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1 Einleitung

1.1 Nukleotidvermittelte Signaltransduktion

Nukleotide stellen eine intrazelluldre Energiequelle dar und spielen eine wichtige Rolle bei der
Nukleinsduresynthese. Dariiber hinaus haben Nukleotide eine bedeutende Funktion als
extrazelluldre Signalmolekiile, wie bereits in den 70ger Jahren von Burnstock beschrieben
wurde ', Wihrend man zunichst beschidigte, lytische Zellen fiir die Hauptquelle von
extrazellulirem ATP hielt, ist heute die ATP-Freisetzung aus verschiedenen Zellen als
physiologischer Mechanismus gut charakterisiert ***. Zahlreiche neuere Studien belegen, dass
verschiedene Zelltypen konstitutiv Nukleotide freisetzen und es zu einer basalen Aktivierung

5-8

einiger G-Protein-gekoppelter Purinrezeptoren kommt Somit ist eine basale G-

Proteinaktivitit und infolge dessen die Synthese von second messenger Molekiilen wie cAMP

gewihrleistet °.

Excitatorische Zelltypen wie Neuronen setzten als Reaktion auf depolarisierende Stimuli,
welche zur Erhohung des intrazelluliren Calciumspiegels flihren, vermehrt nukleotidhaltige

Vesikel oder Granulae frei *'?. Auch Blutplittchen kénnen exozytotisch ATP und ADP

13;14 15-18 19-21
M 2

, Hypoxie
22-26

freisetzen Auf Reize wie mechanischen (,,shear*) Stress

Membranhyperpolarisation, hypotonischen oder hypertonischen Stress und auf
Entziindungen * reagieren viele nicht-excitatorische Zellen mit einer Nukleotidfreisetzung. Bei
diesen Zellen werden Plasmatransportproteine fiir die Nukleotidfreisetzung verantwortlich
gemacht. Dazu gehoren im wesentlichen ATP-bindung cassette- (ABC-) Transporter,

Anionenkanile und Connexine 2",

Das iiber Zelllyse, Exocytose oder Transporter freigesetzte, bzw. durch Phosphorylierung

32;33

extrazelluldrer Nukleoside gebildete ATP und ADP ist an der Regulation der Hidmostase

und Thrombose beteiligt. Diese Prozesse werden iiber die Aktivierung und Aggregation von

337 " Dariiber hinaus modulieren ADP und ATP verschiedene

Plattchen gesteuert
Entziindungsantworten wie die Freisetzung von Cytokinen, Tumor necrose factor (TNF-) o und
Interleukin (IL-)1p von Monozyten und Makrophagen und unterstiitzen die Leukozyten-
adhision am Endothel ***'. Diese Effekte werden iiber die Aktivierung von P2-Purinrezeptoren
vermittelt. Purinrezeptoren wurden urspriinglich in P1-Rezeptoren fiir Adenosin (AdoRA) und
P2-Rezeptoren fiir ATP und ADP unterteilt. Die P2-Rezeptorfamilie gliedert sich weiter in die
G-Protein gekoppelten P2Y-Rezeptoren und die ionotropen P2X-Rezeptoren auf. Derzeit sind
7 Subtypen der P2X- und 8 Subtypen der P2Y-Familie bekannt ****’. Die weit verbreiteten

P2X-Rezeptoren sind am besten im Nervensystem untersucht und spielen eine wichtige Rolle



bei der Schmerzverarbeitung, aber auch bei der Modulation der Neurotransmitterfreisetzung
#4830 Der Rezeptor P2X; findet sich auf Immunzellen und moduliert die Freisetzung

verschiedener Cytokine *'.

Jeder P2Y-Rezeptor bindet ein heterotrimeres G-Protein. Ublicherweise handelt es sich dabei
um Gg11. Der Rezeptor P2Y; kann zusitzlich Gs-gekoppelt sein. Der Rezeptor P2Y, ist
hingegen Gj-gekoppelt. Viele Zellen exprimieren gleichzeitig mehrere P2Y-Rezeptor-
Subtypen, wobei einige dieser Rezeptoren von Nukleotid-Diphosphaten oder Nukleotid-
Triphasphaten und einige von Di- und Triphosphaten aktiviert werden kdnnen. Durch P2Y-
Rezeptoraktivierung kommt es entweder zur Aktivierung der Phospholipase C und zur
Freisetzung intrazelluliren Calciums oder iiber Gs- und Gj-gekoppelte Rezeptoren zur

Anderung des cAMP-Spiegels ***°%%,

Das Ausmal} und die Dauer der ADP und ATP vermittelten Signaltransduktion sind von der
Aktivitdt verschiedener Ecto-Enzyme abhingig. Ein schneller Abbau der Nukleotide zu
Nukleosiden fiihrt statt zur Aktivierung der P2-Rezeptoren zur Aktivierung der P1-Rezeptoren,
so dass andere Signaltransduktionskaskaden ablaufen °*7°°* Abbildung 1 fasst die
extrazelluliren ATP- und Adenosin-Quellen und die Aktivierung der Adenosin- und der P2-

Rezeptoren zusammen.

Leukozyten ADA AP

/' CD73+ .  ectoNukleotid- Kinase

v

AdoR _\
A1A2AA§A3 '// ecto5'NT D39

a A (2%
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Abb.1: Schematische Darstellung des Adenosinstoffwechsels.

Sowohl intrazellular, als auch extrazelluldr wird Adenosin gebildet. Extrazellulares Adenosin kann tber Transporter
in die Zelle aufgenommen werden, kann {ber extrazellulare Kinasen rephosphoryliert werden oder kann
Adenosinrezeptoren aktivieren. Die Aktivitdt verschiedener Ecto-Enzyme entscheidet Uber den Nukleosid- und

Nukleotidspiegel und somit Giber die Aktivierung von P1- oder P2-Rezeptoren.



1.2 CD?73 - ein Kontrollpunkt in der extrazelluliiren Adenosinbildung

Zu den Nukleotid-abbauenden Ectoenzymen gehdren  Ectonukleosid-Triphosphat-
Diphosphohydrolasen (E-NTPDase), Ectonukleotid-Pyrophosphatasen / Phosphodiesterasen
(E-NPP), alkalische Phosphatasen (ALP) und Ecto-5'-Nukleotidase (5'NT, CD73) *°. Die
NTPDasel (CD39, Ecto-Apyrase, Ecto-ATP-Diphosphohydrolase) hydrolysiert im gleichen
MaBe ATP und ADP, wohingegen die NTPDase2 (CD391) bevorzugt ATP hydrolysiert *°.
AMP wird von Alkalischen Phosphatasen (ALP) und einer Spleilvariante von NPP2 zu
Adenosin hydrolysiert, vorrangig jedoch von CD73 »°. Dieses Enzym Kkatalysiert mit der
extrazelluliren AMP-Hydrolyse zu Adenosin den letzten Schritt im kaskadenformigen ATP-
Abbau. Um die Auswirkungen dieses CD73 vermittelten extrazelluliren AMP-Abbaus
(vgl.Abb.1) zu untersuchen, wurde in wunserer Arbeitsgruppe eine CD73 defiziente

c 57
Mausmutante generiert ™.

Es handelt sich bei CD73 um ein 70 kDa grofes, glycosyliertes, Glycosylphosphatidylinositol-
(GPI) geankertes Membranprotein. Unabhéingig von seinem Wert als Ecto-Nukleotidase dient
dieses Protein als Co-Rezeptor in der T-Zellaktivierung und als Zelladhisionsmolekiil **°.
Unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen wird CD73 von verschiedenen

58;59;61;62 .
72522 In humanen Geweben wurde CD73 sowohl auf verschiedenen

Zelltypen exprimiert
Endothel- und Epithelsubpopulationen, als auch auf 15 % der peripheren Blutlymphozyten
nachgewiesen ®'. Auf den meisten B-Zellen (70%) und CD8"-T-Zellen (51%), aber auch auf
einer CD4 " -Subpopulation (11%) wird das Gen exprimiert *. Das Molekiil unterliegt einem
Turnover, d.h. es kommt zu einem stindigen Austausch zwischen Zelloberfliche und
cytoplasmatischen Membranen . Eine ,.gesheddete”, bzw. 16sliche Form des Enzyms ist

bekannt %,

Unter physiologischen Bedingungen wird Adenosin sowohl intra-, als auch extrazelluldr
gebildet. Intrazellulire 5°-Nukleotidasen dephosphorylieren AMP, aber auch durch die
Hydrolyse von S-Adenosyl-Homocystein wird Adenosin freigesetzt . Intrazelluldr gebildetes
Adenosin wird tber spezifische bidirektionale Transporter in den extrazelluliren Raum
befordert. Es werden é&quilibrative (ENTI1-4) und konzentrative (CNT1-3) Nukleosid-

Transportertypen unterschieden ¢!

. Beim é&quilibrativen Transport ist die Richtung vom
Nukleosidkonzentrationsgradienten tiiber der Zellmembran abhdngig, wohingegen kon-
zentrative Transporter auch entgegen des Konzentrationsgefilles Nukleoside transportieren
koénnen "> Bei extrazellulirem Adenosiniiberschuss wird Adenosin iiber die Transporter in

die Zelle transportiert und von Adenosinkinasen phosphoryliert °, oder von der



76577

Adenosindeaminase zu Inosin abgebaut Wie bereits oben beschrieben, kann

extrazelluldres Adenosin auch zu ADP und ATP phosphoryliert werden.

Die meisten der von extrazelluldr vorhandenem Adenosin hervorgerufenen Effekte beruhen auf
der Aktivierung von den frither als P1-Purinrezeptoren bezeichneten Adenosinrezeptoren, die
ubiquitdr exprimiert werden. Derzeit werden vier Adenosinrezeptor-Subtypen unterschieden:
AdoRA1, AdoRA2a, AdoRA2b und AdoRA3. Adenosin ist der Hauptagonist und
Namensgeber dieser Rezeptorklasse, wobei z.B. der A3-Rezeptor auch von Inosin aktiviert
werden kann ’*. Adenosinrezeptoren sind, wie alle G- Protein gekoppelten Rezeptoren integrale
Membranproteine. Initial wurden A1- und A2- Rezeptoren aufgrund ihrer inhibitorischen, bzw.
stimulierenden Wirkung auf die Adenylylzyklase unterschieden "°. Sowohl der Al- Rezeptor,
als auch der spéter beschriebene A3- Rezeptor sind in der Regel Gi-gekoppelt, wohingegen der
A2a- und der A2b- Rezeptor Gs-gekoppelt sind *”*'. Adenosinrezeptoren kénnen auch an
weitere G Proteine gekoppelt sein. So ist z.B. bekannt, dass der A2a- Rezeptor im Striatum
iiberwiegend an G gekoppelt ist 2. A2b- und A3- Rezeptoren konnen auch an Gq gekoppelt
sein ***%_ Die Aktivierung der Al-, bzw. A3- Rezeptoren fiihrt neben der Hemmung der
Adenylylzyklase auch zur Aktivierung verschiedener K'-Kanile iiber die B- und 7v-
Untereinheiten von G, zur Inaktivierung von Ca®*-Kanilen und zur Aktivierung der
Phospholipase C. Die Aktivierung von A2a- und A2b- Rezeptoren stimuliert die
Adenylylzyklase und hebt somit den cAMP-Spiegel an. Des weiteren kommt es zur

68 Murine KO-Modelle fiir alle vier

Mobilisierung intrazelluldren Calciums

Adenosinrezeptorsubtypen stehen inzwischen zur Verfiigung *"°.

Oft hat Adenosin eine zu ADP und ATP entgegengesetzte Wirkung. Diese Nukleotide fordern
die Plittchenaktivierung und Aggregation, wohingegen Adenosin diese Prozesse hemmt **.

Adenosin hemmt die Proliferation der glatten Muskelzellen "

, stimuliert die IL-1p induzierte
Aktivierung der induzierbaren NO-Synthase ** und hemmt die Leukozytenadhision *°. Dariiber
hinaus ist Adenosin entscheidend an der Aufrechterhaltung der endothelialen Barrierefunktion
beteiligt. Diese antiinflammatorischen Effekte gehen iliberwiegend auf die Aktivierung der
Adenosin A2-Rezeptoren zuriick. Dem Signalmolekiill Adenosin kommt auch eine wichtige

%97 Dazu zdhlen die metabolische

homeostatische Funktion im Herz-Kreislaufsystem zu
Flussregulation und Katecholamin-antagonistische Effekte, ischamische Prikonditionierung *,
Angiogenese °, sowie die antithrombogene Wirkung '". Adenosin akkumuliert wéhrend
Ischdmie oder Hypoxie. Es wird vermehrt gebildet, wenn es im Herzen z.B. aufgrund
ungeniigender Sauerstoffversorgung zum Ungleichgewicht zwischen ATP-Bildung und ATP-

Verbrauch kommt. Am gut oxygenierten Herzen bilden AMP und Adenosin einen

7



Stoffwechselkreislauf, dessen hohe Umsatzrate die cytosolische Adenosinkonzentration eng an
die AMP-Konzentration koppelt. Bei Hypoxie steigt die Adenosin-Bildung proportional zur
AMP-Konzentration, wobei gleichzeitig die Rephosphorylierung von Adenosin durch die
Adenosin-Kinase gehemmt wird. Die Hypoxie-induzierte Hemmung der Adenosin-Kinase ist
entscheidend fiir die geringe AMP-Zunahme und gleichzeitig erhebliche Steigerung der

Adenosin-Konzentration '*"*'%,

Adenosin vermittelte Effekte gehen auf die Aktivierung der bereits beschriebenen
Adenosinrezeptoren  zuriick. Der spezifische Beitrag der Aktivierung einzelner
Adenosinrezeptorsubtypen wird seit langerer Zeit am Tiermodell erforscht. Wie bereits

erwihnt, stehen fiir alle 4 Rezeptortypen defiziente Mausmodelle zur Verfiigung *'°.

Weiterhin wurden in einigen Studien gezielt einzelne Rezeptoren iiberexprimiert und

spezifische Agonisten und Antagonisten eingesetzt 103-114

. Diese Versuche belegen zwar die
Bedeutung der Adenosinrezeptoraktivierung, klaren aber nicht die Herkunft des Adenosins als
endogenen Liganden. Fiir die Aktivierung der einzelnen Rezeptoren ist die lokale
Adenosinkonzentration entscheidend. Bei der Regulation der Adenosinkonzentration spielen
Nukleosidtransporter eine groe Rolle, indem sie Adenosin sowohl in die Zelle, als auch aus
der Zelle hinaustransportieren konnen, gegebenenfalls sogar entgegengesetzt zum
Konzentrationsgefille. Dariiber hinaus sind, wie im oben beschriebenen Beispiel, Enzyme
beteiligt, die Adenosin rephosphorylieren, Adenosin abbauen oder aber Adenosin aus AMP
erzeugen. In der vorliegenden Arbeit gilt das Hauptinteresse der Rolle der CD73 im
extrazelluliren Adenosinstoffwechsel. Es sollte gekldrt werden, in welchem Ausmall auf
diesem Stoffwechselweg Adenosin produziert wird, und inwieweit dieses Adenosin zur

Aktivierung von P1-Rezeptoren beitrigt. Insbesondere sollte der Beitrag des CD73 vermittelten

AMP-Abbaus in Entziindungsprozessen untersucht werden.

1.3 Basale Prozesse im Entziindungsgeschehen — Modulation durch
Adenosin

Eine Entziindungsreaktion beginnt, vereinfacht schematisch dargestellt in Abbildung 2, mit der
Induktion der Expression von Adhésionsmolekiilen im Endothel, so dass es zur Rekrutierung
von Entziindungszellen kommt. In den Weibel-Pallade-Korperchen gebildetes E-Selektin wird
z.B. nach Kontakt mit Histamin oder dem vom Komplement ausgeschiitteten
Entziindungsvermittler C5a an die Zelloberflache geschleust. Nach Ausschiittung von TNF-a
oder Lipopolysacchariden erfolgt verzdgert die P-Selektin-Expression. Vor allem die
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Rekrutierung von Neutrophilen ist E- und P-Selektin abhéingig . Durch die Interaktion



von Glykoproteinen auf Leukozyten mit endothelialen Selektinen kommt es zur reversiblen
Anheftung am Endothel. Im nichsten Schritt interagieren Leukozytenintegrine wie Macl oder
LFA1 mit Adhésionsmolekiilen wie ICAM-1. Durch Cytokine wird die Adhisionskapazitit
erhoht und die Rollbewegung endet. Nach Interaktion von Macl und LFA1 mit PECAM und
der Freisetzung proteolytischer Enzyme verlassen die Zellen das Blutgefa3 und durchsto3en
die extrazellulire Matrix '**'**. Die anschlieBende Wanderung durch das Gewebe wird von

Cytokinen und Chemokinen gesteuert, die an Proteoglykane der extrazelluldren Matrix binden
123-126

Intravaskular

Adhéasion von Leukozyten
Uber endotheliale Adhasions-
molekille (CAM)s: Transendotheliale Migration
ICAM-1 and ICAM-2 vermittelt Gber:
VCAM-1 PECAM-1
"Tethering“ MadCAM-1 ICAM-1
VCAM-1
Rollen

Aktivierung und

ig% g
Aktivierung des Endothels:

Selektine T
Synthese von Chemokinen
Synthese von PAF

ChemotaX|s

Extravaskular
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Abb.2: Schematische Darstellung einer Entziindungsreaktion modifiziert nach Cines et al; Blood,1998 “*. Nach

Rekrutierung von Entziindungszellen zum aktivierten Endothel kommt es zunadchst zur reversiblen Selektin-
vermittelten Anheftung und zur Rollbewegung. Adhasion und Migration werden tber Adhasionsmolekiile vermittelt.

Die Bewegung der Zellen wird von Chemokinen gesteuert.

Die wichtigsten Entziindungsmodulatoren sowohl bei akuten, als auch bei chronischen
Entziindungen sind Cytokine. Es handelt sich dabei um Faktoren wie Interleukine, TNFa,
Prostaglandine, NO, Leukotrine und Chemokine, die von Entziindungszellen freigesetzt
werden. Chemokine (chemotaktische Cytokine) sind kleine sekretierte heparinbindende

Proteine, die die Migration zirkulierender Leukozyten in entziindliche Bereiche veranlassen.



Man unterscheidet drei Chemokin-Hauptgruppen. Die grofite Gruppe wird als CC-
Chemokinfamilie bezeichnet, wobei diese Bezeichnung auf die ersten beiden von vier
konservierten Cystein-Resten Bezug nimmt. Analog dazu unterscheidet man noch die CXC-
und die CX3C-Chemokinfamilie, wobei letztgenannte nur einen bekannten Vertreter aufweiset,
Fraktalkin '*"'*®, Das bislang am besten charakterisierte CC-Chemokin ist Monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1). Es aktiviert den Rezeptor CCR2 und trdgt auch den
Namen CCL2. Dieses Molekiil spielt eine Schliisselrolle bei der Monozytenrekrutierung zu
arteriosklerotischen Lisionen, ebenso bei der Entwicklung von intimaler Hyperplasie nach
Verletzungen und bei Vaskulogenese und Thrombusformation "2, Alle Chemokine binden
an sieben- transmembrandomidn G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Welcher Leukozyt auf
welches Chemokin reagiert, hingt von der jeweiligen Ausstattung an Chemokinrezeptoren ab.
Durch die Bindung des Chemokins an seinen spezifischen Rezeptor wird eine
Signaltransduktionskaskade ausgelst, die die Phosphatidylinositol 3-(PI 3) Kinase aktiviert. Es
kommt zum Anstieg von Inositoltriphosphat und intrazellulirem Calcium, sowie zur
Aktivierung von Rho und der Mitogen aktivierten Protein Kinase (MAPK). Vermutlich kommt
es so zum Re-Arrangement von Aktin und somit zu Formverdnderungen und zur Bewegung

. 127;128;131;133
von Entziindungszellen 27125131133

Zahlreiche Studien belegen die entscheidende Rolle des Adenosins und der Adenosin-

134-136

rezeptoren als Entzlindungsmodulator . Es ist bekannt, dass bei inflammatorischen

Gewebeschdden z.B. unter Hypoxie oder nach Ischdmie/Reperfusion vermehrt extrazelluldr

Adenosin gebildet und akkumuliert wird '0%!0137:138

. Adenosin kann die Ausschiittung
proinflammatorischer Cytokine unterbinden, inhibiert die Plattchenaktivierung und
Plattchenaggregation, induziert die Erythropoietinproduktion und moduliert die

Lymphozytenfunktion '**"'*?

. Einige Arbeiten liefern Hinweise darauf, dass auch CD73 an der
Regulation von Entziindungsreaktionen beteiligt ist '*'*". Es wurde gezeigt, dass es bei einer

akuten Entziindung zur Aktivitits- und Expressionssteigerung von CD73 kommt '**.

1.4 Arteriosklerose — eine chronisch- inflammatorische Erkrankung

Arteriosklerose, wortlich iibersetzt ,,Verhdrtung der Arterien® ist eine von zahlreichen Faktoren
bedingte chronische Arterienerkrankung. Unter dem oft synonym gebrauchten Begriff
Atherosklerose versteht man die Bildung herdformiger Verdnderungen (Plaques) in der Intima
und Media des Gefilles. In den westlichen Industrienationen sterben die meisten Menschen an
den Folgen von Arteriosklerose. Dazu zdhlen z.B. Herzinfarkt, Thrombose, Niereninsuffizienz

und Schlaganfall. Als Risikofaktoren, die die Krankheit begiinstigen, gelten Hyperlipiddmie,
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Hypercholesterindmie, Hypertonie, Diabetes mellitus, aber auch Lebensgewohnheiten.

Rauchen, Stress und fettreiche Erndhrung begiinstigen die Krankheitsentwicklung '*'*".

Plattchen-

Leukozyten-

Leukozyten- Migration  Schaumzell- Aggregation Adhésion

Adhésion glatter bildung T-Zell- und — und Invasion
Muskelzellen aktivierung  adhasion

S0 L s
Permeabilitat Y
& Migration Adhésion

2 " >
Makrophagen- Bildung eines Bildung einer Plaque-Ruptur Dunnerwerden Blutung aus
Akkumulation nekrotischen fibrésen Kappe der fibrosen Mikrogefassen
Kerns Kappe

Abb3.: Schematische Darstellung der Arterioskleroseentwicklung nach Ross; N Engl J Med; 1999 152,

Der Arterioskleroseentwicklung gehen endotheliale Veranderungen, wie die Zunahme der Permeabilitdt voraus.
Infolge endothelialer Dysfunktion kommt es zur Leukozytenadhasion und Migration (I). AnschlieRend kommt es
durch Einlagerung lipidhaltiger Monozyten und Makrophagen zur Bildung fettiger Streifen (,fatty streaks®). Es
kommt zur Schaumzellbildung, T-Zellaktivierung und Migration glatter Muskelzellen (ll). Im nachsten Schritt treten
Nekrosen innerhalb der arteriosklerotischen Plaques auf. Eine fibrose Kappe wird gebildet (Ill), welche im weiteren
Verlauf dinner wird und schlieB8lich aufbrechen kann (Plaqueruptur). Diese instabilen Plaques treten im letzten

Arteriosklerosestadium auf (V).

Bereits 1973 formulierte Russell Ross die ,,response to injury hyothesis '>, die nicht nur
mechanische verletzungsbedingte Endothelschdden, sondern allgemein endotheliale

2 Die komplexen

Dysfunktion als Hauptursache der Arterioskleroseentstehung sieht
Zusammenhdnge der Arterioskleroseentstehung und -progression sind gekennzeichnet durch
die Beteiligung von Endothelzellen und glatten Muskelzellen der GefiBwand, sowie von

zirkulierenden Zellen wie Thrombozyten, Monozyten und T-Zellen. Neben Lipoproteinen,
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Fetten und Wachstumsfaktoren spielen, wie oben beschrieben, Cytokine und Chemokine als
chemotaktische Faktoren eine besondere Rolle. Mittlerweile wird in der oxidativen
Modifizierung von LDL die Hauptursache fiir die Einleitung der arteriosklerotischen Prozesse
gesehen (,,/ipoprotein induced atherosclerosis hypothesis“). Die Aktivierung des Endothels
wird durch die Phospholipidfreisetzung in der Intima initiiert. Bevorzugt an Stellen mit
erhohtem Shear-Stress wie z.B. an Gefdllverzweigungen werden von Endothelzellen verstérkt

154

Adhisionsmolekiile und andere proinflammatorische Gene exprimiert . Zirkulierende

155
1

Plattchen sind die ersten Blutbestandteile am aktivierten Endothe , wobel die Plittchen-

Endothelinteraktionen als voriibergehendes Tethering & Rolling charakterisiert werden '°.

Allerdings werden adhirente mit Monozyten assoziierte aktivierte Plittchen beschrieben '’
Als Antwort auf Hypercholesterolimie wird typischerweise VCAM-1 heraufreguliert,
woraufhin Monozyten und Lymphozyten adhirieren. Die anhaftenden Zellen werden von
Chemokinen, die in der Intima freigesetzt werden zur Migration durch gap junctions in den
subendothelialen Raum angeregt, so dass arteriosklerotische Lasionen und im weiteren Verlauf
Plaques gebildet werden. Ein wichtiger von Cytokinen wie MCSF gesteuerter Schritt ist dabei,
dass eingewanderte Monozyten zu Makrophagen differenzieren. Dabei kommt es zur
Heraufregulation von Scavenger- und Toll like- Rezeptoren, so dass apoptotische
Zellfragmente und oxidierte LDL Partikel aufgenommen und zerstort werden. Auf diese Art
und Weise entstehen die charakteristischen Schaumzellen'”®. In arteriosklerotischen Lésionen
sind dariiber hinaus T-Zell-Infiltrate lokalisiert. Uberwiegend handelt es sich dabei um CD4-
positive T-Zellen, die Antigene erkennen, welche von MHC-Klasse II-Molekiilen prisentiert
werden. Auch natiirliche Killer-T- (NK-T)- Zellen und CD8- positive Zellen, die MHC- Klasse

I Antigene erkennen, sind vertreten ">,

Die iiberwiegende Anzahl der oben beschriebenen Erkenntnisse wurden am Tiermodell

gewonnen. Zundchst wurden Schweine und Kaninchen verwendet, die spontan unter Gabe

161;162 . . .
61162 Niuse sind mit Ausnahme des

fettreicher Didt arteriosklerotische Plaques entwickeln
Laborstamms C57Bl/6 stark resistent gegen Arteriosklerose. Eine 1960 von Wissler
entwickelte  Spezialdiit filhrte in  Labormdusen des Stamms C57Bl/6  zur
Arterioskleroseentwicklung, war aber toxisch und somit nicht fiir langfristige Studien geeignet.

3

Die von Paigen durchgefiihrten Modifikationen dieser Didt '® erwiesen sich ebenfalls als

unphysiologisch und fiihrten lediglich zur Bildung kleinerer Lésionen (,.fatty streaks*), die sich

164 1~: .
. Die Maus erwies

nicht entsprechend des humanen Krankheitsverlaufes weiterentwickeln
sich daher nicht als geeigneter Modellorganismus zur Arterioskleroseforschung. Ein Grund

dafiir ist das murine Lipidprofil. Im Gegensatz zum Menschen, wo 75% des Plasmacholesterins
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als LDL vorliegen, macht bei Méusen das HDL den GroBteil des Cholesterins aus, welches im
Menschen als antiatherogen gilt. Aulerdem fehlt Méausen das Cholesterylester-Transferprotein,
das den Transfer von Cholesterolester von HDL zu VLDL und LDL durchfiihrt '®*. Erst die
Moglichkeit der gezielten Genmanipulation durch homologe Rekombination in murinen
embryonalen Stammzellen machte die Maus zum geeigneten Modellorganismus '®. Mit dem
sogenannten Gene Targeting konnen in der Maus Gene inaktiviert werden (Knock-out), Gene
ausgetauscht (Knock-in) oder punktmutiert werden (Gain of function mutation). Der Knockout
eines antiatherogenen Genprodukts, das in den Cholesterolstoffwechsel eingreift, machte die
Maus als Arteriosklerosemodell zugénglich. Von zwei unabhingigen Gruppen wurden 1992
Apolipoprotein E- (ApoE) defiziente Mause erzeugt '°“'®’. Es handelt sich dabei um die
einzige Mausmutante, die bereits unter Gabe normaler Diét arteriosklerotische Lisionen zeigt

1% die sich analog zur humanen Arteriosklerose weiterentwickeln.

ApoE ist ein 34 kDa groB3es Glykoprotein, dass iiberwiegend in der Leber, im Hirn, aber auch
von Makrophagen synthetisiert wird. Es handelt sich mit Ausnahme des LDL um einen
strukturellen Bestandteil aller Lipoproteinpartikel. ApoE dient als Ligand fiir den ApoB-, den
ApoA- und den Chylomicronrest-Rezeptor, so dass die Aufnahme ApoE-haltiger Partikel in die

1% Somit spielt ApoE eine zentrale Rolle im Plasmalipoprotein-

Leber gewdhrleistet ist
Metabolismus und bei der Cholesterinhomeostase. Die antiatherogene Wirkung geht
iiberwiegend auf diese Effekte zuriick. Einige Daten liefern Hinweise darauf, dass ApoE auch
antiatherogene Eigenschaften aufweist, die von der Plasmalipoproteinregulation unabhéngig
sind '*'7_ Beispielsweise kann ApoE die Lymphozytenproliferation und die Proliferation von
antigen und mitogen stimulierten CD4" und CD8" T-Zellen indirekt inhibieren '”', kann aber

auch akute Typ I Entziindungsantworten modulieren 2.

Neben ApoE-defizienten Médusen wurden inzwischen weitere arteriosklerotische Mausmodelle
etabliert. Die 1993 von Ishibashi e al. '™ generierte LDL-Rezeptor-KO-Maus dient als Modell
fir familidre Hypercholesterolimie, bildet aber nur nach Gabe fettreicher Diét
arteriosklerotische Plaques aus. Die ApoE'/ “/LDLR” -Doppelmutante hingegen entwickelt
gegeniiber ApoE”” -Miusen auch unter normaler Didt vermehrt Arteriosklerose "', Seither
wurden zahlreiche ApoE-Doppelmutanten erzeugt, um den Einfluss bestimmter Gene auf die

Arterioskleroseentwicklung zu untersuchen.
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1.5 Zielsetzung

Zur gezielten Untersuchung des CD73-vermittelten AMP-Abbaus zu Adenosin wurde in
unserer Arbeitsgruppe eine CD73-defiziente Mausmutante generiert °'. Gewisse Teilaspekte
der Phanotypisierung sind Gegenstand dieser Arbeit. Darliber hinaus wurde basierend auf der
CD73™”"-Mutante von mir eine ApoE/CD73-Doppel-KO-Maus geziichtet, um die Auswirkungen
der CD73-Defizienz im chronischen Entziindungsverlauf zu untersuchen. Die Charakteri-
sierung dieser Doppelmutante war ein weiteres Ziel dieser Arbeit.

Im speziellen wurden folgende Fragen gestellt:

Wird die im CD73-KO verminderte AMPase-Aktivitit durch verstiarkte Aktivitit der
Alkalischen Phosphatase (ALP) kompensiert?

Konnen Statine in der Maus die Aktivitit der CD73 verdndern und lassen sich damit pleiotrope

Effekte erklaren?

Zeigt die CD73 KO-Mutante Verdnderungen im Blutbild wie z.B. eine verdnderte Anzahl an

Blutpléttchen oder eine erhdhte Leukozytenanzahl?
Unterscheidet sich der Plattchen-cAMP-Spiegel der CD73 KO-Mutante von dem des WT?

Gibt es Verdnderungen in der Thromboregulation und zeigt die CD73-KO-Mutante einen

proinflammatorischen Phianotyp?

Andert sich im CD73-KO-Herzen die Fihigkeit, auf Adenosingabe mit Vasodillatation zu
antworten und wie sieht die Antwort auf AMP-Gabe aus, wenn es nicht mehr im selben Maf3e

wie beim WT zu Adenosin abgebaut wird?

Gibt es in bestimmten Organen des CD73-KO kompensatorische Verdnderungen in der

Expression der Adenosinrezeptoren?
Gibt es Expressionsverdnderungen im Endothel?

Wie wirkt sich der Verlust der CD73 auf den Verlauf einer chronisch-entziindlichen

Erkrankung aus?

Wie unterscheidet sich die ApoE-KO-Mutante von der ApoE/CD73-KO-Doppelmutante in
Hinblick auf Plaquegrésse und -zusammensetzung und gibt es Unterschiede in der Progression

der Arteriosklerose?

Ist das von der CD73 generierte Adenosin an der Modulation der Arterioskleroseentwicklung

beteiligt?

14



2 Material
2.1 Antikorper und Seren

2.1.1 Primirantikorper
Rat anti mouse CD73 monoklonal; Klon Ty/23 [#550738; BD Pharmingen, Heidelberg]

Rat anti mouse CD54 (ICAM-1) monoklonal; Klon KAT-1 [#CBL 1316; Chemicon]

Rat anti mouse CD31 (PECAM-1) monoklonal; Klon MEC13.3 [#50274; BD Pharmingen,
Heidelberg]

Rat anti mouse CD105 (Endoglin) monoklonal; Klon MJ7/18 [#550546; BD Pharmingen,
Heidelberg]

Rat anti mouse CD102 (ICAM-2) monoklonal; Klon 3C4 (mIC2/4) [#550544; BD Pharmingen,
Heidelberg]

Rat anti mouse CD106 (VCAM-1) monoklonal; Klon 429 [#550547; BD Pharmingen,
Heidelberg]

Rat anti mouse CD4 monoklonal; Klon GK1.5 [#553726; BD Pharmingen, Heidelberg]

Rat anti mouse CD11b (Integrin alpha M; MAC-1) monoklonal; Klon M1/70 [#T-2102;

Dianova]

Rat anti mouse CD62E (E-Selektin) monoklonal; Klon 96403 [#MABS575; R&D Systems]
Rabbit anti human CD62P (P-Selektin) polyklonal [#553716; BD Pharmingen, Heidelberg]
Rabbit anti human Actin smooth muscle specific polyklonal [#SP6341P; Acris,]

Rabbit anti mouse CD3 polyklonal

Polyklonaler anti Kollagen Neoepitop Antikorper (COL 2 3/4C) [Arbeitsgruppe J.Fischer,

Institut fiir Pharmakologie der Universitit Diisseldorf]

2.1.2 Sekundéarantikorper

Goat anti rat Rhodamine Red TM-X konjugiert (#Jackson Immunoresearch)
Goat anti rat Fluorescein (FITC) konjugiert (#Jackson Immunoresearch)
Goat anti rabbit Fluorescin (FITC) konjugiert (#Jackson Immunoresearch)

2.1.3 Seren

Normal goat serum (Linaris)
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2.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien (Reinheitsgrad p.A.) wurden von den Firmen
Sigma/Aldrich/Fluka (Seeze/Steinheim/Unterhaching), Merck (Darmstadt), Calbiochem
(Schwallbach), ROCHE (Grenzach-Wyhlen), Qiagen (Hilden), Roth (Karlsruhe), Hoechst
(Frankfurt am Main), Linde (Hollriegelskreuth) bezogen.

Die Herkunft spezieller Chemikalien wird im Methodenteil ausgewiesen.

2.3 EDV, Software/Internet-Programme
Hardware: PC

Software: Microsoft Word, Excel; PowerPoint; Primer-Express; Origin 7.0; Photoshop 7.0; AnalySIS B
(Olympus); Zeiss Image Browser; Scion Soft Image; Quantity One (BioRad)

Internet

PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Alignment by t. Downss: http://prodes.toulouse.inra.fr./multalin/multalin.html

ExPasy: http://www.expasy.ch/sprot

24 Enzyme

Proteinase K [Sigmal]

DNase [Qiagen]

RNase [Qiagen]

Taqg-Polymerase [Qiagen]; Platinum-Taqg-Polymerase [Invitrogen]
Reverse Transkriptase Superscript II [Invitrogen]

Restriktionsendonukleasen [Fermentas; Invitrogen]

2.5 Gerite

Agarose-Gelelektrophoresekammer BioRad

Energieversorgungsgerite Pharmacia

Geldokumentierstation BioRad

Kryotom Leica CM 1850

Kiihlschranke AEG

Langendorff-Anlage Werkstatt der Physiologie Universitit Diisseldorf
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Magnetriihrer
Mikrowelle
PCR-Maschine
pH-Meter
Pipetten

Plate Reader
Beta-Counter
Real time PCR Maschine
Schiittler
Schiittelwasserbad
Thermomixer
Photometer

Mikroskope:

Licht- und Fluoreszenzmikroskop

Konfokalmikroskop
Stereomikroskop
Kameras

Sterile Werkbank

Zentrifugen

Ultra Turrax

Waagen

IKA Labortechnik
AEG

Eppendorf

Knick

Eppendorf

Packard BioScience
Wallac

Applied Biosystems
EB, Hechingen

EB, Hechingen
Eppendorf

Perkin Elmer

Olympus

Zeiss

Olympus

Nikon, Olympus
Heraeus
Eppendorf
Heraeus
Beckmann

IKA

Santorius
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2.6 Haufig benutzte Losungen und Puffer

dH,Opkpc

PBS

PBST
TE-Puffer

TAE-Puffer

TB

Phosphatpuffer Stocklosung 0,2 M ;
pH 7.4

2.7 Kommerzielle Kits

Isolierung von Nukleinséuren:

Aqua bidest mit 0,1%
Diethylpyrocarbonat; 2fach autoklaviert

237 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM
Na,HPOy4, 1,5 mM KH,PO4. pH 7,2

PBS; 0,01% Tween 20
10 mM Tris/HCI; pH 8,0; 1 mM EDTA

0,04 M Tris-Acetat (4,8 g Tris; 1,1 ml
Essigsdure); 0,001 M EDTA; 0,5 pg
Ethidiumbromid/ml

10 mM Tris/HCI pH 7,6

28,5 g Na2 HPO4 *2H20 in 800 ml Aqua
bidest.

8,3 g Na H2 PO4*H20 in 300 ml Aqua
bidest.

Beide Losungen zusammengegeben und

auf pH 7.4 titriert

RNeasy, RNeasy fibrous tissue; RNeasy micro; QIAshredder; DNeasy [QIAGEN]

Durchfiihrung von real-time PCRs:

SybrGreen Core Reagent [Applied Biosystems]

Proteingehaltsbestimmung:

BCA-Assay [Pierce]

Cytokin- und Chemokinbestimmung im Plasma:

ELISA-Kits: mouse TNF-alpha; mouse MCP-1; mouse IL-1 beta; mouse IL-10; mouse IL-6

[Endogen]



2.8 Radioaktiv markierte Substanzen

8-'*C markiertes Adenosin 5'-monophosphat, Diammonium-Salz [Moravek Biochemicals]
*H ¢cAMP, *H ¢GMP [No. MT 616 und No. MT 517; Hartmann]

2.9 Molekulargewichtstandards

1kb Leiter [Fermentas]

500 bp Leiter [Fermentas]

2.10 Synthetische Primer

OligodT-Primer [# Invitrogen]

Alle sequenzspezifischen Primer wurden von den Firmen MWG, Invitrogen und Metabion

bezogen.

2.11 Verbrauchsmaterialien
6-(12-,24,-)Loch-Platten Fiir Zellkultur Greiner

96-Loch-PCR-Platten Eppendorf
96-Loch-real time PCR-Platten Applied Biosystems
DC-Platten Macherey & Nagel
Einweg-Kiivetten Brand
Gewebekulturschalen 10 cm, 15 cm Greiner
Minutiennadeln FST

Objekttrager und Deckglédser Marienfeld
Pipettenspitzen 10 pul, 20 pl, 200 pl; Biozym

1000 pl

Plastikpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Greiner
Plastikrohrchen 10 ml Greiner
Plastikréhrchen 15 ml, 50 ml Falcon
ReaktionsgefiaBie 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Eppendorf
Spritzen, Kaniilen Braun

Sterilfilter Millex-HA 0,2 um; 0,4 um Millipore
Sterilfilterflaschen Nunc

Whatman Filter Schleicher & Schiill



3 Methoden

3.1 Erzeugung der Mausmutanten
Zur Generierung CD73 defizienter Miuse wurden in unserem Institut die grundlegenden

Arbeiten von Frau P. Koszalka durchgefiihrt.

Auf die einzelnen Klonierungsschritte zur Erzeugung des Targeting-Vektors soll an dieser
Stelle nicht eingegangen werden. Im resultierenden Targeting-Konstrukt werden das Exon II
der CD73 und das Neomycinresistenzgen (NeoR) von /loxP-Elementen flankiert. Dieser
Bereich wiederum wird von 10 kb und 4 kb-Fragmenten der CD73 umgeben, um anschliefend
eine homologe Rekombination zu ermoglichen. Zusitzlich wurde distal das Thymidinkinase-
Gen eingefligt. Der mit dem Restriktionsenzym Swal linearisierte Vektor wurde durch
Elektroporation in embryonale Mausstammzellen der Linie R1 aus dem Mausstamm SV129
eingebracht. G418- und Gancyclovir-resistente Klone wurden auf korrekte homologe
Rekombination hin tiberpriift (PCR und Southern blot-Analyse). Positive Klone wurden mit
dem Plasmid pDSRed1-Cre transient transformiert, so dass es in diesen Zellen zur Aktivierung
des Cre-loxP-Systems kam. Anschliefend konnte in 60 % der Klone das mutierte CD73-Allel
nachgewiesen werden. Auch Klone mit /ox-P-flankierten Exon II konnten detektiert werden.
Zur Erzeugung von konstitutiven CD73-KO Tieren wurden verschiedene Klone mit deletierten
Exon II und zur Erzeugung von konditionalen CD73-KO-Tieren wurden Klone mit flankiertem
Exon II in Blastozysten aus NMRI-Spendertieren injiziert. Die Blastozysten wurden in
pseudopregnante NMRI-Weibchen eingepflanzt. Auf diese Art und Weise konnten chimire
Maiuse erzeugt werden, die wiederum mit NMRI-Méusen verpaart wurden. Bei erfolgreicher
Keimbahntransformation gingen aus diesen Verpaarungen heterozygote CD73”-Mutanten

57
hervor °’.

3.2 Haltung und Zucht der Versuchstiere
Alle Versuchtiere wurden in der Tierversuchsanlage Diisseldorf gehalten. Die Tiere erhielten

normale Diét (Sniff, Deutschland) und Wasser ad libitum.

3.2.1 Zucht und Riickkreuzung von CD73"-Miusen

Zunichst wurden die oben beschriebenen heterozygoten CD73”-Mutanten untereinander
verpaart. Die daraus hervorgegangenen homozygoten Knockout- bzw. Wildtyp-Miuse wurden
als Versuchstiere verwendet. Da diese Population einen genetischen Mischhintergrund aus
NMRI und SV129 aufweist, wurden Riickkreuzungen durchgefiihrt. Dazu wurden heterozygote
CD73-KO-Mutanten mit Wildtypmédusen der Stimme NMRI, bzw. C57/Bl6 gekreuzt. Deren

20



heterozygote Nachkommen wurden ebenfalls mit Wildtypmausen verpaart. Diese Prozedur
wurde iiber 10 Generationen hinweg durchgefiihrt, worauf von Generation zu Generation
abwechselnd minnliche und weibliche Wildtyptiere eingekreuzt wurden. Nach Abschluss der
Riickkreuzung wurden heterozygote CD73”-Mutanten aus verschiedenen Zuchtpaaren
verpaart. Daraus hervorgegangene homozygote Miduse dienen seither der Erhaltungszucht,

bzw. werden weiterhin in Versuchen eingesetzt.

Bei der Erzeugung der CD73"-Mutanten wurde auch ein Klon zur Erzeugung konditionaler
Mutanten eingesetzt. Diese Tiere wurden ebenfalls {iber 10 Generationen in den C57/Bl6-
Hintergrund riickgekreuzt und konnen nun mit gewebs- oder zelltypspezifisch Cre-

exprimierenden Mausen verpaart werden.

3.2.2 Zucht von ApoE"/CD73"-Doppelmutanten

Wihrend des Riickkreuzungsprozesses der CD73”-Mutante in den C57Bl/6-Hintergrund
wurden nach der F5-Generation einige heterozygote Tiere statt mit C57Bl/6 mit ApoE”
verpaart. Die Nachkommen, die sowohl fiir CD73, als auch fiir ApoE heterozygot defizient
waren, wurden wiederum mit ApoE'/' verpaart analog zum oben beschriebenen
Riickkreuzungsschema. Nach Abschluss der Riickkreuzung wurden Tiere untereinander
verpaart, die heterozygot defizient fiir beide Gene waren, aber auch Tiere, die heterozygot
CD73 defizient und homozygot ApoE-defizient waren. So erzeugte ApoE”/CD73” wurden als
Versuchstiere verwendet. Als Kontrolltiere dienten die aus dieser Zucht hervorgegangenen

ApoE™, CD73™ und Wildtypen.

3.3 Genotypisierung der Versuchstiere

3.3.1 Gewinnung genomischer DNA aus Schwanzspitzen-Biopsien

Biopsiepuffer 1% SDS; 50 mM Tris, pH 7,5; 10 mM EDTA;
100 mM NaCl

Von der zu genotypisierenden Maus wurden ca. 0,5 cm der Schwanzspitze entfernt. Die Maus
wurde nach dem geldufigen Schema zur Kennzeichnung von Versuchstieren mit einer Loch-

Ohrmarkierung versehen.

Die entfernte Schwanzspitze wurde in 500 pul Biopsiepuffer iiberfiihrt und {iber Nacht bei 55 °C
mit 10 pl Proteinase K (20 mg/ml) verdaut. Nach anschlieBender Phenol-Chloroform-
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Aufreinigung wurde die mit Isopropanol gefdllte DNA mit 70%igen Ethanol gewaschen, in 500
ul TE-Puffer resuspendiert und zur PCR-Analyse eingesetzt.

Alternativ wurde zur Gewinnung genomischer DNA DNeasy (Qiagen) nach Herstellerangaben

benutzt.

3.3.2 PCR zur Genotypisierung
Die Polymerase Chain Reaktion (PCR) ist eine Standardmethode zur Amplifikation und zum
Nachweis spezifischer DNA-Abschnitte.

Zur Genotypisierung wurden Primerpaare gewdhlt, die fiir Wildtyp- und Knockout-Allel
unterschiedliche Produkte liefern. Oft werden dazu Kombinationen von drei Primern benutz. In
diesem Fall bindet der forward-Primer vor dem deletierten Bereich, ein reverse-Primer im
deletierten Bereich und der zweite reverse-Primer hinter dem deletierten Bereich. Sind beide
Allele vorhanden, besteht jedoch die Gefahr, dass ein Produkt bevorzugt gebildet wird. So kann
ein heterozygotes Tier falschlich als homozygot charakterisiert werden. Das Problem kann

durch zwei getrennte PCRs umgangen werden. Dabei werden Wildtyp-und Knockout-Allel

unabhingig voneinander nachgewiesen.

PCR-Ansatz
Genomische DNA  2-5 ul
dNTPs (2,5 mM) 5l
10xPuffer Sul
Forward Primer 2,5 pul
Reverse Primer 2,5 ul
dH,O X ul
Tag-Polymerase 2 ul

Total-Volumen 50 ul
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Programm:

5 min 94 °C (Denaturierung);

40 Zyklen: 45 94 °C (Denaturierung) 30" 55-58 °C (Primerannealing), 45-60"" 72 °C
(Elongation); 5 min 72 °C

Die zu wihlende Annealingtemperatur hingt vom Schmelzpunkt der verwendeten Primer ab.

Die Elongationszeit hingt von der verwendeten 7ag-Polymerase und der zu erwartenden

Produktgrof3e ab.

Genotypisierungsprimer

Gen

CD73
knock-out Allel

CD73
knock-out Allel
CD73

wildtyp Allel
CD73

wildtyp Allel

CD73

conditional ,,gefloxed*

ApoE

knock-out — und
wildtyp Allel

ApoE

knock-out — und
wildtyp Allel

Forward Primer

CD73 forl

5" ttcgggcetgctcaaaataag 3°
CD73 for2

5 cgggctgctcaaaataagag 3
CD73 for3

5 cccctttggaggtaaggaga 3°
CD73 for4

5" acggtgtggaaggactgatt 3°
CD73 for7

5" agagatgtccttgtcattge 3°

ApoE _forl

5" gectagecgagggagagaag 3°

ApoE_for3
5" ctctacacaggatgectage 3°

Reverse Primer

CD73 revl

5" cctcagtgctgagtccatca 3°
CD73 rev2

5" tgtaaccccgataagettgg 3°
CD73 rev3

5 aggaaaggggtttcctttga 3°
CD73 rev4

5" cgatgcccttcagaggataa 3°
CD73 rev7

5" tggaagtctcccaactaaaa 3°

ApoE revl

5" tgtgacttgggagctctgcage 3°

ApoE rev2

5" geegececcgactgeatet 3°
ApoE rev3

5" atagtgtcctccatcagtge 3°

Produkt

720 bp

716 bp

382 bp

353 bp

240 bp
(WT)
280 bp
(KO)
155bp
(WT)
245bp
(KO)
557
(WT)
1300 bp
(KO)
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3.3.2.1 CD73-Genotypisierung
Die Primerpaare CD73 forl- CD73 revl und/oder CD73 for2- CD73 rev2 wurden benutzt,
um das “KO-Allel” nachzuweisen. Das zu erwartende Produkt von ca. 700 bp tritt nicht im

reinen Wildtyp auf.

Die Primerpaare CD73 for3- CD73 rev3 und/oder CD73 for4- CD73 rev4 wurden benutzt,
um das “WT-Allel” nachzuweisen. Das zu erwartende Produkt von ca. 350, bzw.380 bp tritt

nicht im reinen Knockout auf.
Im Heterozygoten erhdlt man sowohl mit PCR 1.1/2.2, als auch mit PCR 3.3/4.4 ein Produkt.

Das von loxP-Elementen flankierte CD73- Allel wurde mit der Primerkombination CD73 for7

und CD73_rev7 nachgewiesen.

3.3.2.2 ApoE-Genotypisierung

Die Kombination der Primer ApoE forl, ApoE revl und ApoE rev2 ermoglicht die
Genotypisierung in einem Schritt. Das Wildtypallel wird mit einem 155 bp groBen Produkt
nachgewiesen, das Knock-out Allel mit einem 245 bp Produkt. Alternativ konnen die Primer
ApoE for3 und ApoE rev3 benutzt werden. Der Forward-Primer ApoE for3 liegt vor dem
deletierten Bereich, der Primer ApoE rev3 liegt dahinter. Da die ApoE-KO Maus durch
Insertion des Neomycinresistenzgens (Neo) erzeugt wurde, entsteht ein 1300 bp Produkt, wenn

Neo vorhanden ist und ein 557 bp Produkt, wenn es sich um das Wildtypallel handelt.
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3.4 Enzymaktivititsassays

3.4.1 AMPase-Aktivitit in Membranproteinextrakten

(Messung von freiem Phosphat nach Lanzetta'™®)

Homogenisationspuffer 10 mM Hepes; 150 mM NaCl; 1 mM EGTA;
0,1mM MgCl,; pH 7,4

ConA-Puffer 20 mM Tris/HCI; pH 7,4; 110mM NaCl; 1 mM
MgCl,; 1mM CaCl, 1 mM MnCl,

Solubilisierungspuffer ConA-Puffer; 2% SB14 (N-Tetradecyl-N,N-

dimethyl-ammonio-3-propanesulfonate) (Sigma)

Laufpuffer ConA-Puffer; 0,1% Triton X-100;

Proteinaseinhibitor-Mix (Roche)

Elutionsmittel 500 mM Methyl-a-D-mannopyranosid (Sigma)

3.4.1.1 Aquilibrierung der ConA-Sepharose

Die ConA-Sepharose (Sigma) wurde resuspendiert und in 15 ml Falcon-Rohrchen tiberfiihrt
(Iml/Réhrchen). Die Rohrchen wurden mit Laufpuffer aufgefiillt, geschiittelt und 2 min bei
3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Insgesamt wurde diese Prozedur

viermal wiederholt.

3.4.1.2 Gewinnung von Membranproteinfaktionen aus murinem Frischgewebe

Frisch entnommenes Gewebe wurde in Homogenisationspuffer (0,1 mg / 1 ml) aufgenommen
und 1 min mit dem Ultra-Turrax bei 13500 rpm homogenisiert. AnschlieBend wurde das
Homogenat 10 min bei 300 g zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wiederum wurde bei 4 °C

1 h bei 100000 g zentrifugiert.
Nach diesem Schritt wurde der Uberstand verworfen und das Pellet bei -20 °C eingefroren.

Im zweiten Teil der Pridparation wurde das gefrorene Pellet in 5 ml Solubilisierungspuffer
resuspendiert. Dies geschah durch Ultraschallbehandlung (Sonifier) oder im Potter. Die
resultierende Suspension wurde 30 min bei 4°C auf dem Schiittler inkubiert und anschlieend
bei 4 °C 45 min bei 30000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde 1 h bei 20 °C mit dquilibrierter

ConA-Sepharose inkubiert. Es schlossen sich 4 Waschschritte mit Laufpuffer an.
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Zur Elution wurde 500 mM Methyl-a-D-mannopyranosid (Sigma) benutzt. Nachdem das

Elutionsmittel bei 4 °C 30 min mit der ConA-Sepharose reagierte, wurde 2 min bei 600 g

zentrifugiert und der gewonnene Uberstand wurde bei -20 °C eingefroren. Ein Aliquot wurde

zur Proteinbestimmung (BCA-Assay; Pierce) eingesetzt.

3.4.1.3 Phosphatbestimmung

Lanzetta-Stammldsung I
Lanzetta-Stammlosung 11
Lanzetta-Stammldsung 111

Lanzetta-Gebrauchslosung

Proteinaseinhibitor-Mix

Citatlosung

0,045 % Malachitgriin in Aqua bidest.
4,2% Ammoniummolybdat in 4N HCI
1 % Triton X-100 in Aqua bidest.

3 Teile Lanzetta-Stammlosung I und 1 Teil
Lanzetta-Stammlosung 1T werden 1 h geriihrt. Pro
50 ml wird 1 ml Lanzetta-Stammlosung III
zugegeben. Die fertige Losung wird 2mal filtriert
und lichtgeschiitzt autbewahrt.

1 Tablette Complete Mini (Roche) geldst in 1 ml
Aqua bidest.

34% Natriumcitrat (w/v)

Mit K,HPO, wurde eine Eichreihe von 0,1-1 nmol Phosphat hergestellt.

Fiir jeden Reaktionsansatz wurden 100 pl Standard aus der Eichreihe oder 100 pul Probe mit

800 ul frisch hergestellter Lanzetta-Gebrauchsloung versetzt. Nach 1-15 min wurde die

Reaktion durch Zugabe von 100 pl Citrat-Losung gestoppt.

Nach 30 min wurde die Extinktion bei 645 nm photometrisch gemessen.
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3.4.2 Bestimmung der AMPase-und CD73-Aktivitiat im Plasma (DC mit
radioaktiv markiertem Substrat *

Reaktionsansatz:
Gesamtvolumen 60 pl
Plasma 10 pl

AMP-Endkonzentration 300 pumol/l

Counts 3*10° dpm

AMP-Stocklosung fiir 300 pmol AMP-Endkonzentration im Versuchsansatz
Spezifische Aktivitit des *C-markierten AMP:
50 mCi/mmol; 0,1 mCi/ml (=2,22*10° dpm/ml)

1. Radioaktiver Anteil
2,7 nmol (1,35 pl) *C-markiertes AMP pro Reaktionsansatz

2. Nicht-radioaktiver Anteil
15,3 nmol (4,65 pl) AMP in RPMI-Medium pro Reaktionsansatz

Um neben der Gesamt-AMPase Aktivitdit der Plasmaprobe auch die CD73-Aktivitit zu
bestimmen, wurde von jeder Probe zusitzlich ein Reaktionsansatz mit 5 mM Levamisol, einem

spezifischen Inhibitor der Alkalischen Phosphatase versetzt.
Die Reaktion fand 1 h bei 37°C statt.

Aliquots des Reaktionsansatzes (je 20 pl) und ein standardisiertes Gemisch aus Nukleotiden
und Nukleosiden wurden auf DC-Platten aufgetragen (Aulgram SIL G/UVjs4;
Macherey/Nagel). Die diinnschichtchromatographische Trennung erfolgte in einer Glas-DC-
Kammer. Zur Trennung von Nukleosiden wurde Isobutanol/Ethylacetat/Methanol/Ammoniak
(7:4:3:4) als Laufmittel benutzt. Zur Trennung von  Nukleotiden  wurde

Isobutanol/Isoamylalkohol/2-ethoxyethanol/Ammoniak/H,O (9:6:18:9:15) eingesetzt.

Nach erfolgter Trennung wurden die Spots unter UV-Licht sichtbar gemacht und markiert.
Anschliefend wurden die Spots isoliert und in Szintillationspuffer (Perkin Elmer Ultima Flo
M) aufgeldst. Die Quantifizierung der markierten Substrate und ihrer Derivate erfolgte durch
Szintillationszéhlung. Aus der abgebauten AMP-Menge, bzw. aus der Menge der gebildeten

Abbauprodukte wurde die Enzymaktivitét errechnet.
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3.4.3 AMPase-Aktivitaitsmessung an kultivierten Zellen, frischen
BlutgefaBen und Langendorff-Effluaten (HPLC)

3.4.3.1 Versuchsansiitze zur Enzymaktivititsbestimmung an Zellen und Blutgefifien

Frisch praparierte Aorten wurden in PBS iiberfiihrt und von Fett und Bindegewebe befreit.
Danach wurde das Gefdl mit einer Federschere longitudinal er6ffnet und mit dem Endothel
nach oben in mit Agarose ausgegossenen Chamber-slides fixiert. Zum Fixieren wurden
Minutiennadeln benutzt. Das Pridparat wurde mit PBS gewaschen. Danach wurde das PBS
gegen 37 °C warmes RPMI-Medium ausgetauscht. Danach wurde eine definierte Menge 1,N°-
etheno-AMP (eAMP) in RPMI-Medium zugegeben und das Préparat bei 37 °C inkubiert.

Auch kultivierte Zellen wurden mit einer definierten Menge eAMP im Kulturmedium
inkubiert. Nach definierter Inkubationszeit (5; 7,5; 10 min) wurden die Uberstéinde sofort bei
-20 °C eingefroren und spéter mit HPLC (vgl.3.4.3.3) analysiert.

Um den Einfluss bestimmter Substanzen auf die Enzymaktivititen zu untersuchen, wurden

Zellen oder Aortenpréparate mit diesen Substanzen inkubiert.

3.4.3.2 Langendorff-Perfusion isolierter Herzen

Krebs-Henseleit-Puffer 10 mM Glukose; 100 pU Insulin; 116 mM NaCl;
4,63 mM KCI; 1, mM MgSO, 1,18 mM
KH,POy4; 24,9 mM NaHCOs3; 2,52 mM CaCly; 0,5
mM EDTA+Na

Das Versuchstier wurde mit 250 IE Heparin antikoaguliert und durch i.p. Injektion von Urethan
(1,5 g/kg) narkotisiert. Das Herz wurde entnommen, direkt in eisgekiihlten Krebs-Henseleit-
Puffer tiberfiihrt und von Lungen- und Fettgewebe befreit. Die Aorta wurde freiprépariert und
kaniiliert. Zur Perfusion wurde modifizierter Krebs- Henseleit-Puffer benutzt, der mit Carbogen

oxygeniert (95 % O3, 5 % CO,) und auf 37° C temperiert wurde.

Der Perfusionsdruck wurde iiber eine Wassersdule bei 100 mmHg konstant gehalten. Der
Koronarfluss wurde mittels einer Transonic IN- Flulsonde gemessen. Effluate wurden

aufgefangen und analysiert.

Zur Quantifizierung der AMP-Hydrolyse wurde 1,N°-etheno-AMP (eAMP) in einer

Endkonzentration von 50 pmol/l infundiert. Die Effluate wurden mit HPLC untersucht.
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An isoliert perfundierten Herzen wurden dariiber hinaus funktionelle Analysen durchgefiihrt.
Zur Erstellung einer Adenosin-Dosis-Wirkungskurve wurde Adenosin in verschiedenen
Konzentrationen (1-200 pmol/l) intrakoronar appliziert. Analog dazu wurden 5 nM bis 2
umol/l AMP gegeben, um eine AMP-Dosis-Wirkungskurve zu erstellen. Bei konstantem Fluss

wurden Druckidnderungen verfolgt.

3.4.3.3 HPLC (High Performance Liquid Chromatography) zur Messung von Nukleotiden
und Nukleosiden

Zur simultanen Darstellung von Nukleosiden und Nukleotiden wurde an der HPLC-Anlage

(Waters) eine Xterra MS C8 Sdule 5 um; 4,6 x 50 mm (Waters 186000483) benutzt.

HPLC-Puffer A 5 mM TBAS in 30 mM KH,PO,-Puffer;
(Laufmittel) pH 5.8

HPLC-Puffer B Puffer A mit 33,3% Acetonitril
(Elutionsmittel)

An der Anlage wurde folgendes Flussprofil eingestellt:

min ml/min Puffer A [%] Puffer B [%]
0 0,7 90 10
15 0,7 70 30
17 0,7 90 10
37 0,7 90 10

Zur Darstellung der Proben wurde ein Fluoreszenz-Detektor [UV/VIS:254 nm] eingesetzt mit

einer Excitationswellenldnge von 410 nm und einer Emissionswellenldnge von 280 nm.

Die Nukleoside und Nukleotide wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen Retentionszeiten
getrennt und durch Coelution mit bekannten Standards identifiziert und mit Hilfe von

Standardeichgeraden quantifiziert.
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3.5 Blutbild

In heparinisiertem Vollblut wurden folgende Parameter bestimmt:

Anzahl der Weillen Blutzellen (gesamt), Anzahl der Neutrophilen Granulozyten, Anzahl der
Lymphozyten, Monozyten, Eosinophilen und Basophilen,

Anzahl der roten Blutzellen, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, RWB, Anzahl der Plattchen,
PDW, MPV, P-LCR und Anzahl der Retikulozyten.

Die Messungen wurden im Zentrallabor des Universitdtsklinikums durchgefiihrt.

3.6 Messung von cCAMP und cGMP in plittchenreichem Plasma (PRP)

3.6.1 Vorbereitung der Plasmaproben

Frisch aus der Vena cava entnommenes Citratblut wurde mit dem unspezifischen
Phosphodiesterase Inhibitor Isobutylmethylxanthine (IBMX) 0,5 mmol/l resuspendiert. Durch
Zentrifugation (10 min, 290 g) wurde aus dem Vollblut pléttchenreiches Plasma (PRP)
gewonnen. Nach Bestimmung der Pléittchenkonzentration wurden 300 pul PRP mit HCIO4
(Endkonzentration 5 %) versetzt. Danach wurden 5 % des Gesamtvolumens HCI (1 N)
zugegeben. Um die Probe zu neutralisieren, wurde 1 ml Probe 250 pl eisgekiihlte K>COs-
Losung (2 M) zugegeben. Um eine vollstindige Neutralisation zu gewdhrleisten, wurden die
Proben mindestens 2 h bei 4 °C gehalten und anschlieBend unter Kiihlung bei 5500 rpm
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden noch einmal mehrere Stunden gekiihlt und
gegebenenfalls erneut zentrifugiert, um Protein- und Kaliumcarbonatriickstdnde vollstindig zu

entfernen.

3.6.2 Radioimmun-Assay (RIA)

Tris-HCI-Puffer 50 mM Tris/HCI,
pH 7,5 [+ 12 mM EDTA]

Markiertes Antigen *H cAMP bzw. *H ¢GMP wird mit Tris-HCI-
Puffer + EDTA auf eine Endkonzentration von 2

ng/ml verdiinnt.

Leerwertlosung 200 nM cAMP bzw. cGMP in Tris-HCI-Puffer
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Antiserum

Ammoniumsulfatlosung

100 mg lyophilisiertes Antiserum werden in 900
ul Aqua bidest. gelost. Diese Stammldsung wird
auf eine Endkonzentration von 1:100 (cAMP)
bzw. von 1:500 (cGMP) verdiinnt.

58,5 g Ammoniumsulfat werden in 150 ml Aqua

bidest. gelost.

Zur Bestimmung der cAMP- bzw. cGMP-Konzentration im Plasma wurden folgende

Reaktionen angesetzt:

Gesamtradioaktivitdt (Absolutwert)

Leerwert (Background)

Nullwert (100%-Wert; Max.Bindung)

Verschiedene Standardkonzentrationen

Unbekannte zu messende Proben

50 pl Plasma

100 pl Tris-HCI-Puffer

50 pl markiertes Antigen

100 pl Leerwertlosung

50 pl markiertes Antigen

50 pl Antiserum-Verdiinnung
100 pl Tris-HCI-Puffer

50 pl markiertes Antigen

50 pl Antiserum-Verdiinnung
100 pl Standard-Losung

50 pl markiertes Antigen

50 ul Antiserum-Verdiinnung

100 pl unbekannte Probe (Plasma oder Plasma

verdiinnt in Tris-HCI-Puffer)
50 pl markiertes Antigen

50 ul Antiserum-Verdiinnung
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Die Proben wurden iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Zur Trennung des gebundenen vom freien
Antigen wurden alle Proben mit 1 ml eiskalter Ammoniumsulfatlosung versetzt, 1 min
geschiittelt, 10 min im Eisbad gekiihlt und 3 min bei 12000 rpm abzentrifugiert. Durch
Messung des Uberstandes bestimmt man die Radioaktivitit des freien Antigens. Dazu wurden
1 ml Uberstand mit Szintillationsfliissigkeit (Rotiszint eco plus [Roth]) versetzt und im Counter

gemessen.

Zur Bestimmung der Radioaktivitit des Antigen-Antikdrperkomplexes wurde die
Radioaktivitit im Pellet gemessen. Der Uberstand wurde dazu bis auf 50 ul abgesaugt, das
Pellet wurde mit 1 ml eiskalter Ammoniumsulfatlésung versetzt, 1 min geschiittelt, 10 min im
Eisbad gekiihlt und 3 min bei 12000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
abgesaugt. Danach wurden 1,1 ml Aqua bidest. zugegeben und die Proben wurden bis zur

vollstdndigen Aufldsung des Pellets geschiittelt.

Von der erhaltenen Losung wurde 1 ml abgenommen, mit Szintillationsfliissigkeit versetzt und

im Counter gemessen.

3.6.2.1 Berechnung der Probenkonzentration

Berechnung der maximalen Bindung

Jeweils 1 ml Gesamtradioaktivitit-, Leerwert- und Nullwertprobe wurden mit

Szintillationsfliissigkeit versetzt und gemessen.

Nullwert-Leerwert = Q

Gesamtradioaktivitit

Der Quotient Q sollte zwischen 0,3 und 0,45 liegen.

Ist der Quotient groBBer, muss das Antiserum stéirker, ist er kleiner, muss das Antiserum weniger

verdinnt werden.

Berechnung der Geradensteigung

Nullwert-Leerwert

Standard-Leerwert-1 = F

pM Standardkonzentation
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Berechnung der Probenkonzentration

Nullwert-Leerwert

Messwert-Leerwert-1 =  pM/Probe
F

3.7 Differenzielle Genexpressionsanalysen

3.7.1 Semiquantitative RT-real time PCR
Die real-time RT-PCR ermoglicht es im Gegensatz zur Standard PCR, die eine

Endpunktbestimmung darstellt, die PCR Reaktion zu allen Zeitpunkten zu verfolgen.

Zundchst wurde mRNA revers transkribiert. Die mRNA diente dabei der reversen
Transkriptase (RT) als Matrize zur Erzeugung einzelstringiger cDNA (copy-DNA). Zum
gezielten Umschreiben der mRNA wurden Oligo-(dT)-Primer verwendet, die komplementér zu
dem 3’PolyA-Ende der mRNA sind. Die erhaltene cDNA wurde fiir Genexpressionsanalysen
mittels PCR eingesetzt.

Fiir die semiquantitative Expressionsanalyse wurde die Expression des untersuchten Gens
bezogen auf die Expression eines konstitutiv exprimierten Haushaltsgens ermittelt. Die relative

Expression des Gens in den verschiedenen Proben wurde verglichen.

3.7.1.1 Gewinnung der RNA

Zur Isolierung der RNA aus Herz, Leber, Niere, Lunge und Gehirn wurden generell
kommerzielle Kits gemi3 Herstellerangaben benutzt (RNeasy micro, RNeasy fibrous tissue;
QIAGEN). Zur Gewinnung von RNA aus Gefidllen, bzw. aus frischen Endothelzellen wurden
die Protokolle wie im Folgenden beschrieben, abgewandelt. Zur Uberpriifung der RNA-

Qualitit und Quantitit wurden Aliquots im Bioanalyser untersucht.

RNA-Gewinnung aus Aorten

Aus der getdteten Maus wurde die Aorta entnommen, in eisgekiihltes PBS iiberfiihrt und sauber
freiprapariert. Das Prdparat wurde in RNAl/ater (Qiagen) iiberfiihrt und zu einem spéteren

Zeitpunkt aufgearbeitet.

Das konservierte Gefdl wurde dazu in eine Petrischale iiberfiihrt, mit einem Skalpell

zerkleinert und in 300 pl RLT-Puffer (Qiagen) aufgenommen. Die Gewebestiicke wurden mit
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dem Puffer in einen Glashomogenisator iiberfithrt und weiter zerkleinert. Das erhaltene
Homogenat wurde 10 min bei 55°C mit ProteinaseK inkubiert und den Herstellerangaben

entsprechend weiter mit dem RNeasy-Micro-Kit (Qiagen) aufgearbeitet.
RNA-Gewinnung aus frischen Aortenendothelzellen (,, En Face“-Priparat)

Die entnommene und sauber frei préparierte Aorta wurde longitudinal eréffnet und mit dem
Endothel auf einen sauberen Objekttrager gelegt. Mit einem zweiten Objekttrager wurde das
Priparat kurz angedriickt. Anschlieend wurde der Objekttriger mit dem Priparat 5-7 s auf
einen mit Trockeneis gekiihlten Kupferblock gelegt, um anzufrieren. Nachdem das Gewebe

wieder leicht angetaut war, wurde vorsichtig das Préparat entfernt.
Auf der Oberflidche des Objekttragers befinden sich nun die Endothelzellen.

Diese wurden in 300 pul RLT-Buffer (Qiagen) aufgenommen. Die anschlieBende RNA-

Priparation erfolgte mit dem RNeasy-Micro kit (Qiagen) entsprechend der Herstellerangaben.

3.7.1.2 Reverse Transkription

In einen RT-Ansatz wurden 2 bis zu maximal 5 pg total-RNA gegeben. Nach Zugabe von 1 pl
OligodT-Primern (500 pg/ml; Invitrogen) und 1 pl dANTPs (10 mM; Invitrogen) wurde der
Ansatz (Gesamtvolumen 12 pl) 5 min bei 65 °C inkubiert.

Auf Eis wurden folgende Komponenten zugegeben: 4 ul 5x First strand buffer; 2 pl DTT (0,1
M); 1 ul RNase-Inhibitor (Invitrogen). Nach 2mintitiger Inkubation bei 42 °C wurde 1 pl
Reverse Transkriptase (SuperScriptll; Invitrogen) in den Ansatz pipettiert. Es schloss sich eine

50miniitige Inkubation bei 42 °C und eine 15miniitige Inkubation bei 70 °C an.
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3.7.1.3 Real time PCR

PCR-Ansatz
cDNA (2-5 ng)
dNTPs (2,5 mM)

Mg,CI ( 10 mM)

X ul
2,5 ul

3ul

10 x SYBR-GreenPuffer 2,5 ul

Forward Primer

Reverse Primer

dH,O

Tag-Polymerase

Total-Volumen

Programm:

1 pul
Iul
X ul
0,2 ul

25 ul

10 min 95 °C (Denaturierung und Aktivierung der Polymerase); 40 Zyklen: 30" 95 °C

(Denaturierung), 30" 60 °C (Primerannealing), 30" 72 °C (Elongation); 5 min 72 °C

Primer:

Gen

AdoRA1

AdoRA2a

AdoRA2b

AdoRA3

B-Aktin

Forward Primer
AdoRA1 for

5" gatcggtacctceg agtcaa 3°

AdoRA2a for

5" gtectcacgcagagttccat 3°
AdoRA2b_for

5" tgctcacacagagctcecate 3°
AdoRA3 for

5" atggctattcttgggecttt 3°
betaAktin_for

5" aatcctgtggcatccatgaaac 3

Reverse Primer
AdoRA1 rev

5" ttggctatccaggett gttc 3
AdoRA2a rev

5" aatgacagcacccagcaaat 3°
AdoRA2b rev

5" gtgtcccagtgaccaaacct 3°
AdoRA3 rev

5" atccaaactgaccac ggaac 3’

betaAktin_rev

5" atagaggtctttacggatgtcaa 3°

Produkt
167 bp

138 bp

102 bp

145 bp

74 bp
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3.8 Zellkultur

3.8.1 Kultivierung muriner Stammzellen

Der Erzeugung der konditionalen und konstitutiven CD73”-Mutante ging die genetische
Manipulation muriner Stammzellen voraus. Embryonale Stammzellen der Linie R1 (Ursprung:
(129x1/SvJx129/Sv) Fl1- Kitl") wurden auf embryonalen Fibroblasten kultiviert. Die

Fibroblasten dienten als ,,Feederzellen.

Feederzell-Medium (FC-Medium) DMEM + Glukose+Glutamin (Gibco) mit 10 %
FCS, 200 mM L-Glutamin (Gibco), 10 mM
nicht essentiellen Aminosduren (Gibco), 100

U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin

Stammzellmedium (ES-Medium) DMEM + Glukose+Glutamin (Gibco) mit 15 %
FCS, 100 mM Natriumpyruvat (Gibco), 107
mM [-Mercaptoethanol, 200 mM L-Glutamin
(Gibco), 10 mM nicht essentiellen Aminosduren
(Gibco), 100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml

Streptomycin

Fetal calf serum (FCS) FCS wird bei -20 °C gelagert. Langsam
aufgetautes FCS wird 45 min bei 56 °C hitze-
inaktiviert und steril filtriert, bevor es in der

Zellkultur eingesetzt wird.

3.8.1.1 Anlegen einer primiren embryonalen Fibroblastenkultur (Feederzell-Kultur)

Trachtige Miuse (d 15-17) einer neomycinresistenten Linie wurden getétet. Die Foten wurden
unter sterilen Bedingungen entnommen. Zundchst wurden mit einer Schere die Kopfe und die
innerer Organe entfernt. Das verbleibende Gewebe wurde mit PBS gewaschen, um Blutreste zu
entfernen. Mit feinen Scheren wurde das Gewebe in einem geringen Volumen PBS weiter zu
Gewebebrei zerkleinert und dann durch ein Sieb (1 mm Maschenbreite) in einen sterilen
Erlenmeyerkolben (500 ml) tiberfiihrt. Nach Zugabe steriler Glasperlen (& 3 mm) und 50 ml
0,05 % Trypsin/EDTA (Sigma) wurde die Zellsuspension 30 min unter Schiitteln bei 37 °C im
Schiittelwasserbad inkubiert. Nach 30 min wurden weitere 50 ml 0,05 % Trypsin / EDTA

zugesetzt. Es folgten weitere 30 min Inkubation. AnschlieBend wurde die entstandene
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Zellsuspension von den Glasperlen abgegossen und 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das
Pellet wurde zweimal mit PBS gewaschen. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen
mit einer Dichte von 5x10° Zellen pro Kulturschale (& 15 cm) kultiviert. Nach 24 h wurde das
EF-Medium gewechselt. Waren die Zellen konfluent, wurden sie passagiert, bzw. bei -80 °C

eingefroren.

3.3.1.2 Murine Stammzellkultur (ES-Zellkultur)

Fiir die Kultivierung muriner embryonaler Stammzellen miissen konfluente Feederzellen zur
Verfiigung stehen. Dazu wurden embryonale Fibroblasten (s.0.) kultiviert. Damit die ES-
Zellkultur nicht von Fibroblasten tiberwachsen werden kann, muss die Proliferation der
Feederzellen mit Mitomycin C unterbunden werden. Dazu wurde Mitomycin C-Losung (5 pg /
ml EF-Medium) auf die Zellen gegeben. Nach 2 h bei 37 °C wurde das EF-Medium
gewechselt. Vor dem Einbringen von ES-Zellen in die Kultur sollte das EF-Medium durch ES-
Medium ersetzt werden. Sobald ES-Zellen kultiviert werden, muss dem ES-Medium 1 pl / ml
des Leukemia Inhibitory Factor (LIF) (Stock: 10° U / ml (X)) zugesetzt werden, um die
Differenzierung der Stammzellen zu unterbinden. Das Medium muss tiglich erneuert werden,

wobei stets LIF frisch zuzusetzen ist.
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3.8.2 Kultivierung von Human umbilical vein endothelial cells HUVEC)

Nabel-Medium 12,27 g NaCl, 0,45 g KCl, 2,97 g Glukose, 4,02 g
HEPES, aqua dest. ad 1,5 1

HBSS 0,4 g KCl, 0,06 g KH,POy4, 8,0 g NaCl, 0,35 g
NaHCOs, 0,048 g Na,HPO4 aqua bidest. ad 800
ml; autoklavieren; 1 g D-Glukose aqua bidest. ad
200 ml; autoklavieren und zu der anderen Losung

dazu geben

Kollagenase-Losung Kollagenase Typ CLS 1II, 219 U/ml (Biochrom)
0,1 % in HBSS

Medium 199 P/S/A M 199 (Gibco 31153-026), 5 ml Penicillin-
Streptomycin (Invitrogen 15140-122), 1,5 ml
Amphotericin (Sigma A2942)

Endothelzell-Medium Endothelzellmedium und Supplement (PromoCell
C22210+C39210), 5 ml Penicillin-Streptomycin,

1,5 ml Amphotericin

Nabelschniire wurden bis zur Gewinnung der Zellen in Nabelmedium in sterilen Flaschen bei 4
°C aufbewahrt. Zur Isolierung von Endothelzellen wurde die Vene mit einer Knopfkaniile
intubiert, mit Nahtmaterial fixiert und zweimal mit HBSS durchgespiilt. Dann wurde das untere
Ende der Nabelschnur mit einer Kocherklemme verschlossen. Die Vene wurde mit
Kollagenase-Losung prall gefiillt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Zum Ausspiilen der
Nabelschnur wurden 10 ml Medium 199 P/S/A mit 20 % FCS und anschlieBend 20 ml Medium
199 P/S/A benutzt. Diese Zellsuspension wurde in 50 ml Falcon-Réhrchen iiberfiihrt und 10
min bei 1200 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml Medium 199 P/S/A mit 20 % FCS
aufgenommen und griindlich resuspendiert. Dieses Gemisch wurde in mit 1 % Gelatine
beschichtete Kulturflaschen iiberfiihrt. Zum Adsorbieren wurden die Zellen 2 h bei 37 °C
inkubiert und anschlieBend mit 199 P/S/A mit 20 % FCS gewaschen. Weiter kultiviert wurden

die Zellen in Endothelzellmedium.
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3.8.3 Murine Aortenendothelzellkultur nach Kreisel 7’

Bei diesem Ansatz werden Aortensegmente auf mit Kollagen beschichteten Kulturschalen

kultiviert. Aus den Aorten wachsen Zellen aus.

Kollagen-Beschichtung

Mouse EC-Medium

Kollagenase-Losung

3 ml typ [ rat tail collagen (Biomol); 1.75 ml 3 x
DMEM (Sigma); 2,625 ml 1 x DMEM/30%FCS;
0,5 ml 0,1M NaOH

500 upl/well (24-Loch-Platte); 1 h bei 37 °C
inkubieren; 1 ml mouse EC-Medium zugeben und

iber Nacht bei 37 °C dquilibrieren

400 ml RPMI-1640 (PromoCell); 100 ml FCS: 2
ul B-Mercaptoethanol; 100 ul Gentamicin; 5 ml
ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement (BD
Bioscience) 100 mg in 20 ml RPMI-1640 16sen
und bei -20 °C lagern

100 mg Kollagenase (Sigma #C8051); 33 ml 0,9
% NaCl-Losung; 66 pul 1 M CaCl,

3.8.3.1 Beschichtung der Zellkulturschalen
Zur Zellkultivierung wurden 24-Loch-Kulturplatten mit Kollagen beschichtet und iiber Nacht

mit Medium &quilibriert.

3.8.3.2 Anlegen der Primirkultur

Frisch entnommene Aorten wurden von Fett und Bindegewebe befreit, longitudinal gedffnet

und in Segmente zerschnitten. Diese Segmente wurden mit der Endothelseite in die

vorbereiteten Kulturschalen gelegt, nachdem das Medium vorsichtig entfernt wurde.

Nach 24-36 h wurde vorsichtig 1 ml / well Mouse-EC-Medium zugegeben. Nach 6-9 Tagen

wurden Medium und Aortensegmente entfernt. Die Kollagenpolster wurden mit 0,3%iger

Kollagenase- Losung 15 min bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Behandlung wurden die Zellen

mit PBS gewaschen und mit Mouse EC Medium in neue Kulturschalen tiberfiihrt.
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3.8.4 Murine Aortenendothelzellkultur modifiziert nach Kobayashi '

Bei dieser Methode werden Endothelzellen aus Mausaorten nach einer enzymatischen

Behandlung ausgespiilt. Gleichzeitig konnen glatte Muskelzellen gewonnen werden.

Kollagenase Typ II-Losung 2 mg /ml Kollagenase Typ II (Sigma) in DMEM

Mouse EC-Medium (Medium G) DMEM mit 20 % FCS, 100 U/ml Penicillin; 100
pg/ml Streptomycin; 2 mM L-Glutamin, 1x nicht
essentelle Aminosduren; 1x Natriumpyruvat; 25
mM HEPES (pH 7,0-7,6); 100 ng/ml Heparin;
100 pg/ml Endothelial Cell Growth Supplement
(ECGS; Sigma)

Anlegen der Priméirkultur
Wie unter 3.8.3.1 beschrieben, wurden am Vortag Kulturschalen vorbereitet.

Bis zu 6 frisch entnommene Aorten wurden in PBS + 1000 U/ml Heparin iiberfiihrt und von
Fett und Bindegewebe befreit. Anschlieend wurden die Aorten mit kurzen 24-gauge Kaniilen
unter mikroskopischer Kontrolle kaniiliert und in einer Halterung mit einer Miniatur-
gefaBklemme oder alternativ mit einer Ligatur befestigt. Abbildung 4 zeigt die in der
Feinmechanik-Werkstatt des Physiologischen Instituts der Heinrich Heine Universitét
angefertigte Vorrichtung. Umgeben von einer Plexiglaskammer mit doppeltem, luftdurch-
lassigem Boden befindet sich eine Vorrichtung, um kaniilierte Gefdlle aufzuhdngen. Auf die
fixierten Kaniilen konnen befiillte 1ml-Spritzen aufgesetzt werden. Unter den kaniilierten

GefdBen wird eine Zellkulturschale (a10 cm) eingesetzt, um Effluate aufzusammeln.
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Abb.4: Vorrichtung zur Isolierung muriner Aortenendothelzellen gebaut in der Feinmechanischen Werkstatt der
Physiologie der HHU-DUsseldorf.

1: Feuchte Kammer, 2: Feuchtigkeitsreservoir , 3: Auffangschale fir Zellen und Waschlésungen, 4: Halterung fir

Kanulen, 5: Spritzen zum Beflillen und Spiilen der Blutgefalie, 6: Kaniilen zur Befestigung der Aorten.

Nach dem Befestigen wurden die Aorten mit serumfreien DMEM gespiilt. Danach wurden die
Spritzen mit DMEM gegen mit Kollagenase-Typ II Losung gefiillte Spritzen ausgetauscht. Die
Gefafle wurden mit dieser Losung befiillt und dann mit GefaBklemmen verschlossen. Nach 30
min Inkubation bei 37 °C wurden die Aorten mit 5 ml DMEM + 20 % FCS ausgespiilt. Die
Inkubation erfolgte innerhalb der Plexiglaskammer im Brutschrank. Der Boden der Kammer
wurde mit sterilem Wasser gefiillt, so dass sich die Vorrichtung in einer feuchten Kammer
befindet und die Pridparate nicht antrocknen konnen. Die Inkubation mit Kollagenase Typ II
und das anschlieBende Ausspiilen von Zellen wurde zweimal fiir je 15 min wiederholt. Die
ausgespiilten Zellen wurden in der untergestellten Kulturschale gesammelt und von da in ein 15
ml Falcon-Rohrchen iiberfiihrt und 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2
ml DMEM + 20 % FCS aufgenommen und nach vorsichtigem Resuspendieren wurden die

Zellen in Kollagen beschichtete Kulturschalen iiberfiihrt. Nach 2 h bei 37 °C wurde das
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Medium entfernt und die Zellen wurden mit warmem PBS gewaschen. Danach wurden die
Zellen in Medium G kultiviert. Konfluente Zellen wurden mit Trypsin behandelt und
passagiert.

3.9 Bestimmung der Blutungszeit '

Dem betdubten Tier wurden 0,5 cm der Schwanzspitze abgeschnitten. Der Schwanz wurde
sofort in 37 °C warme physiologische Kochsalzlosung getaucht. Die Zeit bis zum Stoppen der

Blutung wurde gemessen.

3.10 Quantifizierung arteriosklerotischer Plaques

Frisch entnommene Aorten wurden in PBS iiberfiihrt. Unter mikroskopischer Kontrolle wurden
Bindegewebe und Fettreste vorsichtig entfernt. AnschlieBend wurden die Priparate Ol Rot
gefarbt (Vgl. Histologische Farbungen) und gegebenenfalls fotografiert. Die gefarbten Aorten
und Aortenbégen wurden mit einer Federschere longitudinal er6ffnet und mit Minutiennadeln
auf Agarosegelpads befestigt. Von diesen Préparaten wurden unter einem Stereomikroskop mit
einer Digitalkamera Aufnahmen angefertigt. Die Quantifizierung der arteriosklerotischen
Lisionen erfolgte mit Photoshop 7.0. Die Fliache der Lésionen wurde dabei auf die Gesamt-
aortenoberfldche bezogen und in Prozent angegeben.

Zusitzlich wurde eine Plaquequantifizierung an Querschnitten durch den Aortenursprung
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vorgenommen . Dazu wurden 5 Schnitte pro Tier Ol Rot oder nach Smith Dietrich gefirbt

und fotografiert.

Die Quantifizierung der Plaquearea erfolgte mit AnalySIS B (Olympus). Die durchschnittliche

Plaquearea pro Tier pro Schnitt wurde in pm? angegeben.

3.11 Histologie
Frisch entnommene Gewebe wurden in OCT Tissue Freezing Medium (Jung) eingebettet und in

auf -40 °C vorgekiihltem Isopentan eingefroren.

AnschlieBend wurden Kryoschnitte mit einer Dicke von 5-8 pm angefertigt und auf
Glasobjekttrager (Histobond; Marienfeld) aufgezogen. Nachdem die Schnitte getrocknet waren,

wurden sie fiir histologische oder immunhistologische Farbungen eingefroren.

Nach dem Auftauen wurden die Schnitte je nach beabsichtigter Farbung mit Zamboni-Fixativ,

Bouin-Fixativ, Paraformaldehyd, Formalin, Ethanol oder Aceton fixiert.
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3.11.1 Ol Rot Firbung (Oil-Red-O-Methode ) '*!

Oil-Red-0O-Ldsung

0,5 g Oil-Red-O (Chroma-Ges.) in 100 ml
99%igem Isopropanol losen [Stammldsung]

24 h vor Gebrauch Stammlésung mit

Isopropanol auf 60 % verdiinnen

direkt vor Gebrauch durch Whatmanfilter Nr.42

filtrieren

Formalinfixierte Prdparate wurden in aqua dest.gewaschen und fiir 5-10 min in 60%iges

Isopropanol iiberfiihrt. In verdiinnter, frisch filtrierter Oil Red O-Losung wurden die Priparate

gefdrbt (Kryoschnitte 10 min, ganze Gefdle 30 min) und zum Differenzieren wieder in

60%iges Isopropanol iberfiihrt. Nach

dem Auswaschen von Farbresten wurden an

Schnittpréparaten nach Bedarf Zellkerne mit Himalaun geférbt.

Nach dieser Farbung werden Lipide rot und Zellkerne blau dargestellt.

3.11.2 Cholesterinfirbung nach Smith-Dietrich

Zamboni-Fixativ

Hématoxylin nach Kultschitzky

Boraxferricyankaliumldsung nach Weigert
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0,1 M Phosphatpuffer
4% (w/v) Paraformaldehyd
15% (w/v) Pikrinsdure

10 ml alte 1in abs. Alkohol geloste
Héamatoxylinlosung mit 90 ml 2%iger Essigsdure

mischen.

0,25 g Kaliumferricyanid, 0,25g Natrium-
tetraborat in 100 ml Aqua dest. 16sen und

lichtgeschiitzt lagern.

Die Fixierung der Schnitte erfolgte fiir 10 min in Zamboni-Fixativ. Es schloss sich eine 24-

48stiindige Chromierung der Priparate bei 37 °C an. Dazu wurden die Priparate in 5%ige

Kaliumdichromatlosung gestellt. Danach wurden die Schnitte mit Aqua dest.gewaschen und in

essigsaurem Hamatoxylin nach Kultschitzky 4-5 h gefarbt. Diese Hamatoxylin-Ldsung sollte

mindestens 6 Monate alt sein. AnschlieBend wurden die Schnitte mit Auqga dest. gewaschen
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und tiber Nacht in Boraxferricyankaliumlosung nach Weigert differenziert. Vor dem Eindecken

mit Aqua mount wurden die Priparate griindlich mit Aqua dest. ausgewaschen.

Phosphatide, Cerebroside, Cholesterinsduregemische und Fettsduren erscheinen in dieser
Féarbung blau-blauschwarz. Eisen, Himoglobin und hidmatogene Pigmente werden ebenfalls

mit angeférbt.

3.11.3 Kollagenfirbung mit Picro-Siriusrot '*'
Picro-Siriusrot 0,1 % Sirius Rot in geséttigter Pikrinsdure
Coelestineblau-Losung 2,5g¢ Ammoniumeisen-III-sulfat iiber Nacht in 50

ml Aqua dest. losen, 0,25 g Coelestineblau
zugeben, 30 min kochen lassen und filtrieren. 7

ml Glycerin dazugeben.

Die Fixierung der Schnitte erfolgte 10 min in 70%igen Ethanol. Dann wurden die Priaparate 7
min in Coelestineblau gefdarbt und kurz in 1% HCI differenziert. Zum Blduen wurden die
Schnitte in Leitungswasser gegeben und anschlieBend 15 min in Picro-Siriusrot geférbt.
AbschlieBend wurden die Schnitte 3mal je 2 min in absoluten Alkohol und 3mal 5 min in

Tissue Clear getaucht. Die Praparate wurden mit 7issue Mount eingedeckt.

In dieser Farbung wird Kollagen rot dargestellt und die Zellkerne blau. Unter polarisiertem
Licht betrachtet erscheint dicht gepacktes Kollagen Typ I rot und neu gebildetes und diinn
gepacktes Kollagen Typ II griin.

3.114 Masson Trichromfirbung '*!

Bouinsches Fixativ Ges. Pikrinsdure: 37%iges Formalin: konz.
Essigsdure [15:5:1]

Trichromgemisch 0,6 g Chromotrop 2R; 0,6 g
Phosphorwolframséure; 0,3 g  Anilinblau

(wasserloslich); 100 ml Aqua dest. ; 1 ml konz.

Essigsdure

Hiamatoxylinlosung Eisenhdmatoxylin A nach  Weigert und

Hiamatoxylin B nach Weigert 1:1
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Die Préparate wurden mit Fixativ nach Bouin 10 min fixiert. In Hadmatoxylinldsung nach
Weigert wurden anschlieBend 2-4 min die Zellkerne angefarbt. Zur Differenzierung wurden die
Schnitte 2-5 min in 1%ige Salzsdure in Ethanol iiberfithrt und anschlieBend gut gewdssert.
Danach wurden die Schnitte 5 min in das Trichromgemisch gestellt und ziigig durch eine
aufsteigende Alkoholreihe (2 x 70 %, 2 x 96 %, 2 x abs. EtOH und 2 x Xylol) gefiihrt. Die

Préaparate wurden mit Eukitt eingedeckt.

Zellkerne erscheinen schwarz, das Cytoplasma rot und das Bindegewebe intensiv blau.

Erythrozyten erscheinen leuchtend rot.

3.12 AMPaseNachweis an Schnittpriparaten '*

Tris-maleat-sucrose Puffer 0,25 M Sucrose, 50 mM Tris-maleat pH 7,4; 2
mM CacCl,

Tris-maleat-sucrose gepufferte 2 mM Pb(NOs3),;; 5 mM MnCl,; 2 mM CaCly; 50

Substratlosung mM tris-maleat pH 7,4; 0,25 M Sucrose; 3%
Dextran T250

Die aufgetauten Kryoschnitte wurden 15 min in 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert und
anschlieBend mit PBS gewaschen. Es schloss sich eine 30miniitige Inkubation in Tris-maleat-
sucrose Puffer an. Die Enzymreaktion erfolgte 60 min bei Raumtemperatur. Dazu wurde das
Substrat (1 mM AMP) in Tris maleat sucrose gepufferte Substrat Losung gegeben. Um die
Gesamt-AMPaseaktivitit von der spezifischen CD73-Aktivitit zu unterscheiden, wurden
jeweils auch Prédparate mit 5 mM Levamisol, dem spezifischen Inhibitor der Alkalischen

Phosphatase inkubiert.

Nach der Enzymreaktion wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser gewaschen und in einer
wassrigen (NH4),S 1 % v/v inkubiert. Infolge der Nukleotidase-Aktivitit kommt es zur Bildung

eines Bleiorthophosphatniederschlags, der nun braun erscheint.

Zuletzt wurden die Préparate noch in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert und mit

Permount eingedeckt.
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3.13 Immunbhistologie

3.13.1 Hyaluronsiure-Nachweis '*

DAB- (3,3 -Diaminobenzidine-)- Losung 50 pl DAB Chromogen zu 1 ml DAB Substrat
geben

Die Kryoschnitte wurden 15 min in absoluten Ethanol fixiert und durch eine absteigende
Alkoholreihe gefiihrt. Nach 10miniitiger Inkubation in PBS erfolgte fiir 1 h eine Blockierung
mit TBS+ 10% FBS+ 1% BSA bei Raumtemperatur. Als Primérantikorper wurden 0,4 pl
Hyaluronséure-Bindeprotein (HABP) in PBS+1% BSA iiber Nacht bei 4 °C auf die Schnitte
gegeben. Es schlossen sich drei Sminiitige Waschschritte in PBS an. Es folgte eine 1stiindige
Inkubation mit einer Streptavidinverdiinnung (1:200). Danach schlossen sich wieder drei

Sminiitige Waschschritte in PBS an.

Zur Detektion wurden die Schnitte 10 min bei 37 °C in TB, 10 min bei 37 °C in DAB, 1 min

bei Raumtemperatur in TB und 1min in Aqua dest. inkubiert.

Zur Kernfarbung wurden die Schnitte 1 min bei Raumtemperatur in Himalaunlésung gegeben,
2-3mal kurz in 1%ige HCI getaucht und 10 min mit kaltem Wasser gespiilt. Bevor die

Priparate mit Aquatex eingedeckt wurden, wurden sie noch einmal in destiliertes Wasser

uberfiihrt.
3.13.2 Kollagen-Neoepitopnachweis
Citratpuffer Stock A: 0,1 M Citric Acid.

Stock B: 0,1 M Na-Citrat

Gebrauchslosung: 9 ml Stock A+ 41 ml
Stock B; pH 6,0

Die Kryoschnitte wurden 15 min in absoluten Ethanol fixiert und durch eine absteigende
Alkoholreihe gefiihrt. Es schloss sich ein 90miniitiger Chondroitinase-Verdau bei 37 °C an.
Danach wurden die Schnitte 3 mal 5 min in PBS gewaschen und 10-20 min in Citratpuffer

gekocht. Nach dem Abkiihlen wurden die Schnitte wieder 3mal gewaschen.
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Die Blockierung erfolgte 1 h bei Raumtemperatur in TBS+10 % FBS + 1 % BSA. Der
Primérantikérper COL 2 3/4C Short Polyklonal Rabbit Antibody (C12C) wurde in PBS + 1 %
BSA verdiinnt (1:100). Die Inkubation erfolgte {iber Nacht bei 4 °C.

Nach drei Sminiitigen Waschschritten in PBS wurde der Sekundérantikdrper, in diesem Fall
Anti-Rabbit-1gG 1:400 verdiinnt in PBS, auf die Schnitte gegeben. Die Inkubation erfolgte 1 h
bei Raumtemperatur. Danach schlossen sich wieder drei Sminiitige Waschschritte in PBS an.

Detektion und Kernfarbung erfolgten wie unter 3.10.2.1 beschrieben.

3.13.3 Immunbhistologische Nachweise

Die aufgetauten Schnitte oder auf chamber slides gewachsenen Zellen wurden 10-15 min mit
Zamboni-Fixativ fixiert. Anschlieend wurden die Préparate zweimal je 5-10 min in PBS und
einmal 5-10 min in PBS mit 0,1 % Saponin gewaschen. Die Blockierung erfolgte 90 min in 5
% normal goat serum (Linaris) in PBS mit 0,1% Saponin. Der Primérantikdrper wurde in 2%
normal goat serum [Linaris,X] in PBS mit 0,1% Saponin nach Herstellerangaben 1:50- 1:400
verdiinnt [CD4 1:200, CD11b 1:50, CD62E 1:100, CD62P 1:100, smActin 1:400, ICAM 1:100,
VCAM 1:100, CD73 1:100; CD31 1:50]. Die Inkubation erfolgte 2 h bei Raumtemperatur oder
iiber Nacht bei 4 °C. Nach drei 10miniitigen Waschschritten in PBS mit 0,1 % Saponin wurde
der nach Herstellerangaben verdiinnte Sekundérantikorper auf die Schnitte gegeben. Nach
2stiindiger lichtgeschiitzter Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Priparate erneut
gewaschen und mit ProLong Gold antifade reagent with DAPI [Invitrogen; Eugene
Oregon,USA] eingedeckt.

3.14 Mikroskopie und Aufnahme der Praparate

Mikroskopische und Fluoreszenzmikroskopische Betrachtungen wurden an einem
Fluoreszenzmikroskop (Olympus BXS50) unter Verwendung der Objektive Plan Apo
1,25x/0.04; UPlan F1 10x/0.30 Ph1; UPlan 20x/0.5 Ph1 und der Filter U-MNIBA3 470-495 nm,
U-MNU2 360-370 nm und UMNG2 530-550 nm durchgefiihrt. Aufnahmen der Priparate

wurden mit dem Programm AnalySIS B gemacht.

Zum Identifizieren einzelner fluoreszenzmarkierter Zellen wurde die Konfokale-
Laserscanmikroskopie angewandt. Benutzt wurde das System Zeiss LSM 510 unter
Verwendung der Laser Enterprise UV 364 nm, Argon 488 nm und HeNe 543 nm und der
Objektive Plan-Neofluor 25x/0.8 Imm corr DIC und Plan-Neofluor 40x/1.3 Oil DIC. Zur
Detektion der Fluoreszenzfarbstoffe wurden die Bandpassfilter 435-485 nm (DAPI), 505-530
nm (FITC) und 560-615 nm (Rhodamin) eingesetzt. Bei mehrfach markierten Praparaten wurde
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im Multitracking Mode gearbeitet. Aufnahme und Bearbeitung der Bilder erfolgte mit dem

Zeiss Image Browser.

3.15 Quantifizierung von Cytokinen und Chemokinen im Plasma und
Serum

Frisch gewonnenes Serum oder heparinisiertes Plasma wurde aliquotiert bei -80 °C gelagert
und zur Cytokinbestimmung verwendet. Der Gehalt von IL-1 B, IL-10, IL-6, TNF-a und MCP-
1 wurde mit kommerziellen ELISA-Kits (Endogen) entsprechend der Herstellerangaben

gemessen.
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4  Ergebnisse

4.1 Phinotyp der CD73"-Mutante

CD73"-Miuse sind fertil, zeigen keine Einschrinkungen in ihrer Entwicklung oder
Reproduktionskapazitit. Verpaart man heterozygote Tiere, erhdlt man Wildtyp (WT),
Heterozygote (CD73+/ ) und Knockout (KO, CD73” 7) in der nach Mendel erwarteten Frequenz

von 1:2:1.

Der Erfolg der KO-Strategie wurde an den von P. Koszalka generierten konditional, bzw.
konstitutiv CD73 defizienten Mausmutanten iiberpriift. Mit Southern blot Analysen wurde die
erfolgte homologe Rekombination bestdtigt und mit RT-PCR konnte gezeigt werden, dass
durch die Deletion des Exon II ein entsprechend verkiirztes mRNA-Transkript entsteht.
Western blots mit gereinigten Membranproteinfraktionen aus Herz und Leber zeigten, dass
kein Protein mehr gebildet wird. Zusétzlich wurde an histologischen Schnitten und an
gereinigten Membranproteinfraktionen nachgewiesen, dass in der Mutante keine CD73-

bedingte AMPase Aktivitit mehr auftritt >’

4.1.1 AMPase-Aktivitit in Membranproteinfraktionen aus verschiedenen
Geweben

Wie unter 3.4.1 beschrieben, wurden frisch entnommene Organe aus je 6 miannlichen WT- und
CD73-KO-Maiusen aufgearbeitet. Aliquots mit bekanntem Proteingehalt der so erhaltenen
ConA-angereicherten Membranproteine wurden in den Lanzetta-Assay eingesetzt. Die in einer
bestimmten Zeit gebildete Menge freien Phosphates wurde photometrisch ermittelt. Um neben
der Gesamt-AMPaseAktivitdt auch die CD73-Aktivitdt zu ermitteln, wurden Aliquots von jeder
Proteinpriparation mit 5 mM Levamisol, einem spezifischen Inhibitor der Alkalischen
Phosphatase (ALP) vorinkubiert. Die ermittelten Enzymaktivititen wurden anschlieend in

nmolP;/pug/min angegeben.

Abbildung 5 zeigt die mittleren AMPase- und CD73-Aktivitéten fiir alle untersuchten Proben.
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Abb.5: Gesamt-AMPase Aktivitat (WT; CD73"') und CD73-Aktivitat (WT+Lev; CD73"'+Lev) in angereicherten
Membranproteinfraktionen aus (A) Herz, (B) Leber, (C) Lunge, (D) Niere, (E) Aorta und (F) Carotis. Pro Gruppe

wurden 6 mannliche Tiere im Alter von 8-12 Wochen eingesetzt.

Ohne Zugabe von Levamisol setzt sich die GesamtAMPase-Aktivitdt bei den Wildtyp-Tieren
aus CD73- und ALP-Aktivitdit zusammen, wohingegen bei den CD73-KO-Tieren die
Gesamtaktivitit der ALP-Aktivitdt entsprechen sollte. Tatsdchlich konnen im KO nach
Levamisolzugabe und somit Hemmung der ALP keine nennenswerten Enzymaktivititen mehr

gemessen werden.
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Die im KO gemessene ALP-Aktivitit und die im Wildtyp gemessene CD73-Aktivitéit ergeben

zusammen in etwa die im Wildtyp bestimmte Gesamtaktivitit.

Wihrend in gereinigten ConA angereicherten Proben aus Herz, Leber, Lunge und Niere
Gesamt-AMPase-Aktivititen von 0,3-4 nmol Pi/pg/min und CD73-Aktivitdten von ca. 0,25
nmol Pi/pug/min bestimmt wurden, liegen die entsprechenden Werte in Carotis und Aorta mit

0,13-16 nmol P;/pg/min und 0,05-8 nmol Pi/pg/min deutlich niedriger.

4.1.2 AMPase-Aktivitit im Plasma

In heparinisiertem Plasma von 8-12 Wochen alten CD73-KO- und WT-Méiusen wurde die
AMPase-Aktivitdt bestimmt. Um zwischen CD73- und ALP-Aktivitit unterscheiden zu
konnen, wurden von jedem Tier zusétzlich Plasmaproben mit 5 mM Levamisol, einem
spezifischen Inhibitor der ALP behandelt. Die Plasmaproben wurden mit '*C radioaktiv
markiertem AMP bei 37°C inkubiert und anschlieBend diinnschichtchromatographisch
aufgetrennt (Vgl. 3.4.2).

Abbildung 6 A zeigt beispielhaft chromatographisch getrennte, unter UV-Licht sichtbar
gemachte Nukleoside und Nukleotide.

Trennt man ein definiertes Aliquot des Versuchsansatzes auf, isoliert die entstandenen
Hypoxantin-, Inosin-, Adenosin- und AMP-Spots und misst im Counter die Aktivitdt, so kann
man aus der gemessenen Aktivitit der AMP-Abbauprodukte oder der Aktivitit der

verbliebenen AMP-Menge die Stoftkonzentration, und somit die Enzymaktivitit errechnen.

Fir WT-Tiere wurde eine durchschnittliche Gesamt-AMPase-Aktivitit von 341 + 16
nmol/ml/h ermittelt. Davon gehen 109 nmol/ml/h auf die Aktivitit der ALP und 232 nmol/ml/h
auf die CD73-Aktivitét zuriick. In CD73-KO-Tieren betrdgt die Gesamt-AMPase-Aktivitit 116
+ 5 nmol/ml/h (Abb. 6 B). Hemmt man die ALP durch Zugabe von Levamisol, ist in CD73-
KO-Tieren keine Aktivitit mehr messbar. Somit entspricht die gemessene Gesamtaktivitdt der
ALP-Aktivitidt. Die ALP-Aktivitit der WT-Tiere unterscheidet sich nicht von der ALP-
Aktivitdt der CD73-KO-Tiere.
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Abb.6: Bestimmung der ALP- und CD73-Enzymaktivitdt im Plasma von 8-12 Wochen alten WT- und CcD73"-
Mausen. (A) Dunnschichtchromatographische Auftrennung von Nukleosiden zur Identifizierung der AMP-
Abbauprodukte. (B) ALP- und CD73 — Aktivitdt im Plasma von WT und CD73" im Alter von 8-12 Wochen (n=10).

4.1.3 AMPase-Aktivitiit an isolierten Aorten

Frisch priparierte Aorten wurden von Fett und Bindegewebe befreit und longitudinal eréffnet.
Mit Minutiennadeln wurden die Préparate in mit Agarosegel beschichteten Chamber slides
fixiert und mit PBS gewaschen. Unter mikroskopischer Kontrolle wurden die Priparate mit
einer Schieblehre ausgemessen, so dass von jeder Aortenoberfliche der Flidcheninhalt
berechnet werden konnte. Nach einer Aquilibrierungsphase in RPMI-Medium bei 37 °C wurde
des Medium gegen RPMI Medium mit 50 umol/l eAMP ausgetauscht. Nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten wurden die Uberstéinde entfernt und sofort bei -20 °C eingefroren. Mit Hilfe

der HPLC wurde der Abbau des eAMP, bzw. die Bildung von eAdenosin verfolgt.

Abbildung 7 A =zeigt einen Ausschnitt aus einem HPLC-Chromatogramm. Aufgrund
unterschiedlicher Retentionszeiten lassen sich Adenosin, eAdenosin, AMP und e¢AMP

voneinander trennen. Abbildung 7 B zeigt die Bildung von eAdenosin. Es wurden je 4 WT,
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bzw. CD73-KO-Priaparate eingesetzt. Die gebildete eAdenosinmenge wurde auf die
Aortenoberfliche bezogen. Wihrend im CD73-KO nur sehr geringe eAdenosinmengen
nachgewiesen werden, steigt im WT die eAdenosinkonzentration zunichst sprunghaft an und
erreicht bereits nach 10 min die Hélfte der nach 60 min gebildeten eAdenosinmenge von ca.11
pmol / mm®. Da nach ca. 15 min bereits die Plateauphase erreicht wird, wurden in weiteren

Versuchen eAdenosin und eAMP zu den Zeitpunkten t=0; 3; 5; 7,5 und 10 min gemessen.
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Abb.7: Bestimmung der AMPase-Enzymaktivitdt am frischen Aortenpraparat und an isoliert perfundierten Herzen
von WT- und CD73"-Mausen. (A) HPLC-Chromatogramm eines Standardgemisches. eAdenosin und eAMP
kénnen klar von Adenosin und AMP getrennt werden. (B) eAdenosinbildung in pmol/mm2 Endotheloberflache von
WT- und CD73"-Aorten im Zeitverlauf (C) eAMP-Abbau und eAdenosinbildung in Effluaten nach Langendorff-
Perfussion isolierter Herzen.
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4.1.4 AMPase-Aktivitiit an isolierten Herzen

Isolierte Herzen von WT- und CD73"-Miusen wurden im Langendorff-Modus bei einem
konstanten Druck von 100 mm Hg perfundiert. Nach intrakoronarer Infusion von 50 pmol/l
eAMP wurde das Effluat mit HPLC untersucht. Der Abbau von eAMP zu eAdenosin wurde
verfolgt (Abb. 7 C). Nach einmaliger Passage wird im WT-Herz 24 % des eAMP zu eAdenosin
abgebaut, hingegen werden im KO ca. 9 % eAMP verstoffwechselt. Diese Restaktivitit im KO
geht vermutlich auf die ALP zuriick.

4.1.5 Ex vivo Versuche zur Steigerung der AMPase-Aktivitiit
An kultivierten Ratten- Endothelzellen (SVAREC) wurde nach Inkubation mit Statinen eine
Steigerung der CD73-Aktivitit beschrieben '*.

7 s Kontrolle 12- [ Kontrolle
=3 BE=3+sim

**1 E@e ov [T + LOVA

TPrva 104  EHH+Prava

087 A +Prava

pmol/mmz/min
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Abb.8: CD73-Aktivitdt nach Statingabe. (A) Isolierte Aorten wurden mit Statinen behandelt und (B) HUVEC-Zellen

wurden mit Statinen inkubiert. AnschlieRend wurde die CD73-Aktivitat bestimmt.

Um zur CD73-Aktivititssteigerung gegebenenfalls spéter Statine im Tierexperiment
einzusetzen, wurden zunichst ex vivo Versuche durchgefiihrt, um die beschriebenen Effekte im
Mausmodell zu tiberpriifen. Wie unter 4.1.3.1 beschrieben, wurden 20 WT-Aorten préipariert.
Vor der Zugabe von eAMP wurden je 5 WT-Aorten 16 h mit I mM Simvastatin, bzw. 1 mM
Lovastatin oder 1 mM Pravastatin in RPMI-Medium inkubiert, die verbleibenden WT- und
CD73"-Aorten entsprechend nur mit RPMI-Medium. Weder die zu definierten Zeitpunkten
gebildete eAdenosinmenge, noch die abgebaute eAMP-Menge unterscheidet sich zwischen

Statin behandelten und unbehandelten Aorten (Abb. 8 A).
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Ein weiterer Versuch wurde analog zu dem von Ledoux beschriebenen Ansatz mit kultivierten
humanen Endothelzellen (HUVEC) durchgefiihrt. Als MaB fiir die Enzymaktivitdt wurde wie
unter 4.1.3.1 beschrieben eAdenosinbildung, bzw. eAMP-Abbau mit HPLC gemessen.

Weder durch Inkubation mit Simvastatin, Pravastatin oder Lovastatin konnten Anderungen in

der CD73- oder Gesamt-AMPase Aktivitdt nachgewiesen werden (Abb. 8 B).

Aufgrund dieser Daten wurde auf den Einsatz von Statinen in in vivo Versuchen verzichtet.

4.1.6 Blutbild

Jeweils 10 WT- bzw. CD73-KO-Tiere im Alter von 8-12 Wochen wurden betdubt. Aus der
Vena cava wurde Vollblut entnommen, wobei Natriumcitrat (1:7) als Antikoagulanz benutzt
wurde. Im Zentrallabor des Universitdtsklinikums Diisseldorf wurden maschinell folgende
Parameter gemessen:

Parameter WT SD+ CD73" SD+

RBC [x 10%/ul] 9,05 0,71 847 0,74
RDW [fl] 13,7 0,99 12,42 0,51
RET [%] 3,04 1,2 261 17
WBC [x 10°/ul] 3,24 2,09 405 1,79
Lymp [%)] 86,08 4,9 85 6,7
Neut [%] 13,08 5,26 14,63 6,87
PLT [x 10°/ul] 413 47,45 449 95,1
P-LCR [%] 4275 1,02 2,717 0,86
HCT [%] 4865 3,36 47,12 56
HGB [g/d]] 14,88 1,32 14,05 1,41
MCH [pg] 16,3 0,33 1555 0,5
MCHC [g/d]] 30,06 1,2 29,88 0,67
MCV [fl] 54,24 1,24 55,4 217
MPV [f]] 6,42 0,19 6,3 0.2

Tabelle 1: Blutbild von WT- und CD73”-M&usen

Die CD73™-Mutante zeigt ein unauffilliges Blutbild, das sich nicht vom Blutbild der WT-Tiere

unterscheidet.

Weder bei der Anzahl der Blutzellen (Rote Blutzellen [RBC], Weille Blutzellen [WBC]), noch
in der prozentualen Zusammensetzung (Retikulozyten [RET], Lymphozyten [Lymp],
Neutophile [Neut]) oder in den Erythrozytenindices konnen signifikante Unterschiede

festgestellt werden.

4.1.7 Plattchen- cAMP/cGMP-Spiegel

In pléttchenreichen Plasmaproben wurden mit einem Radio-Immun-Assay (RIA) cGMP- und
cAMP-Spiegel gemessen. Von je 9 WT-, bzw. CD73-KO-Tieren im Alter von 8-12 Wochen
wurde nach Betdubung mit Ketavet (80 mg / kg Korpergewicht; Ketaminhydrochlorid;
Pharmacia & Upjohn; Erlangen) und Rompun (10 mg / kg Korpergewicht; Xylazinhydro-
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chlorid; Bayer Vital; Leverkusen) aus der Vena cava Blut entnommen. Als Antikoagulanz
wurde Citrat benutzt (1:7) und anschlieBend wurde dem Vollblut der Phosphodiesterase
Inhibitor Isobutylmethylxanthine (IBMX) in einer Endkonzentration von 0,5 mmol/l zugesetzt.
Durch 10miniitige Zentrifugation bei 290 g wurde pléttchenreiches Plasma (PRP) gewonnen
und vorsichtig abpipettiert. Aliquots des PRP wurden benutzt, um die Pldttchenkonzentration

zu bestimmen. Von jedem Tier wurden anschlieBend 300 ul PRP zur cGMP- und cAMP-

Bestimmung eingesetzt (vgl.3.6).
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Abb.9: cGMP-und cAMP-Gehalt der Plattchen. In plattchenreichen Plasma aus 8-12 Wochen alten WT und cD73"
-Mausen (je n=9) wurde (A) der cGMP- und (B) der cAMP-Spiegel mit einem Radio-lImmun-Assay (RIA) bestimmt.

Abbildung 9 stellt die gemessenen cGMP und cAMP-Spiegel in WT- und CD73-KO-Tieren
gegeniiber. Fiir WT wurde eine durchschnittliche cGMP-Konzentration von 0,15 pmol / 10°
Plédttchen gemessen. Fiir CD73” wurde mit 0,13 pmol / 10° Plittchen ein vergleichbarer Wert
bestimmt. Mit einem durchschnittlichen cAMP-Spiegel von 1,08 pmol / 10° Plittchen weist der

WT aber gegeniiber der CD73-KO-Mutante mit 0,68 pmol / 10° Plittchen signifikant mehr
cAMP auf.

4.1.8 Differenzielle Expression der Adenosinrezeptoren an isolierten
Geweben

Extrazelluldr gebildetes Adenosin wirkt {iber seine Interaktion mit verschiedenen
Adenosinrezeptoren als Signalmolekiil. Vier Adenosinrezeptor-Subtypen sind bekannt. Um der
Frage nachzugehen, inwieweit sich das durch den CD73-KO reduzierte Adenosinangebot auf

die Expression der Adenosinrezeptoren auswirkt, wurden differenzielle Genexpressionsstudien

durchgefiihrt.
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Zunichst wurden fiir jeden Adenosinrezeptor-Subtyp spezifische Primer entworfen. Uber weite
Sequenzbereiche sind sich die Sequenzen der vier Subtypen sehr &hnlich. Nach einem
Alignment der Sequenzen der vier Subtypen wurden die Primer so gewdhlt, dass je nur ein
Subtyp erkannt wird. Bevor diese Primer zur RT-real time PCR eingesetzt wurden sind,
erfolgten Test-PCRs, um die optimalen Versuchsbedingungen fiir jedes Primerpaar

auszutesten.

AnschlieBend wurde aus verschiedenen Organen von WT- und CD73"-Mzusen RNA isoliert,

revers transkribiert und in die real time PCR eingesetzt.

Neben den vier Adenosinrezeptoren wurde B-Aktin, das als Haushaltsgen konstitutiv exprimiert
wird, als Referenzgen amplifiziert. Um die Expression der einzelnen Rezeptoren in den
verschiedenen Proben zu vergleichen, wurde aus dem Amplifikationsplot jeweils auf die RNA-
Ausgangskonzentration des Gens zuriickgerechnet. Die Ausgangskonzentration des Gens
wurde auf die Ausgangskonzentration des Haushaltsgens bezogen. Die relative Expression

wird in [XoGen/XoAktin] angegeben.

Zunéchst fillt auf, dass die einzelnen Adenosinrezeptoren in den verschiedenen Geweben von
WT-Maiusen unterschiedlich stark exprimiert werden. Zuerst wurden Proben aus Herz, Leber,

Lunge, Niere und Aorta verglichen (Abb.10).

AdoRA1 wird am stirksten im Herzgewebe und in der Aorta exprimiert, kann aber auch in
Leber, Lunge und Niere nachgewiesen werden. AdoRA2a wird ebenfalls stark im Herz
exprimiert, wenn auch etwas schwicher als AdoRAI1. In Leber, Niere und Aorta wurden fiir
AdoRAZ2a vergleichbare relative Expressionen ermittelt. In der Lunge konnte AdoRA2a nur
schwach detektiert werden. Der Rezeptor A2b scheint im Vergleich zu Al und A2a eine
untergeordnete Rolle zu spielen, konnte aber in allen untersuchten Proben nachgewiesen
werden. Am stirksten wird dieses Gen im Herzgewebe exprimiert. Auch der A3
Adenosinrezeptor konnte schwach in allen Proben nachgewiesen werden. Dieser

Rezeptorsubtyp wird am stérksten in der Lunge exprimiert.
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Abb.10: Semiquantitative RT-real time PCR zur Expression der Adenosinrezeptoren AdoRA1, AdoRA2a, AdoRA2b
und AdoRA3. Es wurde Gesamt-RNA aus (A) Herz, (B) Leber, (C) Lunge, (D) Niere und (E) Aorta untersucht.

Nicht nur zwischen einzelnen Organen, sondern auch innerhalb eines Organs gibt es grof3e

Unterschiede in der Verteilung der verschiedenen Adenosinrezeptoren.

Wie in Abbildung 11 zusammengestellt, wurden verschiedene Hirnareale untersucht. Dazu
wurden von frisch entnommenen Gehirnen mit einem Mikrotom Schnitte angefertigt, aus denen
wiederum unter mikroskopischer Kontrolle bestimmte Bereiche ausgewdhlt wurden. Aus
Cortex, Hippocampus, Hypothalamus und Striatum wurde anschlieBend RNA isoliert, revers

transkribiert und in die real time PCR eingesetzt. Der A1-Rezeptor wird im Vergleich
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Abb.11: Semiquantitative RT-real time PCR zur Expression der Adenosinrezeptoren im Gehirn. Es wurde Gesamt-

RNA aus (A) Cortex, (B) Hippocampus, (C) Hypothalamus und (D) Striatum untersucht.

zu den anderen Subtypen im Gehirn, vor allem im Hippocampus, am stirksten exprimiert. Im
Striatum sind A1l und A2a-Rezeptor gleich stark vertreten. In anderen Hirnarealen spielen die

A2-Rezeptoren eine untergeordnete Rolle. Der A3-Rezeptor ist in allen Proben vertreten.

Vergleicht man WT und CD73-KO, so gibt es im Gehirn nur in Bezug auf den A3-Rezeptor
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Im Cortex und im Hypothalamus wird
dieser Rezeptor im CD73-KO signifikant stirker exprimiert als in vergleichbaren WT-Tieren

(Abb.11 A, C). Auch im Striatum setzt sich dieser Trend fort (Abb. 11 D).

Ganz unterschiedlich fillt der Vergleich zwischen CD73-KO und WT bei den anderen
untersuchten Proben aus (Abb.10). In der Leber und in der Lunge wurden zwischen beiden
Gruppen keine Unterschiede detektiert, wobei im Lungengewebe Al, A2a und A2b tendenziell
starker als im KO exprimiert sind. In der Niere liegt die Expression des A3-Rezeptors im KO
im Gegensatz zum WT unter der Nachweisgrenze (Abb.10 D). Im Herzgewebe konnte eine

drastische Reduktion der Al-Rezeptorexpression im KO nachgewiesen werden (Abb.10 A).
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Den gleichen Befund lieferten Aortenproben (Abb.10 E). Zusitzlich wurden frisch isolierte
Aortenendothelzellen untersucht (Abb.10 F). Das Expressionsmuster entspricht dem der

Gesamtaorta.

4.1.9 Differenzielle Expression der Adenosinrezeptoren an isolierten
Endothelzellen

4.1.9.1 Versuche zur Etablierung einer murinen Aortenendothelzellkultur

Kultivierte Zellen werden oft benutzt, um Versuche am lebenden Tier zu umgehen. Zellen
konnen leicht in Kultur gehalten und vermehrt werden. Sie sind leicht zu manipulieren und
zumindest bedingt als Modell geeignet, um Enzymaktivititsmessungen oder Expressions-
studien durchzufiihren. Um die Zellpopulation zu charakterisieren, die fiir die oben
beschriebenen Veranderungen in der Adenosinrezeptorexpression in der Aorta der CD73 KO-

Maus verantwortlich ist, sollten aus murinen Aorten Endothelzellen isoliert werden.

Abb.12: Lichtmikroskopische Aufnahmen der murinen Aortenendothel-Primarzellkultur nach Kreisel. (A)
Lichtmikroskopische Aufnahme nach 5 Tagen, (B) nach 10 Tagen, (C-D) nach 14 Tagen. Trotz identischer
Kulturbedingungen zeigen die Zellen nach ca.14 Tagen eine uneinheitliche Morphologie. In (C) und (D) sind

unterschiedliche Bereiche der gleichen Kulturschale dargestellt.
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Zunichst wurden Kultivierungsversuche nach einem von Kreisel '” etablierten Protokoll
vorgenommen (3.8.3). Aus isolierten Aorten wurden Segmente mit der Endothelseite auf
Kollagenpolster gebettet. Wie zuvor beschrieben, wachsen nach ca. 5-6 Tagen aus den
Aortensegmenten Zellen aus (Abb.12 A), die sich in den nédchsten Tagen durch Teilung
vermehren (Abb. 12 B-D). Obwohl die meisten Zellen morphologische Ahnlichkeiten mit
bekannten Endothelzellen wie der murinen BEND-Linie oder human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC) aufweisen, konnten nur in den ersten Kulivierungstagen Dil-Ac-LDL positive
Zellen nachgewiesen werden. Vergleicht man die Abbildungen 12 C und 12 D wird auflerdem

deutlich, dass nach 14 Tagen in Kultur einige Zellen ihre Morphologie dndern.

Ein immunhistochemischer Nachweis von géingigen Endothelzellmarkern wie Endoglin

(CD105) oder PECAM (CD31) konnte nicht erbracht werden.

Es wurden zahlreiche Versuche unternommen, um die Kulturbedingungen zu optimieren. So
wurden die Aortensegmente statt nach 6-9 Tagen nach 2; 3 oder 4 Tagen entfernt. Dies fiihrte
zu einer geringeren Zellausbeute. Statt mit Kollagen wurden die Kulturschalen mit Matrigel
(BD Bioscience 354234) oder mit 1% Gelatine beschichtet. Auf diesen Beschichtungen
wuchsen die Zellen langsamer, so dass schlieflich wieder Kollagen benutzt wurde. Auch
alternative Endothelzellmedien wie PromoCell- Medium #22210 ermdoglichten keine sauberen
Endothelzellkulturen.

Es folgten Kultivierungsversuche nach dem 2005 verdffentlichten Protokoll von Kobayashi '™

(3.8.4). Im Gegensatz zu dem Protokoll nach Kreisel werden hier nicht Aortensegmente
kultiviert, aus denen neben Endothelzellen auch glatte Muskelzellen oder Fibroblasten
auswachsen konnen. Stattdessen werden die im Inneren des Gefédles liegenden Endothelzellen
mit Kollagen angedaut und aus dem Gefdll ausgespiilt. Nach diesem Prinzip werden auch
erfolgreich HUVEC gewonnen, wobei im Vergleich zur Mausaorta aus einer menschlichen

Nabelschnur ein Vielfaches an Zellen isoliert werden kann.

Durch die simultane Aufarbeitung von 4-6 Aorten ist es gelungen, nach 12-14 Tagen bis zu 10°
Zellen zu erhalten. Allerdings schwankten die Ausbeuten von Prédparation zu Priparation. In
Abbildung 13 sind nach Kobayashi kultivierte Zellen aus Mausaorten und kultivierte BEND-
Zellen gegeniibergestellt. Wie in den Teilabbildungen A und B deutlich wird, zeigen die
kultivierten Zellen aus Mausaorten einen dhnlichen Phinotyp wie die BEND-Zellen. In den
Abbildungen 13 C und D sind Dil-Ac-LDL gefdarbte Zellen gegeniibergestellt. Markiertes
actetyliertes LDL wird von Endothelzellen aufgenommen und daher oft als Endothelzellmarker

benutzt. Die frische Aortenzellkultur weist weniger Dil-Ac-LDL-positive Zellen auf als die
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etablierte BEND-Linie. Auch der immunhistochemische Nachweis von PECAM (CD31) fillt
bei den frisch isolierten Zellen schwécher aus als bei der BEND-Linie (vgl. Abb. 13 E-F), ist

aber durchaus positiv. Es handelt sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um Endothelzellen.

BEND_CD31 MAEC_CD31

Abb.13: Lichtmikroskopische Aufnahmen der murinen Aortenendothel-Primarzellkultur nach Kobayashi. Die
Primarzellkultur wurde charakterisiert. Als Positivkontrolle wurde die endotheliale BEND-Zellinie benutzt. (A)
Lichtmikroskopische Aufnahme von BEND-Zellen, (B) Lichtmikroskopische Aufnahme von murinen Aortenendothel
Zellen (MAEC), (C) und (D) Dil-Ac-LDL-Farbung, (E) und (F) Immunhistochemischer Nachweis von CD31 als

Endothelzellmarker.

4.1.9.2 Isolierung frischer Aortenendothelzellen

Aufgrund der beschriebenen Schwierigkeiten bei der Etablierung einer murinen Aorten-
endothelzellkultur und der Tatsache, dass kultivierte Zellen ihr Expressionsmuster dndern,
wurde darauf verzichtet, kultivierte Zellen fiir Genexpressionsstudien zu verwenden.
Stattdessen wurden mit der ,,En Face “~-Methode Endothelzellen von der GefaBwand gelost und
unmittelbar zur RNA-Gewinnung eingesetzt (vgl.3.7.1.1). Einige ,,En Face “-Priparate wurden

immunhistologisch untersucht, um die Reinheit dieser Préparate zu iiberpriifen. Abbildung 14
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zeigt den immunhistologischen Nachweis des Endothelzellmarkers CD31. Trotz der geringen
Zellanzahl war es moglich, ausreichende RNA-Mengen zu isolieren, um RT-real time PCR
Analysen durchzufiihren. In der Teilabbildung 14 (B) ist die Expression der Adenosin-
rezeptoren in frischen Endothelzellen dargestellt. Das Expressionsmuster der WT- und CD73-

KO-Priparationen deckt sich mit dem Expressionsmuster der ganzen Aorta (vgl.4.1.7).

0,10

. WT n=5
cD73™
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1
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relativeExpression [x /x, |

A1 A2a A2b A3

Abb.14: ,En Face“-Praparat und Expression der Adenosinrezeptoren an frischen Aortenendothelzellen.
(A) CD31-Nachweis (rot) an einer ,En Face* Praparation. Die Zellkerne sind mit DAPI angefarbt (blau).

(B) Vergleichende Expression der Adenosinrezeptoren von WT und CD73"-Endothelzellen.
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4.2 Physiologische Verinderungen in der CD73” -Mutante

4.2.1 Adenosin- und AMP-Dosis-Wirkungskurven an isoliert perfundierten
Herzen

Isolierte Herzen von WT- und CD73-KO-Méusen wurden im Langendorff-Modus bei einem
konstanten Druck von 100 mm Hg perfundiert. Wéahrend bei WT-Tieren sich ein basaler
Koronarfluss von 12,96 + 1,69 ml / min™ / g'1 einstellte, war im KO der basale Koronarfluss mit

durchschnittlich 11,16 + 1,72 ml / min™' /g signifikant niedriger.
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Abb.15: AMP-Dosis-Wirkungskurve an Langendorff-perfundierten isolierten Herzen von 12 Wochen alten WT und
CD73"-Mausen. Der koronare Perfusionsdruck ist gegen die AMP-Konzentration aufgetragen. Im CD73" kommt

es zur Rechtsverschiebung der Kurve.

Dosiswirkungskurven wurden bei konstantem Fluss aufgenommen. Dazu wurde zunichst bei
konstantem Druck perfundiert, bis sich ein stabiler basaler Fluss einstellte. AnschlieBend
wurden bei konstantem Fluss Substanzen infundiert und Anderungen im Perfusionsdruck
verfolgt. Zur Erstellung einer Adenosin-Dosis-Wirkungskurve wurde Adenosin in
verschiedenen Konzentrationen (1-200 pmol/l), zur Erstellung einer AMP-Dosis-
Wirkungskurve wurde AMP in verschiedenen Konzentrationen (5 nM-2 pumol/l) intrakoronar
appliziert. Die Adenosin-Dosis-Wirkungskurven von WT und KO unterschieden sich nicht,
wohingegen die AMP-Dosis-Wirkungskurve des KO deutlich nach rechts verschoben war. Die
AMP-Dosis-Wirkungskurve von heterozygoten Tieren lag zwischen der WT- und der KO-
Kurve (Abb.15). Der vasodilatorische Effekt des AMP basiert also auf dem AMP-Abbau zu

Adenosin, der unter 4.1.4 beschrieben wurde.
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4.2.2 Blutungszeit

Als MaB fiir die Blutgerinnung wurde die ,tail bleeding time an 6 Wochen alten WT-,
CD73""- und CD73”"-Miusen bestimmt. Um die Tiere zu genotypisieren wird normalerweise
eine Schwanzspitzenbiopsie durchgefiihrt. Fiir den Versuch wurden 48 nicht biopsierte Tiere
aus heterozygoten Zuchtgruppen ausgewéhlt, um ein mehrfaches Abschneiden der
Schwanzspitze zu umgehen. Zur Bestimmung der Blutungszeit wurden 0,5 cm der

Schwanzspitze entfernt. Diese wurde zur Genotypisierung benutzt.
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Abb.16: ,Tail bleeding time*. Bei 48 Nachkommen aus einer heterozygoten Zuchtgruppe wurden die Blutungszeiten

bestimmt. Homozygote CD73"-Méause zeigen eine tendenziell kiirzere Blutungszeit als Wildtypmause.

Der Schwanz der Maus wurde sofort nach dem Abschneiden der Spitze in 37°C warme
physiologische Kochsalzlosung gehalten. Die Zeit, bis die Blutung zum ersten Mal authort,
wurde gestoppt. Fiir WT (n=11) wurde eine durchschnittliche Blutungszeit von 160 + 90 s
ermittelt. Fiir CD73” (n=9) lag die Blutungszeit mit durchschnittlich 104,4 + 30 s deutlich
niedriger und fiir heterozygote Tiere lag die Blutungszeit mit 117 + 70 s zwischen den Werten
fiir WT und KO. Aufgrund sehr hoher Standardabweichungen wurde kein Signifikanzniveau
erreicht. Ein deutlicher Trend hin zu einer verkiirzten Blutungszeit bei CD73"-Tieren ist

jedoch erkennbar (Abb. 16).
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4.3 Charakterisierung der ApoE”/CD73” Doppelmutante

4.3.1 Arterioskleroseentwicklung unter Western Di:it

Durch die Gabe fettreicher Diit lésst sich die Arterioskleroseentwicklung beschleunigen. Daher
wurden jeweils 6 WT, ApoE'/ “und ApoE'/ "/CD73""-Miuse 3 Monate unter Western Diit (Sniff;
Deutschland) gehalten. Begonnen wurde die Didt im Alter von 8 Wochen. Im Alter von 5

Monaten wurden die Tiere getotet.

Die frisch entnommenen Aorten wurden sauber frei pripariert und mit Ol Rot gefirbt, die
Carotiden wurden fiir Histologische Untersuchungen in OCT Freezing Medium (Jung)

eingebettet, zu einem spéteren Zeitpunkt geschnitten und geférbt.

Retroorbital entnommenes heparinisiertes Vollblut wurde 10 min bei 10.000 g zentrifugiert.

Das so gewonnene Plasma wurde direkt aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.

Anschlieend wurden die Plasmaproben auf ihren Gehalt an IL-1 B, IL-10 und MCP-1 mittels
ELISA (Endogen) untersucht.

Wihrend IL-1B und IL-10 in der iiberwiegenden Zahl aller Proben nicht nachweisbar war,
zeigten die Doppelmutanten gegeniiber Wildtyp- und ApoE”-Miusen einen signifikanten

Anstieg in der MCP-1-Plasmakonzentration (Abb. 17 A).

Weder an den Ol Rot gefirbten Aortenpriparaten, noch an den histologischen Schnitten

wurden Unterschiede zwischen ApoE™- und ApoE”/CD73 ™ -Mutante sichtbar.

Auf Grund dieser Daten wurde darauf verzichtet, weitere Tiere unter Western Diét zu halten.
Parallel durchgefiihrte Arbeiten an normal gefiitterten Mausen zeigten deutliche Unterschiede

in der Arterioskleroseentwicklung zwischen ApoE™ - und Doppelmutanten.

4.3.2 Cytokine und Chemokine in der Arterioskleroseentwicklung
Wie unter 4.3.1 beschrieben, konnte in 5 Monate alten Tieren nach 3 Monaten Western Diét ein

signifikanter Anstieg der Plasma- MCP-1-Konzentration gemessen werden (Abb. 17 A).

Weitere Versuche wurden mit WT, CD73™", ApoE'/ “und ApoE'/ "/CD73""-Méusen im Alter von

6 Monaten durchgefiihrt. Diese Tiere bekamen eine normale Dit.

Die MCP-1-Messung im Plasma dieser Tiere zeigte keinen Unterschied zwischen WT und
CD73” (Abb. 17 B). Die Werte liegen mit 90-110 pg/ml im selben Bereich wie die fiir WT und
ApoE'/ " unter Western Diét ermittelten Werte. ApoE'/ “und ApoE'/ "/CD73"" unterscheiden sich
zwar nicht signifikant voneinander, allerdings ist in diesen beiden Gruppen der MCP-1-

Spiegel gegeniiber WT und CD73™ signifikant erhoht (n=10; P<0,05).
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ApoE” und ApoE”/CD73™ zeigen einen tendenziell héheren IL-6-Plasmalevel als WT und
CD73™ (Abb. 17 C).

Die Messung von TNF-o im Plasma zeigte keine Unterschiede zwischen den vier untersuchten

Gruppen (Abb. 17 D).
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Abb.17: Cytokin- und Chemokinmessungen im Plasma (ELISA). (A) Analyse des MCP-1 -Plasmagehaltes in WT,
ApoE” und ApoE”/CD73" Mausen nach 3 Monaten Western Diat (pro Gruppe n=6), (B) Analyse des MCP-1-
Plasmagehaltes in WT, cD73™", ApoE'/' und ApoE'/'/CD73'/' Mausen nach 6 Monaten (pro Gruppe n=10;*P<0.05);
(C) Bestimmung des IL-6 —und (D) des TNF-alpha—Levels im Plasma (Pro Gruppe n=10).

4.3.3 Das quantitative Ausmal} der Arteriosklerose

Wie beispielhaft in Abbildung 18 A gezeigt, wurden Aorten und Carotiden aus 6 Monate alten
WT (n=6), ApoE”" und ApoE”/CD73” Miusen (n=8) prépariert und im Ganzen mit Ol Rot

gefdrbt, um arteriosklerotische Lasionen sichtbar zu machen.

Wihrend im WT keine Lésionen sichtbar sind, lassen sich in den ApoE'/'-Méiusen einige

Lisionen erkennen. Diese treten bevorzugt an Stellen mit turbulenten Stromungsverhéltnissen

auf. Deutliche Plaques befinden sich im Truncus brachiocephalicus, sowie im Aortenbogen.

Gelegentlich sind kleinere Abginge der Aorta descendens betroffen. Die Doppelmutante zeigt
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an nahezu allen Abgéngen der Aorta descendens Lésionen, bzw. Plaques. Der Aortenbogen
und der Truncus brachiocephalicus sind in einigen Féllen fast vollstindig (>85%) mit Plaques
bedeckt. Ebenso werden in den Carotiden Lisionen sichtbar. Vor allem an der Bifurcation

kommt es zur Plaquebildung.

A B

*P <0.05
n=28

WT 1 *

ApoE" 1
6 -

;.

Plaque area [% of total aorta]

ApoE"/CD73" 0

ApoE™ ApoE"/CD73"

Abb.18: Ol-Rot-Farbung zur Quantifizierung arteriosklerotischer Lasionen in Aortenpraparaten von WT, ApoE'/',
und ApoE'/'/CD73"' Mausen nach 6 Monaten. (A) Reprasentative Beispiele von Aortentotalpraparaten aller
Gruppen; (B) Quantifizierung der Plaqueflache bezogen auf die Aortengesamtoberflache an longitudinal gedffneten
Praparaten von ApoE 7, und ApoE "/CD73" Mausen (*P<0.05).

Zur Quantifizierung wurden die Aortenbdgen und der kraniale Teil der Aorta descendens
longitudinal gedffnet und mit Minutiennadeln auf Agarosegelpads befestigt. Die Priparate
wurden mit einer Digitalkamera durch ein Stereomikroskop fotografiert. Mit Scion Soft Image
und Photoshop 7.0 wurden die Flachen der rot gefarbten Areale und die Gesamtoberflaichen der
Gefidlle bestimmt. Abbildung 18 B zeigt den prozentualen Anteil der Plaquearea bezogen auf
die endotheliale Aortenoberfliche. Es wird deutlich, dass in der Doppelmutante fast die

doppelte Flache Lasionen, bzw. fortgeschrittene Plaques aufweist.

Gestiitzt werden diese Daten von Befunden an Querschnitten durch den Aortenursprung von 6

Monate alten ApoE™”- und ApoE”/CD73"-Miusen. Von 5 Tieren aus jeder Gruppe wurden je
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5 Ol Rot-, oder Cholesteringefirbte Querschnitte (Abb.19) aus dem Bereich des
Aortenursprungs am Olympus BX50- Mikroskop fotografiert. Die Auswertung mit AnalySIS B
(Olympus) ergab pro Tier je liber 5 Schnitte gemittelt eine Plaquearea von 0,137+0,035 mm? in
ApoE”" und 0,20540,032 mm? (P<0,05) in ApoE”/CD73” -Tieren.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden 12 Monate alte Tiere beider Gruppen untersucht,

wobei keine quantitativen Unterschiede in der Plaquefldche mehr festgestellt werden konnten.

ApoE-- WT

ApoE-/CD73

Abb19: Cholesterinfarbung nach Smith-Dietrich an Querschnitten durch den Aortenursprung von WT, ApoE"' und
ApoE/CD73"-Mausen im Alter von 6 Monaten.(A,B) WT, (C,D) ApoE™ und (E,F) ApoE”/CD73™.

Abkirzungen: Ao: Aorta, Ak: Aortenklappen, PI: arteriosklerotischer Plaque
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4.3.4 Plaquekomposition

Die FEinlagerung von Fetten ist ein charakteristisches Merkmal bei der Bildung
arteriosklerotischer Lésionen, bzw. Plaques. Um das Ausmal} eines Plaques zu bestimmen,
werden daher Fette in histologischen Prdparaten angefdrbt. Abbildung 19 zeigt beispielhaft
Querschnitte durch den Aortenursprung von WT, ApoE™ und ApoE”/CD73”" -Méusen.

Die Smith Dietrich Farbung l4sst Cholesterin, aber auch Eisen und hdmatogene Pigmente blau
bis blau-schwarz erscheinen. An WT-Préparaten sind im Herzgewebe vereinzelt blau gefarbte
Bereiche auszumachen (Abb. 19 A, B). Weder im Bereich des Aortenursprungs, noch in den
der Aorta angrenzenden GefdB3en treten Cholesterinablagerungen auf. In Abbildung 19 C und D
sind ApoE” -Priparate gezeigt. In den von den Aortenklappen gebildeten Taschen erscheinen
deutliche Cholesterinablagerungen. Im Vergleich dazu werden in den Aorten der Doppel-
mutante noch groflere blau gefiarbte Areale sichtbar (Abb. 19 E, F). Es handelt sich dabei um

fortgeschrittene Plaques.

Dieser optische Eindruck konnte durch eine quantitative Auswertung der Plaquefldchen

bestitigt werden (vgl. Abb. 18 B).

Neben Fetteinlagerungen wurden Bestandteile der extrazelluldren Matrix in histologischen

Priparaten nachgewiesen.

Mit Hilfe der Sirius Rot Féarbung wurde zunidchst Kollagen sichtbar gemacht. Licht-
mikroskopisch betrachtet erscheint Kollagen in dieser Farbung leuchtend rot. Eine Betrachtung
unter polarisierendem Licht erméglicht es, das dicht gepackte Kollagen Typ I auszumachen.
Dieses stellt sich ebenfalls rot dar. Kollagen Typ III hingegen erscheint unter polarisierendem

Licht griinlich.

Abbildung 20 gibt einen Uberblick iiber die Kollagenverteilung in ApoE'/'- und
ApoE”/CD73"-Tieren nach 6 und nach 12 Monaten. Auffallend ist auch dabei, dass nach 6
Monaten die Doppelmutante grofere Plaques aufweist als vergleichbare ApoE”-Tiere.
AuBerdem erscheint das Kollagen in der Doppelmutante aufgelockerter (Abb. 20 A-D). Nach
12 Monaten ist in beiden Gruppen deutlich mehr Kollagen als nach 6 Monaten vorhanden. Es

gibt aber keine Unterschiede mehr zwischen den beiden untersuchten Gruppen.

Mit Hilfe eines polyklonalen Antikérpers (COL 2 3/4C) wurden Kollagen-Neoepitope, also
frische Kollagenspaltprodukte detektiert (Abb. 21). Auch diese Farbung erscheint nach 6
Monaten stirker in den Plaques in der Doppelmutante, wohingegen nach 12 Monaten keine

Unterschiede mehr festgestellt werden kénnen.

70



ApoE-+/CD73

6 Monate

12 Monate

Abb.20: Sirius Rot Farbung zur Kollagendarstellung an Querschnitten durch den Aortenursprung von ApoE"/' und
ApoE'/'/CD73"'-Méusen. Lichtmikroskopische Aufnahmen (A, B, E, F) und Aufnahmen der gleichen Praparate unter
polarisierendem Licht (C,D, G,H), um Kollagen | sichtbar zu machen. (A-D) zeigt Schnitte von 6 Monate alten

Tieren, (E-H) zeigt Schnitte von 12 Monate alten Tieren.

Die Abbildung 22 zeigt einen immunhistologischen Hyaluronsdurenachweis. Statt eines
Primédrantikérpers wurden die Schnitte mit Hyaluronsdure-Bindeprotein inkubiert, mit

Steptavidin markiert und mit DAB nachgewiesen.
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ApoE-" ApoE//CD73"

6 Monate

12 Monate

Abb.21: Nachweis von Kollagen-Neoepitopen an Schnitten durch den Aortenursprung.(A) ApoE™ nach 6 Monaten
und (C) nach 12 Monaten; (B) ApoE"'/CD73"' nach 6 und (D) nach 12 Monaten. Die Kollagen-Neoepitope

erscheinen braun. Die starkste Farbung tritt in den Plaques auf.

6 Monate

12 Monate

Abb.22: Hyaluronsaure-Nachweis an Schnitten durch den Aortenursprung. A) ApoE"' nach 6 Monaten und (C) nach
12 Monaten; (B) ApoE"'/CD73"' nach 6 und (D) nach 12 Monaten. Hyaluronsaure erscheint braun gefarbt und ist

Uberwiegend in den Plaques lokalisiert.

Abkirzungen: Ao: Aorta (Wand), PI: arteriosklerotischer Plaque

In allen untersuchten Tieren konnte Hyaluronsidure in den arteriosklerotischen Plaques

nachgewiesen werden. Unterschiede, soweit vorhanden, scheinen hier nur durch die Grofe der

einzelnen Plaques bedingt zu sein.
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ApoE-/CD73--
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Kollagen

Kollagen (pol.)

| |

Hyaluronsaure

Cholesterin

Abb.23: Plaque-Komposition in Querschnitten des Aortenursprungs von ApoE'/' and ApoE"'/CD73'/' Mausen. (A,B)
Sirius Rot-Farbung zur Darstellung von Kollagen,(C,D) Ausschnittsvergrof3erung unter polarisierendem Licht,(E,F)
Immunhistologischer Nachweis von Hyaluronsdure und (G,H) Cholesterinfarbung nach Smith Dietrich an

Folgeschnitten.

Abbildung 23 zeigt eine zusammenfassende Darstellung der untersuchten nichtzelluldren
Plaquekomponenten. Je ein Plaque aus einer 6 Monate alten ApoE'/ -Maus und aus einer 6

Monate alten ApoE”/CD73”-Doppelmutante wird hier vergleichend gegeniiber gestellt.

Die Teilabbildungen C und D zeigen vergroBert die ausgewéhlten Sirius Rot gefdrbten Plaques

unter polarisierendem Licht. Der Plaque der Doppelmutante zeigt aufgelockerte Strukturen und
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besteht aus zwei Kammern. In den Teilabbildungen E und F sind Hyaluronsidurenachweise an
Folgeschnitten gezeigt. Bedingt durch die unterschiedliche Plaquegrofle konnen hier keine
quantitativen Aussagen gemacht werden. Weitere Folgeschnitte wurden nach Smith Dietrich

gefirbt (Abb. 23 G, H).

Es ist auffillig, dass Cholesterin und Hyaluronsdure in allen Féllen colokalisiert sind. Kollagen

Typ I scheint jedoch da lokalisiert zu sein, wo kaum Cholesterin und Hyaluronsédure auftreten.

4.3.5 Adhasionsmolekiile in arteriosklerotischen Plaques

An Schnitten durch den Aortenursprung wurde immunhistologisch die Expression von
Adhisionsmolekiilen nachgewiesen. In allen Plaquebereichen konnten ICAM-1 und VCAM-1
gezeigt werden. E-Selektin und P-Selektin hingegen konnten in 6 Monate alten ApoE” und
ApoE'/'/CD73'/'-Tieren nur vereinzelt nachgewiesen werden. Erst an 12 Monate alten Tieren

konnte eine deutliche Expression dieser Molekiile gezeigt werden.

ApoE- ApoE-/CD73

6 Monate

12 Monate

Abb.24: Nachweis von CD54 (ICAM-1) an Schnitten durch den Aortenursprung von ApoE'/' und ApoE'/'/CD73'/'-
Mausen.(A) ApoE™ nach 6 Monaten und (C) nach 12 Monaten; (B) ApoE’/CD73" nach 6 und (D) nach 12

Monaten.

Abkirzungen: Ao: Aorta (Gefallwand), Co: Koronargefal, Pl: arteriosklerotischer Plaque

Die ICAM-1- Expression (Abb. 24) erscheint schwach im Herzmuskelgewebe und stark in

GefiBwiénden. Die luminalen Plaqueoberfldchen weisen die stirkste Expression auf.
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In dlteren Tieren scheint die Expression stirker als in jliingeren Tieren zu sein. Vor allem in
instabil erscheinenden Plaques treten starke Signale auf. Eine Thrombenbildung an diesen
Punkten ist denkbar. Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Gruppen kdnnen anhand

der immunbhistologischen Farbung nicht ausgemacht werden.

ApoE-- ApoE+/CD73-

6 Monate

C

12 Monate

Abb.25: Nachweis von CD106 (VCAM-1) an Schnitten durch den Aortenursprung von ApoE'/' und ApoE'/'/CD73'/'-
Mausen.(A) ApoE™ nach 6 Monaten und (C) nach 12 Monaten; (B) ApoE”/CD73" nach 6 und (D) nach 12

Monaten.

Abkirzungen: Ao: Aorta (GefalRwand), Co: KoronargefaB, Pl: arteriosklerotischer Plaque

VCAM-1 zeigt ein dhnliches Expressionsmuster wie I[CAM-1, wobei die Expression nicht nur
an der Plaqueoberfliche, sondern auch im Inneren der Plaques nachgewiesen werden kann
(Abb. 25). In 6 Monate alten Doppelmutanten scheint VCAM-1 stirker als in vergleichbaren
ApoE™ -Tieren exprimiert zu sein (Abb. 25 A und B). In 12 Monate alten Tieren konnen keine
Unterschiede ausgemacht werden. Nicht nur in den Plaques in den von den Aortenklappen
gebildeten Taschen, sondern auch in angrenzenden Koronargefilen wird verstirkt VCAM-1
exprimiert. In den entsprechenden Koronargefdlen ldsst sich eine deutliche Plaquebildung

erkennen (Abb. 25 C und D).
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ApoE+/CD73-

Abb.26: Nachweis von CD62E (E-Selektin) an Schnitten durch den Aortenursprung von ApoE'/' und ApoE'/'/CD73'/'
-Méusen. (A) ApoE™ und (B) ApoE”/CD73" nach12 Monaten. (C) und (D) zeigt vergréRerte Ausschnitte (100fache

Vergroferung). Auch aufierhalb des Plaques sind einige CD62E positiver Zellen zu erkennen.

Abkulrzungen: Pla: Artiosklerotischer Plaque in der Aorta, Z cpe2e+: CD62E-positive Zellen.

E-Selektin konnte an 6 Monate alten Tieren unter Verwendung eines monoklonalen rat-anti
mouse CD62E-Antikorpers nur sporadisch nachgewiesen werden. Die Abbildung 26 A und B
zeigt entsprechend ausgewdhlte Schnitte von immunhistologischen Férbungen an 12 Monate
alten Tieren. In den Teilabbildungen C und D sind vergrof3erte Ausschnitte dargestellt. Auch
bei den élteren Tieren ldsst sich E-Selektin nicht in allen Plaques nachweisen. Einzelne E-

Selekin positive Zellen sind auflerhalb der Plaques lokalisiert.

P-Selektin war in 6 Monate alten Tieren mit einem polyklonalen rabbit anti human CD62P-
Antikorper kaum nachzuweisen. An 12 Monate alten Tieren kann gelegentlich P-Selektin an
der luminalen Plaqueoberflidche detektiert werden. Einzelne E-Selektin positive Zellen liegen

hinter der GefdBwand im Myokardgewebe (Abb. 27 C).
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ApoE- ApoE--/CD73--

Abb.27: Nachweis von CD62P (P-Selektin) an Schnitten durch den Aortenursprung von ApoE'/' und ApoE'/'/CD73'/'
-Méausen.(A) ApoE”" und (B) ApoE”/CD73" nach12 Monaten. (C) zeigt einen vergréRerten Ausschnitt (100fache

Vergroferung). Hier lassen sich einzelne P-Selektin positive Zellen erkennen.

Abkilrzungen: Ao: Aorta (GefaBwand), Pla: arteriosklerotischer Plaque in der Aorta, Zcpezp+: CD62P-positive Zellen.

4.3.6 Zellen in arteriosklerotischen Plaques

Mit einer immunhistologischen CD31/smAktin Doppelfarbung konnten Endothel- und glatte
Muskelzellen nachgewiesen werden. Im gesunden Gefd3 sind das die vorkommenden
Zellpopulationen. Im Verlauf der Arterioskleroseentwicklung werden Fette in der GefdBwand
abgelagert, die von Makrophagen aufgenommen werden. Somit entstehen Schaumzellen. Auch
T-Zellen sind an der Plaquebildung beteiligt. Die luminalen Plaqueoberflichen sind
anschlieend von Endothelzellen bedeckt. Darunter liegen in den Plaque eingewanderte glatte
Muskelzellen (Abb. 27). Am Rand des in Abbildung 28 gezeigten Plaques fallen einige CD31-
positive Zellen auf. Sie sind in der Abbildung mit Pfeilen markiert. Da sich diese Zellen von

den ebenfalls rot markierten Endothelzellen abheben, kann es sich z.B. um eine CD31-positive
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T-Zellsubpopulation handeln. Im Plaque koénnen T-Zellen, Monozyten und Makrophagen

unterschieden werden.

Abb.28: smAktin/CD31-Doppelfarbung am Schnittpraparat durch den Aortenursprung einer ApoE'/'/CD73"'-Maus
nach 12 Monaten. Konfokalmikroskopische Aufnahmen: smAktin (griin), CD31 (rot). Zellkerne wurden DAPI-gefarbt
(blau).

Abkirzungen: Ao: Aorta (Gefalwand), Co: angrenzendes Koronargefal3, Pl: arteriosklerotischer Plaque, Zcpa1+:

einzelne CD31 positive Zellen

Zum Nachweis von T-Zellen in histologischen Préparaten wurden rabbit anti mouse CD3 und
rat anti mouse CD4 Primérantikérper und FITC-, bzw. Rhodamin- gekoppelte
Sekundarantikorper eingesetzt. Zusétzlich wurden die Zellkerne mit DAPI markiert. Sowohl in
Schnitten von ApoE”-, als auch in Schnitten von ApoE’/CD73"-Tieren konnten
konfokalmikroskopisch einzelne CD4-positive Zellen nachgewiesen werden (Abb. 29).
Quantitative Unterschiede zwischen den beiden Gruppen konnten weder nach 6, noch nach 12

Monaten festgestellt werden.
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ApoE"

ApoE--/CD73+

ApoE"-/CD73"

Abb.29: Detektion von CD4+-T-Zellen in Schnittpraparaten durch den Aortenursprung von ApoE"'—und ApoE'/'
/CD73"-Mausen nach 6 Monaten. Konfokale AusschnittsvergroRerungen mit DAPI-gefarbten Zellkernen. (A,D)
CD4-positive Zellen, (B, E) DAPI gefarbte Zellkerne, (C, F) Overlay, (G, H) Overlay vergrof3ert.

Eine Doppelfarbung mit dem anti-CD3 und dem anti-CD4 Antikdrper zeigt, dass die meisten
CD3 positiven griin gefarbten Zellen auch CD4-positiv und hier rot gefarbt sind. Im Overlay
erscheinen diese Zellen gelb. Bei den CD4-positiven T-Zellen handelt es sich um die grofBite T-

Zellsubpopulation im arteriosklerotischen Plaque (Abb. 30).

Mit einem monoklonalen rat anti mouse CDI11b (MAC-1) Primirantikdrper und einem
Rhodamin gekoppelten Sekundérantikorper wurden Monozyten und Makrophagen in Schnitten
durch den Aortenursprung dargestellt. Die Zellkerne wurden mit DAPI markiert. Die
Abbildungen 31 A und 31 B zeigen Ubersichtsaufnahmen (40fach vergroBert)
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Abb.30: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von T-Zellen im arteriosklerotischen Plaque einer ApoE'/'—Maus. (A)
CD3-positive Zellen (grin), (B) DAPI gefarbte Zellkerne (blau), (C) CD4-positive Zellen (rot), (D) Overlay. Der
Uberwiegende Teil der detektierten T-Zellen gehért zur CD4*-Subpopulation.

reprisentativer Priparate von ApoE”- und ApoE’/CD73"-Tieren nach 6 Monaten. In den

Teilabbildungen 31 C-F sind confocalmikroskopische Ausschnittsvergroflerungen gezeigt.

Der Vergleich der Priparate zeigt, dass in der Doppelmutante mehr Monozyten und
Makrophagen in die Plaques eingewandert sind. Auch in den umliegenden Geweben kdnnen
mehr Monozyten und Makrophagen detektiert werden. Dieser Unterschied zwischen ApoE™
und ApoE”/CD73™" last sich jedoch nur bei 6 Monate alten Tieren feststellen. Untersucht man

Tiere nach 12 Monaten, so sind alle Plaques im gleichen Ausmal} von Makrophagen befallen.
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ApoE-"- ApoE--/CD73
-
-
-

Abb.31: Detektion von Monozyten und Makrophagen in Schnittpréaparaten durch den Aortenursprung von ApoE"'

und ApoE"'/CD?S'/' Mausen nach 6 Monaten. Immunhistologischer Nachweis mit einem CD11b-Antikdrper. (A,B)
Ubersicht, (C-F) Konfokale AusschnittsvergréRerungen mit DAPI-gefarbten Zellkernen.

4.3.7 CD73-Aktivitiat und Expression in der Arteriosklerose

Wie unter 3.12 beschrieben, wurde ein AMPase-Aktivititsassay an Gewebeschnitten
durchgefiihrt. Durch Inkubation der Préparate mit 5 mM Levamisol, einem spezifischen APL-
Inhibitor kann statt der Gesamt-AMPase-Aktivitit die spezifische CD73-Aktivitdt dargestellt

werden.

In Abbildung 32 sind Aortenquerschnitte von 6 Monate alten WT, ApoE” und ApoE”/CD73™"-

Tieren gezeigt. Der Aktivitits-Assay wurde unter Verwendung von Levamisol durchgefiihrt.
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In der Doppelmutante lésst sich keine Aktivitdt nachweisen, wohingegen im WT und ApoE'/ )
im Bereich des Endothels braune Niederschlige erkennbar sind. In Abbildung 32 B wird
jedoch auch deutlich, dass es im Bereich eines Aortenabgangs, in dem sich bereits

arteriosklerotische Lasionen befinden, zu einer starken CD73-Aktivitdt kommt.

Parallel zum Aktivitdtsnachweis wurden Schnitte aus diesen Tieren mit einem rat-anti mouse-
CD73-Antikorper inkubiert (Abb. 32 D-F). Zur Detektion wurde ein FITC-gekoppelter

Sekundérantikdrper benutzt.

WT ApoE- ApoE-/CD73-

Abb.32: Nachweis der CD73-Expression (A,B,C) und Aktivitat (D,E,F) an Aortenquerschnitten von WT, ApoE'/' und
ApoE’ " 1cD73" -Mausen nach 6 Monaten.

Abkirzungen: Ab: Aortenabgang, En: Endothel

Der immunhistologische CD73-Nachweis korreliert mit den Daten aus dem Aktivitdts-Assay.

In Abbildung 33 werden Aktivitits-Assay und Immunhistologischer CD73-Nachweis an
Schnittpréaparaten durch den Aortenursprung gezeigt. In der Immunhistologie wurde zur

Detektion diesmal ein Rhodamin-gekoppelter Sekundéirantikorper benutzt.

Die CD73-Aktivitdts-Daten fiir 6 Monate alte Tiere decken sich mit den Befunden, die an
Aortenquerschnitts-Préparaten gewonnen wurden. Bei ApoE'/'-Méiusen kommt es zur

verstarkten Aktivitidt der CD73 im Bereich arteriosklerotischer Plaques.
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ApoE~12m ApoE"-6m WT 6m

ApoE--/CD73"-6m

Abb.33: Nachweis der CD73-Aktivitat (A,C,E,G) und —Expression (B,D,F,H) an Schnitten durch den Aortenursprung
von WT, ApoE"' und ApoE""/CD?S"‘-Méusen nach 6, bzw. nach 12 Monaten (E,F).

Zusétzlich wurden 12 Monate alte ApoE'/ -Méuse untersucht. Dabei zeigte sich, dass im

weiteren Verlauf der Arteriosklerose die CD73-Aktivitédt noch stirker zunimmt (Abb. 33 E).
Die immunhistologischen Farbungen hingegen zeigen in den Plaques nur schwache Signale.

Erst durch konfokalmikroskoische Aufnahmen konnten in ApoE'/'-Méiusen einzelne CD73-

positive Zellen ausgemacht werden.

Wie in Abbildung 34 gezeigt, befinden sich diese Zellen in den arteriosklerotischen Plaques.
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Die Priparate wurden zusétzlich mit einem anti-smAktin-Antikorper inkubiert. Zur Detektion
wurde ein FITC gekoppelter Sekundarantikdrper eingesetzt. AuBBerdem wurden die Zellkerne
mit DAPI geférbt. In den Prédparaten erscheinen die Kerne blau, die Muskelzellen griin und die

CD73-positiven Zellen rot.

smAKktin

Abb.34: Konfokalmikroskopische Aufnahmen einer smAktin(grin) /CD73(rot) Doppelfarbung am Schnittpréparat
durch den Aortenursprung einer ApoE"'—Maus nach 12 Monaten. Zellkerne wurden DAPI-gefarbt (blau). Einzelne

CD73-positive Zellen sind mit Pfeilen markiert.

In einem weiteren Ansatz wurde eine CD3/CD73-Doppelfiarbung durchgefiihrt. Zur Detektion
von CD3 wurde ein FITC-gekoppelter Sekundérantikdrper und zur Detektion von CD73 wurde
ein Rhodamin-gekoppelter Sekundérantikdrper eingesetzt. CD3-positive Zellen erscheinen
daher griin, CD73-positive Zellen rot. Doppelt positive Zellen erscheinen gelb im Overlay. Die
Zellkerne wurden auch hier mit DAPI angefirbt.

Es konnte gezeigt werden, dass viele der CD73-positiven Zellen in den arteriosklerotischen
Plaques auch CD3-positiv sind. Somit handelt es sich also vermutlich um T-Zellen. In der

Abbildungen 35 sind entsprechende Préparate in unterschiedlichen Vergro3erungen dargestellt.
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Abb.35: VergrofRerte Konfokalmikroskopische Aufnahmen einer CD3/CD73-Doppelfdbung in einem
arteriosklerotischen Plaque einer ApoE'/'-Maus. (A) CD3-positive Zellen (grin), (B) DAPI gefarbte Zellkerne (blau),
(C) CD73-positive Zellen (rot), (D) Overlay. Bei den CD73 positiven Zellen handelt es sich zugleich um CD3

positive Zellen.

4.3.8 Fortgeschrittene Arteriosklerose an 12 Monate alten Tieren
Bei den Betrachtungen zur Plaquezusammensetzung fiel immer wieder auf, dass sowohl
ApoE™-, als auch ApoE”/CD73”-Doppelmutanten im Alter von 12 Monaten ausgedehnte

Plaques in der Aorta aufweisen. Quantitative Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in
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der Ausdehnung der Plaques, der Expression von Adhédsionsmolekiilen oder dem Auftreten von

Entziindungszellen konnten nicht beobachtet werden.

Im Vergleich der 12 Monate alten Tiere mit 6 Monate alten Tieren fallen neben gréferen
Plaques einige Besonderheiten auf. Bei fast allen alten Tieren waren nach 12 Monaten neben

der Aorta auch angrenzende Koronargefifle mit Plaques befallen.

ApoE-+ ApoE+/CD73"-

Abb.36: Cholesterinfarbung nach Smith Dietrich an Querschnitten durch den Aortenursprung von ApoE™ und
ApoE™/CD73"-Mausen im Alter von 12 Monaten.(A,C) ApoE™, (B,D) ApoE”/CD73". Sowohl bei ApoE”/CD73™ als

auch bei ApoE"' sind zu diesem Zeitpunkt die Koronargeféf3e von Arteriosklerose befallen.

Abkirzungen: Ao: Aorta, Pla: arteriosklerotischer Plaque in der Aorta, Plc: arteriosklerotischer Plaque im
Koronargefaf®

An Smith Dietrich gefarbten Querschnitten durch den Aortenursprung lassen sich die

betroffenen Koronargefiaf3e besonders gut erkennen (Abb. 36).

Die Plaques in den Koronargefdflen dhneln den Plaques im Aortenursprung. Auch hier lassen

sich Monozyten, Makrophagen (Abb. 37 A) und CD4" T-Zellen (Abb. 37 C) identifizieren.

Die Adhédsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 werden verstarkt exprimiert (Abb. 37 E-F).
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Abb.37: Querschnitte durch den Aortenursprung einer ApoE"'-Maus nach 12 Monaten. Wie in den
arteriosklerotischen Plaques im Aortenbogen sind auch angrenzende Geféfie mit Plaques befallen. In Abbildung
(A) sind Monozyten und Makrophagen, in (C) sind CD4+-T-Zellen gefarbt. (B) und (D) zeigt die dazugehérenden
DAPI gefarbten Zellkerne. Auch Adhasionsmolekile werden nun verstarkt in den der Aorta angrenzenden Gefafien
exprimiert. (E) zeigt die ICAM-1- und (F) zeigt die VCAM-1-Expression.

Abkirzungen: Pla: arteriosklerotischer Plaque in der Aorta, Plc: arteriosklerotischer Plaque im Koronargefal.

Bei den entnommenen Herzen von 12 Monate alten Tieren wurden einige Verdnderungen
beobachtet. Bei einem ApoE'/ "/CD73"" -Tier wurde ein Vorderwandinfarkt festgestellt, der sich
von der Herzspitze bis zur Hohe der Herzohren erstreckte. Die Herzen von drei weiteren
Doppelmutanten zeigten etwas unterhalb der Herzohren kleinere helle Stellen an der
Gewebeoberfliache. Bei all diesen Tieren war auflerdem der rechte Vorhof stark vergroBert und

mit z.T. Blut gefiillt.

Die entnommenen Herzen der ApoE”" Tiere erschienen duBerlich unauffillig.
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Aufgrund dieser Beobachtungen wurden die Herzen der vier auffilligen Doppelmutanten und
die Herzen von vier ApoE'/'-Tieren eingebettet und geschnitten. Von allen Tieren wurden

Herzquerschnitte Ol Rot bzw. Masson Trichrom geférbt.

ApoE+" ApoE-/CD73"-

Abb.38: Ol Rot gefarbte Querschnitte durch das Herz von (A) einer ApoE™- und (B) einer ApoE™ /CD73™ -Maus.
Masson Trichrom gefarbte Querschnitte durch das Herzen von (C) einer ApoE"' und (D) einer ApoE"'/CD73"' -Maus
nach 12 Monaten. Sowohl bei ApoE"'-, als auch bei ApoE"'/CD?S"' -Tieren weisen im Herzen in der inneren Wand
des linken Ventrikels einzelne Gefale arteriosklerotische Lasionen auf. Auf Héhe des Aortenursprungs lassen sich
betroffene Koronargefal’e ausmachen (C). Vor allem in den Doppelmutanten erscheinen die arteriosklerotischen
Plaques in der Aorta inhomogen und I8chrig (D).

Abkirzungen: Ao: Aorta (GefaBwand), Pla: arteriosklerotischer Plaque in der Aorta, Plc: arteriosklerotischer Plaque

im KoronargefaR.

Die Ol Rot Firbungen offenbarten, dass sowohl bei Doppelmutanten, als auch bei ApoE'/ -
Tieren in der inneren Wand des linken Ventrikels kleinere Blutgefdl3e mit arteriosklerotischen
Plaques befallen sind (Abb. 38 A-B). Die Masson Trichromfirbung im Bereich des
Aortenursprungs zeigt, wie zuvor beschrieben, befallene Koronargefifle. Im Herzmuskel-

gewebe lassen sich blau gefiarbte bindegewebsartige Einlagerungen zwischen den Muskelzellen
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erkennen (Abb. 38 C-D). Die Plaques in den Aorten sind zwar gleich groB, allerdings
erscheinen in der Doppelmutante die meisten Plaques aufgelockert und nekrotisch (Abb. 38 D).

Plaqueinstabilitdt und Ausbildung von Thromben ist moglich.

Abb.39: Masson Trichrom gefarbte Querschnitte durch die Herzen von ApoE"'— und ApoE'/'/CD73"'-Méusen nach
12 Monaten. (A) 4 Querschnitte von ApoE™-Mausen (12,5fach) und (B) 4 reprasentative 100fache
Ausschnittsvergrofterungen (C) 4 Querschnitte von ApoE"'/CD73"' Mausen und (D) 4 reprasentative

Ausschnittsvergrofierungen.

In Abbildung 39 sind vergleichend Masson Trichrom gefiarbte Herzquerschnitte von vier
ApoE'/' und vier Doppelmutanten gezeigt. Alle Schnitte wurden 7-8 mm von der Herzspitze
entfernt angefertigt. In den Teilabbildungen B und D sind vergroBerte représentative

Querschnitte aus diesen Tieren gezeigt.
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Der bei der Priparation makroskopisch gewonnene Eindruck kann anhand dieser Daten
bestitigt werden. Wéhrend die Herzen der vier untersuchten ApoE'/ “-Tiere fast unauffillig sind,

treten bei den Doppelmutanten zahlreiche massive Defekte auf.

Bei den ApoE™-Tieren ist stellenweise Bindegewebe zwischen den Muskelzellen eingelagert.
Dennoch erscheint der Gewebeverband weitgehend intakt. Linker und rechter Ventrikel weisen
eine normale Grof3e auf. Wie bei der Entnahme der Herzen festgestellt wurde, konnen auch an

histologischen Schnitten bei den Doppelmutanten Infarktbereiche ausgemacht werden.

Abb.40: Ausgedehnter Vorderwandinfarkt einer ApoE”'/CD73"’ -Maus nach 12 Monaten. Masson Trichrom gefarbte
Querschnitte durch das Herz (A) 3 mm von der Herzspitze entfernt, (B) 4,5 mm, (C) 6 mm und (D) 8 mm von der

Herzspitze entfernt.

Nur in einem Fall erstreckte sich der Infarkt iiber die gesamte Vorderwand (Abb. 40). In den
anderen Tieren wurden =zahlreiche kleine Infarkte beobachtet. Bei den untersuchten

Doppelmutanten war der rechte Ventrikel auffallig vergrofert.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die ApoE”’/CD73-Doppelmutante gegeniiber
ApoE'/'-Tieren eine beschleunigte Arterioskleroseentwicklung aufweist. Alte Doppelmutanten
unterscheiden von ApoE”-Miusen in Hinsicht auf die Folgen der fortgeschrittenen
Arteriosklerose. Nur in der Doppelmutante konnten mehrfach Infarkte, sowie Vergréerungen

des rechten Ventrikels festgestellt werden.
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5 Diskussion

5.1 Der Phinotyp der CD73"-Maus ist unter basalen Bedingungen
unauffallig

Um die Rolle der CD73 in vivo zu untersuchen, wurde in unserer Arbeitsgruppe eine CD737-
Mutante generiert. Dabei wurde ein Target-Vektor eingesetzt, der sowohl die Erzeugung
konstitutiver, als auch konditionaler Mutanten ermdglicht. Im Targeting-Konstrukt wird
sowohl Exon II, als auch das distal eingefiigte Neomycinresistenzgen von lox P-Elementen
flankiert. Durch homologe Rekombination und Aktivierung des Cre-lox-Systems entstanden
Klone mit deletierten, bzw. mit von /ox P-Elementen flankiertem Exon II. Dieses Exon codiert
das Phosphoesterase Signatur Motiv und ist fiir die AMPase Aktivitdt der CD73 essentiell. Die
konditionalen Mutanten wurden bislang nur in den C57Bl/6-Hintergrund gekreuzt, um sie

spéter mit gewebsspezifisch Cre-exprimierenden Tieren zu verpaaren.

Vor Beginn der eigentlichen Phénotypisierung der konstitutiven CD73-KO wurde der Erfolg
der KO-Strategie mit RT-PCR, Southern blot- und Western blot-Analysen nachgewiesen. Die
CD73"-Mutanten erscheinen #uBerlich unauffillig und zeigen gegeniiber dem WT keine
Verhaltensédnderungen. Korpergewicht und Herz-Korperindex sind unveridndert. Mit einem
Flusskatheter wurden hidmodynamische und kontraktile Parameter wie Blutdruck, Schlag-

volumen und Herzrate bestimmt. Signifikante Unterschiede wurden nicht beobachtet >

Von mir wurde festgestellt, dass die CD73”- Mutanten auch im Blutbild keine Unterschiede
zum WT zeigen. Sowohl Hématokrit, Zellzahl und Zusammensetzung sowie berechnete
GroBen wie Erythrozytenindices waren unverdndert °’. Die cAMP-Spiegel der Blutplittchen
waren jedoch signifikant erniedrigt, wihrend der cGMP-Gehalt im CD73-KO gegeniiber dem
WT unverdndert war. Es ist bekannt, dass die Aktivierung der Gs-gekoppelten A2-
Adenosinrezeptoren auf den Blutpléttchen zur Stimulation der Adenylylzyklase fiihrt und somit
den cAMP-Spiegel erhoht 7. Offenbar ist das von der CD73 generierte Adenosin quantitativ
ausreichend, um die cAMP-Spiegel im Blutpléttchen zu modulieren. Dariiber hinaus zeigte die
CD73-KO-Mutante einen verminderten basalen Koronarfluss >’. Beide Befunde deuten auf eine
erniedrigte Adenosinkonzentration an der Grenzfliche zwischen Endothel und zirkulierenden

Zellen bzw. Blutpléttchen im CD73-KO hin.

Im Langendorff-Modus perfundierte CD73-KO Herzen zeigten eine verminderte Vaso-
dilatation nach intrakoronarer Applikation von AMP, aber keine verdnderte Antwort auf
Adenosin. Die Féhigkeit zur vasodilatorischen Adenosinantwort ist somit im KO unveréndert,

wohingegen zur AMP-induzierten Vasodilatation offensichtlich der von der CD73 katalysierte
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AMP-Abbau zu Adenosin notwendig ist. Diese Befunde legen nahe, dass die A2a-
Rezeptordichte und Funktionalitit im CD73-KO unbeeintrachtigt sind. Tatséchlich konnte ich
zeigen, dass die A2a-Rezeptorexpression im Herzen von WT und CD73-KO-Tieren gleich

stark ist.

5.2 CD73 vs. Alkalische Phosphatase (ALP) als Quelle fiir extrazelluliires
Adenosin

Enzymaktivititsmessungen an ConA- angereicherten Membranproteinpraparationen aus dem
Herzen, aber auch aus Niere '*°, Leber und Lunge zeigten, dass unter Vpa-Bedingungen die
CD73 fiir ca. 80% der AMP-Hydrolyse verantwortlich ist. Die ALP spielt hierbei offensichtlich
nur eine untergeordnete Rolle. Im nach Langendorff salin-perfundierten Herzen sind hingegen
unter Vmax-Bedingungen bei einmaliger Passage 60 % der AMP-Hydrolyse auf die Aktivitit
der CD73 zuriickzufiihren. Allerdings wird im Gegensatz zu Enzymaktivititsmessungen an
Membranproteinpriparationen am isoliert perfundierten Herzen nur die endotheliale CD73-
Aktivitdt erfasst. Der im Gewebeextrakt bestimmte prozentuale Anteil der CD73-Aktivitédt an
der Gesamt-AMPase-Aktivitdt ist im Vergleich zum isoliert perfundierten Herzen daher hoher.
Dariiber hinaus zeigten histologische Daten am Herzen neben der endothelialen CD73-
Aktivitit auch CD73-Aktivitdt im Muskelgewebe im Bereich der Z-Streifen > und eine
heterogene Expression der CD73 und der ALP in der Mikrozirkulation *’. Die beiden
untersuchten Enzyme haben fiir AMP unterschiedliche Ky-Werte. Im Fall der CD73 liegt der
Kum-Wert in niederen mikromolaren Bereich zwischen 1 und 50 uM %2 Von der ALP sind hoch-
und niedrig-affine Komponenten mit Ky-Werten von 36 uM, bzw. 117 pM beschrieben ™.
Unter physiologischen Bedingungen, wo man mit einer nanomolaren AMP-Konzentration im
Blut rechnen kann, hat die CD73 eine hohere Substrataffinitit und spielt gegeniiber der ALP

ecine dominierende Rolle '*°.

Das iiber einen GPI-Anker kovalent an die Zellmembran gebundene Enzym CD73 kann durch
endogene Phospholipase C von der Membran geldst werden. Durch dieses ,,Shedding® entsteht
eine 1osliche Form %%, die bereits unter basalen Bedingungen im Plasma nachweisbar ist.
Unter erhdhtem ,,Shear stress* wird von vaskuldren Endothelzellen vermehrt ATP freigesetzt
und zusdtzlich werden 16sliche nukleotidabbauende Ectoenzyme wie CD39 und CD73 ins Blut
abgegeben . Es wird deshalb spekuliert, dass das ,.Shedding* von Ectoenzymen unter ,,Shear
stress“-Bedingungen die Adhision von Blutzellen am Endothel modulieren kann ®. Dariiber
hinaus wurden Anderungen der Plasma-5'NT-Aktivitit unter pathophysiologischen
Bedingungen, wie bei hepatobilidren Krankheiten und bei Hyperemesis gravidarum

187;188

beschrieben . Neben der Enzymaktivitit der membrangebundenen CD73 habe ich daher
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auch die Aktivitét der 16slichen CD73 im Plasma gemessen. In murinem Plasma werden unter
Vmax-Bedingungen zwei Drittel des AMP von der CD73 hydrolysiert, wohingegen in humanem
Plasma ca. die Hélfte des AMP-Abbaus auf die CD73 zurlickgeht. In meinen Versuchen stellte
ich keine Unterschiede in der ALP-Aktivitdt zwischen WT und CD73-KO fest. Es kommt auch
im Falle eines Verlusts der CD73 nicht zu einer kompensatorischen Hochregulation der ALP.

Zeitgleich mit unserer Arbeitsgruppe wurden von zwei weiteren Gruppen ebenfalls CD73-

1. '*® Exon III und Castrop et al. '™ Exon II

defiziente Méuse generiert, wobei Thompson et a
und Exon III deletierten. Enzymaktivitdtsmessungen im Lungengewebe an der von Thompson
et al. generierten CD73-Mutante stimmen mit meinen Befunden iiberein. Im Lungengewebe
dieser Tiere wurde eine gegeniiber dem WT unverinderte ALP-Aktivitit gemessen '°. Im
Widerspruch zu diesen und meinen Daten wird von Castrop et al. jedoch eine erhhte ALP-
Plasmakonzentration im CD73-KO beschrieben. Hochstwahrscheinlich beruht diese Differenz
auf der gewdhlten Knockout-Strategie bzw. auf dem unterschiedlichen genetischen
Hintergrund. Beim Generieren der von Castrop et al. verwendeten CD73-KO-Maus verblieb

die Neomycinresistenz-Kassette im Target-Locus '*°, wodurch bekanntlich durch

191;192
oD

Positionseffekte unerwartete Phanotypen bei Knockout —Mé&usen auftreten konnen ie

PGK-Neo-Kassette kann z.B. mit Positions-Kontrollregionen interagieren und die Expression

192 .
2 Die von

sowohl benachbarter, aber auch weiter entfernt liegender Gene beeinflussen
Castrop et al. untersuchten Tiere wiesen aullerdem einen genetischen Mischhintergrund aus
129SvEv und C57BL/6 auf '™, wohingegen die von uns verwendeten Versuchstiere iiber 7
Generationen in den C57Bl/6-Hintergrund riickgekreuzt waren. Auch hier ist bekannt, dass der

genetische Hintergrund den Phénotyp erheblich beeinflussen kann '**"'%°,

Obwohl vor allem die CD73 in vielen Geweben fiir den Abbau von AMP verantwortlich ist,
zeigt die CD73-KO-Mutante unter basalen Bedingungen einen unauffélligen Phéanotyp.
Ebenfalls unauffillig ist der Phinotyp der bereits 1999 von Enjyoji et. al. *° generierten
Apyrase/CD39-KO-Mutante. Dieser Mutante fehlt das in der extrazelluldren Nukleotid-
abbaukaskade der CD73 vorgelagerte Enzym CD39, welches wie bereits in der Einleitung (1.1)
beschrieben, sowohl ATP, als auch ADP zu AMP hydrolysiert (vgl. Abb.1). In dieser
Mausmutante sind das extrazellulire AMP- und Adenosinangebot eingeschrinkt. Im Gegensatz
zu der von mir untersuchten CD73-KO-Mutante, in der es zur AMP-Akkumulation kommt,

akkumuliert in der CD39-KO-Maus ADP.
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5.3 Beeinflussen Statine die CD73-Aktivitit in der Maus?

Im Zuge der oben beschriebenen AMPase-Aktivititsmessungen in verschiedenen Organen
untersuchte ich im Rahmen dieser Arbeit den Einfluss der Statine auf die CD73-Aktivitit in der
Maus. Statine sind 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-(HMG-) Coenzym A Reduktase Inhibitoren

P79 Von ihrem cholesterinsenkenden Effekt

200

und blockieren die Cholesterinbiosynthese
unabhingig sind inzwischen zahlreiche pleiotrope Effekte bekannt Statine wirken
antiinflammatorisch und es gibt Befunde, dass sie die CD73-Aktivitit steigern '*#2°'2% Somit
ist es vorstellbar, dass diese Steigerung der CD73-Aktivitdit mit einer Erhohung des
extrazelluldren Adenosins einhergeht, die dann einen Teil der bekannten antiinflammatorischen
Wirkung der Statine erkldren konnte. In der Tat wurde von Ledoux et al. eine Steigerung der
CD73-Aktivitdit nach  Statingabe an SV40 transfizierten  kultivierten  Ratten-
Aortenendothelzellen beschrieben '**. Als dafiir verantwortlichen Mechanismus wird die durch
Statingabe reduzierte Endocytose der CD73 postuliert. Es kommt an diesen Zellen folglich
nicht zur vermehrten Transkription oder Translation der CD73, vielmehr verlidngert sich die
Verweildauer des Enzyms an der Zelloberfliche . Von diesem postulierten Mechanismus
ausgehend, wurden von mir Versuche zur CD73-Aktivititssteigerung an isolierten Aorten
durchgefiihrt. Obwohl verschiedene Statine (Lovastatin, Pravastatin und Simvastatin) in einem
breiten Konzentrationsbereich eingesetzt wurden, habe ich keine Anderungen in der
extrazelluliren AMPase-Aktivitdt festgestellt. Daher habe ich in Analogie zu Ledoux die
Versuche an humanen kultivierten Endothelzellen (HUVEC) wiederholt. Auch hier konnte ich
keine Steigerung der Enzymaktivitidt nach Statingabe nachweisen. Der Widerspruch zwischen
meinen am frischen Mausendothel und humanen kultivierten Endothelzellen gewonnenen und
den Daten aus der Literatur ldsst sich derzeit nur schwer erkldren. Moglicherweise sind sie auf
speziesspezifische Unterschiede zurlickzufiihren oder hdngen mit der SV40-induzierten
Immortalisierung der verwendeten Zelllinie zusammen.

In Versuchen an Hunden und Kaninchen wurde ebenfalls nach Statingabe eine CD73-

201202 BekanntermaBen konnen kurze Perioden von

Aktivititssteigerung  gezeigt
Ischimie/Reperfusion vor einer lang anhaltenden Ischimie die InfarktgroBe reduzieren ***. Man
spricht dabei von ischdmischer Prikonditionierung (IP). Adenosin, bzw. die Aktivierung
verschiedener Adenosinrezeptoren sind daran unmittelbar beteiligt (vgl.5.5). Dariiber hinaus
steigert IP die CD73-Aktivitit 2%, Interessanterweise konnen Statine die durch ischdmische
Prakonditionierung gesteigerte CD73-Aktivitdt im Myokardinfarktmodell am Kaninchen noch

. . 202 v . . .
weiter verstirken ©°. Auch am Hundeherzen wurden durch Ischdmie/Reperfusion induzierte

Myokardinfarkte durch Statingabe reduziert. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass es wihrend
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der Reperfusionsphase auch in diesem Modell zur gesteigerten Aktivitit der PI3-Kinase und

anschlieBend zur Steigerung der CD73 Aktivitit kommt *°'.

Viele pleiotrope Effekte der Statine werden darauf zuriickgefiihrt, dass Statine die
Isoprenylierung von kleinen GTPasen wie Rho und Ras unterbinden P72 Da die Aktivitit
dieser GTPasen von der Isoprenylierung abhédngt, konnen Statine viele Signaltrans-
duktionswege und somit auch die Expression verschiedener Gene beeinflussen. An der
Regulation von komplexen Prozessen wie bei Entziindungsreaktionen oder ischdmischer
Prikonditionierung sind eine Vielzahl von Faktoren beteiligt, die direkt oder indirekt durch

148:1 .. -
8190 oder bei ischimischer

Statine beeinflusst werden konnen. Da z.B. bei Entziindungen
Prikonditionierung *°*?% die CD73-Aktivitit heraufreguliert wird und Statine in der in vivo
Situation diesen Effekt offenbar verstirken, ist aufgrund des vermehrt gebildeten Adenosins

eine verstarkte antiinflammatorische Adenosinrezeptoraktivierung zu erwarten.

5.4 Die Rolle der CD73 bei der Thromboregulation und Entziindung

Um die Frage zu kldren, ob sich das im CD73-KO verminderte extrazelluldre Adenosinangebot
auf die Thromboregulation der Tiere auswirkt, wurde von mir zundchst die
Gerinnungsfahigkeit getestet. Ein iblicher Test bei Mausen ist die Bestimmung der

Blutungszeit nach Amputation der Schwanzspitze 179,208

. Die Blutungszeit (,tail bleeding
time*) der CD73”-Mutante war gegeniiber WT-Miusen um ca. 30% verkiirzt. Ein
Signifikanzniveau wurde allerdings nicht erreicht, weil die Methode sehr storanfallig ist und
erheblich durch die spontanen Bewegungen der Tiere beeinflusst wird. In einem weiteren
Versuchsansatz wurden die Carotiden von WT und CD73-Maiusen durch Applikation von
FeCls—Losung verletzt. Durch die Lasionen des Endothels kommt es zur Thrombenbildung aus
aktivierten  Blutplédttchen, Fibrinfasern und eingeschlossenen  Erythrozyten. Die
GefaBverschlusszeit war im CD73-KO signifikant verkiirzt >’. Die Blutplittchen der CD73-
KO-Mutante, die sich durch einen geringeren cAMP-Gehalt auszeichnen, befinden sich

moglicherweise bereits in einem leicht aktivierten Zustand, so dass die Thrombenbildung

beschleunigt ablduft und sich die Blutungszeit verkiirzt.

Interessanterweise zeigt die bereits erwihnte CD39-KO-Mutante eine signifikant verlangerte
Blutungszeit und eine verzdgerte Thrombusbildung im FeCl;-Injury-Modell. Die CD39-KO-
Mutante weist im Gegensatz zur CD73-KO-Mutante eine Pléttchendysfunktion auf.
Verantwortlich dafiir ist eine ATP-vermittelte Desensibilisierung des P2Y1-Rezeptors. Im
Gegensatz zu der von uns untersuchten CD73-KO-Mutante kommt es in der CD39-KO-
Mutante zur ADP- und nicht zur AMP-Akkumulation. Die Aktivierung von P2-Rezeptoren
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spielt daher im CD39-KO die entscheidende Rolle gegeniiber der verminderten P1-

Rezeptoraktivierung durch das verminderte Adenosinangebot.

Von der mit uns kooperierenden Gruppe um Klaus Ley wurden Ischimie/Reperfusionsversuche
am Cremaster-Muskel durchgefiihrt, um die Bedeutung des endogen von der CD73
produzierten Adenosins in der vaskuldren Entziindungsantwort zu untersuchen. In den Venen
des Cremaster-Muskels fanden sich im CD73-KO bereits basal tendenziell mehr adhérierende
Leukozyten. Nach Ischidmie/Reperfusion war dieser Prozess beschleunigt: im CD73 KO
adhirierten 2-3mal mehr Leukozyten als im WT °’. In Ubereinstimmung mit diesen Versuchen
zeigte die ex vivo-Perfusion von Carotiden mit markierten Monozyten, dass unter basalen
Bedingungen im CD73-KO vermehrt Monozyten adhirieren *’. Fiir die proinflammatorische
Monozytenrekrutierung in den Carotiden ist wahrscheinlich die very late antigen VLA-
4/VCAM-1-Interaktion verantwortlich, wie wir in Kooperation mit der Gruppe um C. Weber
zeigen konnten. Die CD73-Defizienz geht ndmlich mit einer erhohten konstitutiven NF-xB-

148 .
. Interessanterweise

Aktivitdt und verstirkter endothelialer VCAM-1-Expression einher
vermittelt die Bindung von (VLA)-4 an VCAM-1 die Adhésion mononuklearer Zellen am
Endothel auch in der frithen Arteriosklerose **’. Die transkriptionelle Steigerung von VCAM-1
im CD73 KO beruht wahrscheinlich auf der erh6hten NF-kB-Aktivitdt infolge des verringerten
Adenosinangebotes. Bereits frither konnte gezeigt werden, dass Adenosin und cAMP die NF-
kB-Aktivitit inhibieren 2'°. Das neue an unseren Befunden ist, dass das tiber die extrazelluldre
Nukleotidkaskade gebildete Adenosin quantitativ ausreicht, um die NF-kB-Aktivitit unter in
vivo Bedingungen zu modulieren. Zusammengenommen deuten diese Befunde darauf hin, dass

von der CD73 generiertes Adenosin eine signifikante Rolle in der antiinflammatorischen

Vasoprotektion spielt.

5.5 Verinderungen der Adenosinrezeptorexpression in der CD73"-Maus

Da im CD73-KO im Vergleich zum WT weniger Adenosin an der Endotheloberfldche gebildet
wird, habe ich untersucht, ob dies einen Einfluss auf die Expression der Adenosinrezeptoren
hat. Es fanden sich zum Teil erhebliche Expressionsinderungen der Adenosinrezeptoren-
Transkripte zwischen WT und CD73-KO. Insbesondere war die Expression des Al-Rezeptors
in Herz und Aorta des CD73KO um 80% reduziert. In der Niere war der A3-Rezeptor im
CD73-KO nicht mehr nachzuweisen. Im Cortex und Hypothalamus fand sich hingegen eine

Expressionssteigerung des A3-Rezeptors im CD73-KO.
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Der A3-Rezeptor ist im Gehirn im Vergleich zu den anderen Rezeptorsubtypen am geringsten
exprimiert. Auflerdem hat Adenosin zum A3-Rezeptor eine im Vergleich zum Al- und A2a-

Rezeptor geringere Affinitit *'!

. Die modulatorische Rolle des A3-Rezeptors bei apoptotischen
Ereignissen wird kontrovers diskutiert: die A3-Stimulation mit Agonisten in geringen
Konzentrationen schiitzt vor Apoptose, wohingegen Agonisten in hoher Konzentration A3-
Rezeptor-vermittelte Apoptose induzieren 222, Uber die Aktivierung des A3-Rezeptors auf
Mastzellen durch Inosin, dem Abbauprodukt von Adenosin, kommt es zu deren Degranulation
78 Es ist umstritten, ob der A3-Rezeptor im Gehirn neurotoxisch oder neuroprotektiv wirkt **
und welche Effekte auf Adenosin oder auf Inosin zuriickzufithren sind. Es ist denkbar, dass
neben dem Adenosin- auch das Inosinangebot im CD73-KO eingeschriankt ist. Ob die
beobachtete gesteigerte A3-Rezeptorexpression funktionelle Konsequenzen hat, muss in

zukiinftigen Studien analysiert werden.

Von Vitzthum ez al. *'> wurde die Adenosinrezeptorzusammensetzung in der Niere bestimmt.
Ubereinstimmend mit meinen Daten ist in der Niere der A2a-Rezeptor am stirksten und der
A3-Rezeptor am schwichsten exprimiert. Im einzelnen konnte der A3-Rezeptor nur in Tubulus,

21® Die Rolle der A3-Rezeptor vermittelten

Glomeruli und Vasa recta nachgewiesen werden
Effekte in der Niere ist nicht bekannt. Somit ist unklar, warum die ohnehin geringe A3-
Rezeptorexpression im CD73-KO noch weiter abnimmt und welche funktionellen
Konsequenzen damit einhergehen.

Die Aktivierung des Al-Rezeptors fithrt zur Inhibition der Adenylylzyklase {iber Aktivierung

. . .. . 21
des Pertussistoxin-sensitiven Gji-Proteins 7.

Im Herzmuskel konnen infolge der Al-
Rezeptoraktivierung iiber die By-Untereinheiten des G;-Proteins K'-Kanile und ATP-sensitive
K+-(KATP) Kanile aktiviert werden. Dies beeinflusst direkt den vasculiren Tonus '*. Eine

9

besondere Rolle spielt der Al-Rezeptor jedoch beim Schutz des Herzens 2"°, aber auch der

Lunge ** und des Gehirns **

vor Ischdmie/Reperfusionsschiden. Durch Al-Rezeptor-
aktivierung kommt es namlich zur Aktivierung und Translokation der Proteinkinase C (PKC)
zu sarcolemmalen und mitochondrialen Membranen, so dass verstirkt Karp-Kanile gedffnet
werden. In erster Linie spielen die mitochondrialen Kapp-Kanéle eine entscheidende Rolle bei
der so genannten ischdmischen Prikonditionierung (IP). Wie bereits unter 5.3 beschrieben,
reduzieren kurze Perioden von Ischdmie/Reperfusion vor einer lang anhaltenden Ischédmie die

InfarktgroBe 2%,

Al-Rezeptor KO-Méuse weisen eine verminderte myokardiale
Ischimietoleranz auf **'. Interessanterweise fand ich im Rahmen der vorliegenden Arbeit, dass
im Herzen der CD73-KO-Mutante die Expression des Al-Rezeptors um 80% reduziert ist. Es

wire anhand der bekannten Féhigkeiten des Al-Rezeptors am Herzen und der beobachteten
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reduzierten Al-Expression zu erwarten, dass die Herzen von CD73-KO-Tieren schlechter zu
prikonditionieren sind. Tatsdchlich wurde dies inzwischen von einer anderen Arbeitsgruppe
gezeigt: der IP-vermittelte Schutz des Herzens vor Ischdmie/Reperfusionsschiden entféllt im
CD73-KO **. Es wurde auBerdem in dieser Studie gezeigt, dass im WT durch IP die
Transkription der CD73 und des A2b-Rezeptors heraufreguliert wird. Die CD73-vermittelte
Adenosinproduktion scheint also auch fiir die schiitzenden IP-Effekte mit verantwortlich zu
sein. Welcher Adenosinrezeptor-Subtyp in diesem Zusammenhang die groflere Bedeutung hat,
ist noch nicht geklart. Die bislang gewonnenen Daten sprechen fiir die Beteiligung sowohl des

Al-, als auch des A2b-Rezeptors.

Auch in der Aorta und in frisch mit der ,.,Fn Face“-Methode aus der Aorta isolierten
Endothelzellen wurde eine drastisch verminderte Al-Rezeptorexpression im CD73 KO
festgestellt. Die Adenosin-vermittelte arterielle Vasodilatation erfolgt iiberwiegend iiber die
Stimulation des A2a-Rezeptors auf glatten Muskelzellen der GefiBwand ** . Auf glatten
Muskelzellen kann Adenosin aber auch iiber die Al-Rezeptoren ATP-sensitive K'-Kanile

224

aktivieren “°, wodurch der GefdBwiderstand sinkt und Blutfluss und Sauerstoffversorgung

- 224;225
gesteigert werden .

Ein weiterer wichtiger Mechanismus, tiiber den Adenosin
Vasodilatation vermittelt, ist die primire Aktivierung von A2a- und Al-Rezeptoren auf
vaskuldren Endothelzellen. Zum einen kommt es zur Steigerung der Synthese des Vasodilators

227

NO ?**°, zum anderen werden endotheliale Faktoren wie Prostaglandine und

endothelabhingige hyperpolarisierende Faktoren %%

freigesetzt. Es ist umstritten, ob die
Adenosinrezeptoren auf den Endothelzellen, oder die Rezeptoren auf den glatten Muskelzellen
wichtiger fiir die Regulation des vaskuldren Tonus sind. Neben der Beteiligung an der
Regulation der Vasodilatation kommt dem Endothel vor allem bei der Aufrechterhaltung der
Barrierefunktion eine zentrale Bedeutung zu. Interessanterweise zeigen sowohl CD39-, als
auch CD73-KO-Tiere eine erhohte vaskuldre Permeabilitit. Offenbar ist dafiir aber die

. . . 146:147;230;231 .
verminderte A2-Rezeptoraktivierung verantwortlich '**1*723%21 D

Expression der
endothelialen A2-Rezeptoren ist im CD73-KO jedoch unverindert. Uber die Rolle des Al-
Rezeptors an der Regulation der vasculiren Permeabilitidt liegen meines Wissens keine

Befunde vor.

Da es mit der ,,En-Face“-Methode moglich ist, RNA aus frischen Aortenendothelzellen zu
gewinnen, konnen in Zukunft weiterflihrende Genexpressionsstudien durchgefiihrt werden.
Bislang reichte die mit der ,.,En Face ‘- Priparationsmethode gewonnene RNA-Menge jedoch
noch nicht fiir eine weiterfiihrende Micro-Array-Analyse aus. Durch Amplifikation des

Ausgangsmaterials sollte es aber in Zukunft moglich sein, die endotheliale Genexpression
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einzelner Tiere zu vergleichen. Entsprechende Arbeiten werden zur Zeit in Kooperation mit

dem BMFZ durchgefiihrt.

5.6 Die CD73-Defizienz beschleunigt die Arterioskleroseentwicklung

Um die Rolle der CD73 im chronischen Entziindungsmodell zu untersuchen, wurden die
CD73-KO-Mutanten mit ApoE-defizienten Tieren verpaart. Die so generierte ApoE”/CD73"
Doppelmutante wurde hinsichtlich der Arterioskleroseentwicklung untersucht. Unter normaler
Diét gehaltene 6 Monate alte ApoE'/'- und ApoE'/'/CD73'/'-Tiere zeigten in der Aorta eine
deutliche Plaquebildung (vgl. Abb.18), wobei die Doppelmutante fast die doppelte mit
arteriosklerotischen Plaques bedeckte Flidche aufweist. Dieser zunichst an Aorten-
Totalpriaparaten gewonnene Befund wurde durch die Quantifizierung von Plaqueflichen in

Schnittpréparaten durch den Aortenursprung bestitigt.

Neben dem unterschiedlichen Ausmal} der arteriosklerotischen Plaqueentwicklung fanden sich
auch qualitative Unterschiede in der Histologie der Plaquekomposition. Es zeigte sich ein
deutlicher Unterschied in der Kollagenzusammensetzung. Die arteriosklerotischen Plaques der
ApoE-KO-Tiere sind sehr kompakt, wahrend die Plaques der Doppelmutante aufgelockerte
Kollagenstrukturen und Nekrosen zeigen. Zusammen sprechen diese Befunde fiir eine weiter
vorangeschrittene Arterioskleroseentwicklung infolge der CD73-Defizienz. Das von der CD73
extrazelluldr generierte Adenosin hemmt offensichtlich die Progression der Entziindung und

verzogert somit den Prozess der Arterioskleroseentwicklung.

Wie bereits in der Einleitung (1.3) beschrieben, sind bei jeder Entziindungsreaktion, wie auch
in der Arterioskleroseentwicklung, Immunzellen und deren Interaktion mit dem Endothel von
zentraler Bedeutung. An der Rekrutierung der Immunzellen und Monozyten sind sowohl
Adhisionsmolekiile, als auch Cytokine beteiligt. Zu Beginn der Arterioskleroseentwicklung
spielen Blutplittchen eine wichtige Rolle. Eine Reihe von Molekiilen, lokalisiert auf der
Oberfldache aktivierter Plittchen oder in Pléattchen-Granulae, sind an der Interaktion der
Plédttchen mit anderen Zellen wihrend vaskuldrer Entziindung und Arterioskleroseentwicklung

beteiligt **

. Die Plattchen-Glykoproteine Ib und IIb/Illa koppeln an Oberflachenmolekiile auf
Endothelzellen und tragen zur Aktivierung des Endothels bei '*°. Aktivierte Endothelzellen
wiederum exprimieren Leukozyten-Adhdsionsmolekiile. Dadurch und durch die Induzierung
der MCP-1-Produktion éndern sich die chemotaktischen und adhésiven Eigenschaften der

Endothelzellen %%

. Wie bereits dargestellt (5.1.), konnten wir in unseren eigenen
Untersuchungen zeigen, dass aufgrund des Adenosinmangels bei Verlust der CD73 der cAMP-

Gehalt der Plittchen reduziert ist. Die Pldttchen konnten sich also in einem leicht aktivierten,
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proaggregatorischen Zustand befinden und die initiale Endothelaktivierung in der Arterio-

skleroseentwicklung beschleunigen.

Adhisionsmolekiile sind in allen Phasen der Leukozytenrekrutierung von Bedeutung. VCAM-1
ist zusammen mit P- und E-Selektin am ersten Schritt, dem ,,fethering and rolling* beteiligt
und unterstiitzt dariiber hinaus wie auch ICAM-1 die feste Adhdsion der Entziindungszellen am

Endothel. PECAM-1 hingegen fordert die transendotheliale Zellmigration, wobei VCAM-1
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diesen Effekt verstirkt . In arteriosklerotischen Lésionen bei ApoE-KO-Tieren sind sowohl

ICAM-1, als auch VCAM-1 heraufreguliert, wohingegen im WT diese Adhédsionsmolekiile nur
schwach exprimiert werden '**
iiberein. Sowohl ICAM-1, als auch VCAM-1 sind an der luminalen Plaqueoberfliche 6 Monate

alter ApoE-KO und ApoE/CD73-Doppel-KO-Tiere stark exprimiert. Die VCAM-1-Expression

. Die histologischen Befunde meiner Arbeit stimmen damit

ist in der Doppelmutante sogar noch stirker als in den vergleichbaren ApoE-KO-Tieren. Die
VCAM-1-Rezeptoren auf Monozyten und Lymphozyten sind fiir die Adhdsion dieser Zellen

verantwortlich *"°. Die adhirierenden Zellen werden von Chemokinen zur Migration stimuliert.

Ein kritischer Schritt in der Arterioskleroseentwicklung ist die durch MCSF (macrophage
colony-stimulating factor) stimulierte Differenzierung migrierter Monozyten in Makrophagen

¢ Damit geht eine Heraufregulation von Scavenger-Rezeptoren und Toll-like-Rezeptoren

18 Uber Scavenger-Rezeptoren wird die Aufnahme apoptotischer Zellfragmente und

einher
oxidierter LDL-Partikel gesteuert und es kommt so zur Schaumzellbildung '**. Auch iiber Toll-
like-Rezeptoren werden pathogene Molekiile gebunden. Dariiber hinaus koénnen Toll-like-
Rezeptoren eine Kaskade aktivieren, die zur Zellaktivierung fiihrt. Diese aktivierten
Makrophagen produzieren inflammatorische Cytokine, Proteasen und cytotoxische Sauerstoft-
und Stickstoffradikale 2'°. Meine histologischen Befunde zeigen CDI11-positive Monozyten
und Makrophagen in den arteriosklerotischen Plaques und dem umliegenden Gewebe der
ApoE- und ApoE/CD73-Doppel-Mutante. Pro Plaqueareal weist die Doppelmutante dabei
mehr CD11-positive Zellen auf. In Ubereinstimmung mit diesen Daten ist in der
Doppelmutante auch der MCP-1-Plasmaspiegel stiarker erhoht als im ApoE-KO. MCP-1 ist an

der Rekrutierung der Monozyten beteiligt und wird u.a. von aktivierten Makrophagen

freigesetzt.

In arteriosklerotischen Plaques sind neben Monozyten und Makrophagen stets auch
proatherogene und antiatherogene T-Zellpopulationen lokalisiert. Meine histologischen T-
Zellnachweise zeigen jedoch keine quantitativen Unterschiede zwischen ApoE-KO-Tieren und

der ApoE/CD73-Doppel-Mutante. In Ubereinstimmung mit Arbeiten von Roselaar er al. *’
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und Paulsson et al. >** sind die meisten in den Plaques detektierten T-Zellen CD4-positiv. Diese
T-Zellpopulation erkennt Antigene, die von MHC Klasse II-Molekiilen prédsentiert werden.
Durch den Kontakt des Antigenrezeptors mit dem Antigen wird die T-Zelle aktiviert, wodurch
die Expression von Cytokinen, Zelloberflichenmolekiilen und Enymen gefordert wird *'°. Bei
den meisten CD4 positiven T-Zellen in den arteriosklerotischen Plaques handelt es sich um
proinflammatorische IFN-y-produzierende Th1-Zellen ****?. Zu den proatherogenen Effekten,
die von IFN-y ausgelost werden konnen, gehdren Makrophagenaktivierung, Sekretion von
Metalloproteinasen und TNF-o, Endothelzellaktivierung und Steigerung der Expression
endothelialer Adhisionsmolekiile **>. Obwohl sich die Anzahl der T-Zellen in den Plaques der
ApoE'/'- und ApoE'/ /CD73"-Tiere nicht unterscheidet, kann es Unterschiede in der
Funktionalitit der T-Zellen geben. Adenosin wirkt iiber die Aktivierung der A2a- und A2b-
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Rezeptoren auf den T-Zellen als endogener Modulator der T-Zellantwort “*°. Beispielsweise

hemmt Adenosin die Bildung von IL-2 und IFN- y *##2%,

Fasst man meine Befunde zusammen, so weist die ApoE/CD73-Doppel-KO-Maus einen
verstarkt inflammatorischen Phinotyp auf. Dies zeigt sich in beschleunigter Plaquebildung,
verstirkter VCAM-1-Expression, erhohtem MCP-1-Spiegel und vermehrtem Monozyten- und
Makrophagengehalt in den arteriosklerotischen Plaques. Offenbar spielt das endogen von der
CD73 generierte Adenosin auch im chronischen Entziindungsverlauf eine antiinflammatorische

Rolle.

Dariiber hinaus wurden einige ApoE”-Tiere und Doppelmutanten, die unter normaler Diit
gehalten wurden, nach 12 Monaten untersucht. Alle Tiere wiesen ausgedehnte Plaques sowohl
in der Aorta, als auch in Koronargefa3en auf. Obwohl ApoE-KO und Doppelmutante von den
Plaques ausgehend Thromben bilden, treten nur in der Doppelmutante Myokardinfarkte auf. In
den Herzen von ApoE™-Tieren finden sich nur gelegentliche Bindegewebseinlagerungen, wie
sie fiir dltere Tiere charakteristisch sind. Meines Wissens wurden bislang bei ApoE'/'-Méiusen,
die unter normaler Didt gehalten wurden, keine Myokardinfarkte beobachtet. Lediglich unter
Western Didt und zusétzlichem mentalen oder hypoxischen Stress wurden Infarkte bei ApoE'/ )
/LDLR™-M#usen beschrieben **. Die bei den ApoE”/CD73”-Doppelmutanten aufgetretenen
Infarkte sind offenbar die Folge der beschleunigten Arterioskleroseentwicklung aufgrund des
Verlustes der CD73 und des damit verbundenen Adenosinmangels. Ob die den Infarkten
vorangegangenen KoronargefaBverschliisse durch die beschleunigte Plaqueprogression
verursacht wurden oder ob verminderte Plaquestabilitdt und Thrombenbildung zum plétzlichen
GefidBverschluss gefiihrt haben, kann aufgrund der vorliegenden Daten nicht entschieden

werden.
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5.7 Expression der CD73 in akuter und chronischer Entziindung

Die im chronischen Modell der Arterioskleroseentwicklung gewonnenen Befunde stehen im
Einklang mit Daten, die am CD73-KO im akuten Entziindungsmodell erhoben wurden. In einer
Kooperation mit dem Labor von Christian Weber, Aachen wurde von Zernecke et al. die Rolle
der CD73 in der Neointima-Plaquebildung nach ,,wire-induced injury* untersucht '**. Dabei
wurden im CD73-KO ebenfalls ein signifikant erhohter Monozytengehalt und ein gegeniiber
dem WT unverdnderter T-Zellgehalt festgestellt. Vier Wochen nach der Verletzung konnte im
CD73-KO eine stirkere Plaquebildung als im WT gezeigt werden. Die im KO gesteigerte
VCAM-1-Expression wurde durch die Verletzung weiter erhdht.

Nach der akuten Verletzung konnten an WT-Tieren sowohl eine Expressions-, als auch eine
Aktivitétssteigerung der CD73 an der Plaqueschulter und an der luminalen Plaqueoberfliche
gezeigt werden. Es scheint sich um eine kompensatorische Genregulation als Antwort auf die
Entziindung zu handeln '**. Auch in der bereits erwihnten Studie von Volmer et al. '*° wurde
in einem Bleomycin-induzierten Lungenentziindungsmodell gezeigt, dass CD73 fiir die

Adenosinakkumulation wihrend der Entziindung verantwortlich ist.

Dariiber hinaus konnte ich an ApoE”-Tieren zeigen, dass die CD73-Aktivitit im Verlauf einer
chronisch-entziindlichen Erkrankung eine entscheidende Rolle spielt. An Schnittpréparaten
durch die Aorta, bzw. durch den Aortenursprung konnte gezeigt werden, dass im Endothel des
WT CD73-Aktivitit auftritt. In 6 Monate alten ApoE'/ -Tieren wurde CD73-Aktivitit zusitzlich
in arteriosklerotischen Plaques nachgewiesen. Mit zunehmendem Alter der Versuchstiere und

fortschreitender Arteriosklerose steigt diese Aktivitdt weiter an.

In der Vergangenheit haben sich bereits einige Gruppen mit der transkriptionalen
Regulierbarkeit der CD73 beschiftigt. Der Promotor des CD73-Genes enthélt ein ,,cAMP
response element (CRE) und kann daher iiber den cAMP-abhingigen Coaktivator CRE-
binding protein (CREB) aktiviert werden 2%**’?* Da die Aktivierung der A2a- und A2b-
Rezeptoren zur Steigerung des intrazelluldiren cAMP-Spiegels und zur Aktivierung von CREB
fiihrt, kann Adenosin die CD73-Expression regulieren *°. Dariiber hinaus enthilt der CD73-
Promotor eine Bindungsstelle fiir den ,,Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1). Hypoxie als
inflammatorischer Stimmulus induziert im Endothel die Transkription und Ectonukleotidase-
aktivitit der CD73 und der CD39 *¥%%3! Aktivierte zirkulierende Plittchen und Leukozyten
setzen unter Hypoxie vermehrt ATP frei und liefern somit das Substrat fiir die
Ectonukleotidasen. Infolge der gesteigerten Ectoenzymaktivititen steht mehr Adenosin zur

Verfiigung, welches wiederum tiiber die Aktivierung der Leukozyten-A2a- und A2b-Rezeptoren
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deren Adhision und Migration durch die endotheliale Barriere hemmt. CD73 und CD39 sind
somit wichtige Kontrollpunkte eines endogenen antiinflammatorischen Mechanismus. Neben
der beschriebenen transkriptionalen Kontrolle der CD73 sind weitere regulatorische
Mechanismen bekannt. Wie unter 5.3 beschrieben, kann die Oberflichenexpression des
Enzyms durch Statingabe liber Verminderung der Endocytose durch Rho-Modulation gesteigert
werden ™. Ledoux beschreibt neben der transkriptionalen Regulation der CD73 unter Hypoxie
in diesem Zusammenhang einen HIF-unabhingigen Mechanismus '**. Durch Hypoxie kommt
es zu Modifikationen in der Membrankomposition und damit, dhnlich wie nach Statingabe, zu

. . 14
einer verminderten Endozytose des Enzyms '*.

Zusitzlich stellt ,,Shedding™ einen
Mechanismus dar, der die Oberflichenexpression der CD73 kontrollieren kann ®. Die
verschiedenen Mechanismen, die die Expression und Funktion dieses Enzyms kontrollieren,
sind dariiber hinaus zelltypspezifisch. So fiihrt z.B. die Bindung eines spezifischen Antikdrpers
zum ,,Shedding* der CD73 auf Lymphozyten, nicht aber zum ,,Shedding* des endothelialen
Molekiils °'#*#°_ Die Effekte verschiedener Cytokine auf die Regulation der Enzymaktivitt

unterscheiden sich ebenfalls zwischen Lymphozyten und Endothelzellen **°.

Interessanterweise konnte ich immunhistologisch zeigen, dass in den arteriosklerotischen
Plaques der ApoE"-Tiere einzelne T-Lymphozyten CD73 stark exprimieren. Bislang wurde
jedoch nicht gekléart, um welche T-Zellpopulation es sich dabei handelt. Inwieweit die von T-
Zellen exprimierte CD73 im Vergleich zur endothelialen CD73 zur Modulation der
chronischen Entziindungsreaktion beitrdgt, konnte durch meine bisherigen Versuche nicht
geklart werden. Um die Rolle der CD73-Expression auf T-Zellen in diesem Zusammenhang zu
untersuchen, sind daher reziproke Knochenmarkstransplantationsexperimente  mit

entsprechenden KO-Mutanten in der Arbeitsgruppe in Zukunft geplant.
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6  Zusammenfassung
Die Aktivitdit nukleotidabbauender Ectoenzyme spielt eine wichtige Rolle in der

Thromboregulation, Himostase und Modulation inflammatorischer Prozesse. Durch diesen
schrittweisen Abbau von Nukleotiden zu Nukleosiden an der Zelloberfliche durch die CD73
und CD39 kommt es von einer primiren P2-Rezeptoraktivierung zur Aktivierung von P1-

Rezeptoren, die iiber Adenosin vermittelt wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des 5°-Ecto-Nukleotidase (CD73)-vermittelten
AMP-Abbaus zu Adenosin am Modell CD73 defizienter Mausmutanten untersucht. Dabei
zeigte sich, dass die CD73 im Vergleich zu der ebenfalls AMP zu Adenosin abbauenden
Alkalischen Phosphatase (ALP) unter physiologischen Bedingungen eine dominierende Rolle
spielt. Die CD73-Defizienz fiihrt nicht zur kompensatorischen Hochregulation der ALP-
Aktivitdt. Aufgrund der verminderten Adenosinbildung verringert sich im CD73-KO die
vasodilatorische AMP-Antwort, wohingegen die Gabe von Adenosin am isolierten Herzen zur
gleichen Antwort wie im Wildtyp fiihrt. Dies spricht fiir eine unverdnderte A2-
Rezeptoraktivierbarkeit. Infolge des verringerten Adenosinangebots zeigt die CD73-KO-
Mutante einen reduzierten Koronarfluss. Dariliber hinaus konnte gezeigt werden, dass im
Herzen, in der Aorta und in Aortenendothelzellen die Expression des Adenosinrezeptors Al im
KO um 80 % gegeniiber dem WT vermindert ist. Die CD73-KO-Mausmutante zeigt aufgrund
der verringerten Adenosinkonzentration an der Grenzflache zwischen Endotheloberfldche und
zirkulierenden Zellen einen proinflammatorischen Phinotyp mit gestorter Thromboregulation.
Es zeigte sich eine vermehrte Leukozytenadhidsion am Endothel, verkiirzte Blutungszeit und
beschleunigte Thrombenbildung nach GefdaBverletzung. Die im Rahmen dieser Arbeit
geziichtete ApoE/CD73-Doppel-KO-Mutante zeigte eine beschleunigte Arteriosklerose-
entwicklung, die von verstéirkter Entziindung gekennzeichnet ist und im weiteren Verlauf sogar
zum Myokardinfarkt fiihrt. Auch chronisch-inflammatorische Prozesse werden von CD73-
generiertem Adenosin moduliert. Dariiber hinaus ist in arteriosklerotischen Plaques ApoE-
defizienter Miduse die CD73 stark exprimiert. Mit zunehmendem Alter der Tiere und
fortschreitender Arteriosklerose nimmt die CD73-Expression noch weiter zu. Es wurde gezeigt,
dass in den arteriosklerotischen Plaques der ApoE-KO-Tiere einzelne T-Zellen CD73-positiv
sind. Offenbar ist die CD73 ein wichtiger Kontrollpunkt, der iiber die Verfiigbarkeit des
antiinflammatorischen Signalmolekiils Adenosin die Progression von akuten und chronischen

Entziindungen moduliert.
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7  Summary
The activity of nucleotide catabolizing ectoenzymes plays a major role in thromboregulation,

hemostasis, and modulation of inflammatory processes. The gradual breakdown of nucleotides
to nucleosides at the cell surface by C73 and CD39 results in a primary P2 receptor activation

and, subsequently, in an adenosine-mediated activation of P1 receptors.

In the present work the role of the 5'-ecto-nucleotidase (CD73) in AMP degradation to
adenosine was investigated by using mouse models lacking CD73. The results demonstrate that
under physiological conditions CD73 is the predominant player in the conversion of AMP to
adenosine as compared to the alkaline phosphatase (ALP) which also mediates breakdown of
AMP to adenosine. CD73 deficiency does not lead to a compensatory upregulation of the ALP
activity. Due to the reduced adenosine formation in CD73 knockout mice the sensitivity of the
vasodilatory response to AMP is decreased, whereas the application of adenosine to isolated
perfused hearts showed no differences between mutant and wildtype. This indicates that the A2
receptor capacity of being activated is unchanged. As a consequence of the diminished
adenosine levels, CD73 KO hearts display a reduced coronary flow. Furthermore, it could be
shown that in heart, aorta, and aortic endothelial cells of KO mice the expression of the
adenosine receptor Al is decreased by 80 % in comparison with the WT group. Because of the
reduced adenosine concentration at the junction of endothelial surface and circulating cells,
CD73 KO mice are characterized by a proinflammatory phenotype with an impaired
thromboregulation. An increased adhesion of leucocytes at the endothel, a decreased bleeding
time, and an accelerated thrombus formation after vessel injury was observed. The ApoE/CD73
double KO mutant generated in this study exhibited an enhanced development of
arteriosclerosis, which was accompanied by boosted inflammation and in the later course by
myocardial infarction. This suggests that also chronic inflammatory processes are modulated
by CD73-generated adenosine. It is noteworthy, that CD73 is highly expressed in
arteriosclerotic plaques of ApoE-deficient mice. The CD73 expression further increases with
age and progression of arteriosclerosis. Furthermore, CD73 positive T-cells were identified in
arteriosclerotic plaques of ApoE KO mutants. Obviously, CD73 is an important ckeckpoint
which modulates the progression of acute and chronic inflammation by regulating the

availability of the antiinflammatoriy signal molecule adenosine.
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9  Abkiirzungen

Al Adenosinrezeptor Al

A2a Adenosinrezeptor A2a

A2b Adenosinrezeptor A2b

A3 Adenosinrezeptor A3

Abb. Abbildung

abs. absolut

Ado Adenosin

AdoRA Adenosinrezeptor A

ADP Adenosindiphosphat

ALP Alkalische Phosphatase

AMP Adenosinmonophosphat

ApoE Apolipoprotein E

Aqua bidest. Zweifach destiliertes Wasser

Aqua dest. Destiliertes Wasser

ATP Adenosintriphosphat

bEnd brain endothelium

BSA Bovines (Rinder-)Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cAMP Cyclic adenosine monophosphate (Zyklisches
Adenosinmonophosphat)

CD cluster of differentiation

cDNA copy-desoxyribonuclein acid

cGMP Cyclic guanosine monophosphate (Zyklisches

Guanosinnmonophosphat)
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CNT

concentrative nucleoside transporter

DAB 3,3 -Diaminobenzidine

DAPI 4'.6-Diamidino-2-phenylindol

DEPC Diethylpyrocarbonat

dH,O Destiliertes Wasser

Dil-Ac-LDL 1,1'-Dioctadecyl-1,3,3,3',3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate
acetylated low-density lipoprotein

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

dNTP(s) Desoxyribonukleotide

DTT Dithiothreitol

E 5'NT Ecto 5'-Nukleotidase (CD73)

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglycol-bis (B-aminoethylether)-N,N-
tetraessigsdure

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ENT equilibrative nucleoside transporter

E-Selektin Endothelial (endotheliales) Selektin

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FBS Fetal bovine serum

FCS Fetal calf serum

FITC Fluoreszeinisothiocyanat, manchmal als
Abkiirzung fiit Fluorescein

G; Inhibitorisches G-Protein

Gorr olf fiir olfaktorische Rezeptoren; gehort zur

stimulierenden G,-G-Proteinfamilie

125



Gq G-Protein, das Phospholipase C aktiviert

G, Stimulierendes G-Protein

HCT Hématokrit

HDL High density lipoprotein

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1piperazineethanesulfonic
acid

HGB Himoglobin

HPLC High Performance Liquid Chromatography

HUVEC human umbilical vein endothelial cells

Hyp Hypoxantin

ICAM intercellular adhesion molecule 1 (CD54)

IL- Interleukin

Ino Inosin

KO knockout

konz. konzentriert

LDL Low density lipoprotein

LOVA Lovastatin

Lsg. Losung

Lymp Lymphozyten

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase

max. maximal

MCH mean corpuscular hemoglobin (mittleres
korpuskulires Himoglobin) Das MCH
errechnet sich aus Himoglobinkonzentration /
Erythrozytenzahl.

MCHC mean corpuscular hemoglobin concentration

(mittlere korpuskuldre

126



Hiamoglobinkonzentration) Die MCHC

errechnet sich aus Himoglobinkonzentration /

Hématokrit.

MCP Monocyte Chemoattractant Protein

MCV mean corpuscular volume (mittleres
korpuskuldres Volumen)
Das MCV errechnet sich aus Erytrozytenzahl
/ Hamatokrit.

MPV mean platelet volume (durchschnittliches
Thrombozytenvolumen)

mRNA messenger Ribonuclein acid

Neut Neutrophile

PBS Phosphate buffered saline

PBST Phosphate buffered saline tween

PCR Polymerase chain reaction

PECAM platelet/endothelial cell adhesion molecule

pH-Wert Negativer dekadischer Logarithmus der [H']

P-LCR platelet distribution width,

PLT Platelets /(Pléattchen)

PRAVA Pravastatin

PRP Plattchen reiches Plasma

P-Selektin Platelet — (Pléattchen)-Selektin

RBC Red Blood Cells

RDW red cell distribution width (Verteilingsbreite
der Erythrozyten)
Sie ist ein MaB fiir die Heterogenitdt der
Erythrozytenpopulation.

RET Retikulozyten
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rpm Rotations per minute

RT Reverse Transkription

RT-PCR Reverse Transkription- Polymerase chain
reaction

s.0. Siehe oben

SDS Sodiumdodecylsulfat

SIM Simvastatin

SVAREC SV40-transfected aortic rat endothelial cell
line

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TB Tris buffer

TE Tris-EDTA buffer

TNF Tumor necrosis factor

TRITC Tetramethyl Rhodamine Iso-Thiocyanate

VCAM vascular cell adhesion molecule (CD106)

Vgl. vergleiche

w/v weigt/volume

WBC White Blood Cells

WT Wildtyp
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