an unstimulierte Endothelzellen (p<0,01) (Abb. 4, 5B). Die Vorinkubation mit
Interleukin-13 vermochte einen Anstieg der Adh&sion von Monozyten um das Dreifache

hervorzurufen (Abb. 4, 5B).
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Abb. 4:

Monozytenadhasion an Endothelzellen

Konfluierende Endothelzellen (HUVEC) wurden mit a-Thrombin-aktivierten
Plattchen (2x10%ml) sechzig Minuten inkubiert. Anschliefend wurden die
aktivierten Endothelzellen in mehreren Schritten gewaschen und  mit
Monozyten fur funf Sunden koinkubiert. Danach wurden in weiteren
vorsichtigen Waschschritten die nichtadharenten Monozyten abgewaschen und
die an den Endothel zellen adhérierenden Monozyten (Pfeil) im Lichtmikroskop
betrachtet.
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Abb. 5; Einfluss aktivierter Plattchen auf die chemotaktischen und adhésiven

Eigenschaften von Endothelzellen

Konfluierende HUVEC wurden nach sechzigminitiger Stimulation mit a-
Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%/ml) fir weitere sechzig Minuten mit
Medium inkubiert und fir den Ah&sionsassay anschlief3end mit Monozyten fur
weitere funf Sunden koinkubiert. Fir den Chemotaxisassay wurden die
Endothel zellen nach der Simulation und Inkubation in Medium mit Monozyten
koinkubiert, die durch Mikrotiterplatteneinsidtze physikalisch von den
Endothelzellen getrennt waren. Anschlief3end wurden die durch die Einsatze
gewanderten, adharenten Monozyten (A), bzw. die adhdrenten Monozyten (B)
ausgezahlt. Als Kontrolle dienten mit rhiL-13 stimulierte Endothelzellen, und
als Basalwerte wurden unstimulierte Endothelzellen verwendet. Dargestellt
sind Mittelwert und Standardabweichung. Mit * sind signifikante Unter schiede
zu den unstimulierten Zellen bei p<0,01 gekennzeichnet.
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3.2 Wirkung von Kinaseinhibitoren auf Plattchen-induzierte Effektein
Endothelzellen

3.21 Einfluss verschiedener Kinaseinhibitoren auf die Sekretion von
endothelialem MCP-1

Subkonfluente Endothelzellen (HUVEC) wurden sechzig Minuten mit den
Kinaseinhibitoren SB203580, PD98059, Rapamycin oder Wortmannin vorinkubiert und
anschliefend sechzig Minuten mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%ml) oder mit
rhiL-1B (100 pg/ml) stimuliert. Nach der Stimulation wurde der Uberstand abgenommen, die
Endothel zellen weitere vier Stunden bis zu einer Gesamtdauer von funf Stunden mit Medium
inkubiert und die endotheliale Sekretion von MCP-1 im ZellUberstand bestimmt. Der p38-
MAP-Kinaseinhibitor SB203580 fihrte zu einer signifikanten Reduktion der Plé&tchen-
induzierten MCP-1-Sekretion um 40-50% im Vergleich zu unbehandelten Endothelzellen
(p<0,05) (Abb. 6). Die Ubrigen Kinaseinhibitoren, die getestet wurden, zeigten keinen
hemmenden Effekt auf die Pléttchen-induzierte Sekretion von MCP-1 (Abb. 6).

3.2.2 Bedeutung des p38-Kinaseinhibitors SB203580 fur die chemotaktischen

und adhasiven Eigenschaften von Endothelzellen

Um den Einfluss des p38-MAP-Kinaseinhibitors SB203580 auf funktioneller Ebene
Zu beschreiben, wurden die Plattchen-induzierte Chemotaxis und Adhasion von Monozyten
an Endothelzellen untersucht. Hierfir wurden die Endothelzellen (HUVEC) mit den
Kinaseinhibitoren SB203580 und PD98059 sechzig Minuten vorinkubiert, anschlief3end
sechzig Minuten mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%ml) oder mit rhiL-1B (100
pg/ml) stimuliert und nach erneuter sechzigminitiger Inkubation ohne Aktivatoren fur finf
Stunden mit Monozyten koinkubiert. Zur Bestimmung der Chemotaxis wurden die
Monozyten durch Mikrotiterplatteneinsdtze von den Endothelzellen physikalisch getrennt.

Nach mehrmaligem vorsichtigem Abwaschen nichtadhérenter Zellen wurde die Chemotaxis
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und Adhasion von Monozyten an Endothelzellen durch Auszéhlen bestimmt. Ahnlich der
Hemmung der MCP-1-Sekretion wurde durch Vorinkubation der Endothelzellen mit dem
p38-MAP-Kinaseinhibitor SB203580, nicht aber mit dem Kinaseinhibitor PD98059 eine

signifikante Reduktion der Pléttchen-induzierten Monozytenadhésion an Endothelzellen um

nahezu 50% erreicht (Abb. 7A). Ahnliche Wirkung zeigte der Kinaseinhibitor SB203580

auch auf die Plattchen-induzierte Chemotaxis von Monozyten mit einer signifikanten

Hemmung um mehr als 50% (Abb. 7B).

Abb. 6:
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Einfluss verschiedener Kinaseinhibitoren auf die Expresson von MCP-1
durch Endothelzellen

Konfluente HUVEC-Monolayer wurden fir sechzig Minuten mit den
Kinaseinhibitoren SB203580, PD98059, Rapamycin oder Wortmannin
vorinkubiert und anschliefend mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen
(2x10%/ml) fiir weitere sechzig Minuten stimuliert. Nach weiterer vierstiindiger
Inkubation mit Medium erfolgte die MCP-1-Bestimmung im Uberstand mittels
ELISA. Dargestellt sind Mittelwert und Sandardabweichung von drei
unabhangigen Experimenten. Sgnifikante Unterschiede zu der Probe ohne
Inhibitoren sind mit * gekennzeichnet (p<0,05).
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Bedeutung des p38-MAP-Kinaseinhibitors SB203580 fur  die
chemotaktischen und adhasiven Eigenschaften von Endothelzellen

Nach Vorinkubation mit SB203580 und PD98059 wurden konfluierende
HUVEC mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen flr sechzig Minuten koinkubiert
und eine weitere Sunde mit Medium inkubiert. Nach einer weiteren Sunde
Inkubation in Medium wurden die stimulierten Endothelzellen fur funf Stunden
mit Monoyzten koinkubiert und die auf den Endothel zellen aharenten (A), bzw.
die durch Mikrotiterplatteneinsatze gewanderten und adhdrenten (B)
Monozyten ausgezahlt. Mittelwert und Standardabweichung von drei
Experimenten sind dargestellt. Sgnifikante Unterschiede zu der Probe ohne
Inhibitoren sind bei p<0,01 mit * gekennzeichnet.
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3.3 Wirkung der p38-MAP-Kinase auf die Plattchen-vermittelte
Transkription von MCP-1in Endothelzellen

331 Aktivierung der p38-M AP-Kinase durch Pléattchen

Die p38-MAP-Kinase wird durch zweifache Phosphorylierung der Aminosauren
Tyrosin und Threonin aktiviert (70). Die Bestimmung der p38-Phosphorylierung ist eine
bewéhrte Methode, um die Aktitvitét der p38-MAP-Kinase zu messen. Fur die Bestimmung
der Plé&tchen-induzierten Aktivierung der endogenen p38-MAP-Kinase in Endothelzellen
wurden HUVEC firr 15, 30 und 60 Minuten mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%/ml)
oder mit dem rekombinanten humanen Zytokin rhiL-13 (100 pg/ml) stimuliert und die
Aktivitdt der p38-MAP-Kinase in einem Immunkomplex-Kinaseassay bestimmt. Bereits
funfzehn Minuten Koinkubation mit aktivierten Plattchen fuhrte zu einer Zunahme der p38-
MAP-Kinaseaktivitdt in Endothelzellen. Diese nahm nach sechzigmindtiger Koinkubation
wieder ab. Stimulation der Endothelzellen mit rhiL-13 fihrte ebenso zu einem Verstarkung
der p38-Kinaseaktivitét, wenngleich auch in geringerem Mal3e (Abb. 8A). Die konstante
Dichte der p38-Bande im Immunoblot wies gleiche Mengen an Gesamtprotein in den Proben
nach. Die hohere Akivitét der p38-Kinase nach Stimulation ist daher nicht auf grof3ere

Proteinmengen zurtickzufihren (Abb. 8B).

3.3.2 Plattchen-induzierte Kerntranslokation der p38-M AP-Kinase

Mitglieder der MAP-Kinase-Familie werden nach Aktivierung in den Zellkern
trandoziert und wirken dort auf die Genregulation (43). Um zu zeigen, dass aktivierte
Pléttchen zu einer Aktivierung und Kerntranslokation der p38-MAP-Kinase fuhren, erfolgte
eine Immunofluoreszenz-Farbung von Endothelzellen (HUVEC) mit einem Antikorper, der
nur die phosphorylierte Form der p38-Kinase erkennt. In einem weiteren Versuch wurde eine
Immunofluoreszenz-Farbung mit einem Pan-p38-Antikorper durchgefihrt, der sowohl die

phosphorylierte als auch die nicht-phosphorylierte Form der p38-MAP-Kinase erkennt.
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Wahrend in unstimulierten Endothelzellen kein phosphoryliertes p38 zu erkennen war, fihrte
die Koinkubation von Endothelzellen mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%ml) fir
funfzehn Minuten zu einer erhdhten Immunreaktivitét gegentber der phosphorylierten p38-
MAP-Kinase sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern (Abb. 9). Verwendung des Pan-
p38-Antikorpers zeigte in unstimulierten Endothel zellen eine Immunofluoreszenz-Féarbung im
Zytoplasma, die nach Stimulation mit a-Thrombin-aktivierten Plétchen vermehrt und

zusétzlich auch im Zellkern zu sehen war (Abb. 9).
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Abb. 8: Plattchen-induzerte p38-Kinaseaktivitat in Endothelzellen

Konfluente Monolayer mit HUVEC wurden unstimuliert gelassen oder fur 15,
30 oder 60 Minuten mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen oder mit rhiL-1(3
stimuliert. Nach Immunoprazipitation der Proben wurde die Aktivierung der
p38-MAP-Kinase durch Autoradiographie des phosphorylierten ATF2, einem
Substrat der p38-MAP-Kinase, visualisiert (A). Als Kontrolle dienten HUVEC,
die mit a-Thrombin und Hirudin oder mit rhiL-1f3 stimuliert wurden (B). Um
gleiche Mengen des p38-Proteins zu garantieren, wurde jeweils ein
Immunaoblot durchgefiihrt (unterer Balken).
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Abb. 9: Plattchen-induzerte Kerntranslokation von p38 in Endothelzellen

HUVEC wurden mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen oder mit rhiL-1f3 fir 15
Minuten inkubiert, und die subzelluldre Lokalisation der p38-MAP-Kinase
wurde durch Immunofluoreszenz nach Farbung mit einem phosphospezfischen
p38-Antikorper und mit einem Pan-p38-Antikorper dargestellt.

3.3.3 Einfluss des p38-Kinaseinhibitors SB203580 auf die Plattchen-induzierte
Transkription von endothelialem M CP-1

Um die Rolle der p38-MAP-Kinase bei der Regulation des MCP-1 auf
transkriptioneller Ebene zu untersuchen, wurden Endothelzellen (HUVEC) mit einem MCP-
1-Luziferase-Plasmidkonstrukt transfiziert, welches die , enhancer”-Region zwischen —2742
und —2513 sowie die ,, promoter”-Region zwischen —107 und +60 des menschlichen MCP-1-
Genes enthélt (49, 51, 90). Nach zweistindiger Transfektion der Endothelzellen (HUVEC)
mit dem MCP-1-Plasmidkonstrukt wurden die Zellen zunéchst fur 24 Stunden in Medium
inkubiert und danach mit oder ohne dem spezifischen p38-Kinaseinhibitor SB203580 fiir
sechzig Minuten vorinkubiert. Schliefdlich wurden die HUVEC mit a-Thrombin-aktivierten

Plattchen (2x10%ml) fur 10, 30, 60, 120 und 300 Minuten stimuliert und jeweils bis zu einer
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Gesamtdauer von funf Stunden in Medium inkubiert. Danach wurde die Luziferaseaktivitét
mit dem Dual-Luziferase-Reporterassay quantitativ bestimmt. Bei Vorinkubation der
HUVEC mit dem Kinaseinhibitor SB203580 wurde eine 50%ige Reduktion der Plé&ttchen-
induzierten MCP-1-,promoter”-Aktivitét erreicht. Eine Verringerung der Pléttchen-
induzierten MCP-1-Luziferaseaktivitat war bereits nach kurzer Stimulationszeit detektierbar
(Abb. 10).
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Abb. 10: Einfluss des p38-Kinaseinhibitors SB203580 auf die Plattchen-induzerte
Transkription von endothelialem MCP-1

HUVEC wurden mit einem MCP-1-Luziferasekonstrukt und mit dem
Kontrollplasmid pRL-TK kotransfiziert. Nach weiteren 24 Sunden Inkubation
in Medium wurden die Endothelzellen entweder unbehandelt belassen oder mit
dem p38-MAP-Kinaseinhibitor SB203850 sechzig Minuten vorinkubiert.
Anschlieffend wurden die HUVEC mit a-Thrombin-aktivierten Plattchen oder
mit rhiL-1f fur 10, 30, 60, 120 oder 300 Minuten stimuliert und jeweils bis zu
einer Gesamtdauer von funf Sunden mit Medium weiter inkubiert. Danach
wurde die Luzferaseaktivitst mit dem Dual-Luzferase-Reporterassay
guantitativ bestimmt.
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34 Uberexpression von dominant-negativen p38-MAPK-Mutanten in
Endothelzellen

34.1 Wirkung von dominant-negativen p38-MAPK-Mutanten auf die
Transkription von endothelialem M CP-1

Dominant-negative Mutanten der p38-M AP-Kinase hemmen die Aktivierung der p38-
MAP-Kinase-Kaskade und die MCP-1-,promoter-abhangige  Transkription in
Endothelzellen (31). Um die Bedeutung der Form des p38-Motives auf die Plattchen-
induzierte MCP-1-Promoteraktivitdt zu untersuchen, wurden subkonfluente Endothelzellen
(HUVEC) mit den Flag-markierten p38-dominant-negativen Mutanten pCDN-CSBP2
(D168A), CDN-CSBP2 (T180E, Y 182E) oder dem Kontrollvektor pCDN fir vierundzwanzig
Stunden kotransfiziert. Anschlief3end wurden die transfizierten Endothelzellen 60 Minuten
mit aktivierten Thrombozyten oder mit rhiL-1 stimuliert und die Luziferaseaktivitét unter
Kontrolle des MCP-1-, promoters* mittels L uminometermessung quantifiziert.

Die p38-Proteinexpression sowie die Detektion der Flag-markierten p38-Mutanten in
den Endothelzellen erfolgte im Immunoblot unter Verwendung eines anti-p38-Antikorpers
und eines anti-Flag-Antikorpers (Abb. 11A). Die Uberexpression beider p38-dominant-
negativer Mutanten resultierte in einer bedeutenden Reduktion der MCP-1-Transkription um
nahezu 50% (p<0,01) (Abb. 11B).
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Wirkung von dominant-negativen p38-MAPK-Mutanten auf
dieTranskription von endothelialem MCP-1

Um die Rolle der p38-Kinase bei der MCP-1-, promoter” -abhéngigen
Transkription zu untersuchen, wurden HUVEC mit den p38 dominant-
negativen Mutanten CSBP2 (D168A), CSBP2 (T180E, Y182E) oder dem
Kontrollplasmid pCDN transfiziert. Zur Darstellung der transgenen p38-
Expression und der transfizierten, Flag-markierten CSBP-dominant-negativen
Mutanten erfolgte ein Immunoblot (A). Nach Stimulation mit aktivierten
Thrombozyten oder IL-1p wurde die Luziferaseexpression unter Kontrolle des
MCP-1-, promoters® bestimmt. Die Ergebnisse von vier unabhangigen
Messungen sind dargestellt. Sgnifikante Unterschiede im Vergleich zu den
Basalwerten der unstimulierten Proben sind als (p<0,01) (B) gekennzeichnet.
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3.4.2 Einfluss von dominant-negative p38-M APK -M utanten auf die M CP-1-
Sekretion in Endothelzellen

Die Bedeutung der p38-MAP-Kinase fur die Plattchen-induzierte Expression von
MCP-1 wurde in eéinem weiteren Experiment Uberprift. Endothel zellen (HUVEC) wurden mit
den p38-dominant-negativen Mutanten pCDN-CSBP2 (D168A), CDN-CSBP2 (T180E,
Y 182E) oder dem Kontrollvektor pCDN transfiziert, anschlief3end fir sechzig Minuten mit a-
Thrombin-aktivierten Plattchen (2x10%ml) stimuliert, und nach der Farbung mit anti-MCP-1
wurde die MCP-1-Bildung mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die p38-MAPK-Mutanten
vermochten im Vergleich zu dem Kontrollvektor signifikant die Plattchen-vermittelte Bildung
von MCP-1 durch Endothel zellen um nahezu 50% zu hemmen (Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluss von dominant-negativen p38-MAPK-Mutanten auf die MCP-1-
Sekretion in Endothelzellen

Um die MCP-1-Proteinexpression zu bestimmen, wurden HUVEC mit den p38-
Negativmutanten CSBP2 (D168A), CSBP2 (T180E, Y182E) oder dem
Kontrollplasmid pCDN transfiziert und anschlief3end mit Thrombin-aktivierten
Thrombozyten flr sechzig Minuten stimuliert. Nach weiteren vier Stunden und
Farbung mit anti-MCP-1 wurde die endotheliale MCP-1-Sekretion mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Die Ergebnisse von vier unabhdngigen
Messungen sind dargestellt. Sgnifikante Unterschiede im Vergleich zu den
Proben mit dem Kontrollvektor sind als (p<0,01) gekennzeichnet.
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4 Diskussion

4.1 Rolleder Plattchenadhasion bei der Ather ogenese

Thrombozyten spielen bei der Bildung atherosklerotischer Plagues in den
fortgeschrittenen  Stadien der  Atherosklerose, aber auch bel den initialen
Entstehungsmechanismen in der frihen Atherogenese eine zentrale Rolle und sind dadurch
mal3geblich an den daraus entstehenden Komplikationen Myokardinfarkt, Apoplex und
Embolie der peripheren Gefalie beteiligt.

Wenngleich die Entstehung und der Beginn der Atherosklerose eines der
bedeutendsten Elemente bei therapeutischen und prophylaktischen Ansdtzen darstellt, sind
die initialen Mechanismen, welche die Bildung atherosklerotischer Plagues evozieren, nur
ansatzweise bekannt. Ein bedeutender Mechanismus in der friihen Atherogenese ist weniger
die Denudation des Endothels as vielmehr eine Funktionsstérung der strukturell intakten
Endothelzelle. Diese fiihrt zu einer Aktivierung der Endothelzelle mit Anderung ihrer
adhasiven und chemotaktischen  Eigenschaften und  konsekutiv.  zu  einer
Monozyteneinwanderung in die Gefdl3wand (76). Die pathophysiologischen Vorgénge,
welche zu einer Funktionsstorung des Endothels fuhren, und der initiale Ausldser, welcher
die Monozytenmigration in das Subendothel zu dem Ort der entstehenden Inflammation
veranlasst, sind jedoch bislang nur unzureichend bekannt. Thrombozyten vermégen an
dysfunktionalem Endothel sowohl in vitro (8, 28) as auch in vivo (23, 56, 57) zu adhérieren.
Es kommt zu einer Aktivierung der Thrombozyten, die daraufhin proinflammatorische
Inhaltsstoffe ihrer Granula freisetzen, unter anderem Chemokine und Wachstumsfaktoren.
Jedoch nicht nur strukturell oder funktionell gestortes Endothel bildet eine Grundlage fur die
Adhasion von Thrombozyten und die Einleitung weiterer inflammatorischer Prozesse. Auch
an intaktem Endothel vermdgen Thrombozyten im aktivierten Zustand Uber verschiedene
M echanismen zu adhérieren und mit diesem zu interagieren (8, 28, 56).

Die vorliegende Arbeit soll die Hypothese stiitzen, dass bereits eine kurzzeitige

Interaktion von aktivierten Thrombozyten mit intakten Endothelzellen die adh&siven und die
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chemotaktischen Eigenschaften der Endothelzelle verédndert, die Monozytentransmigration
fordert und somit die Entstehung der Atherosklerose beglnstigt (23, 54, 55, 57).

Es werden eine Vielzahl von endothelialen Adhé&sionsrezeptoren und thrombozytéren
Glykoproteinen im Hinblick auf die spéatere Monozytenrekrutierung und Atherogenese
beschrieben. Hierbei spielen das thrombozytéare Adhasionsmolekil P-Selektin (24, 40, 56,
66), das thrombozytdre Glykoprotein GPIba, welches Uber den VWF mit dem Endothel
interagiert (62, 87), sowie die Bindung von Thrombozyten tber das Glykoprotein I1b-Il11a an
immobilisiertes und an die Endothelzelloberflache gebundenes Fibrinogen (55) in
unterschiedlichem Mal3e eine entscheidende Rolle. Es ist wahrscheinlich, dass aktivierte
Thrombozyten Uber ihre Adhé&sionsrezeptoren kurzzeitig in engem Kontakt mit dem intakten
Endothel kommen, daraufhin in hohen Konzentrationen die in den Granula gespeicherten
Zytokine in ihre thrombogene Umwelt freisetzen und somit eine bedeutende ICAM-1-
Expression und M CP-1-Sekretion durch die Endothelzellen induzieren.

Unter den von den Thrombozyten freigesetzten Zytokinen sind bei der Atherogenese
das Chemokin Interleukin-13 sowie der Rezeptor CD40L, welche wirksame Ausddser von
inflammatorischen Reaktionen in Endothelzellen sind, von besonderer Bedeutung. Durch
diese proinflammatorischen Faktoren vermittelt, kommt es in den Endothelzellen zu einer
verstérkten Oberflachenexpression von Adhasionsmolekilen wie ICAM-1 (,intercellular
adhesion molecule-1") sowie zu der Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen wie MCP-1
(, monocyte chemoattractant protein-1“). Die Monozytenchemotaxis sowie die Adhasion und
Transmigration von Monozyten, vermittelt durch ICAM-1 und MCP-1, ist der erste
wesentliche Schritt in der Entstehung atherosklerotischer Plaques.

Die vorliegende Arbeit belegt, dass bereits eine kurzzeitige Interaktion von 10 bis 60
Minuten zwischen aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen ausreichend ist, um die
Transkription und die Synthese von ICAM-1 und MCP-1, dem wichtigsten chemotaktischen
Faktor fur Monozyten (51), in Endothelzellen anzuregen. Die lokale, von den Plattchen
induzierte endotheliale Expression von ICAM-1 sowie Sekretion von MCP-1 und die
folgende Akkumulation und Transmigration von Monozyten kdnnten ein wichtiger Aus 6ser
der atherogenen Reaktion in der Gefé3wand sein. Die Expression der endothelialen
Adhasionsmolekiile scheint einem zeitlichen Verlauf unterworfen zu sein und vorwiegend in

den friihen Stadien der Atherosklerose verstarkt nachweisbar zu sein (97).
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In den vorliegenden Untersuchungen wurde gezeigt, dass bereits eine transiente,
kurzzeitige Interaktion von aktivierten Thrombozyten mit menschlichen Endothelzellen zu
einer verstarkten Sekretion von MCP-1 und Chemotaxis von Monozyten sowie zu einer
verstarkten Expression von ICAM-1 und Adhésion der Monozyten an das aktivierte Endothel
fuhrt. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass Orte verstérkter Akkumulation von
Thrombozyten an die Gefal3wand, z.B. Orte veranderten Flusses wie die Karotishifurkation,
besondere Pradilektionsstellen fur die Adhdsion und Transmigration von Monozyten und
somit der Entstehung atherosklerotischer V eranderungen bedeuten.

Inzwischen festigen eine Reihe weiterer Arbeiten die vorliegenden Ergebnisse und
belegen auch in vivo den Einfluss von aktivierten Thrombozyten auf die
Monozytenrekrutierung und Entwicklung atherosklerotischer Prozesse in der Gefél3wand.
Erst kirzlich konnten Hou et a. die Bedeutung aktivierter Thrombozyten bei der
Entwicklung atherosklerotischer Lasionen in vivo darstellen (40). Zirkulierende aktivierte
Thrombozyten setzen durch P-Selektin-vermittelte Interaktion mit Monozyten und
Endothelzellen proinflammatorische Zytokine, unter anderem das ,regulated on activation
norma T cell expressed and secreted” (RANTES) und den Pléttchenfaktor-4 (PF4), frei.
Durch diese proinflammatorischen Faktoren induziert, kommt es zu einer verstérkten
Aktivierung von endothelialen Monozytenintegrinen, wie z.B. VCAM-1, mit konsekutiver
Monozytenrekrutierung und Exazerbation von atherosklerotischen Lésionen (40). Die hierbel
beschriebene P-Selektin-vermittelte Thrombozytenadhésion ist ein transienter Vorgang, der
die Hypothese stiitzt, dass bereits ein kurzzeitiger Kontakt zwischen Thrombozyten und
Endothelzellen ausreicht, um zu einer wesentlichen Monozytenrekrutierung zu flhren.
Waéhrend die Arbeit von Huo et al. insbesondere den Einfluss der Interaktion von aktivierten
Thrombozyten mit bereits atherosklerotisch verdndertem Endothel auf die Weiterentwicklung
der Atherosklerose aufzeigt, beschreiben Massberg et al. eine wesentliche Funktion der
Thrombozyten-Endothelinteraktion bereits fur die Initiierung atherosklerotischer Lasionen
(55). Mit ihrer Arbeit konnten Massberg et al. in vivo zeigen, dass schon vor Beginn
sichtbarer atherosklerotischer Verénderungen aktivierte Thrombozyten unter anderem Uber
die Glykoproteine GPIba und GPlIb-Illa an das Endothel adhérieren und nach Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine und Oberflachenrezeptoren zur Monozytenrekrutierung und

Formation atherosklerotischer Lasionen fuhren (55). Auch Thellmeier et al. belegen in ihrer
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Arbeit, dass Thrombozyten an besonders exponierten Stellen, vermittelt durch vVWF, GPlba
und P-Selektin, an das Endothel adh&rieren, noch bevor atherosklerotische Lasionen
nachweisbar sind (87).

Auch aulfere Bedingungen, die in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurden,
wie z.B. Flusseigenschaften, sind fir die Entstehung atherosklerotischer Lasionen von
Bedeutung. Methia et al. beschreiben in ihrer Arbeit die Rolle des GPlba und seines
Liganden VWF fir die Thrombozyten-induzierte Monozytenrekrutierung und Bildung
atherosklerotischer Lasionen insbesondere an Stellen gestorter Flusseigenschaften (62).
Weitere Arbeiten lassen vermuten, dass GPllb-Illa vor alem in Abwesenheit von , shear-
stress* bel der Plattchenadhasion eine Rolle spielt (8), wahrend das P-Selektin offensichtlich
unter hohem ,, shear-stress’ die Plattchenadhasion vermittelt (87).

4.2 Plattchen-induzierte Chemokintranskription wird durch die p38-MAP-

Kinase ver mittelt

Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinasen (MAP-Kinasen) sind zentrale Signalmolekile
innerhalb intrazelluldrer Signalwege, welche die Genexpression von Chemokinen und
Adhasionsmolekilen in aktivierten Endothelzellen regulieren. Eine Vielzahl von
proinflammatorischen Substanzen, insbesondere Zytokine wie z.B. IL-13 und TNF-q,
induzieren in Zellen den p38-MAP-Kinase-Signalweg. Mit der vorliegenden Arbeit wurde
gezeigt, dass aktivierte Thrombozyten Uber eine Aktivierung des p38-MAP-Kinase-
Signalweges in Endothelzellen zu einer gesteigerten Expression von MCP-1 fihren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen eine Hemmung der Pl&ttchen-
induzierten M CP-1-Sekretion sowie der Adhésion und Chemotaxis von Monozyten durch den
spezfischen p38-MAP-Kinase Inhibitor SB203580. Des Weiteren wird in den Versuchen
dieser Arbeit gezeigt, dass die p38-MAP-Kinase bereits nach kurzer Interaktion von
aktivierten Thrombozyten mit humanen Endothelzellen (HUVEC) durch Phosphorylierung

aktiviert wird. Mittels Immunofluoreszenzmikroskopie konnte die Kerntranslokation der
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aktivierten Form der p38-MAP-Kinase nach Induktion des Signalweges durch aktivierte
Thrombozyten dargestellt werden.

Wie bereits in einer Arbeit von Goebler et al. berichtet, basiert die Regulation der
TNF-induzierten Expression von MCP-1 Uber den p38-MAP-Kinase-Signalweg in
menschlichen Nabelschnurzellen hauptsachlich auf transkriptioneller Ebene (33). In der
vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass eine kurzzeitige, transiente Interaktion von aktivierten
Plattchen mit Endothelzellen zu einer Induktion der MCP-1-, promoter”-Aktivitéat fuhrt und
dass dieser Prozess durch den p38-spezifischen Inhibitor SB203580 gehemmt werden kann.
Die Thrombozyten-vermittelte Transkription und Synthese von MCP-1 konnten durch den
Inhibitor SB203580 nahezu um 50% im Vergleich zu den ungehemmten Proben verringert
werden. Diese Befunde legen die Vermutung nahe, die p38-MAP-Kinase sei anndhernd zur
Héfte bel den Signalwegen Pléttchen-induzierter Expression von MCP-1 beteiligt. Dieses
korreliert mit Ergebnissen anderer Arbeiten, welche einen dhnlichen Anteil der p38-MAP-
Kinase an Zytokin-vermittelter Expression von MCP-1 bzw. 1I-1 postulieren. Goebler et al.
fanden eine 50-60%ige Hemmung der TNF-induzierten Sekretion von MCP-1 in
Endothelzellen (33) durch spezifische p38-Kinaseinhibitoren. Einige Zeit spéter wurden die
Ergebnisse auch durch die Arbeit von Marin et al. (54) gestiitzt. Marin et a. konnten die
Beteiligung der p38-MAP-Kinase an der Thrombin-vermittelten Expression von MCP-1 und
IL-8 durch Endothelzellen nachweisen und fand eine 40-60%ige Hemmung der
Zytokinbildung durch den spezifischen p38-Kinaseinhibitor. Um eine mdgliche Beteiligung
weiterer  MAP-Kinasen bei der Pléttchen-induzierten Expresson von  MCP-1 in
Endothelzellen zu eruieren, wurden Endothelzellen vor der Koinkubation mit aktivierten
Thrombozyten mit verschiedenen spezifischen Inhibitoren weiterer Proteinkinasen,
insbesondere  der  ,extracellular-signal-regulated-MAP-kinase®  (ERK/MAP-Kinase)
(PD98059), behandelt. Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass weitere
Signalwege, die zu einer vollstandigen, durch Pléttchen-induzierten MCP-1-Genexpression
fuhren, aul3erhalb dieser MAP-Kinasen zu suchen sind.

Weiterhin offen bleibt die Frage nach der Lokalisation der p38-verantwortlichen
Region auf dem MCP-1-, promoter. Wéhrend die basale MCP-1-, promoter”-Aktivitdt von
einer proximalen ,, promoter”-Region, die eine SP-1-Bindungsstelle enthalt, abhéngig ist, wird
die Zytokin-induzierte MCP-1-,promoter-Aktivitdt vorwiegend durch ein weiter distal
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befindliches , enhancer”-Element mit zwel Bindungsstellen und durch eine weiter proximal
gelegene NF-kB- (Nuklear Faktor-kappaB) Bindungsstelle vermittelt (79, 91). Kdurzlich
wurde gezeigt, dass aktivierte Plattchen zu einer Aktivierung des NF-kB fihren (26, 27).
Bislang ist noch nicht geklért, inwiefern die Aktivierung der p38-MAP-Kinase mit dem NF-
KB-System in Endothel zellen interagiert, obwohl bereits eine Rolle der p38-MAP-Kinase bel
der NF-kB-abhangigen Genexpression in verschiedenen anderen Zellen beschrieben wurde
(61, 79, 95). Wesselborg et al. demonstrierten, dass eine Hemmung der p38-MAP-Kinase
durch den spezifischen Inhibitor SB203580 oder durch die dominant-negativen Mutanten der
MAPK-Kinase-6, enem Aktivator der p38-MAP-Kinase, die NF-kB-abhangige
Genexpression reguliert. Die DNA-Bindungsaktivitét blieb jedoch davon unbeeinflusst (95).
Eine klrzlich publizierte Arbeit von Goebler et al. postuliert die Beteiligung von mindestens
drei unabhangigen Signalwegen bei der Expression von MCP-1 in Endothel zellen. Goebler et
al. zeigten, dass bei der Sekretion von MCP-1 in Endothelzellen eine Aktivierung sowohl des
NF-kB-Signalweges als auch der p38-MAP-Kinase und der Phosphatidylcholin-abhéngigen
Phospholipase C (PC-PLC) beteiligt ist. Dabei beschreiben Goebler et a. inihrer Arbeit eine
direkte Regulation der transkriptionellen Aktivitdt des NF-kB im Transkriptionskomplex
durch p38- und durch PC-PLC-abhangige Signawege (31). Im Folgenden werden eine
Vielzahl von Untersuchungen unumganglich sein, um die Frage nach weiteren Signalwegen
und nach der Stellung der p38-MAP-Kinase innerhalb der Signalkaskaden bei der
Thrombozyten-vermittelten Chemokintranskription in Endothelzellen vollsténdig zu
beantworten (Abb. 13).



P-Selektin

Abb. 13:

GPIb

Adhasion und Chemotaxis
voh Monhozyten

Endothelzelle

Induktion inflammatorischer Gene durch transiente Thrombozyten-
Endothelzellinteraktion

Aktivierte Thrombozyten vermdgen Uber verschiedene thrombozytare
Rezeptoren, bel denen das Integrin P-Selektin und die Glykoproteine GPIb,
GPIlb-1lla sowie GPVI eine entscheidende Rolle spielen, flichtig an die
Endothelzelle zu adhéarieren. Durch die Interaktion vermag die aktivierte
Endothelzelle Uber mehrere  Sgnalwege  die  Genexpression
proinflammtorischer Faktoren, die fir die Rekrutierung und Adhasion von
Thrombozyten verantwortlich sind, zu steuern. Hierbel kommt es zu einer
Aktivierung des p38-MAP-Kinase-Sgnalweges, der entscheidend bei der
Transkription und Sekretion von MCP-1 und konsekutiv bei der Chemotaxis
und Adh&sion von Monozyten beteiligt ist.
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4.3 Studienbeschrankungen

Die vorliegende Arbeit basiert auf Versuchen mit immortalen Endothelzellen und mit
Endothelzellen aus Nabelschnurvenen, welches beides gut etablierte Methoden fir in vitro-
Studien sind. Die Arbeit gibt keinen Nachweis dartiber, ob die durch aktivierte Pléttchen
induzierten inflammatorischen Prozesse im Bereich der Endothelzelle auch in vivo vorhanden
sind. Systemische Thrombozytenaktivierung wurde in Zusammenhang mit den bekannten
kardiovaskuléren Risikofaktoren arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie, Nikotinabusus
oder Diabetes mellitus beschrieben. Bei Personen mit diesen Risikofaktoren konnte ein
erhdhter Aktivierungsgrad der Thrombozyten vorliegen und insbesondere im Bereich
verédnderter Flusseingeschaften, wie z.B. an Geféaufzweigungen, eine verstérkte Interaktion
zwischen Thrombozyten und intakten Endothelzellen mit konsekutiver inflammatorischer
Reaktion erlauben. Des Weliteren fand man kirzlich heraus, dass Thrombozyten in Bezug auf
ihre Stimulation mit Kollagen und Thrombin durch LDL sensitiviert werden (34). Somit
konnte LDL durch eine Sensitivierung der Thrombozyten ebenfalls zu einer verstérkten
Thrombozytenaktivierung und Thrombozyten-induzierten endotheliadlen MCP-1-Sekretion

fuhren.

4.4 Potentielle therapeutische K onsequenzen der vorliegenden Arbeit

Die Beteiligung von Thrombozyten an Funktionsstorung und Aktivierung von
Endothelzellen, Monozytenadhasion und Extravasion in der frihen Phase der Atherogenese
noch vor jeglichen morphologischen Veranderungen der Gefal3wand wurde durch in vitro
Versuche gezeigt und wird auch fur in vivo Situationen postuliert.

Aktivierte Thrombozyten vermogen nicht nur selber mit Monozyten zu interagieren,
sondern kdnnen auch die Adhasion von Monozyten an die Endothelzellen unterstiitzen,
insbesondere unter bestimmten Flussverhéltnissen (86). Die lokale Anreicherung und der
erhohte Aktivierungsgrad von Thrombozyten, wie sie in den Koronararterien

herztransplantierter Patienten vorkommen, fuhrt konsekutiv zu einer vermehrten Interaktion
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der Thrombozyten mit der Gefddwand und zu ener lokalen Freisetzung von
proinflammatorischen und proliferativen Faktoren (21). Es kommt zu einer verstérkten
Monozytenmigration und Proliferation glatter Muskelzellen sowie zu einer beschleunigten
Atherosklerose in den Transplantatgefal3en. Wie bereits beschrieben, gehen die bekannten
kardiovaskuldren Risikofaktoren mit systemischer Plattchenaktivierung einher. An
Prédilektionsstellen, wie sie Gefallaufzweigungen darstellen, kann es zu einer verstérkten
Thrombozytenadhasion an das intakte Endothel und zu einer Aktivierung inflammatorischer
Gene wie MCP-1 und ICAM-1 kommen. Ein therapeutischer Ansatz konnte daher die
Beeinflussung der durch aktivierte Thrombozyten induzierten Entziindungsvorgange sein. Da
Thrombozyten Uber verschiedene Wege aktiviert werden, vermag ein enzelnes
antithrombozytares Medikament keine wesentliche Reduktion der Pléttchenaktivierung mit
Degranulation und Freisetzung inflammatorischer Inhaltsstoffe zu erreichen. Es existieren
eine Rehe antithrombozytdrer Medikamente wie Aspirin, Thienopyridine oder
Fribrinogenrezeptor-Antagonisten, welche die verschiedenen Wege der Pléttchenaktivierung
beeinflussen. Dennoch sind derzeit weder einzelne Medikamente noch Kombinationen von
Medikamenten bekannt, die eine substantielle Reduktion der Thrombozytenaktivierung
erreichen wirden. Inhibierung der Thrombozyten-Endothelzellinteraktion oder der durch
Thrombozyten induzierten endothelialen Signalwege konnte daher ein weiterer
therapeutischer Ansatz in der Behandlung von Patienten sein. Dieses gilt insbesondere fir
solche mit erhéhtem Risiko fur eine rasche Progression oder Entstehung der Atherosklerose,
wie die oben beschriebenen Patientengruppen, oder fur Patienten, die mit einem erhthtem
Risiko fur Komplikationen, welche aus der Atherosklerose entstehen, rechnen muissen.

In dieser Arbeit und in weiteren Publikationen (71) wird gezeigt, dass eine Hemmung
der induzierten MCP-1-Expression in Endothelzellen mit einer verminderten Transmigration
und Adhasion von Monozyten einhergeht. Uber die Inhibierung der M CP-1-Sekretion kommt
es auch zu einer Reduktion der Chemotaxis und Ansammlung von T-Lymphozyten (12), die
fur das Ausmal? von inflammatorischen Reaktionen bedeutend sind. Der p38-MAP-Kinase-
Signalweg konnte daher Uber die Entstehung und Progression der Atherosklerose hinaus ein

wesentliches Ziel bel der Kontrolle inflammatorischer Prozesse im Allgemeinen sein.
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5 Zusammenfassung

Thrombozyten kommt neben ihrer Bedeutung bel den Vorgangen der Hamostase und
der arteriellen Thromboseentstehung auch eine zentrale Rolle in der Pathogenese der
Atherosklerose zu. Aktivierte Thrombozyten vermdgen an Endothelzellen zu adhérieren und
diese zu aktivieren. Die aktivierte Endothelzelle sezerniert Chemokine und exprimiert
Adhasionsmolekiile, die mal’geblich an Chemotaxis, Adhésion und Transmigration von
Entziindungszellen und somit bel den frihen Schritten der Atherogenese beteiligt sind. Eines
der bei diesen Pathomechanismen bedeutendsten Chemokine ist das MCP-1 (, monocyte
chemoattractant protein-1"), welches Monozyten an Stellen von inflammatorischen Prozessen
zieht. Die zelluldren Signalmechanismen, die hierbei beteiligt sind, sind jedoch bislang
unzureichend bekannt. Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von aktivierten
Thrombozyten auf die Expression von MCP-1 in Endothelzellen, und die hierbei beteiligten
Signalwege.

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass bereits eine kurzzeitige Interaktion von
10 bis 120 Minuten zwischen a-Thrombin-aktivierten Pléttchen mit Endothelzellen zu einer
substantiellen Sekretion von MCP-1 und konsekutiv zur Chemotaxis und Adh&sion von
Monozyten fihrte. Die Signalwege, die bei der endothelialen Genexpression von MCP-1
mitwirken, sind vielféltig. Eine Beteiligung des NF-kB und der p38-MAP-Kinase sind
bekannt. Durch Vorinkubation mit dem spezifischen p38-MAP-Kinaseinhibitor SB203580
konnte sowohl die Plattchen-vermittelte Sekretion von endothelialem MCP-1 as auch die
Chemotaxis und die Adhasion von Monozyten an Endothelzellen signifikant reduziert
werden. In den Experimenten stellte sich eine durch a-Thrombin-aktivierte Plattchen
induzierte Aktivierung und Kerntranslokation der p38-MAP-Kinase in Endothelzellen dar.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die p38-MAP-Kinase die Transkription von
Pl&ttchen-induziertem endothelialem MCP-1 reguliert.

Diese Ergebnisse begrinden, dass bereits die kurzzeitige Interaktion von aktivierten
Thrombozyten mit Endothel zellen uber einen p38-MAPK-vermittelten
Signaltransduktionsweg die chemotaktischen und adhasiven Eigenschaften von

Endothelzellen verandern. Die p38-MAP-Kinase stellt damit einen bedeutenden Signalweg
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bei den Thrombozyten-vermittelten Prozessen der friihen Atherogenese dar und kdnnte ein

wesentlicher pharmakol ogischer Ansatzpunkt sein.
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