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Abklirzungsverzeichnis

ACD “acidic citrate detrose’

ALP Alkalinephosphata:
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PRP plattchenreiches Plasma
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TGF “transforming growth factof”
™ Testmedium
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1. Einleitung

1.1 Bedeutung atherosklerotischer Veranderungen alsUrsache von spéater
folgenden Organschaden

Myokardinfarkte und Apoplexien sind wesentliche farkkungen der zunehmend alter
werdenden Bevolkerung. Gravierende EinschrankurdgmlLebensqualitat aufgrund
von Residualsymptomen und hohe Mortalitat dieserkrdflkungen machen
wissenschaftliche Erkenntnisse zur Ursache undetién von grol3er Bedeutung. Die
bekannt multifaktorielle Genese dieser Erkrankungmmie die ebenfalls multifaktoriell
bedingten atherosklerotisch veranderten GefaRalisehsind héaufig der Grundstein
fur spatere Infarkte und folgende Organschadeni(Ba et al., 1993; Goldschmidt et
al., 2002). Als Grundlage der Atherogenese giltthammer noch die ,response-to-
injury-Hypothese* (Ross, 1993). Diese beschreibeeendotheliale Dysfunktion, die
zur Ausbildung von Lipidplaques, fibrosen Plaqudsroadharenten Plattchenthromben
fuhrt. Diese drei Formen der Gefal3schadigung konnemander Ubergehen oder
nebeneinander vorkommen.

1.2 Thrombozyten und ihr Verhalten an defekten GefBwanden

Thrombozyten gehdren zum korpuskularen Bestandtiesl Blutes. Diese kernlosen
Zellen entstehen aus Abschnirungen von Megakamgozyim Knochenmark.

Physiologisch normwertig ist eine Konzentration amhrombozyten von

150.000-300.000/ul im Blut des adulten Menschen. d&& Hamostase kommt den
Thrombozyten eine zentrale Rolle zu, so dass beilideen Thrombozytopenien das
Risiko von Blutungen erheblich erhoht ist. Ihre mate Funktion besteht in der
primaren Hamostase, um Blutungen bzw. Blutverludigch Verletzungen der
Gefalintegritat schnell zu minimieren. Dies geduhie drei Schritten:

Der erste Schritt ist diddhasion der Plattchen an der nicht mehr intakten Gefallwand
durch Interaktionen von Rezeptoren auf der Obedr#ader Thrombozyten mit der
extrazellularen Matrix der verletzten GefalBwand @®ot & Sixma, 1990). Dieser
erste Kontakt bewirkt diéktivierung der Plattchen, was nicht nur zur Aktivierung von
weiteren Rezeptoren und intrazellularen Signalwdgén, sondern ebenfalls zu einer
Veranderung der Thrombozytenmorphologie. Die giatt scheibenférmigen
Thrombozyten verandern ihre Form (,shape changafjcld Ausstllpungen der
Plasmamembran, sogenannte Pseudopodien. Durchudi@ldung dieser Pseudopodien
vergroRRert sich die Oberflache der Thrombozyter Bseudopodien ermdglichen den
aktivierten Thrombozyten untereinander in engen tikin zu treten und weitere
Thrombozyten zu aktivieren. Diese aktivierten Thbaxzyten setzen wiederum
Signalmolekiile frei.

Es kommt zurAggregation und somit zum Wachstum des Thrombus, der durch die
parallel verlaufende Aktivierung des Gerinnungssyst durch Fibrinstrange die Uber
die GPIIb/llla-Rezeptoren auf der Thrombozytenmeanbrinteragieren, weiter
stabilisiert wird. Letztendlich fihren diese Praegum Wundverschluss.

Das Gefal3lumen ist unter physiologischen Bedingaumgig Endothel ausgekleidet und
beugt einer Thrombusbildung vor. Die Thrombozyteamknen bei ungeschadigtem



Endothel nicht in Kontakt mit der prothrombotischemnbendothelial gelegenen
extrazellularen Matrix (EZM) , wie z.B. Kollagen.

AulRerdem produziert das Endothel Stoffe wie z.BkStoffmonoxid (NO) oder PG|
die inhibitorisch auf die zuvor beschriebene Hamsstwirken.

Der zuvor Dbeschriebene  Adhéasionsvorgang wird  durdfirombozytéare
Membranglykoproteine gesteuert (Andrews et al., 7J99Die Membran der
Thrombozyten besitzt viele dieser AdhasionsrezeptorDie EZM exprimiert
prothrombotische Komponenten, wie z.B. den vonléiand-Faktor (VWF), Laminin,
Kollagen und Fibronektin. Diese interagieren miin délembranglykoproteinen der
Thrombozyten. Beispielsweise kommt es durch dieraition zwischen dem vWF mit
dem Glykoprotein Ib-V-IX auf der Thrombozytenmembrzu einem ersten Kontakt,
zwischen den Thrombozyten und der EZM. Dieser d¢st@takt muss bereits aufgrund
der hohen Scherkréafte im arteriellen Gefal3systechtretabil sein. Dabei kommt es
aufgrund der hohen der Scherkrafte die im artemelbefal3system vorherrschen auch
haufig zum so genannten ,Rolling” der Thrombozyestlang der GefaRwand bevor es
zur festen Adhasion kommt. Die Hamostase wird duteh Kontakt subendothelialer
Komponenten mit Membranglykoproteinen der ThrombezyeingeleitetAbb. 1).

Ein intaktes Endothel ist aufgrund der zuvor besti®nen Vorgange von
aul3ergewohnlicher Wichtigkeit, da es als eine Ahiu$zschicht fur Thrombozyten vor
der prothrombotisch wirkenden EZM des subendotlesli&ewebes fungiert.

Vor allem Erkrankungen der heutigen ,Wohlstandsligd®aft* die unter dem Begriff
des metabolischen Syndroms subsumiert werden und denen die
Hyperlipoproteinamie, die Adipositas, der Diabetesllitus, die arterielle Hypertonie
und die Hyperurikdmie gehdren, fuhren zu Endotlilden. Das Endothel geht
zugrunde mit der Folge, dass subendothelial prothatisches Gewebe in Kontakt mit
dem Blutstrom kommt. An diesen Stellen ist durch derletzung der Gefal3integritat
mit einer Thrombozytenadhasion zu rechnen und tstetitendlich ebenfalls eine
durch diese induzierte Thrombusbildung zu erwaras Endothel fungiert nicht mehr
als antithrombotische Schutzschicht, es entstaitUsigleichgewicht zugunsten der
prothrombotischen Seite (Ruggeri, 2002).

Die Hyperlipoproteinamie ist in Bezug auf die Erdaschadigung und deren bereits
beschriebenen  Auswirkungen  besonders  hervorzuhebddurch intimale
Lipideinlagerungen kommt es zu einer Intimaverdigkwnd damit verbunden zum
Untergang des Endothels mit Freilegung der prothaiach wirkenden extrazellularen
Matrix. Auch Erkrankungen wie die arterielle Hyfmie oder auch der Diabetes
mellitus fuhren zu einem signifikant gesteigertenthekoskleroserisiko mit
Endothelschéadigungen. Die daraus resultierendeuPldagw. Thrombusbildung in den
GefalRen, erhoht die Inzidenz kardiovaskulérer Bisgg (z.B. Myokardinfarkt) bei
diesen Krankheitsbildern signifikant (Dzau, 1990jwzell, 1991).

Verletzungen der GefaRRintegritat erhdhen signifildas Risiko fir die Ausbildung von
Thromben die letztendlich zu Gefal3verschliusserefilkbnnen.



1.3. Dieextrazellulare Matrix

1.3.1 Die extrazelluldare Matrix als ein Teil des daendothelialen Gewebes und
Trigger zur Ausbildung von Thromben

Kommt es zu Verletzungen des Endothels so tretfartgelegene Zellverbande in
Kontakt mit dem Blutstrom. Zu ihnen gehdren untedexem glatte Muskelzellen und
Fibroblasten. Die Muskelzellen regulieren den Gefaus. Fibroblasten sind Teil des
Bindegewebes und verleihen dem Gefal3 durch dieuRtioth von Kollagen eine
gewisse Stabilitdt. Neben vielen anderen Zellapeaduzieren Muskelzellen und
Fibroblasten auch Komponenten fir die Zusammeusgtaler EZM. Die EZM
besteht aus vielen Komponenten vor allem aber andaesten Bestandteilen wie dem
Kollagen und elastischen Fibrillen, die in ein viskelastisches Gel, bestehend aus
Proteoglykanen, Glykoproteinen und Wasser, eingebsind (Piez & Reddi, 1984).
Nach heutigem Erkenntnisstand sind Kollagen, Pgiy@ne und strukturelle
Glykoproteine auch nur Obergruppen unter denen\sale weitere Subkomponenten
differenzieren lassen. So sind bereits achtzemschieedene Kollagen — Typen bekannt
aber auch Proteoglykane und strukturelle Glykopneteweigen sich weiter auf.

Die EZM verleint dem Gefal3 seine biomechanischbiltd. Dabei ist die strukturelle
Zusammensetzung der einzelnen Komponenten dem ligsvei Gewebe optimal
angepasst und kann sogar bei veranderten Anspriahemas Gewebe in ihrer
Zusammensetzung der einzelnen Komponenten moddimeumgebaut werden. Die
Zusammensetzung und das Gleichgewicht der einzédonemponenten sind von grof3er
Wichtigkeit fur das umliegende Gewebe (Hay, 1991).

Der Morbus Ehlers-Danlos, die Osteogenesis imperfend die Epidermolysis bullosa
sind Beispiele fur Erkrankungen, die durch Mutagion an Genen fur die
Kollagensynthese verursacht werden (Steinmann.efi@3; Byers, 1993; Bruckner-
Tudermann, 1993). Es ist bekannt, dass die EZMtnmh die Architektur eines
entstehenden Gewebes Dbeeinflusst, sondern zobatik einzelnen Gewebe durch
standige Modifikationen dem Bedarf des Organisnmpasast.

Ebenfalls greift die EZM Uber Rezeptoren, z.B.egrine, regulierend in
Stoffwechselprozesse der Zellen ein (Ruoslahti1)99

Die Kollagene |, Ill und VI, welche Uberwiegend der subendothelialen GefalRwand
vorkommen, interagieren mit Membranglykoproteinaesn der Thrombozyten. Sie
aktivieren durch die RezeptoregB; bzw. GPVI auf der Oberflache der Thrombozyten
intrazellulare Signalwege und férdern so die Haasest{Saelman et al., 1994; Moroi et
al., 1996). Kollagen hat einen prothrombotischenflEss auf Thrombozyten und fihrt
in GefalRabschnitten, in denen das Endothel zerstriz.B. in atherosklerotischen
Bereichen, zu einer raschen Thrombusbildukigo( 1).

Die EZM ist kein unveranderliches homogenes Wireys sondern ein
hochdifferenziertes, aus vielen Makromolekilen &leshdes System, welches standig
modulierend auf die Gewebsstrukturen wirkt (Juli&@daskill, 1993).

So gewinnen die einzelnen Komponenten der EZM aachBedeutung fur die
Thrombusentstehung. Viele Studien und Erkenntnibse den bekanntesten Vertreter -
das Kollagen — liegen bereits vor. Daher solligsdr Arbeit der Schwerpunkt auf die
Auswirkungen deProteoglykaneauf Thrombozyten und die dadurch mdglicherweise
quantitativ veranderte Thrombozytenadhasion gelegten.
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Abb. 1

Adhasion und Aktivierung von Thrombozyten durch défontakt mit der
extrazellularen Matrix und nachfolgend die Aggrémgatvon Thrombozyten auf den
bereits adharenten Thrombozyten

a) Thrombozytenadhdasion und Thrombozytenaktivierungt manschliessender
Aggregation und Thrombusbildung) Thrombozytenadh&sion und —aktivierung durch
Interaktionen von vVWF mit GPIb-V-IX bzw. KollagenitmGPVI. Expression von
GPIlib/llla auf der Thrombozytenmembran welches Hdurinteraktionen mit
Fibrinstrangen, die Verbindungen der Thrombozytetereinander weiter verstarkt und
so zur Thrombusstabilisierung beitragt.

1.3.2 Decorin und Biglykan, zwei Proteoglykane mitEinfluss auf EZM und
benachbarte Zellen

Proteoglykane bestehen aus einem Proteinkern, mniloer kovalente Bindungen ein
oder mehrere Glykosaminoglykane (GAG) angehéangt @itaralson & Hassel, 1995).
Dabei variiert bei den verschiedenen Proteoglykameht nur die Primarstruktur des
Kerns, sondern auch seine Gro3e. Generell untedathman zwischen Proteoglykanen
auf der Oberflache der exprimierenden Zellen, ddfemprotein transmembrandse
Segmente hat (Syndecan-Familie) und Proteoglykadienyollkommen extrazellular

liegen. Diese Arbeit beschaftigt sich mit zwei Ramlykanen, die vollkommen



extrazellular liegen und zur Gruppe der leucinreichamilie gehodren, demecorin
(Krusius & Ruoslahti, 1986) und deiglykan (Fischer et al., 1989Apb. 2).

Decorin hat einen 36-kDa grof3en Proteinkern anaderChondroitin/Dermatan-GAG
angehangt ist. Aus mehreren Studien ging hervoss diesem Proteoglykan eine
Schlusselrolle in der Zusammensetzung und Reguolater EZM  zukommt
(lozzo, 1999). Nicht nur die Kollagenfibrilogenesérd von Decorin Uber dessen
Bindungsstellen wesentlich beeinflusst (Weber et H96), sondern noch weitere
Proteine der EZM, wie Fibronektin (Schmidt et &991) und Thrombospondin
(Winnemoller et al., 1992). Decorin nimmt ebenfdlleer Wachstumsfaktoren wie z.B.
den TGFB Einfluss auf die Zellproliferation (Yamaguchi eft,al990). Alle diese
Erkenntnisse sind Indizien fir den grofRen Einflales) dieses Proteoglykan sowohl auf
die EZM als auch auf umliegende Zellsysteme hatchAwon Endothelzellen ist
bekannt, dass sie wahrend der Angiogenese, besorndekKerbindung mit einer
inflammatorischen Reaktion, vermehrt Decorin exyeren (Nelimarkka et al., 20D1
So gewinnt dieses ,small leucin-rich proteoglykai$LRP) auch an Bedeutung in
Bezug auf die Entstehung atherosklerotisch verdedérefalRabschnitte.

Biglykan ist strukturell dem Decorin sehr &hnlidber wesentliche Unterschied liegt
darin, dass an den Proteinkern (38 kDa) des Biglykawei Chondroitin/Dermatan
GAG angehéngt sind. So moduliert auch dieses SUBH? spezifische Interaktionen
Kollagen (Kresse et al., 1994) und beeinflusst idhnivie Decorin die benachbarten
Zellsysteme (Tufvesson & Westergren-Thorsson, 2008) einer verwundeten
Endothelschicht geht die Zellmigration mit einermaehrten Synthese von Biglykan
einher (Kinsella and Wight, 1988). Auch in der Eelsing der Atherosklerose scheint
Biglykan involviert zu sein. O Brien et al. (1998®ben gezeigt, dass Biglykan
vermehrt in atherosklerotischen Gefassabschnitten finden ist und dber
Apolipoproteine LDL bindet. Somit tragt BiglykamrzAusbildung von Lipidplaques
und letztendlich auch zur Entstehung von Atheraskle bei.

N-verbundene Chondroitin-/ Dermatan- N-verbundene

a) Chondroitin-/ Dermatan- - Qligosaccharide b)  sulfatseitenkette Oligosaccharide
Sulfatseitenketten

Proteinkern (36 kDa)

Proteinkern (38 kDa)

Leucin-reiche

Leucin-reiche Wiederholungen
Wiederholungen

Abb. 2
Struktureller Aufbau der extrazellular liegendentBoglykane
a) Biglykanb) Decorin



1.4 Kalziumablagerungen in Gefal3en
1.4.1 Gefallwandverkalkungen, eine Erkrankung mit eneblichen Folgeschaden

GefalRwandverkalkungen werden durch ektope Kalerfimgsprozesse hervorgerufen.
Dabei kommt es zu einer inadadquat starken Minettadis bzw. Ablagerung von
Hydroxyapatitkristallen in den GefaRen (GiacheB®99). Grundsatzlich unterscheidet
man zwei verschiedene Formen. Die erste zeichngt siurch eine vermehrte
Mineralisation im Bereich der Intima aus. Dort kotsie gehauft in Verbindung mit
atherosklerotischen Ablagerungen vor. Die zweitentast gekennzeichnet durch
vermehrte Mineralisation in der Media, die so genanvionckeberg-Atherosklerose.
Sie bewirkt eine Gefaldwandversteifung. Diese bevanke Stérung der Anpassung des
GefalRtonus an den Blutdruck. Beide GefaBwandvarkgen gehen mit einem
signifikant erhdhten Risiko fir die Ausbildung kerdaskularer Erkrankungen und
Herzinfarkten einher (Block, 2001).

Die Hyperphosphatamie, z.B. bei Niereninsuffiziegeht mit einer im Vergleich zur
Normalbevolkerung deutlich gesteigerten Gefal3warkdleung einher. In mehreren
Studien konnte gezeigt werden, dass der erhohtespRhatspiegel im Blut daflr
verantwortlich ist (Giachelli et al., 2001). So st&rben bei diesem Krankheitsbild auch
knapp 50% an kardiovaskularen Erkrankungen und michNierenversagen (Giachelli,
2003.

Auch der Diabetes mellitus, bei dem die Rate ahdmiie bedingten Organschaden im
Vergleich zur gesunden Bevolkerung signifikant éthést, ist fur eine gesteigerte
GefalRverkalkung bekannt (Lehto, 1996).

Generell ist bekannt, dass mit zunehmendem Altemegkrt Kalziumkristalle in
GefaRwanden eingelagert werden. Ob dies jedoch ©Ensache fir eine forcierte
Atherosklerose mit der Folge von Gefallverschlishaeh Thrombusbildung ist, ist
noch nicht geklart. Ischamie-bedingte Insulte getbch gesteigert.

Untersuchungen haben gezeigt, dass sowohl prim&f®alaissektionen als auch
Dissektionen im Anschluss an Angioplastien sigaifik haufiger an
GefalRwandverkalkungen auftreten (Fitzgerald etl@bR).

GefalRwandverkalkungen sind daher besonders wegen Holgeschaden und wegen
ihrer Haufigkeit in der Bevolkerung eine sehr ermsnehmende Erkrankung. lhre
Entstehung und Pravention werden daher im Focusrweeiterer Untersuchungen in
der Zukunft stehen.

1.4.2 Mineralisation der Umgebung durch glatte Musklzellen

In mehrerenin vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass glatte MusKkefz aus
GefalRen in der Lage waren, ihre Umgebung zufkakrien. Dieses bedarf besonderer
Bedingungen wie z.B. der bereits erwdhnten Hypesphatamie. Shioi et al. (1995)
haben in in vitro-Experimenten gezeigt, dass durch die Zugabe vona-Be
Glycerolphosphat als Phosphatdonator zum Nahrmrediine Mineralisation durch
glatte Muskelzellen ausgelost werden kann. Dabemrkb es auch zu einer
Mineralisation der oben beschriebenen EZM. Hydrpsyigkristalle bilden sich
besonders entlang der Kollagenfibrillen aus. Esladter gut moglich in Experimenten
Mineralisationen, wie sie in GefalRen vorkommenhzaahmen.

Muskelzellen verdndern dabei nicht nur ihren Phgmatondern auch viele ihrer
Stoffwechselprozesse. Insgesamt nahern sie sichei ddem Charakter eines
Osteoblasten an (Steitz et al., 2001).



Wie bereits zuvor erwahnt, sind Mineralisationsvrge in GefalRwanden nicht selten
und sie werden haufig assoziiert mit kardiovaslanaErkrankungen. Es ist daher
verstandlich, dass die Inhibition der Mineralisasoorgange in GefalRwanden
Gegenstand intensiver Forschung ist. Osteopontid wermehrt von mineralisierten
Muskelzellen exprimiert und wirkt inhibitorisch adfe Kalzifikation bzw. Ablagerung
von Kristallen (Wada et al., 1999). So scheintads,gabe es vivo ein Wechselspiel
von inhibitorisch (Osteopontin) und stimulierenBh@sphat) wirkenden Substanzen bei
deren Ungleichgewicht es zu GefaRwandverkalkungemken kann.

1.5Fragestellungen dieser Arbeit

In den letzten Jahren sind viele neue Erkenntnisgss den Einfluss der einzelnen
Komponenten der EZM auf deren Aufbau und die urmeleten Gewebe
zusammengetragen worden. So ist heute bekannt, Diessrin und Biglykan sehr
wichtige Aufgaben in der Modulation und Gestaltungr EZM zukommen.
Zusammenhange zwischen diesen beiden Proteoglykandnder Atherosklerose
werden gesucht. Die Erforschung der EntstehungAtdezrosklerose ist aufgrund ihrer
Pravalenz in der Bevdlkerung von groR3er WichtigKaitlliams & Tabas (1995) haben
die bekannt multifaktorielle Genese dieser Erkrantkuizusammengefasst und gezeigt,
dass viele Fragen noch offen sind. Den Proteogtakommt dabei vermehrt
Bedeutung zu, da Kunjathoor et al. (2002) gezdigben, dass in der EZM
atherosklerotischer Gefal3abschnitte vermehrt Baylyku finden ist.

In athersklerotischen Gefal3abschnitten kommen Thoayten vermehrt in Kontakt
mit den in der subendothelialen EZM gelegenen Bgiy&ane Decorin und Biglykan.
Ob eine Uberexpression dieser beiden Proteoglykader EZM Auswirkungen auf die
Thrombozytenadhdasion hat, ist noch nicht bekannt.

Daher wurden in dieser Studie Experimente durchgefl die die
Thrombozytenadhasion auf Decorin und Biglykan Ukgtienierenden glatten
Muskelzellen untersuchten. In dieser Arbeit wurde ragestellung nachgegangen:
Wirkt sich eine Uberexpression von Decorin bzw. Bigkan in der EZM auf die
Thrombozytenadhasion aus?

GefalBwandverkalkungen werden wie oben beschrieefigngesehen und erhdhen das
Risiko kardiovaskularer Ereignisse deutlich (Blackeal., 2001). Der Blutstrom und
damit verbunden die Thrombozyten kommen in diesereiBhen des Gefal3systems
vermehrt in Kontakt mit kalzifiziertem subendotlaédin Gewebe. Ob der Kontakt von
Thrombozyten mit kalzifiziertem subendothelialem wébe zu einer vermehrten
Adhasion und Aktivierung der Thrombozyten im Verghe zum Kontakt von
Thrombozyten an einem nicht kalzifizierten subehdbalen Gewebe fiihrt, ist noch
nicht geklart.

In dieser Studie wurde daher eim vitro-Kalzifizierungsprozess der Zellen stimuliert
und im Anschluss daran die Thrombozytenadhasiordi@sen Zellen in Experimenten
untersucht. Es wurde der Fragestellung nachgegangen

Wirkt sich eine vermehrte Kalzifizierung an den Zelen bzw. deren EZM auf die
Thrombozytenadhasion aus?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Humane Fibroblasten CRL-1635 (Fibroblasten) ATCOnghkican Type Collection
Cuture), USA

Bovine koronar-arterielle glatte Muskelzellen (bw/iSMC)
(Schlachthof Dusseldorf in Explant-Technik entnommaed kultiviert)

LXSN- aortale glatte Muskelzellen von Ratten (KotltSMC)

Glatte Muskelzellen aus der Aorta von Ratten naib$fiziertem Rinder-Biglykan-Gen
(Biglycan-SMC)

Es handelt sich hierbei um retroviral mit einem d&in Biglykan-Gen transfizierte
Zellen, die dadurch Biglykan Uberexprimieren.

Glatte Muskelzellen aus der Aorta von Ratten ramgsfiziertem Rinder-Decorin-Gen
(Decorin-SMC)

Es handelt sich hierbei um retroviral mit einemd&inDecorin-Gen transfizierte Zellen,
die dadurch Decorin tberexprimieren (Fischer e28l01Abb. 3).

Die drei letztgenannten Zelllinien wurden von Prof. Jens W. Fischer (Institut flr
Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Univéatsklinikum der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf) zur Verfigung gestell
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Abb. 3

Expression von mRNA Rinder-Decorin und dessen Ketem in aortalen SMC aus
Fischer 344 Ratten.

a) Nothern Blot mit cDNA von Rinder-Decorin. Die Koaolie entspricht der mRNA
aus aortalen SMC. RA-SMC: mRNA aus aortalen SMCtransfiziertem RA-SMC-
Vektor. Dec-RA-SMC-1 bis RA-SMC-4: vier verschiegegelllinien mit transfiziertem
Rinder-Decorin-Gen (cDNA). Die endogene mRNA vomder-Decorin oder von
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Ratten liegt bei ca. 1,8 kb. Nach Transfektion detn RA-SMC-Vektor enthélt das
Transkript von Decorin-mRNA Sequenzen von Neomyleagphotransferase (794
bp). Erhéhung der mRNA auf ca. 2,6 ki) Western Blot mit dem Spezies-spezifischem
Antikorper LF-94 (24 h inkubiert) gegen Rinder-Deno Vor dem Western Blot
wurden die Proben mit Chondroitinase-ABC-Lyase bel#. (modifiziert aus Fischer
et al., 2001)

2.1.2 Sustanzen

Substanz Hersteller

DMEM mit Natriumpyruvat| GIBCOU Invitrogen, Karlsruhe

Ham's F-12 GIBCOO Invitrogen, Karlsruhe

Penicillin-Streptomycin PAA Laboratories, Colbe
GIBCOO Invitrogen, Karlsruhe

FBS PAA Laboratories, Colbe

GIBCOO Invitrogen, Karlsruhe

MEM nicht essentielle PAA Laboratories, Colbe

Aminosauren GIBCOO Invitrogen, Karlsruhe

L-Glutamin PAA Laboratories, Cdlbe
GIBCOO Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin-EDTA PAA Laboratories, Colbe

3-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich, Steinheim

NH3sOH 25 % Merck, Darmstadt

Calcein-AM Alexis® Biochemicals, Lausanne, Schweiz

DMSO Sigma, Deisenhofen

ACD Biotest Pharma, Dreieich

BSA Roth, Karlsruhe

NacCl Merck, Darmstadt

NaHP O, Merck, Darmstadt

NaHCG; Merck, Darmstadt

Thrombo-Plus-Réhrchen Sarstedt, Nimbrecht

AgNO; Merck, Karslruhe

Pufferldsung: Wako, Neuss

Borsaure 34 mM
Monoethanolamin 880 mM
Farbreagenz:
o-Kresolphtlein-Komplexon
0,6 mM

8-Hydroxychinolon 69 mM
Salzsaure 200 mM

Kalzium-Standard: Wako, Neuss
Kalzium 10 mg/di

Salzsaure

Trichloressigsaure

Bisbenzimide (1mg/ml) Sigma, Deisenhofen
Methanol Merck, Darmstadt
KCI Merck, Darmstadt
KH-PO, Merck, Darmstadt
NaH,PO; x H,O Merck, Darmstadt
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MgCl,x 6 H0; Merck, Darmstadt

Hepes Merck, Darmstadt
Trisnatriumcitrat Merck, Darmstadt

Zitronensaure x O Merck, Darmstadt

Glucose x HO Merck, Darmstadt

BSA New England BiolLabs, Frankfurt
%50,% (sulphuric acid) Hartmann Analytic GmbH, Braunseliyv
Gel-Blotting-Papier Schleicher/Schiill, Dassel
Lumasafe Plus Lumac, Groningen, Niederlande
Cetylpyridiniumchlorid Sigma, Minchen
Chondroitinase ABC ICN Biomedicals, Inc., Ohio,AJS
Harnstoff Roth, Karlsruhe

Triton X-100 Merck, Darmstadt

2.1.3 Losungen

DMEM mit Natriumpyruvat, L—Glutamin und 4,5 g/l Glase, FBS (10%), Penicillin
G (100 U/ml) und Streptomycin (0,1 mg/ml)

400 ml Ham’s F-12, 100 ml DMEM und in den oben agefenen Konzentrationen
FBS, Penicillin und Streptomycin zugesetzt.

“phosphate-buffered saline” (PBS)-Puffer: NaCl, 18Bl1; KCl 2,3 mM; NaHPQO, 8,1
mM; KH.PQ, 1,5 mM; pH 7,4

25 mM NH,OH

“acidic citrate dextrose” (ACD): Trisnatriumcitrat2 HO, 85 mM ; Zitronenséure x
H,0, 65 mM; Glucose x D, 111 mM

10 x Testmedium (TM): NaCl, 1,34 M; NaHGQL20 mM; KCI, 29 mM; NakPO, x
H.O, 3,6 mM; MgCh x 6 H,O , 10 mM; Hepes, 50 mM, pH 7,4. 10 x TM einige
Wochen bei 4C haltbar.

Komplett Testmedium: 10 ml TM, 10 BSA 40%, 200 pl CaGk00 mM

5% AgNQs: 0,5 g AgNQ in 10 ml agua dest.

HCI 0,6 N: 1,9724 ml 37% HCI ad 40 ml aqua dest.

ABC-Puffer-Losung fur die Chondroitinase: Tris BaS8 mM; Na Acetat x 3 D, 97
mM; NaCl 51 mM; pH 8; ad BSA 1 mg/ml ABC-Puffer

Cetylpyridiniumchlorid (CPC) — Waschlosung: Na&0, mM; CPC, 29 mM

Harnstoffpuffer zur Zell-Lyse: Harnstoff, 8 M; Na@,25 M; 0,5% Triton X-100
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2.1.4 Gerate:

Zentrifugen:

Tischzentrifuge Centrifuge 5415C, Eppendorf, KoIn

Zentrifuge, Megafuge 1.0, Heraeus Sepatech, Osterod
Fluoreszenzmessung :

Fluoreszenzpolarisationssystem, Beacon 2000, Panviadison, MI, USA
Disposable Borosilicate Glass Culture Tubes 6*50, idimble, Illinois, USA
Mikroskope:

Olympus IX 50/1X 70, Olympus Optical Co., Hamburg

Olympus BX 50, Olympus Optical Co., Hamburg

Olympus U-RFL-T Vorschaltgerat fur QuecksilberbrennOlympus Optical Co.,
Hamburg

Digitale Bilddokumentation:

Olympus Camedia C-4040 Zoom, Olympus Optical CamHurg

Nachweis des Kalzifizierungsgrades:

UV-Lampe: Pharmacia Biotech Repro Set, San Franc{Salifornia, USA
Mikroplattenleser BIO-RAD Model 550, BIO-RAD Labaagies GmbH, Minchen
Zahler zur Bestimmung der Radioaktivitat (Counter):

Beckman LS 6000 IC, Beckman Instruments, Inc., G8A
Zellzahlkammern:

Thoma-zZahlkammer

Neubauer-Zahlkammer

2.1.5 Thrombozytenisolation

Nach mundlicher Einverstandniserklarung der frdigein Probanden erfolgte eine
Blutentnahme aus der Vena mediana cubiti. Den MPiddya wurde ca. 10 ml Blut
entnommen. Zur Vermeidung der Koagulation des Bldgtiente eine 1:9 (V/V) ACD-
Vorlage. Die Blutentnahme wurde mit einem W.L.N. @& (Abbott, Sligo, Irland)
Butterfly durchgefihrt.

Die Thrombozytenisolation erfolgte jeweils kurz vien Versuchen. Das Blut wurde
aus der Spritze in 1,5 ml Eppendorfgeféal3e lberflinde anschlie3end 45 s bei 5000
rom abzentrifugiert. Das im Uberstand befindlichkittghenreiche Plasma wurde
abgenommen und in ein neues Eppendorfgefal® tberiddm plattchenreichen Plasma
wurde noch einmal 30% ACD zugesetzt, um eine A&tivng der Thrombozyten vor
Beginn der Experimente zu vermeiden.

2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Bedingungen fir die Zellkultur

Die Passagierung auf neue 24-Well-Platten erfoligteyach Konfluenz der Zellen, in
den Falconflaschen. Die konfluenten Zellen wurdenédzhst mit PBS gewaschen und
anschlieBend mittels Trypsin-EDTA abgel6st. Die édbgten Zellen in Nahrmedium
aufgenommen und in ein 50 ml Falconréhrchen Ubetrflthe Zellen wurden fur 5 min
bei 800 rpm zentrifugiert, das Zellpellet ansdbied in frischem Nahrmedium
resuspendiert. Mittels der Neubauer-Zahlkammer @ Zellzahl im Nahrmedium
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mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskopes bestimunid anschlie3end so verdinnt,
dass die Zellen in der fur die jeweilige Zelllinentsprechenden Zellzahl pro Well
ausgesat werden konnten.

Es wurden 7.500 Fibroblasten pro Well bzw. 10.66vine SMC pro Well ausgesat.
Kontroll-SMC, Biglykan-tberexprimierende SMC und dden-iuberexprimierende

SMC wurden in Konzentrationen von 15.000 pro WaBgeséat. Die Zellen wurden im
Inkubator bei 37° C in einer mit Wasserdampf arighegten Atmosphare, die 5%
COs enthielt, kultiviert.

Die unterschiedlichen Zellmedien wurden jeden elitbis vierten Tag erneuert, dies
entsprach 50Q1 Nahrmedium pro Well.

Alle Versuche wurden bei Konfluenz der Zellen dgefiihrt. Dabei waren die

Zeitraume der einzelnen Zelllinien bis zum Errerchéeses Stadiums in etwa gleich.

2.2.2 Kalzifizierung der Zellen

Shioi et al. (1995) hatten gezeigt, dass Beta-Gbfphosphat in einer Konzentration
von 10 uM im Nahrmedium der Zellen tGber einen AldPéngigen Mechanismus in
der Lage ist die Kalzifizierung von glatten Mustelen zu induzieren.

Als Zelllinien wurden bovine SMC, Fibroblasten uKdntroll-SMC verwendet. Dem
Nahrmedium der zu kalzifizierenden Zellen wurdemdem Erreichen der Konfluenz
zusatzlich 5ul einer 1 M Beta-Glycerolphosphat-Losung zuges@Er 10 uM). Zur
Kontrolle dienten die gleichen Zellen deren Nahried keinen Zusatz von Beta-
Glycerolphosphat erhalten hatte.

Bei jedem Wechsel des Nahrmediums wurde neues @gteerolphosphat zugesetzt.
Nach 9-11- bzw. 15-17-tdgiger Behandlung der Zellit diesem speziellen
Nahrmedium wurde der Kalzifizierungsprozess beendet

Wada et al. (1999) hatten an ihren Zellen gezeigss es nach diesem Zeitraum zu
einer durch Beta-Glycerolphosphat induzierten Kai@rung in Form von granularen
Kalziumablagerungen besonders in der EZM gekomisien i

2.2.3 Quantifizierung des Kalzifizierungsgrades deZellen bzw. der EZM

Zwei unterschiedliche Methoden wurden fur den Nambw bzw. fir die
Quantifizierung der Kalzifizierung benutzt. Zum e@mwurde eine Farbung nach von
Kossa durchgefihrt. Dabei werden die Kalziumkristahit einer 5%-igen AgN®
Lésunggeschwarzt.

Zunachst wurde das Nahrmedium aus den Wells entierah die Zellen dreimal mit
aqua dest. gespult. Danach wurden p0@der 5%-igen AgN@LGsung auf die Zellen
gegeben und fir 10 min unter eine UV-Lampe ges&fischlie3end wurden die Zellen
erneut grundlich (dreimal) mit aqua dest. gespEK. erfolgte eine mikroskopische
Beurteilung der Menge an Kalziumablagerungen min dehasenkontrastmikroskop.
Als Kontrolle dienten Zellen, denen normales Nahiimen ohne Beta-
Glycerolphosphat gegeben wurde. Sie wurden ebenfiaith von Kossa gefarbt. Die
von-Kossa-Farbung diente einer ersten Orientieruiger die Menge an
Kalziumablagerungen die sich durch den Kalzifizigysprozess gebildet hatten.

Im Anschluss wurde eine Bestimmung des Kalziumgshaio Well vorgenommen.
Das Prinzip dieser Bestimmung beruht auf der Taesadass Kalziumionen mit o-
Kresolphthalein in alkalischer Losung einen viaattFarbkomplex bilden, dessen
Intensitat der Kalziumkonzentration proportional is
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Fur diese Versuche wurde das Nahrmedium aus denlsWaipipettiert und
anschlie3end grundlich mit PBS gesplilt (dreimal)die jeweiligen Wells wurden nun
100 pul einer 0,6 N HCI-Losung gegeben und fur 2deh37°C inkubiert. Durch den
Zusatz von HClI kommt es zur Auflosung der Kalziuad#gristalle, so dass
Kalziumionen in Lésung gehen. Nach Ablauf der 24urden die 100 pl HCI aus dem
Well in ein Eppendorfgefal? uberfuhrt. 10 pl dies#8l Uberstandes wurden in ein
weiteres Eppendorfgefal tberfihrt und mit 1000 qrlRufferldsung gut durchmischt.
Im Anschluss wurden 100 pl des o-Kresolphtaleinhaiténden Farbreagenzes
zugesetzt und nochmals durchmischt. Nach einemblatkonszeit von 5 min wurden 200
pl dieses Gemisches abgenommen und in eine 96®\&dte gegeben. Es erfolgte die
Messung der Extinktion zur Bestimmung der Farbisitéh bei einer Wellenlange von
595 nm mit dem Mikroplatten-Leser.

Ein Standard wurde benutzt, dessen Konzentratibru§,C4"/ 10p! entsprach. 10 pl
wurden ebenso wie die zuvor beschriebenen einzeRveben mit Puffer und o-
Kresolphtalein-Farbreagenz gemischt und anschleéReém der 96-Well-Platte
mitvermessen, was die genaue Quantifizierung ddsidfagehaltes in den einzelnen
Wells ermdglichte. Als Kontrolle dienten Zellen, rde Nahrmedium kein Beta-
Glycerolphosphat zugesetzt worden war.

2.2.4 Beladung der Thrombozyten mit Calcein-AM

Im Anschluss an die Gewinnung des ThrombozytenhezicPlasmas erfolgte die
Beladung der Thrombozyten mit dem Fluoreszenzfafb&alcein-AM.

Calcein-AM ist ein lipophiler, nicht fluoreszierezrdEster, welcher in lebende Zellen
aufgenommen wird. Durch intrazellulare EsterasemdwCalcein-AM zu einem
fluoreszierenden Salz gespalten. In dem hydrolysieZustand ist Calcein-AM nicht
mehr lipophil und kann somit nicht mehr die intakellmembran von lebenden Zellen
durchdringen. Somit ist Calcein-AM ein geeignetetoffS zur Bestimmung der
Fluoreszenz in Zellen.

Fur die Beladung der Thrombozyten wurdenl Zalcein-AM, geldst in DMSO in einer
Konzentration von 4 mM, in 1 ml plattchenreicheagpha gegeben. Nach 15-minutiger
Inkubation bei 37° C wurde fur 35 s bei 6000 U/mémtrifugiert. Danach wurde der
Uberstand abpipettiert und das Pellet in 2 ml TMriichrt. 20 pl davon wurden in ein
Thrombo Plus®-Rohrchen gegeben, kurz gemischt ansthlieend in eine Thoma-
Zahlkammer gegeben. Zur Sedimentierung der Throgibnzwurde die Zahlkammer
fur 10 min in eine feuchte Kammer gestellt. Im Amsss wurden die Thrombozyten
mit einem Phasenkontrastmikroskop gezahlt. Es g#doleine Verdinnung der
Thrombozytenkonzentration mit TM auf die jeweililerombozytenzahl pral.

2.2.5 Thrombozytenadhasion an Zellen bzw. an der BM

Nachdem die Zellen in den Wells konfluent waren bzer Kalzifizierungprozess
abgeschlossen war, wurden die bovinen SMC, Kor8MLC, Biglykan-
Uberexprimierende SMC und Decorin-tiberexprimiere®C nach Abnahme des
Nahrmediums zunachst mit PBS gesplilt, bevor ihiie6@ h Hungermedium zugesetzt
wurde. Den Fibroblasten wurde vor den Versuchen Keingermedium zugesetzt.

Vor den Experimenten wurde das Nahrmedium bzw. ldimgdium aus den Wells
abgezogen und mit PBS gespdlt.
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Danach wurden die 24-Well-Platten in Halften uraditwobei in die eine Halfte der

Wells fur 10 min bei Raumtemperatur 25 mM MMH (500pl) zugegeben wurde. Im
Anschluss wurde das NBH abgenommen und noch mal mit PBS gespdult. Dureh d
Behandlung mit NEOH wurde erreicht, dass sich die Zellen abléstedpg¢h die
darunter liegende EZM nicht.

Dies ermoglichte Adhasionsversuche an der reineN Eldrchzufihren. Nach dem
Absaugen des PBS wurden 230Calcein-AM-beladener Thrombozyten auf die EZM
gegeben.

Bei der anderen Halfte wurden die Zellen nichtedtdst, so dass hier nach Abnahme
des PBS sofort 2501 Calcein-AM-beladener Thrombozyten auf die Zellgggeben
werden konnte. Es erfolgte eine Inkubation von 45 bei 37° C. Anschliel3end wurde
das TM abgesaugt und jedes Well mit PBS (dreimegpglt.

2.2.6 Quantifizierung der Thrombozytenadhdasion

Zur Quantifizierung der adharierten Thrombozytenentén drei verschiedene
Methoden.

Zunachst wurden die Wells einzeln kurz unter derkrdékop betrachtet. Dies diente
einer ersten Uberprifung, ob die Zellen wahrend dewor beschriebenen
vorbereitenden Behandlungen Schaden genommen hé&tbemfalls wurde Uberpruft,
ob eine EZM-Schicht den Boden des Wells nach,®tBehandlung noch bedeckte.
Die einzelnen Wells wurden mit einem 10er bzw.e200bjektiv betrachtet, dies
entspricht einer 100- bzw. 200-fachen Vergrof3erung.

Zusatzlich war es mdglich, sich mikroskopisch eieesten Eindruck tber das Ausmal}
der Thrombozytenadh&sion zu verschaffen. Die mit&daAM beladenen adharierten
Thrombozyten  erschienen durch den zuvor intrazellul aufgenommen
Fluoreszenzfarbstoffes unter Zwischenschaltung re@aecksilberlampe griin. Die
Thrombozytenadhasion von reprasentativen Bereieti@mle durch Anfertigung von
Bildern mit einer Digitalkamera fotodokumentiert.

Bei der zweiten Methode wurde eine Messung der iBtkmreszenz in den einzelnen
Wells vorgenommen. Die Gesamtfluoreszenz wurde mitdem
Fluoreszenzpolarisationssystem bestimmt. Die Maggler Fluoreszenz erfolgte bei
21°C mit einem Extinktionsfilter (492 nm) und emé&missionsfilter (520 nm).

Im  Anschluss an die zuvor beschriebene  Fotodokustient der
Thrombozytenadhasion wurde das PBS aus den Weiflsrn die 24-Well-Platten bei
-20° C eingefroren und wieder aufgetaut, um dieofifibozyten zu lysieren. Nach
Aufnahme in 20Qul agua dest. wurde die Gesamtfluoreszenz quamtifizi

Ein anderes Vorgehen wurde bei der QuantifizierdegThrombozytenadhasion an der
EZM bei den Zelllinien Kontroll-SMC, Biglykan-ubetgrimierende SMC und
Decorin-uberexprimierende SMC gewahlt. Da sich nAtitdsung der Zellen auch
immer wieder groRere Bereiche der EZM bei diesdtiden mit ablosten, war eine
sichere Quantifizierung der Adhasion mittels Megsuler Gesamtfluoreszenz nicht
maoglich. Daher wurden hier reprasentative Bereidiee Wells digital fotodokumentiert
und die Thrombozyten ausgezéahlt.
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2.2.7 Thrombozytenadhasionsversuche im Anschluss arden Abbau der
Glykosaminoglykane durch die Chondroitinase ABC

2.2.7.1 Radioaktive Markierung der Glykosaminoglykame mit %SO, und die
anschlieRende Behandlung mit Chondroitinase ABC

Nach dem Erreichen der Konfluenz der Kontroll-SM@jrde den Zellen flr 48 h
Hungermedium gegeben. Nach dieser zweitagigen H&tiarly wurde das
Hungermedium abgenommen und frisches Hungermediuih dem radioaktiv
markierten Sulfat SQ.*) fur 24 h auf die Zellen gegeben. Die Radioakiivit
entsprach 0,5 pCi/Well. Das radioaktive Sulfat wirddie GAG inkorporiert. Dadurch
werden diese markiert. AnschlieRend wurde deredetusatzlich fir 3 h die in ABC-
Puffer geloste Chondroitinase ABC (0,02 U/Well) aggben.

Durch die Behandlung der Zellen mit Chondroitinas@BC werden
Dermatansulfatseitenketten und Chondroitinsulfagketabgebaut. Die Chondroitinase
ABC ist eine Endolyase, die durch eine 3-EliminngsrReaktion 3-1,4-glykosidische
Bindungen zwischen N-Acetylhexosamin und Glukuransédzw. Iduronsdure spaltet
(Yamagata et al., 1968).

Im Anschluss an die Inkubation der Zellen mit Chaiithase ABC wurde der
Uberstand abgenommen, in EppendorfgefaBe Ulberfihd die in den Wells
verbliebenen Zellen grundlich mit PBS gesplilt. Eslgte nun die Zelllyse mit 200 pl
des Harnstoffpuffers fir 15 min bei Raumtemperadlr.ul vom Zelllysat wurden in
EppendorfgefaRen aufgenommen. Die 50 pl des Chitiméige-Uberstandes bzw. des
Zelllysats wurde auf jeweils 3 x 3 cm grol3e Quazrdes Gel-Blotting-Papiers
aufpipettiert und die Quadrate im Anschluss fir édecknen gelassen. Danach wurden
die Quadrate in der CPC-Waschlosung gewaschen. diezge der Elimination des
nicht inkorporierten?SQ,%. Der gesamte Waschvorgang dauerte 10 h, wob& RI@-
Waschlésung insgesamt funfmal gewechselt wurdehNbBn Waschvorgang wurde
das Papier fur insgesamt 5 h trocknen gelassenmirhschluss jedes Quadrat in 16
kleinere Quadrate geschnitten. Diese wurden in tBationsréhrchen gegeben und
danach 5 ml der Lumasafe Plus (Szintillationslg3unugesetzt. Es erfolgte die
Messung der Radioaktivitat aus den Szintillatiohsrtien im Counter.

Dieses Experiment diente dem Nachweis der Effaitivies Chondroitinase ABC-
Verdaus an lebenden Zellen. Da die reduzierte R&tiotat der mit Chondroitinase
ABC behandelten Zellen mit dem enzymatischen Ald&ruGAG korreliert.

2.2.7.2 Thrombozytenadh&sion an Chondroitinase ABGehandelten Zellen

Fur die Thrombozytenadhasion wurden die Zelllinidgfontroll-SMC, Biglykan-
Uberexprimierende SMC und Decorin-UberexprimiereB8#C genommen. Nachdem
die Zellen in den Wells konfluent waren, wurde ihriér 60 h Hungermedium gegeben.
Danach wurde das Hungermedium abgezogen und faddhagermedium mit der in
ABC-Puffer gelosten Chondroitinase ABC (0,02 U/\ydilir 3 h zugegeben. Im
Anschluss wurde das Hungermedium abgenommen undetlien mit PBS (dreimal)
gespult. Es erfolgte die Durchfihrung der Thrombeagdhé&sionsversuche an den
Zellen wie bereits ir2.2.5 beschrieben. Die Adhasionsversuche im Anschlasdie
Chondroitinasebehandlung der Zellen wurden nichlemreinen EZM (nach NfDH-
Behandlung) durchgefihrt.
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2.2.8 Zellkernanfarbung zur Bestimmung der Zelldichie

Das Nahrmedium bzw. Hungermedium wurde aus densvdéljezogen und die Zellen
5 min in Methanol fixiert. Im Anschluss wurde datianol verworfen und die Wells
fur ca. 15 min luftgetrocknet. Das Bisbenzimide ¢liml), ein Farbstoff zur

Zellkernanfarbung, wurde in PBS 1: 100 verdinntO 28 von dieser verdinnten
Lésung wurden fur weitere 15 min in die einzelneeld/gegeben. Nach dieser 15-
minutigen Inkubation wurde der Farbstoff abgenommemd die Wells erneut

luftgetrocknet, um sie dann einzeln unter dem Mkop bei einer 40-fachen
Vergrolierung zu betrachten. Die mit BisbenzimidadeEnen Zellen erschienen durch
die Aufnahme des Fluoreszenzfarbstoffes unter ZAweisschaltung einer

Quecksilberlampe blau.

Mittels der Digitalkamera wurden Bilder von repndisgiven Bereichen der Wells
angefertigt.

2.2.9 Statistische Auswertung der Ergebnisse
Die Messdaten wurden als MittelwertStandardfehler des Mittelwertes (SEM) aus n
unabhangigen Experimenten angegeben. Die stalistiSegnifikanz wurde mit dem

Einweg-ANOVA und dem Bonferroni-Test tberpruft. Caignifikanzniveau wurde mit
0,05 festgesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Kalzifizierungsprozess

3.1.1 Beta-Glycerolphosphat-induzierte Kalzifizierung verschiedener Zelllinien

Alle in diesem Kapitel gezeigten Aufnahmen wurdet einer von-Kossa-Farbung
angefertigt. Es wurde jeweils die 200-fache Vergroflg gewahlt. In den Bildern, in
denen sich Kalziumkristalle (Schwarzungen) daitste/lwurde beispielhaft jeweils ein
markantes Areal mit einem Pfeil markiert.

Es zeigte sich, dass ein Kalzifizierungsprozesschdudie Zugabe von Beta-
Glycerolphosphat zum Nahrmedium bei den bovinen Sktfliziert werden konnte.
Sowohl an den Zellen als auch in der von ihnenidetan EZM zeigten sich nach der
von-Kossa-Farbung massive Kalziumablagerungen.chedarde diese zweiwdchige
Behandlung zu einem grof3en Prozentsatz von dearZeitht Gberlebt. So I6sten sich
grolRere abgestorbene Zellverbdnde immer wieder Boaen des Wells ab. Diese
Zelllinie wurde daher fur die Thrombozytenadhasensuche an kalzifizierten Zellen
nicht verwendetAbb. 4).

b)

Abb. 4

Effekte von 3-GP (1QiM) auf den Kalzifizierungsprozess der bovinen SMC.
a) Kontrolle (Zellen) b) B-GP (Zellenk) Ablésung der Zellen vom Boden des Wells
d) Kontrolle (EZM)e) 3-GP (EZM)

Die zweite Zelllinie die, hinsichtlich des Kalzferungsprozesses, ausgetestet wurde,
waren die Fibroblasten. In diesem Experiment zegjtdh ebenfalls eine deutliche
Kalzifizierung dieser Zellen und der von ihnen dgdien EZM durch den Zusatz von
Beta-Glycerolphosphat. In der von-Kossa-Farbunggteai sich im Vergleich zur
Kontrolle Ablagerungen von geschwérzten Hydroxyslrédtallen (Abb. 5).

-20 -



Abb. 5
Effekte von 3-GP (1iM) auf den Kalzifizierungsprozess der Fibroblasten
a) Kontrolle (Zellen) b) R-GP (Zellenk) Kontrolle (EZM)d) R3-GP (EZM)

An der dritten Zelllinie, den Kontroll-SMC, konntdurch die zweiwdchige Beta-
Glycerolphosphat Behandlung keine Kalzifizierundumiert werden. In der von-Kossa-
Farbung war kein Unterschied zwischen Kontrolle uBéta-Glycerolphosphat
behandelten Zellen zu erkenn@bb. 6).

Abb. 6

Effekte von 3-GP (1QiM) auf den Kalzifizierungsprozess der Kontroll-SMC
a) Kontrolle (Zellen) b) B-GP (Zellenk) Kontrolle (EZM)d) 3-GP (EZM)

Nach diesen Pilotexperimenten wurden zwei Zellhniéir die Messung der

Thrombozytenadhasion verwendet. Die Fibroblasterderugenommen, da diese durch
den Zusatz von Beta-Glycerolphosphat zum Nahrmedainen im Vergleich zur

Kontrolle deutlich gesteigertdfalzifizierungsprozess zeigten.
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Die Kontroll-SMC wurden trotz ausgebliebener Katzdrung fur die statischen
Adhéasionsversuche genommen, um zu uberprifen, ajliché Unterschiede in der
Thrombozytenadhasion auf die Behandlung mit Betge&@blphosphat zuriickzufihren
sind, ohne dass sich Kalziumkristalle ausgebilddieim.

3.1.2Quantifizierung des Kalziumgehaltes bei den Fibroldsten

Bei den Fibroblasten wurde eine genaue Quantifingr des Kalziumgehaltes
durchgefuhrt. Es zeigte sich bereits tendenziele derhGhung des Kalziumgehaltes
nach 9-10-tdgiger Beta-Glycerolphosphat-Gabe zurhriNédium. Signifikant wurde
der Unterschied nach 15-17-tdgiger Behandlung. iBgeth Zeitpunkt zeigte sich im
Well der mit Beta-Glycerolphosphat behandelten Zellen eine inrgéeh zur
Kontrolle vierfach h6heren Gehalt an KalzigAbb. 7).

_ 20-
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Abb. 7

Quantifizierung des Kalziumgehaltesjg pro Well zu verschiedenen Zeitpunkten mit
und ohne Zusatz von 3-GP zum Nahrmedium der Fiastdrh
Mittelwertex SEM, n =5-10, *, < 0,05 versus Kontrolle

3.2 Vorversuche zur Messung der Thrombozytenadhasio

Alle in diesem und dem nachsten Kapitel gezeigtekraskopischen Abbildungen
wurden mit 200-facher VergroBerung gemacht und mibter Digitalkamera
fotodokumentiert. Die Thrombozyten sind mit Cale@id beladen. Der
Fluoreszenzfarbstoff Calcein-AM erscheint in deha@derten Thrombozyten griun. Es
wurden jeweils repréasentative Aufnahmen fir digelinen Experimente ausgewahlt.
Die Fotodokumentation der Zellkernfarbung wurde emter 100-fachen Vergrof3erung
gemacht. Zur Quantifizierung der Zellzahl pro Waellurden die Zellen mit
Bisbenzimide behandelt. Die Bisbenzimidfluoreszerscheint blau. Auch hier wurden
jeweils reprasentative Aufnahmen fur die einzelB&perimente ausgewahlt.

Zunachst wurden Pilotexperimente durchgefihrt innete unterschiedliche
Konzentrationen von Thrombozyten verwendet wurdgea.Thrombozyten wurden wie
in der oben genannten Methode gewonnen, ein Floenefarbstoff Calcein-AM
dazugegeben und auf die konfluenten Fibroblastendie Wells gegeben. Die
Konzentrationen betrugen 10.000 ThrombozyienB3.000 Thrombozytep! und
100.000 Thrombozytepl. Insgesamt wurden von jeder Konzentration 2b0n ein
Well gegeben. Bei mikroskopischer Betrachtung eegith bereits ein Unterschied in
der Menge an adhérierten Thrombozyten bei den soitexdlichen Konzentrationen
von 10.000 Thrombozyteul, 33.000 Thrombozytepl und 100.000 Thrombozytgn/
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Dieser bestétigte sich dann auch in einer demesdspnd erhdhten
Gesamtfluoreszenz. Es zeigte sich, dass dieseshferf in der Lage ist, quantitative
Unterschiede an adharierten Thrombozyten aufgrumerschiedlicher Mengen des von
Thrombozyten freigesetzten Fluoreszenzfarbstofteessamtfluoreszenz) zu erkennen
(Abb. 8).

10.000 Thrombozyten/pl 33.000 Thrombozyten/pl 100.000 Thrombozyten/ul

b)
1500+
N
c
(]
o
¢ 10004
o
>
5
S 500-
[%]
(0]
O]
0 — T
0 20000 40000 60000 80000 100000
Thrombozytenkonzentration (Thrombozyten/ul)
Abb. 8

Unterschiede in der Calceinfluoreszenz aus adhénierThrombozyten bei
verschiedenen Thrombozytenkonzentrationen.

a) Mikroskopische Darstellung der mit Calcein-AM l#@aen Thrombozyten (200-
fache VergréRerung)b) Quantitative Analyse der gemessenen Calceinflzeres
(lineare Regression, Mittelwerte aus zwei-fach Bastungen).

Nach Auswertung dieser Pilotexperimentewurden die weiteren
Thrombozytenadhasionsversuche mit der niedrigstenz&ntration (siehébb. 8 a)
von 10.000 Thrombozyteml/ durchgefuhrt, da bei dieser Konzentration dieekbye,
mikroskopische Beurteilung Uber die Thrombozyte@atin am gunstigsten erschien.
Bei den hoheren Konzentrationen von 33.000 Throwteofdl bzw. 100.000
Thrombozytendl war die mikroskopische Beurteilung bezuglich ditativer
Unterschiede in der Thrombozytenadhasion schwierier Calcein-AM
Fluoreszenzfarbstoff erschien bei den grof3en Merageradharierten Thrombozyten
sehr dominant und machte es von daher unmadgliaimgge quantitative Unterschiede
in der Thrombozytenadhasion mikroskopisch zu erkann
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3.3 Einfluss der EZM-Kalzifizierung auf die Thrombozytenadhasion

Die Adhasionsversuche wurden aufgrund der zuvogesdellten Ergebnisse bei der
Quantifizierung des Kalziumgehaltes, zu drei velestdnen Zeitpunkten wahrend des
Kalzifizierungsprozesses durchgefiihrt. Dies diedier zuséatzlichen Uberprifung
inwieweit moglicherweise unterschiedliche Thromlengdhdsionsmengen mit
unterschiedlichen Mengen an Kalziumablagerungen rekeren. Die
Adhéasionsversuche wurden zu Beginn (0 Tage), nath-Bagen und nach Abschluss
des Kalzifizierungsprozesses (15-17-Tag) durchgefih

3.3.1 Thrombozytenadhé&sion an Beta-Glycerolphosphdiehandelten Fibroblasten
bzw. deren EZM

An den Kkalzifizierten Zellen zeigte sich im Vergleizur Kontrolle eine vermehrte
Thrombozytenadhasion. Die Tendenz zu einer verrmehiidh&sion wurde bereits an
den Zellen sichtbar, bei denen fiur 9-11 Tage eirazilzierung durch Beta-
Glycerolphosphat induziert wurde. Signifikant miiner um 25% gesteigerten
Thrombozytenadhasion wurde der Unterschied nach7itggiger Kalzifizierung. Dies
zeigte sich sowohl bei der mikroskopischen Betnanytals auch bei der im Anschluss
durchgefuhrten Bestimmung der Gesamtfluoreszemde mit Bisbenzimide
durchgefihrte Zellkernfarbung zeigte, dass diesgmifikante Unterschied nicht auf
unterschiedliche Zellzahlen in den Wells, aufgrumdglicher unterschiedlich starker
Zellproliferationen wahrend der Beta-GlycerolphaspBehandlung, zuriickzufiihren ist
(Abb. 9).

Die an der kalzifizierten EZM, nach vorheriger Atling der Zellen durch 25 mM
NH4OH, durchgefiuihrten Adhasionsversuchen zeigten kequantitativen Unterschied
bezuglich der Menge an adharierten Thrombozyten Margleich zur Kontrolle
(Abb. 10).
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Abb. 9

Effekte der 3-GP-Behandlung der Fibroblasten aaiffdihasion der mit Calcein-AM
beladenen Thrombozyten.

a) Mikroskopische Darstellung der Thrombozytenadh@gkD0-fache Vergrofierung).
b) Mikroskopische Darstellung der mit Bisbenzimiddaenen Fibroblasten (100-
fache VergroRerungk) Quantitative Auswertung (Gesamtfluoreszenz dertiGdien
gleich 100%, Mittelwert SEM, n= 6-7, *, p< 0,05 versus Kontrolle).
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Abb. 10

Effekte der 3-GP-Behandlung an der von Fibroblagtdildeten EZM (nach Ablésung
der Zellen mit 25 mM NEOH) auf die Adhasion der mit Calcein-AM beladenen
Thrombozyten.

a) Mikroskopische Darstellung der Thrombozytenadira&200-fache Vergrofierung).
b) Quantitative Auswertung (Gesamtfluoreszenz der tiGden gleich 100%,
Mittelwert £ SEM, n= 6-7).

3.3.2 Thrombozytenadh&sion an Beta-Glycerolphosphabehandelten Kontroll-
SMC bzw. deren EZM

Wie bereits zuvor beschrieben konnte keine Kaligfimg der Kontroll-SMC durch

Beta-Glycerolphosphat induziert werdgnehe Abb. 6)

Aufgrund dieser Eigenschaft der Kontroll-SMQvurde diese Zelllinie als

Negativkontrolle fur die statischen Adh&asionsvehgugerwendet. An den Fibroblasten
hatte sich durch die Behandlung mit Beta-Glycerofgihat und der dadurch
beschleunigten Ablagerung von Kalziumkristallen  eein vermehrte

Thrombozytenadhasion gezeigt. Daher sollte jeterptiift werden, ob Unterschiede in
der Thrombozytenadhasion moglicherweise nur auf Behandlung mit Beta-

Glycerolphosphat  zuriickzufuhren sind, ohne dassh sigdoch vermehrt

Kalziumkristalle abgelagert hatten.
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Bezlglich der Thrombozytenadhéasion an den Kon8MIE bzw. nach Ablosung der
Zellen durch NHOH an deren EZM war kein Unterschied zwischen Kaig und
Beta-Glycerolphosphat-Behandlung nachzuweisen. Wedei der Messung der
Gesamtfluoreszenz und damit indirekt in der Thromytenadh&asion noch bei der
mikroskopischen Betrachtung fiel ein Unterschieti(@lbb. 11 & 12).

a)

Kontrolle

Kontrolle
b)

200+

3 Kontrolle
. (3-GP

100+

o

Thrombozytenadhésion
(% der jeweiligen Kontrollen)

0 9-11d 15-17d

Abb. 11

Effekte der R-GP-Behandlueg Kontroll-SMC auf die Adhasion der mit CalceihdA
beladenen Thrombozyten.

a) Mikroskopische Darstellung der Thrombozytenadh@gkD0-fache Vergroéf3erung).
b) Quantitative Auswertung (Gesamtfluoreszenz der tiGden gleich 100%,
Mittelwert £ SEM, n= 3-5)
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Abb.12

Effekte der R-GP-Behandlung an der von Kontroll-SN€bildeten EZM (nach
Ablosung der Zellen mit 25 mM N§@H) auf die Adhéasion der mit Calcein-AM
beladenen Thrombozyten.

a) Mikroskopische Darstellung der Thrombozytenadh@gR00-fache Vergrofierung).
b) Quantitative Auswertung (Gesamtfluoreszenz der tiGden gleich 100%,
Mittelwert £ SEM, n= 3-5).

3.4. Einfluss der Proteoglykanzusammensetzung adfe Thrombozytenadh&sion

3.4.1 Thrombozytenadhadsion an Kontroll-SMC, Biglyka-tberexprimierenden
SMC und Decorin-tberexprimierendenSMC bzw. deren EZM

Es wurden Thrombozytenadh&asionsversuche an drechiedenen Zelllinien (glatte
Muskelzellen aus der Aorta) durchgefiihrt, da gléteskelzellen auchn vivo zur
Produktion von Proteoglykanen der EZM der Gefallgrdmen. Es wurde daher in
diesenin vitro-Versuchen versucht bei der Auswahl der Zelllimedglichst nah an die
in vivo-Verhdaltnisse zu gelangen. Zwei dieser Zelllinierber@xprimierten
Proteoglykane. Die Decorin-Uberexprimierenden SMg@réxprimierten Decorin und
die Biglykan-tuberexprimierenden SMC UberexprimiertBiglykan. Als Kontrolle
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dienten normale Kontroll-SMC welche keine Protgkghe tGberexprimierten. So war
es mdoglich die Auswirkungen der unterschiedlicheotddglykanzusammensetzungen
auf die Thrombozytenadhasion zu testen.

Bei den Adhéasionsversuchen zeigte sich eine skgmfi vermehrte
Thrombozytenadhasion an den Biglykan-tuberexprieméen SMC bzw. den Decorin-
Uberexprimierenden SMC.

Dies zeigte sich sowohl in der Bestimmung der Géfdaoneszenz als auch bei der
mikroskopischen BetrachtungDieser signifikante Unterschied ist nicht auf
unterschiedliche Zellzahlen in den Wells zurickbuéin. Dies zeigte sich bei der im
Anschluss durchgefuhrten Zellkernfarbu@dpb. 13).
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Abb. 13

Effekte einer Uberexpression von Biglykan-SMC bBecorin-SMC im Vergleich zur
Kontroll-SMC in Bezug auf die Adhésion der mit GalcAM beladenen
Thrombozyten.

a) Mikroskopische Darstellung der Thrombozytenadh@gkD0-fache Vergrofierung).
b) Mikroskopische Darstellung der mit Bisbenzimidelablenen Zellen (100-fache
VergroRerung). ¢) Quantitative Auswertung (Gesamtfluoreszenz der tiGdie
(Kontroll-SMC) gleich 100% Mittelwert SEM, n=9-15, *, p< 0,05 versus Kontroll-
SMC)
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Nach der Ablésung der Zellen mit 25 mM WPH I6sten sich zusatzlich immer wieder
grolRere Bereiche der EZM vom Boden des Wells abw&odie Flache an intakter
EZM, an der die Thrombozyten adharieren konntechtnin allen Wells gleich grof3.

Dies machte eine Bestimmung der Gesamtfluoreszesiz diesen Experimenten
ungenau. Daher wurde diese Methode nicht verwend&tattdessen wurden
reprasentative Bereiche abfotografiert und die adtitén Thrombozyten auf diesen
Aufnahmen gezabhilt.

Bei den Adhéasionsversuchen an der von diesen @i#infen gebildeten EZM zeigten

sich Tendenzen in Richtung einer gesteigerten Adhé&san der EZM der

Biglykan-tuberexprimierenden SMC bzw. der Decorimii@xprimierenden SMC. Ein

signifikanter Unterschied konnte jedoch nicht ggzeierden (Abb. 14).
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Abb. 14

Effekte der vermehrten Expressioon vBiglykan-SMC bzw. Decorin-SMC im
Vergleich zur Kontroll-SMC nach Ablésung der Zellemt 25 mM NHOH auf die
Adhasion der mit Calcein-AM beladenen Thrombozy&@nder von ihnen gebildeten
EZM.

a) Mikroskopische Darstellung der Thrombozytenadh@gk00-fache Vergrof3erung).

b) Quantitative Auswertung (Gesamtzahl der Thrombamzywon reprasentativen
Bereichen der Kontrollen gleich 100%, Mittelwe&rSEM, n=8-9).
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3.4.2 Thrombozytenadhdsion nach Abbau der Glykosamoglykane durch
Chondroitinase ABC

Da sich ein signifikant gesteigerter Unterschiedugiich der Menge der Adh&sion an
den Biglykan und Decorin tberexprimierenden Zeljezeigt hatte, wurden zusatzlich
Thrombozytenadhasionsversuche an Chondroitinase -Béfandelten Zellen
durchgefuhrt. Die Chondroitinase ABC ist ein Enzyias in der Lage ist, einige GAG
an Biglykan und Decorin abzubauen.

Die GAG wurden wie bereits zuvor beschrieben dutas radioaktivéd®’SO,> markiert.
Bei den im Anschluss mit Chondroitinase ABC-behdtede Zellen zeigte sich
gegenuber der Kontrolle eine deutlich reduziertedi®aktivitat (> 20%). Dieser
Ruckgang der Radioaktivitdt entspricht dem enzyschgn Abbau der GAG durch
Chondroitinase ABC. Zuvor wurde bereits erwahngsddie Chondroitinase ABC nicht
alle GAG abbaut. Daher war ein starkerer Abbau @AG auch nicht zu erwarten.
Allerdings werden die Dermatan- und Chondroitinstséitenketten, welche die GAG
an Decorin und Biglykan sind, von der ChondroitsnaBC abgespalten. Es konnte
also in diesen Versuchen gezeigt werden, dass lid@dCoitinase ABC in der Lage ist
einige GAG an den Proteoglykanen der getestetdarZabzubauefAbb. 15).

1 Kontrolle

20007y Chondroitinase ABC

o
>
< £ 1000
o O
)
©
4

0

Kontroll-SMC
Abb. 15

Effekte der Chondroitinase ABC auf die radioaktigrkierten GAG der Kontroll-SMC.
(Radioaktivitat gemessen in cpm = counts per miniktelwert + SEM aus
Zweifachbestimmung, n = 1)

Nach der Inkubation der Zellen (Kontroll-SMC, Bighn-Uberexprimierende SMC,
Decorin-uberexprimierende SMC) mit Chondroitinas8CA wurden im Anschluss
Adhasionsversuche durchgefiihrt. Dabei zeigte siehden Kontroll-SMC und den
Biglykan-uberexprimierenden SMC durch die Chondnage ABC-Behandlung eine,
im Vergleich zur Kontrolle die dieses Enzym nichtadten hatte, gesteigerte Adhasion.
Bei den Decorin-Uberexprimierenden SMC zeigte sa&he leichte, jedoch nicht
signifikante Reduktion der Adhasion durch die Choitthase ABC-BehandlungAbb.
16)
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Abb. 16

Effekte der Chondroitinase ABC-Betllang der Kontroll-SMC, Biglykan-SMC und
Decorin-SMC in Bezug auf die Adhasion der mit Cale&M beladenen
Thrombozyten.

a) Mikroskopische Darstellung der Thrombozytenadh@g00-fache Vergrofierung).
b) Quantitative Auswertung (Gesamtfluoreszenz dertidilie (Kontroll-SMC) gleich
100% Mittelwertt SEM, n=3-4,*, p< 0,05 versus Kontroll-SMC)
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4. Diskussion

4.1 Kalzifizierungsprozesse und deren Auswirkungen auf die
Thrombozytenadhdasion

In einigen Studien konnte ein Zusammenhang zwisae¥nHyperphosphatamie und
der vaskularen Kalzifizierung gezeigt werden (Jebal., 2000a). Die beschriebenen
GefalRwandverkalkungen Kkorrelieren positiv. mit deerelis in der Einleitung
beschriebenen Folgeerkrankungen wie z.B. dem Harkin(Itani et al., 2004). Dabei
reichen erhéhte Phosphatspiegel, wie sie bei niggaffizienten Patienten vorkommen,
aus um solche Gefallwandverkalkungen zu verursgétegge & Ketteler, 2004).

In dieser Studie wurde dem Néahrmedium der Zellemganisches Phosphat in Form
von Beta-Glycerolphosphat zugesetzt. Es zeigte kahden bovinen SMC und vor
allem bei den Fibroblasten eine deutliche Kalztimng, mit der Ausbildung von
Hydroxyapatitkristallen an den Zellen und in dex smgebenden EZM. Auch bei der
Bestimmung des Gesamtkalziumgehaltes pro Well teegh bei den Fibroblasten
nach zweiwdchiger Behandlung eine signifikante Zume.

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den Kontroll-Sii@z Zugabe von inorganischem
Phosphat zum Nahrmedium und einer ebenfalls zwdiigéo Behandlungsdauer, keine
durch Beta-Glycerolphosphat induzierte Kalzifiziegu Wissenschaftliche Studien
konnten bislang noch nicht klaren warum es beigeimiZelllinien zu einer induzierten
Kalzifizierung bei erhéhtem Posphatspiegel kommhrgad andere Zelllinien diese
Veranlagung nicht zeigen.

Jono et al. (2000b) haben gezeigt, dass phosphientis Osteopontin, welches
besonders von glatten Muskelzellen in kalzifizierteefaBwanden exprimiert wird, in
der Lage ist, eine Inhibition des Kalzifizierungspesses hervorzurufen, dies kdnnte
maoglicherweise eine Erklarung fur die ausgebliebdealkifizierung sein.

Es stellte sich auch in den hier durchgefuhrtevitro-Experimenten heraus, dass nicht
alle Zellen auf den erhohten Spiegel an inorgamisciPhosphat mit einer signifikant
gesteigerten Kalzifizierung ihrer Umgebung reagieffeine gewisse Disposition muss
in der Zelllinie bereits vorhanden sein. Der Kakdrungsprozess wurde eindeutig
durch den erhdhten Spiegel an inorganischem Phbsptaziert, da sich bei den
Kontrollen keine Mineralisation in Form von Hydr@agpatitkristallen zeigte. Welche
Faktoren dafiir genau verantwortlich sind, ist naaht geklart und bedarf von daher
weiterer wissenschatftlicher Studien.

Die in dieser Studie durch in vitro-Experimente bezuglich eines
Kalzifizierungsprozesses getesteten Zelllinien, donem Fibroblasten und glatten
Muskelzellen (bovine SMC) wurden ausgewahlt, da reiprasentative Zellen der
GefalRwand darstellen.

Glatte Muskelzellen sind Hauptbestandteil der Geiftle und obwohl die genauen
Mechanismen noch nicht vollstéandig geklart singdnmi man an dass sie vivo unter
bestimmten Bedingungen (Hyperphosphatamie) zu Wekdikungen beitragen (Trion
& van der Laarse, 2004). In dieser Studie konnt&tneals gezeigt werden, dass
zumindestin vitro auch humane Fibroblasten auf den erhdhten Phagpégél mit
einem induzierten Kalzifizierungsprozess reagieren.

Giachelli (2003) konnte in ihrenn vitro-Experimenten ebenfalls eine deutlich
induzierte Kalzifizierung ihrer glatten Muskelzelleaus GefalR3en, durch den erhdhten
Spiegel an inorganischem Phosphat zeigen. Dabehbeb Giachelli (2003) bei ihren
pradisponierten glatten Muskelzellen eine phansghe Umwandlung von glatten
Muskelzellen zu osteoblastenahnlichen Zellen. Welgbnaue Pradisposition fir die
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Umwandlung der glatten Muskelzellen bei erhdhteme@d an inorganischem
Phosphat verantwortlich ist, ist noch nicht geklart

Sowohl bei den zuvor bereits erwéhnten niereniisafiten Patienten als auch bei an
Diabetes mellitus erkrankten Patienten beobachtetan mhéaufig ektope
Kalzifizierungsprozesse in Gefal3en, die durch dityperphosphatamie bedingt sind
(Block, 2000a; Lehto et al., 1996). Die daraus tehisnde Gefal3wandversteifung
erschwert die optimale Anpassung des Gefal3tonudeanBlutdruck (Guerin et al.,
2000, London et al., 2004). Ebenfalls kommen Gag#éttionen signifikant haufiger
an verkalkten Stellen der GefaRe wv(itzgerald et al., 1992). So ist es nicht
verwunderlich, dass ektope KalzifizierungsprozessgefalRwanden mit einer erhdhten
Inzidenz an artherosklerotischen GefaBwandveranderny kardiovaskuléren
Erkrankungen und der peripheren arteriellen Versdrankheit einhergehen (Block &
Port, 2000b, Sangiorgi et al., 1998, Niskanen.etl@R0).

Caldwell et al. (2003) konnten eine erhdhte Rate Gafallwandverkalkung im
Anschluss an eine GefaRdilatation mit Stentimpkona im Vergleich zu
unbehandelten Gefal3abschnitten, zeigen. Solchapiatischen Interventionen werden
in der Zukunft sicherlich noch zunehmen, und danoméglich auch die Anzahl an
Patienten mit Gefallwandverkalkungen.

Gerade die ektopen Kalzifizierungsprozesse in iatten Gefallwanden korrelieren mit
artherosklerotischen Ablagerungen (Sangiorgi etLaR8).

In  atherosklerotischen  GefalRabschnitten  kommen ribhoayten, durch
Endothelschaden, vermehrt mit der subendothelidéggeaen EZM, gebildet von
Fibroblasten bzw. glatten Muskelzellen, in Kontakt.

Dem subendothelialen Gewebe und insbesondere ddrkefmmt eine entscheidende
Rolle sowohl beim Aufbau des GefalRes als auch beibéreits in der Einleitung
beschriebenen Adhasion und Aktivierung von Thronybez zu.

Eine Beteiligung von aktivierten Thrombozyten am &athogenese und Progression
verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen (kaeohkkerzkrankheit, Atherosklerose)
ist unumstritten (Gawaz, 1999). So sezernieren vigkte Thrombozyten
vasokonstriktorische Substanzen wie Serotonin uxd,Tund sind an entzindlichen
Prozessen der GefalRwand beteiligt. Die Thrombozyedrmen bei der Entstehung und
Progression atherosklerotischer Plagues sowie i dathogenese akuter
Koronarsyndrome eine zentrale Stellung ein.

In dieser Studie wurden aufgrund dieser Erkenngnissn  vitro-
Thrombozytenadhasionversuche an kalzifizierten menaFibroblasten durchgefuhrt.
Es sollte der Fragestellung nachgegangen werden, deb zuvor induzierte
Kalzifizierungsprozess an Zellen und deren EZM Esd auf die
Thrombozytenadhasion hat.

Dabei stellte sich eine signifikant erhéhte Thromfienadhasion an den zuvor durch
Beta-Glycerolphosphat kalzifizierten Fibroblastemaus.

In vivo korrelieren Gefallwandverkalkungen positiv. mit daAusbildung von
atherosklerotischen Plaques (Rumberger et al.,)199Berosklerotische Plaques sind
zum Teil aus Bindegewebe, welches durch eine Rralibn von Fibroblasten bedingt
ist, aufgebaut. Im Anschluss wurde an die jeweiliggdhdsionsexperimente eine
Zellkernfarbung durchgefithrt. Dies diente der Ubégiyng, ob die Beta-
Glycerolphosphat-Behandlung tber einen Zeitraum azwai Wochen, maoglicherweise
Uber Wachstumsfaktoren eine vermehrte Zellprolifera induziert hat. In der
durchgefuhrten Zellkernfarbung zeigte sich jedoemKJnterschied in der Zellzahl im
Vergleich zur Kontrolle.

Daher scheidet eine unterschiedliche Fibroblasteifigration als Ursache fur die hier
invitro festgestellten Unterschiede der Thrombozytenadhésienge aus.
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Vor jedem Adhasionsversuch wurde geprift, ob bzw.ie wstark ein
Kalzifizierungsprozess im Laufe der zweiwdchigen et&Glycerolphosphat-
Behandlung induziert werden konnte. Die hier duedtigrte quantitative Bestimmung
ergab, dass der Kalziumgehalt nach 15-17-tagigea-Béycerolphosphat-Behandlung
signifikant zunahm. Ein leicht induzierter Kalzizungsprozess war bereits nach 9-11-
tagiger Behandlung zu erkennen, nach 15-17-tadgi@shandlung war der
Kalziumgehalt ca. vierfach hoher als in der Kor&ol

Auch bei den zuvor beschriebenen Thrombozytenadhsigersuchen zeigte sich nach
einer 9-11-tdgigen Beta-Glycerolphosphat-Behandlegeits eine Zunahme der
Adhasionsmenge von  15%.  Signifikant, mit einer My  der
Thrombozytenadhasionsmenge um 25%, wurde der ld¢hieds nach 15-17-tagiger
Behandlung.

Die Resultate dieser beiden Versuchsreihen lassmuten, dass die Menge an
Kalziumablagerungen positiv mit der vermehrtenohhibozytenadhdasion korreliert.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden zusatzliche Aidh&sersuche an der Kontroll-
SMC Zelllinie durchgefiihrt. An den Kontroll-SMC kote wie bereits zuvor
beschrieben, kein Kalzifizierungsprozess durchBi&a-Glycerolphosphat-Behandlung
induziert werden. Die durchgefihrten Thrombozyté@aibnsversuche zeigten keinen
Unterschied beziglich der Menge an adhéarierten mihozyten im Vergleich zur
Kontrolle.

Die Resultate diesein vitro-Versuchsreihe zeigen, dass die Beta-Glycerolplaisph
Behandlung (erhdhter Spiegel an inorganischem Piabsalleine noch nicht zu einer
vermehrten Thrombozytenadhdasion fuhrt. Nur bei fdereinen Kalzifizierungsprozess
pradisponierten Zellen, bei denen durch den erimbhihosphatspiegel eine
Kalzifizierung in Form von Ablagerungen von Hydyaypatitkristallen in der EZM
induziert werden konnte, zeigen eine gesteigertemmbozytenadhasion.

Zusatzliche Adhasionsversuche wurden an reiner BXdh Ablosung der Zellen
(Behandlung mit 25 mM NKDH) durchgefihrt. Dabei zeigte sich sowohl bei der
kalzifizierten EZM der Fibroblasten als auch beir dEZM der mit Beta—
Glycerolphosphat behandelten Kontroll-SMC kein Wsthied in der Adhasionsmenge
im Vergleich zur Kontrolle.

Eine mdgliche Erklarung fur dieses Ergebnis konntder Behandlung bzw. Ablésung
der Zellen durch NEDH zu finden sein, da durch die Ablésung der Zelfan
Sicherheit ebenfalls ein Teil der EZM entfernt wairduséatzlich ist noch nicht bekannt
ob NH,OH die Kalziumablagerungen strukturell verandert.

Die Resultate dieser Versuchsreihe kénnen von daibbt unbedingt im Widerspruch
mit der zuvor gezeigten vermehrten Thrombozytensidnd an kalzifizierten
Fibroblasten gesehen werden.

In dieser Studie konnte durdh vitro-Experimente gezeigt werden, dass durch den
erhdhten Spiegel an inorganischem Phosphat einifkarungsprozess bei den hier
benutzten Fibroblasten ausgel6st wurde. ZusatAtefite sich als neue Erkenntnis
heraus, dass dieser Kalzifizierungsprozess einenelmte Thrombozytenadhasion
bewirkt hat.

Der genaue Mechanismus der zu der zuvor bescheebewermehrten
Thrombozytenadhasion gefuhrt hat, bedarf weitetedi&n. An dieser Stelle sollten
zwei maogliche Erklarungen kurz erértert werden. Biste mdgliche Erklarung liegt in
der phanotypischen Umwandlung von Zellen wahrensl alzifizierungsprozesses
(Giachelli, 2003). Bedingt durch die Umwandlung &ésinotyps der Zellen kann es zu
einer veranderten Exprimierung der EZM-Komponentew daraus resultierend zu
einer veranderten strukturellen Zusammensetzung E&M kommen. Auch fir
atherosklerotische GefaflRabschnitte ist bereits rbekalass es zu einer veranderten
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Zusammensetzung der EZM kommt (Gawaz, 1999). Eikigmponenten der EZM
(z.B. Kollagen) haben auf der Oberflache Adhagooteine. Diese fuhren durch den
Kontakt mit Thrombozyten zu deren Adhasion und ¥ktiung. Daher ware eine durch
den Kalzifizierungsprozess unterschiedlich zusangesetzte EZM durchaus eine
Erklarung fur die vermehrte Thrombozytenadhasiore Bwveite mdgliche Erklarung
ware, dass die durch den Kalzifizierungsprozesstamtienen Hydroxyapatitkristalle
selbst eine vermehrte Adhésion bewirken. Die moarentStudienlage kann aktuell
keine eindeutige Erklarung fur die in dieser Studieobachtete vermehrte
Thrombozytenadhdasion an kalzifizierten Zellen gelesrbedarf daher weiterer Studien.
Die zuvor bereits erwahnten Erkrankungen, welché emem signifikant erhéhten
Risiko an ektopen Kalzifizierungsprozessen in &lien GefalRen einhergehen, sind in
der heutigen Gesellschaft keine Seltenheit. Dah&reweine genauere Klarung der
Prozesse, die zu der hier beschriebenen vermefitieombozytenadhasion gefihrt
haben, von Interesse.

4.2 Decorin und Biglykan, zwei wichtige Proteoglykae der EZM

4.2.1 Die Proteoglykane Biglykan und Decorin nehmemicht nur modulierend
Einfluss auf das sie umgebende Gewebe, sondern bgkissen zuséatzlich die
Thrombozytenadhasion

Atheroskleotische Gefaliabschnitte in denen es dotBalschadigungen gekommen ist
stellen einen erheblichen Risikofaktor fir einetdaduzierte Thrombozytenadhasion
und Thrombusbildung dar. Die Thrombozytenadh&sionmrd winduziert Uber
subendotheliale Adhéasionsproteine (z.B. VWF) (Gawl&89). Das Endothel fungiert
als Schutzschicht zwischen Blutstrom und subendlatee EZM. Daher wirkt es, in
Bezug auf eine Thrombenbildung im GefaR3, protef@iadimon et al., 1992).

Studien haben gezeigt, dass dem Kollagen als eidemfesten Bestandteile der
subendothelialen EZM (iber sein oberflachlich gategeGPVI eine besondere Rolle in
Bezug auf eine induzierte Thrombozytenaktivierungammt (Nieswandt et al., 2001).
In dieser Studie wurde der Fokus auf zwei Protdagig Decorin und Biglykan gelegt.
Es sollte getestet werden, inwieweit eine Uberesgiom dieser Proteoglykane Einfluss
auf die Thrombozytenadhasion nehmen kann.

Bekannt ist, dass dem Decorin wichtige AufgabendegiZusammensetzung der EZM
zukommen. So interagiert dieses SLRP mit Kollaged sorgt flr eine koordinierte
Fibrillogenese (Weber et al., 1996). Ebenfalls kenrsowohl Fischer et al. (2001) als
auch Yamaguchi et al. (1990) zeigen, dass Decotif @F- interagiert und so in die
Zellproliferation glatter Muskelzellen eingreift. e Decorin  kommen daher
mannigfaltige Aufgaben in der Gestaltung der EZM zu

Inflammatorische Reaktionen der GefaRwande werden Eeil fir die Entstehung von
Atherosklerose verantwortlich gemacht (Ross, 1999 gehen gehauft mit einer
gesteigerten Angiogenese einher. Die Expression mctorin wahrend einer
inflammatorisch bedingten Angiogenese ist erhdldlifharkka et al., 2001; Gutierrez
et al., 1997). Welche Rolle dem Decorin dabei gengkommt ist noch nicht geklart.
Zusammenhange zwischen einer Uberexpression vooridegnd der Atherosklerose
werden daher gesucht.

Wie bereits zuvor erwahnt, ist eine Beteiligung \aktivierten Thrombozyten an der
Atherosklerose unumstritten.
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Aufgrund  der  Studienlage  wurden in  dieser  Studign  vitro-
Thrombozytenadhasionsversuche an Decorin-tbereiggenden SMC durchgefihrt.
Es stellte sich eine signifikante, um 42% erhohterombozytenadhasion an den
Decorin-tuberexprimierenden SMC im Vergleich zur Kohlie heraus.

Zuvor wurde bereits erwahnt, dass Decorin Einflagk die Zellproliferation nimmt.
Daher wurde im Anschluss an die Adhasionsversuehee Zellkernfarbung
durchgefuhrt. Bei der durchgefuhrten Zellkernfapueigten sich keine Unterschiede
beziglich der Menge an glatten Muskelzellen im \&ofy zur Kontrolle. Daher
scheidet in den hier durchgefuhrtemn vitro-Adhasionsexperimenten eine
unterschiedliche Zellzahl als Grund fur die vermeRirombozytenadhasion wohl aus.
Zusatzlich wurden ThrombozytenadhasionsversuchdeanEZM nach Ablosung der
Zellen durchgefuhrt. Es zeigten sich keine sigaifiten Unterschiede, aber dennoch
Tendenzen zugunsten einer vermehrten Adhasion amn wden Decorin-
Uberexprimierenden Zellen gebildeten EZM. So kanem@r im Durchschnitt um 7%
erhdhten Thrombozytenadhasion an den Decorin- Bpenmeierenden SMC.
Durchgangig zeigten sich erhohte Mengen an adiénieThrombozyten bei den
Versuchen an der reinen EZM (nach Ablosung derenrglim Vergleich zu den
Adhasionsversuchen, die an Zellen durchgefuhrt emurd

Diese Beobachtung liefert ein weiteres Indiz fie derzeitige Studienlage, wonach die
EZM bzw. deren Zusammensetzung wesentlich fir eibeschleunigte
Thrombozytenadhasion und Aktivierung verantwortlggmacht wird. So erscheint es
in den hier gezeigteim vitro-Experimenten als ob die glatten Muskelzellen, i&hnlie
das mehrfach erwahnte Endothelvivo, durch Abdeckung zumindest eines kleinen
Bereiches der EZM, zu einer verminderten Thrombezgdhasion fuhrt.

Der genaue Wirkmechanismus der zu der in diesali&gezeigten signifikant erhdhten
Thrombozytenadhasion an den Dec-RA-SMC gefiuhrt isataoch nicht abschlielRend
geklart. Mogliche Erklarungen fir die erheblich wgégerte Thrombozytenadhéasion
sollen hier diskutiert werden. Guidetti et al. (2DBaben einen Effekt von Decorin auf
die Thrombozytenadhasion beschrieben. In ihrer i8thdnnten sie zeigen, dass der
Proteinkern des Decorin mit dem Membranglykoproteipp;s auf der
Thrombozytenmenbran interagiert und so zu dessdr@agidn fuhrt. AuRerdem zeigten
Guidetti et al. (2002), dass Decorin Uber eine ®hyikinase in der Lage ist
Thrombozyten zu aktivieren. Ob dies jedoch dieimille Erklarung fur die hier
festgestellte erheblich induzierte Thrombozytenadirist, bleibt abzuwarten.

Decorin nimmtin vivo, wie zuvor erwéahnt, Einfluss auf die Fibrillogeaeson
Kollagen, die Zellproliferation und auf viele waieStoffwechselvorgédnge in der EZM.
Bislang ist noch nicht geklart inwieweit die Ubepexssion von Decorin in dieser
Studie Auswirkungen auf den Aufbau der EZM hattéghltherweise ist die vermehrte
Thrombozytenadhasion in einer verdnderten Zusametmnsy der EZM begrindet.

Es bedarf daher weiterer Studien zur Klarung der bezeigten erheblich vermehrten
Thrombozytenadhasion. Festzuhalten bleibt aus di&adie das Decorin einen
gewichtigen Einfluss auf die Thrombozytenadhasiwwhaben scheint.

Biglykan ist strukturell dem Decorin sehr ahnlidber wesentliche Unterschied zum
Decorin besteht darin, dass Biglykan zwei GAG an &eoteinkern Uber kovalente
Bindungen angehangt hat.

Auch Biglykan interagiert mit Kollagen und beeirdti so den Aufbau der EZM
(Schonherr et al. 1995). In atherosklerotisch véeéien Geféallabschnitten werden in
den Gefallwanden bzw. den Plaques vermehrt Biglyfagarungen verbunden mit den
Apolipoproteinen B und E gefunden (Riessen et B994; O'Brien et al., 2003).
Kunjathoor et al. (2001) konnten zeigen, dass Bghylber das Apolipoprotein B in
der Lage ist LDL zu binden und dadurch in die Gefé@fd einzulagern.
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Lipideinlagerungen in den GefalRen sind der Hauktrigktor fur die Entstehung von
Atherosklerose.

Da aus den zuvor genannten Studien anzunehmelasst,Biglykan eine wichtige Rolle
in der Entstehung der Atherosklerose einnimmt, isotlieser Studie Uberprift werden,
ob Biglykan zuséatzlich die Thrombozytenadhéasionirdkesst. Es wurden daher wie
zuvor beim Decorin beschriebenin vitro-Thrombozytenadh&sionsexperimente
durchgefuhrt.

Es zeigte sich auch hier eine signifikant um 37%tejgerte Thrombozytenadh&sion an
den Biglykan tUberexprimierenden Zellen im Verglemin den Kontroll-SMC heraus.
Aufgrund des zuvor beschriebenen Einflusses vonobecuf die Zellproliferation
wurde auch hier die ungeféahre Zellzahl bestimmt.llzaklunterschiede der
Uberexprimierenden Zellen im Vergleich zur Konteolvaren nicht zu erkennen. In der
hier gezeigten Studie scheiden unterschiedlichzatden bedingt durch verschiedene
Zellproliferationsraten als Grund fir die erhebligbsteigerte Thrombozytenadhasion
aus.

Die Adhasionsexperimente die nach Ablosung dereBedn der EZM durchgefiihrt
wurden, zeigten ahnlich wie beim Decorin eine Terzda Richtung einer gesteigerten
Thrombozytenadhasion an Biglykan-uberexprimierend8NMC. Es konnte eine
Zunahme der Thrombozytenadhéasion von 10% gezeigieme die jedoch statistisch
noch nicht signifikant war.

Bislang liegen keine Studien vor, die eine vernmefdiirombozytenadhasion ausgelost
durch eine Uberexpression von Biglykan in der EZMsdhreiben. Der genaue
Wirkmechanismus der zu dieser gesteigerten Throgtboadhasion gefuhrt hat, ist
noch nicht bekannt. Da Biglykan einen ahnlich maehden Einfluss auf den Aufbau
der EZM hat wie Decorin, ist auch hier zu vermutdsss es durch die Uberexpression
des Biglykans zu Veranderungen im Aufbau der EZMogemen ist, welcher zu der
signifikant induzierten Thrombozytenadhasion geftiat.

Es bedarf zur genauen Klarung beziglich des Eisdlsisvon Biglykan auf die
Thrombozytenadhasion weiterer Studien.

In den hier durchgeflhrtem vitro-Experimenten konnte zusatzlich gezeigt werden,
dass die Uberexpression dieser beiden Proteoglykane einer gesteigerten
Thrombozytenadhasion gefiihrt hat. Ob die vermefntambozytenadhésion allerdings
alleine durch den direkten Kontakt der Thrombozyteit dem Proteinkern von
Decorin  bzw. Biglykan induziert wurde ist fraglichVergleicht man die
Thrombozytenadhasion nur zwischen beiden Uberexgnemden Zelllinien so fallt auf,
dass es an den Decorin-Uberexprimierenden SMC imgl&eh zu den Biglykan-
Uberexprimierenden SMC zu einer um 5% erhohten gidhdgekommen ist. Es bleibt
zu vermuten, dass dieser in dem hier durchgefUhBgmeriment nicht signifikante
Unterschied auf den adhasionsfordernden Einfluss Emteinkerns von Decorin
zurtckzufiihren ist. Allerdings sind sich DecorirduBiglykan im strukturellen Aufbau
des Proteinkerns sehr &hnlich. Eine weitere wabislibhere Vermutung ware, dass
beide Proteinkerne adhasionsfordernde Einfliss@laimbozyten haben, es allerdings
durch die zwei GAG die an den Proteinkern von Bigly angeh&angt sind, zu weniger
Kontakt zwischen Thrombozyten und adhasionsforderen Proteinkern als beim
Decorin (eine GAG) gekommen ist.

Allerdings sind die Unterschiede in der Thrombomgighasion zwischen den beiden
Uberexprimierenden Zelllinien gering im Vergleiah den Unterschieden, die zwischen
beiden Uberexprimierenden Zelllinien und der Koltgedllinie festgestellt wurden.
Aufgrund der Erkenntnisse bislang durchgefuhrteidign ist es wahrscheinlicher, dass
es durch die Uberexpression der Proteoglykane rzer eieranderten EZM gekommen
ist, die wiederum ursachlich fir eine verstarktunerte Thrombozytenadhasion ist.
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Der genaue Wirkmechanismus der zu der gesteig@tteombozytenadhasion gefihrt
hat, bleibt offen und bedarf weiterer Studien. #b&dwerden die Erkenntnisse dieser
Studie wohl beide Proteoglykane zukinftig vermeimtden Fokus von Studien

beziglich einer gesteigerten Thrombusbildung hetsklerotischen Gefaldabschnitten
bringen.

4.2.2 Die Glykosaminoglykane an den Proteoglykaneecorin und Biglykan
tragen wahrscheinlich nicht direkt durch den Kontakt mit Thrombozyten zu deren
vermehrten Adhéasion bei

In der Einleitung wurde bereits erwdhnt, dass am BEeteinkern der Proteoglykane
Decorin und Biglykan Chondroitin/Dermatan-GAG ang@gegit sind (Choi et al., 1989).
An den Dermatansulfatseitenketten kommt es possfaional zu modifizierenden
Veranderungen in ihrem Aufbau (Silbert, 1996). Datusind sie an die jeweilige
Umgebung optimal angepasst. Besonders der prozentméeil an Iduronséure in der
Dermatansulfatseitenkette variiert in verschiede@emeben. So betragt der Anteil an
Iduronéure in den Dermatansulfatseitenketten inHbart ca. 80% wahrend der Anteil
im Knorpelgewebe nur 35% betréagt (Choi et al., 989

Dermatansulfatseitenketten werden vermehrt in askderotischen Ablagerungen
gefunden (Wagner, 1985). Sowohl fur Decorin alshafic Biglykan konnte gezeigt
werden, dass die angehangten Dermatansulfatseitenkenit Heparin-Cofaktor Il
interagieren. Durch diese Interaktion kommt es/Akiivierung des Heparin-Cofaktors
I und somit zu einer Inhibition von Thrombin (Telten et al., 1983).
Dermatansulfatseitenketten greifen Uber diesen Bl@Esmus inhibierend in das
Gerinnungssystem ein.

Allerdings konnten Shirk et al. (2000) in ihrer & zeigen, dass es in
atherosklerotischen Ablagerungen zu strukturelleardvderungen bezuglich des
Aufbaus der Dermatansulfatseitenketten von Biglykammt. Dabei nimmt besonders
der Anteil an Iduronsaure ab. Diese strukturellearaviderungen bewirken eine
Reduktion der Aktivierung von Heparin—Cofaktor hdi folglich kommt es auch zu
einer verringerten Inhibition von Thrombin in diasBereichen des Gefal3systems. Die
GAG (z.B. Dermatansulfat) an den Proteoglykanereisam demnach zumindest in
gesunden Gefal3en einen eher protektiven EffekieruB auf die Thrombenbildung zu
haben, den sie jedoch in atherosklerotischen Ge&&Raitten verlieren. Guidetti et al.
(2002) beschrieben den Proteinkern und nicht di€&s&#@&n Decorin als aktivierenden
Faktor fur Thrombozyten. Der genaue Einfluss der GGAam Proteinkern der
Proteoglykane in Bezug auf ihre Umgebung ist noctngenau geklart. Allerdings
scheint der strukturelle Aufbau der GAG an den éuglykanen Einfluss auf die
Thrombozytenadhasion zu haben.

Aufgrund der zuvor gezeigten, in dieser Studie gestellten Auswirkungen von
Decorin und Biglykan auf die Thrombozytenadhé&siwarden nun Adhasionsversuche
an Zellen durchgefuhrt, deren GAG abgebaut worderem Dies sollte Aufschluss
daruber liefern, inwiefern die GAG Einfluss auf djesteigerte Thrombozytenadhasion
genommen hatten.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass es durch diarigllung der Zellen mit
Chondroitinase ABC zu einem Abbau der GAG gekomnstninsgesamt kam es
durch die Chondroitinase ABC zu einem Abbau der GAG22%.

Bei den im Anschluss an den Abbau der GAG durchgédia
Thrombozytenadhasionsversuchen zeigte sich an demtréd-SMC und an den
Biglykan-uberexprimierenden SMC eine Zunahme depifibozytenadhasion von 16%
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bzw. 10% im Vergleich zu den unbehandelten Zelledn den Decorin-
Uberexprimierenden SMC zeigte sich nach Abspaleig GAG eine Reduktion der
Thrombozytenadhdsion von 15%. Insgesamt waren diaterschiede der
Thrombozytenadhasion nach Chondroitinase ABC-Bdoagd statistisch nicht
signifikant.

Vergleicht man auch in dieser Versuchsreihe nurTdieombozytenadhasion der drei
Zelllinien  Kontroll-SMC, Biglykan-tuberexprimierende SMC und Decorin-
Uberexprimierenden SMC ohne Chondroitinase ABC-aBdlung, so zeigt sich auch
hier wieder eine deutlich gesteigerte Thrombozydééasion zu Gunsten der Biglykan-
Uberexprimierenden SMC und Decorin-tberexprimieeangMC.

Eindeutige Ergebnisse Uber eine verstarkt oder welent induzierte
Thrombozytenadhasion durch den Abbau der GAG arie®gtykanen konnte die
Versuchsreihe nicht erbringen.

Durch die Behandlung der Zellen mit der Chondragi& ABC wurden, wie zuvor
erwahnt nicht nur die Dermatansulfatseitenkettegebbut, sondern zusatzlich weitere
GAG (z.B Chondroitinsulfatketten). Hier konnte eirferklarung fur die nicht
eindeutigen Ergebnisse dieser Versuchsreihe liegaesatzlich muss man festhalten,
dass die hier durchgefiihrten Experimemteitro durchgefuhrt wurden (ohne Zusatz
von Thrombin und Heparin-Cofaktor II).

Festzuhalten auch aus dieser Versuchsreihe btakg die Thrombozytenadhasion an
den Uberexprimierenden Zellen erneut erhéht war.Aldau der GAG und die damit
verbundene Freilegung der Proteinkerne von Decanmd Biglykan hat keine
eindeutigen Ergebnisse beziglich einer dadurchewei#rmehrten oder verminderten
Adhasion gebracht. Daher liefern diese Ergebnisséndiz dafiir, dass der Proteinkern
nicht allein fur die hier gezeigte erhhte Adhasierantwortlich ist.

Da die Thrombozytenadhasion nach Abbau der GAQdatigs auch nicht auffallig
reduziert war, kann man davon ausgehen, dass di& ®éhl nicht direkt durch den
Kontakt mit den Thrombozyten zu deren vermehrtenh@sibn gefuhrt haben.
Inwieweit moglicherweise die GAG der Proteoglykdrezeits zuvor Einfluss auf eine
strukturell verdnderte Zusammensetzung der EZM memen hatten, und dadurch
indirekt zu einer vermehrten Thrombozytenadhasiefiilyt haben, ist nicht bekannt.
Daher bedarf es auch hier weiterer Studien beziiglices Einflusses der GAG auf die
Thrombozytenadhasion.
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5. Zusammenfassung

In dieser Studie konnten bislang unbekannte Erkesse Uber die Proteoglykane
Biglykan und Decorin gewonnen werden. Bislang wawahl! fir Decorin als auch fur
Biglykan bekannt, dass sie wichtige Aufgaben flg dirukturelle Zusammensetzung
der EZM erfillen. Bei den durchgefuhrten statiscliBrombozytenadh&sionsversuchen
zeigte sich eindeutig eine signifikant vermehrteohbozytenadhésion an den Zellen,
die entweder Biglykan oder Decorin tUberexprimiertéar genauen Klarung wie die
beiden Proteoglykane zu der stark induzierten Thaaytenadhasion gefuhrt haben
bedarf es weiterer Studien.

Als Fazit bleibt bislang festzuhalten, dass derdéxiProteoglykanen Biglykan und
Decorin nicht nur wichtige Aufgaben fir den strukllen Aufbau der EZM
zukommen. Sie tragen offensichtlich zusatzlich Huminen bislang noch nicht
geklarten Mechanismus zu einer stark induziertenombozytenadhésion bei. Demnach
konnten die beiden Proteoglykane bei Uberexpressi®irigger fur den ersten Schritt
bei der Entstehung eines Thrombus fungieren.

Kalziumablagerungen an den Zellen und in der sigabeanden EZM erwiesen sich in
dieser Studie ebenfalls als positiver Stimulus @) auf die Thrombozytenadhasion.

In dieser Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dasKontakt von Thrombozyten
mit Zellen, an denen ein Kalzifizierungsprozessuiidrt wurde, zu einer vermehrten
Thrombozytenadhasion gefuhrt hat. Zusatzlich kongezeigt werden, dass die
vermehrte Thrombozytenadhasion positiv mit der Meragn Kalziumablagerungen
korreliert. Der genaue Wirkmechanismus, der zuhiier gezeigten forcierten Adhasion
geflhrt hat, ist noch nicht geklart und bedarf esmt Studien.

Aus den Ergebnissen dieser Studie kann aber zustindermutet werden, dass
GefalRwandverkalkungen nicht nur zu GefaBwandvéusigen und frihzeitiger

Atherosklerose filhren, sondern zuséatzlich Gber éneerte Thrombozytenadhasion
prothrombotisch wirken kdnnten.

Viele Studien sind bislang Uber das komplexe Wiksyn EZM gelaufen. Auf den

enormen Einfluss der EZM auf Zellen und Stoffwethmgange wurde mehrfach
hingewiesen. Jungere Studien haben auch Verbindurgyeischen strukturellen

Veradnderungen innerhalb der EZM und Atheroskleragtgedeckt. In beiden hier
durchgefuhrten Versuchsreihen konnte gezeigt werdabtchen Einfluss strukturelle

Veranderungen der EZM ebenfalls auf die Thrombomdbéasion hat. Zukinftige
Studien mussen zeigen zu welchen zusatzlichentstallen Verdnderungen es durch
die Uberexpression der Proteoglykane Decorin undlyBan, bzw. durch den

Kalzifizierungsprozess gekommen ist. Da hier dviohl der Schlissel zur Losung des
genauen  Wirkmechanismus bezlglich der hier gezeigtgesteigerten

Thrombozytenadhasion liegt.
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Auswirkung des strukturellen Aufbaus
der extrazellularen Matrix
auf die Adhésion von Thrombozyten

vorgelegt von

Henrik Endt-Knauer

Zusammenfassung

In dieser Studie konnten bislang nicht bekannt&eimtnisse tUber die Proteoglykane
Biglykan und Decorin gewonnen werden. Bislang wawahl! flr Decorin als auch fur
Biglykan bekannt, dass sie wichtige Aufgaben fig dirukturelle Zusammensetzung
der EZM erfillen. Bei den durchgefuhrten statiscliBrombozytenadhasionsversuchen
zeigte sich eindeutig eine signifikant vermehrteohbozytenadh&sion an den Zellen,
die entweder Biglykan oder Decorin Uberexprimierteidie Rolle der
thrombozytenadhéasionsfordernden Komponente inneded EZM ist bislang in erster
Linie dem Kollagen vorbehalten. Zur genauen Klarung die beiden Proteoglykane zu
der stark induzierten Thrombozytenadhasion gefidioen bedarf es weiterer Studien.
Als Fazit bleibt festzuhalten, dass den beidendegiykanen Biglykan und Decorin
nicht nur wichtige Aufgaben fur den strukturellemfBau der EZM zukommen. Sie
tragen offensichtlich zusatzlich durch einen biglaoch nicht geklarten Mechanismus
zu einer stark induzierten Thrombozytenadh&sion Bbemnach konnten die beiden
Proteoglykane als Trigger fur den ersten Schrittdee Entstehung eines Thrombus
fungieren.

Kalziumablagerungen an den Zellen und in der sigabeanden EZM erwiesen sich in
dieser Studie ebenfalls als positiver Stimulus @) auf die Thrombozytenadhasion.

In dieser Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dasKontakt von Thrombozyten
mit Zellen, an denen ein Kalzifizierungsprozessuiidrt wurde, zu einer vermehrten
Thrombozytenadhasion gefuhrt hat. Zusatzlich kongezeigt werden, dass die
vermehrte Thrombozytenadhasion positiv mit der Meragn Kalziumablagerungen
korreliert. Der genaue Wirkmechanismus der zu de&r drezeigten forcierten Adhasion
geflhrt hat, ist noch nicht geklart und bedarf esmt Studien.

Aus den Ergebnissen dieser Studie kann aber zustindermutet werden, dass
GefalBwandverkalkungen nicht nur zu Gefallverstedongund frihzeitiger

Atherosklerose fuhren, sondern zusatzlich tGber &mneerte Thrombozytenadhasion
prothrombotisch wirken kénnten.

Viele Studien sind bislang Uber das komplexe Wisksyn EZM gelaufen. Auf den
enormen Einfluss der EZM auf Zellen und Stoffwethsgange wurde mehrfach
hingewiesen. Jungere Studien haben auch Verbindurmyeischen strukturellen
Veranderungen innerhalb der EZM und Atheroskleragtgedeckt. In beiden hier
durchgefuhrten Versuchsreihen konnte gezeigt werdatchen Einfluss strukturelle
Veranderungen der EZM ebenfalls auf die Thrombomdbéasion hat. Zukinftige
Studien mussen zeigen zu welchen zusatzlichentstallen Verdnderungen es durch
die Uberexpression der Proteoglykane Decorin undglyBan, bzw. den
Kalzifizierungsprozess gekommen ist. Da hier dviohl der Schlissel zur Losung des
genauen Wirkmechanismus bezuglich der gesteig&tiemmbozytenadhasion liegt.
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