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Kurzzusammenfassung

Arteriosklerose ist eine chronisch entztindliche&gBefkrankung, deren klinische Manifes-
tationen wie Herzinfarkt, Schlaganfall und Herziifigienz Uber 40% aller Todesfalle in

den westlichen Industrienationen verursachen. ftklerotische Lasionen treten in den
grof3en Arterien, vor allem an Gefal3verzweigungesr @iegungen auf. In diesen Berei-
chen herrscht eine niedrige oszillierende Schubsypam bei gleichzeitig verstarkter zykli-

scher Deformation der GefaBwand. Die so veranddréenodynamischen Bedingungen
haben eine erhdhte Expression von CD40 in den Bethmllen zur Folge. Die ko-

stimulatorische Interaktion des CD40-Rezeptorsseihem Liganden CD154 spielt nicht
nur bei der adaptiven Immunantwort, sondern auclkldreAktivierung von Endothelzellen

und der verstarkten Rekrutierung von Entzindungszeh der Initialphase der Arterio-

sklerose eine entscheidende Rolle.

In dieser Arbeit wurde die Hypothese untersuchésdhie Interaktion von thrombozytarem
CD154 mit dem CD40-Rezeptor der Endothelzellenimarduminalen Freisetzung des fur
Thrombozyten hochadhasiven von Willebrand Fakted/K) aus den Endothelzellen
fuhrt. Die anschlieBende Deposition des VWF aufitetothelzelloberflache als ultralange
VWEF-Multimere schafft die Voraussetzung fur einabge Interaktion zwischen intakten
Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten an dengenannten Pradilektionsstellen
fur die Arteriosklerose und deren Initiierung.

In den durchgefiuihrten Experimenten wurden humaneap kultivierte Endothelzellen
sowohl unter niedrigen, oszillatorischen Schubspags- als auch unter statischen Bedin-
gungen mit rekombinantem l6slichen bzw. zellgebuede humanen CD154 stimuliert.
Diese Stimulation induzierte eine luminale Freisatzvon VWF und eine Fluss-induzierte
VWF-Multimer-Bildung auf der Endothelzelloberflaghdie mit Hilfe von Immunfluores-
zenzfarbungen visualisiert und mit einem spezigscELISA quantifiziert werden konnte.
Der nach CD40-Stimulation freigesetzte VWF wiesestarke Assoziation zur Endothel-
zelloberflache auf, wahrend Histamin als Kontraihstlus eine prominente vWF-
Freisetzung in den Zelliberstand induzierte. MitfeHipharmakologischer Inhibitoren,
Western Blot-Analysen und Fura-2-Ratmaging bzw. dem Fluo-4-gestiitzten Nachweis
von Veranderungen der intrazellularen Calciumkobzgion konnte gezeigt werden, dass
fur die CD154-stimulierte Exozytose von VWF aus d@ribel-Palade Kérperchen der
Endothelzellen ein klassischer calciumabhéangiggn@mechanismus verantwortlich ist.
Eine durch CD40-Ligation aktivierte Phosphotyrosmalse der Src-Familie aktiviert die
Phospholipase @, die tber die Bildung des sekundaren BotenstBff€alcium aus dem
endoplasmatischen Retikulum freisetzt. Eine Befeilg der Proteinkinase C und der Pro-
teinkinase A konnte ebenso ausgeschlossen werderiwiEinstrom von extrazellularem
Calcium durch lonenkanéle in der Plasmamembran.



KURZZUSAMMENFASSUNG

In isoliert perfundierten BlutgefalRen der Maus futiiese CD154-stimulierte luminale
VWEF-Freisetzung aus den Endothelzellen tatséchlickiner verstarkten Rekrutierung und
Aktivierung von Thrombozyten, die ihrerseits Montaty zu den Zell-Zell-Kontakten der
Endothelzellen dirigieren. Da CD154-stimulierte Btieelzellen selbst CD154 exprimieren
und dadurch die transmigrierenden Monozyten zurdhierenzierung zu Makrophagen
anregen, konnte diese VWF-verstarkte Endothelz@lleombozyten-Leukozyten-
Interaktion in der Tat eine entscheidende Rollden Initiierung der Arteriosklerose spie-
len. Inwieweit sich aus diesen Befunden ein neleraipeutischer Ansatz zur Vermeidung
dieser chronisch-entzindlichen GefaRerkrankungiekén lasst, missen weiterfihrende
Untersuchungen insbesondere in tierexperiment®diedellen zeigen.



Abstract

Atherosclerosis is a chronic inflammatory, vasculeease and its manifestation as myo-
cardial infarction, stroke or heart failure causesre than 40% of all deaths in industrial-
ized countries. Atherosclerotic lesions preferdiytidevelop at vessel bifurcations or cur-
vatures of large arteries. These areas are exposded oscillatory shear stress and coinci-
dentally enhanced cyclic stretch, which leads taneneased expression of CD40 by the
endothelial cells. Interaction of CD40 ligand (C@)5vith its receptor CD40 not only
plays a role in both innate and adaptive immurbtyt, also activates endothelial cells and
likely promotes inflammatory cell recruitment dugithe initiation and progression of ath-
erosclerosis.

This work investigates the hypothesis that ligatanplatelet CD154 with endothelial
CD40 induces a luminal release of von Willebranttda (vVWF), which is highly adhesive
for platelets, from structurally and functionalhtact endothelial cells. Subsequent deposi-
tion of VWF as ultra-large vVWF-multimers on the etigtlial surface possesses pathophys-
iological relevance for a stable interaction betwaealthy endothelial cells, platelets and
leukocytes at atherosclerotic predilection sites fan the initiation of atherosclerosis.

Primary human endothelial cells were cultured unoweroscillatory shear stress as well as
static conditions and treated with recombinant lsielwr cell-bound human CD154. This
stimulation led to the luminal release of vVWF andilow-induced vWF-multimerization
on the endothelial surface visualized using immlumréscence staining and quantified by
using a specific ELISA. CD40-stimulated VWF releases strongly associated with vVWF
deposition on the endothelial cell surface, whestasulation with histamine as positive
control induced a prominent release of VWF intodék supernatant. Using pharmacologi-
cal inhibitors, Western blot analysis and calcitmaging with Fura-2 or Fluo-4 revealed a
classical calcium-dependent signalling mechanisrdiatieg the CD154-stimulated VWF
exocytosis from the Weibel-Palade bodies of theodralial cells. Thus CD40 ligation
induces phosphorylation of a tyrosine kinase of $ine-family, subsequent activation of
phospholipase {1 and synthesis of {Rwhich through binding to its receptor causes the
release of calcium from the endoplasmic reticulaitiom store. Involvement of protein
kinase C or protein kinase A as well as an entrgxfacellular calcium through ion chan-
nels in the plasma membrane could be excluded.

In isolated perfused mouse arteries, CD154-stiradlatminal vVWF release from the endo-
thelial cells indeed leads to an enhanced recrutraed activation of platelets, and subse-
guent direction of monocytes to the endothelial-cell-contacts. Since CD154-stimulated
endothelial cells themselves express CD154 anellgamay induce the differentiation of
transmigrating monocytes to macrophages, this v@iifarced endothelial cell-platelet-
leukocyte-interaction may in fact play a cruciderm the initiation of atherosclerosis. The
extent to which these findings can be used to dgvalnew therapeutic approach to pre-
vent this chronic inflammatory disease, has tornvestigated further especially using ani-
mal models.
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1 Einleitung

1.1 Endothelzellen

Die Wand eines grol3eren Blutgefal3es besteht audrdeSchichtentunica intima tunica
mediaundtunica adventitia(Abb. 1). Die Endothelzellen bilden als einlagigelischicht
die innerste Schicht der GefalBwand und sind in &éadigtung des Gefal3es orientiert. Zu-
sammen mit deelastica internawird die Endothelzellschicht atanica intimabezeichnet.
Darunter befinden sich glatte Muskelzellen. Siel diir die Kontraktionsfahigkeit des Ge-
falRes verantwortlich und sind quer zum Gefal3 ampsbr Die Dicke der Muskelschicht
und der Gehalt an Faserstrukturen unterscheidérnesicach Gefal3typ, wobei die Muskel-
schicht von Arterien dicker ist als die von Ven&ieser Bereich wird alsunica media
bezeichnet. Die @ulRerste Schicht des Gefalies Isitdraca adventitiabezeichnet. Diese
Gefal3schicht enthalt lockeres Bindegewebe (Fibsbég zur Verankerung und Einbet-
tung des Gefalies in das umgebende Gewebe (PhysjdRajner Klinke, Hans-Christian
Pape, Stefan Silbernagl, 5. Auflage, Thieme 2005).

elastica interna Lumen

Endothelzelle

glatte Muskelzelle

Fibroblast

‘ adventitia

Abb. 1: Aufbau einer arteriellen GefalRwand

Die GefaRwand besteht aus den drei Schichten tunica intima, tunica media und der tunica adventi-
tia.

Das Endothel hat durch seine Lokalisation zwiscBkit und Gewebe mehrere wichtige
Funktionen (Sima et al., 2009):

- Es bildet eine zellulare Barriere zwischen Blut @elvebe.

- Es vermittelt bidirektional Rezeptor-vermittelte end-unabhéngige Transzytose und
Endozytoseprozesse, z.B den Transport von Plasneéiiienh.

- Es synthetisiert und sekretiert eine Vielzahl vaktbren, z.B. fur die Regulation des
Gefal3tonus, des Immunsystems, von Entziindungspeaktund der Hamostase.

- Es reguliert den Cholesterol- und Lipidhaushalt.

11



EINLEITUNG

Das Endothel ist somit eine regulierbare Barriesgsszhen dem Intravasalraum und dem
interstitiellen Raum. Sie ist selektiv permeabel Uisst begrenzt die Passage von grol3mo-
lekularen oder wasserldslichen Substanzen zu.

Seit den mittleren 1970er Jahren ist bekannt, &assibspannung die Funktion von En-
dothelzellen beeinflusst. Die laminare Schubspagndre von den Endothelzellen wahr-
genommen wird, ist eine unidirektionale, viskdseggannung von 15-70 dyn/cm?. Sie
aktiviert Transkriptionsfaktoren, wie z.Buclear factor erythroid 2-like 2Nrf2), der die
Expression von anti-inflammatorischen und anti-kdatprischen Proteinen induziert, wie
die der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthasd uon Thrombomodulin. Die daraus
resultierende Freisetzung von Stickstoffmonoxid [N€rhindert die Thrombozytenaggre-
gation, indem NO die Bildung von Thromboxap #nd die Degranulation der Thrombozy-
ten hemmt. Bifurkationen sind Stellen des Gefalesyst die eine veranderte Hamodyna-
mik aufweisen und als arteriosklerotische Pradibeidstellen bezeichnet werden (Ross,
1999). Die laminare Schubspannung ist in dieseriBeen oszillierend mit + 4 dyn/cmz,
wohingegen die zyklische Dehnung der GefalBwandnddea zyklisch-pulsatilen Blutfluss
erhoht ist. Diese hamodynamischen Bedingungen sine Voraussetzung fir die Ent-
wicklung einer endothelialen Dysfunktion, bei derwea. zu einem Mangel an NO kommt
(Boon and Horrevoets, 2009).

1.2 Kardiovaskulare Erkrankungen

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems sind naehwer die haufigste Todesursache in
Deutschland und anderen Industrienationen. Uber dé%gesamten Todesfélle werden
durch Herzinfarkt oder andere Herz-Kreislauferkrardgen vor allem bei alteren Men-
schen (>65 Jahre) verursacht (Statistisches BundeBautschland, Pressemitteilung Nr.
354 vom 23.09.2011). Zu den haufigsten kardiovaskul Erkrankungen zahlen arterielle
Verschlusskrankheiten, Herzinfarkt, Ischamie, Sghitdiall und Thrombose, die sehr hdu-
fig eine Folgeerscheinung von Arteriosklerose giwdatomie Physiologie Pathophysiolo-
gie des Menschen, Gerhard Thews, Ernst MutschleterPvaupel, 6.Auflage, Wissen-
schaftliche Verlagsgesellschaft 2007).

Die Arteriosklerose ist eine sich langsam entwiokel chronische Entziindung groRRer bis
mittelgroRer Arterien (Hansson, 2005). Umgangss$piett wird diese Erkrankung auch
als Arterienverkalkung oder —verhartung bezeichumet ist durch die Bildung ein@eoin-
tima gekennzeichnet. Klassische Risikofaktoren, diektiestehung und Entwicklung von
Arteriosklerose beginstigen, sind Diabetes mellitdigpertonie, Rauchen, Dyslipidemie
und genetische Veranlagung; neuerdings auch diemamide Arthritis. Diese Risikofak-
toren begunstigen alle alleine oder zusammen digpigung einer endothelialen Dys-
funktion, dem Schlisselereignis in der EntstehusrgAdteriosklerose (Sima et al., 2009).

12



EINLEITUNG

Es gibt eine Reihe von Ereignissen, die charakiscls fir den Verlauf der Arteriosklerose
sind. Bedingt durch die endotheliale Dysfunktiondutie daraus resultierende erhéhte
Permeabilitdt der Endothelzellschicht, kommt esmner erhohten Aufnahme und Akku-
mulation von LDL-Partikeln in desub-intima.Da infolge der pulsatilen, zyklischen De-
formation der GefaBwand auch die Bildung von re&kti Sauerstoffspezies erhoht ist,
wird das LDL dort oxidiert und zu oxLDL umgewanddlas oxLDL kann nicht mehr aus
der GefaRwand entfernt werden, hauft sich an urd won Makrophagen und glatten
Muskelzellen aufgenommen, die sich zu Schaumzeiteformen (Libby et al., 2002). Die
dysfunktionale Endothelzellaktivierung zeigt sichder Synthese und Sekretion von Ad-
hasionsmolekulen (VCAM-1, ICAM-1, E- und P-Selekti€ytokinen und Chemokinen
(z.B. IL-8, TNFa, Ang-2, VEGF, MCP1) (Eriksson et al., 2001). Indedessen adhéarie-
ren Monozyten und transmigrieren in das darunigelele Gewebe. Dort differenzieren sie
zu Makrophagen und wandeln sich in Schaumzellensaabald sie mit oxLDL in BerU-
hung kommen; dadurch werden sie weiter pro-inflatongch aktiviert. Damit etabliert
sich eine Entzindungsreaktion, die sich in einéndn Lasionfatty streaky manifestiert
(Libby, 2003). Die glatten Muskelzellen migrierensader mehrschichtigemediain die
intima, proliferieren und produzieren Matrixproteine. Bludie vermehrte Ablagerung von
Komponenten der extrazellularen Matrix spricht nean einer intermedidren Lasiofib¢
rofatty strealk. Die Lasionen nehmen in Anwesenheit von Risiktdedn weiter zu, so
dass sich ein chronisch inflammatorischer Prozess ein allmahlicher Gewebeumbau
etabliert. Es entsteht eine bindegewebsartige Kajpper dem Endothel, die innen einen
Lipidkern aufweist. Dieser Kern besteht aus abgbstten Schaumzellen, die eine grof3e
Menge von oxLDL-Partikeln aufgenommen haben (Ahurd v.a. Cholesterinestern. Im
Randbereich der arteriosklerotischen Plaques koes®u einer weiteren Einwanderung
von Monozyten und T-Zellen vom Typ Thl. Nach deff@enzierung der Monozyten zu
Makrophagen und der gegenseitigen Stimulation dakrbphagen und Thl-Zellen sezer-
nieren diese Matrix-Metalloproteinasen (MMP2 und M8) (Oviedo-Orta et al., 2008),
die den Plague von innen heraus verdauen und ihatabhen feak fibrous cap(Ross,
1999). Wenn ein solcher Plaque rupturiert, komneréggveder zum akuten thrombotischen
GefalRverschluss (Ischamie, Herzinfarkt, Schlaghnéaler der Plaque wéchst durch die
Auflagerung von Thrombozyten (Libby, 2003).

13



EINLEITUNG

Lipidkern mit
apoptotischen

Lumen
Zellen

L Endothelzelle (EC)

,Monozyt
/ o

ey

/
AT
Fo

€

Matrixproteine

- SMC Migration
und Proliferation

EC Dysfunktion

und Aktivierung _ , 3>

\\

«LDL <ROS -oxLDL Freisetzung von Makrophage/  glatte Muskelzelle
» Adhisi lekiil Cytokinen, Chemo- Schaumzelle  (SMC)
asionsmolekiile kinen und ROS
Abb. 2:  Skizze einer arteriosklerotischen Lasion (Stadium 1)}

Durch die endotheliale Dysfunktion akkumulieren LDL-Partikel in der intima, die durch ROS oxidiert
werden. Die Endothelzellen werden aktiviert und exprimieren Chemokine und Adhasionsmolekile.
Die rekrutierten Monozyten transmigrieren in die GefalRwand, differenzieren zu Makrophagen und
nehmen oxLDL-Bestandteile auf. Sie setzten Cytokine, Chemokine und ROS frei. Glatte Muskelzel-
len migrieren in die intima und proliferieren und nehmen ebenfalls oxLDL auf. Apoptotische Zellen
und Lipidbestandteile akkumulieren in der intima.

1.3 Das CD40-CD154 System

Der CD40-Rezeptor und der CD40-Ligand (CD154) gehorur Tumornekrosefaktor

(TNF)- bzw. TNF-Rezeptor-Superfamilie und spielen thrombotischen und inflammato-

rischen Prozessen eine wichtige Rolle (Schonbecdklaoby, 2001b). Urspringlich be-

kannt wurde dieses Paar durch die ko-stimulatoeidtfirkung in der adaptiven Immunan-
twort, bei der u.a. die Interaktion zwischen B- undellen die humorale Entziindungsre-
aktion vermittelt (Clark and Ledbetter, 1986). Néttveile ist bekannt, dass sowohl CD40
als auch CD154 von einer Vielzahl anderer Zelltyprprimiert werden.

CDA40 ist ein Transmembranglykoprotein aus der Randiér TNF-Rezeptoren (Smith et
al., 1994). Es ist ein immunreaktives Protein rmee Grof3e von 43-50 kDa, das meist als
Dimer beschrieben wird (Braesch-Andersen et al§91%lark and Ledbetter, 1986).
Durch die Interaktion mit dem trimeren Liganden kotres zu einer Trimerisierung des
Rezeptors (Peitsch and Jongeneel, 1993). Dieserkieeine Aktivierung von Kina-
sen/Phosphatasen (Knox and Gordon, 1993) und diezfion mit weiteren Proteinen,
z.B. TNF-Rezeptor-assoziierte Faktoren (TRAF) (kati et al., 1998), die an den zyto-
plasmatischen Teil des CD40-Rezeptors binden kéribahei induziert die Ligation von
CD40 je nach Zelltyp und Differenzierungsgrad delleéh spezifische Reaktionen (Kehry
1996; Schonbeck and Libby 2001).
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CD40 wurde in B-Zellen und Karzinomzellen ideniéiz (Clark and Ledbetter, 1986;
Koho et al., 1984; Paulie et al., 1985; Pauliel et1884). Spater wurde CD40 auch in En-
dothelzellen nachgewiesen (Hollenbaugh et al., 18@8mann et al., 1995; Yellin et al.,
1995). Neben B-Zellen und Endothelzellen kbnnen auech T-Zellen, Monozyten und
glatte Muskelzellen CD40 exprimieren.

Neben der humoralen und der Zell-vermittelten Imemiwort aktiviert CD40 auch in
nicht-Leukozyten einen pro-inflammatorischen PrezeSo bilden und sezernieren En-
dothelzellen pro-inflammatorische Cytokine wie hgakin-13 und TNFea sowie Chemo-
kine wie MCP-1. AulRerdem werden Adhasionsmolekiiie, E-Selektin, VCAM-1 oder
ICAM-1 verstarkt exprimiert. All diese Faktoren fém zu einer zunehmenden Rekrutie-
rung und Adhéasion von Leukozyten. Die CD40-Ligatioduziert auch die Expression von
Matrix-Metalloproteinasen und vohissue Facto(TF) und modifiziert damit u.a. die Zu-
sammensetzung der extrazellularen Matrix und diekaagulatorische Aktivitat der En-
dothelzellen (Schénbeck and Libby, 2001b).

CD154 ist ein Typ lI-Transmembranprotein der TNFrHee (Smith et al., 1994), das als
Gesamtprotein eine Grof3e von 39 kDa besitzt. Bsagibh eine haufig beschriebene, 16s-
liche Form mit 18 kDa (Graf et al., 1995; Ludewigaé, 1996; Wykes et al., 1998). Die
Expression von CD154 ist fast ausschlief3lich nkdrtstitutiv, kann aber in vielen Leuko-
zyten induziert werden. Urspriinglich als Oberflacharker bei aktivierten T-Zellen iden-
tifiziert, ist CD154 auch auf aktivierten Thrombdey prasent. Thrombozyten prasentieren
den Liganden innerhalb von Sekunden nach Aktivigrauf der Zelloberflache und stellen
dartiber hinaus die Hauptquelle fir den l6slichegabhden (sCD154) im Blut dar
(Antoniades et al., 2009; Heeschen et al., 2003).

CD40 und CD154 spielen in chronischen Entzinduragdétreiten wie der Arteriosklerose
eine entscheidende Rolle. CD40 sowie CD154 istasifallen Zelltypen in arterioskleroti-
schen Lasionen prasent. T-Zellen, ThrombozytenkEmdbthelzellen exprimieren CD154,
wahrend CD40 auf Makrophagen, Endothelzellen, gtattuskelzellen und B-Zellen
nachgewiesen wurde (Lutgens et al.,, 2007; Schonluk Libby, 2001a). CD154-
blockierende Antikdrper oddfnockoutMausmodelle zeigten eine Verminderung von ar-
teriosklerotischen Lasionen (Lutgens et al., 1998ch et al., 1998) oder eine Entwick-
lung zu lipidarmen, kollagenreichen, stabilen P&&hanotypen (Lutgens et al., 2000;
Schonbeck et al., 2000a; Schonbeck et al., 20®jothelzellen von LDL-Rezeptor-
knockoutMausen exprimieren durch einen dehnungs-abhandigahanismus CD40 an
arteriellen Gefal3verzweigungen, den arteriosklsecbgn Pradilektionsstellen (Korff et al.,
2007). Die CD40-Stimulation in Endothelzellen indwk dartiber hinaus die Expression
des Liganden selbst, so dass transmigrierende Mtgoziber die CD40-CD154 Ligation
zusatzlich aktiviert werden (Wagner et al., 20@@aumit verstarken CD40-CD154 Wech-
selwirkungen auch den arteriosklerotischen Entziigdprozess in nahezu allen Stadien
der GefalRerkrankung.
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1.4 Von Willebrand Faktor (VWF)

Der von Willebrand Faktor (VWF) ist ein multimer&ykoprotein, das hauptsachlich in
Endothelzellen und Megakaryozyten gebildet undenadGranula der Thrombozyten und
in den Weibel-Palade Koérperchen der Endothelzejlespeichert wird (Jaffe et al., 1974).
Bei Gefallverletzungen vermittelt VWF in der prinmir¢amostase Uber das Glykoprotein
Ib die Adhasion von Thrombozyten an das subendatbeKollagen und aktiviert damit
die Blutstillung. Defekte in der Bildung oder deeketion dieses Faktors haben eine er-
hohte Blutungsneigung zur Folge und sind charadtiech fir die von Willebrand Krank-
heit (von Willebranddisease VWD), die zu den haufigsten humanen, erblichemuigs-
stérungen zahlt (Sadler, 2009a).

VWE ist ein Protein mit einer ganz besonderen 3truk es ist ein riesiger Concatamer
(Springer, 2011). Die Biosynthese ist ein kompleReozess (Sadler, 2009b; Springer,
2011; Valentijn et al., 2011; van Mourik et al. 02) Wagner, 1990): Endothelzellen gene-
rieren im endoplasmatischen Retikulum ein 350 kDapm-vWF Monomer, das Uber
Disulfidbriicken zwischen C-terminalen Cysteinen zomo-vWF dimerisiert. Die Dimere
werden in den Golgi-Apparat transportiert, wo seeriDisulfidbriicken am N-Terminus
multimerisieren. Der so entstandene Concatamer kamn GrofRe bis zu 20 MDa errei-
chen. Zusatzlich wird der Multimer umfangreich nfaert, u.a. glykosyliert, sulfatiert
und durch Furin in Propeptid und das reife vVWF-8irotgespalten. Im trans-Golgi-
Netzwerk kann vVWF entweder direkt konstitutiv séilert werden oder es wird fur die
regulierte Freisetzung hoch kondensiert in Weilkshée KorperchenWeibel-Palade bo-
dies WPB) verpackt (Weibel and Palade, 1964). Diegd stabchenfoérmige Organellen
mit einer hohen elektronendichten, gestreiften Kstm) die einen Durchmesser von 100-
200 nm haben und etwa 1-5 um lang sind. Neben vWRattien diese Organellen z.B.
auch P-Selektin, Angiopoietin-2 (Ang-2) und Inteken 8 (IL-8). Durch das Speichern
von VWF in den WPB verdichtet sich das multimeret&n etwa 100fach und es bestimmt
die einzigartige, tubulare Form dieser Organelérmutlich besitzt diese spezielle, lang-
liche Form eine essentielle, physiologische Fumktigeil sie bei der stimulierten Exozy-
tose ein schnelles Abrollen des VWF in einen wttgen Faden von 100-1000 pm ermdog-
licht.

Die VWF-Faden spielen in der Hamostase eine wielglle. Die ultralangen Faden sind
hochadhasiv fur Thrombozyten und werden daher uplgssiologischen Bedingungen
schnell durch die spezifische Protease ADAMTS13hbgt (Dong et al., 2002; Turner et
al., 2009).
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1.5 Thrombozyten

Thrombozyten sind spezielle Blutzellen, die in pblsyischen und pathophysiologischen
Prozessen der Hamostase, der Entziindung, der Twetastasierung und der Wundhei-
lung eine zentrale Rolle spielen. Sie sind dierndtgn Blutzellen (3,6 x 0,7 um), die von
Megakaryozyten im Knochenmark als kernlose Fragenamtdie Zirkulation abgegeben
werden.

Die Thrombozyten stehen im Zentrum der priméren ékiase, d.h. beim Wundverschluss
nach Verletzungen der GefaBwand (Jurk and Kehf5R Bei einer GefalRverletzung
interagieren sie Uber Glycoproteine mit der extitalggen Matrix (VWF und Kollagen), sie
binden, werden aktiviert und bilden Pseudopodgtrape change Sie sezernieren ihie
Granula, die neben Koagulationsfaktoren auch Chemeplddh&sionsproteine, mitogene
Faktoren und Regulatoren der Angiogenese enthalése Faktoren beeinflussen die
interagierenden Thrombozyten selbst, Blutzellen dasl Gefal3. ADP und Serotonin, frei-
gesetzt aus dedense bodiesverstarken die Aktivierung und Adhéasion weiteférom-
bozyten an die GefaRwand. Die aktivierten Thrombmzysynthetisieren aus Arachidon-
saurede novoTromboxan A2, den wichtigsten pro-aggregatorisdrakior, und aggregie-
ren Uber die Bindung an Fibronectin, wodurch sichstabiler Thrombus bildet (Jurk and
Kehrel, 2005).

Aktivierte Thrombozyten binden selbst Gl B; an VWF, Fibrinogen oder Fibronectin
an Endothelzellen (Bombeli et al., 1998). Dieseohfibozyten sind auch unter hohen
Flussbedingungen in der Lage Leukozyten an die &edad zu rekrutieren. Uber ihr Re-
pertoire an Adhasionsmolekulen (P-Selektin) untidben Botenstoffen, z.B. CXCL4 und

CCL5, sind sie uber ihre Funktion in der primarefintdstase hinaus ein Vermittler zwi-
schen Endothelzellen und Immunzellen (Seizer ¢t28l08; von Hundelshausen et al.,
2009). So konnen aktivierte Thrombozyten auch bemei Blut Komplexe mit Monozyten

bilden, die dann verstarkt an die GefalBwand bir{darCosta Martins et al., 2004). In die-
sen Aggregaten aktivieren sich die Thrombozyten Mashozyten gegenseitig (McEver,
2001; Neumann et al., 1997).
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2 Zielsetzung dieser Arbeit

Verschiedene Studien haben bereits gezeigt, dagshsalie Zell-Interaktion zwischen
Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten alshad®@ Ligation von CD40 mit
CD154 die Entwicklung von Arteriosklerose entscked beeinflussen (Huo et al., 2003;
Ishikawa et al., 2005; Lutgens et al., 1999; Matchl.¢ 1998; Massberg et al., 2002). In der
Arbeitsgruppe von Prof. Hecker konnte bereits ggagerden, dass Endothelzellenvivo

an arteriosklerotischen Préadilektionsstellen CD®frienieren (Korff et al., 2007). Weiter-
hin fihrte die CD40-CD154 Interaktion in priméar tulerten Endothelzellen zu einer ge-
steigerten CD154-Expression, die zu einer zuséehdktivierung von transmigrierenden
Monozyten fihrte (Wagner et al., 2004).

Wahrend die Rolle von Thrombozyten in spaterenitader Arteriosklerose gut unter-
sucht ist (Bedeutung fur das akute Koronarsyndrter) gibt es lediglich Hinweise auf
ihre Beteiligung and der Initialphase dieser Geffldfamkung. Insbesondere der Mecha-
nismus Uber den sich Thrombozyten an eine ansogst&mde Endothelzellschicht anla-
gern koénnen, ist weitgehent unbekannt. Hier kondée CD154-stimulierten VWF-
Freisetzung aus den Endothelzellen (an den Préiditesstellen) eine besondere Bedeu-
tung zukommen.

Bislang ist nicht bekannt, ob die CD40-AktivierumgEndothelzellen zu einer luminalen
VWEF-Freisetzung und Fadenbildung fuhrt, die einda@sion und Aktivierung von Throm-

bozyten und nachfolgend die Interaktion zwischenoftbozyten und intakten Endothel-
zellen ermoglicht. Abbildung 3 zeigt die hypothetis Verkettung der initiierenden Fakto-
ren fur die Entstehung der Arteriosklerose.

T D005 Y Monozyt

(CD40L) /—\

Thrombozyten

Endothelzelle

Abb. 3: Arbeitshypothese

Die CD154-CD40 Wechselwirkung in Endothelzellen fihrt zu einer luminalen Freisetzung des mul-
timeren von Willebrand Faktors (ULVWF) aus den Weibel-Palade Kérperchen (WPB). Unter Fluss-
bedingungen bilden sich vWF-Faden auf der Endothelzelloberflache, die die Thrombozyten-
Adhésion und Aktivierung und die Leukozytenrekrutierung vermitteln. Die transmigrierenden Mo-
nozyten etablieren eine chronische Entziindungsreaktion in der Gefallwand und damit die Arterio-
sklerose.

18



ZIELSETZUNG

In der vorliegenden Arbeit sollte die Hypothese ewsticht werden, ob die CDA40-
Stimulation in intakten Endothelzellen zur einer M\lRreisetzung fuhrt und welche Sig-
nalmechanismen daran beteiligt sind. Im Detail wdodggende Untersuchungen geplant:

1) Etablierung eines Zellkulturmodelles, bei dem huen&mdothelzellen aus der Nabel-
schnurvene (HUVEC) unter Flussbedingungen kultiysrmuliert und mit Immunflu-
oreszenzfarbungen analysiert werden kbnnen.

2) Darstellung und Quantifizierung der endothelialeWR+Freisetzung mit Hilfe von
Immunfluoreszenzfarbungen und ELISA-Technik, umzdgeh VWF im Medium-
Uberstand und auf der Zelloberflache zu analysienehzu quantifizieren.

3) Etablierung von CalciunimagingMethoden, um die CD154-induzierten Anderungen
der intrazellularen Calciumkonzentration darzustelund zu charakterisieren. Viele
Exozytose-Prozesse, wie auch die vWF-Sekretiond &iekanntermal3en Calcium-
abhangig. Die Messungen sollten sowohl unter stadis als auch unter Flussbedin-
gungen durchgefihrt werden.

4) Untersuchung der Signalkaskade der CD154-indunient®F-Freisetzung mit Hilfe
von pharmakologischen Inhibitoren in Kombinationt rden etablierten Methoden
(ELISA, Western Blot, Calciunrmaging.
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3 Material und Gerate

3.1 Chemikalien

Allgemeine Chemikalien und Grundsubstanzen wurdem ¢en Firmen Merck (Darm-
stadt), Sigma-Aldrich (Steinheim), Roth (Karlsruloeler Roche (Mannheim) bezogen.

3.2 Verbrauchsmaterialien

Plastikmaterial fur die Zellkultur und die molekid@logischen Arbeiten wurde von den
Firmen Eppendorf (Hamburg), TPP (Trassdingen, Sa)wéreiner (Frickenhausen), BD
Falcon (Heidelberg), Nunc (Langenselbold) und ®disfHannover) bezogen.

3.3 Allgemeine Gerate

3.3.1 Zellkultur

Gerat Typ Hersteller

Inkubatoren Function line Heraeus Instruments
innova® co-170 New Brunswick Scientific
Water-Jacketed Inkubator 3250 Forma Scientific

Sterilbank Hera safe Thermo Scientific

Zentrifuge Universal 32 Hettich Zentrifugen

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss

Wasserbad E1l1l Dinkelberg analytics

3.3.2 Molekularbiologie

Gerat Typ Hersteller
Heizblock HBT-1 131 HLC

Mini Zentrifuge und Vortex FUGE-VORTEX 2400 L.U.M. Miinchen
Eppizentrifuge Pico 21 centrifuge Heraeus
Tischzentrifuge MIKRO 22R Hettich Zentrifugen
Power Supply PowerPac ™Basic Biorad
Transblot-Kammer Mini-Protean®3-Cell Biorad
Geldokumentation Quantity One Biorad

Light Cycler Light Cycler Roche
ELISA-Reader Powerwave Xs BioTek
ELISA-Reader Software KC Junior V1.41.8 BioTek
Vertikalelektrophoresekammer Mini-Protean I Biorad
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3.3.3 Fluoreszenzmikroskopie

Immunfluoreszenz

Gerat Typ Hersteller
Mikroskop Axiovert S100TV Zeiss
Filtersatz FITC/TRITC/DAPI Zeiss

FITC Aex 460-500 nm, Aem 515 nm LP
TRITC Aex 525-550 nm, Aem 580-635 nm
DAPI Aex 340-380 nm, Aem 435-485 nm

Software Metamorph (Version 6.1r2) Visitron
Shutter MicroMAX Princeton Instruments
Laser X-Cite Series 120 PC EXFO

Calcium Imaging (Fura-2)

Gerat Typ Hersteller
CCD-Kamera DX4-285 FW Kappa
Peristaltikpumpe IPS4 Ismatec
Objektiv 160/- Fluotar 10x/0,30 (Objektiv) Zeiss
Xe-Laser Polychrome I Till Photonics
Software Kappa-Bildaufnahme-Software Kappa
Apparatur entwickelt von R. Forderer und Prof. R. Nobiling
Perfusionsanlage entwickelt von Prof. R. Nobiling

Kamerasteuerung entwickelt von Prof. R. Nobiling

ImageJ-Software V1.44n NIH, USA

Calcium Imaging (Fluo-4)

Gerat Typ Hersteller
Mikroskop IX 81 Olympus
Laser MT20 Olympus
Control-Box IX2-UCB Olympus
B/W-CCD-Kamera  ORCA-ER Hamamatsu
Software Cell® Olympus
Filter DAPI/ GFP/ T-Red Olympus

DAPI Aex 403 nm
GFP Aex 470 nm
T-Red Aex 572 nm

21



MATERIAL UND GERATE

3.4 Allgemeine Puffer und Lésungen

Puffer Zusammensetzung
PBS 140 mM NacCl
2,7 mM KCI
31,5 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,
pH 7,5
PBST PBS mit 0,05% Tween-20
TBS 50 mM Tris-HCI (pH 7,5)
150 mM NacCl
TBST TBS mit 0,05% Tween-20
TBE 90 mM Tris-HCI (pH 7,5)

73 mM Borsaure
3 mM EDTA

3.5 Zellkultur

3.5.1 Zellkultur von humanen Nabelschnurvenenendothelzedin

Substanz/Gegenstand Bestellnummer/Zusammensetzung Hersteller
Penicilin/Streptomycin 15070063 Invitrogen
Fungizon 15290026 Invitrogen
Fetales Kalberserum 105000064 Invitrogen
Trypsin/EDTA 25300054 Invitrogen
Trypan Trypan Blue Solution, 0,4% (T8154) Sigma-Aldrich
HBSS™ w/o Ca & Mg, w/o Phenolrot (H15 009) PAA

+PSF
HBSS™* with Ca & Mg, w/o Phenolrot (H15 008) PAA
Gelatine 2% Gelatine Typ B (G-9391) in 0,1 M HCI Sigma-Aldrich
Dispase 5 g auf 1,6 | Bidest (17105041) Invitrogen
Waschmedium Medium-199 (41150087) + PSF Invitrogen
Kultivierungsmedium EC Basalmedium (C-22210) Promocell

+ Supplement Pack (C-39210) Promocell

Muskelzellmedium

Methocel (Stocklésung)

+5% FCS

+ PSF

DMEM (21885108)

+PSF

+15% FCS

Methyl Cellulose, m-0512

6 g Autoklavieren

Losen in 250 ml vorgewarmten
Basalmedium (60C)

Auf 500 ml mit Basalmedium auffiillen
1-2 Stunden bei 4C mischen

Gibco/lnvitrogen

Sigma Aldrich
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96-Lochplatte (U-Form)

Praparationsbesteck

p-slide vI1°*
Kipptisch
Deckglaschen
sCD154

Histamin

Forskolin
OAG

Angiopoietin-1

3.5.2 Zellkultur von Maus-Myelomzellen

Zellen/Substanz

Zentrifugieren (2.500xg, 2 h, RT)

Aliquotieren

Suspensionskultur Microplatte

U-Boden (650185)

Schere, Pinzette, Knopfkanilen

ibitreat (80606)

hergestellt von R. Forderer (Institutsintern)

212 mm #1 rund (9161064)

Recombinant soluble human CD40Ligand
BMS308/2, 0,1 pg/ml in PBS (pH 7,2)
H7125,2 M in H,O

1099, 10 mM in DMSO
1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol

DAG-Analogon

06754, 50 mM in DMSO
Recombinant human angiopoietin-1

923-AN, 10 pg/mlin PBS + 0,1% BSA

Bestellnummer/Zusammensetzung

Greiner

FST
ibidi

Buddeberg
BenderMedSystems

Sigma-Aldrich
Tocris
Sigma-Aldrich

R&D Systems

Quelle/Hersteller

CD154" Myelomzellen

Kontroll-Myelomzellen

P3XTB.A7

P3X63Ag8.653 (85011420)

Richard A. Kroczek,
Robert-Koch-Institut Berlin
ECACC

RPMI1640 #72400 Invitrogen

+10% FCS

+PSF
Geneticin Selektionsantibiotikum (P11-012) PAA

G-418 Sulphat, 200 pg/ml
Suspensionszellkulturflaschen  T25, #83.1810.502 Sarstedt
3.5.3 Inhibitoren (Stockldsungen)
Inhibitor Stocklésung Bestellnummer Hersteller
BAPTA-AM 20 mM in DMSO A1076 Sigma-Aldrich
Thapsigargin 50 mM in DMSO T9033 Sigma-Aldrich
CPA 10 mM in DMSO C1530 Sigma-Aldrich
2-APB 50 mM in DMSO 1224 Tocris
Xestospongin C 1 mM in DMSO 1280 Tocris
BafilomycinAl 1 mM in DMSO 1334 Tocris
U73122 5 mM in DMSO U6756 Sigma-Aldrich
U73343 5 mM in DMSO u6881 Sigma-Aldrich
HerbimycinA 100 pM in DMSO H6649 Sigma-Aldrich
PP2 10 mM in DMSO P0042 Sigma-Aldrich
Gadolinium (GdCls) 50 mM in H,O G7532 Sigma-Aldrich
Flufenaminsaure 100 mM in DMSO F9005 Sigma-Aldrich
SKF-96365 30 mM in DMSO S7809 Sigma-Aldrich
H89 10 mM in H,O 2910 Tocris

23



MATERIAL UND GERATE

GF 109203x

1 mM in DMSO 741

3.6  Molekularbiologische Methoden

Tocris

3.6.1 Verwendete Kits und Materialien zur Analyse von Nkleinsduren

Substanz/Gegenstand Zusammensetzung/Bestellnummer Hersteller
RNeasy Mini Kit Isolation von Gesamt-mRNA (74106) Qiagen
Omniscript RT Kit cDNA Synthese aus Gesamt-RNA (205113) Qiagen
OligodT-Primer 50 pg/mlin 1x Reverse Transkriptase Puffer (C110A) Promega
RNase-Inhibitor 1 U/plin 1x Reverse Transkriptase Puffer (N211B) Promega
SYBR® Green QuantiTect SYBR Green PCR-Kit (204145) Qiagen
LightCycler Kapillaren 04 929 292 011 Roche
Ethidiumbromid 7870,1 Roth
Agarose A8963, 1-2% in TBE AppliChem
3.6.2 Primer

Primer Sequenz/Bestellnummer Quelle/Hersteller

RPL-32 forward

5’ agg cat tga caa cag ggt tc 3', NM_001007074

Biomers

RPL-32 reverse 5’ gtt gca cat cag cag cac tt 3', NM_001007074 Biomers
E-Selektin forward 5’ agg tga acc caa caa tag gc 3’, NM_000450 Biomers
E-Selektin reverse 5’ gct gca cct ctc atc att cc 3', NM_000450 Biomers
VWF Hs_VWF_1_SG (QT00051975)
10x Quant Tect Primer Assay Qiagen
ADAMTS13 Hs_ ADAMTS13_1_SG (QT00023156)
10x Quant Tect Primer Assay Qiagen
PLCyl Hs_PLCgl (QT 00048377) Qiagen
10x Quant Tect Primer Assay
PLCy2 Hs_PLCg2 (QT 00050393) Qiagen
10x Quant Tect Primer Assay
Marker Ultra-low-range-marker Fermentas
(10, 15, 20, 25, 35, 50, 75, 100, 150, 200, 300 bp)
3.6.3 Verwendete Materialien zur Analyse von Proteinen
Puffer/Substanz Zusammensetzung Hersteller
Homoosmotischer Puffer 20 mM HEPES pH 7,4
1 mM EDTA
Direkt vor Gebrauch zuzugeben:
1 mMDTT
2 pl/ml Pefabloc
12 pl/iml PIM
Lysepuffer 150 mM NacCl
10 mM Tris-HCI pH 7,4
1% TritonX100
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Direkt vor Gebrauch zuzugeben:
100 uM DTT bzw 1 mM NazVO,
2 pl/ml Pefabloc

12 pl/ml PIM
Protease-Inhibitor-Mix (PIM) Pepstatin A (1 mg/ml) (P5318) Sigma-Aldrich
Leupeptin (1 mg/ml) (L2884) Sigma-Aldrich
Mischung im Verhaltnis 1:1
Pepstatin A — 6 pg/ml final
Leupeptin — 6 pg/ml final
Pefabloc 40 mg/ml (76307) Sigma-Aldrich
Eingesetzt: 80 pg/ml
Dithiothreitol (DTT) 5 M in H,O (D0632) Sigma-Aldrich
Bradford Biorad Protein Assay (500-0006) Biorad
5x Reagenz
3.6.4 Western Blot
Substanz/Puffer Zusammensetzung Hersteller
Marker Precision Plus Protein™ Standard Dual Color Biorad

Trenngel (8%)

Trenngel (10%)

Trenngel (12%)

Sammelgel (4%)

Laufpuffer

Transferpuffer

#161-0374

(15, 20, 37, 50, 75, 100, 150, 200 kDa)
0,375 M Tris-HCI, pH 8,8

0,2% SDS

8% Acrylamid/0,24% Bisacrylamid

0,04% Ammoniumpersulfat (APS)

0,02% Tetramethylethylendiamin (TEMED)
0,375 M Tris-HCI, pH 8,8

0,2% SDS

10% Acrylamid/0,3% Bisacrylamid

0,04% Ammoniumpersulfat (APS)

0,02% Tetramethylethylendiamin (TEMED)
0,375 M Tris-HCI, pH 8,8

0,2% SDS

12% Acrylamid/0,36% Bisacrylamid

0,04% Ammoniumpersulfat (APS)

0,02% Tetramethylethylendiamin (TEMED)
0,125 M Tris-HCI (pH 6,8)

0,2% SDS

4% Acrylamid / 0,12% Bisacrylamid

0,04% Ammoniumpersulfat (APS)

0,04% Tetramethylethylendiamin (TEMED)
25 mM Tris-HCI, pH 8,3

192 mM Glycin

0,1% SDS

25 mM Tris-HCI, pH 8,3

192 mM Glycin
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MATERIAL UND GERATE

5x Probenpuffer

2,5x Probenpuffer

PVDF
PVDF
Milch
ECL

Entwickler

Fixierer
Film

3.6.5 Antikorper

315 mM Tris-HCI

50% Glycerin

10% SDS

5% Bromphenolblau

50 mM DTT (frisch dazugeben)
158 mM Tris-HCI

25% Glycerin

5% SDS

2,5% Bromphenolblau

25 mM DTT (frisch dazugeben)

Immobilon®-P (IPVH 00010; 0,45 pm) Millipore
Immobilon -P*? (ISEQ 00010; 0,2 um) Millipore
T145.1, 5% in TBST Roth

ECL Plus Western Blot Detection System
Amersham™ (RPN2132)
Roentoroll AC Super
(#104038)

Superfix 25 X-ray fixing solution (#104701)
High Performance chemiluminescence film
Amersham Hyperfilm™ ECL (#28906835)

Plus X-ray developer

GE Healthcare

Tetenal (Norderstedt)

Tetenal (Norderstedt)
GE Healthcare

Antikorper Typ/Bestellnummer Hersteller
PLCgl mouse anti-human PLC g1 (ab41433), 1:1000 abcam
PLCg2 mouse anti-human PLC g2 (HO0005336-B01P), 1:1000 Abnova
p-PLCgl (Tyr 783) rabbit anti-human p-PLCg1l (Tyr 783), sc-12943 R, Santa Cruz
1:1000 Biotechnologies
p-PLCg2 (Tyr 753) rabbit anti-human p-PLCg2 (Tyr 753), #3874 1:1000 Cell Signaling
Technologies
b-Aktin mouse anti-b-Aktin [AC-15], ab6276, 1:5000 abcam
Calretikulin rabbit anti-Calreticulin, ab4, 1:500 abcam
CD154 rabbit anti-human CD154 (H-215), sc-9097, 1:1000 Santa Cruz
Biotechnologies
Sekundarantikérper anti-mouse HRP, 1:5000, A4416, 1:5000 Sigma Aldrich
anti-rabbit HRP, 1:5000, A6154, 1:5000 Sigma Aldrich
3.7  Immunhistochemische Methoden
3.7.1 Immunfluoreszenzfarbung
Puffer Zusammensetzung Hersteller
Hank’s BSS with Ca & Mg (H15 008) PAA
Zinkfix 0,1 M Tris-HCI (pH 7,4)

3,2 mM Calciumacetat
27 mM Zinkacetat
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Isofix

PFA-Fixans

Blockierlésung

Primarantikorper

Sekundarantikorper

DAPI
Mowiol

DABCO

37 mM Zinkchlorid

0,3% Parafomaldehyd

1% Glutaraldehyd

0,07 M Cacodylatpuffer

(pPH 7,3)

4% PFA

0,02 mM CacCl,

13,6 g/l Saccharose

in PBS

0,25% Casein

15 mM Natriumazid

0,1% BSA

50 mM Tris-HCI (pH 7,6)

Rabbit anti-human-von Willebrand Faktor (F3520)
Monoclonal mouse anti-human CD31

Clone JC70A (M0823)
donkey-anti-rabbit-IgG-Cy3 (711-166-152)
0,75 mg/ml in 50% Glycerin, 1:100
donkey-anti-mouse-lgG-Dylight488 (715-486-151)
0,75 mg/ml in 50% Glycerin, 1:100

1 pg/ml 4',6-Diamidin-2-phenylindol (D1306)
10% Mowiol 4-88 (475904)

25% Glycerin

0,1 M Tris-HCI (pH 8,5)

2,5% DABCO

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane (D-2522)

Sigma-Aldrich
DAKO

Dianova

Dianova

Invitrogen
Calbiochem

Sigma-Aldrich
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3.7.2 ELISA
Puffer/Substanz Zusammensetzung/Bestellnummer Hersteller
96-Lochplatten Microtest™ 96-Loch-ELISA Plate, Clear (353279)  BD-Falcon
Antikdrper Anti-human von Willebrand Faktor (A0082) Dako

Anti-human von Willebrand Faktor-HRP (P0226) Dako
Puffer A 1,63 mM NaH,PO,H,O

8,5 mM Na,HPO,2H,0

0,145 M NacCl
Puffer B 1,5 mM NaH,PO,H,O

8,5 mM Na,HPO,2H,0

0,5 M NaCl

0,1% Tween 20
Blockierldsung 0,4% BSA in Aqua dest.
Substrat ABTS Puffer (11112597001) Roche

ABTS Tabletten (11112422001) Roche
Standard Standard Human Plasma
3.8 Calcium-Imaging
3.8.1 Fura-2
Substanz Zusammensetzung/Bestellnummer Hersteller
Fura-2-AM 1 mM in DMSO (F1201) / Pluronic F127 (1:1) Invitrogen
Perfusionsmedium EC Basalmedium (C-22210) + PSF Promocell
Deckglaschen rund, g 12 mm, #1 (#9161064) Buddeberg
3.8.2 Fluo-4
Substanz Zusammensetzung/Bestellnummer Hersteller
Glasbodenschalen ibidi p-Dish *™™ ™" glass bottom (#81158) ibidi
Fluo-4-AM 1 mM in DMSO (F14201) 1:1000 Invitrogen
HBSS *** HBSS with Ca & Mg (H15-008) PAA

20 mM HEPES (pH 7,4)

HOECHST 33258 10 mg/ml in H,O (#861405) Sigma-Aldrich
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

Die Arbeiten in der Zellkultur wurden unter stenilBedingungen durchgefiihrt. Die Kulti-
vierung der Zellen erfolgte in Inkubatoren mit 378% CQ und gesattigter Luftfeuchtig-
keit.

4.1.1 Praparation von Endothelzellen aus der Nabelschnuene (HUVEC)

Als Zellkulturmodell wurden humane Endothelzellers @er Nabelschnurvene verwendet.
Fur die Praparationen wurden Nabelschnire verwenliietmaximal 24 Stunden (einen
Tag nach der Entbindung) alt und mindestens 15atmm waren.

Die Nabelschnur wurde unter moglichst sterilen Bgdngen gesaubert. An den Enden
wurde je eine Knopfkanile mit Dreiwegehahn in den¥ platziert und mit Kabelbindern
fixiert. Die Vene wurde mit 37°C warmem HBSSjesplilt, vollstandig gefiillt und auf
Lécher kontrolliert. AnschlieBend wurde die Vend Dispase vollstandig gefullt und fur
30 min bei 37°C inkubiert. Das enzymatische AblédenZellen wurde mechanisch durch
leichtes Massieren der Nabelschnur unterstitzt.ZBisuspension wurde anschlie3end in
einem sterilen R6hrchen gesammelt. Die Vene wungelev mit HBSS vollstandig ge-
fullt, massiert und die Zellsuspensionen vereinigt.

Die Zellsuspension wurde 5 min bei 1000 rpm undzemtrifugiert und das Zellpellet in

Kultivierungsmedium resuspendiert. Die Zellsuspemsvurde gleichméanRig auf Zellkultur-

schalen verteilt, die bereits mindestens 30 min3@&C mit Gelatine beschichtet und min-
destens zweimal mit Waschmedium gewaschen wurdenHDVECs wurden bei 37°C

und 5% CQ kultiviert. Nach mindestens 4 bis maximal 24 Semevurden die Zellen mit

Waschmedium gewaschen und mit Kultivierungsmeditetiex kultiviert.

4.1.2 Praparation von HUASMC

Als Zellkulturmodell wurden glatte Muskelzellen ader Nabelschnurarterie eingesetzt.
Dafur wurden mindestens 15 cm lange und hdchstéritihden alte Nabelschnire ver-
wendet.

Die Nabelschnur wurde unter mdglichst sterilen Bgdngen geséaubert. Die Arterien
wurden freiprapariert und von Bindegewebe befi¢sichdem sie dreimal Uber eine kleine
Knopfkaniile geschoben wurde, wurde das GefaR m$$iBreichlich gespiilt. Die Arte-
rien wurden langs in 2-3 mm lange Stiicke gescimiutel die Gefal3ringe wurden aufrecht
in eine Zellkulturschale gesetzt. Nachdem die Rifigeeine Viertelstunde im Inkubator
adhariert waren, wurden sie mit Medium Uberschiclidée Muskelzellen sollten nun in-
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nerhalb der nachsten 14 Tage aus den Gefal3ringansweachsen, dann wurden die Ringe
entfernt und die Zellen weiter kultiviert. Es wurdeva alle 3 Tage ein Medienwechsel
durchgeflhrt.

4.1.3 Statische Zellkultur von HUVEC

Fur die Zellkulturversuche wurden die primaren HW/Einmal passagiert (P1). Dazu
wurden die Zellen bei einer Konfluenz von etwa @0% zweimal mit HBSS gewaschen
und anschlieRend mit Trypsin/EDTA Losung Ubersdeickind fur 5 min inkubiert. Das
Abloésen der Zellen wurde mit dem Lichtmikroskop fjgréft. Die Zellsuspension wurde in
Medium mit 5% FCS resuspendiert. Die Zellzahl wurdittels Lebendzellfarbung mit
Trypanblau bestimmt. Dazu wurden 15 ul der Zellsaspn mit 5 pl 0,4%iger Trypan-
blau-Losung vermischt und in eine Neubauer-Zahlkemiberfuhrt. Der Mittelwert der
Zellzahl der vier Eckquadrate multipliziert mit ddfehrwert der Verdinnung (4/3) und
mit dem Kammerfaktor TCergibt die Zellzahl in der Suspension pro Milélit

(Anzahl der Zellen) * (Kammerfaktor) 1 4

= — _ 4
zelizahl (Anzahl der Eckquadrate) * (Verdiinnungsfaktor) 4 *3" 107 Z zellen

Die Zellen wurden fir 5 min bei 1000 rpm sedimentisnd mit einer angemessenen Zell-
zahl in Supplementmedium resuspendiert und aufmeBGelatine-beschichteten Zellkul-
turplatten ausgesat. Es wurde alle 2-3 Tage einidvigeechsel durchgefiihrt. Die Zellen
sollten innerhalb von 5-7 Tagen eine Konfluenz @i100% erreicht haben und sind
dann in den entsprechenden Zellkulturversucheresetgt worden.

4.1.4 Statische Zellkultur von HUVEC auf Deckglaschen

Fur die Calcium-Messungen unter Flussbedingungerdevudie HUVEC als Passage 1
auf Deckglaschen ausgesat und fur den Versucmensgiezielle Flusskammer eingesetzt.

Dazu wurden die Deckglaschen zuerst sterilisié@0{C fur mindestens drei Stunden) und
anschlie3end einzeln in die Lécher der 24-Lochplgibracht. Nach einer 30-minttigen
Inkubationsphase mit Gelatine wurden die Deckgléschweimal mit Waschmedium ge-
waschen. Die mittels Trypsin/EDTA in Suspension rgebten HUVEC wurden mit
Trypanblau ausgezahlt, sedimentiert (1000 rpm, g iAT) und anschlielend auf den
Deckglaschen ausgestreut (50.000-75.000 Zellernvprtefung einer 24-Lochplatte) und
bis zur Konfluenz weiter kultiviert.

4.1.5 Statische Zellkultur von HUVEC auf Glasbodenschale

Fur die Calcium-Messungen unter statischen Bediggamit Fluo-4 wurden die HUVEC
in Glasbodenschalen ausgesat (P1). Diese Schaséehkba aus 35 mm Zellkulturschalen
mit einem speziellen, Deckglaschen-ahnlichen Bo¢etérke 1,5). Damit bieten sie
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gleichzeitig optimale Bedingungen flr die Kultivieig von Zellen und fur die hochauflo-
sende Fluoreszenzmikroskopie lebender Zellen.

Zunachst wurden die Glasbodenschalen mit Gelatesetichtet. 500 pl der Gelatinel6-
sung wurden auf dem Glasboden verteilt und fur 80im Inkubator inkubiert. Anschlie-
Rend wurde die ganze Schale zweimal mit HB$®&d einmal mit Waschmedium gewa-
schen. Die mittels Trypsin/EDTA in Suspension gebten HUVEC wurden mit Trypan-
blau ausgezéhlt und sedimentiert (1000 rpm, 5 nitd). Die Zellen wurden mit
120.000 Zellen pro ml in Supplementmedium resusigenddas Waschmedium wurde
vollstandig von den Glasbodenschalen entfernt ud@ 1B der Zellsuspension auf dem
Glasboden gleichmafig verteilt. Fur eine vereinfa¢ttandhabung wurden je drei Glasbo-
denschalen in einer 100 mm Schale im Inkubatorrgateacht. Nach etwa 1-2 Stunden
wurde das Medium in den Glasbodenschalen auf 1&ufigiefullt. Die Zellen wurden bis
zu 95%-100% Konfluenz weiter kultiviert.

4.1.6 Zellkultur von HUVEC unter oszillierenden Flussbedngungen

Die Nachahmung der Flussbedingungenidesivo Situation ist ein entscheidender Schritt
in der Untersuchung der Arterioskleroseentstehémteriosklerose entsteht bevorzugt in
Bereichen des Gefal3systems, in denen oszillier&haesbedingungendisturbed flow
profile) mit geringer Schubspannung herrschen z.B. anw&gungen arterieller Gefalle.
Um diese Situatiom vitro nachzustellen wurden Flusskammern der Firma idivendet

— ibidi pslides Diese bieten den Vorteil, dass die Zellen daowahl! kultiviert, als auch
stimuliert, gefarbt und optisch hochaufgelost mdkapiert werden konnten. Der ibidi pu-
slide V1%“besitzt dariiber hinaus 6 Kanale mit je zwei MedReservoirs, so dass gleich-
zeitig sechs verschiedene Stimulationen unter @pmen Bedingungen durchgefihrt
werden konnten (Abb. 4). Die Kanéle haben eine \Warhsflache von 0,6 cm? und ein
Volumen von 30 pl. Die Reservoirs fassen zusataieta je 50-60 ul. Die Unterseite des
Objekttragers besteht aus einem Deckglas der Stekeind kann direkt mikroskopiert
werden.

Die Kultivierung der Zellen wurde unter Flussbedingen durchgefihrt, weil die HUVEC
unter statischen Bedingungen aufgrund von Nahretmifyel abstarben. Fur die Erzeugung
der Flussbedingungen wurde ein eigener Kipptisdtviekelt, weil sich die kommerziell
erhaltlichen Pumpen und Geréate als unbrauchbaeseni Die ibidi-Pumpe war zwar fir
den Aufenthalt im Inkubator geeignet, allerdingskiz nur ein p-Kanal préuidic unit
und vier dieser Einheiten mit einer Pumpe versargtden. Spritzen- und Peristaltikpum-
pen sind 220 V-Gerate und sind nicht fur die Beangzim Inkubator geeignet, genau wie
kommerziell erhaltliche Kipptische.

Aufgrund dessen habe ich in Zusammenarbeit mit&dhdrderer aus der Feinmechanik-
Werkstatt des Instituts fur Physiologie und Patlyspdlogie einen Kipptisch entwickelt,
auf dem die Objekttrager in einer festen Positioheanem Tisch aufliegen, der parallel
zur Anordnung der Kanéle eine Kippbewegung von eB0a vollzieht (Abb. 4). Der
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Gleichstrommotor (12 V) wurde dabei Uber ein Glstobmgerat bedient und je nach
Stromstarke anderte sich die Geschwindigkeit dgapBewegung. Fur die Kultivierung
wurde eine Kippzeit von etwa 8-10 Sekunden pro Kgwegung angewendet. Bei einem
beweglichen Volumen von etwa 100 pl in den Resesventsprach die Kippbewegung
damit einer oszillierneden Schubspannung von et@®® dyn/cmz.

}

Abb. 4:  Ibidi p- slide (links) und Kippapparatur (rechts) zur Kultivierun g von Endothelzellen
unter oszillatorischen Flussbedingungen

Zur Kultivierung von Endothelzellen unter Fluss werden Ibidi p-slides VI 04 (links) verwendet. A
zeigt die sechs parallelen Kanéale mit ihren jeweiligen Reservoirs. Zur Verdeutlichung der verschie-
denen Anwendungen sind hier exemplarisch die vier wichtigsten Fillmengen gezeigt: (von links
nach rechts) ungeprimt (trocken), geprimt (der Kanal ist mit Flissigkeit gefiillt; 30 pl), 100 pl Medi-
um (bei einer oszillatorischen Kippbewegung von 30° bewegt sich das Medium von einem Reser-
voir ins andere) und 150 ul (vollstandig gefillt). B Die oszillatorische Kippbewegung wird durch
eine Kippapparatur (institutsinterne Entwicklung) erzeugt. Der Tisch wird von einem 12 V-
Gleichstrom-Motor angetrieben und kippt bis zu einem Neigungswinkel von 30° Die p-slides ste-
hen rutschfest in passgenauen Vertiefungen mit Liftungsschlitzen fur einen optimalen Gasaus-
tausch.

Fur die Zellkulturversuche unter Flussbedingungemden die HUVEC in der ersten Pas-
sage in ibidi pslides VI°* ausgesat. Dazu wurden vorerst die Kanale deBdps fiir

30 min mit Gelatine beschichtet und anschlie3endi 2vis dreimal mit Waschmedium
gespult und alle Luftblasen durch leichtes Klopétfernt. Wie schon bei der statischen
Zellkultur ausgefuhrt, wurden die HUVEC mit Tryp&®DTA in Suspension gebracht und
anschlielend mit Trypanblau ausgezahlt. Die sedierégn Zellen wurden fur eine Zell-
zahl von 2,2 x 19Zellen pro Milliliter resuspendiert und 120.000I2g in 60 pl pro Ka-
nal ausgesat. Dazu wurde das Uberschissige Wasicinmads den Reservoirs, nicht aber
aus den Kanalen entfernt (sdgyiming). Nach etwa einer Stunde wurde vorsichtig Supp-
lementmedium in die Reservoirs geflllt (am beséedd ul von beiden Seiten gleichzeitig)
und die Zellen Gber Nacht statisch kultiviert. Nattva 10-12 Stunden wurde das Medium
aus den Reservoirs entfernt und gegen 100 ul reupglementmedium ersetzt. Der Ob-
jekttrager wurde nun auf dem Kipptisch im Inkubgttatziert und mit etwa einer Kippbe-
wegung pro 8-10 Sekunden wurde das Medium in deréléa oszillatorisch bewegt. Um
Kapillarkrafte zu vermeiden wurde auf dem Kipptisih grol3er separater Deckel anstatt
des kleinen mitgelieferten Deckels verwendet. Wkitemusste etwa alle 12 Stunden das
Medium aus den Reservoirs ausgetauscht werden,dagikleine Mediumvolumen nicht
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ausreichte, um die Zellen langer zu versorgen wsi#izlich durch die Bewegung eine
erhdhte Verdunstungsrate die Zusammensetzung ddaiMe verfalschte. Ein Volumen
groRer als 100 pl verhinderte das Hin- und HerireBes Mediums und damit die Erzeu-
gung der eigentlichen Flussbewegung. Die Zellehesohach 2-3 Tagen 100% Konfluenz
erreichen.

4.1.7 Herstellung von Ko-Kultur-Sphéroiden

Die Herstellung von Ko-Kultur-Sphéroiden erfolgi@ch dem Protokoll von Thomas Korff
(Korff and Augustin, 1998). Die Endothelzellen ugtatten Muskelzellen wurden mit
Trypsin/EDTA in Suspension gebracht, ausgezahlt mn¥edium mit 20% Methocel-
Anteil resuspeniert (in insgesamt 40 ml MethoceldMen jeweils 150.000 Zellen jeder
Sorte). Die Zellsuspension wurde mit einer Mehrkgipatte mit je 100 pl pro Vertiefung
in eine 96-Lochplatte mit U-Form gegeben und firS2dnden im Inkubator inkubiert.
Anschlie3end konnten die Spharoide geerntet we@lemn, 500 rpm, RT).

4.1.8 Zellkultur von Myeloma-Zellen

Die Suspensionszelllinie P3XTB.A7 ist eine Maus-Myezelllinie, die stabil mit huma-

nem CD154 transfiziert ist. Diese Zellen tragen @&v0-Liganden auf ihrer Oberflache
und dienten dazu, Endothelzellen mit einem memlié@adggen CD40-Liganden zu stimu-
lieren (Graf et al., 1992). Als Kontrolle dientenei nicht transfizierte Maus-
Myelomzelllinie (P3X63Ag8.653).

Die Kultivierung der Suspensionszelllinien erfolgtm RPMI-Medium in T25-
Suspensionskulturflaschen. Etwa 500.000 Zellen amiid 6-8 ml Medium aufgenommen
und fiir 7 Tage im Inkubator bis zu einer Dichte ewa 2*16 Zellen pro Flasche kulti-
viert. Nach 3-4 Tagen erfolgte ein teilweiser Meavechsel und nach 7 Tagen wurden die
Zellen 1:3 bis 1:4 in neue Suspensionszellkultaditeen gesplittet.

4.2 Stimulation

In vivo stellen T-Zellen und Thrombozyten die grof3te Quélr CD154 dar. Nach Akti-
vierung prasentieren sie den Liganden als Triméitaar Oberflache und dieser wird an-
schlieBend als l6slicher, aktiver Trimer abgestofdgmwombozyten sezernieren bei ihrer
Aktivierung allerdings noch viele Cytokine aus imr@ranula und kénnen auch nur frisch
isoliert verwendet werden. Daher wurden in diesebeft die HUVEC zur CDA40-
Stimulation mit den CD154-positiven Myelomzelleneocinem rekombinanten trimeren
CD154-Protein ko-kultiviert. Der l6sliche Ligand wde mit 1000 ng pro ml in Medium
eingesetzt. Die Myelomzellen wurden ausgezahltpdi@tigte Menge an Zellen wurde fir
5 min bei 1000 rpm sedimentiert und in einer emspenden Menge Medium resuspen-
diert (z. B. 1x18 Myelomzellen pro ml Medium). Als Negativ-Kontrolleurde immer
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eine Stimulation nur mit Medium oder den CD154-riega Kontroll-Myelomzellen
durchgefuhrt. Als Positiv-Kontrolle wurde Histamimeiner Konzentration von 1 uM oder
Forskolin mit 10 uM eingesetzt. Fur vWF-Freisetzzmgerimente wurden die Zellen eine
Stunde lang mit CD154 stimuliert bzw. 15 min mitstdimin. Fir Expressionsanalysen
wurden die HUVEC fur 8 Stunden mit CD154 stimuligfiir den Nachweis der Phos-
pholipase C (PLC) Phosphorylierung wurden die HUMBEC?2-5 min mit CD154 stimu-
liert.

4.3 Inhibitoren

Fur die Analyse der Signaltransduktion wurden J@estene pharmakologische Inhibito-
ren verwendet. Die Inhibitoren wurden als Standaisengen angesetzt und nach folgen-
den Angaben vor der eigentlichen Stimulation vauinilert.

Inhibitor Abkirzung Endkonzentration Inkubationszeit
BAPTA-AM BAPTA 10-20 uM 20 min
Thapsigargin Thaps 50 uM 20 min
Cyclopiazonsadure CPA 20 uM 20 min
2-APB 50 uM 30-40 min
Xestospongin C XeC 3uM 30-60 min
Bafilomycin A1 Baf 100 nM 20 min
u73122 5uM 10-20 min
U73343 5uM 10-20 min
HerbimycinA HerbA 1uM 30 min
PP2 10 uM 20 min
Gadolinium Gd3+ 50 uM 10 min
Flufenaminsaure FFA 100 pM 20 min
SKF-96365 SKF 30 pM 20 min
H89 10 uM 45 min
GF 109203X 1uM 45 min

4.4 Molekularbiologische Methoden

4.4.1 Genexpressionsanalyse

Mit Hilfe der Genexpressionsanalyse wird die Umsetgder genetischen Information in
der Zelle untersucht. Damit kann analysiert weradnbestimmte Gene bei einer Stimula-
tion aktiviert oder reprimiert werden. Dazu wircednRNA aus den Zellen isoliert und in
einer reversen Transkription in cDNA umgeschrietdi.einer quantitativen Polymerase-
kettenreaktion (QPCR) wird die relative Expresslstimmt und diese wird zwischen
stimulierten und unstimulierten Proben verglichen.
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MRNA Isolation

Fur die Isolation von Gesamt-mRNA aus Zellen wutde RNeasy Total RNA Isolations-
Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben verwendet. NBmhStimulation der Zellen wurden
diese einmal mit kaltem HBSSgewaschen, anschlieRend in 1 ml RLT-Puffer mig®,1
B-Mercaptoethanol lysiert und das Lysat 1:1 mit 78 Ethanol versetzt. Die Proben
wurden in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Uberfuhrt, guaspsendiert und anschlieBend auf die
Silika-Gel-Saulen aufgetragen (TischzentrifugeP000.rpm, 2 min, 4°C). Die mRNA soll-
te nun an die Saulen-Matrix gebunden haben und everdmal mit 700 pl RW1- und
zweimal mit 500 pul RPE-Puffer gewaschen (Tischzierge, 10.000 rpm, 2 min, 4°C), um
Zellbestandteile und Salze zu entfernen. NachdenBdulen trocken zentrifugiert worden
waren (Tischzentrifuge, 13.000 rpm, 2 min, 4°C)raeudie RNA in 30 pl RNAse-freiem
Wasser eluiert (Tischzentrifuge, 10.000 rpm, 2 mig).

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch netrdNanoDrop ND-1000 ermittelt.
Mit der UV-Absorption bei 260 und 280 nm wurde &einheit der RNA (A260/A280 =
2,1) bestimmt und die Konzentration Uber das Beenhert Gesetz (A260 von 1,0 ent-
spricht etwa 40 pg/ml RNA) berechnet.

Reverse Transkription

Die cDNA-Synthese erfolgte bei Mengen Uber 50 n¢fetsi reverser Transkription mit

dem Omniscript Reverse Transcriptase Kit (QiagehrHerstellerangaben. Die Gesamt-
MRNA wurde in Anséatzen von 1000 ng in einer Stubde37°C umgeschrieben. Dazu
wurden die Proben mit folgendem Pipettierschemd@iingesetzt.

Substanz Eingesetzte Menge Endkonzentration
10x RT Puffer 2 ul 1x

dNTP Mix (je 5 mM pro dNTP) 2 ul 0,5 mM pro dNTP
Oligo-dT Primer 2ul 5 ng/ul

RNAse Inhibitor (10 U/ul) 1l 0,1 U/ul

Reverse Transkriptase (4 U/pl) 1l 0,2 U/ul

H,O ad 20 pl

Quantitative PCR (QPCR oder LightCycler-PCR)

Die quantitative Polymerasekettenreaktion (qQPCRegiise Variation der eigentlichen Po-
lymerasekettenreaktion (PCR).

Generell beruht das Prinzip jeder PCR auf drei Rea&schritten:

1) Denaturierung: Die cDNA wird durch Hinzufligen voité in ihre Einzelstrange auf-
geschmolzen.

2) Annealing Bei einer fur die Primer spezifischen Temperdagern sich die fur eine
Sequenz spezifischen Primer an die Einzelstrangg & und 3‘ von der gewiinschten
DNA-Sequenz.
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3) Elongation: Bei 72°C bildet sich mit Hilfe der DNRelymerase Taq durch Rekrutie-
rung von Nukleotiden (dNTPs) wieder ein komplemest®oppelstrang.

Hierdurch vervielfaltigte sich die gewilinschte DNAgBenz im optimalen Fall genau in
einer Verdoppelung. Bei der quantitativen PCR kamzly dass ein in DNA-
Doppelstrange interkalierendes, fluoreszentes Ad€ynbr-Green im Reaktionsgemisch
vorhanden war und nach jeder Elongationsphase [d@rdSzenzintensitadt gemessen wur-
de. Diese war proportional zur amplifizierten DNKit diesem Verfahren erfolgte die
Bestimmung der urspriinglichen Menge relativ zu deramplifizierenden Sequenz. Be-
stimmt wurde die nétige Anzahl der Reaktionszykiendie Fluoreszenzstarke der Proben
aus der Hintergrundfluoreszenz hervortrat. Diesgmw®llenwert wird alsCrossing Point
(CP) bezeichnet. Je mehr von der cDNA im AusgangskRonsgemisch vorhanden war,
desto schneller wurde es vervielféltigt, desto edtery die Fluoreszenzstarke und desto
kleiner war der CP-Wert. Zur Normierung der eingetem cDNA wurde zusatzlich ein
nicht reguliertes Gen amplifiziert, ein sogenanritesse-keepingsen — in diesem Fall
RPL-32. Die relative cDNA-Menge wurde dann tber AigP-Methode berechnet, wobei
jede Probe den of interestGOI) ins Verhdltnis zur basalen Probe sowie Zumse-
keepingGen gesetzt wurde.

EACP(GOI) ECP(GOIbasaD—CP(GOI)
Ratio= =

EACP(HKG) - ECP(HKGbasaD—CP(HKG)
Fur die Berechnung wurde eine optimale VerdoppldegDNA angenommen und damit
eine Effizienz von 2K).

Fur die gPCR-Reaktionen wurden die cDNA-Probenélxliinnt eingesetzt. Die Anséatze
wurden nach Herstellerangaben nach folgendem Rifgthema angefertigt:

Substanz Eingesetzte Menge
CYBR Green 10ul
Primer (forward und reverse) je 1ul
H,O 3ul
cDNA 5ul

Zusatzlich wurde eine weitere Probe statt mit cDiINA sterilem Wasser als Negativkon-
trolle angesetzt. Die Proben wurden 15 s bei 1060 zentrifugiert und inLight Cycler

im jeweiligen Programm (siehe Tabelle) amplifiziekts Beispiel fur ein komplettes Pro-
gramm ist unten der Ablauf einer Amplifizierung vB#®L32 angegeben. Fir die anderen
gPCRs anderten sich entsprechend die Anzahl derleZykind die Annealing
Temperaturen:
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Tabelle:Light CyclerProgramm fur humanes RPL-32

Gliederung Temp. Zeit Heizleistung  Aquisition
Denaturierung 95T 15 min 20C/s
Quantifizierung 95T 15s 20C/s
35 Zyklen 60C 25s 20C/s

72T 15s 20<Cl/s einfach
Schmelzkurve 95<C 0 20<C/s

65C 10s 1<C/s

95<C 0 0,2<Cls kontinuierlich
Abkuhlen 40C 10s 20<Cl/s

Tabelle: Primer-spezifische Einstellungen fur dight CyclerPCR

Primer Annealing-Temperatur Zyklenzahl
RPL32 60C 35
E-Selektin 56C 40
VWF 55¢C 45
ADAMTS13 55C 45
PLCyl 55C 45
PLCy2 55C 45

Zur Kontrolle des Amplikons der durchgefuhrten gP@Bhm das Programm eine
Schmelzkurve auf. Dabei wurde die Temperatur deveise erhoht und kontinuierlich die
Fluoreszenz gemessen. Aufgrund der Sequenz tresiokngleiche DNA-Doppelstrange
bei der gleichen Temperatur auf und konnten sorsciieeden werden.

Als weitere Kontrolle wurde das PCR-Produkt in ein2%igen Agarosegel (2% Agarose
in TBE-Puffer mit 1 pg/ml Ethidiumbromid) analydieZur Grof3enbestimmung wurde
zudem ein Grof3enstandard mit aufgetragen. Die Bamdeden mittels UV-Licht darge-
stellt und anhand der Bandenanzahl und —grol3etgtinabeurteilt.

4.4.2 Proteinanalyse

Die Genexpression besteht nicht nur aus der Trgotgkr von Genen und der daraus re-
sultierenden Synthese von mRNA. Die mRNA wird ioteme translatiert und diese sind
weiterhin posttranslationalen Modifikationen unterfen, die die Aktivitat, die Lokalisa-
tion und die Funktion der Proteine und damit diektion der Zelle beeinflussen. Um die
Menge an exprimierten Proteinen oder deren Modibken zu bestimmen, konnen die
Proteine zunachst aus den Zellen isoliert und wn d\bbau durch zelleigene Proteasen
geschitzt werden. Die so hergestellten Proteirdysaid Gemische einer Vielzahl von
Proteinen, deren Menge oder Modifikationen stanaafgig iber einen Western Blot mit
Hilfe spezifischer Antikdrper nachgewiesen werdanrk
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Proteinisolation

Proteinlysate kdnnen als Gesamtzelllysate ausvierdten Zellen durch Lyse mit Deter-
genz hergestellt werden. TritonX 100 ist ein nighisches Detergenz, das die Zellmemb-
ran permeabilisiert, Membranproteine aus der Membexauslost, die Proteine aber nicht
denaturiert. Um den Abbau der einzelnen Proteirrehld®roteasen zu verhindern, wurde
dem Proteinlysepuffer ein Gemisch von Proteaseitandn zugesetzt. Um bestimmte Pro-
teinmodifikation wie Phosphorylierungen zu erhaltenusste zusatzlich Orthovanadat als
Phosphataseinhibitor zugesetzt werden.

Proteinfraktionierung

Vor der Herstellung von fraktionierten Proteinlyamatvurden die Zellen zweimal mit eis-
kaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden in homotisotem Puffer resuspendiert.

Durch dreimaliges Einfrieren @N;) und Auftauen (37°C) wurden die Zellen vollstandig
aufgebrochen. Nachdem das Lysat homogen resuspendiede, wurde die Membran-

fraktion bei 13.000 rpm und 4°C in 30 min abzentiért. Der Uberstand wurde als zyto-
solische Fraktion abgenommen und in ein neues Reakgefal? tberfuhrt. Das Membran-
pellet wurde einmal mit homoosmotischem Puffer galian und anschliel3end in Lyse-
puffer resuspendiert. Nach einer 20minudtigen Inkiobeauf Eis, wurde das Lysat nochmal
homogen resuspendiert und zentrifugiert (5 min, ,413.000 rpm). Die Fraktion der

Membranproteine wurde als Uberstand abgenommenimuran neues Reaktionsgefal
uberfuhrt. Die Proben wurden mit flissigem Stickstahockgefroren und bei -80°C gela-
gert.

Gesamtzelllysate

Vor der Herstellung von Proteinlysaten wurden deélleh nach der Stimulation zweimal
mit eiskaltem HBS% gewaschen. Die Zellen wurden mit Lysepuffer tlecstet und
10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden dedl@h mit einem Zellschaber vollstan-
dig abgeldst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} Gbetflihd gut resuspendiert. Nach einer wei-
teren Inkubation von 10 min auf Eis wurden die &rdysate durch Zentrifugation (5 min,
4°C, 14.000 rpm) von den restlichen Membranbesédledt getrennt. Der Uberstand wur-
de aliquotiert und mit flissigem Stickstoff schoekgren. Die Proben wurden bei -80°C
gelagert.

Proteinbestimmung

Die Proteinmenge wurde photometrisch mit Hilfe \Biadford-Reagenz nach Hersteller-
angaben durchgefihrt. Dabei reagiert der Farb&toffmassie-Blaunit basischen Amino-
sauren, wodurch sich das Absorptionsmaximum zund®%erschiebt (Blaufarbung). Die
optische Dichte (OD) bei 595 nm ist proportionatrzuorhandenen Protein. Als Standard
wurde eine Verdunnungsreihe einer BSA-LOsung mihz&mtrationen von 60, 40, 20, 10
und 5 pg/ml verwendet. Die Proben wurden 50-100fackerdinnt.

Je 80 ul der vorverdinnten Proben wurden mit 20DxuBradford-Reagenz in einer 96-
Lochplatte gemischt und fir 10 min bei RT inkuhi®te optische Dichte wurde mit Hilfe
eines ELISA-Readers bei 595 nm bestimmit.
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Western Blot

Der Western Blot ist eine Standardmethode der Partalytik. Dabei wird ein komplexes
Proteingemisch, z.B. Gesamtzelllysate, Uber ein&-8Dlyacrylamid-Gel-Elektrophorese
(SDS-PAGE) im elektrischen Feld in Anwesenheit &S in Abhangigkeit ihrer Grol3e
und Struktur aufgetrennt. Nach dem Transfer auk éfolyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran kénnen einzelne Proteine mit spezifischatik@rpern nachgewiesen werden.
Damit kann die Expression oder Modifikationen bastiter Proteine nachgewiesen und
unter verschiedenen Bedingungen verglichen werden.

Fur den Western Blot wurden je 10 pg Protein deb®@n eingesetzt. Die Proben wurden
mit Wasser auf ein Volumen von 15 pl verdinnt unt 3mul 4x Probenpuffer versetzt.
Dem Probenpuffer musste vorher frisch 40 mM DTTeragzt werden, weil DTT instabil
ist und nur so sichergestellt werden konnte, d#iesCasulfidbriicken reduziert werden.
Bei Verwendung von Orthovanadat ging schon ein des DTT verloren, weil das Or-
thovanadat auch reduziert wird. Es war wichtig, Bi@ben im Anschluss schnell fir
10 min bei 70°C zu denaturieren, um die Aktivitat @#hosphatasen durch das Denaturie-
ren auszuschalten.

Die Proben wurden auf einem SDS-PolyacrylamidgeBbBel20 V aufgetrennt (vgl. Tab:
Western Blot Spezifitaten) und anschliel3end aué aiktivierte PVDF-Membran (15 min
Aktivieren mit Methanol, 2x 10 min Waschen mit WassAquilibrieren mit Transferpuf-
fer) im TANK-Blot-Verfahren bei 350 mA transferiert

Tabelle: Western Blot Spezifitdten

Proteingrof3e PAA Transferzeit PVDF-Membran
> 100 kDa 12% 80 min 0,45 um
< 60 kDa 8% 35 min 0,2 pm

Die unspezifischen Bindungsstellen wurden durchulir@ion in 5% Magermilchpulver in
TBST fur eine Stunde blockiert. Bei dem Nachweia ®inospho-Gruppen wurde stattdes-
sen in 4%iger BSA Losung (in TBST) blockiert, wdds Casein in der Milch selbst ein
Phosphoprotein ist und dadurch einen starken Hjniad erzeugte.

Der Nachweis einzelner Proteine erfolgte tUber $igehie Antikorperbindung. Dafir wur-
den die jeweiligen Primar-Antikorper je nach Hellstangaben in der jeweiligen Blo-
ckierldsung verdinnt und die Membranen Uber Naeht4BC inkubiert. Nach dem Wa-
schen der Membran (2x 5 min TBST und 1x 5 min TB8)de die Membran fir 1 h bei
RT mit dem jeweils passenden HRP-gekoppelten Sekutntikorper inkubiert (Verdin-
nung 1:5000 in der jeweiligen Blockierldsung). Membran wurde wiederum gewaschen
(s.0.) und fur 5 min bei RT mit Entwicklerldsunguiitrat und Wasserstoffperoxid) inku-
biert. Die Chemilumineszenz wurde durch Auflegemesilichtempfindlichen Films und
dessen manueller Entwicklung bestimmt. Nach densdainnen der Filme wurden die
Bandenintensitaten mit Hilfe des Gelanalyse-Tools imageJ ermittelt.

Durch die achtminutige Behandlung mit NaOH-L6sungrden die Antikorperkomplexe
entfernt und die Membran konnte nach zweimaligens&an mit Wasser erneut blockiert
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und mit Antikérpern inkubiert werden. Der Nachwe@ Phosphogruppen war nach der
NaOH-Behandlung meist nicht mehr mdéglich.

45 Immunchemische Methoden

Die Immunfluoreszenzfarbung von Zellen und auchEE&ISA (Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assgysind auf Antikérper-basierende Methoden zum Nasbwon Proteinen.

Proteine kbnnen damit sowohl dargestellt, als do&hlisiert und quantifiziert werden.

Die sogenannten Primar-Antikdrper besitzen eineehBmdungsspezifitdt fur ein be-
stimmtes Protein oder allgemein Antigen. Sekundétikdrper erkennen Spezies-
spezifisch die Fc-Teile der Primarantikbrper. Siedsmeist Enzym- oder Fluoreszenz-
gekoppelt und kdbnnen somit Uber eine enzymatiselner&aktion oder mit Hilfe von Fluo-

reszenzmikroskopie detektiert werden.

45.1 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz dient der Darstellung von &ran in Zellen und Geweben mit
Hilfe von Antikorper-Fluoreszenzlabel-Komplexen. fmawurden die Zellen zunachst
fixiert und die unspezifischen Bindungen mit BSAiduCasein-haltiger Blockierlésung
abgesattigt. AnschlieBend wurden nacheinander Prionéd fluoreszenzgekoppelte Se-
kundarantikorper verwendet. Bei der Verwendung mnrPrimarantikorper konnten Se-
kundarantikorper mit unterschiedlichen Fluoreszaineln verwendet werden, die im Fluo-
reszenzmikroskop in unterschiedlichen Farbkanakdektiert werden kénnen. Als struk-
turgebendes Protein bei Endothelzellen wurde hi€€B81 gefarbt, das einerseits ein En-
dothelzellmarker ist und andererseits in der Membo&alisiert ist. Zusatzlich wurde eine
Kernfarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI dgefiihrt, der in Nukleinséduren in-
terkaliert.

Die HUVECs wurden nach der Stimulation kurz mit HBS gewaschen und tiber Nacht
bei 4°C mit Zinkfix fixiert. Nachdem die Zellen zwebis dreimal mit PBS gewaschen
wurden, blockierte BSA- und Casein-haltige Blockisung unspezifische Bindungsstellen
innerhalb von einer Stunde bei RT. Die Zellen wardeh bei RT mit den Primarantikor-
pern fur vWF (1:500) und CD31 (1:25) in Blockienigy inkubiert. Ungebundene Anti-
korper wurden entfernt (dreimal fir 5 min mit TB8&i RT waschen) und dann wurde 1 h
bei RT mit den Sekundarantikdrpei@bbit-Cy3 1:600 fur vVWF und-mouse-Alexa488
1:50 fur CD31) unter Lichtausschluss inkubiert. Zigllen wurden wiederum je dreimal
5 min mit TBST und PBS bei RT gewaschen. Anschhel3gurde noch eine Kernfarbung
mit DAPI (1:5.000 in PBS, 10 min, RT) unter Lichssghluss durchgefuhrt und tber-
schissiger Farbstoff entfernt (dreimal PBS). Didefewurden in Mowiol/DABCO mit
einem Deckglaschen der Starke 1,5 eingedeckt und°Beund unter Lichtausschluss ge-
trocknet. Die Farbungen wurden am Fluoreszenzmimsiusgewertet.
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4.5.2 In situ Fluoreszenzfarbung von Spharoiden

Die geernteten Spharoide wurden in 1,5 ml PFA-Fixasuspendiert und in ein 2 ml Re-
aktionsgefald tberfuhrt. Nach einer 20minatigendfixng wurden die Spharoide mit Hilfe
der Schwerkraft sedimentiert und 2mal fiir je 3 miit 1 ml HBSS'" gewaschen. Die
Sphariode wurden fir 5 min mit 50 mM NEl inkubiert und nocheinmal mit HBYS
gewaschen. Nach einer 40minttigen Blockierung (Bertbsung) folgte die einstiindige
Inkubation mit dem Primarantikdrper (CD31, 1:5@iockierlésung). Die Sphéroide wur-
den zweimal mit TBST gewaschen und fur 1 Stundederit Sekundarantikdrper inkubiert
(anti-mouse-Cy2, 1:100 in Blockierlésung). Zum $&isl wurden die Spharoide mit TBST
und PBS gewaschen, in eine Glasbodenschale tUbeudfithdirekt konfokal mikroskopiert.
Z-Stapel Aufnahmen wurden als maximale Intensitajsgtion dargestellt.

4.5.3 VWF-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Zur photometrisch-quantitativen Bestimmung desg&setzten vVWF-Gehalts wurde ein
spezifischer ELISA mit konditioniertem Medium undtrixierten Zelloberflachen durch-
gefuhrt. Die Methode wurde weiterentwickelt ausgeheon einem Protokoll von Stefan
W. Schneider und Huang et al. (Huang et al., 208d) die Uberstande wurde ein konven-
tioneller Sandwich-ELISA Ansatz verwendet. Dafirrdel ein spezifischer Antikérper in
einer 96-Lochplatte immobilisiert und die unspesdfien Bindungsstellen mit BSA gesat-
tigt. Bei der Inkubation mit dem Uberstand hatte nas zu detektierende Protein quantita-
tiv an den ersten Antikdrper gebunden. Weiterhimdgunun mit einem zweiten Protein-
spezifischen Antikorper inkubiert, der mit einerré?edase gekoppelt war (HRPRprse-
radish peroxidase Die Peroxidase setzte enzymatisch ein SubstiABTSE,
(+)-Weinsaure) zu einem Produkt um, das geandgotisobe Eigenschaften besitzt, so
dass ein Farbumschlag stattfand. Damit konnte dlseAnderung der optischen Dichte
proportional die Menge des gebundenen Proteindtettnwerden.

Fur die Bestimmung des auf der Zelloberflache-gdbaen Proteingehalts wurden die
Zellen nach der Stimulation isotonisch und nichinpeabilisierend fixiert. Durch die Fi-

xierung waren die Zellen nicht langer stimulierb&nie Fixierlosung war isotonisch,

wodurch sich die Zellen bei der Fixierung nichtfeemten bzw. zusammenzogen. Fur die
Fixierung wurde weiterhin eine Kombination von Rammaldehyd (PFA), Glutaraldehyd

und Cacodylat verwendet, die die Zellen nur minirpaimeabilisierte. Diese Fixierung

ermoglichte den Nachweis von Proteinen auf derobeliflache wie vVWF mit mdglichst

geringem Falsch-Positiven-Anteil, denn die Zellenthalten sowohl intrazellular in den

Weibel-Palade Korperchen als auch subendotheligteve® vVWF, der die Messung des
freigesetzten, luminalen VWF verfalschen wirde.

Fur die Uberstande wurde das konditionierte Medidinekt nach der Stimulation der
HUVEC abgenommen, mit 20%igem BSA versetzt (find%0 BSA), direkt in flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Bienulierten Zellen wurden direkt nach
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dem Abnehmen des Uberstandes mit Isofix-Losung di¢dend fur eine Stunde bei 4°C
fixiert. AnschlieRend wurde die PFA-haltige Lésuagtsorgt und die Zellen einmal mit
PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit PBS bedeakten4°C tber Nacht gelagert.

Fur die Durchfihrung des ELISA wurde eine 96-Loeltiel bei 4°C Uber Nacht mat-
Human vWF-Antikdrper (1:500 in Puffer A, je 100 pto Vertiefung) beschichtet. Die
Platte wurde viermal mit 250 pl Puffer B gewasched anschlieB3end fur eine Stunde bei
RT mit 150 ul pro Vertiefung mit BSA-Blockierlosuradpgesattigt. Die Platte wurde wie-
derum viermal mit 250 pl Puffer B gewaschen uncchins3end wurden je 100 pl Probe
aufgetragen. Als Standard wurde eine Verdinnungsreon Standard humanem Plasma
von 4-0,0625% in Puffer B angesetzt. 100% StanHamdanes Plasma entspricht ungeféahr
10 mg/l vWF. Damit lag der Standard im Bereich ¥@9-6,25 ng/ml. Als Leerwert wurde
Puffer B eingesetzt, alle Proben wurden in Doppstlbenungen eingesetzt und 1-2 Stun-
den bei RT inkubiert. Die Platte wurde wiederunrwial mit 250 pl Puffer B gewaschen
und daraufhin mit dera-Human-vWF-HRP-Antikorper (1:2000 in Puffer B, j@0lul pro
Vertiefung) fur eine Stunde bei RT inkubiert. Diéate wurde wiederum viermal mit
250 pl Puffer B gewaschen. Fir die Darstellung wudek Platte mit 100 pl ABTS (50 ml
1x ABTS Puffer mit einer ABTS-Tablette) befillt. ®@Entwicklung erfolgte unter Licht-
ausschluss fur etwa eine Stunde. Wéahrend diesemede alle 15-20 min die optische
Dichte bei 405 nm bestimmit.

Fur die Bestimmung des Oberflachen-vWF wurden dierten Zellen zweimal mit 2 mi
PBS gewaschen und anschliel3end fur eine Stundé,g%tml PBS mit 0,4% BSA pro
Vertiefung blockiert. Auf die Verwendung des Tritbaltigen Puffers B oder Wasser wird
hier verzichtet, um die Permeabilisierung der Zeliad starke osmotische Anderungen zu
vermeiden. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wuitekidmit dema-Human-vWF-
HRP-Antikorper (1:2000 in PBS, je 1 ml pro Vertie§) fir eine Stunde bei RT inkubiert.
Anschlie3end wurden die Zellen zweimal mit 2 ml P@Svaschen. Fir die Darstellung
wurden die Zellen zeitgleich mit den Uberstanden#@0 ul pro Vertiefung ABTS befiillt.
Die Entwicklung erfolgte genau wie bei den Uberdginfiir eine Stunde. Wahrend dieser
Zeit wurde den einzelnen Vertiefungen alle 15-28 00 pl der ABTS Lésung entnom-
men und in eine unbeschichtete 96-Lochplatte gegdbeekt im Anschluss an die Mes-
sung der Uberstande wurde die OD der Proben voAalberflaiche gemessen.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer Ausgleiclesgden durch die Mittelwerte der
Standard OD-Werte. Die Proben wurden im Verhaktnisunstimulierten Probe betrachtet.

4.6 Calcium Imaging

CalciumImagingist eine bildgebende Methode zur semiquantitatMessung von Calci-
umkonzentrationen in lebenden Zellen. Calciumiistvachtiger Botenstoff§econd mess-
enge) in vielen Signalwegen, der eine kritische Rolleder Regulation vieler zellularer
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Funktionen spielt, wie zum Beispiel bei Migratid?roliferation, Muskelkontraktion, neu-
ronaler Transmission usw. Die Quantifizierung desazellularen Calciums beruht auf der
Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen, die in Algigkeit von Calcium ihre Fluores-
zenzeigenschaften dndern. Die Anderungen der Rmenzintensitat konnen bei der Mes-
sung Uber einen Photomultiplier detektiert werdgal¢ium-Messung) oder beitmaging
mikroskopisch abgebildet und anschlieRend zell$igehi analysiert werden. Die bildge-
bende Variante ddmagingsbietet den Vorteil, viele Zellen gleichzeitig aufehmen und
unabhangig voneinander zu analysieren. Zusatzbicimén Fluoreszenzartefakte oder auch
Zell-Zell-Interaktionen bei der Auswertung bertudkdig werden. Bei beiden Varianten
erhoht sich die Fluoreszenzintensitat mit steige@ciumkonzentration, so dass aus der
Anderung der Fluoreszenzintensitat unproportiondldee Veranderung der Calciumkon-
zentration geschlossen werden kann. Um die Andemunigr Calciumkonzentration nach-
zuverfolgen, konnen verschiedene Calcium-sensiftheoreszenzfarbstoffe verwendet
werden, die in zwei Hauptgruppen unterschieden @erdatiometrische und nicht-
ratiometrische.

Fura-2 gehdrt zu der Gruppe der ratiometrischebdtaife (Grynkiewicz et al., 1985). Die
reversible Bindung von Calcium fihrt zu einer Véiisbung des Absorptionsmaximums
von 360 nm zu 340 nm und dadurch zu einer ZunahereRtlioreszenzemmision bei
340 nm (Abb. 5). Die Bindung von Calcium andereralings die Fluoreszenzeigenschaf-
ten des Fluorophors bei 360 nm nicht (isosbestrsPlakt). Die alternierende Anregung
von Fura-2 mit 340 und 360 nm liefert damit zweidteszenzsignale: Das 340 nm Signal
ist abhangig von Calcium und von aul3eren Faktosem mechanische apparaturbedingte
Artefakte, z.B. Beleuchtungsschwankungen, Perfissidafakte oder zellbedingte Artefak-
te, z.B. Zelldeformation oder die Fura-Beladungs [Z#gnal bei 360 nm ist nur abhangig
von diesen auflleren Faktoren. Das Verhéltnis desdtomen, die von 340 und 360 nm
angeregt werden, wird als Ratio bezeichnet undhresat die Calciumkonzentration un-
abhangig von den eben genannten &ulReren FaktoreHilld einer Serie solcher Bildpaa-
re konnen Calciumkonzentrationsanderungen Ubefalteerfasst werden.

Das Ratiolmaging verhindert allerdings gleichzeitig eine hohe Zdfiidsung. Die Auf-
nahme von zwei Bildern pro Messpunkt und die bgtétZeit fir das Wechseln der Wel-
lenlange lasst eine zeitlich hochaufgeldste Mesgihg 200 ms) nicht ohne weiteres zu.
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Fluoreszenz-Anregungs-Spektrum

Abb. 5:  Fluoreszenzemissionsspektrum von
Fura-2 in Anwesenheit unterschiedlicher
Konzentrationen von freiem Calcium

Fura-2 ist ein fluoreszenter Calcium-Indikator,
dessen Fluoreszenzemission bei 340 nm bei
steigender Calciumkonzentration zunimmt. Die
Fluoreszenzemission bei 360 nm ist unabhéngig
von der Calciumkonzentration (isosbetischer
Punkt). Die Emission bei beiden Wellenlangen ist
abhangig von &uf3eren Faktoren (apparaturbe-
dingte Mechanoartefakte und zellbedingte Arte-
fakte). Das Verhdltnis der Emissionen von 340
und 360 nm ermd@glicht die Bestimmung der Cal-
ciumkonzentration unabhangig von diesen aul3e-
ren Faktoren.
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Fluo-4 gehort zu der anderen Gruppe von CalciunsiBeen Fluoreszenzfarbstoffen, den
nicht-ratiometrischen Farbstoffen. Fluo-4 ist eniirgfluoreszierender Calcium-Indikator
(Excitationsmaximum 488 nm, Emissionsmaximum 520, rdassen Fluoreszenzemission
durch die Bindung von Calcium in der Intensitatlstaunimmt (Abb. 6). Die Calciumkon-
zentration wird nur relativ anhand der Emissiom, diirch eine Wellenlange angeregt wird
(Excitation 488 nm), ermittelt und ist nicht unabb#y von aufl3eren Faktoren wie bei der
ratiometrischen Messung mit Fura-2. Allerdings tatdrluo-4 viele Vorteile gegenuber
anderen Farbstoffen: Er wird von den Zellen bessdrschneller aufgenommen, er hat nur
eine sehr geringe Eigenfluoreszenz in AbwesentogitGalcium, in Anwesenheit von Cal-
cium ist die Fluoreszenzemission starker als beesen Indikatoren, er ermdglicht zeitlich
besser aufgeléste Messungén € 100 ms) und die Anregung bei 488 nm ist nichpko-
totoxisch fur die Zellen wie bei ultraviolettem bic wie z.B. bei Fura-2 (340-360 nm).
AulBRerdem ahneln sich Fluo-4 und Fluorescein (FIS€)r stark in ihren Fluoreszenzei-
genschaften, so dass die Fluo-4 Messung mit FIT@rHombinationen durchgefuhrt
werden kann.

Die verschiedenen Farbstoffe werden meist als iiichteszente Acetoxymethylester
(AM) hergestellt. Diese werden in die Zellen tramsiert und durch zelleigene Esterasen
gespalten. Damit werden die Fluoreszenzfarbstafferseits funktionell fir die Komple-
xierung von Calcium und andererseits unpermealbeliiZellmembran.
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Intensitét Emission
100% =
- - Excitation 40 uM freies Ca*
— Emission
Fluorescin

Fluo-4 <1 uM

50% <0,3 uM

<0,1 pM

450 7 500 550 600 500 550 600
Wellenlange / nm Wellenlange / nm

Abb. 6:  Fluoreszenzspektren von Fluorescein und Fluo-4 (I inks) und von Fluo-4 in Anwe-
senheit unterschiedlicher Calciumkonzentrationen (r echts)

Die Fluoreszenzeigenschaften von Fluo-4 dhneln stark denen von Fluorescein (links: Exctinktions-
maximum 470-480 nm, Emissionsmaximum 520 nm). Die Intensitdt der Emission von Fluo-4 ist
abhéangig von der freien Calciumkonzentration. Je mehr Calcium gebunden ist, desto starker ist die
Emission.

4.6.1 Ratiometrisches Calciumimaging mit Fura-2 unter Flussbedingungen

Fur die mikroskopischen Calcium-Messungen mit Runaater Flussbedingungen wurde
institutsintern ein eigenes System erstellt. Ddisgpe Teil ist in Abbildung 7 schematisch
dargestellt. Er besteht aus folgenden Bestandtedenonlaser, Kondensor, 10x Objektiv,
Filtersatz, CCD-Kamera, PC und elektrische Schglts entspricht damit einem verein-
fachten Fluoreszenzmikroskop. Uber eine elektrisgbiealtung wurden die Belichtungs-
zeiten fur die verschiedenen Vertiefungenlangengegeben. Abbildung 8 zeigt den
Schaltplan fur die Generierung der verschiedenertiefengenlangen (institutsinterne
Entwicklung), wobei jeder Wellenlange eine eigerdidhtungszeit zugewiesen werden
konnte. Zusatzlich konnten in der Kamera-Softwaeesehiedene Parameter eingestellt
werden:Binning Verstarkung, Gamma, Bildrate etc. Die Bildrated wdasBinning sind
dabei Faktoren, die nach der Bildaufnahme nichtrrgefindert werden kdénnen. Die Bild-
rate bestimmt die zeitliche Auflésung und d&aning hat einen Einfluss auf die laterale
Auflésung. Bei 1x1Binning nutzt die Kamera jeden Bildpunkt des CCD-Chipsselsara-
ten Bildpunkt. BeiBinning 2x2 oder 3x3 werden jeweils 2 bzw. 3 Pixel in xduy-
Richtung als ein Bildpunkt zusammengelegt. Dadwdfélt das Bild mehr Empfindlich-
keit, verliert allerdings an lateraler Auflésung.
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Abb. 7:  Skizze des optischen
Mikroskopteils fir das Ratio-
Calcium Imaging (institutsinterne
Entwicklung)
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Abb. 8: Zeitschema des Belichtungsprotokolls (institutsint erne Entwicklung)

Die Kamera DX4 generiert einen Trigger (Tr. out) anhand dessen der Monochromator zwischen
den Wellenldngen 340 und 360 nm wechselt (A). B und C zeigen die variablen Verkirzungen der
einzelnen Belichtungszeiten von 340 und 360 nm durch Zuschalten einer Dunkelzeit: Der Mono-
chromator wechselt auf 400 nm, das gesamte Fluoreszenzlicht wird vom UV-Sperrfilter absorbiert
und die Zellen werden nicht belichtet. U;, skizziert den aus Belichtungs- und Dunkelzeiteinstellun-
gen resultierenden Spannungseingang fir den Monochromator.
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Abbildung 9 zeigt schematisch den Aufbau des Penfigsystems. Die Zellen befanden
sich in der offenen Perfusionskammer und wurdertikoierlich Gber eine Spritzenpumpe
und ein Heizsystem mit vorgewarmtem Medium versddgese Superfusions- und Appli-
kationsvorrichtung erméglichte damit Calcium-Meggem unter Flussbedingungen und
eine halbautomatische Applikation der Stimulanti@hminimalen mechanischen Artefak-
ten. Weiterhin wurden die Stimuli nach der Applikat kontinuierlich ausgewaschen, so
dass dieselben Zellen nacheinander mit mehrerenzgre stimuliert werden konnten.

Heiz-Regelung des
Durchflusserhitzer
mit Temperaturflhler

Heiz-Regelung der
Spritzenheizung mit
Temperaturfuhler

T T

U1 Superfusion 4‘7 /—){)
u 8 EA} ik L

Applikation
v2

Absaugpumpe

Perfusionskammer

Y

—'_1:6...603 1

Abb. 9:  Skizze der Perfusionsapparatur fir das Ratio-Calc  ium-Imaging (institutsinterne
Entwicklung)

Die Zellen befinden sich in der offenen Perfusionskammer und werden kontinuierlich tber eine
Spritzenpumpe mit Medium versorgt. Das Medium wird tber eine Spritzenheizung vorgewarmt und
mit einem Durchflusserhitzer, der mit einem Temperaturfihler in der Kammer riickgekoppelt ist, mit
einer optimalen Temperatur in die Perfusionskammer geleitet. Durch Auslésen eines Tastschalters
wechselt die Perfusion auf die Spritzenpumpe mit der Applikationslésung (Stimulus), ohne dass
sich die Perfusionsleistung (Fluss und Temperatur) andert. Dabei muss das Ventil 1 im Zeitfenster
der Applikation geotffnet werden. Durch eine Zeitschaltuhr ist die Applikation auf einen vorgewahl-
ten Zeitraum beschrankt und anschlieRend wechselt die Perfusion wieder auf die Superfusionslo-
sung. Das Ventil 1 muss jetzt wieder geschlossen werden. Die Absaugpumpe entfernt kontinuier-
lich Uberschissiges Medium aus der Perfusionskammer und sorgt dabei fir einen gleichbleibenden
Flissigkeitsstand in der Kammer.

Die auf Deckglaschen kultivierten Zellen wurden fi min mit 1 uM Fura-2-AM bei
37°C und 5% Ce@inkubiert und anschlielRend gewaschen. Das Deakgbismit den da-
rauf befindlichen Zellen wurde in die Perfusionskaen eingebaut und mit Medium tber-
schichtet. Auf dem Mikroskoptisch befestigt, wurddie Perfusionsschlauche sowie der
Temperaturfiihler an die Kammer angeschlossen. Dediwhfluss wird auf 0,5 bzw.
1 ml/min eingestellt. Die Temperatur des Mediumsdeuiber den Durchlauferhitzer ma-
nuell schrittweise auf 33-35°C erhéht. Der Kondensarde unter Ausschluss von Luft-
blasen in der Flusskammer Uber den zu messendémn®sitioniert und zentriert. Die
Zellen wurden tber den Mikroskoptisch fokussielie Beitliche Verzogerung von etwa 15
bis 20 Minuten durch das Zusammenbauen zwischenl@elen und dem Messen diente
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als Inkubationszeit, in der die Zellen den Calcibndikator durch Abspalten des Ace-
toxymethylesters aktivieren.

Es wurden jeweils zwei Fluoreszenzbilder mit alenender Anregung mit UV-Licht bei
Wellenlangen von 340 und 360 nm innerhalb von eBekunde aufgenommemBifining
3x3, Gamma 1,0, Belichtungszeit 340 nm: 180 ms,r86080 ms). Die Applikationen der
Stimulantien erfolgten tGber das Perfusionssyster Minuten Rhythmus:

- Stabilisierungsphase fir die Zellen an Fluss unehgeratur (ohne Fluoreszenzbelich-
tung)

- Aufnahme: Kontrolle ohne Stimulation (Spontanakt)i

- Pause (ohne Fluoreszenzbelichtung)

- Aufnahme: Stimulation mit sCD154 (200 ul, 1000 nigioei 30-90 sec)

- Pause (ohne Fluoreszenzbelichtung)

- Aufnahme: Stimulation mit Histamin als Positiv-Kaoite (100 pl, 1 uM, bei 30-
54 sec)

Die Auswertung der Fluoreszenzintensitatsanderuegkigte mit Hilfe der ImageJ Soft-
ware. Dazu wurden die Einzelbilder zu einem Bilthgrsl 6tack zusammengefasst. Die
Einzelzellen wurden als Rtegion of interegtdefiniert und die Grauwerte fur die Ein-
zelbilder bestimmtRlugin: Ratio ROl Managgr Von den Fluoreszenzintensitaten der
Zellen wurde die Fluoreszenzstarke des Hintergrsimiigiezogen und das Verhaltnis zwi-
schen 340 zu 360 nm gebild&atio). AnschlielRend wurden dRRatioWerte noch auf die
ersten 10 aufgenommenen Werte normiert, um eingregiichen und vergleichbaren An-
fangswert von 1 zu haben.

Die Stimulation von HUVEC mit CD154Myelomzellen war in dieser Apparatur nicht
maoglich. Einerseits erlaubten die Flussbedingunged die Applikationsapparatur die

Stimulation mit Myelomzellen nur bedingt. Anderetsevirde die Darstellung der Zell-

Zell-Interaktion erfordern, dass die Myelomzelldpeefalls mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff markiert und ein zuséatzliches Fluoreszenzhiiddie Myelomzellen aufgenommen

wirde. Diese Aufnahme wirde einen zusatzlichen &ilhgenwechsel und einen Wech-
sel des Emissions-Bandpassfilters erfordern. Dsamumengehérigen Bilder wirden in
groBeren zeitlichen Abstdnden aufgenommen werdas, die zeitliche Auflésung ver-

schlechterte. Darlber hinaus verandern die Flugsip@agen kontinuierlich die Position

der Myelomzellen und erschweren zusatzlich zurestdtieren zeitlichen Auflésung die

Identifizierung der Zell-Zell-Interaktion und degetdurch induzierten Calciumsignals.

4.6.2 Calcium Imaging mit dem nicht-ratiometrischen Farbstoff Fluo-4

Die Messung von intrazellularem Calcium mit demhti@tiometrischen Farbstoff Fluo-4
erfolgte unter statischen Bedingungen. Die HUVECden hierflir in Passage eins in
Glasbodenschalen ausgeséat und bis zu 95% Konfliweltiziert. Vor dem Beladen mit
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dem Calcium-sensitiven Farbstoff wurden die Zekémmal mit 37°C warmen HBSS™*
gespult, um eventuelle Zellfragmente zu entferrigie. Zellen wurden etwa 45 min mit
einer 1 uM Losung des Farbstoffes Fluo-4 in 37°Cmem HBSS*"* bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen wieder mit 37°C wemnBSS* gespiilt und mit 1 ml
dieser Losung bedeckt. Vor der eigentlichen Messuaglen nun die Inhibitoren in den
entsprechenden Konzentrationen hinzugefiigt undiiangegebene Zeit inkubiert. Wah-
rend dieser Inkubation hatten die Zellen Zeit, &anbstoffester zu spalten und damit zu
aktivieren.

Die mikroskopische Messung der intrazellularen {Dai&konzentration erfolgte am Olym-
pus Mikroskop mit einer Gesamtdauer von 10 min @hberAufnahme von Fluoreszenzbil-
dern mit der FITC-Filter-Kombination. Bei einer &iate von einem Bild pro Sekunde
wurden pro Versuch insgesamt 600 Bilder mit eiridaéhen Vergrofierung aufgenommen
(Binning 2x2, Belichtungszeit 75 ms). Die Aufnahme der Bikkrien erfolgte mit Hilfe
desExperiment Managerder Cell® Software und diese wurden als Bilderstap einer
Datenbank gespeichert. Innerhalb der 10minttigessMiegen diente die erste Minute fur
die Aufnahme der Ruhe- bzw. Spontanaktivitat ddlerie Nach der ersten Minute wurde
der erste Stimulus, meist in Form von CD134yelomzellen, als Bolus von 100 pl mit
200.000 Zellen manuell in das Gesichtsfeld apptiziea Minute sieben wurde Histamin
als Positivkontrolle wiederum als Bolus von 100gier 10 uM LOsung manuell appli-
ziert. Durch die Applikation der Histaminlésung wan die Myelomzellen aus dem Ge-
sichtsfeld verdrangt, so dass die induzierten Qalénderungen weitestgehend jeweils
einem Stimulus zugeordnet werden konnten. DurchFadéen der Flussapparatur war es
nicht moglich die einzelnen Stimuli auszuwaschengdass beide Stimuli innerhalb einer
Bilderserie aufgenommen wurden.

Die Auswertung der intrazellularen Calciumtranseenjeder einzelnen Zelle erfolgte in-
nerhalb der Cell® Software mit deROI-Managerund der Kinetik-Analyse. Hierzu wur-
den die einzelnen Zellen anhand ihrer ZellumridseR®!| definiert. Von diesen Flachen
wurden bei der Kinetikanalyse die Grauwerte furegdild des Bilderstapels und damit
fur jede Sekunde bestimmt. Die Normalisierung did&Geetiken erfolgte nach dexF/F
Methode, d.h. die einzelnen Grauwerte werden diieision durch den Mittelwert der
ersten zehn Grauwerte auf eine Ausgangsfluoresaan normiert.

Fur die statistische Auswertung der relativen Andgrder Fluoreszenzintensitat wurden
nur Zellen mit einer ruhigen Basislinie wahrend éesten Messminute verwendet, um
Calciuménderungen durch Spontanaktivitat ausziefedh. Die Signalstarke wurde durch
Integration der Calciumtransienten von Beginn den@ation (t = 1 min) bis zum Beginn
der zweiten Stimulation (t =7 min) ermittelt untk aelativer Anteil bezogen auf die
Grundfluoreszenz angegeben.
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4.7 Statistische Methoden

FUr die statistische Auswertung wurden verschiedezsts verwendet: der T-Test fur eine
oder zwei Gruppen und der Chi2-Test.

Fur relative Werte, die gegen eine Kontrolle mindé/ert 1 getestet wurden, wurde ein T-
Test fur eine Gruppe gegen einen hypothetischent Véar 1 durchgefihrt. Zwei Gruppen
untereinander wurden mit einem T-Test fiir zwei @erpuntersucht. Die Anderung der
Haufigkeitsverteilung wurde mit Hilfe des Chi2-Tegjetestet. Unterschiede, die Wahr-
scheinlichkeitswerte kleiner als 0,05 aufwiesen,rdea als signifikant angegeben
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Die Abbildungen zeigen Mittelwerte mit Standardéhlwenn nichts anderes angegeben
ist.
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5 Ergebnisse

5.1 Modellsysteme

5.1.1 Stabil transfizierte Myelomzellen als Modell fiir den membrangebundenen
CD40-Liganden

Diese Arbeit untersucht die Wechselwirkung zwiscem endothelialen CD40-Rezeptor
und seinem Liganden CD154. Neben der membrangehandéorm kommt der Ligand

auch in l6slicher Form vor. Fur die Etablierung d&sdells zur Stimulation von HUVEC

mit CD154 standen zwei Mdglichkeiten zur Verfligueg Iosliches, trimeres, rekombi-
nantes CD154-Protein und eine stabil transfizidtiwus-Myelomzelllinie, die humanes
CD154 exprimiert.

Abbildung 10 zeigt einen Western Blot von fraktiemén Proteinlysaten der CD154-
exprimierenden Mausmyelomzellen und von Kontrolle¥ymzellen. Die Fraktionen wa-
ren in zytosolische und membranenthaltene Frakti@nggeteilt. Die Kontrollfarbung mit
B-Aktin (Abb. 10A) zeigte eine Bandenfarbung in deytosolischen Fraktionen beider
Myelomzell-Lysate bei 43 kDa. Es war keine Farbungen Membranfraktionen erkenn-
bar. Die Farbung fir das endoplasmatische RetikiMarkerprotein Calretikulin (Abb.
10B) zeigte eine Féarbung bei 60 kDa in den Membadtibnen, nicht aber in den zytoso-
lischen Fraktionen. Dieses Ergebnis stellte dielgréiche Trennung der Gesamtzelllysate
in den zytosolischen und den membranhaltigen Axii@il Bei der CD154-Farbung (Abb.
10C) war nur in der Membranfraktion der CD15vyelomzellen eine Bande bei 30 kDa
(An et al., 2011) erkennbar und nicht in den Zylivaktionen oder bei den Kontroll-
Myelomzellen. Dies belegte, dass das von den CDM&lomzellen exprimierte CD154
tatsachlich in der Membran lokalisiert ist und ddgs Myelomzellen selbst kein CD154
exprimieren.

Kontroll- CD154+
Myeloma Myeloma
Abb. 10: Western Blot von
zZyt  Mem  Zyt Mem CD154" und Kontroll-Myelomzell-
A 50 kDa - — Proteinlysaten
37 kDa - - okt Reprasentative Western Blot Analy-
se von Kontroll- und CD154"
B 75kDa - Calretikulin Myelomzellen, die in eine Zytosol-
50 kDa - und eine Membranfraktion fraktio-
niert worden waren. Als Marker fir
C 37 kba- die zytosolische Fraktion wurde [3-
B CD154 Aktin verwendet, fiir die Membran-
25 kDa - . L
fraktion Calretikulin.
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5.1.2 Effektivitat der CD40 Stimulation

Die E-Selektin Expression ist ein hochsensitiverridda flr eine pro-inflammatorische
Aktivierung humaner Endothelzellen. Um einschatzerkbnnen, ob der membrangebun-
dene und der I6sliche CD40-Ligand funktionell simtl wie stark der Induktionseffekt ist,
wurden HUVEC fur 8 Stunden stimuliert. AnschlieRendrde die E-Selektin mRNA-
Expression mit Hilfe der quantitativen PCR-Methaalealysiert. Als Kontrolle dienten
unstimulierte HUVEC (Kontrolle) und Kontroll-Myelorellen.

Abbildung 11 zeigt, dass der losliche Ligand eiféathe und die CD154Myelomzellen,
nicht aber die Kontroll-Myelomzellen, eine 400fachteigerung der E-Selektin mRNA-
Expression in den Endothelzellen verursachte. Dauktion von E-Selektin mit beiden
CD154-Formen zeigte, dass sowohl der I6sliche ath aler membrangebundene Ligand
in der Lage sind, eine CD40-vermittelte intrazelhel Signaltransduktion auszuldsen.

E-Selektin mRNA
Abb. 11: CD154-induzierte E-Selektin mRNA

600 = Expression

5 500 I HUVEC wurden fur 8 Stunden mit Kontrolimedi-
% 400 um, 1000 ng/ml sCD154, 10° CD154" Myelom-
g zellen oder Kontroll-Myelomzellen pro ml stimu-
§ 300;: — liert und anschlieBend die E-Selektin mRNA-
" 20 I Expression mittels quantitativer PCR analysiert
E 10 (sCD154 gegen Kontrolle, n=6 **p<0,01;

CD154" Myelomzellen gegen Kontroll-Myelom-

0 — zellen, n=9 ***p<0,001).
W bbt
W N\

5.1.3 Etablierung eines Flusskammermodels mit HUVEC

Um die Endothelzellen unter moéglichstvivo-nahen Bedingungen zu kultivieren, wurde
einin vitro System bendtigt, in dem die Zellen kontrollierldassbedingungen ausgesetzt
werden konnen. Das ibidi-Modell besteht aus Objagdrn mit gréf3eren Kandalen
(u-Kanéle), die sich ganz einfach mit einer Pipb##illen lassen. Die Kanéle selbst besit-
zen eine ausreichende Grof3e, um mit wenigen Zellemn konfluenten Monolayer herzu-
stellen und trotzdem mehrere Gesichtsfelder ausweati konnen. Auf3erdem ist es mog-
lich kleinere Luftblasen manuell zu entfernen. Beden der Objekttrager besteht aus ei-
nem Deckglas und ermdéglicht damit nach der Stimadatind der Immunfluoreszenz-
Farbung die mikroskopische Auswertung der Zellen.
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5.1.4 Kultivierung von HUVEC in ibidi p-Kanélen unter oszillatorischen Fluss-
Bedingungen

Die Kultivierung von HUVEC in ibidi pslideswar unter statischen Bedingungen nur ein-
geschrankt maglich. Abbildung 12A zeigt HUVEC, dieei Tage in einer Zellkulturscha-
le unter statischen Bedingungen kultiviert wordémdsDie Zellen bildeten einen Mo-
nolayer von kopfsteinpflasterartigen Zellen mitegiiKonfluenz von etwa 90%. Abbildung
12B zeigt HUVEC der gleichen Passage zwei Taged®ulsie in einen ibidi glide aus-
geséat wurden. Die Zellen schienen zwar nach einaghglit in den p-Kanalen anzuwach-
sen, allerdings I6sten sie sich am zweiten Tagitsengeder ab. Der einzige kultivierungs-
bedingte Unterschied zwischen den Zellkulturen én @-Lochplatte und in den ibidi p-
Kanalen war die Menge an Medium, das die Zellesagte. Es war also nicht mdglich,
HUVEC unter statischen Bedingungen in ibidi u-Kamétu kultivieren.

]

A HUVEC in 6-Lochplatte (statisch) B HUVEC in ibidi p-s/ide»(statisch)

X

Abb. 12: HUVEC unter statischen Zellkulturbedingungen

(A) Die Morphologie von HUVEC der Passage 1, die klassisch in einer Zellkulturschale unter stati-
schen Bedingungen kultiviert wurden. Die HUVEC bilden einen konfluenten, kopfsteinpflasterarti-
gen Monolayer. Die gleichen Zellen zeigen unter statischen Bedingungen in ibidi p-slides ein
apoptotisches Verhalten (B). (GréR3enstandard 100 pm)

Abbildung 13 zeigt das Ergebnis der KultivierungiaydUVEC in ibidi p-Kanélen unter
oszillatorischen, vom Kipptisch erzeugten Flussbgdingen. Um die Unterschiede zwi-
schen der statischen Kultur in Zellkulturschaled wnter oszillatorischen Flussbedingun-
gen in ibidi p-Kanalen maoglichst gering zu halterurden die p-Kanéale fir die Kultivie-
rung der HUVEC mit Gelatine beschichtet. Bereitsi810 Stunden nach der Aussaat wa-
ren die HUVEC schon ausreichend angehaftet (AbR),1 dass es nun moglich war, die
Zellen unter Flussbedingungen zu kultivieren. Nachddie Zellen anschlie3end fur 24
Stunden unter oszillatorischen Flussbedingungen ®@&A0,5 dyn/cm?2 weiter kultiviert
wurden, bilden die HUVEC einen konfluent&monolayer von kopfsteinpflasterartigen
Zellen (Abb. 13B). Nach weiteren 24 Stunden Kuéirving unter oszillatorischen Flussbe-
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dingungen zeigten die Zellen immer noch die gleicharakteristische Morphologie (Abb.
13C).

Die Wachstumsoberflache der ibidi p-Kanale sindsgtalisch vorbehandeltl(Treat).
Um herauszufinden, ob diese Behandlung alleiné/ashstum der Endothelzellen beein-
flusste, wurden die gleichen Zellen unter gleictigadingungen, ohne zusétzliche Be-
schichtung mit Gelatine, kultiviert. Im VergleichirzGelatinebeschichtung zeigten die Zel-
len morphologisch keinen Unterschied zu Zellen,alié Gelatine kultiviert wurden (Abb.
13C und D).

o~ f%/t\ ‘\%M,
(2 3. é 2
Lro 1V ':\""e/%
= \t’a" /)s\ A &

7

C 48 Stunden 0,3 dyn/cm? D 48 Stunden 0,3 dyn/cm?
Gelatine

Abb. 13: Kultivierung von HUVEC unter oszillatorischen Flus sbedingungen

(A) Morphologie von HUVEC der Passage 1, die 8-10 Stunden unter statischen Bedingungen in
ibidi p-slides adhériert sind. Die Zellen setzen sich ab, bilden aber noch keinen konfluenten Mo-
nolayer. Die gleichen Zellen, die 24 Stunden (B) bzw. 48 Stunden (C) lang bei 0,3 dyn/cm? oszilla-
torischem Fluss kultiviert wurden, bilden einen einschichtigen, 100% konfluenten, kopfsteinpflas-
terartigen Zellrasen. Die in Abbildung D gezeigten Zellen wurden ohne Gelatine-Beschichtung im
ibidi p-slide wie in (C) kultiviert und zeigen keinen morphologischen Unterschied zu (C) (Gréf3en-
standard 100 pm).

Um im ibidi-Flusskammermodell eine schichtweise Kaltur von Endothelzellen und
glatten Muskelzellen herzustellen, wurden Ko-Kulphéroide in p-Kanéle ausgesat. Es
bestand die Hoffnung, dass sich die Spharoide zdrseind hieraus die glatten Muskelzel-
len und Endothelzellen schichtweise weiter wachdexider war das Einbringen der

54



ERGEBNISSE

Sphéroide in die p-Kanale sehr schwierig und di@igen Spharoide sind in den p-
Kanalen nicht angewachsen. Damit war die Ko-Kukon Endothelzellen und glatten
Muskelzellen in ibidi pslidesnicht praktikabel und dieser Ansatz wurde verworfe

5.2 Die CD40-CD154 Interaktion fuhrt zu einer luminalen Freisetzung
des VWF in Endothelzellen

5.2.1 Immunfluoreszenzfarbung

Grundlage der vorliegenden Arbeit war die Hypothelsess die Stimulation Endothelzel-
len mit CD154 diese aktiviert und zu einer lumimakgeisetzung von vVWF aus den WPB
fuhrt. In einemproof of concepAAnsatz wurden HUVEC mit I6slichem, rekombinanten
und membrangebundenen CD154 inkubiert und ansemel eine VWF-
Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt.

Zunachst wurden HUVEC unter statischen Bedingurigdtiviert und stimuliert. Abbil-
dung 14 zeigt reprasentative FluoreszenzbilderoWEC, die mit CD1524 Myelomzel-
len oder Histamin als Positivkontrolle stimulierirden. Unter basalen Bedingungen zeig-
te die VWF-Farbung eine punktformige und relativniogene Verteilung, die sich durch
das Speichern des VWF in den WPB ergab. Die utaéisshen Bedingungen mit CD154
Myelomzellen ko-kultivierten HUVEC wiesen eine Akgrung auf, indem die WPB
scheinbar auf der Zelloberflache zu gréReren Korgrleaggregierten. In wenigen Fallen
zeigte sich die Bildung von einzelnen vVWF-Fadenderf Zelloberflache, die wahrschein-
lich durch die Verwirbelungen beim Pipettieren ingut wurden. Die Stimulation der
HUVEC mit Histamin unter statischen Bedingungensni® der Fluoreszenzfarbung fur
VWF eine starke Verminderung der WPB auf. AuRerdearen VWF-Faden auf der Zell-
oberflache nachweisbar.

Im nachsten Versuchsansatz wurden HUVEC unterlaszilschen Flussbedingungen von
etwa 0,3-0,5 dyn/cm? kultiviert und mit sCD154 uHdtamin stimuliert. Abbildung 15
zeigt eine unter basalen Bedingungen fast homoygeneilung der vVWF-Farbung in vesi-
kularen Strukturen, den WPB. Teilweise war beraitter Kontrollbedingungen eine Fa-
denbildung auf der Oberflache der Endothelzell&emmbar. Die Stimulation der HUVEC
mit sCD154 wies in der VWF-Farbung eine starke Rhddung auf der Zelloberflache
auf, bei der die Faden in Flussrichtung orientreaten (vertikal). Die Faden zeigten teil-
weise eine Vernetzung und es waren noch WPB erlkenblie Stimulation mit Histamin
zeigte vergleichbar zu den statischen Bedingunges starke Abnahme der WPB in den
Endothelzellen. Zusatzlich war, wie bei der Stiniola mit sCD154 unter Flussbedingun-
gen, eine VWF-Fadenbildung erkennbar, bei der deeR in Flussrichtung orientiert wa-
ren.
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Sowohl l6sliches CD154 als auch membrangebundebd&£flhrten zu einer Endothel-

zellaktivierung und zur luminalen Freisetzung voWWF. Je nach Flussbedingungen war
der VWF als Aggregat oder Faden auf der OberflatdreEndothelzellen sichtbar. Hista-

min, das als Positivkontrolle fir die vVWF-Freisetguverwendet wurde, fihrte zu einer
starken Verminderung der WPB und zu der Bildung wenigen langen vWF-Faden.

vWF vVWEF / DAPI/ CD31

Kontrolle

CD154+ Myeloma

Histamin

Abb. 14: Stimulation von Endothelzellen unter statischen Be dingungen (Zellkulturschale) —
Immunfluoreszenz-Mikroskopie

HUVEC wurden unter statischen Bedingungen kultiviert und mit Kontrollmedium, CD154" Myelom-
zellen (106 /ml) oder Histamin (1 pM) stimuliert. Nach der Fixierung mit Zink-Fixanz wurde vWF
(rot), DAPI (blau) und CD31 (griin) mit entsprechenden Antikdrpern bzw. DAPI gefarbt (GréRen-
standard 50 um). Als Kontrollfarbungen dienten DAPI fur die Zellkerne und CD31 fiir die Zellmemb-
ran.
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VWF vVWF / DAPI / CD31

Kontrolle

Fluss

Abb. 15: Stimulation von Endothelzellen unter oszillatorisc hen Flussbedingungen (ibidi) —
Immunfluoreszenz-Mikroskopie

sCD154

Histamin

HUVEC wurden unter oszillatorischen Flussbedingungen (+ 0,3-0,5 dyn/cm?) in ibidi p-slides kulti-
viert und mit Kontrollmedium, sCD154 (1000 ng/ml) oder Histamin (1 uM) stimuliert. Nach der Fi-
xierung mit Zink-Fixanz wurde VWF (rot), DAPI (blau) und CD31 (griin) mit entsprechenden Anti-
koérpern bzw. DAPI gefarbt (GréRenstandard 50 um). Als Kontrollfarbungen wurden DAPI fur die
Zellkerne und CD31 fiir die Zellmembran durchgefihrt.

5.2.2 Quantitative Auswertung der vVWF-Fadenbildung

Um die Aktivierung der Endothelzellen nach der Siietion beurteilen zu kbnnen, wurden
die VWF-Immunfluoreszenzfarbungen (vgl. Abschni.6) hinsichtlich der Anzahl der
Faden pro Gesichtsfeld und der kumulierten Fadgelg@mo Bild ausgewertet und die mitt-
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lere Fadenlange berechnet. Unter statischen Bedgegu(Abb. 16A) fand unter Kontroll-
bedingungen keine Fadenbildung statt. Die Stimaatier HUVEC mit CD154Myelom-
zellen fuhrte zu einer sehr geringen VWF-Fadenhidgdwohingegen die Stimulation mit
Histamin zu einer 3-10fach starkeren vWF-Fadenbiddfilhrte. Die Histamin-induzierten
VWF-Faden waren etwa viermal haufiger und die Géfsalanlange war zehnmal langer
als durch CD154Myelomzellen. Die mittlere Fadenlange war nachtadisn-Zugabe in
etwa dreimal so lang wie die CD154-induzierten.
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Abb. 16: vWF-Fadenbildung in HUVEC

Statistische Zusammenfassung der Auswertung der Fluoreszenzbilder anhand der Fadenanzahl
(grau), der Gesamtfadenlange pro Gesichtsfeld (schwarz ) und der mittleren Fadenlange (weil3)
von VWF von HUVEC unter statischen (A) und unter oszillatorischen Flussbedingungen (C). (B)
Verlgeich der Kontrollen zwischen statischen und oszillatorischen Flussbedingungen (statisch:
n=3-5, *p<0,05; Kontrollen: n=5-27, *p<0,05; unter Fluss: n=22-51, ***p<0,001).
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Unter oszillatorischen Flussbedingungen konnte ingléich zu den statischen Bedingun-
gen eine verstarkte vVWF-Fadenbildung beobachtetleverBereits beim Vergleich unter
Kontrollbedingungen war die Fadenbildung 6fach gjgsirt mit einer Gesamtfadenlange
von mehr als 80 um (Abb. 16B).

Unter Flussbedingungen wurde die VWF-Fadenbilduagtd Zugabe von sCD154 und
Histamin verstarkt (Abb. 16C). Die durch sCD154desetzten Faden waren relativ kurz
aber sehr zahlreich im Vergleich zu den durch Higtefreigesetzten Faden. Im Vergleich
zu den Kontrollbedingungen steigerte sCD154 die ¥¥dBenanzahl und Gesamtfaden-
lange um das 6-7fache. Allerdings unterschied diehmittlere Fadenldnge nicht von der
Kontrolle. Histamin verdreifachte die vVWF-Fadendnzand die Gesamtfadenléange, und
die mittlere Fadenléange verdoppelte sich im Vedjietur Kontrolle. Demnach wird die

durch CD154- und Histamin-induzierte vVWF-Fadenhilglauf der Endothelzelloberflache
durch einen relativ geringen Fluss nachhaltig aekst

5.2.3 Quantifizierung der vVWF-Freisetzung mit Hilfe der ELISA-Methode

Der unter statischen Bedingungen freigesetzte v\Wielevquantitativ mit Hilfe eines ELI-
SAs ermittelt. Hierfir wurden HUVEC fur eine Stunaeit sCD154 oder CD154
Myelomzellen bzw. 15 min mit Histamin stimulierin Ikonditionierten Medientberstand
war sowohl fiir sCD154 als auch fir CD194yelomzellen und Histamin eine signifikant
erhohte vVWF-Freisetzung nachweisbar (Abb. 17A). Mengen des ins Medium freige-
setzten VWFs unterschieden sich allerdings voragibbei CD154 Myelomzellen, 2fach
bei sCD154 und mehr als 4fach bei Histamin.
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Abb. 17: Relative VWF-Freisetzung unter statischen Kultivie  rungsbedingungen

Der VWF-Gehalt von konditioniertem Medium (A) und auf der fixierten Zelloberflache (B) von
HUVEC, die mit Kontrollmedium, sCD154 (1000 ng/ml), CD154" Myelomzellen (106 Zellen pro ml)
oder Histamin (1 uM) fur 60 bzw. 15 min stimuliert worden waren, wurde mittels ELISA bestimmt
und in relativen Bezug zur nicht stimulierten Kontrolle gesetzt (Uberstand: n=11-14, *p<0,05,
**n<0,01; Zelloberflache: n=7, ***p<0,001).
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Bei der Bestimmung des VWF-Anteils auf der fixier@@elloberflache zeigte sich interes-

santerweise nur fiir die CD154Vyelomzellen eine signifikante Zunahme des VWF
(1,4fach), wohingegen sich die durch sCD154 odstatiin stimulierte VWF-Freisetzung

nicht signifikant von der Kontrolle unterschied (AL7B).

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, @sidégiche CD40-Ligand und Histamin
vermehrt zu einer VWF-Freisetzung in den Uberstfiden, wahrend der membrange-
bundene CD40-Ligand eine signifikante vVWF-Freisetgin den Uberstand und vWF-
Deposition auf der Zelloberflache induziert.

5.2.4 Einfluss von CD154 auf die Expression von vVWF und BAMTS13

Die oben aufgefuhrten Experimente zeigten, das$tieulation von HUVEC mit CD154
zu einer verstarkten vVWF-Freisetzung fuhrte. Imhséen Ansatz wurde Uberprift, ob die
Interaktion auch die mRNA-Expression von VWF und sfgezifisch vVWF-spaltenden Pro-
tease ADAMTS13 beeinflusst. Allerdings konnte wedeach Stimulation mit sCD154
noch mit den CD154Myelomzellen eine signifikante Anderung der untergen Genpro-
dukte festgestellt werden (Abb. 18).
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Abb. 18: vWF und ADAMTS13 mRNA-Expression in HUVEC nach Sti  mulation mit CD154

HUVEC wurden fiir 8 Stunden mit Kontrollmedium, sCD154 (1000 ng/ml), CD154" oder Kontroll-
Myelomzellen (10° /ml) stimuliert. Nach der Isolation der mRNA und cDNA-Synthese wurde die
MRNA-Expression von VWF (A) und ADAMTS13 (B) mit Hilfe der gPCR ermittelt (n=6-9 p>0,1).

5.3 Untersuchungen zur CD40-Signaltransduktion

5.3.1 Die CD154-induzierte VWF-Freisetzung ist Calcium-abangig

Aus der Literatur sind zwei klassische Signalwe@edie Freisetzung von VWF aus den
WPB der Endothelzellen bekannt: der Calcium- undad®MP-abhangige Weg (Romani
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de Wit et al., 2003; Rondaij et al., 2006; Visckeal., 2000). Um in einem ersten Ansatz
einen dieser bekannten Wege ausschlie3en zu kowaede ein ELISA mit dem entspre-
chenden Chelator fir intrazellulare CalciumionerAPBA) und dem Inhibitor fur die
cAMP-abhangige Proteinkinase A (H89) durchgefliber bereits oben erwéhnte ELISA
ermdglichte eine schnelle Bestimmung des freigéseteWF unter statischen Bedingun-
gen.

Wie schon in Abbildung 17 gezeigt, fihrte die Stiation mit CD154 und Histamin unter
statischen Bedingungen zu einer signifikant erndmeé/F-Freisetzung in den Uberstand
(Abb. 17A) (sCD154 2fach, CD154Myelomzellen 1,5fach, Histamin 4fach) und mit
CD154 Myelomzellen zu einer 1,5fachen Erhéhung auf deltoberflache (Abb. 17B).
Nach Vorinkubation mit dem Calcium-Chelator BAPTA4Azeigte sich weder im Uber-
stand noch auf der fixierten Zelloberflache eineisetzung von vVWF, die sich signifikant
von der unstimulierten Kontrolle unterschied (AB). Einzige Ausnahme war die Stimu-
lation mit Histamin. Die starke vWF-Freisetzung @uHistamin reduzierte sich nach Ex-
position gegenuber BAPTA-AM signifikant um 73% (AQ®A).
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Abb. 19: Einfluss einer intrazellularen Calciumkomplexierun g auf die Agonisten-stimulierte
VWEF-Freisetzung bzw. Deposition auf der Zelloberfla  che

Der vVWF-Gehalt von konditioniertem Medium (A) bzw. auf der fixierten Zelloberflache (B) von
HUVEC, die mit sSCD154 (1000 ng/ml), CD154" Myelomzellen (10° Zellen pro ml) oder Histamin
(1 uM) 60 bzw. 15 min stimuliert worden waren, wurde mittels ELISA bestimmt und in relativen
Bezug zur nicht stimulierten Kontrolle gesetzt (graue Balken). Die schwarzen Balken zeigen die
relative vVWF-Freisetzung nach Vorinkubation der HUVEC mit BAPTA-AM (20 min, 10 mM) (n=7-14
*p<0,05 i. Vgl. zur nicht-stimulierten Kontrolle, #p<0,05 i.Vgl. zur Stimulation mit Histamin ohne
BAPTA).

Um die Abhangigkeit der vWF-Freisetzung vom Prdigiase A (PKA)-Signalweg zu
untersuchen, wurde ein Inhibitor dieser Proteinkensowie der Adenylatcyclase-Aktivator
Forskolin verwendet (Lochner and Moolman, 2006)tddibasalen Bedingungen flihrte die
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Stimulation mit CD154 Myelomzellen und Forskolin zu einer signifikananahme des
freigesetzten VWF in den Uberstand (1,6fach bz®fath) im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 20A). Vorinkubation der Zellen mit H89 redadie die Forskolin-stimulierte VWF-
Freisetzung unter den Basalwert (0,8fach), wahrdiese in Gegenwart der CDI154
Myelomzellen unverandert war (1,6fach). Die Depositvon VWF auf der Zelloberflache
war in Gegenwart der CD15Myelomzellen erhéht (Abb. 20B) und unempfindlice-g
genuber der Behandlung mit H89 (n=4, 1,5fach ubtmalen Bedingungen und 1,6fach
mit H89).

Damit konnte zweifelsfrei nachgewiesen werden, ddes CD154-induzierte VWF-
Freisetzung in den Uberstand ebenso wie dessensitiepoauf der Zelloberflache cAMP-
unabhangig durch eine Erhéhung der intrazellula@alciumkonzentration zustande
kommt.
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Abb. 20: Bedeutung des PKA-Signalwegs fiir die CD154-stimuli  erte vWF-Freisetzung aus
humanen Endothelzellen

Der vWF-Gehalt im konditionierten Medium (A) und auf der fixierten Zelloberflache (B) von
HUVEC, die mit sCD154 (1000 ng/ml), CD154" Myelomzellen (106 Zellen pro ml) oder Forskolin fur
60 min (100 uM) stimuliert worden waren, wurde mittels ELISA bestimmt und in relativen Bezug zur
nicht stimulierten Kontrolle gesetzt. Die schwarzen Balken zeigen die relative VWF-Freisetzung
nach Vorinkubation mit dem PKA-Inhibitor H89 (10 uM, 45 min) (n=4 *p<0,05 i. Vgl. zur nicht-
stimulierten Kontrolle, #p<0,001 i.Vgl. zur Stimulation mit Forskolin).

5.3.2 Die sCD154-induzierte Mobilisierung von intrazellulren Calcium unter Fluss

Um auf zellularer Ebene zu bestéatigen, dass CDibLealciumsignal induziert, wurden
Ratio-Messungen mit Fura-2 durchgefiihrt. Die autkgaschen kultivierten und mit Fu-
ra-2-AM beladenen HUVEC wurden in ein Perfusionsmyseingebaut und nacheinander
mit Medium, sCD154 und Histamin superfundiert. ABbng 21 zeigt die Verdnderungen
der Ratio einzelner Zellen wéhrend der aufeinawtgehden Stimulation mit Medium
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(Al), sCD154 (B1) und Histamin (C1). Unter Kontb®Hingungen (Al) zeigte die Ratio
keine Veranderungen, auf3er den Schwankungen um Bamalwert bzw. teilweise spon-
tanen Erh6hungen der Ratio. Die Stimulation mitt&fign (C1) zeigte einen fur Histamin
klassischen, intrazellularen Calciumanstieg (sdanelinmittelbarer, starker Anstieg, kur-
ze Plateauphase und Ruckkehr zum Ausgangswert).Sbimeulation mit sCD154 (B1)
zeigte kleinere, langsamere und zeitlich verzogért®hungen der Ratio im Vergleich zur
Histamin-induzierten Calciuméanderung.

Der jeweils zweite Teil der Abbildung 21 zeigt dgemittelten intrazellularen Verlauf der
Ratio von 55 Einzelzellen mit StandardabweichungVergleich zeigte sich hier ebenfalls
die schnelle, starke Erh6éhung durch Histamin awhet,7fach (Abb. 21C2) und die klei-
nere, langsamere, zeitlich verzogerte Erhéhunghdaf@D154 auf 1,2fach (Abb. 21B2),
die beide im Vergleich zur Kontrolle (1,0) (Abb.AA) signifikant erhoht waren.

Die auftretenden Spontanerh6hungen zeigten sichr ufdntrollbedingungen bei etwa
17% der Zellen (Abb. 22A). Bei einer ersten Stintiola mit sSCD154 (#1) zeigte sich bei
20% der Zellen eine Transiente, wobei es sich ura signifikante Zunahme im Anteil der
Zellen handelt (Chi2-Test), die Erhohungen ihreti®Raufwiesen, wohingegen sich der
Anteil bei einer wiederholten Stimulation mit sCRI1E#2) auf 12% verringerte, das wie-
derum eine signifikante Abnahme im Anteil dieseflefe beschrieb. Bei der Stimulation
mit Histamin zeigten tiber 90% der Zellen eine Zumahhrer Ratio. Um diese Anderun-
gen der Ratio charakterisieren zu konnen, wurderm cnsienten integriert und verglichen
(Abb. 22B). Die relative Zunahme der Ratio, diedtuHistamin induziert wurde, war in
etwa doppelt so grol3 wie die durch sCD154 (17 ).

Damit konnte nachgewiesen werden, dass der I6slifeand und Histamin unter Flussbe-
dingungen vermehrt eine Erhéhung der intrazellmld&alciumkonzentration hervorrufen,
die sich in der Erh6hung der Ratio signifikant valen spontanen Erhéhungen der Ratio
unterscheiden. Eine wiederholte CD40-Stimulatiorrimgerte den Anteil der Zellen, die
auf sCD154 mit einer Erh6hung der intrazellularecCimkonzentration reagierten.

Diese Ergebnisse zeigten, dass der Iosliche Ligamel Erhohung der intrazellularen Cal-
ciumkonzentration verursacht, die sich zeitlich wmetisch von den typischen Histamin-
induzierten Veranderungen unterscheidet.
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Abb. 21: Calcium Imaging mit Fura-2-AM unter Flussbedingungen

(A) Zeitlicher Verlauf der 340 nm/360 nm Ratio von Einzelzellen (A1) und im Mittel von 55 Einzel-
zellen (A2) mit Standardabweichung wéahrend der Kontrollsuperfusion mit Medium. (B) Zeitlicher
Verlauf der 340 nm/360 nm Ratio von Einzelzellen (B1) und im Mittel von 55 Einzelzellen mit Stan-
dardabweichung (B2) wahrend der Stimulation mit sSCD154 (1000 ng/ml; bei t=2 min ***p<0,001 i.
Vgl. zur Kontrolle A2). (C) Zeitlicher Verlauf der 340/360 nm Ratio von Einzelzellen (C1) und im
Mittel von 55 Einzelzellen mit Standardabweichung (C2) wahrend der Stimulation mit Histamin
(1 pM; bei t=1,3 min ***p<0,001 i.Vgl. zur Kontrolle A2).
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Abb. 22: Charakterisierung der Ratio-Anderungen

(A) Der Anteil der Zellen, die Erhdhungen ihrer Ratio aufweisen, nach Stimulation mit sCD154
(1000 ng/ml, zwei konsekutive Stimulationen im Abstand von 10 min) und Histamin (1 puM)
(*p<0,05, #p<0,001, ***p<0,001 n=10). (B) Durch Integration werden die Anderungen der Ratio
quantifiziert (***p<0,001 n=55).

5.3.3 Calcium Imaging mit Fluo-4 unter statischen Bedingungen

Zusatzlich zum Ratiémagingunter Fluss, wurde Calciuimaging mit Fluo-4 unter stati-
schen Bedingungen durchgefiihrt. Einerseits isti@srhoglich, die HUVEC mit CD154
Myelomzellen zu stimulieren und andererseits beskiio-4 bessere Fluoreszenz-
eigenschaften, um auch sehr kleine Anderungenntiexzellularen Calciumkonzentration
darzustellen. Die mit Fluo-4 AM beladenen HUVEC dem unter statischen Bedingungen
in Zeitrafferaufnahmen (1 Bild pro Sekunde) abgidtil(Abb. 23A) und wahrenddessen
durch Zugabe von CD154Myelomzellen (t = 1-7 min) und Histamin (t = 7-frn) stimu-
liert. Die manuelle Applikation ins Gesichtsfeltziette eine etwa 80%ige flachendecken-
de Stimulation der HUVEC mit Myelomzellen (Abb. 23B

Aus den Zeitrafferaufnahmen wurden die Fluoreszaamsititen der einzelnen Zellen
bestimmt (Abb. 23C) und gegen die Zeit aufgetragdob. 23D). Nach einer zeitlichen
Verzogerung von etwa 2-3 min zeigten die Einzedrekine oszillatorische Zunahme der
Fluoreszenzintensitat nach der Stimulation mit CH18yelomzellen. Bei der Stimulation
mit Histamin reagierten die Zellen mit einer zehken Verzogerung von etwa 2-3 s mit
einer fir Histamin typischen Zunahme der Fluoreszgansitat (steiler und unmittelbarer
starker Anstieg und eine wesentlich langsamere Ralokzum Ausgangswert).
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A  Endothelzellen mit Fluo4 B Myelomzellen mit DAPI
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Abb. 23: Die Methode des Calcium Imaging mit Fluo-4 und CD154 * Myelomzellen unter stati-
schen Bedingungen

(A) Fluo-4-AM beladene HUVEC (griin) wurden unter statischen Bedingungen mit (B) CD154"
Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 pl) (blau) stimuliert und gleichzeitig wurde die Fluoreszen-
zemission bei 488 nm mit 1 Hz registriert. (C) Die einzelnen HUVEC wurden manuell als Bereiche
definiert (region of interest, ROI). (D) Die Fluoreszenzemissionen der einzelnen ROIs wurden mit
Hilfe der Kinetikanalyse bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen. Die Applikation der CD154"
Myelomzellen erfolgte bei t=1 min, die von Histamin bei t=7 min (GréRenstandard 50 pm).

Fur die statistische Auswertung wurden zunachstHieelzellen anhand der Verlaufe

ihrer Fluoreszenzintensitaten in Zellen eingetalie Transienten aufweisen oder nicht
(Anteil positiver Zellen (vgl. A)). Weiterhin wurdedie Intensitatsanderungen der Einzel-
zellen charakterisiert, indem sie integriert unsl ralative Anderung der Fluoreszenzinten-
sitat aufgetragen wurden (vgl. B). Fir die Auswegteiner grol3en Anzahl von verschie-
denen Versuchen mit Inhibitoren ware diese Ausvngigmethode fur alle Einzelzellen zu

aufwendig, so dass die relative Anderung der Femmezintensitat der gesamten Zellkul-
tur ausgewertet wurde. Um zu zeigen, dass diesétgéien Ergebnisse dennoch reprasen-
tativ fur die einzelnen Zellantworten sind, wurdgie mit dem Produkt aus dem Anteil

positiver Zellen und der relativen Anderung derdrészenzintensitat der Einzelzellen ver-
glichen (vgl. C).

Um diese Methode zu evaluieren, wurden verschiedamarollversuche durchgefihrt
(DMSO-Vorinkubation/Mediumapplikation, die Stimulaén sCD154 und CD154+
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Myelomzellen, Kontroll-Myelomzellen, Histamin al®$ttivkontrolle). Abbildung 24 zeigt
den Datensatz, der zu diesen Versuchen anhanddarb@schriebenen statistischen Aus-
wertemethode erhoben wurde. Abbildung 24A beschdiébAnteile positiver Zellen, 24B
gibt die relative Anderung der Fluoreszenzintensl&r Einzelzellen an, 24C zeigt die re-
lative Gesamtanderung der FluoreszenzintensitaEdwerelzellen und der gesamten Zell-
kultur im Vergleich und 24D bildet typische Verlauler Fluoreszenzintensitat ab.
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Abb. 24: Calcium Imaging mit Fluo-4 - Kontrollen

Mit Fluo-4-AM (1 pM, 40 min) beladene HUVEC wurden nacheinander mit Kontrollmedium nach
Inkubation mit DMSO (1:1000), CD154" Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 ul), Kontroll-
Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 pl) oder sCD154 (1000 ng/ml) und Histamin (1 uM) unter
statischen Bedingungen stimuliert. Die Fluoreszenzemission wurde abgebildet und fiir einzelne
Zellen mit Hilfe des Bilderstapels ausgewertet. Es wurde der Anteil positiver Zellen (A) und die
relativen Anderungen der Fluoreszenzanderung dieser Zellen (B) durch Integration bestimmt
(***p<0,001, *p<0,05 gegen DMSO-Kontrolle; #p<0,001 gegen Kontroll-Myelomzellen; A: n=3-13;
B: n=10). (C) Fiir die statistische Auswertung wurde die Anderung der Fluoreszenzanderung der
gesamten Einzelzellpopulation von 5-17 Versuchen integriert (schwarze Balken; *p<0,001 gegen
DMSO/Medium Kontrolle #p<0,001 gegen Kontroll-Myelomzellen) und mit dem Produkt aus dem
Anteil positiver Zellen und Anderung der Fluoreszenzanderung der Einzelzellen (graue Balken)
verglichen. (D) Hier sind drei typische Einzelzelltransienten als relative Anderung der Fluores-
zenzintensitat gegen die Zeit aufgetragen.
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Die Versuchsdurchfihrung an sich fuhrte zu keinktiierung der HUVEC (Abb. 24A
DMSO/Medium 0%) wahrend die Stimulation mit CDI%yelomzellen bei etwa 60%
der Zellen eine Zunahme der FluoreszenzintensitéFalge hatte, aber nur bei etwa 15%
der Zellen in Gegenwart der Kontroll-Myelomzell&er |6sliche Ligand (sCD154) fuhrte
ebenfalls zu einem geringeren, aber signifikantestikg der Fluoreszenzintensitat (10%)
der HUVEC. Die zu diesen Anteilen entsprechendéativen Anderungen der Fluores-
zenzintensitat der Zellen zeigt Abbildung 24B uniobAdung 24C vergleicht die entspre-
chenden relativen Gesamtanderungen der Fluoresgengitat bestimmt Uber die Einzel-
zellen oder gemittelt Gber die gesamte Zellkultur.

Abbildung 24D zeigt schliel3lich die typischen Verfi& der Fluoreszenzintensitat von
HUVEC, die mit CD154 Myelomzellen stimuliert wurden. Etwa 2 min nach dgplika-
tion der Zellen kommt es zu einer unterschiedlidrksund schnell oszillierenden Erho-
hung der intrazellularen Calciumkonzentration. BgeMuster wird durch die nachfolgen-
de Applikation von Histamin unterbrochen, welchegroduziertbar den typischen, schnel-
len Anstieg der Fluoreszenzintensitat gefolgt vemdangsameren Abfall ausloste.

Diese Ergebnisse belegen, dass der membrangebubidenel eine starkere Zunahme der
intrazellularen Calciumkonzentration als der Ids#id_.igand induziert, und zwar in Form
einer stark oszillierenden Verdnderung der Flu@esintensitat. Grundsatzlich schien die
Methode des Calciurtmaging mit Fluo-4 auch robust genug zu sein, um mit déféfe
den Effekt verschiedener pharmakologischer Inhibitcauf die CD154-induzierte Calci-
ummobilisation in den HUVEC zu analysieren.

5.4 Analyse der CD40-Signaltransduktion mit Hilfe pharmakologischer
Inhibitoren

Zur Analyse des Signalweges, der zu einer Erhohliemgntrazellularen Calciumkonzent-
ration fuhrt, wurden die HUVEC vor dem Fluo-4-Calti Imaging mit verschiedenen

pharmakologischen Inhibitoren vorinkubiert. AnseBlend wurden die Zellen mit den
CD154 Myelomzellen inkubiert und die Fluoreszenzintgitsih anhand der oben be-
schriebenen Parameter ausgewertet.

5.4.1 Die Beteiligung der Phospholipase C

Die Phospholipase C (PLC) gehdort zu den klassis€anium-induzierenden Signalwe-
gen. Um festzustellen, ob die Calciummobilisaties €D154-induzierten Signals von der
PLC abhéngig ist, wurde Calciunmaging nach der Vorbehandlung mit dem PLC-
Inhibitor U73122 durchgeftuhrt. Abbildung 25 zeidass die Vorinkubation mit dem gene-
rellen Phospholipase C-Inhibitor U73122, nicht ainérseinem biologisch inaktiven Ana-
logon U73343, zu einem vollstandigen Verlust derl68Dinduzierten Erh6hung der intra-
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zelluldren Calciumkonzentration in den kultiviert&mdothelzellen fuhrt. Ebenso hatte
Histamin keinen Effekt mehr auf die intrazellul&alciumkonzentration (Abb. 25D).
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Abb. 25: Calcium Imaging mit dem PLC-Inhibitor U73122

Die mit Fluo-4-AM (1 uM, 45 min) beladenen HUVEC wurden mit dem aktiven (U73122) und dem
inaktiven (U73343) PLC-Inhibitor vorinkubiert (je 5 uM, 10-20 min) und nacheinander mit den
CD154" Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 ul) und Histamin (1 uM) unter statischen Bedingun-
gen stimuliert. Anderungen der Fluoreszenzintensitiat wurden fortaufend registriert (D) und fiir die
einzelnen Zellen mit Hilfe des Bilderstapels nach dem Anteil positiver Zellen (A) und der relativen
Anderung der Fluoreszenzintensitat in diesen Zellen (B) ausgewertet. (C) Zusétzlich wurde durch
Integration die Anderung der Fluoreszenzintensitat aller Zellen im Gesichtsfeld (schwarze Balken)
bestimmt und dem Produkt aus dem Anteil positiver Zellen und der Anderung der Fluoreszenzin-
tensitat der Einzelzellen (graue Balken) gegeniibergestellt (n=8-13, ***p<0,001 gegen Kontrolle,
###p<0,001 gegen U73343).

5.4.2 Die VWF-Freisetzung ist Phospholipase C-abhangig

Zum Nachweis, dass nicht nur die CD154-induziertebililsierung von Calcium, sondern
auch die CD154-induzierte VWF-Freisetzung aus deWVEC uber eine Aktivierung der
PLC zustande kommt, wurde ein VWF-ELISA mit Zeltlurchgefihrt, die mit dem PLC-
Inhibitor U73122 bzw. mit dem inaktiven Inhibitorm&logon U73343 vorinkubiert wur-
den. Abbildung 26 zeigt, dass sowohl die CD154,aalch die Histamin-stimulierte Frei-
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setzung von VWF in den Zelliberstand durch U731@&t&ndig gehemmt war. Ein ver-

gleichbarer Trend zeigte sich bei der Deposition V@/F auf der Endothlezelloberflache;
allerdings war der stimulierende Effekt der CD1%4yelomzellen in dieser Versuchsreihe
knapp nicht signifikant. Dennoch legen diese Be&unthhe, dass auch die CD154-
induzierte VWF-Freisetzung aus den HUVEC PhosphepC-abhangig erfolgt.
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Abb. 26: Die CD154-stimulierte VWF-Freisetzung aus HUVEC is t PLC-abhéangig

Die kultivierten HUVEC wurden mit U73122 (schwarze Balken) oder U73343 (graue Balken) vorin-
kubiert (je 5 uM, 10-20 min). AnschlieBend wurden sie mit SCD154 (1000 ng/ml), CD154" Myelom-
zellen (106 Z/ml) oder Histamin (1 uM) stimuliert und die relative Menge des freigesetzten vVWF im
konditionierten Medium (A) bzw, auf der fixierten Zelloberfliche (B) mittels ELISA ermittelt
(*p<0,05, ***p<0,001, n=4).

5.4.3 Die CD40-Stimulation fuhrt zur Aktivierung der PLC y1

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermitteln ihreargllularen Effekte in der Regel tber
eine Aktivierung der Phospholipas@.(Nicht-G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (zu denen
auch der CD40-Rezeptor gehort) tun dies meist dlePhospholipaseyCvon der es in
humanen Zellen zwei Isoformen, die RlQund PLG2, gibt.

Die Expression beider Phospholipasglébformen in den HUVEC wurde mit Hilfe der
gPCR nachgewiesen (Abb. 27). Dabei exprimieren HO\@va 500mal mehr P& als
PLCy1.
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Abb. 27: Nachweis der mMRNA-Expression der PLC  y-Isoformen in HUVEC

Die Spezifitdt der PLC-qgPCR wurde mit Hilfe eines Agarosegels Uberprift. Es wurden jeweils zwei
Proben aus dem jeweiligen PCR-Ansatz und ein GréRenstandard (Marker, M) auf das Gel aufge-
tragen. Es ist jeweils nur eine spezifische Bande erkennbar. Das PLCyl Fragment hat eine GréRRe
von 188 bp, das PLCy2 Fragment eine Gré3e von 115 bp (exemplarische Darstellung, n=13).

Mit Hilfe der Western Blot-Analyse konnten beideftsrmen auch als Protein in den En-
dothelzellen nachgewiesen werden (Abb. 28). Ebegainnt, dass beide Isoformen uber
eine Phosphorylierung ihrer Tyrosinreste, z.B. asition 783 bzw. 759, aktiviert werden,
indem die Autoinhibition aufgehoben wird. Um nacheisen, welche Isoform in den
HUVEC durch die Stimulation mit CD154 aktiviert vag, wurden die Zellen in Anwe-
senheit von Orthovanadat mit CDI5Mlyelomzellen stimuliert (2-5 min). Orthovanadat
inhibiert Phosphatasen und verhinderte damit diephdsphorylierung der PLE
Isoformen. Abbildung 28 zeigt exemplarisch je eiiféastern Blot fur PLE1 und PLG2.
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Abb. 28: Western Blot-Analyse zum Nachweis der PLC  y-Isoformen und deren Aktivierung

Die kultivierten HUVEC exprimieren beide Isoformen der PLCy. Nach Stimulation der HUVEC mit
CD154" Myelomzellen (106 Zellen/ml) nimmt der phosphorylierte Anteil der PLCy1 innerhalb von 2
und 5 Minuten zu (A), jedoch nicht der der PLCy2 (B) kontinuierlich zu (Exemplarische Western
Blots). Funf individuelle Experimente mit unterschiedlichen Endothelzellpraparationen wurden sta-
tistisch zusammengefasst (n=5, *p<0,05). Die Kontrolle entspricht t=0 min.
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Dabei wurden die Membranen nacheinander erst &ipdosphorylierte Isoform und an-
schlielBend fur die nicht-phosphorylierte Isoforrts (@ternen Standard) gefarbt. In allen
Proben war eine Bande bei der erwarteten GroRelS0rkDa detektierbar. Durch die Sti-
mulation mit den CD154Myelomzellen nahm der Anteil an phosphoryliert&iCR1 in-
nerhalb von 5 min kontinuierlich um das 5fache raaht jedoch bei der PLy2 (maximal
1,2fach). Demzufolge kommt es nach Bindung von GDa®» CD40 in den Endothelzellen
zu einer selektiven Aktivierung der P{C

5.4.4 Die Beteiligung intrazellularer Calciumspeicher

Die PLC ist ein Enzym, das die Bildung von Inogiiphosphat (I8) und Diacylglycerol
(DAG) katalysiert. IR ist als sekundarer Botenstoff bekannt, der Uber |I¢Rezeptor
Calcium aus intrazellularen Speichern freisetzt. féstzustellen, ob intrazellulare Calci-
umspeicher an der CD154-vermittelten Erh6hung mteazellularen Calciumkonzentration
beteiligt sind, kénnen pharmakologische Inhibitoden sarcoplasmatisches, endoplasmati-
sches Retikulum-Calcium-ATPase (SERCA) wie Cyclapresdure (CPA) und Thapsigar-
gin (Thaps) sowie der Inhibitor der vakuolaren Bnenpumpe (HATPase) Bafilomycin
Al (Baf) (Bowman et al., 1988) verwendet werdenAGRd Thapsigargin blockieren den
Aufbau des Calciumspeichers direkt, Bafilomycin Blbckiert den Aufbau eines Proto-
nengradienten, durch den im Austausch der Calciarolser gefullt wird.

Abbildung 29 fasst die Ergebnisse der Calciummegsamit den Inhibitoren fur die int-
razellularen Calciumspeicher zusammen. Beide SERMAitoren reduzierten den
CD154-stimulierten Calciumanstieg in den HUVEC rmhgollstandig (CPA) oder voll-
standig (Thaps). Bafilomycin Al hatte ebenfallsesirdeutlichen Effekt mit einer durch-
schnittlichen Reduktion des intrazellularen Calcamstiegs um 58%. Mit Thapsigargin
zeigte sich eine stetige Abnahme in der Fluoresa@msitat (Abb. 29D), so dass die er-
mittelten Werte fur die Anderung der Fluoreszerenisitat teilweise sogar negativ sind.

Damit konnte nachgewiesen werden, dass die CDld4ziarte Erh6hung der intrazellula-
ren Calciumkonzentration vom endoplasmatischenkRletin als Calciumspeicher abhan-
gig ist. Unter Umstanden wird dieses Calciumsigitadr eine Calciumfreisetzung aus den
lysosomalen Calciumspeichern verstarkt, da die @Bf8uzierten Calciumoszillationen
mit Bafilomycin A1 noch erhalten, aber die Starigngikant vermindert waren.
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Abb. 29: Hemmung der intrazellularen Mobilisierung von Calc ium durch Entleerung der Cal-
ciumspeicher

Die mit Fluo-4-AM (1 pM, 45 min) beladenen HUVEC wurden mit den SERCA-Inhibitoren Cyclopi-
azonsaure (CPA, 20 uM, 20 min) und Thapsigargin (Thaps, 50 pM, 20 min) bzw. Bafilomycin Al
(Baf, lysosomale Calciumspeicher, 100 nM, 20 min) vorinkubiert und nacheinander mit CD154"
Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 pl) und Histamin (1 uM) unter statischen Bedingungen stimu-
liert. Anderungen der Fluoreszenzintensitat wurden fortlaufend aufgezeichnet (D) und fiir die ein-
zelnen Zellen mit Hilfe der Bilderstapels nach dem Anteil positiver Zellen (A) und der relativen An-
derung der Fluoreszenzintensitat in diesen Zellen (B) ausgewertet. (C) Zusatzlich wurde durch
Integration die Anderung der Fluoreszenzintensitéat aller Zellen im Gesichtsfeld (schwarze Balken)
im Vergleich zu dem Produkt aus dem Anteil positiver Einzelzellen und deren Anderung der Fluo-
reszenzintensitat (graue Balken) gegenibergestellt (n=8-13, *p<0,05, ***p<0,001).

5.4.5 Die Rolle des Inositoltriphosphat- Rezeptors (IER)

Da das CD154-induzierte Calciumsignal zum einen &en Aktivitdt der PLC und zum
anderen vom Fillungszustand des intrazellulareci@Gabkpeichers im endoplasmatischen
Retikulum abhangig war, sollte im nachsten Schunittersucht werden, in wieweit diese
Calciumfreisetzung Uber 4Rund dessen Bindung an derg-Rezeptor vermittelt war. 2-
APB ist ein membranpermeablersiRezeptor-Antagonist und Xestospongin C (XeC) ist
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ein ebenfalls membranpermeabler Inhibitor dervyérmittelten Calciumfreisetzung aus
dem endoplasmatischen Retikulum. Abbildung 30 tsigik Ergebnisse der Calcium-
Messungen mit 2-APB und Xestospongin C dar. Wah&#dPB den durch die CD154
Myelomzellen induzierten Calciumanstieg nahezu stafidig blockierte, senkte Xesto-
spongin C diesen um etwa 57%. Auffallig war, dasisl® Inhibitoren die Histamin — indu-
zierte Erh6hung der intrazellularen Calciumkonzatiin kaum abschwachte (Abb. 30D).
Dennoch suggerieren diese Ergebnisse, dass CDirel stenulierende Wirkung auf die
Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatiscbe@kuRim in den HUVEC vorwie-
gend durch die Bindung vondRn den IR-Rezeptor verursacht.
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Abb. 30: Calcium Imaging mit den IP3-Rezeptor-Blockern 2-APB und Xestospong inC

Die mit Fluo-4 AM (1 pM, 45 min) beladene HUVEC wurden mit den IPs-Rezeptor-Blockern 2-APB
(50 uM, 30-40 min) und Xestospongin C (XeC) (3 uM, 30-60 min) vorinkubiert und nacheinander
mit CD154" Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 pl) und Histamin (1 uM) unter statischen Bedin-
gungen stimuliert. Anderungen der Fluoreszenzintensitat wurden fortlaufend detektiert (D) und fiir
die einzelnen Zellen mit Hilfe des Bilderstapels nach dem Anteil positiver Zellen (A) und deren
relativen Anderung der Fluoreszenzintensitat (B) ausgewertet. (C) Zusétzlich wurde durch Integra-
tion die Anderung der Fluoreszenzintensitét aller Zellen im Gesichtsfeld (schwarze Balken) be-
stimmt und dem Produkt aus dem Anteil positiver Einzelzellen und deren Anderung der Fluores-
zenzintensitat (graue Balken) gegentbergestellt (h=8-13, **p<0,01, ***p<0,001).
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5.4.6 Die Beteiligung von Phosphotyrosinkinasen

Die Phospholipase yCkann durch verschiedene Nicht-G-Protein-gekoppRlaeptoren
aktiviert werden. Dabei ist die Aktivierung an di@osphorylierung spezifischer Tyrosin-
reste gekoppelt, durch die die P ICvom Zytosol an die Membran transloziert und ihre
Autoinhibition aufgehoben wird. Diese Phosphorylieg kann entweder durch die intrinsi-
sche Tyrosinkinaseaktivitat des Rezeptors oderhdiicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen in
Verbindung mit einem membran-standigen bzw. assden multimeren Komplexes von
Signalproteinen erfolgen.

Eine grol3e Familie zytosolischer Proteinkinasea,af solchen Komplexen beteiligt sein
kann, ist die Phosphotyrosinkinase-Familie der Bateine. Diese Tyrosinkinasen besit-
zen keine eigene Rezeptorfunktionalitdit und werdaher auch als Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinasen bezeichnet. Um zu Uberprifen, ob \é@ntreter dieser Familie an der
CD154-induzierte Erhdhung der intrazellularen Gatdkonzentration in den HUVEC be-
teiligt ist, wurden die pharmakologischen Inhib&orHerbimycin A und PP2 verwendet,
die als spezifische Inhibitoren dieser Nicht-Reaefityrosinkinase-Familie gelten. Abbil-

dung 31 fasst die Ergebnisse der Calcium-Messungerierbimycin A und PP2 zusam-
men. Demnach fuhrt eine Hemmung dieser Tyrosinkinaau einer signifikanten Ab-

schwachung des CD154-induzierten Anstiegs derzeli@aren Calciumkonzentration in
den Endothelzellen um ca. 85%.

In Abbildung 31D sind die typischen Verlaufe deudtieszenzintensitat von Einzelzellen
abgebildet. Sowohl mit Herbimycin A als auch mit2PRaren noch kleine, vereinzelte
Erhéhungen der Calciumkonzentration nach Stimufatiit den CD154 Myelomzellen
erkennbar. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Rezdptor-Tyrosinkinasen der Src-
Familie fur die CD154-vermittelte PIy@-Aktivitat verantwortlich sein kénnten.
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A Anteil positiver Zellen B Relative Anderung der Fluoreszenz-
Intensitat von Einzelzellen
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Abb. 31: Calcium Imaging mit den Phosphotyrosinkinase-Inhibitoren Herbimyci n Aund PP2

Die mit Fluo-4-AM (1 pM, 45 min) beladenen HUVEC wurden mit den Phosphotyrosinkinaseinhibi-
toren Herbimycin A (HerbA, 1 uM, 30 min) und PP2 (10 puM, 20 min) vorinkubiert und nacheinander
mit den CD154" Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 pl) und Histamin (1 pM) unter statischen
Bedingungen stimuliert. Anderungen der Fluoreszenzintensitat wurden fortlaufend registriert (D)
und fir die einzelnen Zellen mit Hilfe des Bilderstapels nach dem Anteil positiver Zellen (A) und
deren relativen Anderung der Fluoreszenzintensitit (B) ausgewertet. (C) Zusétzlich wurde durch
Integration die Anderung der Fluoreszenzintensitét aller Zellen im Gesichtsfeld (schwarze Balken)
bestimmt und dem Produkt aus dem Anteil positiver Zellen und der Anderung der Fluoreszenzin-
tensitat der Einzelzellen (graue Balken) gegenibergestellt (n=8-13, **p<0,01, ***p<0,001).

Um zu untermauern, dass die Nicht-Rezeptor-Tyrasaden der Src-Familie fur die
CD154-Stimulation der PL@-Aktivitdt verantwortlich ist, wurde die Aktivieng der

PLCyl nach Herbimycin A-Vorbehandlung der HUVEC Ubefprivie in Abbildung 32

gezeigt, verhinderte der Src-Kinase-Inhibitor di®1G4-stimulierte Aktivierung der
PLCyl volistdndig. Auch der l6sliche CD40-Ligand fihrtetto zu einer ahnlichen Akti-
vierung der PL@L wie die CD154 Myelomzellen im Vergleich zu den Kontroll-
Myelomzellen. Dies unterstreicht die Spezifitat diesvnstream signalinggsom CD40-

Rezeptor zur PLEL. Gleichzeitig belegen diese Ergebnisse, dasCai&54-induzierte

Aktvierung der PL®1 von Tyrosinkinasen der Src-Familie abhéngig ist.
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12 - Abb. 32: Hemmung der PLC yl-Aktivierung
10 durch Herbimycin A

8 Die kultivierten HUVEC wurden mit und ohne

6 Vorbehandlung mit Herbimycin A (1 uM,
4 30min) mit  Kontrollmedium, sCD154
5 1 (1000 ng/ml), CD154" Myelomzellen oder
o LI |—L| I—L\ Kontroll-Myelomzellen (je 1OGZeIIen/mI) sti-
muliert. Die Gesamtproteinlysate wurden
mittels Western Blot getrennt fur PLCyl und
p-PLCyl (Tyr783) gefarbt (Exemplarische
Western Blots). Vier individuelle Experimente
mit unterschiedlichen Endothelzellpraparatio-
- - - - 4 4+ HerbimycinA nen wurden statistisch zusammengefasst
(n=4, *p<0,05 i Vgl. zur nicht-stimulierten
Kontrolle, #p<0,05 i. Vgl. zu den Kontroll-
- - + - + - D154+ Myeloma Myelomzellen, t1p<0,01 gegen CD154+
Myelomzellen ohne Herbimycin A).

p-PLCy1 zu PLCy1

| p-PLCy1
150 kDa — > e e o (Tyr783)

150 kDa — | #ww s s sem s s—" PLC‘M

- 4+ - - - - sCDi54

- - - + - - Kontroll-Myeloma

5.4.7 Bedeutung eines Calciumeinstroms

Kationenkanéle in der Plasmamembran tna@sient receptor potentidlfRP) Kanéale vom
Typ C3, 6 oder 7 kdnnen z.B. tUber DAG direkt aliviwerden und so einen Calcium-
einstrom ermoglichen. Es gibt aber auch die Mogktheines Calciumeinstroms durch
sogenanntestore-operated calcium channelSOCE) Dabei aktiviert die intrazellulare
Calciumfreisetzung einen Calciumeinstrom Uber desfamembran. Um die Beteiligung
von lonenkanalen an der CD154-induzierten Calciarsétzung zu Uberprifen, wurden
zuerst Fluoreszenzmessungen in calciumfreier Logsiurghgefiihrt. Leider erwies sich
dieser Ansatz als nicht durchfiihrbar, weil sichidigVEC wahrend der Messung abldsten
und apoptotisch wurden. Aus diesem Grund wurdenpti@makologische Inhibitoren
Gadoliniumionen (G¥), Flufenaminsaure (FFA) und SKF #96365 (SKF) verset, um
unspezifisch Kationenkanale zu blockieren.

Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbilduhgisammengefasst. Wahrend FFA
durchgéngig die CD154-stimulierte Erh6hung deramgtlularen Calciumkonzentration

signifikant um etwa 53% reduzierte, waren die Biéekon Gadolinium und SKF deutlich

schwacher ausgepréagt. Keiner der drei getesteteenkanalinhibitoren hatte eine signifi-

kante Wirkung auf den Histamin-induzierten intrddéren Calciumanstieg (Abb. 33D).

Insofern sind die Ergebnisse uneindeutig und s8bheein Mitwirken eines Einstroms von
Calciumionen in die Endothelzellen an der CD15#stlierten vVWF-Freisetzung nicht
explizit aus.
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A Anteil positiver Zellen B Relative Anderung der Fluoreszenz-
Intensitat von Einzelzellen
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Abb. 33: Effekt verschiedener Kationenkanal-Inhibitoren auf die CD154-induzierte Erhéhung
der intrazelluldaren Calciumkonzentration

Die mit Fluo-4-AM (1 pM, 45 min) beladenen HUVEC wurden mit den lonenkanal-Inhibitoren Gado-
linium (Gd*") (50 uM, 10 min), Flufenaminsaure (FFA, 100 pM, 20 min) und SKF #96365 (SKF,
30 uM, 20 min) vorinkubiert und nacheinander mit CD154" Myelomzellen (200.000 Zellen in 100 ul)
und Histamin (1 pM) unter statischen Bedingungen stimuliert. Anderungen der Fluoreszenzintensi-
tat wurden fortaufend registriert (D) und fur die einzelnen Zellen mit Hilfe des Bilderstapels nach
dem Anteil positiver Zellen (A) und deren relativen Anderung der Fluoreszenzintensitaten (B) aus-
gewertet. (C)Zusatzlich wurde durch Integration die Anderung der Fluoreszenzintensitat aller Zellen
im Gesichtsfeld (schwarze Balken) bestimmt und dem Produkt aus dem Anteil positiver Zellen und
der Anderung der Fluoreszenzintensitat der Einzelzellen (graue Balken) gegeniibergestellt (n=8-
13, *p<0,05, **p<0,01).

Wie oben erwahnt, kénnen TRP-Kanale vom Typ C3J& @ auch direkt Gber DAG akti-
viert werden (Dietrich et al., 2005; Hofmann et 4B99). Um eine mogliche Beteiligung
dieser Kationenkanale an der CD154-induzierten lrhg der intrazellularen Calcium-

konzentration zu verifizieren, wurden die kultiveErr Endothelzellen zusatzlich mit OAG,

einem DAG-Analogon, stimuliert und anschlieRend @WF-Freisetzung ermittelt. Da
OAG auch die Proteinkinase C (PKC) aktiviert, uma BKC-abhangiger Effekt auf die
VWEF-Freisetzung ebenso ausgeschlossen werden sdabtecine Hemmung der TRP-
Kanale, wurden Vergleichsansatze mit dem PKC-InbilsF 109203X durchgefihrt.
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Wahrend OAG alleine einen signifikanten Anstieg défF-Freisetzung in den Zelliber-

stand, nicht aber auf die Zelloberflache induziekennte dieser durch PKC-Blockade
weitgehend verhindert werden (Abb. 34). Der PKCibitbr hatte allerdings keine Wir-

kung auf die CD154- oder Histamin-stimulierte vWkeiBetzung in den Zelliiberstand
bzw. Deposition auf der Endothelzelloberflache. Daoh unterstitzt eine DAG-

abhangige Aktivierung der PKC grundsatzlich zwar Eieisetzung von vVWF aus den En-
dothelzellen, sie scheint aber bei der durch CDdtbdulierten Freisetzung in den Zell-
Uberstand und insbesondere bei dessen DepositiotealZelloberflache keine Rolle zu

spielen. DarlUberhinaus ist auch eine BeteiligungaBsiimuliertbarer TRP-Kanale hieran
unwahrscheinlich.
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Abb. 34: Relative vVWF-Freisetzung mit OAG und dem PKC-Inhib  itor GF 109203X

Der vVWF-Gehalt im konditionierten Medium (A) und auf der fixierten Zelloberflache (B) von
HUVEC, die mit CD154" Myelomzellen (106 Zellen pro ml) und/oder OAG (100 uM) sowie Histamin
(1 uM) fir 60-15 min stimuliert worden waren, wurde mittels ELISA bestimmt und in Bezug zur
nicht stimulierten Kontrolle gesetzt (graue Balken). Die schwarzen Balken zeigen die relative VWF-
Freisetzung bzw. Deposition von HUVEC, die mit dem PKC-Inhibitor GF 109203X (1 uM, 45 min)
vorinkubiert worden waren (n=3, *p<0,05 i. Vgl. zur Kontrolle, #p=0,06).

5.4.8 Wirkung von Angiopoietin-1 (Ang-1)

TRPC-Kandale kdnnen nicht nur am Calciumeinstrondian Zelle beteiligt sein, sondern
kénnen auch die PPvermittelte Freisetzung von Calcium aus den irlatren Speichern
verstarken. So gibt es Hinweise, dass Angiopoigt(dng-1) eine solche TRPC1 vermit-
telte, verstarkte Mobilisierung von intrazellular@alcium verhindert (Jho et al., 2005).
Um zu prifen, ob dieser Mechanismus eine RollelbeiCD154-induzierten Erhéhung der
intrazellularen Calciumkonzentration spielt, wurdke kultivierten HUVEC zunachst mit
Ang-1 vorinkubiert und anschlielBend mit den CD1584elomzellen stimuliert.
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Abbildung 35 zeigt die Ergebnisse der Messungenvidf-Freisetzung in den Zelllber-
stand bzw. dessen Deposition auf der Zelloberflactter diesen Bedingungen. Demnach
hat Ang-1 keinen Effekt weder auf die CD154-stiratitk VWF-Freisetzung in den Zell-
Uberstand noch auf die vVWF-Deposition auf der Datiache. Insofern scheidet auch eine
Ang-1-abhéngige Beteiligung von TRPC-Kanalen an@ed54-stimulierten Calciummo-
bilisierung aus.
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Abb. 35: Relative VWF-Freisetzung nach Vorbehandlung mit An  giopoietin-1

Der vWF-Gehalt im konditionierten Medium (A) und auf der fixierten Zelloberflache (B) von
HUVEC, die mit CD154" Myelomzellen (10° Zellen pro ml) oder Histamin (1 uM) stimuliert worden
waren, wurde mittels ELISA bestimmt und in Bezug zur nicht stimulierten Kontrolle gesetzt (graue
Balken). Die schwarzen Balken zeigen die relative vVWF-Freisetzung aus HUVEC, die mit Ang-1
(200-500 ng/ml, 12-16 h) vorinkubiert worden waren (n=4, *p<0,05 i. Vgl. zur Kontrolle).

5.4.9 Elektrophysiologischer Ansatz

In einem letzten Ansatz sollte die Frage, ob bei@@154-induzierten Zunahme der intra-
zellularen Calciumkonzentration ein Einstrom vorlotemionen Uber membranstandige
lonenkandle beteiligt ist, mit elektrophysiologisohMethoden untersucht werden. In Zu-
sammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof. Draguhs bhetituts (C. Schwale und Dr.
C. Bruehl) wurden die kultivierten Endothelzellewshl im voltage-clamp(Messung der
lonenstréme) als auch iourrent-clampVerfahren (Messung des Membranpotentials) un-
tersucht. Abbildung 36 zeigt einéhole-cell voltage-clampessung, bei der die Chloridi-
onen-Konzentration in der intra- und der extrazaéilen Losung gleich war, d.h. das
Gleichgewichtspotential wurde somit auf 0 mV vedmn (k- = 0 mV). Bei der an-
schlieBenden Messung der lonenstrome wurde die M@mapannung auf -40 mV gehal-
ten. Unter diesen Bedingungen induzierten sCD1%#t Histamin jeweils Einwartsstrome
(Abb. 36), die per Definition durch einen Einstrpwsitiver Ladungen, wie Calciumionen,
bzw. einen Ausstrom negativer Ladungen, wie Chionen, verursacht sein kénnen.
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Abb. 36: Whole-cell voltage-clamp Exper-
iment

sCD154 Histamin

i . AT Die HUVEC zeigten bei konstanter Span-
W TR E nung (E, = -40 mV) und einem Gleichge-
x - wichtspotential von Chloridionen von 0 mV
' (d.h. bei intra-und extrazellular gleicher Chlo-
| ridkonzentration) jeweils Einwartstrome un-
\ terschiedlicher Amplitude nach Applikation
100 pA \ von sCD154 (~1000 ng/ml) und Histamin

\
205 \“/ (~1 uM) (Exemplarisches Ergebnis von drei
unabhéngigen HUVEC-Praparationen).

Um diese Einwartsstréme genauer zu untersuchemenutie HUVEC mit scharfen Mik-
roelektroden angestochen und éonrent-clampVerfahren die Anderungen des Membran-
potentials nach Applikation von sCD154 bzw. Histaraufgezeichnet. In beiden Fallen
konnte hierbei regelmalig eine Hyperpolarisatioanterschiedlichem Ausmalfi und Dauer
beobachtet werden (Abb. 37). Diese kdnnte durcbreAusstrom positiver Ladungen wie
Kaliumionen oder durch einen Einstrom negativer uregen wie Chloridionen erklart
werden, weil der Einwartsstrom von Calciumionergegen des grol3en einwartsgerichte-
ten Gradienten biophysikalisch nicht moéglich waBeide Messverfahren zusammenge-
nommen zeigen demnach, dass sCD154-Expositionlivieen HUVEC zu einem Ein-
strom von Chloridionen nicht aber von Calciumiorinrt.

Abb. 37: Current-clamp Experiment wah-
rend der Applikation von sCD154 und His-
tamin.

sCD154 Histamin

. Mt N Die kultivierten HUVEC zeigen nach Applika-
, s S tion von sCD154 (~1000 ng/ml) bzw. Hista-
" min (~1 uM) bei konstantem Strom (I = 0) und
: ‘ ohne pharmakologische Inhibitoren jeweils
eine  Hyperpolarisation.  (Exemplarisches
10 mV Ergebnis von drei unabhangigen HUVEC-
Praparationen).

50s

Zusammenfassend deuten eigentlich alle diesbenidlicchgefiihrten Experimente darauf
hin, dass die Bindung von CD154 an den CD40-Reraeptkultivierten HUVEC eine Cal-
ciumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikuhtuziert, aber keinen Einstrom
von Calciumionen Uber die Zellmambran.
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6 Diskussion

Die grundlegende Fragestellung dieser Arbeit beaulitder moglichen Interaktion zwi-
schen dem endothelialen CD40-Rezeptor und seineganden CD154. Aktivierte T-
Zellen und Thrombozyten prasentieren den LigandsnTeansmembranprotein auf ihrer
Oberflache, der durch Proteolyse abgespalten undéleainere, 16sliche Form ins Plasma
abgegeben wird. Fur die durchzufihrenden Experien&ntnmen Thrombozyten fur die
Stimulation des endothelialen CD40-Rezeptors leidieht in Frage, weil aktivierte
Thrombozyten ihre-Granula sezernieren. Diese enthalten neben Gewysfiaktoren eine
Vielzahl von Cytokinen, Chemokinen und Wachstumtfedn und unter anderem vWF.
Diese Faktoren haben eine aktivierende Wirkung Endothelzellen. Es ist damit nicht
maoglich, ausschliel3lich die Interaktion des Thromjten CD40-Liganden mit dem CD40-
Rezeptor der Endothelzellen zu untersuchen. Inedi@sbeit wurde daher ein I6sliches,
trimeres, rekombinantes CD154-Protein sowie eine 1%2BPexprimierende Maus-
Myelomzelllinie als membrangebundene Form verwendet

6.1 Modellsysteme

6.1.1 Aktivierung von CD40 mit CD154" Myelomzellen und rekombinantem
sCD154

CD154 ist ein transmembranes Glycoprotein, kanm abeh in einer freigegebenen I6sli-
chen Form (sCD154) vorliegen (Ludewig et al., 19&r I6sliche Ligand kann im Blut
nicht nur in monomerer Form sondern auch in multenéorm, wie Dimer oder haupt-
sachlich Trimer vorliegen (Matsuura et al., 2001gkkalanka et al., 1999). Losliches
CD154 ist als trimerer Ligand immer noch in der é€atpn CD40-Rezeptor zu binden und
ist als biologisch aktiv anzusehen. Insofern kanchadas trimere, rekombinante Protein
fur die Stimulation des membranstandigen CD40-Rersgingesetzt werden.

Henn et al. konnten mit den CDI5Mlyelomzellen in Endothelzellen die Expression von
E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 induzieren, verglelzdr mit aktivierten Thrombozyten
(Henn et al., 1998). In den in dieser Arbeit duedfii@rten Experimenten konnte die Sti-
mulation von HUVEC mit den beiden CD154-Formen engbhte E-Selektin Expression
induzieren, gezeigt mit Hilfe der quantitativen PCRer membrangebundene CD40-
Ligand erhohte dabei die E-Selektin mRNA Expres@bmal starker als der 16sliche Lig-
and und besal3 damit ein wesentlich gré3eres Stimnsg@otential. Dieser Effekt konnte
auch von Lienenliike (Lienenluke et al., 2000) nastigsen werden. Die CD154
Myelomzellen konnten fiur die selektive Stimulatiomt membrangebundenem CD40-
Liganden eingesetzt werden, da gleichfalls Kontkbfelomzellen zur Verfligung standen,
die den humanen CD40-Liganden nicht exprimieren.
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6.1.2 HUVEC in ibidi pu- dides alsin vitro-Zellkulturmodell fur ein arterielles Blutge-
fan

Endothelzellen sind die einzigen Zellen in der @efand, die der durch das strémende
Blut verursachten Schubspannung ausgesetzt sindsi&imvitro untersuchen zu kénnen,
ist die Isolierung und erfolgreiche Kultivierung Mmissetzung. Die Praparation von En-
dothelzellen aus der Nabelschnurvene ist seit IRi#8h Eric Jaffé etabliert (Jaffe et al.,
1973; Nachman and Jaffe, 2004). Nabelschnire siedgrite Quelle, sich teilender, nicht
adulter Zellen, da sie leicht verfligbar und einfaathandhaben sind. Aul3erdem enthalten
sie die fur die erfolgreiche Préaparation notwendjgeverzweigten Gefalle, insbesondere
die Nabelschnurvene, mit einer ausreichenden LangeGrof3e. Die primar kultivierten
Endothelzellen zeigen noch viele der morphologiscimamunologischen und funktionel-
len Charakteristika von Endothelzellen (Jaffe etE74; Jaffe and Mosher, 1978, Jaffe et
al., 1973). Fiur ein Modell mit humanen Zellen gést generell nur wenige Quellen, die
noch nicht durch aul3ere Faktoren wie Alter, RauclBabetes Mellitus, Bluthochdruck
oder Ahnlichem beeinflusst wurden. Diese Faktoiad dafiir bekannt an der Entstehung
der Arteriosklerose beteiligt zu sein. Bei embryenaZellen sind diese Umwelteinfliisse
weitestgehend eingeschrankt bzw. reduziert undZdien sind daher im gro3tmadglichen
MaRe unvorbelastet. Die Nabelschnurvene, oder &&ta umbilicalis ist ein vendses
Blutgefal3, das den Embryo mit dem Blutkreislauf Blettter verbindet und sauerstoffrei-
ches Blut von der Plazenta zum Kind leitet. Durehigrlische Uteruskontraktionen erhht
sich der Druck periodisch im Gefal3, vergleichbat amteriellen Gefaf3en. Die Isolation
von arteriellen Endothelzellen aus der Nabelschtenia erwies sich in Vorarbeiten we-
gen der geringen Zellausbeute als wenig praktikadef den Kauf bereits passagierter,
arterieller Endothelzellen von entsprechenden Rirmvarde aufgrund der mit zunehmen-
der Passage bekannten Dedifferenzierungsprobleneizichtet (Lang et al., 1999).

Je nach Grof3e und Art des Gefalies sind die Endetlesl verschiedenen Flussbedingun-
gen ausgesetzt. Grol3e arterielle GefalRe erfahrbobSpannungen von 15-70 dyn/cm?.
Die Endothelzellen in diesen Gefal3en weisen eit@mgeerten und in Flussrichtung aus-
gerichteten Phanotyp auf mit vermindertem oxidativeStress, geringer LDL-
Akkumulation und minimaler Expression von inflamor&chen Proteinen oder Adhéasi-
onsmolekilen. Vor allem die laminare Schubspanritégjin vivo zur Aufrechterhaltung
der NO-Synthase-Expression und damit auch zur N@4Bg bei. An Gefal3verzweigun-
gen nimmt die laminare Schubspannung ab und esnliggbulente, oszillatorische Fluss-
bedingungen mit teilweiser Stromungsumkehr vor (ABB). Infolgedessen sind die En-
dothelzellen nicht wie in geraden GefallabschnitteS8tromungsrichtung orientiert, wei-
sen eine erhohte Produktion reaktiver Sauerstaffepeauf, akkumulieren LDL-Partikel
und exprimieren verstarkt proinflammatorische Agibésmolekile (Estrada et al.,
2011b). Unter diesen Bedingungen konnte bereiteigewerden, dass durch die erhdhte
Expression von ICAM-1 und E-Selektin in humanen &lathnurvenen-Endothelzellen
deren Interaktion mit Leukozyten begunstigt istifiuand DePaola, 2005).
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Rz, = 502 Abb. 38: Stromungsprofil an GefaRver-
Up =266 mm 5 = === H
042, =0613 - ::::,_,.J- o zwelgungen

An Bifurkationen wird der laminare Fluss
im Blutsystem unterbrochen und ein Teil
der Stromung wird auf die duRere GefaR-
wand abgelenkt. An dieser Stelle wird die
GefaBwand gedehnt und das Blut stromt
teilweise zurtick; dadurch wird die Stro-
mungsgeschwindigkeit stark herabgesetzt
und die laminare Schubspannung wird in
eine oszillierende Schubspannung umge-
wandelt (modifiziert nach Karino et al.,
1987).

Arteriosklerose bildet sich nicht willkrlich, somch in Biegungen und Verzweigungen
arterieller Gefal3e, in denen die lokalen Flusslkmpdigen die oben erwahnten Kriterien
erfillen. Die genaue Rekonstruktion der arteriasitleschen Bedingungen ist sehr kom-
plex (Estrada et al., 2011a), daher fokussiereh isicvitro-Modelle meist nur auf die
Schubspannung. Zur Nachahmung oszillatorischer sbadingungen mit niedriger
Schubspannunm vitro wurde in dieser Arbeit ein Flusskammermodell egablVon den
zur Auswahl stehenden Systemen (ibidi und Fluxiwa) fir die geplanten Experimente
nur das ibidi-System geeignet. Das Kultivieren Ymmanen Endothelzellen war in ibidi
p-slides unter statischen Bedingungen nicht mdglich, wish diber den Zellen nur ein
geringes Medienvolumen befand und die Diffusion diig Versorgung der Zellen mit
Nahrstoffen unzureichend war. Daher wurde in Zusamarbeit mit der institutseigenen
Feinmechanik-Werkstatt ein Kipptisch entwickelt,t dem eine Kultivierung der En-
dothelzellen unter oszillatorischen Flussbedingangen etwa 0-1 dyn/cm2 méglich wur-
de, da das Medium durch den permanenten Lageweihselden Zellen hin und her be-
wegt wurde.

6.2 Die CD154-induzierte Signalkaskade

6.2.1 CD154 induziert eine VWF-Freisetzung aus humanen Elothelzellen

In den spaten 1990er Jahren festigte sich die Apgi@ass Arteriosklerose eine chronische
Entzindung der arteriellen GefalRwand ist (Hansswhlabby, 2006; Lusis, 2000; Ross,
1999). Dabei gibt es eindeutige Hinweise, dassdaotheliale CD40-CD154 Interaktion
eine pro-inflammatorische Reaktion im Gefal3 hemfbrund dadurch eine wichtige Rolle
in der Entwicklung von arteriosklerotischen Lasiorspielt (Mach et al., 1998). Eine Viel-
zahl von Interventionsstudien hat den pro-artetersikischen Effekt der CD40-CD154
Interaktion aufgedeckt. CD154-blockierende Antikdrper oder CiBAOckoutfiihren zu
einer verminderten Bildung arteriosklerotischer ibédsn in der Maus (Lutgens et al.,
1999; Mach et al., 1998) bzw. verandern den Pl&haotyp hin zu lipidarmen, kollagen-
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reichen und damit eher stabilen Plaque (Lutgenal.e2000; Schénbeck et al., 2000a;
Schonbeck et al., 2000b). Sowohl CD40 als auch @i&rden in allen Zelltypen arterio-
sklerotischer Lasionen exprimiert (Schonbeck arabyj 2001b). Allerdings sind die Zell-
Zell-spezifischen CD40-CD154 Interaktionen und ddamit verbundenen Zell-
spezifischen Signalwege noch immer unzureichenstaeden.

Arterielle Endothelzellen exprimieren unter physgischen Bedingungen kaum CDA4O0.
Korff, et al. (2007) konnten in LDLR Mausen zeigen, dass Endothelzellen CD40 expri-
mieren, wenn sie keiner laminaren Schubspannungeaber zyklischen Dehnung ausge-
setzt sind, beispielsweise im Aortenbogen und se(BefalRabgangen, einer bevorzugten
Stelle fur die Bildung arteriosklerotischer Plagugi§glicherweise spielt hier die deutlich
herabgesetzte Bildung von Peroxynitrit, dem Reaktiodukt von NO und Superoxi-
danionen, eine wichtige Rolle. Peroxynitrit kann 4DDam Tyrosin 82 nitrieren und
dadurch von der nachgeschalteten Signaltransdukttkoppeln und einem Abbau durch
das Proteasom zufiihren (Wagner et al., 2011).

Aktivierte T-Zellen und Thrombozyten sind die Hagylle fir CD154 und sCD154 im

Blutkreislauf. Verschiedene Studien geben Einsiehdie inflammatorische Funktion von

aktivierten Thrombozyten im Prozess der Arteriogide (Gawaz et al., 2005; May et al.,
2008). Huo et al. zeigten, dass zirkulierende vaktie Thrombozyten die Monozytenrek-
rutierung in arteriosklerotischen Arterien fordenmd damit die Arteriosklerose beschleu-
nigen (Huo et al., 2003). Henn et al. bewiesens ddsombozyten durch CD40-CD154
Wechselwirkung verschiedene inflammatorische Reakt in Endothelzellen hervorrufen
kénnen, wie die Expression von Adhasionsmolekilehdie Produktion von Chemokinen
und Matrixmetalloproteinasen (MMPs) (Henn et a98).

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werderssdaD154, als membrangebundener
oder l6slicher CD40-Ligand, die Sekretion von VW5 &VPBs in humanen kultivierten
Endothelzellen induziert. Die luminale VWF-Freisetg konnte in Immunfluoreszenzfar-
bungen und mit Hilfe eines spezifischen ELISA filvestand und Zelloberflache gezeigt
werden. Bereits 1989 wurde festgestellt, dass diehd Stimulation regulierte VWF-
Freisetzung in HUVEC im hohen Mal3e polarisiert deamn. Beispielsweise induzierte
PMA eine verstéarkte basolaterale VWF-Freisetzumpii$ et al., 1989).

6.2.2 VWF wird durch eine Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration
freigesetzt

Es ist bekannt, dass diese regulierte VWF-Sekrétiomm zwei klassische Signalwege initi-
iert werden kann (Romani de Wit et al., 2003; Ranefaal., 2006; Vischer et al., 2000).
Histamin oder Thrombin erh6hen die intrazellulaedatimkonzentration. Epinephrin oder
Forskolin fuhren zu einem Anstieg des intrazelletécAMP-Spiegels. In den hier durch-
gefuhrten Experimenten konnte die CD154-vermittelié--Freisetzung durch den Calci-
um-Chelator BAPTA inhibiert werden. Der InhibitoerdcAMP-abhangigen Proteinkinase
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H89 beeinflusste die CD154-vermittelte VWF-Freigetz dagegen nicht. Demnach indu-
ziert die Aktivierung des CD40-Rezeptors in den @&hdlzellen einen Anstieg der intra-
zellularen Calciumkonzentration. Dieser Effektkanabwohl durch den I6slichen als auch
durch den membrangebundenen Liganden ausgelosemvdbie CD154-stimulierte Erho-

hung der intrazellularen Calciumkonzentration war\iergleich zur Histamin-induzierten

Reaktion zeitlich verzogert, nur etwa halb so staber relativ lange anhaltend. Im Ver-
gleich reagierten nur etwa 20% der Endothelzelidrdan I6slichen Liganden wéhrend der
membrangebundene Ligand eine schnell oszillierdReaktion hervorrief, die bei einer

80%ig flachendeckenden Interaktion etwa 60% deroBralzellen aktivierte. Der Unter-

schied in der Effektivitat beider Liganden zeigtehs bereits bei der E-Selektin-

Expressionssteigerung.

6.2.3 Die PLCyl generiert IP;

Zusatzlich zeigten ljzendoorn et al. 1996, dasgimmdierte Thrombozyten vermutlich
durch mechanische Interaktion mit humanen Endogtielz Erh6hungen in deren intrazel-
lularer Calciumkonzentration hervorrufen (van |Xmorn et al.,, 1996). Die transienten
Erh6hungen der intrazellularen Calciumkonzentratraten nur bei 2-20% der Zellen auf,
obwohl die meisten Zellen auf Thrombin reagiertemg konnten durch Vorinkubation mit
dem PLC Inhibitor U73122 blockiert werden. 2003 daivon Yan et al. gezeigt, dass der
CD40-Ligand einen Anstieg von DAG undslid humanen Endothelzellen bewirkt (Yan et
al., 2003). Der DAG-Erhdhung folgte eine vermehitdivitat der Proteinkinase C und
parallel zum IR-Anstieg konnte eine Calciumerhéhung nachgewieserdewn. IR und
DAG sind sekundare Botenstoffe, die klassischemvdigrch Phospholipasen vom Typ C
(PLC) generiert werden. Die in dieser Arbeit durettidnrten Experimente mit pharmako-
logischen Inhibitoren fur die SERCA und die PLC dggn, dass sowohl der CD154-
induzierte Calciumanstieg, als auch die CD154-imelte vWF-Freisetzung in den En-
dothelzellen von der Aktivitat einer PLC und dendeplasmatischen Retikulum als Calci-
umspeicher abhangen.

Da CD40 kein G-Protein-gekoppelter Rezeptor isgsda Stimulation typischerweise zu
einer Aktivierung der PLE fihrt, missen die vorgenannten Effekte tber eikig/irung
der PLG/ vermittelt sein. Die humanen kultivierten Endo#tedlen exprimierten beide
PLCy-Isoformen. Allerdings liel3 sich nach CD40-Stimidat nur eine Aktvierung der
PLCyl, erkennbar an deren erhdhter Phosphorylierungdyosin 783, nachweisen. Die
Phosphorylierung bestimmter Tyrosinreste der AL yr775 oder Tyr783) blockiert die
Autoinhibition des Enzyms, wodurch dieses dysirdribivird (Gresset et al., 2010) ung IP
und DAG generiert.
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6.2.4 Calciumoszillationen aus dem endoplasmatischen Rktilum

Sowohl durch die Aktivierung des #Rezeptors im endoplasmatischen Retikulum als
auch die Aktivierung DAG-sensitiver lonenkanale kén zu einer Erh6hung der intrazel-
lularen Calciumkonzentration beitragen. Mikoshilesdhrieb 2007, dass deriRezeptor
(IP3R1) als Kanal Calcium oszillatorisch freisetamn (Mikoshiba, 2007). Schon 1991
beschrieb R. Jacob Calciumoszillationen in Endatikdn (Jacob, 1991). Er vermutete,
dass fur die Oszillationen repetitive Calciumspjkaausoidale Oszillationen oder Calci-
um-induzierte Calciumfreisetzungen verantwortlieins Morgan und Jacob zeigten 1998,
dass Histamin zytosolische Calciumoszillationerhiimanen Nabelschnurendothelzellen
hervorrufen kann, und dass die SERCA eine starkledynamische Rolle in der Regulati-
on dieser Calciumoszillationen einnimmt. So modulkike SERCA die Phasen der Calci-
umfreisetzung unterschiedlich stark in Abh&ngigkein der Intensitdt des Stimulus
(Morgan and Jacob, 1998).

Den IP3R1 konnten Bauer et al. mit 2-APB als Injoibklassifizieren (Bauer et al., 2011).
Tumelty et al. konnten Calciumoszillationen in Myten mit Hilfe des PLC-Inhibitors
U73122 und mit den IP3R-Blockern 2-APB und Xestogmo C verhindern (Tumelty et
al., 2011). In den hier durchgefiihrten Experimerkennten 2-APB und Xestospongin C
in unterschiedlicher Weise den CD154-induziertdrairellularen Calciumanstieg vermin-
dern, wéahrend 2-APB diesen fast komplett inhibidrtante mit Xeestospongin C nur eine
partiale Hemmung erreicht werden. Xestospongin tCiis zellpermeabler Inhibitor der
IPs-vermittelten Calciumfreisetzung, aber kein direHf&sR-Antagonist wie 2-APB. Den-
noch sprechen diese Befunde dafir, dass die Stiomutaon CD40 in den Endothlezellen
Uber eine Aktivierung der Phospholipasgl@nd die nachgeschaltete;Nermittelte Cal-
ciumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retika@umErhdéhung der intrazellularen
Calciumkonzentration und zur Exozytose der WPBstéiih

6.2.5 PLCyl-Aktivierung durch Proteinkinasen der Src-Familie

Die PLCy1 kann entweder direkt durch einem Rezeptor miinsischer Kinaseaktivitat
oder indirekt durch an einen Rezeptor-assoziieywsinkinasen aktiviert werden. Dem
CD40-Rezeptor fehlt diese intrinsische KinaseatdtvGraf et al., 1992). Ren et al. zeig-
ten bereits 1994, dass CD40-Ligation in der DaudieBlinie die Phosphorylierung der
Src-Kinase lyn, der PL{2 und der Phosphatidylinositol-3-Kinase hervori{i#en et al.,
1994). Von Ying et al. wurde 2011 bestatigt, dageo3inkinasen der Src-Familie (Syk)
zusammen mit der Phospholipas@@ den CD40-Signalweg in B-Zellen involviert sjnd
(Ying et al., 2011).

Die Besonderheit der Phospholipasg i Vergleich zu den lbrigen Phospholipasen C
besteht darin, dass diese eine geteilte Pleckdtsimologiedoméne besitzen, die wiederum
eine Src-Homologiedoméne enthalten. (Wen et aD6P(Eine direkte Tyrosinphosphory-
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lierung von PLE durch Kinasen der Src-Familie vitro konnte 1993 von Liao et al. ge-
zeigt werden (Liao et al., 1993). Phillipe et ainkten 2009 zeigen, dass Kinasen der Src-
Familie (Lck und c-Src) eine wichtige Rolle bei darosinphosphorylierung der PyC

im Uterus der Ratte spielen (Phillippe et al., 20@@ch Neron et al. konnten zeigen, dass
eine verstarkte Expression von Src mit der Stinnutaturch CD154 von B Zellen und
deren Proliferation zusammenhéangt (Neron et aD6P0Die vorgenannten Publikationen
zeigen demnach alle eine Verbindung zwischen derugition des CD40-Rezeptors, Ty-
rosinkinasen der Src-Familie und der Aktivierung BeCy auf. In der vorliegenden Arbeit
konnte durch die spezifische Hemmung dieser Sra$@n der CD154-induzierte intrazel-
lulare Calciumanstieg in den Endothelzellen ebenso die Aktivierung der PLEL de
facto inhibiert werden.

6.2.6 Die Beteiligung von lonenkanalen

2003 wurde von Yan et al. beschrieben, dass die5@ixiduzierte Veranderung der intra-
zellularen Calciumkonzentration in humanen Endaledn biphasisch ist (Yan et al.,
2003). So wurde in ihren Versuchen der initial leu€&D154-vermittelte intrazellulare Cal-
ciumanstieg durch Mobilisation von Calcium aug-$ensitiven Calciumspeichern und die
nachfolgende, langer anhaltende Calciumerhéhunghdamen Calciumeinstrom verur-
sacht. Dieser Einstrom sollte durch L-Typ Calciumida vermittelt sein (Linn, 2000), die
in humanen Endothelzellen allerdings nicht expritnieerden (Mak and Weglicki, 1994;
Matsui et al., 2007). In diesen Zellen wurden dheneits zwei alternative Moglichkeiten
fur einen Calciumeinstrom Uber die Plasmamembrachyeben. So konnten Jousset et al.
zeigen, dass durch einen Agonisten ein Rezeptoriafter Calciumeinstromréceptor-
activated calcium entryRACE) verursacht werden kann, der unabhangigdemCalci-
umfreisetzung aus intrazellularen Speichern istgdet et al., 2008). Cioffi und Stevens
untersuchten den Calciumeinstrom in Endothelzeltkr, durch die Calciumfreisetzung
aus den intrazellularen Calciumspeichern, wie dadoplasmatischen Retikulum, aktiviert
wird (store-operated calcium entr$fOCE) (Cioffi and Stevens, 2006). In diesem falt
ren TRP-Kanale vom Typ C1 und C4 Teil eines Calegatektiven Kanalkomplexes, der
in Folge der IR-vermittelten Freisetzung von Calcium aus dem maHalaren Speicher
aktiviert wurde.

Um die Bedeutung dieser lonenkanéle bzw. einegtiéims von Calcium in die Endothel-

zelle auf den CD154-induzierten Calciumanstieg bdie. Calcium-abhangige Exocytose
der WPBs zu untersuchen, wurden mehrere AnsatfelgierZuerst wurden verschiedene
pharmakologische Inhibitoren fir nicht-selektivetisaenkanale verwendet (Palasz and
Czekaj, 2000; Pena and Ordaz, 2008):

- Gadolinium oder auch andere lonen aus der Gruppd.alghanoide haben in etwa
denselben lonenradius wie Calciumionen. Uber etmagetitive Hemmung blockiert
Gadolinium damit viele verschiedene Calcium-leiehahenkanale.
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- Flufenaminsaure ist eine nicht-steroidale, antieimimatorische Verbindung, die zwar
viele lonenkanaltypen inhibiert, aber auch vielehtispezifische Effekte hat. So akti-
viert FFA z.B. TRP-Kanéle von Typ C6.

- 2-APB ist ein membranpermeables Bor-Derivat, dagpniinglich als IP3R-Blocker
verwendet wurde (165 42 uM), aber auch als Modulator fur verschiedeR®-Kanéle
angesehen wird, die teilweise blockiert (TRPC1@/®tc.) oder auch aktiviert
(TRPV1/2/3) werden.

- SKF #96365 ist ein Imidazol-Derivat und blockiegfoen TRP- auch Kaliumkanéle.

In den hier durchgefiihrten Experimenten hattenveischiedenen unspezifischen Katio-
nenkanalblocker einen eher heterogenen EinflussddanfCD154-induzierte Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration in den Endtzéken. Gadolinium verminderte zwar
die Starke des Calciumsignals, nicht aber den Amter Zellen, die auf den CD40-
Liganden reagierten. Auch die Calciumoszillatiomdieben weitgehend erhalten. Flufen-
aminsaure dagegen verminderte die Erhéhung deeilularen Calciumspiegels signifi-
kant und brachte auch die Oszillationen weitgehand Erliegen. SKF #96365 war prak-
tisch wirkungslos. Die Wirkung von 2-APB, welchesdaD154-induzierte Calciumsignal
faktisch ausldschte, ist fachlich umstritten. Sbdgpten Lievremont et al., dass 2-APB
kein IPR-Blocker ist, sondern dass es die Aktivierung Y&PC3/6/7 durch G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren bzw. OAG teilweise inhibigrtl dass es destore-operatedCal-
ciumeinstrom (SOCE) inhibiert (Lievremont et alQ08). Da insofern nicht ausgeschlos-
sen werden kann, dass 2-APB degMRezeptor direkt beeinflusst, konnen die Ergebnisse
mit 2-APB nicht als Nachweis fir einen CD154-induzn Calciumeinstrom in die En-
dothelzellen herangezogen werden. Insofern bligtacist unklar, ob lonenkanale in der
Plasmamembran an der CD154-induzierten Signalkadetkiligt sind.

Daraufhin wurde ein neuer Ansatz gewéahlt. Jho etbalegten 2005, dass dstore-
operated calcium entrilomplex aus TRPC1 und IP3R durch Angiopoietin-bckiert
werden kann (Jho et al., 2005). Dabei wurde deci@aleinstrom in die Zelle unabhangig
von der Calciumfreisetzung aus den intrazellul@eeichern inhibiert. In den hier durch-
gefuhrten Experimenten hatte die Vorinkubation Arigiopoietin-1 keinerlei Einfluss auf
die Calcium-abhangige CD154-induzierte VWF-Freisetz Auch die Verwendung des
TRPC3-spezifischen Kanalblockers Pyr3 hatte keiBeriluss auf die CD154-induzierte
VWEF-Freisetzung. Insofern sprechen auch diese DOgggan die Beteilingung eines Calci-
umeinstroms in die Endothelzellen bei der CD154imerten Stimulation der vVWF-
Freisetzung.

Nicht-selektive Kationenkanéle wie TRPC3, 6 unddrinen durch DAG auch unabhangig
von einer Calciumspeicher-Entleerung und unabhargig einer Aktivierung der PKC
aktiviert werden (Hofmann et al., 1999). Um als@inem weiteren Schritt die Beteiligung
dieser lonenkanale an der CD154-induzierten Sigiskikde abzuklaren, wurden Experi-
mente mit dem DAG-Analogon OAG in Gegenwart und A&benheit eines PKC-

89



DISKUSSION

Inhibitors durchgefiihrt, da die PKC diese TRPC-Kardurch Phosphorylierung inhibie-
ren kann. So stimulierte OAG selbst zwar die VWEi$atzung bzw. verstarkte die
CD154-stimulierte vVWF-Freisetzung in den Zellibanst — beide Effekte waren in Ge-
genwart des PKC-Inhibitors aufgehoben — die Hemnderg?KC hatte aber keinen Effekt
weder auf die CD154-stimulierte VWF-Freisetzungden Zelliberstand noch auf die
VWF-Deposition auf der Zelloberflache. Insofern kaine Beteiligung dieser lonenkanale
weitgehend ausgeschlossen werden.

Trotzdem sollte in einem letzten Ansatz diese FrageHilfe elektrophysiologischer Me-
thoden nocheinmal aufgegriffen werden. In Zusammimniamit der Abteilung Neuro- und
Sinnesphysiologie des Instituts wurden sowebltage-clampwie auchcurrent-clamp
Experimente mit den kultivierten Endothelzellenahgefihrt. Die dabei erzielten Ergeb-
nisse schlieen einen CD154-induzierten Calciunmeimstrom in die Endothelzellen de-
finitiv aus. Stattdessen wurde ein Einstrom vono@illonen gemessen. Bereits 1994 be-
schrieben Gericke et al. einen Zusammenhang zwis€idorid- und Calciumstrémen
(Gericke et al., 1994), indem ein Einstrom von @dionen die treibende Kraft fir eine
Erh6hung der intrazellularen Calciumkonzentratidroét.

Die durch CD154-induzierten, in dieser Arbeit besghenen Calciumoszillationen werden
daher wahrscheinlich durch periodische Freisetzunvga Calciumionen aus intrazellula-
ren Calciumspeichern erzeugt (Nilius and Droogma@§1). Dazu z&hlen vor allem die
IPs-sensitiven Speicher wie das endoplasmatische letik die Gber den PPRezeptor
Calciumionen in das Zytoplasma freisetzen. Mdglaleese konnte der IP3R an TRP-
Kanale gekoppelt sein, weil der N-Terminus des IRBR der C-Terminus von TRP-
Kanalen als verbindende Doméane identifiziert wuiidius and Droogmans, 2001). Dar-
Uber hinaus kommen TRPC-Kanéle auch in intrazeul&ompartimenten wie dem en-
doplasmatischen Retikulum vor. So hatten unspehiis zellpermeable Inhibitoren von
Kationenkanalen wie Flufenaminsaure einen inhilnidem Einfluss auf die CD154-
induzierten Calciumoszillationen, was fur eine Hgpeng intrazellularer lonenkanéle
spricht. Diese mussen nicht zwangslaufig im endopétischen Retikulum lokalisiert sein,
sondern kénnen auch in Lysosomen lokalisiert sei@,z.B. der durch Nikotinsaureadeno-
sindinukleotidphosphat (NAADP) aktivierbare TPC-kar{TPC2,two pore channel 2
(Brailoiu et al., 2010a; Brailoiu et al., 2010b;l®ae, 2011; Galione et al., 2010). Zusatz-
lich wurde schon beschrieben, dass die Calciungiaismg aus den Calcium-Speichern wie
dem endoplasmatischen Retikulum und den Lysosomtenagieren kdnnen und sich ge-
genseitig triggern oder verstarken kbnnen (Gali@id,1). Daher ware es moglich, dass
die lysosomalen Calciumspeicher eine kleine abesté&kende Rolle in der CD154-
induzierten Signalkaskade spielen. Diese Vermutind durch den Befund gestitzt, dass
der Inhibitor fur die lysosomalen CalciumspeichafiBmycin A einen partiell hemmen-
den Effekt auf die CD154-induzierten Calciumostitlaen hatte.
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6.3 Die CD154-induzierte vVWF-Freisetzung

Sowohl unter statischen als auch unter Flussbedgejufihrte die Stimulation des CD40-
Rezeptors auf Endothelzellen zu einer luminalemsEteung von VWF aus den WPBs, und
zwar abgesehen von den unterschieden in der Widstitugke sowohl mit dem I6slichen
CD40-Liganden als auch mit dem membrangebundengme®ler et al. haben in zell-
freien Systemen festgestellt, dass sich die konepidkinformation des VWF erst bei einer
Scherrate iber 5000 ntfaltet und damit Bindungsstellen exponiert wexdlie auf einer
artifiziellen Kollagenschicht anhaften kdnnen (Seidier et al., 2007). Diese Formande-
rung war reversibel und der elongierte VWF gingeohkiuss in die kompakte Konformati-
on zuruck. Bei den hier mit kultivierten Zellen dhgefihrten Experimenten reichte be-
reits die geringe Schubspannung von 0,3-0,5 dyn(SoRerrate ~30-50% aus, um den
freigesetzten VWF zu elongieren und als Faden auttdothelzelloberflache zu binden.
Auch bei Huang et al. reichten relativ niedrige @mpannungen (2,5-20 dyn/cm?) aus, um
VWF-Faden auf der Oberflache von humanen Endotlheizeu binden (Huang et al.,
2009). Dabei vermittelte das InteguonB; die Bindung der vVWF-Faden auf der Zellober-
flache. Bis dahin war es nicht sicher, ob P-Setektlera,3; diese Funktion vermittelt
(Chauhan et al., 2007; Padilla et al., 2004). Dufiehintegrin-Bindung von VWF reichen
wahrscheinlich schon niedrigste Schubspannungewdi&iBildung der ultralangen vVWF-
Faden auf der Endothelzelloberflache aus. Untetswggn an isoliert-perfundierten Blut-
gefalRen der Maus weisen daraufhin, dass diese Biatlemy mit Steigen der Schubspan-
nung noch zunehmen kann (vgl. Doktorarbeit von @li&dolph).

Sowohl CD154 als auch Histamin setzen VWF tUbeme®@a&cium-abh&ngigen Signalweg
frei. Trotzdem zeigten sich in dieser Arbeit miiden Stimuli distinkte Unterschiede bei
der Art der vVWF-Freisetzung. Durch Histamin wurde &rof3teil der WPBs bzw. deren
Inhalt in den Zelliberstand freigesetzt und esdvdd sich wenige, dafir aber lange VWF-
Faden auf der Endothelzelloberflache. Die Stimafatnit CD154 fihrte dagegen zu einer
Freisetzung des Inhalts von weniger als 50% der 8ViRBVergleich zu Histamin. Aller-
dings blieb unter statischen Bedingungen der GiloBes freigesetzten VWFs auf der
Oberflache der Endothelzellen haften. Unter Bednggu einer sehr niedrigen oszillieren-
den Schubspannung bildete sich eine Vielzahl kuvi@F-Faden auf der Endothelzel-
loberflache. Von Romani de Wit et al. wurde gezealgiss ein starker intrazellularer Calci-
umanstieg, z.B. hervorgerufen durch Thrombin odetathin, zu einer Zellkontraktion
fuhrt und die gesamte Population der WPBs in delorelzelle mobilisiert wird (Romani
de Wit et al., 2003). Durch eine Erhéhung der agtularen cAMP-Konzentration wurde
ein WPB-Clustering induziert und mit Hilfe der Mdtubuli nur ein kleiner Teil der WPBs
freigesetzt. Die durch CD154-induzierte VWF-Freisey geschieht allerdings unabhangig
von cAMP und unterscheidet sich von den von RordanVit vorgestellten Freisetzungs-
arten. Ebenso unterschied sich die in dieser Atbmibachtete Anderung der intrazellula-
ren Calciumkonzentration. Mit SCD154 als Stimuluarwvdie Calciumantwort der En-
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dothelzellen zeitlich verzdgert, langer persistentd mit einer kleineren Amplitude im
Vergleich zu Histamin. Mit den CD15Myelomzellen zeigten sich dagegen schnelle Cal-
ciumoszillationen. Die Art und Weise der Anderurgg thtrazellularen Calciumkonzentra-
tion scheint daher einen Einfluss auf die Art uad Ausmald der VWF-Freisetzung aus den
Endothelzellen zu haben.

Die CD40-vermittelte Freisetzung von vWF stimuli&hdothelzellen nicht langfristig
dazu eine klebrige Oberflache zu besitzen, so waeEapression von Adhasionsmoleki-
len, aber die Exozytose der vVWF-Multimere aus ddPBé/schafft akut eine hohe Adhasi-
vitat, die auRerdem sehr lokal wirkt. Damit kannnnvan einem autokrinen Effekt spre-
chen, denn die VWF-Freisetzung aus den intakterotBetrellen ermoglicht erst ihre In-
teraktion mit den Thrombozyten. Damit schliel3t sioh sich-selbst-verstarkender Regel-
kreis, indem die Thrombozyten-CD154 Endothelzet®40-Wechselwirkung die Inter-
aktion zwischen diesen Zellen initiiert, die sicdggnseitig aktivieren, Entzindungsmedia-
toren ausschitten und weitere EntziindungszellerMmieozyten rekrutieren. Dieser Me-
chanismus kénnte damit die friihe, initiale PhaseAdleerogenese beschreiben.

6.4 Die Rolle von CD154 und Thrombozyten flr die Athergenese

Die Entstehung und die Entwicklung der Arterioslsr hangt u.a. von der Aktivitat der
CD40-CD154-Ko-Stimulation und von Thrombozyten &b.konnte in verschiedenen tier-
experimentellen Modellen gezeigt werden, dass Thomyten eine entscheidende Rolle in
der Atherogenese spielen. Diese verringerte sichlide im Arteriosklerosemodell der

ApoE-/- Maus nach Depletion der Thrombozyten bzwmthung ihrer Aggregation durch

Infusion von Antikérpern gegen GPIb bzw. GPIIb/lllandererseits kann die Plaquebil-
dung durch die Infusion von aktivierten Thrombonysgnifikant verstarkt werden (Huo

et al., 2003; Massberg et al., 2002).

Die Idee, dass Endothelzellen pathologische prhammhatorische Funktionen besitzen,
wurde ursprunglich durch Ross entwickelt (Ross,9)9&ntziindungsreaktionen kénnen
die pro-koagulatorischen und anti-koagulatorisckegenschaften der Endothelzellen we-
sentlich beeinflussen. Tull und Kollegen konntef@@eigen, dass Endothelzellen, die mit
glatten Muskelzellen kokultiviert werden, eine Mataus VWF auf ihrer Oberflache pra-

sentieren, und dass diese Matrix auch unter Fldestpengen in der Lage ist Thrombozy-
ten zu binden und auf der Endotheloberflache ziviakén (Tull et al., 2006). Diese Bin-

dung von Thrombozyten auf der Oberflache der Ereln#ien wurde 2011 von Kuckle-

burg als,Endothelial cell-borne platelet bridgestezeichnet. Die von Endothelzellen tber
VWF gebundenen und aktivierten Thrombozyten expmnien P-Selektin und verstarken
die Leukozytenrekrutierung aus dem Blut an die Gefind. Zuséatzlich sezernieren die
Thrombozyten CXCL4 und verstarken die Freisetzumgdeser Chemokine wie CCL2 oder
MCP-1 aus den Endothelzellen. Diese Chemokine iakéim speziell Monozyten und for-

dern deren Transmigration in die Gefallwand (Kuakiglet al., 2011). Beides, die ver-
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starkte Rekrutierung der Monozyten und die chrdr@sEntziindungsreaktion in der Ge-
falRwand, sind essentielle Schritte in der Pathaggeder Arteriosklerose.

Die Adhéasion zwischen Leukozyten, Endothelzelled hrombozyten erhoht die Kom-
munikation zwischen diesen Zelltypen und spielt dmi Entwicklung der Arteriosklerose
eine entscheidende Rolle. Dabei ist die Kommurokatiber das CD40-Rezeptor CD40-
Ligand-System sehr wichtig. CD154-Defizienz bei dinbozyten reduziert deren Rollen
auf der Endothelzelloberflache und 50% ihrer festelhdsion. Die CD40-Defizienz bei
Endothelzellen reduziert ebenfalls das Rollen vonrombozyten und Leukozyten
(Ishikawa et al., 2005). Grundsatzlich kdnnen Leayken nicht immer direkt mit En-
dothelzellen interagieren, sondern missen moghetise durch aktivierte Thrombozyten
rekrutiert und aktiviert werden, insbesondere dutieghPrasentierung von Adhésionsmole-
kile wie P-Selektin auf ihrer Oberflache und dieiggtzung der vorgenannten Chemokine
(Totani and Evangelista, 2010). 2010 wurde voniRstral. beschrieben, dass vVWF-
assoziierte Thrombozyten die Extravasation von mpokphkernigen neutrophilen Gra-
nulozyten fordern und damit die endotheliale Baefienktion schwéchen (Petri et al.,
2010). Thrombozyten besitzen also neben ihrer kamkh der Hamostase einen haufig
unterschatzten Einfluss auf die Entziindungsreaktiater GefalRwand.

Um zu zeigen, dass die durch CD154-induzierte Diaposvon VWF-Faden auf der En-
dothelzelloberflache tatséachlich einen adhasivdaekEhat und somit Thrombozyten auch
unter Flussbedingungen rekrutieren kénnen, wurd®ahmen einer medizinischen Dok-
torarbeit in unserer Arbeitsgruppe eim sit-Perfusionsmodell mit der isoliert-
perfundiertenA. carotisder Maus etabliert. Durch Stimulation der natidarothelzellen

in diesen Gefalisegmenten mit sCD154 konnte in middedellsystem nicht nur eine ein-
drucksvolle vVWF-Fadenbildung auf der luminalen @elderflache gezeigt werden, son-
dern nach Perfusion mit isolierten, markierten Thbozyten aus der Maus auch deren Ko-
Lokalisation mit den vWF-Faden (Abb. 39). DarUbenaus flhrte die Bindung der
Thrombozyten an die VWF-Faden unter Fluss auchezendAktivierung, die durch einen
Anstieg der Immunfluoreszenzfarbung fur P-Seleklangestellt werden konnte. Die an-
schlielBende Perfusion der Gefal3e mit isolierternrjman Monozyten zeigte dariiberhinaus
eine Ko-Lokalisation dieser Monozyten mit vVWF-Thioozyten-Komplexen. Zusammen-
gefasst belegen diese Ergebnisse, dass die CDiG4imte Endothelzellen-
Thrombozyten-Monozyten-Interaktion tatséchlichgoliert perfundierten Blutgefal3en der
Maus existent ist. Hierbei Uberraschend war digesgrochen deutliche Netzbildung aus
VWEF-Faden, die so nur bei Patienten mit einem Oef@kADAMTS13-Gen herzukom-
men scheint. Dies lal3t darauf schliel3en, dass \ME-spezifische Protease in der Maus
weniger aktiv oder abundant ist als beim Menschen.
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vWF

Thrombozyten

vWF Thrombozyten

Abb. 39: Immunfluoreszenzfarbung einer in situ perfundierten Mauskarotide (mit freundli-
cher Genehmigung von Oliver Adolph)

Isolierte Mauskarotiden wurden ex vivo unter geringem Fluss (0,5 dyn/cm?2) mit sCD154 und mit
isolierten, Calcein-beladenen Mausthrombozyten perfundiert und anschlie@end immunfluoreszent
fur VWF gefarbt. Die konfokalen Fluoreszenzbilder zeigen die luminale vVWF-Freisetzung und die
VWF-Fadenbildung auf der Endothelzelloberflache. Die Thrombozyten sind vorwiegend mit den
VWF-Faden ko-lokalisiert.
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7 Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit aufgestellte Hypothese laytdtess die Interaktion von endothelialem
CD40 mit thrombozytarem CD154 zu einer Freisetzumig VWF aus den Endothelzellen
fuhrt und damit die Voraussetzung schafft fur esteile Interaktion von Endothelzellen,
Thrombozyten und Leukozyten an PradilektionsstaheiisefalRsystem fur die Entstehung
von Arteriosklerose. Fur die Durchfihrung der Expente wurden verschiedene Modell-
systeme etabliert und auf ihre Funktionalitat hetegtet. Fur die Stimulation des CD40-
Rezeptors wurden ein lésliches, rekombinantes enési CD154-Protein und eine CD154-
exprimierende Mausmyelomzelllinie verwendet. Hum&melothelzellen aus der Nabel-
schnurvene wurden in einem Flusskammermodell weeillierenden Niedrigflussbedin-
gungen kultiviert und stimuliert. Damit bestand di&glichkeit in vitro die Stimulation
der Endothelzellen mit CD154 unter Bedingungen loizwéiihren, wie sie an den Pradilek-
tionsstellen fur die Arteriosklerose vorherrschen.

Die durchgeflihrten Experimente zeigen, dass draudition des CD40-Rezeptors auf den
Endothelzellen zu einer prominenten Freisetzungwwir aus den Weibel-Palade Korper-
chen der Endothelzellen fihrt. Dabei wird ein Teis VWF auf der Endothelzelloberflache
als vVWF-Faden deponiert, sofern die Zellen einerimalen Wandschubspannung ausge-
setzt werden. Diese Bindung von vWF-Faden an didothelzelloberflache bietet eine

gute Voraussetzung fur die Rekrutierung von Thromyten und Leukozyten und damit

auch fur die Entstehung von Arteriosklerose. Ddiadelt es sich um einen sich selbst
verstarkenden Prozess, bei dem die FreisetzungCh@mokinen aus und die Expression
von Adhasionmolekilen in den aktivierten Zelleneegmtscheidende Rolle spielen.

Die CD154-induzierte Exozytose von VWF aus den Emeleellen wird Uber einen Sig-
nalweg vermittelt, der initial eine Aktivierung vohyrosinkinasen der Src-Familie um-
fasst, welche die Py@ aktivieren. Durch die nachfolgende Bindung vop &R seinen
Rezeptor im endoplasmatischen Retikulum kommt esirzer Erhéhung der intrazellularen
Calciumkonzentration, welche die Fusion der WPB$ der Plasmamembran der En-
dothelzellen katalysiert. Eine Beteiligung des cAMignalwegs ebenso wie der Protein-
kinase A bei dieser Exozytose konnte wie die Aktivng DAG-sensitiver TRPC-Kanéle
in der Plasmamembran bzw. im endoplasmatischerku®ethn ebenso ausgeschlossen
werden. Die in Endothelzellen durch CD40-Stimulatioduzierte Signalkaskade ist in
Abbildung 40 schematisch dargestellt.
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Abb. 40: Schematische Darstellung der Signalkaskade, die zu  r CD154-stimulierten Freiset-
zung von VWF aus den Endothelzellen fiihrt

Die Bindung von CD154 an den CD40-Rezeptor induziert die Aktivierung von Tyrosinkinasen der
Src-Familie. Die dadurch verursachte Tyrosinphosphorylierung der PLCyl stimuliert die Spaltung
von PIP, zu IP; und DAG. IP; vermittelt eine Calciumausschittung aus dem endoplasmatischen
Retikulum, die die luminale Sekretion der primar aus VWF-bestehenden WPBs initiiert. Der freige-
setzte VWF kann unter Flussbedingungen ultralange Faden (ULVWF) auf der Endothelzelloberfla-
che bilden.
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8 Ausblick

Sowohl die Interaktion von Thrombozyten, Endothidreund Leukozyten als auch die
Kommunikation dieser Zelltypen untereinander koneitee entscheidende Rolle bei der
Entwicklung der Arteriosklerose v.a. in der Inighhse spielen. Um die Bedeutung dieser
CD40-CD154-vermittelte interzellularen Kommunikation Hinblick auf die Atherogene-
se weiter aufzuklaren, ist ein komplexeres (tieegxpentelles) Modell erforderlich. Es
gibt verschiedene etablierte Maus-Modelle fur diathBgenese der Arteriosklerose
(Daugherty, 2002). Die ApdEoder die LDLR" Linien sind dabei die anerkanntesten Mo-
delle. Sie beruhen auf verschiedenen Defekten pidirietabolismus, durch den die Arte-
riosklerose initiiert bzw. verstarkt wird. Es ginige starke Ahnlichkeiten in der Morpho-
logie der Lasionen, die sich in der Maus im Verglezum Menschen bilden. Fir die For-
schung sind sie daher sehr geeignet, um die Mesimani der Atherogenese nachzubilden.

Die Intravitalmikroskopie bietet die Moglichkeitladare Reaktionen tber Zeit und Raum
darzustellen und kann unter Bedingungen durchgefuérden, die dem nattrlichen Mili-
eu sehr nahe kommen (Pittet and Weissleder, 20ddderneLaserscanningMikroskope
ermoglichen eine grol3e Eindringtiefe, flr einergEmen Zeitraum, Uber groRere Gewebe-
bereiche, sogar mit subzellularer Auflosung im Veigh zur klassischen Hellfeld-
Mikroskopie. Fluoreszenzmarkierte Sonden verbesdabei den Bildkontrast (Shaner et
al., 2005). Uber die Detektion der Fluoreszenz kindie Position, Beweglichkeit, Adha-
sion und die Interaktion von individuellen Zellendrei Dimensionen Uber die Zeit ermit-
telt werden. Zum Beispiel konnte Eriksson mit Hitfer Intravitalmikroskopie in der Apo-
E-/- Maus zeigen, dass Leukozyten hauptsachlichr dhikrogefal3e in fortgeschrittene
Lasionen einwandern (Eriksson, 2011).

Die Ruckenhautkammer ist ein etabliertes Modell ld&navitalmikroskopie (Brown et al.,
2001; Lehr et al., 1993). Sie kann Uber einen Zeitr von mehreren Wochen angewendet
werden. Die dorsale Rickenhaut der Maus wird dabein Beobachtungsfenster prapa-
riert und der Rahmen wird implantiert. Es ist mélgliArteriolen und Venolen und deren
GefalRverzweigungen zu beobachten. Um die Bedingufigredie Arterioskleroseentste-
hung nachvollziehen zu kénnen, ware die BeobachtergZell-Zell-Interaktion in min-
destens mittelgro3en, arteriellen Gefalen eine dwanaussetzung. Dies ist mit dem
Ruckenhautkammermodell leider nicht maoglich. Mitfélider 2-Photonen-Mikroskopie
werden aber derzeit neue Modelle entwickelt, dedleicht bald die Untersuchung grol3e-
rer Gefal3e erlauben (Megens et al., 2008).

97



AUSBLICK

Die Verwendung verschiedener Mausmodelle mit Zeikpezifischen und induzierbaren
knockoutdir CD40 bzw. CD154 ware ebenfalls sinnvoll. Sateesich bereits bei dén
situ Perfusion von Gefal3en globaler CDdtackoutMause nach Stimulation mit sCD154
keine VWF-Freisetzung, was die Spezifitat der CD&tdulierten VWF-Freisetzung be-
statigt (vgl. Doktorarbeit von Manuel Schwarz). Melltyp-spezifischen und induzierba-
ren knockoutsbieten dariberhinaus die Méglichkeit zelltypspezli in vivo die CD40-
CD154-Interaktion zwischen Endothelzellen und ThHoomyten, zwischen Thrombozyten
und Leukozyten und zwischen Endothelzellen und beyten und deren Einfluss auf die
Atherogenese zu untersuchen. Daher wird derzditutssintern einé&knockoutLinie gene-
riert, die einen Endothelzell-spezifischen CDd@ckoutbesitzt.

Auch fur die Aufklarung weiterer Signalbestandtditinnten Mausmodelle hilfreich sein.
Die Ligation von CD40 mit CD154 fuhrt zu der Tringerung des Rezeptors, an den sich
daraufhin TNF-Rezeptor assoziierte Faktoren (TRAR)agern. Verschiedene Studien
zeigen, dass die CD40-TRAF6-Achse an der CD40-v&slt@n Signalkaskade und der
Entwicklung von Arteriosklerose maf3geblich beteiig(Donners et al., 2008; Lutgens et
al., 2010; Min et al., 2005). Dim vitro Untersuchung zusammen mit einémockdown
Ansatz war in dieser Arbeit leider nicht mdglicta die kulivierten Endothelzellen nach
der Behandlung mit Transfektionsreagentien nichhmfiér weitere Experimente (Calcium
Imaging ELISA) verwendbar waren. Daher kann die Beteriggwon TRAF-Molekilen an
der CD154-induzierten vVWF-Freisetzung vermutliclh mit Hilfe eines Mausmodells ge-
klart werden, vorzugsweise mit konditionalen Enetthll-spezifischen TRAF&nockowt
Mausen. Diese Tiere werden aktuell im Institut géuét.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Galghdngige VWF-Freisetzung aus
Endothelzellen hochstwahrscheinlich Uber das Caldiindende Protein Calmodulin ver-
mittelt wird (Birch et al., 1992; van den Eijndenkgauwen et al., 1997). Dieser Teil der
Signalkaskade kénnte in einer weiterfihrenden Areeenfalls noch néaher untersucht
werden.
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