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| Zusammenfassung

Das abdominale Aortenaneurysma (AAA) ist eine chronisch entzindliche Erkrankung,
die zur Schwachung der Aortenwand flhrt. Dadurch kann diese im Verlauf der
Erkrankung rupturieren. Die Ruptur fihrt fast immer zum Tod. Bislang kann nur die
operative oder interventionelle Versorgung hiervor schitzen. In der Pathogenese des
AAA tritt in ungefahr 80% der Falle ein aus Thrombozyten, Immunzellen, Erythrozyten
und Proteinen bestehender intraluminaler Thrombus (ILT) auf, welcher biologisch aktiv
ist. Es konnte zusatzlich festgestellt werden, dass Osteopontin (OPN) erhoht in den
Blutplasmaspiegeln und vermehrt in den pathologisch veranderten Aortenwanden von
AAA-Patienten vorkommt. OPN ist einerseits als Zytokin, andererseits in der
extrazellularen Matrix (ECM) abgelagert fur die Rekrutierung verschiedener Zellen
verantwortlich. AuRerdem ist es in der Lage u.a. thrombozytare Integrine zu binden. OPN
kann durch verschiedene Enzyme, z.B. Thrombin, Plasmin oder Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), hydrolisiert werden. Die entstehenden Fragmente zeigen
teils verschieden Affinitadten zu Integrinen und damit eine andere Aktivitat. In dieser
Arbeit sollte der Einfluss von OPN und dessen Fragmente auf die Adhasionfahigkeit und
Aktivierung von Thrombozyten und ein moglicher Beitrag von OPN flir die Rekrutierung

von Thrombozyten in den ILT des AAA untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte durch spezifische Farbungen OPN in
GefaBwandproben von AAA-Patienten nachgewiesen werden. Aulierdem konnte
gezeigt werden, dass l6sliches OPN keinen Einfluss auf die Integrin aps-Aktivierung
bzw. Degranulierung von Thrombozyten hat. Allerdings konnte eine verstarkte Adhasion
von Thrombozyten auf immobilisiertem OPN nach Stimulation mit Adenosindiphosphat
(ADP) oder collagen-related peptide (CRP) nachgewiesen werden. Die Inhibition des
Integrin a3 durch Tirofiban oder Eptifibatid fuhrte unerwartet zu einer gesteigerten
Adhasion der aktivierten Thrombozyten auf immobilisiertem OPN. Die Osteopontin-
vermittelte Thrombozytenadhasion verlauft zum Teil Gber das Integrin a.8s, da eine
Inhibierung dieses Integrins zu einer verringerten, wenn auch keiner kompletten,
Reduktion der Adhasion aktivierter Thrombozyten fihrte. Keinen Einfluss auf die
Adhasion der Thrombozyten auf immobilisiertem Kollagen hatte die Kostimulation mit
I6slichem Osteopontin. Des Weiteren konnte kein Unterschied in den Versuchen

zwischen fragmentiertem (frag.) oder rekombinantem (rek.) Osteopontin gezeigt werden.

Zusammenfassend stellt immobilisiertes, rekombinantes und fragmentiertes OPN ein
wichtiges Adhasonsprotein dar, indem es — zumindest zum Teil — an aktivierten Integrin

avB3 auf der Oberflache von Thrombozyten binden kann. Dadurch kann OPN aktivierte



Thrombozyten durch Bindung in den ILT im Aneurysma fuhren und die Ausbildung des
ILTs férdern. Folglich bietet auf der einen Seite der ILT einen biomechanischen Schutz,
kann aber auch auf der anderen Seite verschiedene Immunzellen rekrutieren und
binden, die ihrerseits zum Bestehen der Entzindung und zur Wandschwachung
beitragen konnten. Da noch nicht klar ist, wie dieser Einfluss auf den ILT in der

Pathologie des AAA zu bewerten ist, sollte der ILT in dessen Entstehung und Auswirkung
weiter erforscht werden.



Il Summary

Abdominal Aortic Aneurysm (AAA) is a chronically inflammatory disease that leads to a
weakening of the aortic wall, which may rupture over the course of the disease. Such a
rupture is almost invariably fatal. Currently, only surgical or interventional treatment can
provide protection against this outcome. In the pathogenesis of AAA, an intraluminal
thrombus (ILT), composed of platelets, immune cells, erythrocytes, and proteins,
develops in approximately 80% of cases. This ILT is biologically active. Furthermore,
increased levels of osteopontin (OPN) have been detected both in the plasma and within
the pathologically altered aortic walls of AAA patients. OPN acts both as a cytokine and
as a component of the extracellular matrix (ECM), playing a role in the recruitment of
various cell types. Additionally, OPN can bind, among others, to platelet integrins. It may
be cleaved by several enzymes, such as thrombin, plasmin, and matrix
metalloproteinases (MMPs). The resulting fragments may exhibit distinct affinities for
integrins and thereby exert differential biological effects. This study aimed to investigate
the influence of OPN and its fragments on platelet adhesion and activation, as well as a

potential contribution of OPN to platelet recruitment into the ILT of AAA.

In this study, specific staining techniques demonstrated the presence of OPN in vessel
wall samples from AAA patients. Moreover, it was shown that soluble OPN does not
affect a3 integrin activation or platelet degranulation. However, platelet adhesion to
immobilized OPN was enhanced following stimulation with adenosine diphosphate
(ADP) or collagen-related peptide (CRP). Interestingly, inhibition of au,Bsintegrin by
tirofiban or eptifibatide unexpectedly led to an increased adhesion of activated platelets
to immobilized OPN. OPN-mediated platelet adhesion occurs, at least in part, via the
avB3 integrin, as its inhibition resulted in a reduced, though not completely abolished,
adhesion of activated platelets. Co-stimulation with soluble OPN had no effect on platelet
adhesion to immobilized collagen. Furthermore, no differences were observed between

the effects of fragmented (frag.) and recombinant (rec.) OPN in the conducted assays.

In summary, immobilized recombinant and fragmented OPN represent important
adhesion proteins, as they are capable—at least partially—of binding to activated a.f33
integrin on the platelet surface. Consequently, OPN may contribute to the recruitment of
activated platelets into the ILT within the aneurysmal vessel and thereby promote ILT
formation. On the one hand, the ILT may offer biomechanical protection; on the other
hand, it may serve as a reservoir for immune cell recruitment and binding, potentially

perpetuating inflammation and contributing to wall degradation. Since the precise role of



this mechanism in AAA pathology remains unclear, further investigation into the

formation and effects of the ILT is warranted.
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1 Einleitung
1.1 Thrombozyten

1.1.1 Physiologie und Funktion von Thrombozyten

Thrombozyten wurden bereits 1865 von M. Schultze und 1882 von G. Bizzozero
erstmals beschrieben [1]. Thrombozyten bilden neben Erythrozyten und Leukozyten
den korpuskularen Bestandteil, den Hamatokrit, im Blut. Mit ihrer diskoiden Form in der
GrofRe von 1-3 ym x =2 1 ym und einer Anzahl von ca. 180.000-410.000 /pl zirkulieren
sie im Blut [2]. Die Entstehung der Thrombozyten (Thrombozytopoese) erfolgt im
Knochenmark mittels zytoplasmatischer Abschnirung aus den Megakaryozyten. Da nur
Zytoplasma abgeschnirt wird, sind Thrombozyten anukledr und haben eine
Lebensdauer von 5 bis 10 Tagen [3, 4]. Neben dem Knochenmark ist, seit 2017 durch
Lefrancais et al., auch die Lunge als Ort der Thrombozytopoese bekannt [5]. Wesentliche
Merkmale der Thrombozyten sind die 40-80 a-, 3-8 &- oder dichte Granula, Lysosomen
und das offene Kanalsystem [6, 7]. Dieses System besteht aus Kanalen, die vom Inneren
des Thrombozyten bis an die Thrombozytenmembran fiihren und dem Transport der
Granula in und aus dem Thrombozyten dienen [6]. ,Alte“ Thrombozyten werden aus dem
Blutfluss durch Makrophagen und neutrophilen Granulozyten in der Leber und der Milz
entfernt [4, 5, 8]. Thrombozyten sind Teil vieler physiologischer und
pathophysiologischer Prozesse im Organismus. Sie spielen eine wichtige Rolle in der
Immunantwort und Inflammation [9]. AuRerdem sind sie wesentlicher Bestandteil in der
Pathophysiologie von Karzinomen und Metastasierungen [10, 11]. Die Hauptaufgabe
von Thrombozyten hingegen ist die Hamostase (Blutstillung). Diese wird in eine primare

und sekundare Hamostase unterteilt.

1.1.2 Primére und sekundare Hamostase

Die Hamostase im Organismus soll nur dann einsetzen, wenn eine Gefaliverletzung,
also eine Unterbrechung des Gefaliendothels, vorliegt. Unter physiologischen
Bedingungen ist das Endothel intakt. Damit keine akzidentuelle
Thrombozytenaktivierung ausgeldst wird, verhindern die Inhibitoren Prostacyclin (oder
auch Prostglandin I> (PGl2)) und Stickstoffmonoxid (NO) eine Aktivierung [12]. PGly,
durch Endothelzellen freigesetzt, bindet an den thrombozytaren PGl>-Rezeptor (IP-
Rezeptor) und fihrt dabei zu einem intrazellularen Anstieg des zyklischen
Adenosinmonophosphats (cAMP). NO, durch Endothelzellen und Thrombozyten
freigesetzt, durchdringt die Thrombozytenmembran und flhrt zu einem intrazellularen
Anstieg des zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP). Die héheren Konzentrationen

der zyklischen Nukleotide unterdriicken schlieRlich die Aktivierung [13].
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Kommt es zur Verletzung des Endothels wird die subendotheliale extrazellulare Matrix
(EZM) mit verschiedenen Proteinen freigelegt, an denen Thrombozyten adhéarieren
kénnen. Zu diesen Proteinen zahlen verschiedene Kollagentypen, der von-Willebrand-
Faktor (VWF), Fibronectin, Laminin, Fibulin und Thrombospondin [14]. AuRerdem
werden Fibrinogen und Vitronectin, die nicht primarer Bestandteil der EZM sind, in dieser
bei Gefallschaden aus dem Plasma immobilisiert und bieten den Thrombozyten eine

weitere Adhasionsmaoglichkeit [14-16].
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Abb. 1: Primare Hamostase nach GefaBverletzung. Kommt es zu einer Verletzung der
GefalRwand und damit zur Freilegung des subendothelialen Gewebes, kommt es zum tethering,
indem der am subendothelialen EZM gebundene vWF an dem thrombozytarem Glykoprotein Ib-
IX-V bindet. Daraufhin kann das thrombozytare GPVI an dem subendothelialen Kollagen binden
und induziert durch eine intrazellulare Signalkaskade die Thrombozytenaktivierung. Die Folge ist
eine Freisetzung von a- und &-Granula, Aktivierung von Integrinen und Formanderung (shape
change) der Thrombozyten. Durch Rekrutierung weiterer Thrombozyten, kommt es zur
Aggregation, Thrombusbildung und damit zum Verschluss der GefalRwand. Entnommen von:
Varga-Szabo et al., 2008 [18]

Zu Beginn kommt es zu einer instabilen transienten Adhasion, dem sogenannten
Tethering [19]. Dies wird ermdglicht, indem der an Kollagen gebundene, also
immobilisierte, VWF an dem Glykoprotein Ib-1X-V-Rezeptorkomplex bindet [14, 18, 20].
Diese Verlangsamung ermoglich das Binden von Glykoprotein VI (GPVI) und Integrin
a2+ an das Kollagen. Damit wird die starke Adhasion und Aktivierung der Thrombozyten
initiert  [20, 21]. Die ausgeloste Signalkaskade von GPVI fuhrt UGber
Phosphorylierungsschritte, unter anderem durch die Syk Tyrosinkinase, zu einer
Aktivierung der Phospholipase Cy2 (PLCy2), welche wiederum
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  (PIP2) zu Inositoltrisphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG) hydrolysiert. Dieser Mechanismus fuhrt zu einem Anstieg der
intrazelluldren Calciumionenkonzentration (Ca?"), zu der Umstrukturierung des
Zytoskeletts, zu der Degranulierung und zu der Konformationsanderung der Integrine

auf der Thrombozytenoberflache [22]. Durch eine solche Konformationsanderung

2


chris
Rechteck

chris
Texteingabe
[


postintrazellularer Aktivierungen gelangt das Integrin aus einem niedrigen in einen
hochaffinen Zustand (genauer Hintergrund, siehe Kapitel 2.1.3) [23]. Dieser Prozess
wird als ,/nside-Out Signalling“ bezeichnet [24]. Als wichtigstes Integrin der Hdmostase
wird das Integrin asPBs, auch bezeichnet als Glykoprotein lIb/llla (GP lib/llla),
beschrieben, welches in der Lage ist, die RGD-Sequenz (Arg-Gly-Asp) von Fibrinogen,
Fibrin, VWF oder Fibronektin zu binden, wobei Fibrinogen als der wesentliche Ligand
beschrieben wird. Durch eine Ligandenbindung an das aktive Integrin aipfs, wird eine
intrazellulare Signalkaskade ausgelost, die Al einer irreversiblen
Thrombozytenadhasion und -aggregation fuhrt. In diesem Zusammenhang wird von
einem ,Outside-In Signalling“ gesprochen [25]. Dieses Outside-In Signalling ist dabei
entscheidend an der Zytoskelettumstrukturierung von Thrombozyten, dem sogenannten
shape change, beteiligt. Neben der Integrinaktivierung induziert die GPVI vermittelte
Thrombozytenaktivierung die Ausschittung von a- und 6-Granula (Degranulierung).
Hierbei kommt es zu einer Fusionierung der Granula- mit der Thrombozytenmembran
Uber den soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor-Komplex
(SNARE-Komplex) [7, 26]. Die a-Granula beinhalten primar grofle Polypeptide (u.a.
Fibrinogen, VWF und Integrin aipf3), wohingegen die 6-Granula Bestandteile mit
geringem Molekulargewicht (u.a. ADP, Serotonin und Calcium) beinhalten [27]. Kommt
es durch die Thrombozytenaktivierung zur Degranulierung, translozieren
Oberflachenproteine der Granulamembran, beispielsweise P-Selektin (CD62P) im
a-Granula, an die Thrombozytenoberflache. Damit stellt P-Selektin ein Marker fir die
Degranulierung aktivierter Thrombozyten dar [28]. AuRerdem werden aus den Granula
sekundare Mediatoren freigesetzt, die ihrerseits intakte Thrombozyten aus dem
Blutstrom aktivieren. Diese Mediatoren binden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCR) der Thrombozyten und kénnen dadurch verschiedene heterotrimere G-Proteine
aktivieren. Diese auto- und parakrine Aktivierung wiederum induziert den shape change
von Thrombozyten, das ,/nside-Out-Signalling” und die Degranulierung. Ein sekundarer
Mediator, das ADP bindet die Rezeptoren P2Y4, der Gq4-, und P2Y12, der G; assoziiert
ist. Ein anderer sekundarer Mediator, Thromboxan A2 (TxA2), bindet an den TxA2
Rezeptor (TP), welcher G4 und G123 assoziiert ist [29]. Durch diese Amplifizierung
werden weitere Thrombozyten aus dem Blutstrom rekrutiert und es konnen
interthrombozytare Vernetzungen Uber das Binden des aktiven Integrins ais3 an den
vWF oder Fibrinogen aufgebaut werden. Dies fuhrt zur Thrombozytenaggregation [20].
Dabei entsteht ein instabiler Thrombus der anschlielend durch Fibrineinlagerung im

Rahmen der sekundaren Hamostase stabilisiert wird [30].

Fir die sekundare Hamostase sind die sogenannten Gerinnungsfaktoren essenziell.
Uber eine Kaskade werden diese aktiviert und bilden einen Prothrombinasekomplex aus,
3



der aus dem Proenzym Prothrombin die enzymatisch aktive Serinprotease Thrombin
bildet. Aus Fibrinogen spaltet Thrombin anschlieRend Fibrinmonomere, die dann wieder
Uber Fibrinpolymere zu einem Fibrinnetz umgewandelt werden, das den Thrombus
festigt. Dieser Prozess flhrt Gber positive Feedbackmechanismen zu einer Amplifikation
der Gerinnung. AuRerdem aktiviert Thrombin den Gerinnungsfaktor Xlll, der die
Fibrinpolymere zu einem Netz kovalent verbindet [31]. Zusatzlich ist Thrombin der
starkste Thrombozytenaktivator, indem er Uber eine n-terminale Abspaltung an den
Protease-aktivierten Rezeptoren 1 und 4 (PAR 1 und 4) einen gebundenen Liganden
freilegt, der wiederum die Signalkaskade aktiviert. Als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
sind die Proteine Gy, Giziz und Gi involviert [29, 32]. Damit allerdings keine
Hyperkoagulabilitdt entsteht, bindet Thrombin auch an Thrombomodulin auf
Endothelzellen und induziert dabei die Aktivierung von Protein C, das mithilfe von
Protein S die aktivierten Gerinnungsfaktoren VIII und V inaktiviert [33]. Ein weiterer
wichtiger Inhibitor der Gerinnungskaskade ist Antithrombin, welches den aktivierten
Gerinnungsfaktor X und Thrombin inaktiviert [34]. Um eine Einengung oder sogar den
Verschluss des Gefaldes zu verhindern, muss der Thrombus abgebaut werden. Die flr
den Prozess verantwortliche Serinprotease Plasmin spaltet das Fibrinnetz auf.
Plasminogen wird durch den gewebsspezifischen Plasminogenaktivator (tPA) oder
durch den Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (Urokinase, uPA) zu Plasmin gespalten

und dadurch wird die Fibrinolyse aktiviert [33].

1.1.3 Integrine der Thrombozyten

Thrombozyten bilden finf verschiedene Integrine aus, die sich jeweils aus zwei
heterodimeren Untereinheiten a und B zusammensetzen. Diese werden anhand ihrer
B-Untereinheit klassifiziert. Zum einen werden die Integrine der B4-Familie: azB1, asB+
und aef1, an die Kollagen, Fibronektin und Laminin binden kénnen, exponiert. Zum
anderen werden die der Bs-Familie: ainBs und a3 exponiert. Hierbei binden Fibrinogen,
vWF, Fibronektin und Vitronectin an a;uBs. An das Integrin a,83 dagegen koénnen

Vitronectin und Osteopontin binden [35].
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Abb. 2: Struktur und Konformationsdanderung eines Integrins am Beispiel des Integrin
aibP3. Das Heterodimer besteht aus einer extrazelluldren, einer Transmembran- und einer
zytoplasmatischen Domane. Sofern die extrazellulare Domane im Genu (Knie) gebeugt ist,
liegt es inaktiv vor. Weichen die a(grin)- und die (blau)-Untereinheit auseinander, flhrt dies
zur Streckung im Knie und Aktivierung des Integrins. Entnommen von: Moser et al., 2009 [36]

1.1.3.1 Die Struktur der Integrine

Sowohl die a- als auch B-Untereinheiten besitzen eine extrazellulare Domane (ca. 800
Aminosauren), eine Transmembran-Domane (ca. 20 Aminosauren) und einen
zytoplasmatischen Schwanz (13-70 Aminosauren). Alle drei Domanen regulieren die

Affinitat der Integrine fir die einzelnen Liganden [36].

Die extrazellularen Domanen zeichnen sich durch die Bindung des Liganden aus.
Hierbei ist die Stellung der Doméanen relevant. Sind die extrazellularen Domanen der
Untereinheiten im Genu ,gebeugt” so ist die Ligandenaffinitat gering. Bei ,Streckung”
wird die Ligandenaffinitat wiederum gesteigert. Die extrazelluldre Domane besteht aus
einem Head, einem Upper Leg und einem Lower Leg. Am Head der extrazellularen
Domane binden die Liganden und zwischen dem Upper- und Lower Leg liegt das Genu.
[35, 37]. Es ist noch unklar, in welchem Zusammenhang es zur Konformationsanderung
in der extrazellularen Domane kommt. Hierbei werden zwei Modelle diskutiert: Das
switchblade- (,Springmesser) [38] und das deadbolt- (,Schlie3riegel) Modell [39]. Das
switchblade-Modell geht davon aus, dass nur gestreckte Integrine Liganden binden,
wobei das deadbolt-Modell davon ausgeht, dass die Streckung erst nach

Ligandenbindung erfolgt [36, 38, 39].

Der transmembranose Anteil verankert ein Integrin in der Zellmembran. Hierbei ordnen
sich die a- und B-Untereinheiten im inaktiven Zustand reil3verschlussartig an. Bei der

Aktivierung der Integrine hingegen kommt es zu einer Trennung der Untereinheit [35].
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Der im Zytosol liegende Teil der Integrine dient vor allem der Bindung von
zytoplasmatischen Proteinen und dadurch der Aktivierung des Integrins. Die zwei
wesentlichen Proteine hierbei sind das Zytoskelettprotein Talin-1 und das
Adhasionsprotein Kindlin-3. Beide kdnnen Uber ihre FERM (four-point-one, Ezrin,
Radixin, Moesin)-Doméane an dem zytoplasmatischen Teil der Bz-Untereinheit binden
[35]. Wenn nun die FERM-Subdoméane F3 von Talin-1 an dem membrannahen NPLY
(Asparagin, Prolin, Leucin, Tyrosin)-Motiv von (33 bindet, fihrt dies zu der Unterbrechung
einer Salzbriicke zwischen der a- und B-Untereinheit. Zusatzlich I6st eine F2-
Subdoméane von Talin-1 durch eine positiv geladene Oberflache folgend eine
Unterbrechung des heterodimeren Integrin-Transmembrankomplex aus, sodass eine
Trennung der beiden Untereinheiten und ein Inside-Out Signalling ermdglicht wird [35,
40, 41]. Kindlin-3 bindet mit seiner FERM-Doméane ein weiter distal gelegenes
NxxY(Asparagin, ,nicht ndher bezeichnet®, ,nicht ndher bezeichnet®, Tyrosin)-Motiv [35,
36]. Moser et al. konnten bei auftretender Kindlin-3 Defizienz schwere Blutungsstérung
in Mausen feststellen und somit Kindlin-3 eine wesentliche physiologische Funktion
zusprechen. Auflierdem kommt es bei Kindlin-3 Defizienz in Mausen zu keiner starken

Bindung Uber die Integrine ai,Bs oder azB1[42].

1.1.3.2 Signalwege der Integrine

Die Ligandenbindung an das Integrin flhrt zur Konformationséanderung, Clusterbildung
und Induktion des Outside-In Signalling. Dabei bindet die durch GPCR-aktivierte
Gaiz-Untereinheit an die zytoplasmatische Doméane der Bs-Untereinheit und dies fuhrt
zur Aktivierung der Src-Familienkinasen (SFKs), im Besonderem an B3 gebundene c-
Src. C-Src vermittelt in der Folge Tyrosinphosphorylierungen der Bs-Untereinheit. Die
Tyrosinzs7-Phospohrylierung  reguliert die  Talinbindung negativ. und  die
Tyrosinzse-Phospohrylierung schiitzt vor der Spaltung durch die Protease Calpain.
Beides sind wichtige Mechanismen flir den shape change und der Thrombuskontrolle.
Ein weiterer Mechanismus ist die c-Src induzierte Phosphorylierung und Aktivierung des
p190 Rho GTPase aktivierendes Protein, welches RhoA inaktiviert. Diese Inaktivierung
ist ein wichtiger Signalweg zur Initierung des shape change. Aulierdem fuhrt aktiviertes
c-Src zur Aktivierung des Phosphoinositid-3-Kinase-Weges (PI3K) und des
immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM)-Weges, die ihrerseits eine

wichtige Rolle in der Degranulierung der Thrombozyten spielen. [43-45]

1.1.4 Das Zytoskelett und shape change
Im inaktiven Zustand zirkulieren Thrombozyten diskoid im Blutstrom. Fur diese Form
sind die ringférmig am Rand der Plattchen angeordnete Mikrotubuli und das im

Zytoplasma verteilte Aktin, welches an das Membranskelett bindet, verantwortlich [46].
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Der shape change, also die Formveranderung, wird nach Aktivierung als der erste
messbare, physiologische Schritt angesehen [47]. Die Formveranderung zeichnet sich
durch eine Neuanordnung der Aktinfilamente aus. Zunachst wird das Membranskelett
abgebaut und daraufhin wird das kortikale Aktinfilamentnetzwerk unterbrochen.
Darauffolgend wird der Aufbau neuer Aktinfilamente, die an der Plasmamembran
enden, eingeleitet. Die Thrombozyten formen sich sphérisch und bilden sogenannte
Filopodien aus. Im weiteren Verlauf lassen sich zeitgleich in statischen in vitro
Versuchen Filo- und Lamellipodien beobachten. Am Ende des shape change zeigen
sich nur noch Lamellipodien. Filopodien beschreiben finger- oder fadenférmige
Ausstllpungen der Thrombozytenmembran, die aus parallel zueinander angeordneten
Aktinfilamenten bestehen. Lamellipodien hingegen stellen flache wellenférmige
Ausstllpung der Thrombozytenmembran dar, die aus kurzen orthogonal zueinander
angeordneten Aktinfilamementen bestehen [46, 48].

Der shape change mit dem Prozess der Filo- und Lamellipodienausbildung ist ein
Ausdruck der Kontraktion von Aktomyosin. Das nichtmuskulare Myosin der Klasse Il ist
ein Dimer. Dieses wird aus zwei schweren Ketten mit je einem Paar leichten Ketten
gebildet. Das reversible Binden der Myosinkdpfe der leichten Ketten an das Aktin fuhrt
zu einem Kraftschlag und letztlich zur Kontraktion der Zelle. Die bendtigte Energie wird
durch das Hydrolysieren von Adenosintriphosphat (ATP) generiert [49, 50]. Diese
ATPase-Aktivitat mit der resultierenden Kontraktion wird durch das Gleichgewicht aus
Phosphorylierung und Dephosphorylierung der leichten Ketten des Myosins reguliert.
Die Phosphorylierung ist der initiale Schritt fir die Aktivierung der
Aktomyosinkontraktion [51]. Die notwendigen Signalkaskaden hierfir konnen in
calciumabhangig und -unabhangig unterschieden werden. Durch die
Thrombozytenaktivierung kommt es zum  zytosolischen  Anstieg der
Calciumkonzentration, sodass calcium-calmodulinabhangige Komplexe Myosin-Leicht-
Ketten-Kinasen (MLKK) aktivieren und diese das Serinig der leichten Ketten des
Myosins phosphorylieren. Durch eine calciumunabhangige Aktivierung der Rho-Kinase
(ROCK) kann diese die Myosin-Leicht-Kette phosporylieren. Die phosphorylierte
Myosin-Leicht-Kette bindet an die Myosin-Leicht-Ketten-Phosphatase (MLKP) und
deaktiviert diese dadurch. Durch die resultierende Runterregulation der
Dephosphorylierung der leichten Ketten des Myosins durch die MLKP liegen mehr
phosphorylierte leichte Ketten vor [50].



Filopodien Lamellipodien

Abb. 3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von der Formveranderung der
Thrombozyten nach Aktivierung. In Ruhe (A) liegen Thrombozyten diskoid vor. Nach erfolgter
Thrombozyten-aktivierung Aktivierung bilden diese Filopodien (B) und Lamellipodien (C) aus.
Entnommen und modifiziert von: Elvers, 2015 [52]

1.2 Abdominales Aorten Aneurysma (AAA)

Ein Aneurysma beschreibt die lokale Aussackung eines Gefales, welche aufgrund einer
Schwachung bzw. Schadigung des Gefaligewebes entwickelt. Wenn alle drei
Wandschichten (Intima, Media, Adventitia) dilatiert sind, wird von einem Aneurysma
verum gesprochen. Wenn die abdominale Aorta entweder den Durchmesser von 3 cm
Ubersteigt oder tGber dem 1,5-fachen des urspriinglichen Durchmessers liegt und dem
Aneurysma verum entspricht, liegt ein abdominelles Aortenaneurysma (AAA) vor [53].
Die haufigste Form des AAA ist die infrarenale (83,7 % der intakten AAA in Deutschland
im Jahre 2019 [54]). Hierbei liegt das Aneurysma unterhalb der Arteriarum renalium.

Seltener sind juxta- oder supraenale Aortenaneurysmata [55].

Im AAA kommt es Uber die Zeit durch die Krankheitsprozesse zur Schwachung der
GefaBwand. Mit zunehmender Schwachung und der damit verbundenen Dilatation
nimmt der Radius der Aorta zu und die Wanddicke der Aorta ab. Dadurch kommt es zur
Steigerung der Wandspannung innerhalb der Aorta. Ubersteigt in der Folge die
Wandspannung die eigentliche Wandstarke, so kommt es zu einer Ruptur des
Aneurysmas. Eine Ruptur fuhrt in ca. 80% der Falle zum Tod durch Verbluten des
Patienten und weist damit eine sehr hohe Letalitat auf [56]. In vielen Fallen bleibt das
AAA asymptomatisch, weswegen Mannern Uber 65 Jahren und Frauen uber 65 Jahren
mit zusatzlicher mit Raucheranamnese ein Screening mittels sonographischer Kontrolle
zur Detektion eines AAA angeboten wird. Spatestens, wenn der Durchmesser 5,5 cm
Ubersteigt, soll eine Versorgung durch eine Operation oder endovaskularen

Aneurysmareparatur (EVAR) erfolgen [53].



1.2.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Die Pravalenz betrug in der englischen Stadt Chichester im Jahre 2002 bei Mannern
zwischen 65 und 80 Jahren 7,6% und bei Frauen 1,3% und war hiermit sechsmal
niedriger [57]. Allerdings zeigen neuere Studien aus Schweden bei 65-jahrigen Mannern
eine Pravalenz von 1,7%, die bei Mannern zwischen 65 und 74 Jahren auf 3,3% ansteigt
[58, 59]. Neben dem mannlichen Geschlecht stellt die ,S3-Leitlinie zu Screening,
Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Bauchaortenaneurysmas” das Rauchen und
das Alter als wesentliche Risikofaktoren dar [53]. Allerdings ist die Diskrepanz der
Geschlechter immer geringer ausgepragt. Die Griinde werden im vermehrten Rauchen
bei Frauen und dem Ostrogenmangel nach der Menopause vermutet [60]. Daneben sind
noch weitere Risikofaktoren fir das AAA wie z.B.: ein positive Familienanamnese,
koronare Herzerkrankung, periphere arterielle Verschlusskrankheit, arterielle Hypertonie
und Hypercholesterindmie bekannt [61-64]. Diabetes mellitus hingegen ist kein

relevanter Risikofaktor, sondern scheint protektiv zu wirken [65].

Das rupturierte AAA ist in den USA die 15.-haufigste Todesursache und bei Mannern
Uber 55 Jahren sogar die 10.-haufigste [66]. Mit einer Letalitdt von 80% ist es die
schwerwiegendste Komplikation des Aortenaneurysmas [67]. Hierbei gilt: je groRer der
Durchmesser des Aneurysmas, desto héher ist die Wahrscheinlichkeit einer Ruptur. Bei
einem Durchmesser von 30 mm liegt diese Haufigkeit bei 0,5 pro 1000 Personenjahre
fur Manner und 2,2 fur Frauen. Ab einem Durchmesser von 50 mm steigt die Haufigkeit
auf 6,4 pro 1000 Personenjahre flir Manner und 29,7 fur Frauen. Des Weiteren erhéhen
das weibliche Geschlecht, das Rauchen, ein erhohter mittlerer Blutdruck, hoheres Alter

und ein geringerer BMI die Wahrscheinlichkeit fiir eine Ruptur [68].

1.2.2 Pathophysiologie

Das AAA ist eine chronisch inflammatorische Erkrankung [56, 69, 70]. Diese ist
gekennzeichnet durch die Infiltration von Immunzellen wie zum Beispiel
Neutrophile Granulozyten, Mastzellen, Makrophagen, natlrlichen Killerzellen, T- und
B-Lymphozyten [71]. Dadurch kommt es zur Elastinfragmentierung, Apoptose von
glatten GefalRmuskelzellen (vascular smooth muscle cells (VSMC)) , eine Erh6hung des

oxidativen Stresses und Bildung eines ILT [56].
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Abb. 4: Pathogenese des abdominalen Aortenaneurysmas. Die Bildung des ILT zwischen
dem Blutfluss und der Aortenwand ist ein typischer Prozess. In diesem finden sich aktivierte
Thrombozyten, die proinflammatorische Zytokine freisetzen und zur Rekrutierung von
Immunzellen beitragen. Eingewanderte Leukozyten setzen ebenfalls Zytokine und Proteasen,
wie MMPs frei. Darlber hinaus generieren Erythrozyten oxidativen Stress. Durch diesen
entzlindlichen Einfluss kommt es zu Degradation von Elastin, Kollagen und anderen adhasiven
Glykoproteinen. Aufierdem kommt es durch Apoptose zu dem Verlust der glatten
GefaBmuskelzellen. Diese Entziindungsprozesse fiuhren zur Erweiterung und zum
Wandspannungsanstieg in der Aorta. Enthommen von: Sakalihasan et al., 2018 [56]

1.2.2.1 Einwandern von Immunzellen

Die mediale Aorta ist frei von vasa vasorum (gefallversorgende Gefalte) und damit nur
schwer fir Immunzellen zuganglich. Im AAA finden sich allerdings Prozesse der
Neoangiogenese in der Adventitia bis teilweise in die Media, die den Zugang fir
Immunzellen erméglichen [72, 73]. Zusatzlich ist der Zugang Uber den ILT gegeben, da
neutrophile Granulozyten an dem Fibrin-Fibronektin-Netzwerk oder an P-Selektin von

aktivierten Thrombozyten binden kénnen. Diese inflammatorischen Zellen sind an den
folgend beschriebenen Prozessen mafigeblich mitbeteiligt [73].

1.2.2.2 Elastinfragmentierung
Die EZM der Aorta besteht im Wesentlichen aus Elastin, Kollagen, Proteoglykanen und
Glykoproteinen [74]. Hierbei zeigen elastische Fasern die Eigenschaft der Dehnbarkeit,

wohingegen die Kollagenfasern (Typ | und Ill) fur die Zugfestigkeit zustéandig sind [75].
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Bereits 1984 wurde gezeigt, dass die Elastinfragmentierung zur Dilatation und der

Kollagenabbau zur endgultigen Ruptur des AAA flhren [76].

Verantwortlich fur diese Proteolyse der EZM sind Proteasen. Diese werden von
Immunzellen freigesetzt oder gelangen als Zymogene direkt aus dem Plasma und
werden aufgrund des Druckgradienten zwischen dem zirkulierenden Blut im aortalen
Lumen (280-120 mmHg) und dem interstitiellen Druck der Adventitia (10 mmHg) durch
die Aortenwand konvektiert [56, 77]. Dabei sind zwei verschiedene Arten an Proteasen
zu unterscheiden: Serinproteasen und Matrix-Metalloproteinasen. Zu den
Serinproteasen wird unter anderem Plasmin gezahlt. Das aktive Plasmin wird aus dem
Vorlauferprotein Plasminogen, mithilfe der uPA und tPA gespalten. Sobald Plasmin
aktiviert ist, kann es adhasive Proteine, wie zum Beispiel Fibronektin und Fibrillin
abbauen und MMPs aus deren Vorlaufern aktivieren [56]. Auflerdem induziert Plasmin

die Anoikis der Gefalimuskelzellen [78].

Einige MMPs sind an dem Abbau der EZM beteiligt z.B.: MMP 2, 9 und 12. Diese werden
im AAA-Gewebe vermehrt exprimiert [79-81]. Zusatzlich weisen AAA-Patienten einen
erhdhten MMP 9 Plasmaspeigel auf [82]. MMPs werden von Tissue inhibitors of
matrixmetalloproteinasen (TIMP) gehemmt. TIMPs sind zwar im AAA-Gewebe erhdht,
aber im Verhaltnis weniger als die MMPs. Aus diesem Missverhaltnis entsteht der
verstarkte Abbau der EZM und damit Schwachung der Gefallwand und Erhéhung der
Gefalsteifigkeit [83, 84].

1.2.2.3 Oxidativer Stress

Als ein weiterer wesentlicher Faktor flr die Pathophysiologie wird der oxidative Stress
angesehen [56]. Beispielsweise konnten in histologischen humanen AAA Praparaten im
Vergleich zu benachbarten nicht aneurysmatischen Segmenten eine 2,5-fach héhere
Superoxidkonzentration und eine erhohte Aktivitat der
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat(NADPH)-Oxidase festgestellt werden [85].
Grundsatzlich entsteht oxidativer Stress aus einer Dysbalance von prooxidativen
Elementen, wie z.B.: der NADPH-Oxidase, Xanthinoxidase oder der mitochondrialen
Atmungskette, und antioxidativen Enzymen, wie z.B.: Superoxiddismutase,
Glutathionperoxidase, = Hamoxygenase, Thioredoxinperoxidase, Katalase und
Paraoxonase [86]. Dabei gibt es zwei Hauptquellen des oxidativen Stresses. Zum einen
die NADPH-Oxidase- und Myeloperoxidaseaktivitat von Granuolzyten und zum anderen
zweiwertige Eisenionen, die von Erythrozyten im ILT freigesetzt werden. Die Eisenionen
gelten als Katalysator fur die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies [56]. Aber auch das

Dehnen von glatten GefaRmuskelzellen fuhrt zu einer gesteigerten Produktion reaktiver
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Anoïkis


Sauerstoffspezies durch die NADPH-Oxidase und zur gesteigerten Ausschuttung des
MMP 2 Vorlauferproteins, pro-MMP 2 [87].

Reaktive Sauerstoffspezies sind in der Lage die Expression von Zytokinen und
Adhasionsmolekilen zu beeinflussen und die Rekrutierung von Leukozyten in die
Aortenwand zu regulieren [88]. Dartber hinaus kénnen reaktive Sauerstoffspezies

MMPs aktivieren und die Apoptose der glatten GefaBmuskelzellen induzieren [89, 90].

1.2.2.4 Der intraluminale Thrombus

In 70 bis 80 % aller AAA tritt ein ILT auf [91]. Der ILT lasst sich im Bezug zum
Gefallumen der Aorta in drei Schichten (luminal, medial und abluminal) unterteilen [92].
In dieser Schichtung weist die luminale Schicht Thrombozyten und ein dichtes
Fibrinnetzwerk auf, welches von Erythrozyten und Leukozyten durchsetzt ist [93]. Im
Gegensatz dazu nimmt die Thrombusfestigkeit und -steifigkeit durch den Verlust von
zellularen Bestandteilen und einer gesteigerten Fibrinolyse in der medialen und
abluminalen Schicht ab [94]. Aulierdem wird unter anderem ein Netzwerk aus Canaliculi
gebildet, die von Makromolekilen passiert werden konnen [94, 95]. Der ILT ist dabei
biologisch aktiv. In klinischen Studien zeigte sich eine Korrelation zwischen der Dicke
des ILT und dem Durchmesser des AAA, dem Plasmaspiegel von MMPs, der
Elastinfragmentierung und der Apoptose von glatten GefaBmuskelzellen [92, 96, 97].
Des Weiteren fiihrt der Thrombus, korrelierend zur eigenen Dicke, zu zunehmender
Hypoxie in der aortalen Gefaltwand [98]. Unter diesen hypoxischen Bedingungen, die
sich von luminal zu abluminal verstarken, kann eine vermehrte Neoangiogenese, ein
grolierer Anteil inflammatorischer Zellen und eine reduzierte Synthese von Tropoelastin

und Kollagen durch glatte GefaRmuskelzellen festgestellt werden [98-100].

1.3 Osteopontin
Osteopontin (OPN) ist ein Protein, welches erstmalig als Sialoprotein 1 von Franzén et
al. im Jahre 1985 beschrieben worden ist [101]. Dieses Protein besteht aus
314 Aminosauren und weist ein Molekulargewicht von 44 kDa bzw. 75 kDa auf, was sich
durch alternatives Splicing und posttranslationale Modifikation begrinden lasst. OPN
besitzt viele Aspartat-, Glutamat- und Serinreste und einige Calciumbindungsstellen. In
der Sekundarstruktur weist es 8 a-Helices und 6 B-Faltblatter auf [17, 102, 103]. OPN
bindet mit unterschiedlichen Aminosauresequenzen an verschiedene Integrine von
Zellen. Die RGD-Sequenz (Arg-Gly-Asp) von OPN ermdglicht die Bindung an die
Integrine avB1, avBs, avBs, avBs, asPB1, und asPs [104-107]. Weiter C-terminal folgt die
SVVYGLR"™2-Sequenz (Ser-Val-Val-Tyr-Gly-Leu-Arg) die an die Integrine asf+, a4+ und
a4f37 binden kann [108-110]. Als weitere, n-terminal der RGD-Sequenz gelegene,
Aminosauresequenz gilt die ELVTDFPTDLPAT-Sequenz (Glu-Leu-Val-Thr-Asp-Phe-
12



Pro-Thr-Asp-Leu-Pro-Ala-Thr). Diese bindet an das Integrin asf31 [111]. Verschiedene
Proteasen sind in der Lage die Aminosauresequenzen des OPNs an verschiedenen
Stellen proteolytisch zu spalten. Dazu zahlen Thrombin, MMP 2, 3, 7 und 9, Plasmin und
Cathepsin D [112-117]. Hierbei hydrolysiert Thrombin unter anderem zwischen Arg'%2-
Ser'® und die MMPs zwischen Gly'°-Leu'' [117]. Trotz der Nahe der durch die
Proteasen gebildeten Spaltstellen hat dies Einfluss auf die Affinitdt. Sowohl
ungespaltenes oder auch full-length OPN bindet an das Integrin a583+. Wird OPN durch
Thrombin gespalten, erhdht sich die Affinitdt an das Integrin a53+. Allerdings erniedrigt
sich die Affinitat nach der Spaltung durch MMPs [106].
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Abb. 5: Aminosauresequenz von Osteopontin. OPN wiegt als Protein zwischen 44 und 75
kDa. Gelb markiert zeigt sich die RGD-Sequenz, die an die Integrine avB1, avB3, avPs, s,
asB+1 und asP1 binden kann. Die c-terminal gelegene Aminosauresequenz SVVYGLR kann die
an die Integrine a4+ und asfB1 binden. Der blaue Pfeil zeigt eine Stelle an, an der Thrombin
OPN hydrolisieren kann. Dartber hinaus kénnen auch Plasmin und MMP das Protein
hydrolisieren. Enthommen von: Kazanecki et al., 2007 [17]

OPN wird in verschiedenen Zellen exprimiert: Makrophagen, aktivierte T Lymphozyten,
naturliche Killerzellen, neutrophilen Granulozyten, Adipozyten, Neuronen, glatten
GefaBmuskelzellen, Epithelzellen und Endothelzellen [118-121]. OPN hat Einfluss auf
Entzindungsprozesse, Wundheilung, Biomineralisation, Diabetes, Krebs, Nephrolitiasis

und auch kardiovaskulare Erkrankungen [122, 123].

1.3.1 Die Rolle des Osteopontins im abdominalem Aortenaneurysma

Bereits 2007 konnten Golledge et al in AAA-Patienten einen erhdhten

OPN-Plasmaspiegel feststellen. Des Weiteren korrelierte die Hohe des Plasmaspiegels
13



mit der Wachstumsrate kleinerer Aortenaneurysmata (Durchmesser zwischen 3 cm und
5 cm) [124]. Darauffolgend konnten Wang et al 2018 vermittels Farbungen eine erhohte
OPN-Konzentration im Aortengewebe von AAA-Patienten im Vergleich zu gesundem
aortalen Gewebe feststellen. Zusatzlich konnte Zigarettenrauch als starkster Stimulator
fur die OPN-Sekretion von glatten GefalRmuskelzellen in vitro herausgearbeitet werden.
Aullerdem konnten Sie zeigen, dass regulatorische T-Lymphozyten vom Typ Tr1, die
vor allem antiinflammatorisches Interleukin (IL) 10 sekretieren, im Blut von
AAA-Patienten deutlich reduziert waren. In vitro Versuche zeigten, dass OPN auch zu
einer verminderten Induktion von Tr1-Zellen fUhrt. Durch das Blockieren von OPN
konnte in vitro eine Reinduktion der Tr1-Zellen, die mit Homogenaten des AAAs versetzt
worden sind, festgestellt werden. Somit scheint OPN zuséatzlich die Immunsupression in
AAA zu beeinflussen [125].

Lai et al konnten 2006 in vitro zeigen, dass OPN Uber die Superoxidgenerierung und
Oxylipidbildung ein parakrines Signal liefert, das die pro-MMP 9 Aktivitat in

mesenchymalen Zellen der Aorta erhdht [126].

OPN zeigt in humanen AAA-Gefallwandproben eine 125-fach erhéhte messenger
ribonucleic acid (MRNA) Gewebsexpression im Vergleich zu gesundem Gewebe und
stellt damit den starksten Faktor der in der Arbeit untersuchten Gene dar. In selbiger
Studie konnten Zheng et al. zeigen, dass eine erhéhte Autophagozytose von glatten
Gefalkmuskelzellen in AAA-Geweben besteht und konnten in vitro mit hemmenden OPN
Antikérpern Uber den integrin/CD44 und p38 mitogen activated protein Kinase (MAPK)

Signalweg die Autophagozytose von glatten GefaBmuskelzellen aufheben [127].

In einem AAA-Mausmodell (ApoE Defiziens mit Angiotensin-Il Infusion) wurde die
hetero- (OPN **) und homozygote (OPN ) Defiziens von OPN untersucht. Hier zeigten
beide Gruppen weniger atherosklerotische Plaques im Vergleich zu OPN ** Mausen.
AuRerdem fiihrte die Angiotensin-Il Infusionen in ApoE”, OPN ** Mausen zu einer
signifikant erhohten CD68 mRNA Expression (Marker fiir Makrophagenakkumulation) in
der Aortenwand im Vergleich zu ApoE 7, OPN *~ Mausen oder ApoE -, OPN 7~ Mausen.
Zusatzlich zeigten sich geringere IL 12 mRNA und erhohte IL 10 mRNA-Expressionen
in der Aortenwand von ApoE “, OPN - Mausen [128].

All diese beschriebenen Prozesse deuten darauf hin, dass OPN einen Einfluss auf die
Rekrutierung von Immunzellen, Induktion von Inflammation und die Viabilitdt von
Makrophagen und glatten GefaBmuskelzellen besitzt. Der Einfluss auf Thrombozyten

wird in dieser Arbeit ermittelt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerite

Automatischer Himatologie-Analysator

KX-21N; Sysmex

Durchflusszytometer (FACS)

FACS Calibur; Becton Dickinson

Inkubatoren BE300; Memmert Melag

206; neolLab
Magnetrihrer RET basic; IKA Labortechnik
Mikropipetten peQlab, ErgoOne, Eppendorf
Mikroskop Axio Observer D1 (invers); Zeiss

Mikroskop-Lampenmodul

HXP 120C; Zeiss

Mikroskop-Farbkamera

Axiocam 503 color; Zeiss

Mikrowelle

Panasonic; NN-E 201 WM

Objektiv (10x Vegrolerung)

A-Plan 10x/0,25 Ph1; Zeiss

Objektiv (40x Vegrolerung)

LD Plan Neofluar 40x Objektiv; Zeiss

Objektiv (100x Vegrofierung)

Plan-Apochromat  Olimmersionsobjektiv;

Zeiss
pH-Meter 1.1.1.1.1 pH526; WTW
Rollmischer RM5; CAT

Thermoschdttler

TS-100C; bioSan
Themomixer comfort; eppendorf

Tischzentrifuge

D-6020; neolab

Vortex

Cenco instrumenten (Breda, Niederlande)

Waagen

AE166; Mettler
Secura®; Sartorius
Practum®; Sartorius

Elektrophorese Kammer

Mini-Protean Tetra System; BioRad

Elktrophorese Stromzufuhr

Power PAC HC; BioRad

Zentrifugen

2-16; Sigma
5415-C; Eppendorf
5804-R; Eppendorf

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Citratréhrchen (0,129 M Natriumcitrat)

BD Vacutainer; Becton Dickinson

Deckglaser

24x60 mm; Engelbrecht

FACS-R6hrchen

5 ml, PS, 75x12 mm; Sarstedt

Mikroreaktionsgefafde (0,2; 0,5; 1,5; 2
ml)

Sarstedt
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Objekttrager

76x26 mm; Engelbrecht

Pipettenspitzen (10-20; 200; 1000 i)

TipOne

Spritzen (1; 2; 5; 10; 20 ml)

Injekt®; Braun

Stabpipetten (2; 5; 10; 25 ml)

Stripetten; Corning

Zentrifugenréhrchen (15; 50 ml)

Polypropylen conical tube; Falcon®
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2.1.3 Chemikalien und Proteine

3, 3“5 5% — AppliChem
Tetrabromphenolsulfoxiphthalein

(Bromphenolblau)

Acrylamid Serva
Adenosindiphosphat (ADP) Sigma-Aldrich
Ammoniumbicarbonat (NH,HCO3) Sigma-Aldrich
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich
Apyrase 500 U Sigma-Aldrich
Aquatex® Sigma-Aldrich
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich
3-Mercaptoethanol Carl-Roth

Collagen related peptide (CRP)

University of Cambridge, UK

Citronensaure

Carl Roth

Destiliertes Wasser (dH20)

DEMI Wasser Otto Fischar

Eptifibatid

GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG

Ethanol 100 %

VWR chemicals

Fibrinogen 250 mg Sigma-Aldrich
Fluoromount™ Aqueous Mounting Sigma-Aldrich
Medium

Glucose Sigma-Aldrich
Glycerol Sigma-Aldrich
Kaliumchlorid (KCI) Sigma-Aldrich
Kollagen Horm; Takeda
Magnesiumchlorid (MgCl.) Carl Roth

Molekulargewichtsmarker

Page Ruler von Thermo Fisher

N, N, N, N*-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Sigma-Aldrich

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO,) | Carl Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) Pellets Carl-Roth
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck
D-Phenylalanyl-N-[(1s)-4-{[(Z)- Sigma-Aldrich
Amino(Imino)methyl]amino}-1-
(Chloroacetyl)butyl]-L-Prolinamid

Dihydrochlorid (PPACK Dihydrochlorid)
Phosphatgepufferte Salzldsung (engl. Sigma-Aldrich
Phosphate buffered saline, PBS)

Prostaglandin E1 (PGE) Sigma-Aldrich
Rekombinantes humanes Osteopontin PEPROTECH
ROTI®Histofix 4 % Carl Roth
(Formaldahyd)

ROTI®Histol Carl Roth
SKF-Ldsung Horm®, Takeda
Thrombin (20 U/ml) Roche
Tirofiban Hexal

Triton X-100 Sigma-Aldrich
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Carl Roth
Tris-HCL Sigma-Aldrich
Tris-Base Sigma-Aldrich
Ziegenserum Invitrogen
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2.1.4 Puffer und Losungen

ADP-L6sung (20 mM)

0,1 g ADP
11,7 ml PBS
Mit NaOH auf pH-Wert 7,40 einstellen

Citratpuffer (10 M)

41 ml 0,1 M Tri-Natrumcitrat-Dihydrat (2,94 g/ 100 ml)
9 ml 0,1 M Citronensaure (1,92g/ 100 ml)
450 ml destilliertes Wasser - pH 6,0

Fibrinogen (2 mg/ml)

250 mg Fibrinogen
112,5 ml 0,9 %-ige NaCl in destilliertem Wasser

Humane Tyrode 1 Xx
(zur Anwendung)

18 ml dH.0

2 ml 10x Tyrode Stock
180 pl 0,1 M MgCl,
200 pl 10 % Glukose
pH 7,40

Humane Tyrode 10 x

1,01 g NaHCO3
208,8 mg KCI
55,2 mg NaH;PO,
100 ml dH20

Laemmli-Puffer 4 x

8 g SDS-Pellets

Tris-HCL pH 6,8

40 ml Glycerol

8 ml R-Mercaptoethanol
Spatelspitze Bromphenolblau
Ad 100 ml dH20

Lower buffer (500 ml)

90,885 g 1,5 M Tris Base
2,090,4 % SDS
Ad 400 ml dH20

-> pH 8,8
PGE+ Stock-Ldsung 1 mg PGE
(15 mM) 188.1 ul Ethanol absolut
Sammelgel 3,78 ml Upper Buffer

2,25 ml Acrylamid
8,82 ml dH0
14,99 yl TEMED
149,9 ul 10 % APS

Trenngel (12 %)

7,47 ml Lower Buffer
12 ml Acrylamid
10,35 ml dH20
14,99 ul TEMED
149,9 ul 10 % APS

Upper buffer (500 ml)

30,285 g 0,5 M Tris Base
20 g4 % SDS

IAd 500 ml dH20

- pH 6,8
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2.1.5 Antikorper und Farbstoffe

Anti-Osteopontin Antikorper (ab8448) abcam
Anti-Osteopontin Antikdrper - N-terminal | abcam
(ab181440)

Integrin  avBs monoklonaler Antikdrper | Millipore
Mouse Anti-Human, Klon LM609
CD62P Mouse Anti-Human (PE-gelabelt), | BD Biosciences
Klon AC 1.2
DAPI 3 mg/ml Roche

Immunglobulin G, monoklonal, ab172730, | abcam
Klon EPR25A, Recombinant Rabbit,
PAC1 Mouse Anti-Human (FITC-gelabelt) | BD Biosciences

Pierce™ Silber Farbe-Kit Thermo Scientific™

Rhodamin-Phalloidin Invitrogen

Sekundarantikdrper, goat anti-Rabbit 555 | Invitrogen

2.1.6 Software

Fir die Auswertung und graphische Darstellung der in dieser Arbeit gezeigten Daten
sowie der Erstellung von Abbildungen wurden GraphPadPrims 8, Zen (Version 2 blue
edition) und Microsoft Office 365 (Version 18.2303.1201.1) verwendet.

2.2 Humane Proben

Alle Experimente mit humanem Gewebe und Blut wurden vorab durch die
Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf gepriift und genehmigt. Die
Entnahme und Analyse der Gewebeproben erfolgte ausschlief3lich nach erteilter
Zustimmung durch die Kommission. Alle Teilnehmenden gaben vor ihrer
Studienteilnahme eine schriftliche, informierte Einwilligung (Einwilligungserklarung der

Patient:innen) ab.

Die folgenden Ethikvoten wurden eingeholt und genehmigt:
2018-140-KFogU,

5731R,
2018-248-FmB.

Die Studie wurde im Einklang mit den ethischen Grundsatzen der Deklaration von
Helsinki sowie gemal den Richtlinien zur Guten Klinischen Praxis (Good Clinical

Practice, GCP) der Intemational Council for Harmonisation (ICH) durchgefuhrt.

19



2.3 Methoden

2.3.1 Thrombozytenisolation

Die hier verwendeten Blutproben wurden ausschlie3lich aus der Thrombozytenspende
der Blutspendezentrale der Universitatsklink Dusseldorf bezogen (Ethikvotum;
Studiennummer.: 2018-140-KFogu). Das Blut (2 ml) wurde durch eine
Armvenenpunktion in Citratréhrchen (0,129 M Natriumcitrat) enthommen. Die Isolation
erfolgte bei Raumtemperatur. Die Rohrchen wurden in der Zentrifuge bei 1200
Umdrehungen/min (200 g) bei deaktivierter Bremse fir 10 min zentrifugiert.
AnschlieRend wurde 1 ml des plattchenreichen Plasmas (PRP) abpipettiert und in einem
15 ml Falcon mit 1 ml PBS (pH-Wert: 6,5), Apyrase (2 U/ml) und PGE; (1 nmol/ml)
vorsichtig gemischt, um eine vorzeitige Aktivierung zu verhindern. Anschliellend wurde
das Gemisch bei 2300 Umdrehungen/min (850 g) bei deaktivierter Bremse flir 6 min
erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und auf das verbliebene Pellet
wurden 200-400 uyl humane Tyrode (1x) gegeben. Diese Mischung wurde vorsichtig
resuspendiert. Nach einer 1:10 Verdinnung der Probe mit PBS wurde die Zellzahl
automatisch an einem Hamatologieanalysator (Sysmex KX21N) bestimmt. Die isolierten

Thrombozyten wurden bis zu den Versuchen bei 37 °C gelagert.

2.3.2 Das Fragmentieren von Osteopontin

Da OPN durch Proteasen, wie z.B.: Thrombin, Plasmin oder MMP enzymatisch
fragmentiert werden kann und eben diese auch in der Pathogenese des AAAs relevant
sind, fragmentierten wir OPN durch Thrombin, um einen moglichen Einfluss des
fragmentierten Osteopontins (frag. OPN) zu Uberprifen. Thrombin hydrolisiert OPN
zwischen den Aminosauren Arg'*2-Ser's® Fur die enzymatische Fragmentierung des
OPNs wurden 18 pl Ammoniumbicarbonat (0,1 M), 1 yl Thrombin (12,5 mU/ul) und 1 ul
OPN (1 pg/ul) in ein Eppi gefullt. Fur das rekombinante Osteopontin (rek. OPN) wurde
anstatt von Thrombin 1 pl destilliertes Wasser verwendet. Als Negativkontrolle wurde
das OPN durch humane Tyrode (1x) ersetzt. Die Proben wurden fir ca. 2 s zentrifugiert
und anschliefiend bei 37 °C fir 4 h inkubiert. Nach der Inkubation wurde das frag. und
rek. OPN direkt verwendet oder bei -20 °C gelagert.

2.3.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Analyse der Grof3e und Granularitat
einzelner Zellen in einer Flussigkeit. Die einzelnen Zellen werden durch eine
Messkuvette angesaugt und dadurch separiert. Die Zellen werden in der Kuvette mit
Laser angestrahlt und brechen das Licht. Dadurch entstehen das Seitwartstreulicht (Side

Scatter; SSC), das ein Mal} fir die Granularitat darstellt, und das Vorwartsstreulicht
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(Foward Scatter; FSC), welches fur das VolumenmalR hinzugezogen wird. Der Detektor

wertet die die gestreuten Strahlen aus.

In dieser Arbeit wurden fluoreszierende Antikdrper zur Detektion bestimmter
Oberflachenproteinen (oder -rezeptoren) von Thrombozyten verwendet. Die
verwendeten Antikérper emittieren Photonen verschiedener Wellenlange, was eine

zeitgleiche Messung der Oberflachenproteine ermdglicht.

Fir die Messung am Durchflusszytometer wurden isolierte Thrombozyten, (siehe Kapitel
2.3.1), mit humaner Thyrode auf 50.000 /ul vedinnt, verwendet. In die einzelnen FACS-
Rohrchen wurden ein Antikérpergemisch gegen PAC1 (Aktivierungsmarker fur das
aktivierte Integrin ausBs) und CD62P (Degranulierungsmarker fur P-Selektin) mit je 6 pl
und ein Agonist (Endkonzentration: ADP 5 uM, ADP 10uM, CRP 0,1ug/ml, CRP 1ug/mli
oder CRP 5 pg/ml) mit je 3 ul vorgelegt. Je nach Versuch wurden die isolierten und
verdinnten Thrombozyten mit frag. (Endkonzentration: 1 pg/ml) oder rek. OPN
(Endkonzentration: 1 pg/ml oder 10 pg/ml) gemischt und fur 15 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Die FACS-Réhrchen wurden mit 21 ul des Thrombozytengemisches auf 30 pl
aufgeflllt. Die 30 pyl Emulsion wurde dunkel fir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AbschlieRend wurde die Reaktion mit 300 yl PBS abgestoppt. Vor jeder
Messung wurde die jeweilige Probe kurz gevortext. Am Durchflusszytometer wurden
jeweils 10.000 positive Ereignisse gemessen. Fur die Datenauswertung wurde die

mittlere Fluoreszenzintensitat (engl. Mean fluorescence intensity; MFI) herangezogen.

2.3.4 Adhasionsversuche

2.3.4.1 Adhasion isolierter Thrombozyten auf immobilisiertem Osteopontin
Fir die Adhasion auf immobilisiertem OPN wurden am Vortag das frag. und rek. OPN
(siehe Kapitel 2.3.2) vorbereitet. Dem frag. OPN (1 pg/20 pl) wurden pro 20 ul 1yl
PPACK (Endkonzentration: 1,52 nmol/ml) hinzugefligt, um in 8 min Inkubationszeit das
Thrombin abzufangen. Thrombin sollte vorher abgefangen werden, weil es ein Agonist
fur Thrombozyten ist. Danach wurde das frag. und rek. OPN mit PBS auf 200 ul aufgefullt
(Endkonzentration: 5 pg/ml). Nun konnten als Adhasionsmatrizen 1%-iges BSA, 100
pug/ml Fibrinogen, das fragmentierte und rek. OPN mit je 60 ul auf Deckglaser pipettiert
werden. Die Matrizen wurden tber Nacht bei 4 °C adhariert. Am nachsten Tag wurden
die Uberschussige Lésung abgekippt und die Deckglaschen mit je 100 ul 1%-igem BSA
fir 1 h blockiert. Die Thrombozyten wurden nach dem obenstehenden Protokoll (siehe
Kapitel 2.3.1) isoliert und mit humaner Tyrode (1x) auf 40.000 /ul verdunnt. Fur die
Stimulation der Thrombozyten wurden die Agonisten ADP (Endkonzentration 5 yM) und
CRP (Endkonzentration 1 pg/ml) verwendet. Fir die Adhasion unstimulierter
Thrombozyten wurde das Volumen der Agonisten durch humane Txrode (1x) ersetzt.
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Die vorbereiteten Proben (Thrombozyten mit ADP, CRP oder humaner Tyrode) wurden
mit je 70 ul auf die einzelnen Matrizen pipettiert und bei 37 °C flr 30 min inkubiert.
AnschlieRend konnten die Thrombozyten ohne Farbung eingedeckt werden (siehe
Kapitel 2.3.4.3). FUr die Zytoskelettdarstellung wurde allerdings die Farbung mit
Rhodamin Phalloidin durchgeflhrt (siehe Kapitel 2.3.4.4).

2.3.4.1.1 Prainkubation mit Tirofiban

Um eine mdgliche Bindung von OPN an das Integrin a3 zu Uberprifen, ist der Inhibitor
des Integrins aubPs Tirofiban verwendet worden. Die Versuche sind, wie bereits in Kapitel
2.3.4.1 erlautert, durchgefiihrt worden. Allerdings wurde auf die Beschichtung mit frag.
OPN verzichtet. Zusatzlich wurden die isolieten Thrombozyten (Endkonzentration:
40.000 /ul) mit Tirofiban (Endkonzentration: 1 ug pro 1*10% Thrombozyten) oder mit
humaner Tyrode als Kontrolle versetzt und fur 15 Minuten bei 37 °C prainkubiert.
AnschlieRend folgte wiederrum die Aktivierung durch ADP (Endkonzentration 5 uM) und
CRP (Endkonzentration 1 pg/ml) und fur die unstimulierten Proben wurde humane
Tyrode (1x) verwendet. Ohne Farbung (Kapitel 2.3.4.3) sind die Deckglaser eingedeckt

und Aufnahmen unter dem Mikroskop angefertigt worden.

2.3.4.1.2 Prainkubation mit Eptifibatid

Ein weiterer Inhibitor des Integrins aiuBs ist Eptifibatid. Die Versuche sind nach dem in
Kapitel 2.3.4.1 beschriebenen Protokoll durchgefihrt worden. Allerdings wurden die
isolierten  Thrombozyten  (Endkonzentration: 20.000 /ul) mit Eptifibatid
(Endkonzentration: 20 uM) oder humane Tyrode (1x) als Kontrolle, fiir 30 Minuten bei 37
°C prainkubiert. Nach Aktivierung mit ADP (Endkonzentration 5 uM) oder CRP
(Endkonzentration 1 pg/ml) bzw. unstimuliert mit humaner Tyrode konnten die
Deckglaser mit Farbung (siehe Kapitel 2.3.4.4) eingedeckt und Aufnahmen unter dem

Mikroskop angefertigt werden.

2.3.4.1.3 Prainkubation mit dem Antikorper LM 609

Ein weiteres Integrin, an dem OPN bindet, ist das Integrin a,8s. Auch hier wurde ein
Inhibitor verwendet: der monoklonale Antikérper LM 609. Die Versuche sind nach dem
Kapitel 2.3.4.1 durchgefiihrt worden. Der Antikérper LM 609 (Endkonzentration:
30 yg/ml) oder die Kontrolle mit humaner Tyrode sind mit Thrombozyten
(Endkonzentration 20.000 /ul) fir 30 Minuten bei 37 °C prainkubiert worden. Nach
Aktivierung mit ADP (Endkonzentration 5 uM) oder CRP (Endkonzentration 1 pg/ml)
bzw. unstimuliert mit humaner Tyrode konnten die Deckglaser mit Farbung (siehe Kapitel

2.3.4.4) eingedeckt und Aufnahmen unter dem Mikroskop angefertigt werden.
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2.3.4.2 Adhéasion der mit I6slichem Osteopontin inkubierten Thrombozyten auf
Kollagen

Am Vortag wurden einzelne Deckglaser mit 60 pl 1-%igem BSA oder 200 pg/ml Kollagen
(verdiinnt in einer SKF-L&sung) bei 4 °C Uber Nacht beschichtet. Am darauffolgenden
Tag konnte die Uberschissige Lésung abgekippt werden und die Deckglaser wurden mit
100 pl 1-%iges BSA bei Raumtemperatur 1 h blockiert. Die Thrombozyten wurden isoliert
(siehe Kapitel 2.3.1) und mit humaner Tyrode verdinnt, sodass 40.000 Thrombozyten /ul
in der Endkonzentration auf die Deckglaser gegeben werden konnten. Die
Thrombozyten wurden entweder mit frag. (Endkonzentration: 1 ug/ml) oder rek. OPN
(Endkonzentration: 1 oder 10 pg/ml) bzw. zur Kontrolle mit humaner Tyrode gemischt.
Diese wurden fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die prainkubierten Thrombozyten wurden
mit je 70 ul fir 5 bzw. 20 min bei 37 °C auf die Deckglaser gegeben. Anschliellend
wurden die Proben weiterbehandelt. Die Proben mit rek. OPN mit der Endkonzentration
von 1 yg/ml sind ohne (siehe Kapitel 2.3.4.3) und die Proben mit frag. (Endkonzentration
1pg/ml) und rek. OPN (Endkonzentration 10 pg/ml) sind mit der Phalloidinfarbung (siehe
Kapitel 2.3.4.4) eingedeckt worden.

2.3.4.3 Adhasion ohne Phalloidinfarbung

Die Behandlung auf den Deckglasern wurden abgekippt und dreimal mit 100 ul PBS
gewaschen. AnschlielRend wurden die adharenten Thrombozyten auf den Deckglasern
mit je 100 yl 1%iger Formaldeyd-Lésung flr 10 min bei 4 °C fixiert. Nach erneutem
dreimaligem Waschen mit 100 ul PBS wurden die Deckglaser mit Aquatex eingedeckt

und bei 4 °C in Dunkelheit gelagert.

2.3.4.4 Adhasion mit Phalloidinfarbung

Die Behandlung auf den Deckglasern wurden abgekippt und dreimal mit je 100 pl PBS
abgespult. Danach wurden die Thrombozyten auf den Deckglasern mit 100 ul 4%-iger
Formaldehyd Lésung bei Raumtemperatur fur 10 min fixiert. Anschlie®end wurden diese
mit 80 pl 0,5%-iger Triton-X100 (in 0,5%-iger BSA-L6sung) bei Raumtemperatur far 10
min permeabilisiert. Nach zweimaligen Spulen mit je 100 yl PBS wurden je 50 ul
Rhodamine Phalloidin (1:400 Verdinnung mit PBS) auf die Deckglaser gegeben und bei
Raumtemperatur fir 35 min in Dunkelheit inkubiert. Nach der Farbung wurden die
Deckglaschen dreimal mit 100 pl PBS abgewaschen, mit Fluormount eingedeckt und bei

4 C in Dunkelheit gelagert.

2.3.4.5 Auswertung der Adhéasion
Es wurden pro Behandlung mindestens finf reprasentative Aufnahmen mit
Differentialinterferenzkontrast (differential interference contrast; DIC) und, bei

Verwendung der Phalloidinfarbung zusétzlich, im Cy3-Fluoreszenzkanal bei 555 nm
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Wellenlange am Mikroskop angefertigt. Fir die Aufnahmen mit Ausnahme der
Zytoskelettaufnahmen, ist die 400-fache Vergréfderung mit dem LD Plan Neofluar 40x
Objektiv (numerische Aperatur 0,6) gewahlt worden. Die Zytoskelettaufnahmen erfolgten
in  1000-facher VergroBerung mit dem Plan-Apochromat Olimmersionsobjektiv
(numerische Apertur 1,4). Die Anzahl der Thrombozyten sind auf den funf
aufgenommenen reprasentativen Bildern ausgezahlt worden. Aus dieser Anzahl ist dann
der Mittelwert ermittelt worden, der anschlieend in die weitere Auswertung eingeflossen

ist.

2.3.5 SDS- Page

Die Sammel- und Trenngele (12%) wurden vorbereitet und in die Kammern gegossen.
Diese harteten Uber 30 min aus. Die Osteopontinfragmentierung wurde fiir 3 und 24 h
mit den Thrombinkonzentrationen: 30 mU/ul, 12,5 mU/pl, 1 mU/ul, 500 pU/ul, 50 pU/ul,
1 pU/ul durchgefihrt. AnschlieBend sind 20ul der einzelnen Aliquots mit 6ul des
Laemmlipuffers (vierfach konzentriert) zusammengemischt worden. Nach der
Denaturierung fir 5 min bei 95°C konnten die einzelnen Proben in die Taschen des
Sammelgels pipettiert werden. Zusatzlich wurde 1 pl eines Molekulargewichtsmarkers
auf das Gel aufgetragen. Bei 120 V Spannung lief das SDS-Gel tber ca. 75 Minuten, um
die Proben aufzutrennen. AnschlieRend wurde das Gel den Glasscheiben entnommen
und konnte in destilliertem Wasser gelagert werden. AnschlieRend konnte eine
Silberfarbung durchgefihrt werden (siehe Kaptiel 2.3.6).

2.3.6 Silberfarbung

Die Silberfarbung wurde mit Hilfe des Silver Stain Kits von Thermo Fischer®
durchgefiihrt. Hierfir wurde das Gel zweimal flir 5 min im destillierten Wasser
geschwenkt. Anschliefend wurde das Gel zweimal fir je 15 min in einer Ldsung
(30%igen Ethanol, 10%ige Essigsaure in destilliertem Wasser) fixiert. Darauf folgten
Inkubationsschritte fir zweimal 5 min in einer vorbereiteten Losung (10%iger Ethanol in
destilliertem Wasser) und zweimal 5 min in destilliertem Wasser. Das Gel wurde mit der
vorbereiteten Sensitizer Working Solution (50 ul Sensitizer-Lésung auf 50 ml Wasser)
fir 1 min inkubiert und anschlieffend zweimal jeweils 1 min lang mit destilliertem Wasser
abgewaschen. Danach folgte eine Inkubation in der Stain Working Solution (0,5 ml Silver
Stain Enhancer in 25 ml Silver Stain) fur 30 min. Darauf folgten zweimal fur 20 s das
Waschen in destilliertem Wasser. Fur den Entwicklungsschritt inkubierten die Gele in der
Developer Working Solution (0,5 ml Silver Stain Enhancer in 25 ml Silver Stain
Developer) fur ca. 2-3 min, bis die Proteinbanden erschienen. War der gewunschte
Kontrast vorhanden, konnte die Stopplésung (5%ige Essigsaure in destilliertem Wasser)

fur einige Sekunden inkubieren und wurde dann ausgetauscht, um fiir weitere 10 min zu
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inkubieren. Die Gele konnten dann in destilliertem Wasser gelagert werden. Von den

Gelen wurden anschlieend Fotoaufnahmen mit einer Smartphonekamera angefertigt.

2.3.7 Immunfluoreszenzfarbung von Osteopontin in den abdominalen
Aortenwanden von Aneurysmapatienten

Um OPN in humanen AAA nachzuweisen, sind Proben aus der Biobank der
Gefalichirurgie aus der Uniklinik Dusseldorf verwendet worden (Ethikvotum;
Studiennummern: 5731R; 2018-248-FmB). Hierbei handelte es sich um drei
Patientenproben, die jeweils bei einer Operation eines AAA per Laparotomie versorgt
wurden. Die vorher bereits paraffinierten und 5 um dick geschnittenen Proben wurden
Uber Nacht bei 37 °C hitzefixiert und anschliel’end entparaffiniert. Hierfir wurden die
Schnitte fir 10 min in ROTI®Histol gegeben und anschliefend in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert. Dafur sind die Schnitte fur je 2 min in 100 %-igem Ethanol, 2 min
in 96 %-igem Ethanol, 2 min in 70 %-igem Ethanol und kurz in destilliertes Wasser
gegeben worden. AnschlieRend konnte die Antigendemaskierung stattfinden. In einem
Citratpuffer (0,1 M) wurden die Schnitte fir 5 min bei 360 W in einer Mikrowelle
aufgekocht und flr weitere 5 min bei 95 °C weiter erhitzt werden. AnschlielRend wurden
die Schnitte in 5%-igem Ziegenserum mit 0,3 %-igem Triton X-100 (in PBS) fir 90 min
blockiert. Nach der Blockierung wurden die Schnitte mit einem Primarantikorper
(Endkonzentration: 20 pyg/ml) in 1 % BSA Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Als
Primarantikérper wurde ein Immunglobulin G und ein Anti-Osteopontin-Antikérper (AB
181440), der n-terminal bindet, verwendet. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte
mit PBS dreimal gewaschen. AnschlieRend wurde der Sekundarantikdrper Goat Anti-
Rabbit 555, (in 1%-igem Ziegenserumin, mit 0,3 %-igem Triton X-100 in PBS), in einer
Verdiinnung von 1:100, fir 1 h bei Raumtemperatur auf die Schnitte gegeben. Darauf
folgten erneut dreimalig das Waschen mit PBS. Zusatzlich wurden die Zellkerne im
Gewebe mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) in einer 1:3000 Verdinnung mit
1%-igem Ziegenserum und 0,3 %-igem Triton X-100 (in PBS) flr 5 min angefarbt. Erneut
wurden die Schnitte dreimal mit PBS gewaschen. Anschlieliend wurden die gefarbten
Schnitte mit Fluormount eingedeckt und bei 4 °C dunkel gelagert. Hierflir wurden pro
Behandlung Aufnahmen mit Differentialinterferenzkontrast (differential interference
contrast; DIC) und fur die Osteopontinfarbung in Cy3-Fluoreszenzkanal mit 555 nm
Wellenlangen und im DAPI Fluoreszenzkanal mit 358 nm Wellenlange mit 100-facher
VergroRerung mit dem A-Plan 10x/0,25 Ph1 Objektiv angefertigt.

2.3.8 Statistische Auswertung
Zur graphischen Darstellung der Daten werden Standardfehler (engl. Standard error of

the mean; SEM) als Fehlerbalken gezeigt. Signifikante Unterschiede zwischen den
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Mittelwerten verschiedener Daten wurden mittels Two-way ANOVA ermittelt. Die

Kennzeichnung erfolgte nach den folgenden Signifikanzniveaus:

0,05 bis 0,01: * (signifikant)

0,01 bis 0,001: ** (hoch signifikant)

0,001 bis 0,0001: *** (sehr hoch signifikant)
< 0,0001: **** (extrem hoch signifikant)
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3 Ergebnisse

3.1 Thrombin hydrolysiert Osteopontin

Da OPN durch verschiedene Proteasen hydrolysiert werden kann und unter anderem
Thrombin im ILT des AAA vorkommt, sollte auch der Einfluss des durch Thrombin
fragmentiertes OPN auf Thrombozyten evaluiert werden [113, 129]. Um eine minimale
Thrombinkonzentration, die das verwendete OPN komplett fragmentieren kann, zu
verwenden, ist ein SDS-Page mit anschlieRender Silbernitratfarbung durchgefihrt
worden. Hierbei zeigte sich bei der Lésung mit rek. OPN-Banden zwischen 60-65 kDa,
was dem Molekulargewicht von OPN entspricht. Bei Verwendung von 30 und 12,5 mU
Thrombin erscheint in diesem Bereich keine Bande, aber dafur zwischen 25 und 35 kDa,
was auf das frag. OPN hinweist. Beim Verwenden von 1 mU oder 500 yU Thrombin
zeigen sich Banden im Bereich von 65 kDa sowie zwischen 25 und 35 kDa. Dies weist
auf das Vorliegen von sowohl fragmentiertem als auch rekombinantem OPN hin. Die
geringeren Thrombinkonzentrationen (1 oder 50 pU) fuhren dagegen nicht zu einer
Fragmentierung des OPN. Diese Ergebnisse zeigen sich unabhangig von der
Inkubationszeit von 3 bzw.24 Stunden. (sieche Abb. 6)
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Abb. 6: Osteopontinfragmentierung mittels Thrombin. Um OPN zu hydrolysieren, ist

Thrombin verwendet worden. Hierfir wurde OPN und Thrombin in verschiedenen

Konzentrationen (1 pU, 50 pU, 500 pU, 1 mU, 12,5 mU und 30 mU) fir 3h (A) und 24 h (B)
bei 37 °C inkubiert. Die OPN-Fragmentierung wurde mittels SDS-PAGE und anschlielender

Silbernitratfarbung analysiert.
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3.2 Osteopontin(nachweis) in der abdominalen Aortenwand von
Aneurysmapatienten

Das Vorhandensein von OPN in den GefaRwanden des AAA ist die Grundvoraussetzung
fur einen moglichen Einfluss von immobilisertem OPN auf Thrombozyten in dieser
Pathologie. Daher wurden histologische Paraffinschnitte von offen operierten Patienten
mit eben dieser Erkrankung auf OPN gefarbt. Mithilfe dieser Farbung konnte OPN in den
Schnitten nachgewiesen werden. Es verteilt sich gleichmaRig Uber die Media (links
unten) bis in die Adventitia (rechts oben). Die Intima und der ILT sind nicht sichtbar, da

diese im Rahmen der Operation ,ausgeschalt werden. (siehe Abb. 7)

100 pm

Abb. 7: Nachweis von OPN in GefaBwidnden von AAA-Patienten. Reprasentative
Immunfluoreszenzaufnahmen von Paraffinschnitte eines Kontrollantikdrper (IgG; A) oder dem
Osteopontinantikérper (AB 181440; B; orange) und mit DAPI markierte Zellkerne (blau). (n=3)
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3.3 Osteopontin zeigt keinen Einfluss auf die Aktivierung humaner

Thrombozyten

Da OPN nicht nur in der aneurysmatischen Aortenwand, sondern auch im Blutplasma
von AAA-Patienten nachweisbar ist, ist die Aktivierung der Thrombozyten unter Einfluss
von I6slichem frag. oder rek. OPN dberprift worden [124]. Zur Messung des
Aktivierungsgrades von humanen Thrombozyten nach Zugabe von Agonisten wie ADP
oder CRP kann die Durchflusszytometrie verwendet werden. Als Marker fur die
Aktivierung von Thrombozyten kénnen die Integrin a3 Aktivierung und die Exposition
von P-Selektin bestimmt werden. Fir den Einfluss von OPN auf die Aktivierung wurden
im Folgenden isolierte humane Thrombozyten mit rek. und frag. OPN vorbehandelt und
anschlieliend mit ADP oder CRP in verschiedenen Konzentrationen stimuliert. Danach
erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der Integrin aiiBs Aktivierung Uber einen
PAC-1 Antikorper (bindet ausschlief3lich an aktiviertes Integrin aii83) und der P-Selektin
Exposition (Degranulierungsmarker) mit einem Antikdrper gegen P-Selektin (CD62P).
Abbildung 8A stellt den Effekt von 1 pyg/ml rek. OPN auf unstimulierte bzw. aktivierte
Thrombozyten dar. Die Behandlung der Thrombozyten mit rek. OPN zeigt keinen
signifikanten Unterschied, weder in der Integrin aii,Bs Aktivierung noch der P-Selektin
Exposition, zu jeweiligen Kontrolle. Dies ist sowohl flir unstimulierte Thrombozyten,
sowie nach Aktivierung durch ADP bzw. CRP zu beobachten. Auch die Behandlung mit
10 ug/ml rek. OPN (siche Abb. 8B) zeigt keine signifikanten Unterschiede in der
Thrombozytenaktivierung. Der Versuch unter Behandlung mit 1 ug/ml frag. OPN zeigt

ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle (siche Abb. 8C).
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Abb. 8: Einfluss von Osteopontin auf die Integrin allbf3 Aktivierung und Degranulierung
von humanen Thrombozyten nach Stimulation. Isolierte humane Thrombozyten wurden mit
rek. (A 1 yg/ml bzw. B 10 pg/ml), bzw. frag. (C 1 ug/ml) OPN fir 15 min vorbehandelt. Als
Kontrolle diente humane Tryode. AnschlieRend wurden die vorbehandelten Thrombozyten fir
15 min mit ADP (5 uM bzw. 10 uM) oder CRP (0,1 pg/ml, 1 ug/ml oder 5 pyg/ml) stimuliert. Die
Thrombozytenaktivierung wurde tber die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) des PAC-1-FITC
Antikdrpers  ermittelt  (bindet  spezifisch an aktiviertes Integrin  amBs). Die
Thrombozytendegranulieung wurde Uber die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) des P-
Selektin-PE Antikorpers bestimmt (Degranulierungsmarker). Balkendiagramme zeigen den
Mittelwert £ SEM (A und C: n=6; B: n=5); Two-way ANOVA. Post-hoc-Test: Tukey. A und C
entnommen von: Wagenhauser et al., 2024 [130].
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3.4 Stimulierte humane Thrombozyten adharieren
auf immobilisiertem Osteopontin

Um die Adhasionsfahigkeit von humanen Thrombozyten auf OPN zu tberprifen, wurden
Adhasionsversuche durchgefuhrt. Hierbei sind Deckglaser mit 5 pyg/ml rek. oder frag.
OPN, 100 ug/ml Fibrinogen (positive Kontrolle) oder, bei unstimulierten Thrombozyten
(negative Kontrolle) zusatzlich mit 1%-igem BSA beschichtet worden. AnschlielRend
wurden die isolierten Thrombozyten nicht oder mit 5 uM ADP oder 1 ug/ml CRP aktiviert.
Zeigen sich im unstimulierten Zustand noch wenige Thrombozyten auf immobilisiertem
OPN adhasiv, so fuhrt eine Stimulation der Thrombozyten zu einer gesteigerten
Adhasion. Dabei zeigen sich die Stimulationen durch ADP auf rek. OPN und auf frag.
OPN signifikant ausgepragter. Im Vergleich zu unstimulierten Thrombozyten zeigt
ebenfalls die Aktivierung durch CRP sowohl auf rek. als auch auf frag. OPN eine
signifikante Erhdhung auf. Unstimuliete Thrombozyten, die auf mit Fibrinogen
beschichteten Deckglasern gegeben werden, zeigen im Vergleich zu den anderen
Behandlungen eine starke Adhasion (jeweils p>0,0001). Die zusatzlichen Aktivierungen
durch 5 uM ADP oder 1 uyg/ml CRP fiihren bei der Thrombozytenadhasion auf mit
Fibrinogen beschichteten Deckglasern im Vergleich zu unstimulierten Thrombozyten zu
keiner signifikant verstarkten Adhasion (jeweils p>0,9999) (sieche Abb. 9A)
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Abb. 9: Einfluss von immobilisiertem Osteopontin auf die Adhdsion von humanen
Thrombozyten. A Die Deckglaser wurden mit frag. oder rek. OPN (Konzentration jeweils 5
pg/ml), 100 pg/ml Fibrinogen oder 1-%igem BSA beschichtet. Isolierte humane Thrombozyten
wurden unstimuliert oder mit ADP (5 yM) bzw. CRP (1 pg/ml) fir 30 min bei 37 °C auf den
Deckglasern inkubiert. Anschlieend wurden DIC-Aufnahmen in 400-facher Vergrofierung
angefertigt und die Anzahl der Thrombozyten pro Bildfeld bestimmt. B Reprasentative DIC-
Aufnahmen der Thrombozytenadhasion (Thrombozyten auf OPN-Matrix: siehe Anhang).
Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM (n=8). Two-way ANOVA, Post-hoc-Test:
Tukey. *P < 0.05, **P < 0.01. A entnommen von: Wagenhauser et al., 2024 [130]
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3.4.1 Einfluss des thrombozytaren Integrins o,B; auf die Adhasion
humaner Thrombozyten auf Osteopontin

Um eine mogliche Bindung von immobilisiertem OPN an das Integrin a3 auf der

Thrombozytenoberflache zu Uberprifen, wurden humane Thrombozyten vor der

Aktivierung mit Tirofiban oder Eptifibatid, zwei Inhibitoren des Integrin B3,

vorbehandelt.

3.41.1 Verstarkte Adhasion humaner Thrombozyten auf immobilisiertem
Osteopontin nach Prainkubation mit Tirofiban
Die Behandlung von Thrombozyten mit Tirofiban ermoglicht eine Inhibition des Integrins
aiBs. Es ist ein peptidomimetisches Analogon des Tyrosins, das auf der
Aminosauresequenz Arginin-Glycin-Asparaginsaure (RGD) basiert [131]. Damit bindet
es an die Bz Domane und loops, die durch den Komplex der ai,- und Bs-Domanen am
Integrinkopf gebildet werden [132]. Zunachst wurde der Effekt auf rek. OPN gepruft.
Hierbei zeigt die Behandlung mit Tirofiban bei unstimulieten Thrombozyten keine
Anderung der Adhasion im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle auf der rek.
Osteopontinmatrix. Im Gegensatz dazu zeigt sich durch die Tirofibanbehandlung und
Agonistenzugabe eine signifikante Steigerung der adhasiven Thrombozyten im

Vergleich zu den unbehandelten Thrombozyten (siehe Abb. 10).
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Abb. 10: Einfluss von Tirofiban auf die Adhasion stimulierter oder unstimulierter
Thrombozyten auf immobilisiertem Osteopontin. A Deckglaser wurden mit rek. OPN
(Konzentration 5 pg/ml), beschichtet. Isolierte humane Thrombozyten (Endkonzentration
40.000 /pl) wurden mit Tirofiban (Endkonzentration 40 ug/ml) oder zur Kontrolle mit humaner
Tyrode bei 37 °C fur 15 min vorinkubiert und anschlieBend unstimuliert oder mit ADP
(Endkonzentration 5 yM) bzw. mit CRP (Endkonzentration 1 pg/ml) aktiviert und fir 30 min bei
37 °C auf den Deckglasern adhariert. AnschlieRend wurde die Anzahl der Thrombozyten pro
Bildfeld bestimmt. Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM (n=8). Two-way Anova,
Post-hoc-Test: Tukey. B Reprasentative DIC-Aufnahmen der Thrombozytenadhasion. *P <

0.05, **P < 0.01 ****P < 0.0001
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3.41.2 Verstarke Adhasion humaner Thrombozyten auf immobilisiertem
Osteopontin nach Prainkubation mit Eptifibatid

Als ein weiterer Inhibitor des Integrins a3 wurde Eptifibatid verwendet. Eptifibatid ist
ein synthetisches zyklisches Heptapeptid, das auf der Aminosduresequenz
Lysin-Glycin-Asparaginsaure (KGD) des Schlangengift-Desintegrins Barbourin basiert
und in der Ligandentasche des Integrins aiss bindet und dadurch hemmt [131, 133].
Neben rek. OPN ist als weitere Matrix frag. OPN erganzt worden. Aul3erdem sollte eine
Fluoreszenzfarbung (Rhodamin gekoppelt an das an Aktin bindende Phalloidin) die
adharierten Thrombozyten deutlicher hervorheben. Auch die Behandlung mit Eptifibatid
zeigt bei unstimulierten Thrombozyten im Vergleich zu nicht mit Eptifibatid behandelten
Thrombozyten keine signifikant veranderte Adhasion. Nach Eptifibatidbehandlung fuhrt
die zusatzliche Aktivierung der Thrombozyten im Vergleich zu den aktivierten, nicht
behandelten Thrombozyten zu einer erhéhten Anzahl an adhasiven Thrombozyten.
Diese erhdhte Anzahl zeigt sich bei der Aktivierung mit CRP auf rek. oder frag. OPN
signifikant. Auch die Aktivierung mit ADP zeigt auf frag. OPN eine signifikante Erhéhung.
Auf rek. OPN ist nach einer ADP-Stimulation eine tendenzielle Zunahme an adharenten
Zellen erkennbar (sieche Abb. 11).
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Abb. 11: Einfluss von Eptifibatid auf die Adhéasion stimulierter oder unstimulierter
Thrombozyten auf immobilisiertem Osteopontin. A Deckglaser wurden mit rek. oder frag.
OPN (Konzentration jeweils 5 pg/ml) beschichtet. Isoliete humane Thrombozyten
(Endkonzentration 20.000 /pl) wurden mit Eptifibatid (Endkonzentration 9 yM) oder zur
Kontrolle mit humaner Tyrode bei 37 °C fur 15 min vorinkubiert, anschlieRend unstimuliert oder
mit ADP (Endkonzentration 5 pM) bzw. mit CRP (Endkonzentration 1 pug/ml) aktiviert und fir 30
min bei 37 °C auf den Deckglasern adhariert und mit Rhodamin Phalloidin fluoresenzgefarbt.
Anschliefend wurde die Anzahl der Thrombozyten pro Bildfeld bestimmt. Balkendiagramme
zeigen den Mittelwert £+ SEM (n=5). Two-way Anova, Post-hoc-Test: Tukey. *P < 0.05, **P <

0.01
Reprasentative Fluoreszenzaufnahmen mit 555 nm Wellenlange der adhasiven Thrombozyten

auf B rek. und C frag. OPN.
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3.4.2 Reduktion der Adhasion auf immobilisiertem Osteopontin durch

Hemmung des humanen Thrombozytenintegrins a,f33
Es ist bereits bekannt, dass OPN an das Integrin a,Bs auf Thrombozyten binden kann
[134]. Zur Untersuchung des Einflusses des Integrins a.,fs auf die Adh&sion von
immobilisiertem, rek. oder frag. OPN wurde der monoklonale Antikérperklon LM 609
verwendet, der seines Zeichens dieses Integrin hemmt. Dazu wurden isolierte, humane
Thrombozyten mit dem Antikdrper vorbehandelt. Zusatzlich wurden diese
vorbehandelten Thrombozyten mit ADP stimuliert. Als Kontrolle dienten auch hier
unstimulierte  Thrombozyten. AnschlieBend wurde erneut die fluoreszierende
Aktinfarbung zur besseren Darstellung genutzt. Die Prainkubation mit dem Antikdrper
LM 609 fuhrt, verglichen zur Nichtbehandlung, bei unstimulierten Thrombozyten zu
keiner Anderung der Adhéasion auf rek. oder frag. OPN. Allerdings fiihrt die Stimulation
durch ADP bei mit den Antikérper prainkubierten Thrombozyten im Vergleich zu nicht
prainkubierten Thrombozyten zu einer signifikant reduzierten Adhasion auf rek.
(p=0,0114) und frag. OPN (p=0,0019). Eine volistandige Reduktion der der Adhasion
wird hingegen nicht erreicht. Auch hier kommt es unabhangig der OPN Varianten oder
Vorbehandlung des Antikérpers zu einer signifikanten Steigerung der adhasiven
stimulierten Thrombozyten im Vergleich zu den unstimulierten Thrombozyten (p jeweils
<0,0001) (siehe Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluss von Klon LM 609 auf die Adhdsion stimulierter oder unstimulierter
Thrombozyten auf immobilisiertem Osteopontin. A Deckglaser wurden mit rek. oder frag.
OPN (Konzentration jeweils 5 pg/ml), beschichtet. Isoliete humane Thrombozyten
(Endkonzentration 20.000 /pl) wurden mit dem monoklonalen Antikérper LM609
(Endkonzentration 30 pg/ml) oder zur Kontrolle mit humaner Tyrode bei 37 °C fur 15 min
vorinkubiert, anschlieffend unstimuliert oder mit ADP (Endkonzentration 5 uM) aktiviert und
fur 30 min bei 37 °C auf den Deckglasern adhéariert und mit Rhodamin Phalloidin
fluoreszenzgefarbt. AnschlieRend wurde die Anzahl der Thrombozyten pro Bildfeld bestimmt.
Balkendiagramme  zeigen  den Mittelwert + SEM  (n=6). Two-way Anova,
Post-hoc-Test: Tukey. *P < 0.05, **P < 0.01 B Reprasentative Fluoreszenzaufnahmen mit
555 nm Wellenlange der adhasiven Thrombozyten auf Osteopontin. A und B entnommen
von: Wagenhauser et al., 2024 [130]
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3.5 Ausbildung von Filopodien und Lamellipodien stimulierter

Thrombozyten auf immobilisiertem Osteopontin
Thrombozyten durchlaufen wahrend der Adhasion einen shape change. Damit ist die
Reorganisation des Zytoskeletts, die zur Adhdsion und Stabilisierung des Thrombus
beitragt, gemeint [46]. Im Folgenden sollte untersucht werden, welchen Einfluss rek.
bzw. frag. OPN auf den shape change hat. Der hier durchgeflhrte Versuch ist, wie
bereits unter (siehe 2.2.4.1) beschrieben, durchgeflhrt worden. Zur Auswertung des
shape change wurden erneut die Aktinfilamente der adharenten Zellen mittels Rhodamin
Phalloidin angefarbt. Die Versuche zeigen, dass es nach der Aktivierung durch
verschiedene Agonisten zu einer verstarkten Ausbildung an Lamellipodien (rek.
Osteopontin: mit ADP: 55,7 %; mit CRP 65,4 %; frag. Osteopontin: mit ADP: 50,6 %, mit
CRP: 61,3%) kommt. Nach Stimulation mit CRP bilden die Filopodien sowohl auf rek.
(22,1 %) als auch auf frag. OPN (27,8 %) den zweitgrofdten Anteil. Die restlich
adharenten Thrombozyten, die keinen shape change durchlaufen haben, besitzen auf
rek. (12,5 %) und frag. (10,9 %) OPN den geringsten Anteil nach CRP-Aktivierung. Im
Gegensatz dazu bilden die adharenten Thrombozyten nach der Stimulation mit ADP den
zweitgrofdten Anteil auf rek. (29 %) und frag. (33,6 %) OPN. Damit bilden die Filopodien
nach der Behandlung mit ADP den kleinsten Anteil auf rek. (15,3 %) und frag. (15,8 %)
OPN. Dabei ist kein signifikanter Unterschied des shape change von Thrombozyten

erkennbar, die auf rek. oder frag. OPN adharieren (sieche Abb. 13).
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Abb. 13: Einfluss von immobilisiertem Osteopontin
auf das Zytoskelett stimulierter oder unstimulierter
Thrombozyten. A Deckglaser wurden mit rek. oder
frag. OPN (Konzentration jeweils 5 ug/ml), beschichtet.
Isolierte humane Thrombozyten (Endkonzentration
20.000 /pl) wurden unstimuliert oder mit ADP
(Endkonzentration 5 uM) bzw. CRP (Endkonzentration
1 pg/ml) aktiviert und fir 30 min bei 37 °C auf den
Deckglasern adhariert und mit Rhodamin Phalloidin
fluoresenzgefarbt. AnschlieRend wurde die Anzahl der
Thrombozyten pro Bildfeld bestimmt.
Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM
(n=5). Two-way Anova, Post-hoc-Test: Tukey. B
Reprasentative Fluoreszenzaufnahmen im bei einer
Wellenlange von 555 nm bei 1000-facher
VergroBerung. A und B enthommen von:
Wagenhauser et al., 2024 [130]
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3.6 Kein Einfluss von lIéslichem rekombinanten Osteopontin auf die

Adhasion von Thrombozyten auf einer Kollagenmatrix
In dieser Arbeit konnte OPN als Bestandteil der Aortenwand von AAA-Patienten
nachgewiesen und der Einfluss von immobilisiertem OPN auf die
Thrombozytenadhasion Uberprift werden. Ein weiterer wesentlicher Bestandteil der
EZM in der Aortenwand ist Kollagen [56]. Da I6sliches OPN in den Blutplasmaspiegeln
von AAA-Patienten nachweisbar erhdht ist, Gberpriften wir den Einfluss von l6slichem
rek. und frag. OPN hinsichtlich der Adhdsion humaner Thrombozyten auf einer
Kollagenmatrix [124]. Daftr wurden Thrombozyten mit rek. oder frag. OPN vorinkubiert
und adharierten zu verschiedenen Zeitpunkten (5 min bzw. 20 min) auf Kollagen. Eine
Prainkubation der Thrombozyten mit oder ohne rek. OPN (Endkonzentration 1 pg/ml)
fuhrt hierbei zu keiner signifikanten Anderung der Adhasion auf Kollagen, weder nach 5
min noch nach 20 min. Dies ist ebenfalls nach erfolgter Prainkubation mit frag. OPN zu
beobachten (1 ug/ml). Auch eine Erhéhung der Konzentration an rek. OPN (10 ug/ml)
zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die Anzahl adharierender Thrombozyten auf

Kollagen, zu beiden Zeitpunkten. (sieche Abb. 14)
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Abb. 14: Einfluss von l6slichem Osteopontin auf die Adhadsion stimulierter und
unstimulierter Thrombozyten auf Kollagen. Deckglaser wurden mit 200 ug/ml Kollagen oder
mit BSA [1%] als Kontrolle beschichtet. Isoliete humane Thrombozyten (Endkonzentration
40.000 /pl) wurden unbehandelt, mit rek. (Endkonzentration A 1 ug/ml oder C 10 ug/ml) oder
frag. (Endkonzentration E 1 pg/ml) OPN fir 20 min bei 37 °C vorinkubiert. Anschlielend
wurden die behandelten Thrombozyten fir 5 oder 20 min adhéariert und C, E mit Rhodamin
Phalloidin oder A ohne behandelt. Es wurde die Anzahl der Thrombozyten pro Bildfeld
bestimmt. Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM (A und C: n=6 E: n=7). Two-way
Anova, Post-hoc-Test: Turkey. ***P < 0.001. Reprasentative Aufnahmen B im DIC oder D, F
Fluoreszenzkanal mit 555 nm Wellenlange der adhasiven Thrombozyten auf Kollagen in 400-
facher VergrofRerung. A und E entnommen von: Wagenhauser et al., 2024 [130]
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4 Diskussion

Das AAA ist auch heutzutage nur operativ oder interventionell zu behandeln und birgt
bei Nichtbehandlung das Risiko einer Ruptur mit konsekutivem Versterben des
Patienten. Fir weitere Behandlungsmdglichkeiten ist damit das Erforschen des
Pathomechanismus von AAA hdchst relevant. Im Laufe der Jahre spielte im AAA die
Entstehung des ILT und der Aspekt der chronischen Inflammation eine immer groRere
pathophysiologische Rolle. Thrombozyten als Bestandteil des ILT werden nicht mehr nur
als wesentliche Beteiligte in der Hamostase und Thrombose, sondern auch in der
Inflammation betrachtet. Ein im Serum von AAA-Patienten erhdhtes und in der
Aortenwand von AAA-Patienten vermehrt exprimiertes Protein, das Osteopontin, wird in
weiteren Erkrankungen, teils als Zytokin und teils als Adhasionsprotein verstanden. Ziel
der Arbeit war es den Einfluss von Osteopontin auf Thrombozyten zu untersuchen und
eben diesen Einfluss herauszustellen und mdgliche Auswirkungen auf den ILT und die

Pathophysiologie des AAA zu erdrtern.

4.1 Der Einfluss von Osteopontin auf die Thrombozytenaktivierung

und -degranulierung

Der ILT im AAA wird als biologisch aktives Gewebe verstanden, welches unter anderem
aktivierte Thrombozyten beinhaltet [135]. Da auRerdem bekannt ist, dass AAA-Patienten
einen erhohten OPN-Serumspiegeln aufweisen, wurde hier ein méglicher Einfluss von
OPN als Aktivator von Thrombozyten Uberprift [124]. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass sowohl eine alleinige als auch eine Kostimulation in vitro durch OPN oder
dessen Fragmente keinen Einfluss auf die thrombozytare Integrin aiBs Aktivierung bzw.
Degranulierung zeigt. Allerdings Uberpruften wir nicht die Aktivierung des Integrin a3,
Gerade diese Interaktion wird in der Literatur nach Kostimulation beschrieben [134, 136].
Womaoglich wiirde sich hierbei eine Aktivierung zeigen. Aulterdem kdnnten noch weitere
Zeitrdaume Uberprift werden. Eine Verdoppelung der Inkubationszeit koénnte
gegebenenfalls bestatigen, dass es sich bei der Thrombozytenaktivierung durch OPN
um einen Langzeitprozess handelt. Zumindest wurden bei den Adhasionsversuchen auf
OPN-Matrizen 30 min gewahlt und es konnte ein Effekt gezeigt werden. Ebenfalls kdnnte
eine Erhdhung der OPN-Konzentration gegebenenfalls einen Einfluss auf die Aktivierung

haben.

4.2 Adhasionsfahigkeit von Thrombozyten auf immobilisiertem

Osteopontin

Neben der Aktivierung von Thrombozyten ist ein weiterer wesentlicher Bestandteil die

Adhasion. Golledge et al., sowie Wang et al. konnten bereits in Wanden von AAA-
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Patienten einen erhdhten OPN-Gehalt nachweisen [124, 125]. Auch unsere
Arbeitsgruppe konnte in Immunfluoreszenzuntersuchungen OPN in Aortenwanden von
AAA-Patienten nachweisen. Damit ist eine Voraussetzung geschaffen, dass
Thrombozyten mit OPN in Kontakt treten kdnnen. Bereits 1997 konnten Bennett et al.
die Adhasion von Thrombozyten nach Stimulation mit ADP auf immobilisietem OPN
nachweisen [134]. Dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit bestatigen werden. Zudem
wurde dieses um zwei Aspekte erganzt. Zum Einen nutzten wir das collagen related
peptide als weiteren Stimulator und kénnen zum Anderen auch hiermit eine verstarkte
Adhasion auf immobilisiertem OPN zeigen. Als Kollagenderivat 16st CRP die Bindung
des Kollagens uUber das Inside-Out Signalling eine GPVI-vermittelte Aktivierung der
Integrine und damit eine Affinitdtssteigerung dieser aus. Das ermdglicht folgend die
Bindung an OPN und damit einen zweiten Signalweg zur Aktivierung. Diese Erhéhung
der Affinitat des Integrins a,s flhrten Litvinov et al. bereits 2003 auf eine durch ADP
induzierte Konformationsanderung des Integrins zurtick [136]. In der vorliegenden Arbeit
erganzten wir in unseren Versuchen die Beschichtungen um durch Thrombin
fragmentiertes OPN. Das Schneiden durch Thrombin betrifft nicht die RGD-Sequenz, die
an Integrine bindet. In diesem Zusammenhang fanden Yokosaki et al. heraus, dass das
Integrin a,Bs keine Affinitatsanderung zu frag., im Vergleich zum rek. OPN in vitro
aufweist. Allerdings zeigten sowohl Yokosaki et al als auch Barry et al., dass Thrombin
frag. OPN, im Vergleich zu rek. OPN eine erhdhte Affinitat fir das Integrin asp+1 besitzt
[106, 137]. Die zuvor genannten Integrine sind ebenfalls auf der Oberflache von
Thrombozyten zu finden. Daher sind zwei OPN-Varianten gewahlt worden [41]. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine ahnliche Adhasion von Thrombozyten auf beiden
OPN-Varianten. Dies weist auf keine Affinitdtsunterschiede der beteiligten Integrine auf
die OPN-Varianten hin. Dies kénnte auf eine untergeordnete Rolle des Integrin asf+
hinweisen und hat vielleicht in der absoluten Anzahl adharierender Thrombozyten keine
starke Auswirkung. Janus-Bell et al. beschreiben einen geringen Einfluss des Integrins
asB+1 auf die Hamostase [138]. Gegebenenfalls konnte dies zu einer friheren Adhasion
der Thrombozyten fiuhren. Somit ware es eventuell vielversprechend kiirzere
Adhasionszeitpunkte in Bezug auf die OPN vermittelte Thrombozytenadhasion zu
untersuchen. Bennett et al. stellten fest, dass der spezifische Antikbrper gegen das
Integrin asB+ auf Thrombozyten nicht inhibitorisch wirksam war [134]. Folglich scheint
das Integrin asB1 keinen signifikanten Einfluss auf die Adhasion von Thrombozyten zu
haben. Daher konnte in diesen Versuchen kein signifikanter Unterschied zwischen frag.
und rek. OPN auf die Adhasion von Thrombozyten festgestellt werden, obwohl frag. OPN

eine starkere Affinitat zum Integrin asp1 vorweist.
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AuRerdem nutzten Bennett ef al. zwei verschiedene Antikdrper gegen das Integrin ayinBs.
Nach Antikdrperbehandlung konnte eine geringere Adhasion der Thrombozyten, aber
keine vollstandige Inhibierung, auf einer Osteopontinmatrix nachgewiesen werden. Dies
fuhrten Bennett ef al. auf eine mdgliche Kreuzreaktivitat zu dem Integrin a.Bszurtick. Zur
Untersuchung der Integrin a3 abhdngigen Thrombozytenaggregation auf OPN wurde
in dieser Arbeit der Aggregationshemmer Tirofiban verwendet, bei dem es sich um ein
ausschlieBlich an das Integrin awPs bindende L-Tyrosin Derivat handelt [131, 132].
Paradoxerweise zeigte Tirofiban nach der Aktivierung auf beiden Osteopontinmatrices,
frag. oder rek., eine massiv gesteigerte Thrombozytenadhasion. Ebenfalls resultierte die
Verwendung des Aggregationshemmer Eptifibatid, ein zyklisches Heptapeptid, welches
spezifisch die Integrin aisBs-Aktivierung hemmt, in einer verstarkten Adhasion [131, 132].
Bassler et al. berichteten 2007 in einer Arbeit, dass die Verwendung von Integrins cisBs-
Antagonisten mit ADP zu einer paradoxen Aktivierung von Thrombozyten fihrte [139].
Legler et al. zeigten 2001 in vitro, dass ein blockierendes zyklisches RGD-Peptid in
niedrigen Konzentrationen agonistisch auf das Integrin a3 wirkte. Hierbei wird ein
Konformationswechsel des Integrins nach Bindung von Proteinen mit der RGD-Sequenz
angenommen [140]. Dies erklart Sen et al. mit einer Carboxylgruppe in der RGD-
Sequenz, die sowohl bei natirlichen Liganden als auch bei inhibierenden small-
molecules vorhanden seien [141]. Damit kénnte eine zusatzliche Aktivierung von
Thrombozyten vorliegen, die die gesteigerte Adhasion erklart. Die Inhibitoren kénnen zu
einem Konformationswechsel im Integrin a,3; fuhren, die anschliefiend noch mittels ADP
oder CRP aktiviert worden sind. Diese Adhasion zeigt sich daher auch nicht Uber das
Integrin aiBs. Aullerdem konnten wir das Ergebnis von Bennett et al. bestatigen, dass
Osteopontin und dessen Fragmente an das Integrin a3 bindet, da die Inhibierung des
Integrin a,Bs mittels eines spezifischen Antikérpers zu einer verringerten Adhasion auf
immobilisiertem frag. oder rek. OPN fihrte [134]. Nichtdestotrotz blieb eine vollstandige
Adhasionsreduktion auch nach Inhibierung des Integrin o83 aus. Auch wenn sich
zwischen dem rek. und frag. OPN keine Unterschiede zeigten, bleibt fraglich, ob OPN
das Integrin asB+1 bindet und daher nach Blockierung vom Integrin a,8s zur Adhasion der
Thrombozyten auf OPN fuhrt. Dies bedarf weiterer Erforschung und koénnte mit

spezifisch inhibierenden Antikorpern weiter evaluiert werden.

Nach der Stimulation durch ADP oder CRP bilden Thrombozyten Lamelli- und Filopodien
aus. Unabhangig von der Agonistenwahl und der Beschichtung mit rek. oder frag. OPN
weisen die Thrombozyten zum groRten Teil Lamellipodien auf. Damit zeigen sie die
ausgepragteste Zytosklettform, die adhasive Thrombozyten in vitro erreichen kénnen
[46]. Der Agonist CRP bedingt dabei hohere Anteile an Filo- und Lamellipodien als ADP.
Ein Vergleich zwischen den Agonisten hinsichtlich der ausgepragteren Adhasion ist nicht
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moglich, da jeweils nur eine Agonistenkonzentration gewahlt worden ist. Eine
Konzentrationsreihe wirde eine mogliche Vergleichbarkeit schaffen. OPN bestatigt sich
als Protein, an dem aktivierte Thrombozyten gut adharieren kdnnen. Auch hier muss
konstatiert werden, dass der Zeitraum von 30 Minuten fest gewahlt war. Demnach lasst
sich nicht ausschliefien, dass es je nach OPN-Variante oder Agonistenwahl zu einer

schnelleren Adhasion bzw. einem anderen shape change-Verhalten kommen konnte.

4.3 Losliches Osteopontin fuhrt zu keiner gesteigerten Anzahl

adharenter Thrombozyten

Auch wenn immobilisiertes OPN ein Adhasionspartner der Thrombozyten darstellt, zeigt
sich I8sliches OPN nicht unterstitzend fur adharierende Thrombozyten. Dies zeigen
unsere Adhasionsversuche auf einer Kollagenmatrix. Auch hier verhielten sich die
beiden I6slichen OPN-Varianten nicht unterschiedlich. Damit zeigte 16sliches OPN im
Gegensatz zum immobilisierten OPN keinen Einfluss auf die Adhasion von
Thrombozyten. Ng et al. konnten in ihren Versuchen mit immobilisiertem aber nicht mit
I6slichem OPN signifikante Effekte zeigen und gehen davon aus, dass die fir die
Bindung von OPN relevante RGD-Sequenz in |6slichem OPN nicht frei zuganglich flr
Bindungspartner ist und begriinden mit Liu et al., dass immobilisiertes OPN eine
Orientierung mit Zugang zur RGD-Sequenz bietet [142, 143]. Daher scheint
immobilisiertes- aber nicht I6sliches OPN fir Integrine zuganglich zu sein und daher nur
dann einen signifikanten Effekt auszulésen. Fur eine Adhasion auf immobilisiertem OPN
war eine Praaktivierung der Thrombozyten notwendig. Diese blieb bei der Adhasion auf
Kollagen aus. Womaoglich hatte eine Praaktivierung eine Konformationsanderung der
Integrine zur Folge gehabt und dadurch ware eine Bindung der RGD-Sequenz vom
I6slichen OPN an dem Integrin mdglich gewesen und das hatte die Adhasion

unterstutzen konnen.

4.4 Relevanz der Ergebnisse fiir die Pathogenese des abdominale

Aortenaneurysma

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass OPN in den GefalRwanden von AAA-
Patienten nachweisbar ist. In diesem Zusammenhang ware es von hoher Relevanz die
hier gezeigten Ergebnisse mit dem OPN-Gehalt in Aortenwanden von gesunden
Spendern zu vergleichen, um die erhdhte Konzentration von OPN als
Rekrutierungspartner von Thrombozyten und Immunzellen zu bestatigen. Im AAA-
Mausmodell mit ApoE ~ OPN** Mausen zeigten diese im Vergleich zu ApoE * OPN”
Mausen  vermehrte  atherosklerotische  Plaques und ein  erniedrigtes
antiinflammatorisches Zytokinprofil [128]. Zu einem inflammatorischen Milieu kénnen

aktivierte Thrombozyten beitragen, indem sie unter anderem Uber das Integrin a.3 auf
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immobilisiertem rek. bzw. frag. OPN adhéarieren kdnnen. Ldsliches OPN hingegen
scheint keinen Einfluss auf die Aktivierung oder Adhasion von Thrombozyten zu haben.
Weiterfihrende Versuche unserer Arbeitsgruppe konnten OPN auch in intraluminalen
Thromben nachweisen [130]. Im Bereich des Thrombus, der aus Thrombozyten,
Erythrozyten und neutrophilen Granulozyten besteht, kdnnen unter anderem MMPs
nachgewiesen werden. Sakalihasan et al. konnten im ILT dberwiegend MMP 9 mit einer
erhohten Gelatinaseaktivitdt mit einem abnehmenden Aktivitdtsgradienten von luminal
nach abluminal nachweisen [144]. AuRerdem wird auch Thrombin im ILT vermutet [145].
Der Nachweis von Thrombin und gegebenenfalls die Aktivitat im ILT und der Aortenwand
waren noch genauer zu untersuchen. MMPs werden Uber einen Druckgradienten von
luminal nach abluminal konvektiert und waren in der Lage luminal abgelagertes OPN zu
hydrolisieren. Thrombin wird Gber aktivierte Thrombozyten freigesetzt und ist ebenfalls
in der Lage OPN zu hydrolysieren [56, 77].

Immobilisiertes OPN in der Aortenwand und im ILT kann zur Rekrutierung von
Thrombozyten aus dem Blut beisteuern, indem praaktivierte Thrombozyten mit dem
Integrin avB3 an der RGD-Sequenz des OPN binden. Die Thrombozyten muissten
aktiviert sein, um mit einem Inside-Out-Signalling das Integrin a3 in einem héheren
Affinitatszustand zu versetzen. Kommt es dann zur Rekrutierung Uber immobilisiertes
OPN des aktivierten Thrombozyten, kann dieser nun weitere Immunzellen rekrutieren
und somit zu inflammatorischen Prozessen in der Aortenwand bzw. im ILT beitragen.
Aus den a-Granula der Thrombozyten kdnnen die Chemokine Plattchenfaktor 4 und
RANTES freigesetzt werden, die ihrerseits funktionelle Heterodimere bilden und somit
neutrophile Granulozyten, Makrophagen und T-Zellen rekrutieren [146, 147]. Die
Plattchenfaktor 4- und RANTES-Konzentrationen im Plasma von AAA-Patienten sind
erhoht und finden sich in hohen Konzentrationen in den luminalen Schichten des ILT.
Thrombozyten und neutrophile Granulozyten sind in den luminalen Thrombusschichten
des Aneurysmas kolokalisiert [147, 148]. Mausmodelle zeigen, dass die Hemmung von
dem Plattchenfaktor 4-RANTES-Heterodimer durch den Peptidinhibitor MKEY vor oder
nach der Induktion von AAA die Entwicklung von AAA wirksam verhindern
beziehungsweise dessen Fortschreiten aufhalten kann [147, 149]. Aktivierte
Thrombozyten kénnen dann die rekrutierten Immunzellen Gber P-Selektin, das bei
Aktivierung an die duflere Membran mobilisiert wird, binden [147, 150]. P-Selektin
konnte in Lysaten des ILT und in seiner I6slichen Form im Plasma nachgewiesen werden
[147,151]. Durch diese Prozesse kann nun die chronische Entziindung aufrechterhalten

werden, die durch OPN rekrutierte Thrombozyten initiiert worden sind.
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Es wird immer noch diskutiert, ob der ILT einen positiven oder negativen Einfluss im AAA
besitzt. In einer Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2021 bewerten Boyd et al. den ILT
ambivalent. Zu Beginn bietet dieser noch biomechanischen Schutz gegen die steigende
Wandspannung. Allerdings verliert der Thrombus seine Schutzstarke im Laufe der Zeit.
Dabei bleibt die stéandige biologische Aktivitat bestehen, die die aneurysmatische Wand
weiter schwacht [135]. OPN kann in diesem Zusammenhang ein weiterer moglicher
Adhasions- und Migrationspartner fur Thrombozyten, sowie fur Immunzellen in das AAA
sein. Also kann OPN zu Beginn fur den Aufbau des zunachst schitzenden Thrombus
beitragen, ware aber fur den spateren Verlauf auch fur die Schwachung der Aortenwand
mitverantwortlich, wenn es zu einer weiteren Rekrutierung von Immunzellen Uber
Thrombozyten kdme. Auch wenn OPN in der léslichen Form keinen Einfluss auf
Thrombozyten im AAA zu haben scheint, zeigt es sich dennoch als Zytokin wirksam,
indem es z.B. die Autophagozytose von VSMCs initiieren kann [127]. Wie grof} dieser
Effekt von OPN im AAA und ob dieser Effekt nun als positiv oder negativ flr den

Krankheitsprogress zu werten ist, bleibt offen und bedarf weiterer Forschung.
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