Aus dem Institut fiir Klinische Biochemie und Pathobiochemie
der Universitat Wiirzburg

Direktor: Professor Dr. med. U. Walter

Die Rolle des Proteins VASP fiir die Proliferation und

Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultit
der

Bayerischen Julius-Maximilians-Universitit zu Wiirzburg

vorgelegt von
Katharina Krohne

aus Heidelberg

Wiirzburg, Januar 2005



Referent: Priv.-Doz. Dr. med. Martin Eigenthaler
Korreferent: Prof. Dr. med. Ulrich Walter
Dekan: Prof. Dr.med. Georg Ertl

Tag der miindlichen Priifung: 27.10.2005

Die Promovendin ist Arztin.



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1

1.1 ENTWICKLUNG DER BLUTZELLEN

1.1.1 URSPRUNG UND ENTWICKLUNG HAMATOPOETISCHER ZELLEN
1.1.2  DER EINFLUSS VON ZYTOKINEN AUF DIE MEGAKARYOPOESE
1.1.2.1 Thrombopoetin

1.1.2.2 Interleukin 6

1.1.2.3 Interleukin 11

1.1.3 POLYPLOIDIE

1.2 ENTSTEHUNG VON THROMBOZYTEN AUS MEGAKARYOZYTEN
1.3 THROMBOZYTEN

1.4 HAMOSTASE

O e . & O »n b~ B BN

1.4.1 PRIMARE HAMOSTASE

[
(e

1.4.2 SEKUNDARE HAMOSTASE

1.5 HEMMUNG DER THROMBOZYTENAGGREGATION 10

1.5.1 REGULATION DER ADENYLATCYCLASE- UND DER GUANYLATCYCLASE-AKTIVITAT
11

1.5.2 PHOSPHODIESTERASEN 12
1.5.3 CAMP-UND CGMP-ABHANGIGE PROTEINKINASEN 12
1.54 VASP 13
1.6 ZIEL DER ARBEIT 15
2 Material 16
2.1 ANTIKORPER 16
2.2 CHEMIKALIEN UND LOSUNGEN 17
2.3 VERBRAUCHSMATERIALIEN 18
2.4 GERATE, SOFTWARE 19
3 Puffer und Losungen 20
3.1 PUFFERI 20
3.2 PUFFERII 20

3.3 PUFFERIII 20



Inhaltsverzeichnis

3.4 PUFFERIV

3.5 PUFFERYV

3.6 SDS-Storp

3.7 ELEKTROPHORESEPUFFER
3.8 TRANSFERPUFFER

3.9 WASCHPUFFER
4 Methoden

4.1 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE THROMBOZYTENANALYSE

4.1.1 BLUTENTNAHME UND THROMBOZYTENISOLIERUNG

4.1.2 STIMULATION DER THROMBOZYTEN

4.2 WESTERNBLOT

4.2.1 GEWINNUNG VON WESTERN-BLOT-PROBEN AUS THROMBOZYTEN
4.2.1.1 Blutentnahme und Waschen der Thrombozyten

4.2.1.2 Stimulation der Thrombozyten

4.2.1.3 Thrombozytenstandard

4.2.2 SDS POLYACRYLAMID GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

4.3 IMMUNFLUORESZENZ MIKROSKOPIE VON THROMBOZYTEN MIT VASP-
ANTIKORPERN

4.4 MAUSSTAMMZELLEN

4.4.1 GEWINNUNG DER STAMMZELLEN AUS DEM KNOCHENMARK

4.4.2 SEPARATION DER STAMMZELLEN DURCH MACS SCA-1 MULTISORT KIT
4.4.2.1 Magnetische Markierung der Zellen

4.4.2.2 Magnetische Auftrennung der Zellen

4.4.3 FARBUNG DER ZELLEN MIT ANTIKORPERN

4.4.4 KULTIVIERUNG UND ANSCHLIEBENDE ANALYSE DER ZELLEN
5 Ergebnisse

5.1 TEIL1:

5.1.1 SPEZIFITAT DES ANTIKORPERS 5C6

20
20
20
21
21
21

22

22
22
22
25
25
25
26
27
28

31
33
33
34
34
35
35
38

40

40
40

5.1.2 CHARAKTERISIERUNG DES ANTIKORPERS 5C6 DURCH WESTERNBLOT-ANALYSE

UND ZEITKINETIK DER VASP-PHOSPHORYLIERUNG AN SERIN'>’

41



Inhaltsverzeichnis

5.1.3 VERGLEICHENDE ZEITKINETIK DER VASP-PHOSPHORYLIERUNG AN SERIN** MIT
DEM BEKANNTEN ANTIKORPER 16C2 44
5.1.4 SYNERGISTISCHER EFFEKT VON PGE; UND SNP AUF DIE VASP-
PHOSPHORYLIERUNG 47
5.1.5 ANALYSE DER VASP-PHOSPHORYLIERUNG MITTELS DURCHFLUSSZYTOMETRIE 48

5.1.5.1 Analyse der VASP-Phosphorylierung in stimulierten Thrombozyten mit dem

5C6-Antikorper in der FACS-Analyse 48
5.1.5.2  Analyse der VASP-Phosphorylierung in stimulierten Thrombozyten mit dem
16C2-Antikorper in der FACS-Analyse 50
5.1.6 IMMUNFLUORESZENZ VON THROMBOZYTEN MIT DEN PHOSPHOSPEZIFISCHEN
VASP-ANTIKORPERN 53
5.2 TEIL2: 57

5.2.1 ENTSPRECHEN DIE ISOLIERTEN ZELLEN DER GESUCHTEN

STAMMZELLPOPULATION? 58
5.2.2 PROLIFERATION 59
5.2.2.1 Proliferation der Stammzellen der VASP Wildtypméuse 59
5.2.2.2 Proliferation der Stammzellen der VASP knock out Méiuse 60
5.2.3 AUSDIFFERENZIERUNG ZU CD41 POSITIVEN ZELLEN 61
5.2.3.1 Differenzierung der Stammzellen der VASP Wildtypmaéuse 61
5.2.3.2 Differenzierung der Stammzellen der VASP knock out Méuse 62
6 Diskussion 65
7 Zusammenfassung 72

8 Literaturverzeichnis 73



Abkiirzungen

Abkiirzungen

AC
ADP
ATP
BSA
cAMP
CFU
cGMP
DNA
EDRF
ENA
EPO
ERK
EVH
EVL
FITC
FL
FSC
GC
GMP
GP
GTP
HRP
IL-11
IL-12
IL-1B
IL-6
MAPK
MW
PAGE

Adenylatzyklase
Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat
Rinderserumalbumin

zyklisches Adenosinmonophosphat
koloniebildende Einheit

zyklisches Guanosinmonophosphat
Desoxiribonukleinsdure
endothelium derived relaxing factor
Drosophila Enabled

Erythropoetin

extrazelluldr responsive Kinase
Ena-VASP homologe Doméne
Ena-VASP-like Protein
Fluorescein Isothiocyanat
fluorescence channel

forward scatter

Guanylatzyklase
Guanosinmonophosphat
Glycoprotein

Guanosintriphosphat

horse-radish peroxidase
Interleukin 11

Interleukin 12

Interleukin 1P

Interleukin 6

mitogenaktivierte Proteinkinase
molekularer Gewichtsmarker

Polyacrylamid Gelelektrophorese



Abkiirzungen

PBS
PDE
PGE
PGI
PKA
PKC
PKG
PRP
PRR
RT
SCF
SNP
SSC
TBS
TNF-a
TPO
VASP
VSMS
vWF

Phosphate buffered saline
Phosphodiesterase
Prostaglandin

Prostazyklin

cAMP-abhingige Proteinkinase
Proteinkinase C
cGMP-abhingige Proteinkinase
plattchenreiches Plasma
Prolinreiche Region
Raumtemperatur
Stammzellfaktor

Sodium Nitroprousside

side scatter

Tris buffered saline
Tumornekrosefaktor o

Thrombopoetin

Vasodilatator stimulierendes Phosphoprotein

glatte GefaBmuskelzellen

von-Willebrand-Faktor



Einleitung

1 Einleitung

Das Knochenmark ist der Bildungsort aller Blutzellen, die dort aus sogenannten
Vorlduferzellen entstehen (Ubersicht siehe Abb. (1)). Zu den himatopoetischen
Vorlduferzellen gehdéren die Megakaryozyten, aus denen Thrombozyten, auch
Blutplattchen genannt, gebildet werden. Megakaryozyten entstehen aus pluripotenten
Stammzellen, ihre Reifung beinhaltet mehrere Verdopplungen der DNA ohne
anschlieBende Teilung des Kerns und des Zytoplasmas. Die daraus resultierenden
Riesenzellen haben ihren Sitz im blutbildenden Knochenmark nahe der GefiaBBwinde,
um das Eintreten der Thrombozyten in die Blutbahn zu erleichtern. Im Laufe ihrer
Reifung bilden Megakaryozyten schlanke Zytoplasmaausldufer, an deren Enden
Thrombozyten abgeschniirt werden (Stenberg and Levin 1989; Cramer et al. 1997,
Italiano et al. 1999). (Eine schematische Darstellung dieses Vorgangs gibt Abb. (2))
Thrombozyten sind also scheibenformige, kernlose Zellen. Sie zirkulieren im
Blutkreislauf und stellen die Unversehrtheit des Gefdf3systems sicher. Bei Verletzung
heften sich die Thrombozyten an extravaskuldirem Gewebe an und fithren zusammen
mit den Gerinnungsfaktoren zu einem schnellen Wundverschluss und zu einer
Wiederherstellung des normalen Blutflusses in den beschddigten Gefaf3en.

Mangel oder Storungen der Thrombozytenfunktion kénnen zu unkontrollierbaren
Blutungen, Thrombosen oder Embolien fithren. Daher ist es wichtig, sowohl die
Funktion der Thrombozyten, als auch deren Bildung noch genauer zu verstehen, um

eine bessere Behandlung beziehungsweise Pravention dieser Krankheiten zu erreichen.

1.1 Entwicklung der Blutzellen

Im menschlichen Embryo erscheinen Ansammlungen von Stammzellen des
himatopoetischen Systems (Blutinseln) in der 3. Entwicklungswoche (Sieff 1998). Im
3. Entwicklungsmonat wandern einige dieser Zellen in die Leber, die dann bis kurz vor
der Geburt eine Hauptquelle der Blutbildung darstellt. Auch Milz, Thymus und
Lymphknoten tragen zur Blutbildung bei. Ab dem 4. Entwicklungsmonat beginnt die
Blutbildung im Knochenmark, das bei der Geburt des reifen, gesunden Neugeborenen
die komplette Produktion an Blutzellen iibernommen hat. Beim Kleinkind ist noch das
gesamte Knochenmark an der Blutbildung beteiligt (rotes Knochenmark). Im Laufe der

Adoleszenz degeneriert ein Grofiteil des roten Knochenmarks zu Fett und beschriankt
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sich spéter auf die Wirbelkorper, Rippen, Sternum, Schédel, Becken und die proximalen

Epiphysen von Femur und Humerus. (Robbins 1999)

1.1.1 Ursprung und Entwicklung himatopoetischer Zellen

Die korpuskuldren Bestandteile des Blutes (Erythrozyten, Granulozyten, Monozyten,
Thrombozyten und Lymphozyten) haben alle ihren Ursprung in einer gemeinsamen
pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle (Sieff 1998), die im Laufe der
embryonalen Entwicklung aus omnipotenten Stammzellen entstanden sind. Aus ihr
entwickeln sich die Stammzellen der myeloiden und die der lymphatischen Blutzellen
(siehe Abb. (1)). Aus der lymphatischen Stammzelle gehen sogenannte ,,committed
stem cells“ fiir T-Lymphozyten, B-Lymphozyten/Plasmazellen und Natiirliche
Killerzellen hervor. (Kondo 1997) ,,Committed stem cells haben zwar noch die
Eigenschaft von Stammzellen, das heif3t, sie konnen sich selbst replizieren, aber die Art
threr Weiterenwicklung ist bereits festgelegt. Auf die Entwicklung der Lymphozyten
wird hier jedoch nicht ndher eingegangen, nur soweit, dass es im Gegensatz zur
myeloiden Linie, im Verlauf der Reifung keine morphologisch erkennbaren
Zwischenschritte gibt (Robbins 1999).

Aus der multipotenten myeloischen Stammzelle gehen drei ,,committed stem cells*
hervor, die nach ihrer Ansammlung im Knochenmark koloniebildende Einheiten (CFU)
genannt werden. CFU-Eo determiniert die Linie flir eosinophile Granulozyten. CFU-
G/M haben noch die Moglichkeit sich in zwei Stammzellen zu entwickeln, aus der
entweder Monozyten oder Granulozyten hervorgehen. Das gleiche gilt fiir die E/Mega-
Stammzelle, aus der Stammzellen fiir die Bildung von Thrombozyten oder die Bildung
von Erythrozyten hervorgehen (Robbins 1999). Eine bipotente E/Mega-Vorlauferzelle
wurde sowohl in der Kultur humaner (Debili et al. 1996), als auch in der Kultur muriner
(Papayannopoulou et al. 1996) Knochenmarkszellen beschrieben. Alle CFU-Zellen
entwickeln sich iiber morphologisch identifizierbare Vorlduferstufen, die sogenannten
Blasten, zu den endgiiltigen ausdifferenzierten Zellen (Robbins 1999).

Eine wichtiges Glied in der Kontrolle der Erythropoese und Megakaryopoese wurde
auch in der biologischen Aktivitit einiger Zytokine wie zum Beispiel Erythropoetin
(EPO), Thrombopoetin (TPO), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-11 (IL-11) gesehen.
Dies sind Wachstumsfaktoren, die hauptsiachlich fiir die Differenzierung dieser Linien
verantwortlich sind. Tiere, bei denen der TPO-Spiegel kiinstlich erhéht wurde
entwickelten nicht nur einen Anstieg der zirkulierenden Thrombozyten im Blut, sondern

auch eine grofere Anzahl von megakaryoiden Vorlduferzellen. Dies verhielt sich
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identisch im Bezug auf EPO, Erythrozyten und deren Vorldufer (Krantz 1991;
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Abb. (1): Himatopoese. Entwicklung der einzelnen Zellen des hdmatopoetischen Systems aus einer

pluripotenten Stammzelle. Diverse Zytokine (in Késtchen) beeinflussen die Ausdifferenzierung zu den

einzelnen Linien und deren reifen Endprodukten.
SCF: stem cell factor; IL: Interleukin ; FIt3L: F1t3 Ligand; GM-CSF: Granulozyten-Makrophagen colony

stimulating factor



Einleitung

1.1.2 Der Einfluss von Zytokinen auf die Megakaryopoese

1.1.2.1 Thrombopoetin

Der Terminus Thrombopoetin (TPO) wurde 1958 geprigt und zwar als Substanz, die fiir
die Thrombozytenproduktion nach induzierter Thrombozytopenie, verantwortlich war
(Kelemen et al. 1958). TPO ist ein aus 332 Aminosduren bestehendes Glycoprotein, das
in der Leber, der Niere, im Knochenmarksstroma und in einigen anderen Geweben
gebildet wird. Der TPO-Blutspiegel korreliert in den meisten Féllen umgekehrt
proportional mit der Menge an Thrombozyten und Megakaryozyten. Das heifit, hohe
Thrombozytenzahlen haben einen niedrigen TPO-Spiegel zur Folge und umgekehrt
(Koike et al. 1998). Es wird vermutet, dass der TPO-Spiegel abhingig von seiner
rezeptorvermittelten Aufnahme in die Zellen ist. Wenn die Thrombozytenzahlen hoch
sind, wird TPO vermehrt von Thrombozyten aufgenommen, was zu einem Absinken
des TPO-Plasmaspiegels fiihrt und damit die Megakaryozytenproduktion bremst (Kuter
and Rosenberg 1995; McCarty et al. 1995; Fielder et al. 1996; Stefanich et al. 1997).
Einige Félle wie zum Beispiel Entziindungen oder Infektionen (Schoffski et al. 2002),
Leberversagen (Tacke et al. 2002) oder hdmatologische Stérungen konnen zu
unerwartet hohen oder niedrigen TPO-Spiegeln fithren. Zum Beispiel fiihrt Interleukin 6
(IL-6), ein Mediator entziindlicher Prozesse, zu einer Steigerung der TPO-Produktion in
den Hepatozyten (Kaser et al. 2001). Der Rezeptor fiir das TPO ist der c-Mpl-Rezeptor
(Vigon et al. 1992). Die Verdanderung der Rezeptorkonformation nach Ligandenbindung
filhrt zu einer Kinaseaktivierung durch Transphosphorylierung (Ihle 1995) und fiihrt
dariiber hinaus zu einer Vielzahl von verschiedenen Signalereignissen in der Zelle
(Kaushansky 2003).

Es wird vermutet, dass der Effekt von TPO auf Megakaryozyten aus zwei Phasen
besteht. TPO steigert die Proliferation primitiver Vorlduferzellen inklusive ihrer spéter
folgenden Ausdifferenzierung zu Megakaryozyten. Dies fiihrt zu einem temporiren
Arrest dieser Zellen in der GO-Phase. Die nun voll ausdifferenzierte Zelle antwortet auf
TPO jetzt mit anderen Signalen als ihr unreifer Vorldufer. Es kommt zu Endomitosen

und der daraus resultierenden Polyploidie (Jackson C 1997).

1.1.2.2 Interleukin 6
Der Einfluss von Interleukin 6 (IL-6) auf die Megakaryopoese wird kontrovers
diskutiert. IL-6 spielt eine wichtige Rolle in entziindlichen und neoplastischen

Erkrankungen (Akira et al. 1993; Tilg et al. 1994; Jordan et al. 1995). Zum Beispiel

-4 -
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zeigen Maiuse, denen IL-6 fehlt, eine deutlich geschwichte ,, Akut-Phase-Antwort®
(Kopf et al. 1994). Die Gabe von IL-6 beim Menschen wurde mit einem Anstieg der
Zahl zirkulierender Thrombozyten im Blut assoziiert (Weber et al. 1993; van Gameren
et al. 1994; D'Hondt et al. 1995; Gordon et al. 1995; Lazarus et al. 1995; Schrezenmeier
et al. 1995; Veldhuis et al. 1995). AuBBerdem waren die IL-6 Serumspiegel bei Patienten
mit reaktiver Thrombozytose signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhéht (Hollen
et al. 1991; Hollen et al. 1992). Ob der thrombozytopoetische Effekt von IL-6 in vivo
durch eine direkte Stimulation der Vorlduferzellen oder indirekt vermittelt wird ist
unbekannt. Es gibt sowohl Publikationen, die einen direkten steigernden Einfluss von
IL-6 auf die Megakaryopoese propagieren (Carver-Moore et al. 1996; de Sauvage et al.
1996; Gainsford et al. 2000), als auch die Therorie, dass IL-6 als Akut-Phase-Protein
die Bildung von TPO induziert und somit indirekt iiber TPO auf die Megakaryopoese
wirkt (Kaser et al. 2001).

1.1.2.3 Interleukin 11

Interleukin (IL-11) ist ein aus Stromazellen entstehendes Zytokin, das multiple Effekte
auf unterschiedliche Systeme des Korpers hat (Teramura et al. 1996). Neben der
Stimulation der Megakaryopoese zeigte sich auch in unzdhligen Experimenten an
Tiermodellen und in klinischen Versuchen an Patienten, die an akuten oder chronischen
entziindlichen Erkrankungen litten (Walmsley et al. 1998; Anguita et al. 1999; Sands et
al. 1999; Trepicchio et al. 1999), dass IL-11 eine antiinflammatorische und
mukosaprotektive Wirkung hat. Es senkt die Produktion proinflammatorischer Zytokine
wie zum Beispiel Tumornekrosefaktor o (TNF-a), IL-1B, IL-6 und IL-12, die von
Makrophagen sezerniert werden (Redlich et al. 1996; Trepicchio et al. 1996; Leng and
Elias 1997; Trepicchio et al. 1997). Ein rekombinantes IL-11 war das erste kommerziell
erwerbliche thrombopoetische Zytokin. Nach myelosuppressiver Chemotherapie senkt
es den Bedarf an Thrombozytenkonzentraten (Demetri 2000). Bei Frauen mit
fortgeschrittenem Brustkrebs fiihrte die Gabe von IL-11 nach Hochdosis-
Chemotherapie zu einem dosisabhdngigen Anstieg der Vorlduferzellen im
Knochenmark, der Megakaryozyten und der Thrombozytenzahlen. Allerdings litten
viele Frauen auch unter massiven Nebenwirkungen, die von Miidigkeit,
Muskelschmerzen, Odemen, Animie bis hin zu cardiovaskuliren Ereignissen reichten
(Gordon et al. 1996). Ein weiterer mdglicher Einsatzort fiir IL-11 ist eine milde Form

der Hamophilie A oder bei der von Willebrand Erkrankung. Kiirzlich konnte im
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Mausmodell bewiesen werden, dass IL-11 die Produktion des von-Willebrand-Faktors
und des Faktors VIII steigert (Denis et al. 2001).
In vitro verstirkt IL-11 das Wachstum frither Vorldauferzellen und fordert die

Megakaryo- und Erythropoese.

1.1.3 Polyploidie

Ein besonderes Merkmal der Megakaryozyten ist die Polyploidie. Sie entsteht durch
wiederholte DNA-Replikationen ohne anschlieBende Zellteilung (Ravid et al. 2002).
Dieser endomitotische Zellzyklus fiihrt zu Zellen, die einen DNA-Gehalt von bis zu
128n haben. N entspricht der Anzahl haploider Chromosomensétze der Zelle. Im Laufe
der Reifung kommt es ab einem Stadium von 8n zur Fragmentierung der polyploiden
Zellen in Thrombozyten (Jackson C 1997). Ein direkter Zusammenhang zwischen
DNA-Menge, Megakaryozyten-Grofle und Thrombozyten-Produktion konnte gezeigt
werden (Odell et al. 1976; Mattia et al. 2002). Megakaryozyten mit einem hohen
Ploiditdts-Grad bilden mehr Thrombozyten als diejenigen mit einer niedrigeren
Ploiditdt. Verdnderungen der Ploiditdit in einigen Krankheiten (zum Beispiel
myeloproliferative Erkrankungen und Myelofibrose) werden entweder mit ineffektiver
oder libermifBiger Thrombozytenproduktion in Verbindung gebracht (Rabellino et al.
1984; Kobayashi et al. 1993; Jacobsson et al. 1996; Hofmann et al. 2000). Der Prozess
der Ploidisierung, auch bekannt als Endomitose, ist charakterisiert durch das Fehlen der
Zytokinese am Ende des Zellzyklus (Nagata et al. 1997; Vitrat et al. 1998). Die
Endomitose wurde urspriinglich definiert als FEintritt in die Mitosephase mit einer
Blockierung in der Prophase, ohne dass es zu einem Zerfall der Kernmembran kommt
(Geitler 1953). Der Ausdruck Endomitose wird heutzutage gebraucht, um den
Zellzyklus der Megakaryozyten zu beschreiben. Dieser beinhaltet den Eintritt der Zelle
in die Mitosephase ohne Abschluss der Anaphase B und der Zytokinese zusammen mit
dem Zusammenbruch der Kernhiille (Zimmet and Ravid 2000). Aufgrund dieses Stopps
im spiten Verlauf der Mitose wird vermutet, dass Proteine wie z. B. das Stathmin, die
eine Rolle in der Regulation der Mitosespindel spielen, eine Schliisselrolle in der

Polyploidisierung besitzen (Rubin et al. 2003).

1.2 Entstehung von Thrombozyten aus Megakaryozyten

Jeder reife Megakaryozyt bildet hunderte von Thrombozyten und entldsst sie in den

Blutkreislauf. (Kaufman et al. 1965; Trowbridge et al. 1984) Nach Polyploidisierung
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des Kernmaterials und der Reifung des Zytoplasmas (siehe Abb. (2) Bild 1) wandeln
sich die Megakaryozyten in sogenannte ,,Proplatelets* um, einer Zwischenstufe auf dem
Weg zum reifen Thrombozyten. Auch wenn ,Proplatelets“ zum ersten Mal in
elektronenmikroskopischen Bildern von Knochenmarksinus bemerkt wurden (Thiery
and Bessis 1956; Becker and De Bruyn 1976), stammen die meisten Informationen aus
der Kultivierung primirer Megakaryozyten. Die Transformation des Zytoplasmas der
Megakaryozyten beginnt mit einer Erosion an einem Pol und setzt sich iiber die ganze
Zelle fort, bis das gesamte Zytoplasma in ,,Proplatelets” umgewandelt ist (Italiano et al.
1999). Zu Beginn der ,Proplatelet-Bildung® strukturieren die Megakaryozyten ihr
Zytoplasma zu dicken Ausldufern, den Pseudopodien um (siehe Abb. (2) Bild 2), die
direkt an der sich vorwodlbenden Plasmamembran Biindel aus Mikrotubuli besitzen. Die
Pseudopodien verlidngern sich zu ,,Proplatelet-Auslaufern® (siehe Abb. (2) Bild 3). Sie
enthalten zahlreiche Biindel aus Mikrotubuli, die parallel zur Léangsachse der
Pseudopodien verlaufen. Diese Mikrotubuli setzten sich bis in die aufgetriebenen Enden
der ,Proplatelets fort, bilden dort eine Schleife und treten wieder in die
»Proplateletschifte” ein. Die ,,Proplatelets® nehmen wiederholt U-férmige Gestalt an
und bilden in diesem Bereich aktinvermittelt verzweigte Strukturen aus, aus denen neue
Auslaufer hervorgehen (siehe Abb. (2) Bild 4). Bei den ,,Proplatelet-Ausldufern® kommt
es zu Einschniirungen, die ihnen eine perlenkettenartige Erscheinung vermitteln (siehe
Abb. (2) Bild 5). Dieses Phidnomen im Bereich der ,Proplatelets” stellt unstabile
Strukturen dar, die vermutlich Thrombozytenmaterial enthalten, das gerade zur Spitze
transportiert wird. Die Reifung der ,,Proplatelets ndhert sich ihrem Ende, wenn sich aus
dem Mikrotubuli-Biindel ein einzelner Mikrotubulus ablost und sich zu einer Spule
aufwickelt. Dies gibt den reifen Thrombozyten ihre typische diskoide Form und hilft,
Granula und Organellen in der ,Proplatelet-Spitze* zuriickzuhalten. ,,Proplatelets*
werden von der Megakaryozyte nach Retraktion abgeschniirt (siehe Abb. (2) Bild 6)
(Italiano et al. 1999). Es ist bisher ungeklart, ob Megakaryozyten voll entwickelte
Thrombozyten oder ,,Proplateletketten in den Blutkreislauf entlassen. Bekannt ist, dass
ganze oder fragmentierte Megakaryozyten zirkulieren (Melamed et al. 1966; Hansen
and Pedersen 1978) und es ist gut vorstellbar, dass die Thrombozytenreifung in den
GefdBen abgeschlossen wird (Behnke and Forer 1998), insbesondere im ersten
Kapillarbett, zu denen sie nach Eintritt in den Blutkreislauf gelangen, wie zum Beispiel
die Lunge. Es wurde berichtet, dass die Zahl an Thrombozyten in der Pulmonalarterie

hoher sei als in der Aorta (Levine et al. 1993).
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Abb. (2): Modell der Thrombozytenproduktion modifiziert nach (Italiano et al. 1999). Erklarung der

einzelnen Punkte siehe 1.2

1.3 Thrombozyten

Thrombozyten sind diskoide, kernlose Zellfragmente, die auf Grund ihres fehlenden
Zellkerns nur noch begrenzt zur Proteinsynthese fihig sind. Sie sind mit 2-4um
Durchmesser die kleinsten korpuskuldren Bestandteile des Blutes mit einer Haufigkeit
von 150 000 bis 450 000 pro pl Blut. Die physiologische Uberlebenszeit der
Thrombozyten im peripheren Blutstrom betrdgt 7-10 Tage. Der Abbau der
Thrombozyten erfolgt im retikuloendothelialen System der Leber und der Milz. Etwa
ein Drittel der Thrombozyten ist in der Milz gespeichert und steht im Austausch mit
dem zirkulierenden Anteil. Aktivierung der Thrombozyten durch Agonisten wie ADP,
Thrombin oder Adhision an spezifische Strukturkomponenten der extrazelluldren
Matrix fliihren zu einer Formveridnderung ,shape change“ mit Bildung von
Pseudopodien und daraus folgend einer Oberflaichenzunahme.

Die Thrombozyten sind von einer zelltypischen Plasmamembran aus polarisierten
Phospholipiden umgeben, in die Membranproteine eingelagert sind. Die Thrombozyten
besitzen zwei besondere Membransysteme: einmal das ,,demarcation membrane
system” mit dem offenen kanalikuldren System, das weit in die Thrombozyten

hineinreicht und tiber Poren mit dem Extrazellularraum verbunden ist und so als Kanal
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fiir die Granulasekretion fungiert und auflerdem das dichte tubuldre System ohne
Kontakt zum Extrazelluldrraum. Es ist ein Abkdmmling des rauhen Endoplasmatischen
Retikulums der Megakaryozyten und ein Hauptspeicherort fiir Ca*". Im Inneren der
Thrombozyten befinden sich neben dem Zytoskelett aus Aktin, Myosin und Mikrotubuli
zahlreiche Organellen. Sie beinhalten Mitochondrien, Glycogenspeicher und drei
verschiedene Formen von Thrombozyten-spezifischen Speichergranula, die ,,dense
bodies®, die a-Granula und die Lysosomen. Die ,,dense bodies* enthalten eine Reihe
von niedermolekularen Verbindungen (ADP, ATP, Ca2+, Serotonin), die den
Aggregationsvorgang fordern. Die o-Granula sind zahlenmiBig am héufigsten und
enthalten eine Vielzahl von Proteinen, die verschiedene biologische Funktionen wie
zum Beispiel die Adhédsion, Aggregation, Chemotaxis, Proliferation, Inflammation und
die Koagulation beeinflussen. Die lysosomalen Granula enthalten hydrolytische

Enzyme und &hneln den Lysosomen anderer Zellen (Gawaz 1999).

1.4 Himostase

Nach Verletzungen der GefdBwand kommt es zur Bildung eines Pfropfes durch
Thrombozyten und 16sliche Plasmakomponenten, die im Normalfall das GefaBleck
abdichten aber den weiteren Blutfluss im Gefd3 gewdhrleisten. Diesen Vorgang nennt
man Hamostase. Dieser ldsst sich nach dem zeitlichen Ablauf in primire Himostase,

sekundire Hdmostase und Fibrinolyse einteilen.

1.4.1 Primire Hamostase

Wiéhrend der primiaren Hdmostase kommt es zur Adhédsion von Thrombozyten an der
GefalBwandlédsion. Die primdre Adhésion fithrt zur Formverdnderung, Spreizung und
Aktivierung der adhédrenten Thrombozyten mit nachfolgender Sekretion von
Granulainhaltsstoffen und Aggregatbildung.

Uber den thrombozytiren Rezeptor fiir den von-Willebrand-Faktor (Glycoprotein (GP)
Ib/V/IX) und kollagenimmobilisierten von-Willebrand-Faktor (vWF) wird der erste
Kontakt zirkulierender Thrombozyten mit der Zellwandldsion hergestellt (Ruggeri
2003). Die Bedeutung dieses Schrittes fiir die Himostase wird klar, wenn man Patienten
mit dem von-Willebrand-Jiirgens-Syndrom (angeborener Funktionsdefekt des vWF)
oder dem Bernard-Soulier-Syndrom (Funktionsdefekt des GP Ib/V/IX) betrachtet. Beide
leiden unter einer erh6hten Blutungsneigung. Nun folgt die Stabilisierung iiber weitere

membranstindige Adhisionsrezeptoren. Kollagen spielt hierbei eine besondere Rolle,
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da es zu Formverdndungen ,,shape change® und gleichzeitig zur Aktivierung der
Thrombozyten kommt. Diese Thrombozyten bilden aus freigesetzter Arachnoidonsiure
Thromboxan A,, welches nach Abgabe in den Extrazellularraum iiber die Bindung an
einen spezifischen Thromboxanrezeptor die Aktivierung verstirkt. Zusétzlich wirkt
Thromboxan vasokonstriktorisch und begiinstigt so durch Verlangsamung des
Blutflusses die Thrombusbildung. Des Weiteren werden Granulainhaltsstoffe
freigesetzt, die sowohl autokrin den Aktivierungsvorgang verstirken, als auch durch
Stimulation mit ADP oder Thromboxan noch ruhende Thrombozyten aus der
Zirkulation rekrutieren, aktivieren und zur Aggregation mit den bereits adhdrenten
Thrombozyten anregen. Verbunden werden die aktivierten Thrombozyten durch
Fibrinogenbriicken {iber das GP IIb/Illa. Sowohl die Fibrinogenbindung,
Granulasekretion und auch ,,shape change* sind Ca®" abhéngig. Es besteht eine direkte
Korrelation zwischen dem intrazellulidren Ca*"-Spiegel und dem Aktivierungsgrad der

Thrombozyten (Gawaz 1999).

1.4.2 Sekundire Himostase

Das primdre Thrombozytenaggregat ist relativ instabil. Zur Stabilisierung des
Thrombozytenthrombus fiihrt die sekundire Hémostase, die die Aktivierung der
Gerinnungskaskade und die Bildung von Thrombin und Fibrin in der Umgebung des
Thrombus beinhaltet. Die Gerinnungskaskade besteht aus einem intrinsischen und
einem extrinsischen Fliigel, die in einer gemeinsamen Endstrecke, der Thrombin- und
Fibrinbildung miinden. Die aktivierte Thrombozytenoberflache ist entscheidend an der
Aktivierung der Gerinnungskaskade beteiligt. Die Anlagerung von Fibrin an das
Thrombozytenaggregat fithrt {iber Quervernetzungen der Thrombozyten zur
Konsolidierung des Thrombus. Das Thrombozyten-Fibrin-Konglomerat zieht sich

zusammen und bedingt eine weitere Verfestigung des hdmostatischen Blutkuchens.

1.5 Hemmung der Thrombozytenaggregation

Der Anstieg des intrazelluliren cAMP und cGMP ist der wirksamste endogene
Mechanismus der Thrombozyten-Inhibierung. Der Spiegel an zyklischen Nukleotiden
wird hochreguliert durch die Adenylatzyklase (AC) bzw. die Guanylatzyklase (GC) und
gesenkt durch Abbau durch Phosphodiesterasen. Hauptziele der zyklischen Nukleoide
beinhalten die cAMP- und die cGMP-abhingige Proteinkinasen. Diese nehmen durch
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Phosphorylierung von spezifischen Proteinen unmittelbar Einfluss auf das Geschehen in

den Thrombozyten.

1.5.1 Regulation der Adenylatcyclase- und der Guanylatcyclase-Aktivitiit

ACs sind integrale Membranglycoproteine, die die Sythese von cAMP aus ATP
katalysieren. Dies flihrt zu einem Anstieg des intrazelluliren cAMP-Spiegels. Die AC
der Thrombozyten wird durch die a-Untereinheit des stimulierenden G-Proteins (Gos)
aktiviert und stark inhibiert durch die o-Untereinheit des Pertussis sensitiven
inhibitorischen ~ G-Proteins (Go;) (Offermanns 2000). Die Bindung von
Prostaglandin/Prostazyklin (PGl,, PGE,, PGE;) an seinen Rezeptor, der an G, gekoppelt
ist, fiihrt deshalb zu einer Stimulierung der cAMP-Bildung. Rezeptoren fiir Adenosin
und B-adrenerge Substanzen sind auch an G gekoppelt und aktivieren die AC. Einige
Thrombozyten-Aktivatoren wie z.B Thrombin, Epinephrin oder ADP induzieren die
Freisetzung von Go; und regulieren somit den cAMP-Spiegel nach unten. Dies passt gut
mit der thrombozytenaktivierenden Eigenschaft dieser Agonisten zusammen, allerdings
scheint ein Absinken des Thrombozyten cAMP-Spiegels nicht allein ausschlaggebend
fiir die Aggregation zu sein, da in Thrombozyten mit selektiv aktiviertem Gq, einem
Hemmstoff der AC, keine Aggregation induziert wird (Daniel et al. 1999). Fiir eine
komplette Thrombozytenaggregation ist die Aktivierung sowohl des Gg-, als auch des
Gi-gekoppelten Rezeptors erforderlich (Jin and Kunapuli 1998). Die Hemmung nur
einer dieser Wege unterdriickt effektiv die Thrombozytenaggregation. Dieser Effekt
wird bei den gingigen Thrombozyteninhibitoren Ticlopidin (Tiklyd"™) und Clopidogrel
(Plavix®™) ausgenutzt. Diese binden an den Gj-gekoppelten ADP-Rezeptor (P2Y ac) und
verhindern so die ADP vermittelte Hemmung der AC (Geiger et al. 1998; Geiger et al.
1999).

Die GC existiert in 16slicher und in membrangebundener Form. Allerdings enthalten
Thrombozyten nur die sich im Zytoplasma befindliche 16sliche Form. Die 16sliche GC
(sGC) enthélt Ham als prosthetische Gruppe und wird aktiviert durch den ,,endothelium
derived relaxing factor (EDRF), Nitrovasodilatoren oder andere NO-bildende
Substanzen (Ignarro 1989). Das aktivierte Enzym wandelt GTP in cGMP um. Dies fiihrt
zur Aktivierung der cGMP-abhingigen Proteinkinase (PKG) und somit zur
Phosphorylierung spezifischer Zielproteine in Thrombozyten und in anderen Geweben
(Nolte et al. 1994). Anhand von Thrombozyten PKG I-defizienter Mduse konnte dessen

antiaggregatorische Funktion bewiesen werden (Massberg et al. 1999).
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1.5.2 Phosphodiesterasen

Phosphodiesterasen (PDEs) sind eine groe Gruppe von Enzymen (PDEI1-5), die den
3’-Phosphoester hydrolysieren, der an cAMP bzw. cGMP gebunden ist, und so die
zyklischen Nukleotide in ihre inaktiven 5’-Metabolite {iberfithren (Haslam et al. 1999).
Hemmstoffe der PDEs regulieren die cAMP- und cGMP-Spiegel der Thrombozyten
iber einen verminderten Abbau der zyklischen Nukleotide. Die hohe Konzentration von
PDES in Thrombozyten und in glatten Muskelzellen der Gefd3e hat zur Entwicklung
einiger selektiver Substanzen gefiihrt (Haslam et al. 1999). Eine davon ist Sildenafil
(Viagra®), die bekannt wurde fiir die Behandlung erektiler Dysfunktion. Dipyridamol,
ein Medikament, dass schon seit den 60er Jahren als koronarer Vasodilatator eingesetzt
wurde, erlebte seine Renaissance durch die positiven Ergebnisse in der European Stroke
Prevention Study 2 (Diener et al. 1996). Auch andere PDES-Inhibitoren sollten sich
aber als niitzlich in der spezifischen Hemmung der Thrombozytenaggregation erweisen,

da sie kaum vasodilatatorische Eigenschaften aufweisen (Nicholson et al. 1991).

1.5.3 cAMP- und cGMP-abhingige Proteinkinasen

Proteinkinasen, deren Aktivitdt vom Spiegel zyklischer Nukleotide abhéngig ist, stellen
eine der Haupteffektormolekiile in der Vermittlung physiologischer Effekte dar.
Verglichen mit anderen Geweben und Zelltypen enthalten Thrombozyten eine relativ
hohe Konzentration sowohl an cAMP abhingiger Proteinkinase (PKA) als auch an
cGMP abhingiger Proteinkinase (PKG) (Waldmann et al. 1986).

Bisher konnten drei Klassen von cGMP-Rezeptorproteinen klassifiziert werden. Es
konnten durch zyklische Nukleotide gesteuerten Kationenkandle, cGMP regulierte
PDE's und die cGMP-abhingige Proteinkinase (PKG) identifiziert werden. Die PKG ist
in einer Vielzahl von Eukaryonten anzutreffen, dies geht von einzelligen Organismen
wie dem Paramecium bis hin zum Menschen (Lohmann et al. 1997; Pfeifer et al. 1999).
Zwei PKG-Gene, die PGK-I und PKG-II kodieren, konnten in Sdugetieren identifiziert
werden. In Thrombozyten herrscht die im zytoplasma lokalisierte Form PKG-I in hohen
Konzentrationen vor (Keilbach et al. 1992; Pfeifer et al. 1999). Die Bindung von cGMP
an die regulatorische Doméne induziert eine Konformationsinderung (Wall et al. 2003),
die die Inhibierung des katalytischen Teils der Kinase durch den N-Terminus authebt

und die Phosphorylierung der Substratproteine erlaubt.
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Aktivierung der PKA bzw. der PKG fiihrt, wie bereits angesprochen, zur
Phosphorylierung einer Vielzahl von Proteinen, die entweder das Ziel beider Kinasen

darstellen oder separat reguliert werden (Schwarz et al. 2001).

1.5.4 VASP

Das Vasodilatator stimulierende Phosphoprotein (VASP) wurde erstmalig entdeckt und
charakterisiert als wichtiges Substrat fiir sowohl die PKG, als auch die PKA in
menschlichen Thrombozyten. (Waldmann et al. 1987; Halbriigge and Walter 1989).
VASP ist das Griindungsmitglied einer Familie prolinreicher Proteine, die die
ENA/VASP Protein Familie genannt wird (Gertler et al. 1995; Haffner et al. 1995;
Gertler et al. 1996; Zimmer et al. 1996). Zusétzlich zu VASP umfasst diese Familie
Drosophila Enabled (Ena) (Gertler et al. 1995), das Analogon von Ena bei Sdugern
Mena und das Ena-VASP-like Protein Evl (Gertler et al. 1996). Diese Proteine teilen
hoch homologe N- und C-terminale Doméinen (siehe Abb. (3)), die Ena-VASP
homologen Dominen, bezeichnet als EVH1 und EVH2 und eine prolinreiche zentrale
Domaine (Gertler et al. 1995; Haffner et al. 1995; Gertler et al. 1996; Zimmer et al.
1996). VASP ist das am griindlichsten untersuchte Mitglied der Ena/VASP-Familie.
Funktionelle Untersuchungen lassen vermuten, dass es als ein sehr wichtiger Faktor an
der Aktin Filament Formation beteiligt ist (Reinhard et al. 1995; Niebuhr et al. 1997,
Beckerle 1998; Dramsi and Cossart 1998).

Die VASP-Phosphorylierung als Antwort auf cGMP erhéhende Substanzen (zum
Beispiel Nitrovasodilatatoren incl. ERDF), cAMP erhéhende Substanzen (PGE,, PGI,)
und selektive membrangingige Aktivatoren der PKG und der PKA, korreliert eng mit
Thrombozyteninhibierung und im  Besonderen mit der Hemmung der
Fibrinogenbindung an das humane Thrombozytenintegrin ap,B;. (Halbriigge et al. 1990;
Horstrup et al. 1994). Diese Hemmung der Aktivierung/Aggregation der Thrombozyten
ist sowohl in vitro (Schwarz et al. 2001), als auch in vivo (Massberg et al. 2004)
nachweisbar.

Drei verschiedene Phosphorylierungsstellen konnten bislang in VASP biochemisch

239 . 278\ T
, Threonin’’®). Diese werden sowohl von der PKA

identifiziert werden (Serin'®’, Serin
als auch der PKG mit iiberkreuzender Selektivitit phosphoryliert (siehe Abb. (3)) und
von der Protein Phosphatase 1 und II dephosphoryliert (Halbriigge et al. 1990;
Eigenthaler et al. 1992; Butt et al. 1994; Abel et al. 1995; Smolenski et al. 1998). Die

Phosporylierung von Serin'”’, der von der PKA bevorzugten Phosphorylierungsstelle,
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fiihrt zu einem deutlichen Shift der Molekiilmasse von VASP in der SDS-Polyacrylamid
Gelelektrophorese (PAGE) von 46 kDa zu 50 kDa (Eigenthaler et al. 1992; Butt et al.
1994). Dagegen wird VASP an Serin™’ bevorzugt durch die PKG phosphoryliert und
stellt eine der besten in vitro Phosphorylierungsstellen der PKG dar (Butt et al. 1994).
Erst durch die Entwicklung eines spezifischen Antikorpers gegen phosphoryliertes

. 239
Serin

war die Beurteilung der VASP-Phosphorylierung auch in intakten Zellen
moglich (Smolenski et al. 1998). In Experimenten mit gut charakterisierten
Proteinkinase-Aktivatoren war dieser Shift in der Molekiilmasse niitzlich, um deren
Priaferenzen sowohl fiir die PKA als auch die PKG in intakten Zellen zu analysieren
(Halbriigge et al. 1990; Eigenthaler et al. 1992; Butt et al. 1994). Seit kurzem steht auch
ein Antikorper gegen VASP, das an Serin'>’ phosphoryliert ist, zur Verfiigung. Dieser
Antikorper wurde jedoch noch nicht néher charakterisiert.

In Thrombozyten, glatten Muskelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten ist VASP

assoziiert mit fokalen Kontakten, stress fibers, Zell-Zell-Kontakten und hoch

dynamischen Membranregionen (Reinhard et al. 1992)

PKA PKG
\/
Serls7 Ser3®  Thr2’8

N - EVHI PRR

I EVH2

5C6 16C2

Abb. (3): Struktureller Aufbau des Vasodilatator stimulierenden Proteins. VASP besteht aus drei
Dominen Ena-VASP homologe Doméne 1 und 2 (EVH1; EVH2) und der prolinreichen Region (PRR).
Es enthilt drei bekannte Phosphorylierungsstellen: Serin'”’, Serin®’ und Threonin®”®, die mit
unterschiedlicher Priferenz von der PKA und der PKG phosphoryliert werden. Gegen Serin'>’,und
Serin™’ gibt es phosphospezifische monoklonale Antikérper, welche als mab Klon 5C6 und mab Klon

16C2 bezeichnet werden.
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1.6 Ziel der Arbeit

Ziel meiner Arbeit sollte die Charakterisierung des neuen monoklonalen Antikdrpers
5C6 sein, der spezifisch die Phosphorylierung von VASP an der Position Serin'”’
erkennt. In diesem Zusammenhang sollte genauer auf die Zeitkinetik der VASP-
Phosphorylierung als Reaktion auf Stimulation entweder mit PGE; oder mit SNP
eingegangen werden. Ziel der Experimente war auch die genauere Lokalisation von
phosphoryliertem VASP in der Immunfluoreszenz.

AulBlerdem sollte die Rolle des Proteins VASP in der Proliferation und Differenzierung
von Knochenmark-Stammzellen in Megakaryozyten und Thrombozyten im Rahmen der

vorliegenden Arbeit untersucht werden.
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2 Material
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2.2 Chemikalien und Losungen

e 10% Formaldehyd (Methanol frei) — Polyscience Inc. — Warrington, PA/USA
e 2-Mercaptoethanol — SIGMA
e 8p-CPT-cGMP - Biolog
e Acrylam-Bisacrylam ratiophorese“Gel30 — Carl Roth GmbH + Co — Karlsruhe
e Ammoniumchlorid (NH4CI) — SIGMA
e Ammoniumpersulfat (APS) — SIGMA
e Ampuwa — Fresenius Kabi — Bad Homburg v.d.H.
e Bromphenolblau — SIGMA
e Diethyl-Ether — Riedel de Haén
e DNAse RNAse free — Boehringer Mannheim
e Dulbecco’s PBS (Ca*"; Mg®"; Natrium Bicarbonat frei) - LIFE
TECHNOLOGIES - Paisley, Scottland
e ECL™ - Amersham — Buckinhamshire/UK
e EDTA - SIGMA
e FEthanol — J.T. Baker — Deventer/Holland
e Glucose — SIGMA
e Glycerin — MERCK - Darmstadt
e Glycine (C;HsNO,) — SERVA — Heidelberg
¢ H,O (aqua ad iniectabilia) — Delta Pharma — Boehringer, Ingelheim
e Interleukin 11, human — Biosource International — Ca/USA
e Interleukin 6, murin — Biosource International — Ca/USA
e MACS Sca-1 MultiSort Kit mouse — Miltenyi Biotec GmbH
e MarrowMAX™ Bone Marrow Medium — Invitrogen Corporation
e Methanol — J.T. Baker — Deventer/Holland
e Molekularer Gewichtsmarker - Biorad
e NaCl - MERCK - Darmstadt
e Non-fat dry milk — BioRad — Hercules/CA/USA
e Penicillin-Streptomycin-Solution — SIGMA
e Phalloidin - SIGMA
e Prostaglandin E; — SIGMA
e Rinderserumalbumin (BSA) — SIGMA
e SDS - MERCK - Darmstadt
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e Sodium Nitroprusside (SNP) — SIGMA
e Temed - SIGMA

e Thrombopoetin, murin — R&D Systems
e Triton X-100 — SIGMA

e Trizma-Base — SIGMA

e Tween - SIGMA

e Ziegenserum — SIGMA

2.3 Verbrauchsmaterialien

e Blotting-Papier — Hartenstein GB33

e CELLSTAR® TC-Plate 24 well — greiner bio-one

e Deckgldschen & 15mm

e Einmalspritze 5Sml - BRAUN

e FALCON® FACS-Ré6hrchen 5ml — Becton Dickinson

e FALCON® Réhrchen 5ml mit Deckel — Becton Dickinson

e Gebrauchsfertige Filtereinheit Rotrand — Schleicher & Schuell

e LeucoCOUNT™ Kit - Becton Dickinson

e MACS Separation Columns 25MS — Miltenyi Biotec GmbH

e Millipore Immobilion™-P; Filtertyp: PVDF; Porengrofe 0,45um

e Nadel 19G — Sterican®

e Nylonnetz SEFAR Nitex

e Objekttriger — Waldeck 76x26mm geputz/gebrauchsfertig

e Original-Perfusor® Spritze OPS 50ml — B. BRAUN Melsungen AG —
Melsungen

e Pre- Separation Filters — Miltenyi Biotec GmbH

e Rontgenfilm: x-ray Retina 100NIF XBD — Fotochemische Werke GmbH

e Safe-Lock Eppendorfcaps — Eppendorf — Hamburg

e SARSTEDT-Monovetten (5ml, 10ml) (Gerinnungsréhrchen mit 0.5ml, 1ml
Citratlosung) - Nimbrecht

e Sarstedt-Rohrchen (13ml)

e Transparent Film (LUMOCOLOR) DIN A4 - STAEDTLER"
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2.4 Gerate, Software

e BioRad PowerPac 200

e BioRad Trans-Blot™-Cell

e BioRad-Minigel (Mini Trans Blot) Kammer

e Blutanalysegerit Tehnicon H3 RTC™

e CELLQuest (Version 3.1f)

e Eppendorf-Thermomixer (5436)

e Eppendorf-Zentrifuge (5415C)

e Eppendorf-Zentrifuge (5417R)

e FACSCalibur — Becton Dickinson

o FotoLook SA 2.09.1 (Scannsoftware)

e Hettich-Zentrifuge (Rato Silenta/K)

e Konfokales Laserscanning Mikroskop TCS SP - Leika - Heidelberg
e  MiniMACS Separation Unit - Miltenyi Biotec GmbH

e NIH-Image 1.61/ppc

e Rontgenkassette: Dr. Goos-Suprema DIN 6832 24x30cm Pb
e Scanner STUDIOSTAR — AGFA

e Vortexgenie 2
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3 Puffer und Losungen

3.1 Pufferl

Dulbecco’s PBS (Ca** und Mg frei)
5,5mM D-Glucose

0,5% Rinderserumalbumin

3.2 Puffer 11

Dulbecco’s PBS (Ca”* und Mg®" frei)
5,5mM D-Glucose
1mM EDTA

3.3 Puffer III

Dulbecco’s PBS (Ca*" und Mg2+ frei)
5% Ziegenserum

0,05% Triton X-100

3.4 Puffer IV

Dulbecco’s PBS (Ca** und Mg”*" frei)
2% BSA
0,38% Trisodiumcitrat

1U/ml DNAse

3.5 Puffer V

Dulbecco’s PBS (Ca*" und Mg2+ frei)
0,5% BSA

3.6 SDS-Stopp

200mM Tris/HCI

15% Glyzerin (v/v)

6% SDS (w/v)

0,03% Bromphenolblau (w/v)
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Aqua dest.
10% 2-Mercaptoethanol

3.7 Elektrophoresepuffer

4,8g Trizma Base
11,6g Glycine
800ml Ampuwa
8ml 10% SDS.

3.8 Transferpuffer

9,1g Trizma Base
43,5g Glycine
2400ml Ampuwa
600ml Methanol

3.9 Waschpuffer

1xTBS (Tris buffered saline)
0,05% Tween-20
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4 Methoden

4.1 Durchflusszytometrische Thrombozytenanalyse

4.1.1 Blutentnahme und Thrombozytenisolierung

Das Blut wurde von gesunden, erwachsenen, freiwilligen und aufgekldrten Spendern
aus der Cubitalvene entnommen. Alle Spender waren Nichtraucher und hatten in der
Woche vor der Blutentnahme keine Thrombozytenaggregationshemmer zu sich
genommen.

Nach ausreichender Desinfektion wurde das Blut im Unterarm mit einer Manschette nur
leicht gestaut und sofort mit Sarstedt-Monovetten, die eine Citratlosung enthielten, um
die Thrombozyten fiir den weiteren Gebrauch im inaktiven Zustand zu stabilisieren,
entnommen. Bei der Blutentnahme wurde darauf geachtet, dies langsam und mit wenig
Sog zu tun, um die Thrombozyten nicht durch unnétige Scherkriéfte zu aktivieren.

Das Blut wurde fiir 5 Minuten bei 1400rpm (330g) in einer Hettich-Zentrifuge bei
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Das Blut trennt sich durch die Zentrifugation in
verschiedene Phasen auf. Die untere, dunkelrote  Phase enthélt {iberwiegend
Erythrozyten, dann kommt eine, bei gesunden Personen fast nicht sichtbare Phase, der
buffy coat mit Leukozyten und anschlieBend eine gelbe durchsichtige Phase: das
plattchenreiche Plasma (PRP).

Das PRP wurde vorsichtig abpipettiert und zum Ruhen fiir 15 Minuten ins Wasserbad

bei 37°C gestellt und anschlieBend fiir die Versuche verwendet.

4.1.2 Stimulation der Thrombozyten

Fir den einen Versuch wurden kurz vor Versuchsbeginn Puffer I, bestehend aus
Dulbecco’s PBS (Ca** und Mg®" frei) mit 5,5mM D-Glucose und 0,5%
Rinderserumalbumin (BSA), hergestellt. Desweiteren wurden in acht Eppendorfgefifle
46,7ul 10% methanolfreies Formaldehyd vorgelegt.

Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurde eine Stammldsung entweder aus

Prostaglandin E; (PGE;) und/oder Natrium Nitroprusside (SNP) hergestellt.

e Die SNP-Kristalle wurden nach dem Abwiegen mit H,O unter Lichtausschluss
aufgelost. Es wurde kurz vor Versuchsbeginn entweder eine 10mM oder eine

100uM Stammldsung hergestellt.
_02.
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e Aus dem PGE;-Pulver wurde mit Ethanol eine 10mM Stammldsung erstellt und
bei -20°C gelagert. Aus dieser Stammldsung wurde jeweils vor Versuchsbeginn

ein Aliquot entnommen und mit H,O auf 1mM oder 10uM verdiinnt.

Aus dem Gesamt-PRP wurden 700ul entnommen und je nach Versuch vermischt mit
7ul einer der Stammldsungen in einem Verhiltnis von 1:100.

Von jeder Konzentration wurden mindestens drei voneinander unabhédngige Versuche
durchgefiihrt.

Es wurden Proben zu je 100ul nach 0,5, 1, 2, 5, 10 und 60 Minuten entnommen und in
die Eppendorfgefiale mit 10% Formaldehyd-Losung pipettiert (Endkonzentration 3,7%).
Das Fomaldehyd vernetzt primidre Aminogruppen und wirkt deswegen fixierend. Die
Proben wurden zum Fixieren fiinf Minuten bei RT stehen gelassen.

AuBerdem wurden noch zwei Proben a 100ul aus dem Gesamt-PRP entnommen, der
Nullwert und eine Probe zur Farbung ohne 1. Antikérper, um die unspezifische Bindung
zu bestimmen. Diese wurden genauso wie oben beschrieben mit Formaldehyd fixiert.
Nach der Fixierung wurden die Proben 1 Minute bei 5000rpm (2700g) zentrifugiert
(Eppendorfzentrifuge  5417R). Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer
Wasserstrahlpumpe entfernt und das Sediment, bestehend aus Thrombozyten, in 400ul
Puffer I resuspendiert. Zu jeder Probe wurden nun 40ul Triton X-100 (2% in PBS)
pipettiert. Triton 16st Lipide aus der Zellmembran und macht sie so durchgingig zum
Beispiel fiir Antikorper, um intrazelluldre Strukturen anfarben zu kénnen. Die Proben
wurden 10 Minuten bei RT permeabilisiert.

AnschlieBend wurden die Proben wiederum 1 Minute bei 2700g zentrifugiert und der
Uberstand abgesaugt. Das Sediment wurde in 300ul Puffer I resuspendiert und auf zwei
Eppendorfgefdfle verteilt. Jedes GefdBl mit 150ul fixierten und permeabilisierten
Thrombozyten wurde dann wie folgt weiter behandelt.

In jedes Eppendorfgefdl wurden 165ul 1. Antikorper, der mit Puffer I 1:10 verdiinnt
wurde, dazugegeben und das Ganze 30 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden
die Thrombozyten 1 Minute bei 2700g zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Der
sekundédre Antikorper, konjugiert mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC) (Ziege gegen
Maus IgG, FITC-markiert) wurde mit Puffer I im Verhéltnis 1:43,8 verdiinnt und die
Sedimente mit je 300ul dieser Mischung resuspendiert. Die Thrombozyten wurden fiir
20 Minuten im Dunkeln inkubiert und hinterher wiederum 1 Minute bei 2700g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Sediment in 400ul Puffer I
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resuspendiert, in FACS-Rohrchen tiberfiihrt und bis zur Analyse bei 4°C im Dunklen
gelagert. Die Analyse geschah innerhalb einer Stunde. Das Protokoll wurde nach
(Schwarz et al. 1999) erstellt.

Die Probe zur Farbung ohne 1. Antikorper blieb in einen Eppendorfgefal und wurde
folgend wie die anderen behandelt.

Als 1. Antikorper wurden Antikdrper gegen die phosphorylierte Form von VASP
verwendet. Entweder der 5C6 Antikorper, der fiir pSerl57 spezifisch ist, oder der 16C2
Antikorper, der flir pSer239 spezifisch ist. Jeder Antikdrper wurde jeweils bei einer

Halfte der Proben verwendet.

Fiir den anderen Versuch wurde das PRP aus 10ml Blut wie in 4.1.1 beschrieben
gewonnen. Jeweils 100ul wurden initial als Nullwert und als Probe zur Férbung ohne
1. Antikdrper aus dem Gesamt-PRP entnommen. AnschlieBend wurden je 300ul PRP
mit PGE; (100nM); SNP (100uM, 10uM, 1uM) und PGE,; (100nM) + SNP (100uM,
10uM, 1uM) stimuliert.

Nach 5 Minuten Stimulation wurden pro Stimulationsprobe 100ul PRP entnommen und
zu 46,7ul 10% Formaldehyd pipettiert.

Gewinnung der Stammlosungen und weitere Behandlung der Proben verlief genauso
wie oben beschrieben.

Es wurden drei voneinander unabhédngige Versuche durchgefiihrt.

Die Proben wurden mit langsamer Flussgeschwindigkeit in einem FACSCalibur von
Becton Dickinson analysiert. Die Instrumenteneinstellungen, die benutzt wurden,
waren: Forward scatter (FSC) EO0V, side scatter (SSC) 337V und fluorescence
channel 1 (FL-1) zwischen 450 und 750V, aufgrund der biologischen Variabilitit der
einzelnen Spender. FL-1 wurde jeweils so eingestellt, dass zum Zeitpunkt 0 Minuten
der Mean-Wert 20+0,5 war, um eine einheitliche Bewertung der Ergebnisse zu
ermdglichen. Alle drei Detektoren wurden auf logarithmische Verstirkung eingestellt.
Die Thrombozytenpopulation wurde mit den FSC- und SSC-Einstellungen identifiziert
und dariber ein Fenster gelegt, um andere Zellen, Zellreste oder
Thrombozytenaggregate aus der Messung auszuschlieen. Es wurde solange gemessen,
bis 10000 Thrombozytenereignisse in dem Fenster gezdhlt wurden. Sie wurden nach

Mean- und Median-Fluoreszenz analysiert. Die Proben wurden vor der Messung auf

-4 .



Methoden

weniger als 2000 Ereignisse pro Sekunde verdiinnt. Als Software wurde CELL-Quest
3.1f verwendet.

Die Einstellungen des Gerdtes und der Nachweis, in dem festgelegten Fenster
Thrombozyten zu zihlen, wurden bereits von Mitarbeitern meines Labors erbracht

(Schwarz et al. 1999).

+ PGE, +SNP  +PGE,+ SNP

Probeentnahme nach

YV VY VYV

0 05 1 2 5 10 60Minuten

= Fixation
= 1. Antikérper
= 2. Antikérper

= FACS-Analyse

Abb  (4): Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der durchflusszytometrischen

Thrombozytenanalyse

4.2 Westernblot

4.2.1 Gewinnung von Western-Blot-Proben aus Thrombozyten

4.2.1.1 Blutentnahme und Waschen der Thrombozyten

Das Blut wurde wie bei 4.1.1 beschrieben entnommen. Die Donoren waren auch hier
gesunde, freiwillige, aufgeklirte, erwachsene Nichtraucher, die im Zeitraum der Woche
vor der Spende keine Thrombozytenaggregationshemmer zu sich genommen hatten.
Von jedem Donor wurden 8 Sarstedt-Monovetten a 5ml Blut entnommen. Jedem
Rohrchen wurden anschlieend 10ul 0,5M EDTA hinzugefiigt und man erhielt so eine
Endkonzentration von ImM EDTA.
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Das Blut wurde 5 Minuten in einer Hettich-Zentrifuge mit 1300rpm (330g) bei RT
zentrifugiert. Das Blut trennte sich in die bereits unter 4.1.1 beschriebenen Phasen auf.
Das PRP wurde vorsichtig entnommen und in eine 13ml R6éhre von SARSTEDT (mit
rundem Boden) iiberfiihrt. Das PRP wurde wiederum in einer Hettich-Zentrifuge bei
1550rpm (400g) fiir 6 Minuten bei RT zentrifugiert. Die Thrombozyten befanden sich
am Boden des Rohrchens in einem Sediment. Es empfiehlt sich hier erfahrungsgemal
Rohrchen mit einem runden Boden zu nehmen, da die Gefahr, dass die Thrombozyten
irreversibel aggregieren, dort geringer ist. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert
und das Sediment vorsichtig in 2ml Puffer II resuspendiert. Puffer II bestand aus
Dulbecco’s PBS, der Ca’" und Mg®" frei ist, das mit 5,5mM D-Glucose zur Erndhrung
der Thrombozyten angereichert war und zur Aggregationshemmung noch ImM EDTA
enthielt.

40ul Thrombozytensuspension wurden mit 120ul Puffer IT gemischt und die Anzahl der
Thrombozyten mit einem Blutanalysegerdt (Technicon H3 RTC™) gezihlt.
AnschlieBend wurde die Thrombozytensuspension mit Puffer II auf 5x10°
Thrombozyten/ml angeglichen, um gleiche Ausgangsbedingungen fiir jeden Versuch zu
schaffen. Die gewaschenen Thrombozyten wurden zum Ruhen fiir 15 Minuten bei 37°C

ins Wasserbad gestellt.

4.2.1.2 Stimulation der Thrombozyten
SDS-Stopp wurde bereits im Voraus aus 200mM Tris/HCL, 15% Glyzerin (v/v), 6%

SDS (w/v) und 0,03% Bromphenolblau (w/v) mit Aqua dest. angesetzt. Unmittelbar vor
Verwendung wurde der SDS-Stopplosung noch 10% 2-Mercaptoethanol zugetan. 21
zuvor beschriftete Eppendorfgefdfie wurden jeweils mit 50ul SDS-Stoppplosung befiillt
und fiir die hineinzupipettierenden Proben bereit gestellt.

Je nach folgenden Versuchen wurden PGE; und SNP Stammlésung hergestellt.

e Die SNP-Kristalle wurden nach dem Abwiegen mit H,O im Dunkeln aufgelost.
Es wurde kurz vor Versuchsbeginn entweder eine 10mM oder eine 100uM
Stammldsung erstellt.

e Aus dem PGE;-Pulver wurde mit Ethanol eine 10mM Stammldsung erstellt und
bei -20°C gelagert. Aus dieser Stammldsung wurde jeweils vor Versuchsbeginn

ein Aliquot entnommen und mit H>O auf 1mM oder 10uM verdiinnt.
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Aus dem Gesamt-PRP wurden 3x850ul PRP entnommen und je nach Versuch
vermischt mit PGE;, SNP und PGE;+SNP in einer Verdiinnung von 1:100. Es wurden
entweder die Stammldsungen der hohen oder der niedrigen Konzentration verwendet.
Nach 0,5, 1, 2, 5, 10, 60 Minuten wurde jeweils ein Aliquot mit 100ul aus den mit
PGE;, SNP oder mit Beidem stimulierten PRP entnommen. Zuséitzlich wurde ein
Nullwert aus dem Gesammt-PRP entnommen. Die Aliquots wurden in die mit SDS-
Stopplosung enthaltenden EppendorfgefiBle pipettiert und in einem Eppendorf-
Thermomixer (5436) fiir 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Anschlieend wurden die Proben
bei -20°C bis zum Versuchsbeginn eingefroren (Schema siehe Abb (5)).

Es wurden sowohl drei Versuche von der hohen Konzentration und drei Versuche von

der nierdrigen Konzentration durchgefiihrt.

PRP

+ PGE, + SNP + PGE, + SNP

Probeentnahme nach

VY VY OV VY

0 0,5 1 2 5 10 60 Minuten
= SDS-Stopp
= Erhitzen

= Konservierung der Proben bei —20°C

Abb (5): Schematische Darstellung der Probengewinnung fiir die Westernblotanalyse

4.2.1.3 Thrombozytenstandard

Es wurden 4 Sarstedt-Monovetten a 5ml Blut verwendet. Die Thrombozyten wurden
genauso behandelt wie in 4.2.1.1 beschrieben. Die gewaschenen Thrombozyten wurden
auf eine Konzentration von 5x10%/ml angeglichen.

1998ul der gewaschenen Thrombozyten wurden mit 2ul der 10mM PGE;-Stammldsung
(Endkonzentration 10uM) fiir 10 Minuten stimuliert und die Reaktion anschlieBend mit
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Iml SDS-Stopp incl. 10% 2-Mercaptoethanol gestoppt. Die Probe wurde in einem
Eppendorf-Thermomixer (5436) fiir 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Anschliefend wurden

die Proben bei —20°C bis zum Versuchsbeginn eingefroren.

4.2.2 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-Page)

Es wurden BioRad-Minigel (Mini Trans Blot) Kammern verwendet. Als Trenngel
wurde ein 9% Gel benutzt, da dort die VASP-Proteine mit 46 kD und 50 kD in der
phosphorylierten Form gut voneinander getrennt werden konnen. Als Sammelgel wurde
ein 3% Gel verwendet.

Fir zwei 9% Gele wurden 8,4ml Ampuwa (destilliertes H,O), 4,5ml 30%
Acrylam/0,8% Bisacrylam, 1,88ml 3M Trizma-Base (pH 8,9) und 150ul 10% SDS
vermischt und anschlieBend 7,5u1 TEMED und 150ul 10% APS dazugegeben, um die
Polymerisation des Gemisches zu erreichen. Das noch fliissige Gel wurde zwischen die
Glasplatten der Minigelkammer gegossen und mit 70% Ethanol wéhrend der
Polymerisation bedeckt, um eine glatte Geloberfliche ohne Luftblasen zu erhalten.
Sobald das Gel fest war, wurde das Ethanol abgegossen und ein fliissiges Gelgemisch
eines 3% Geles dariiber gegossen. Das 3% Gel besteht aus 5,44ml Ampuwa, 750ul 30%
Acrylam/0,8% Bisacrylam, 940ul 0,5M Trizma-Base (pH 6,7) und 75ul 10% SDS und
anschlieBend 3,75ul TEMED und 150ul 10% APS fiir die Polymerisation. In das noch
flissige Sammelgel wurde ein 1,5mm breiter Platzhalter fiir 10 Taschen gesteckt. Nach
der Polymerisation wurden die Gele in die BioRad-Minigel Kammer eingespannt und
die Kammer wurde bis zum Rand mit Elektrophoresepuffer befiillt. Dieser Puffer
bestand aus 4,8g Trizma Base, 11,6g Glycine, 800ml Ampuwa und 8ml 10% SDS.
Anschliefend wurden die Platzhalter fiir die Taschen vorsichtig nach oben
herausgezogen.

Die Proben wurden fiir 5 Minuten bei 95°C in einem Eppendorf-Thermomixer (5436)

erhitzt und anschlieBend wie folgt aufgetragen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

SDS-
Stopp 1x | Omin 0,5min | Imin 2min Smin 10min | 60min Standard | MW

verdiinnt

Abb. (6): Ubliche Ladeweise der Gele
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Pro Tasche wurden jeweils 10ul aufgetragen. Es wurden 10ul von den Proben, 7,5ul
Thrombozytenstandard und 5pl Molekularer Gewichtsmarker (MW) von BioRad
genommen und mit SDS-Stopp auf 10ul aufgefiillt. Uber den MW, der sich farbig auf
der Membran darstellt, lasst sich spéter die Grofe der auf dem Rontgenfilm

abgebildeten Proteine abschitzen.

Von jeder Stimulationsstufe (PGE;: 10uM, 100nM; SNP: 100uM, 1uM; PGE;+SNP:
10uM/100puM, 100nM/1pM) wurden jeweils zwei Gele gemacht, um spiter sowohl mit
dem 5C6-, als auch dem 16C2-Antikdrper einen Immunblot durchfiihren zu kdnnen.
Nachdem die Taschen geladen waren, wurde die Elektrophorese mit der BIO-RAD
Power Pac 200 Maschine gestartet. Begonnen wurde mit einer konstanten Spannung
von 80V, bis die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten und die Grenze zum
Trenngel erreicht hatten, dann wurde auf 150V geschaltet, bis die Lauffront mit dem
SDS-Stopp unten aus dem Gel wieder herausgelaufen war. SDS-Page nach (Laemmli
1970) und (Schwarz et al. 1999).

Die Gele wurden nun aus der Kammer genommen und mit einer Rasierklinge das
Laufgel vom Sammelgel getrennt. Die Gele wurden dann zum Blotten in die
Haltevorrichtung einer BioRad Trans-Blot™-Cell getan. Dazu wurde auf das Gel eine
Membran (Millipore Immobilion™-P) gelegt, die zuvor mit einer Rasierklinge in die
gleiche Grofle geschnitten wurde (4,9x9cm). Gel mit Membran wurden nun von au3en
nach innen auf jeder Seite von einer Lage Schaumstoff und einer Lage Blotting-Papier
bedeckt, in die Haltevorrichtung gepresst und anschlieBend wurde die Haltevorrichtung
in die Transferkammer geschoben. Es musste hierbei darauf geachtet werden, dass sich
die Membran auf der Seite des positiven Pols der Kammer befand, da die sich im Gel
befindlichen Proteine durch das SDS negativ geladen waren. Das Zusammenbauen der
Haltevorrichtung mit dem Gel musste im Transferpuffer unter Luftausschluss
geschehen, da Luftbldschen zwischen Gel und Membran den Transfer der Proteine
verhindern.

Der Transferpuffer bestand aus 9,1g Trizma Base, 43,5g Glycine, 2400ml Ampuwa und
600ml Methanol, das aber erst nach vollstindigem Losen der Salze dazugegeben
werden durfte. Der Transferpuffer sollte mdglichst kalt sein, damit die Proteine beim
Transfer als scharfe Banden auf die Membran geblottet werden.

Die Transferkammer wurde bis oben mit Transferpuffer gefiillt und der Transfer lief im

Kiihlraum bei 4°C bei einer konstanten Stromstirke von 1A iber eine Stunde mit einer
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BIO-RAD Power Pac 200 Maschine ab. Der Transfer fand nach (Towbin et al. 1979)
statt.

Hinterher wurden die Membranen aus der Kammer genommen und mindestens
1 Stunde mit 6% fettfreier Trockenmilch (BioRad) in Waschpufter, der aus 1xTBS (Tris
buffered saline) mit 0,05% Tween-20 besteht, geschwenkt, um alle freien Stellen auf
der Membran mit Proteinen zu besetzen. TBS wurde bereits im Vorfeld als 10fach
konzentrierte Stammlosung hergestellt. Pro Liter 10xTBS wurden 24,2g Trizma Base
und 80g NaCl in destilliertem Wasser aufgeldst und mit HCl und NaOH auf einen pH
von 7,6 eingestellt. Zur weiteren Verdiinnung des TBS wurde destilliertes Wasser
verwendet.

Danach wurden die Membranen fiir eine Stunde mit dem ersten Antikdrper in 3%
fettfreier Trockenmilch in Waschpuffer bei RT inkubiert oder alternativ bei 4°C {iber
Nacht im Kiihlschrank gelagert. Als Erstantikorper wurden monoklonale
Mausantikorper gegen spezifische Phosphorylierungsstellen beim VASP-Protein in
einer Verdiinnung 1:100 verwendet. Die Membranen wurden entweder mit einem
Antikorper gegen posphoryliertes Serin an der Stelle 239 im Protein (16C2) oder gegen

.
Serin'®’

(5C6) gefirbt. AnschlieBend wurden die Membranen dreimal circa 10 Minuten
mit Waschpuffer gewaschen. Darauf folgend wurden die Membranen 45 Minuten mit
dem Sekundérantikorper in 3% fettfreier Trockenmilch in Waschpuffer inkubiert. Als
Antikdrper wurde ein HRP (horse-radish peroxidase) konjugierter Ziege gegen Maus
Antikorper (BioRad) in einer Verdiinnung 1:3000 angewandt.

AnschlieBend wurden die Membranen noch fiinf mal ca. 7 Minuten in Waschpuffer
gewaschen und danach 1 Minute mit ECL-Lsung (4ml pro Membran) inkubiert. ECL
fiihrt zusammen mit dem HRP zu einer Lichtreaktion, die man mit Hilfe eines
Rontgenfilms sichtbar machen kann.

Zum Entwickeln wurden die Membranen zwischen zwei Transparent Film
Overheadfolien gelegt und mit einem flachen Gegenstand alle Luftblasen zwischen den
Folien und der Membran entfernt. Die Membranen mit den Folien wurden in eine
Rontgenkassette gelegt und in einer Dunkelkammer Rontgenfilme fiir Minuten bis
Sekunden auf die Membranen gelegt, je nachdem, wie stark das Signal war. Die Filme
wurden in einer Entwicklermaschine (Protect) entwickelt.

AnschlieBend wurden die Filme beschriftet und mit einem Durchlichtscanner (AGFA-

STUDIOSTAR) und der Software Foto-Look SA 2.09.1 eingescannt und darauf mit
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NIH-Image 1.61/ppc die Intensitit der einzelnen Banden ausgemessen, um eine

statistische Auswertung der Westernblot-Versuche durchfithren zu kénnen.

4.3 Immunfluoreszenz Mikroskopie von Thrombozyten mit VASP-

Antikorpern

Es wurden 10ml Blut wie in 4.1.1 beschrieben entnommen und das PRP gewonnen.
Acht Deckgléschen (& 15mm) wurden vor Versuchsbeginn mit 70% Ethanol gereinigt
und auf feuchtes Blotting-Papier in eine Petri-Schale gelegt.

Danach wurden 30ul PRP auf jedes Deckgldschen pipettiert und der Deckel auf die
Petri-Schale gesetzt. Den Thrombozyten wurde dann 15-20 Minuten bei RT Zeit
gegeben, um an den Deckgldschen zu adhérieren. Anschlieend wurde das PRP wieder
vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt. Dann wurden jeweils vier Deckgldschen mit
100ul PBS, vier weitere mit 200ul PGE; (10uM) in PBS und die iibrigen vier mit SNP
(100uM) stimuliert. Die Herstellung der PGE; und der SNP-Losung wurde in 4.1.2
beschrieben. Die Deckglidschen wurden nun bei RT in der feuchten Umgebung der
Petri-Schale inkubiert. Nach 10 Minuten wurde die Fliissigkeit wiederum vorsichtig
abgesaugt.

Die Deckgldschen wurden nun mit der mit den Thrombozyten beschichteten Seite nach
unten auf 300ul Tropfen von 3,7% Formaldehyd in PBS auf einer Transparent Film
Overheadfolie gelegt. Nach 10 Minuten Fixierung bei RT wurden die Deckgldschen
vorsichtig entfernt und auf Blotting-Papier seitlich abgetupft. AnschlieBend wurden die
Deckgldschen drei Mal mit der Seite, auf der die Thrombozyten angeheftet waren, nach
unten in 300ul Tropfen PBS gewaschen und auf Blotting-Papier abgetupft.

Darauthin wurden die Deckgldaschen 10 Minuten bei RT mit 300ul Tropfen S0mM
NH4CI in PBS inkubiert und anschlieBend drei Mal in 300ul Tropfen PBS gewaschen.
Danach wurden sie 10 Minuten bei RT in 300ul Tropfen 0,2% Triton X-100
permeabilisiert und anschliefend 20 Minuten mit 300ul Tropfen Puffer III inkubiert.
Puffer III bestand aus Dulbecco’s PBS (Ca’" und Mg”" frei), 5% Ziegenserum und
0,05% Triton X-100.

AnschlieBend wurden die Deckgldschen mit den Thrombozyten 30 Minuten im Dunkeln
in einem 300ul Tropfen Puffer III mit Antikorper gegen VASP und gegen filamentdre
Aktinfilamente (Phalloidin) geférbt (Details siehe Abb. (7))

Puffer III wurde vor dem Auftragen auf die Folie mit den Antikorpern vorgemischt, um

bei beiden Proben die gleiche Menge Antikorper zu haben.
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Nach der Inkubation wurden die Proben drei Mal in einem PBS-Tropfen gewaschen und
danach in einem Tropfen mit Sekundérantikérper inkubiert. Als Sekunddrantikdrper
wurde ein Cy’-konjugierter Antikorper, je nach 1. Antikorper gegen Kaninchen oder
Maus, gewihlt und in einem Verhiltnis von 1:500 mit Puffer III verdiinnt. Auch diese
Inkubation wurde im Dunkeln durchgefiihrt, um ein Ausbleichen des
Fluoreszenzfarbstoffes zu vermeiden.

Die Deckglaschen wurden nun wieder drei Mal in PBS-Tropfen gewaschen und gut
abgetropft. Auf jedes Deckgldschen wurde anschlieBend 18ul Mowiol nach (Taylor and
Heimer 1974) auf die Seite der Thrombozyten gegeben und es wurde mit der Zellseite
nach unten auf einem sauberen Objekttrager platziert. Sobald die Objekttrager trocken
genug waren, wurden die Deckglidschen mit handelsiiblichem Nagellack umrundet, um
ein Austrocknen der Proben zu verhindern.

Die Objekttrager wurden bei 4°C im Dunkeln gelagert. Das Protokoll wurde nach
(Smolenski et al. 1998) erstellt.
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Abb. (7): Schematischer Versuchsaufbau der Probengewinnung fiir die Immunfluoreszenz mit

Thrombozyten

Die auf Deckglédschen fixierten und mit Antikdrpern gefiarbten Thrombozyten wurden
mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop (TCS SP Leika) angeschaut und digital
fotographiert.

4.4 Mausstammzellen

4.4.1 Gewinnung der Stammzellen aus dem Knochenmark

Es wurden junge Méuse aus eigener Zucht genommen, die zwischen 8 Wochen und 2
Jahr alt waren, damit noch nicht das iiberwiegend blutbildende Knochenmark durch
Fettmark ersetzt war. Es wurden fiir die Versuche sowohl Wildtypmause, als auch
VASP knock out Mduse verwendet.

Die Méuse wurden mit Genickbruch getdtet und anschlieBend zur Desinfektion fiir ca. 2

Minuten in 70% Ethanol gelegt. Hinterher wurden ihnen in einer sterilen
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Gewebekammer die Oberschenkel- und die Unterschenkelknochen mit sterilen Scheren
und Pinzetten sauber herauspripariert. Die Knochen sollten moglichst weitgehend von
Bindegewebe und Muskulatur befreit werden und wurden anschlieBend in kalten
sterilen Puffer IV gegeben.

Puffer IV bestand aus Dulbecco’s PBS mit 2% BSA, 0,38% Trisodiumcitrat und
1U/ml DNAse. Der Puffer wurde unter dem Abzug mit Hilfe einer Perfusorspritze
(BRAUN) und einer gebrauchsfertigen Filtereinheit (Schleicher & Schuell) steril
filtriert, um eine spétere Kontamination der Stammzellen zu vermeiden.

Die Knochen wurden nun wieder aus der Pufferlosung herausgenommen und der
Knochenmarksraum mit einer Schere erdffnet. Dazu wurde ein Stiick des proximalen
und des distalen Gelenkkopfes abgeschnitten und die Markhohle mit einer 5ml
Einmal-Spritze (BRAUN), der eine 22G-Nadel (Sterican®) aufgesetzt wurde, mit Puffer
IV durchspiilt. Das Knochenmark mit dem Puffer wurde in einem sterilen Gefil3
aufgefangen und mit einer Spritze mit 19G-Nadel (Sterican™) ein paar Mal aufgezogen
und wieder ausgespritzt, um die Zellen voneinander zu trennen.

Danach wurden die Zellen durch ein engmaschiges steriles Nylonnetz (SEFAR Nitex)
gespritzt, um Knochensplitter und Gewebereste von den vereinzelten Zellen zu trennen.
Darauthin wurden die Zellen 10 Minuten bei 200g in einer Hettich-Zentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde steril unter dem Abzug mit einer Vakuumpumpe
abgesaugt und das Sediment mit 800ul steril filtriertem Puffer V resuspendiert, der aus
Dulbecco’s PBS mit 0,5% BSA bestand.

Isolation des Knochenmarks nach (Shiraga et al. 1999).

4.4.2 Separation der Stammzellen durch MACS Sca-1 MultiSort Kit

4.42.1 Magnetische Markierung der Zellen

Das in 800ul Puffer V resuspendierte Sediment sollte nicht mehr als 10° Zellen
enthalten, um geniigend markierte Antikorper fiir die Sca-1 positiven Zellen zu haben.
Deshalb sollte bei drei oder mehr Méusen die Zellzahl gemessen werden, um notfalls
die resuspendierten Zellen noch zu verdiinnen. Zum Zéhlen der Zellen wurden 10ul aus
den 800ul entnommen und mit 190ul Puffer V verdiinnt und die Anzahl der Leukozyten
anhand eines kleinen Blutbildes mit einem Blutanalysegeridt gemessen. Anschlieend
wurden 200ul (oder entsprechend mehr) mit Sca-1 MultiSort Mikrobeads (aus MACS
Sca-1 MultiSort Kit, mouse — Miltenyi Biotec) zu der Zellsuspension dazugegeben und

15 Minuten bei 6-12°C inkubiert. Mausstammzellen haben als Oberflichenantigen Sca-
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1, das ihnen in der weiteren Differenzierung wieder verloren geht (Gonda et al. 1993).
An die Sca-1 positiven Zellen hefteten sich nun wéhrend der Inkubation die Sca-1
Antikorper mit Magnetkiigelchen an.

Danach wurde das Volumen des Zell-Antikorpergemisches mit Puffer V auf das fiinf-
bis zehnfache verdinnt und 10 Minuten bei 200g in einer Hettich-Zentrifuge
zentrifugiert. Der Uberstand wurde steril unter dem Abzug mit einer Vakuumpumpe

abgesaugt und das Sediment mit 1ml Puffer V resuspendiert.

4.4.2.2 Magnetische Auftrennung der Zellen

Fir die magnetische Trennung der Zellen wurde eine magnetische Sdule (MACS
Separation Columns) mit einem aufgesetzten Filter (Pre-Separation Filter) in die
Haltevorrichtung des Magneten der MiniMACS Separation Unit gesteckt und mit 500ul
Puffer V durchgespiilt. Der Filter wurde verwendet, um zu verhindern, dass grofere
Zellkonglomerate die Sdule verstopfen.

Danach wurde 1ml Zellsuspension durch die Siule laufen gelassen. Bei mehr als 2x10°
Zellen miissen weitere Sdulen verwendet werden. Die magnetisch markierten Zellen
blieben nun an dem magnetisch aufgeladenen Granulat der Sdule hingen und nicht
markierte Zellen liefen durch die Sdule hindurch. Um die Sdule von Sca-1 negativen
Zellen zu reinigen, wurde sie noch drei Mal mit 500ul Puffer V durchgespiilt.
Anschliefend wurde die Sdule aus der magnetischen Verankerung herausgenommen
und zwei Mal mit 500ul Puffer V gespiilt, um die Sca-1 positiven Zellen aus der Sdule
zu gewinnen. Um eine mdglichst saubere Auftrennung zu erhalten, wurde die gleiche
Prozedur ein zweites Mal mit einer frischen Sdule durchgefiihrt, allerdings war diesmal
kein Filter notwendig.

Die Zellen wurden in einem 5ml Falcon®-Réhrchen mit Deckel gesammelt und waren

nun fiir weitere Versuche oder eine Kultivierung bereit.

4.4.3 Farbung der Zellen mit Antikdrpern

Die Zellsuspension wurde in einer Eppendorfzentrifuge 2 Minuten bei 2700g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Wasserstrahlpumpe entfernt und
das Sediment mit 250ul Puffer I resuspendiert.

20ul von der Zellsuspension wurden mit 100ul Puffer I 1:6 verdiinnt und 100ul davon
mit 400ul LeucoCOUNT-Reagenz in einem LeucoCOUNT-R&hrchen vermischt.

(Materialien im LeucoCOUNT™ Kit von Becton Dickinson enthalten).
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Mit Hilfe des LeucoCOUNT-Systems hat man die Moglichkeit, mit einem
Durchflusszytometer ~ (FACSCalibur) sehr einfach und exakt die Anzahl von
Leukozyten bzw. Stammzellen in einer Losung zu bestimmen.

Im LeucoCOUNT-Ro6hrchen befand sich eine feste Zahl Kiigelchen (Bead Count), die
man beim FACSCalibur in einem Fenster R1 zdhlte, bis 10000 Ereignisse erreicht
wurden und sie mit den gesuchten Zellen im Fenster R2 ins Verhéltnis setzte. Dies
musste nun noch mit dem Bead Count multipliziert und die Verdiinnung und das totale
Volumen der Zellsuspension beriicksichtigt werden, um die absolute Zellzahl zu
erhalten.

Die LeucoCOUNT-Proben wurden mit schneller Flussgeschwindigkeit mit den FACS-
Einstellungen FSC: E00V, SSC 284V, FL-1 525V und Fluoreszenzkanal 2 (FL-2)
gemessen. Der FSC-Detektor wurde auf lineare Verstirkung gesetzt, die iibrigen

Detektoren auf logarithmische Verstirkung.
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Gate Statistics
File: Data. 002 Log Data Units: Linear Valu
Sample ID: k.o.-mouse stemcells Fatient 10 leucocount
Acquisition Data® 25-Jul-2 Gate: No Gale
Gated Evenls: 11106 Tolal Events: 11106
X Parameter: FL1-H (Log} Y Parameter: FL2-H (Log)
Gate Ewvents % Gated % Total
Gi 10041 2041 90.41
G2 820 7.38 /.38

Abb. (8): Analyse-Fenster der LeucoCount-Zihlung. Gl= Ereignisse in R1 (Kiigelchen); G2=
Ereignisse in R2 (gesuchte Zellen)

Stammzellen/ul =
G2/G1 x bead counts/100ul (Menge der Zellsuspension) x Verdiinnung

Zellen insgesamt = Stammzellen/ul x Volumen (1000ul)

Von der restlichen Zellsuspension wurden jeweils 50ul in insgesamt vier

Eppendorfgefalle pipettiert und wie folgt mit Antikorper gefarbt.
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O] Positive Kontrolle mit 2ul FITC konjugiertem IgG-Antikdrper gegen Ratte
(FITC-rat IgG2ax isotyp control Immunglobulin)

@ 2ul FITC-konjugierter Antikdrper gegen Sca-1 (FITC anti mouse LY-6A/E)

® ohne 1. Antikorper

@ Antikorper gegen CD41 (Ratte gegen Maus) 1:100 (Purified anti mouse CD41)

(alle verwendeten Antikdrper waren von PharMingen)

Die Zellsuspension mit den Antikdrpern wurde fiir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Der Inhalt der Eppendorfgefie @ und @ wurde mit PBS mit 5,5mM Glucose auf
400pl verdiinnt und in FACS-Rdhrchen iiberfiihrt.

Die EppendorfgefiBe @ und ® wurden in der Eppendorfzentrifuge 2 Minuten bei
2700g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig mit einer Wasserstrahlpumpe
abgesaugt. Das Sediment wurde in 100ul Puffer I resuspendiert, der bereits vorher mit
dem Sekundérantikorper vorgemischt wurde und 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Pro
250ul Puffer I wurden 5pul FITC-konjugierter Antikdrper gegen Ratten (F-6258 —
SIGMA) dazugegeben. Der Inhalt der Eppendorfgefale @ und @ wurde mit PBS mit
5,5mM Glucose auf 400ul verdiinnt und in FACS-R&hrchen tiberfiihrt.

Die Proben wurden mit schneller Flussgeschwindigkeit in einem FacsCalibur von
Becton Dickinson analysiert. Die Instrumenteneinstellungen, die benutzt wurden,
waren: FSC EO0V, SSC 397V und FL-1 um 500V, aufgrund der biologischen
Variabilitdt der einzelnen Mause. FL-1 wurde jeweils so eingestellt, dass bei Farbung @
ohne Stimulation der Median-Wert ca. 10,7 betrug. Anschlieend wurden alle Proben
von Féarbung @ und @ bei gleichem FL-1 gemessen. FL-1 musste bei Farbung ® ohne
Stimulation erneut auf einen Median-Wert um die 10,7 eingestellt werden, da der
Antikorper eine etwas stidrkere Fluoreszenz aufweist. Darauf folgend wurden alle
Proben der Farbungen @ und @ mit dieser Einstellung gemessen.

Die FSC und SSC Detektoren wurden auf lineare Verstirkung und der FL-1 Detektor
auf logarithmische Verstirkung eingestellt. Die Stammzellpopulation wurde mit den
FSC- und SSC-Einstellungen identifiziert und dariiber ein Fenster gelegt, um andere
Zellen aus der Messung auszuschlieBen. Es wurde solange gemessen, bis 5000
Stammzellereignisse in dem Fenster gezdhlt wurden. Thre Verteilung wurde mit Hilfe
eines Density-Plots analysiert.

Als Sofware wurde CELL-Quest 3.1f verwendet.
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4.4.4 Kultivierung und anschliefende Analyse der Zellen

Nach der Separation der Zellen durch das MACS Sca-1 MulitSort Kit wurden von 1ml
Zellsuspension 20ul entnommen, mit 80ul Puffer V 1:5 verdiinnt und zusammen mit
400ul LeucoCOUNT-Reagenz in ein LeucoCOUNT-Ro6hrchen pipettiert. Die Zellen
wurden wie in 4.4.3 beschrieben gezihlt.

AnschlieBend wurde das Medium gemischt aus MarrowMAX™ Bone Marrow Medium
(Invitrogen Corporation), 10ng/ml Maus-Interleukin (IL)-6, 10ng/ml humanem IL-11
und 10ng/ml Maus-Thrombopoetin (mTPO), um die Ausdifferenzierung der
Stammzellen in Richtung Megakaryozyten zu beeinflussen. Um eine eventuelle
Kontamination der Zellen durch Bakterien zu vermeiden, wurden aufBlerdem noch
Antibiotika (Penicillin-Streptomycin-Solution) im Verhéltnis 1:100 beigemengt. Das
Medium wurde steril filtriert und die Zellsuspension mit dem Medium im Verhéltnis
10000 Zellen/ml vermischt.

Es wurden 24 Mulden Zellkulturschalen verwendet, wobei nur die inneren acht benutzt
wurden und die duBeren mit sterilem H,O gefiillt wurden, um allen Zellen gleiche

Feuchtigkeitsbedingungen zu schaffen.

Es wurden 20 Mulden mit je 10000 Zellen, d.h. 1ml gefiillt und alle zwei Tage mit
unterschiedlichen Konzentrationen 8-pCPT-cGMP stimuliert. Jeweils vier Mulden
bekamen die gleiche Menge 8-pCPT-cGMP. Als Konzentrationen wurden 0, 25 und
50uM verwendet. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank kultiviert.
Am Tag 6 wurde pro Mulde 1ml Medium zugefiittert und die Zellen erneut mit 8-pCPT-
cGMP stimuliert.

Am Tag 9 wurden die Zellen von der Hilfte der Mulden (je zwei pro Konzentration)
durch auf- und abpipettieren abgelost und der Inhalt jeder Mulde in ein FALCON®-
Rohrchen mit Deckel iiberfiihrt. Aus diesen 2ml pro Rohrchen wurden nun jeweils
100ul fiir eine LeucoCOUNT-Messung entnommen und zusammen mit 400ul
LeucoCOUNT-Reagenz in ein LeucoCOUNT-R6hrchen gefiillt und wie in 4.4.3
beschrieben gemessen. Die restlichen Zellen wurden pro FALCON®-Réhrchen in ein
Eppendorfgefd iiberfiihrt und in einer Eppendorfzentrifuge bei 2700g 2 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Wasserstrahlpumpe entfernt und
das Sediment in 100ul Puffer I resuspendiert und die jeweils gleichen

Stimulationskonzentrationen zusammenpipettiert. Diese 200ul pro 8-pCPT-cGMP-
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Konzentration wurden nun a 50ul auf vier Eppendorfgefdfie verteilt und wie in 4.4.3
beschrieben mit Antikorper gefarbt und mit dem FACSCalibur gemessen.

Am Tag 12 wurde mit den restlichen Zellen auf gleiche Art und Weise verfahren.
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5 Ergebnisse

5.1 Teil1:
Ziel:

Charakterisierung des Antikorpers 5C6 und Zeitkinetik der VASP-Phosphorylierung

Der 5C6 Antikorper erkennt die phosphorylierte Form von VASP an der Position
Serin"’, die bevorzugt iiber die cAMP abhingige Proteinkinase phosphoryliert wird.
(Butt et al. 1994)

Zum Vergleich wurde der bereits bekannte und ausfiihrlich erprobte Antikorper 16C2
(Smolenski et al. 1998; Schwarz et al. 1999) eingesetzt, der spezifisch ist fiir VASP, das
an der Position Serin®® phosphoryliert ist. Mit beiden Antikérpern sollte vergleichend
die Zeitkinetik, Intensitdit und Dauer der Phosphorylierung von VASP durch
verschiedene Stimuli (PGE;, SNP, PGE;+SNP) untersucht werden.

5.1.1 Spezifitit des Antikorpers 5C6

Fragestellung: Ist der Antikdrper 5C6 wirklich spezifisch fiir VASP, das an Serin"’
phosphoryliert ist?

Um die Spezifitit der Phospho-VASP-Antikérper gegen phosphoryliertes Serin'>’ (5C6)
und phosphoryliertes Serin®’ (16C2) sicherzustellen, wurden CHO-Zellen mit VASP-
Mutanten transfiziert. Diese CHO-Zellen exprimieren nur sehr geringe Mengen von
VASP, die bei der Analyse der Zellen vernachldssigbar gering sind. Die VASP-
Mutanten enthielten entweder an der Position 157 an Stelle von Serin ein Alanin (AST-
Mutante) oder es war an der Position 239 das Serin gegen ein Alanin ausgetauscht
(SAT-Mutante) worden. Dadurch war eine Phosphorylierung an der jeweiligen Position
nicht mehr moglich. Die Zellen wurden nach 2 Tagen geerntet und zwei Minuten mit
10uM PGE; stimuliert. Die Reaktion wurde mit SDS-Stopp-Losung unterbrochen und
die Proben durch Immunoblotting mit den phosphospezifischen Antikdrpern analysiert
(siche Abb. (9)). Wie zu erwarten war, ergab das Immunoblotting mit dem 5C6-
Antikorper auch nach Stimulation mit PGE; kein Signal bei der AST-Mutante. Aber es

war eine eindeutige Phosphorylierung bei der SAT-Mutante nach Stimulierung zu
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sehen. Genau entgegengesetzte Ergebnisse wurden mit dem 16C2-Antikorper erzielt

(sieche Abb. (9)).

(A) 5Cé (B) 16C2
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Abb. (9): Spezifitiit der Phospho-VASP-Antikorper.

Transfektion von CHO-Zellen mit VASP-Mutanten an den Positionen Serin'®’ (VSV-AST) oder Serin®*’
(VSV-SAT). Die Zellen wurden mit 10uM PGE; fiir 2 Minuten stimuliert. Die 50kD-Bande entspricht
phosphoryliertem VASP (A) Western Blot Analyse mit anti-Phospho-VASP-Serin'’ (5C6)
Antikorper. (B) Western Blot Analyse mit anti-Phospho-VASP-Serin®’ (16C2) Antikorper.

Beide Antikorper sind hoch spezifisch fiir VASP, das an den entsprechenden spezifischen Aminoséure

phosphoryliert ist.

Ergebnis: Beide Antikdrper binden jeweils nur an die fiir sie spezifische phosphorylierte

Aminosaure.

5.1.2 Charakterisierung des Antikorpers 5C6 durch Westernblot-Analyse und
Zeitkinetik der VASP-Phosphorylierung an Serin'"’

Fragestellung: Der Einfluss von PGE; und SNP auf die Intensitit und Geschwindigkeit
der VASP-Phosphorylierung an Serin'>’.

Gewaschene Thrombozyten wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an PGE,,
SNP oder einer Kombination aus beiden Substanzen stimuliert. Hierbei wurde in der
Hilfte der Experimente eine hohere Konzentration (10uM PGE,;, 100uM SNP, 10uM
PGE;+100uM SNP) an Stimulanzien und in der anderen Hilfte eine niedrigere
Konzentration (100nM PGE;, 1uM SNP, 100nm PGE;+1uM SNP) verwendet. Aus den
stimulierten und gewaschenen Thrombozyten wurden Aliquots nach 0, 0,5, 1, 2, 5, 10
und 60 Minuten entnommen und die Proteine mit SDS-Stopplosung denaturiert. Die
Proteine der einzelnen Proben wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose

iibertragen und mit den Phospho-VASP-Antikorperen inkubiert. Um die Ergebnisse
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vergleichbar zu machen, wurde jeweils die gleiche Standard-Probe mitanalysiert. Dieser
Standard bestand aus gewaschenen Thrombozyten, die mit 10uM PGE1 10 Minuten
lang inkubiert wurden, um eine moglichst starke Phosphorylierung zu erzielen. Die
Intensitdt der Banden wurde densitometrisch ausgewertet, der Standard gleich 100%
gesetzt und der Mittelwert und der Standardfehler aus mindestens drei von einander

unabhéngigen Versuchen berechnet.

Unter Verwendung des neuen Antikdrpers 5C6 konnte in dem oben beschriebenen
Versuch gezeigt werden, dass die Stimulation der Thrombozyten mit 10uM PGE,; zu
einem sehr raschen Anstieg der VASP-Phosphorylierung bereits nach 0,5 Minuten
fiihrte, die innerhalb weniger Minuten wieder leicht riickgéngig war. Nach Stimulation
mit 100uM SNP war Serin">’ deutlich schwécher phosphoryliert. Das Maximum der
Serin'’-Phosphorylierung wurde erst nach 5 Minuten erreicht. Bei einer gleichzeitigen
Stimulation mit 10uM PGE; und 100uM SNP war der Anstieg der VASP-
Phosphorylierung etwas langsamer als mit PGE; alleine. Die Phosphorylierung war aber
iiber einen lidngeren Zeitraum stabil als mit einer alleinigen PGE;-Stimulation (siehe

Abb. (10)).
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Phospho-VASP-Antikorper 5C6 (pSer157)
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Abb. (10): Westernblot-Analyse gewaschener Thrombozyten nach Stimulation mit PGE; (10uM)
und SNP (100npM) mit dem 5C6-Antikorper gegen phosphoryliertes VASP an Serin'®’ (pSer157).
Abbildung der Rontgenfilmausschnitte (oben) und Mittelwert mit Standardfehler aus mindestens drei
unabhéngigen Versuchen der Quantifizierung der Schwirzung des Rontgenfilms (unten).

Die 50kD-Bande entspricht VASP, das an Serin'>’ phosphoryliert ist.

Des Weiteren wurden auch niedrigere Konzentrationen der Stimulanzien eingesetzt
(sieche Abb. (11)). Die Stimulation der Thrombozyten mit 100nM PGE, zeigte an der
Aminosdure Serinm, wie auch bei der hohen Konzentration, einen raschen Anstieg der
Phosphorylierung bereits nach 0,5 Minuten. Die Phosphorylierung fiel schwécher aus
als mit 10uM PGE,. Nach Stimulation mit IuM SNP zeigte sich an Serin"’ eine um
mehr als 50% schwéchere Phosphorylierung, die auch erst nach 10 Minuten ihr
Maximum erreichte. Bei einer Stimulation mit 100nM PGE; und 1uM SNP war der
Anstieg der VASP-Phosphorylierung etwas langsamer als nach PGE; alleine. Das
Maximum, das erreicht wurde, liberstieg das Maximum der alleinigen Stimulation mit

PGE, und zeigte im analysierten Zeitfenster keinen Abfall.

-43 -



Ergebnisse

Phospho-VASP-Antikorper 5C6 (pSer157)
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Abb. (12): Westernblot-Analyse gewaschener Thrombozyten nach Stimulation mit PGE; (100nM)
und SNP (1pM) mit dem 5C6-Antikorper gegen phosphoryliertes VASP an Serin'>’ (pSer157).
Abbildung der Rontgenfilmausschnitte (oben) und Mittelwert mit Standardfehler aus mindestens drei
unabhéngigen Versuchen der Quantifizierung der Schwirzung des Rontgenfilms (unten).

Die 50kD-Bande entspricht VASP, das an Serin'>’ phosphoryliert ist.

Ergebnis: Serin'>’ wird bevorzugt nach Stimulation mit PGE, phosphoryliert. Hohere
Konzentrationen an Stimulanzien flihren zu einem schnelleren und stirkeren Anstieg

der Phosphorylierung als niedrigere.

5.1.3 Vergleichende Zeitkinetik der VASP-Phosphorylierung an Serin®*’ mit dem
bekannten Antikorper 16C2

Fragestellung: Der Einfluss von PGE; und SNP auf die Intensitit und Geschwindigkeit
der VASP-Phosphorylierung an Serin™’ im Vergleich zur Phosphorylierung an Serin'®’.

Die Untersuchung der Phosphorylierungsstelle an Serin®’ mit dem 16C2 Antikdrper

zeigte, dass durch hohe Konzentrationen an PGE; bevorzugt Serin'>’ phosphoryliert
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wird und erst sekundir im Zeitverlauf Serin®’. Ein Maximum der Phosphorylierung
von Serin®’ wird hier erst nach 10 Minuten erreicht. Stimuliert man hingegen mit
100uM SNP, gibt es eine deutliche Phosphorylierung bereits nach 0,5 Minuten, die sich
sukzessive steigert, bis ihr Maximum nach 5 Minuten erreicht wird. Eine Kombination
aus 10uM PGE; und 100uM SNP zeigt die gleiche Phosphorylierungskinetik wie SNP
alleine, aber mit einer etwa 10% schwécheren Phosphorylierung (siehe Abb. (12)).

Phospho-VASP-Antikorper 16C2 (pSer239)

10uM PGE, - e D

100uM SNP p————— 1 T Pe

<+ 50kD
10uM PGE+ SNP P W W R W GKD
0° 05 1¢ 2¢ 5% 10° 60° Minuten
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160% -
140% -

120% -
—L
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20% | rlﬁi
0% ‘ ‘
) 0,5

‘|:|10p|v| PGE1 [ 100pM SNP @10y PGE1+ 100uM SNP
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Abb. (12): Westernblot-Analyse gewaschener Thrombozyten nach Stimulation mit PGE; (10pM)
und SNP (100pM) mit dem 16C2-Antikorper gegen phosphoryliertes VASP an Serin®™’ (pSer239).
Abbildung der Rontgenfilmausschnitte (oben) und Mittelwert mit Standardfehler aus mindestens drei
unabhéngigen Versuchen der Quantifizierung der Schwirzung des Rontgenfilms (unten).

Die 46kD-Bande entspricht VASP, das an Serin®’ phosphoryliert ist, das 50kD-Polypeptid entspricht
VASP, das zusitzlich an Serin'®” phosphoryliert wurde.
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Niedrige Konzentrationen an PGE; (100nM) und SNP (1uM) flihrten, wenn sie einzeln
als Stimulanzien eingesetzt wurden, anndhernd zu einer gleich starken
Phosphorylierung des Serins™” (siehe Abb. (13)). Eine deutliche Phosphorylierung sicht
man erst nach 5 Minuten, die nach 10 Minuten ihr Maximum erreicht und sich dabei
fast verdoppelt hat. Eine Kostimulation mit beiden Substanzen zeigt den gleichen
langsamen Anstieg der Phosphorylierungsintensitit mit einem Maximum nach 10
Minuten. Die Werte liegen aber immer deutlich {iber denen der Einzelstimulationen. Im

Bereich der maximalen Phosphorylierung liegen sie sogar mehr als ein Drittel dariiber.

Phospho-VASP-Antikorper 16C2 (pSer239)
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Abb. (13): Westernblot-Analyse gewaschener Thrombozyten nach Stimulation mit PGE; (100nM)
und SNP (1uM) mit dem 16C2-Antikorper gegen phosphoryliertes VASP an Serin®™’ (pSer239).
Abbildung der Rontgenfilmausschnitte (oben) und Mittelwert mit Standardfehler aus mindestens drei
unabhingigen Versuchen der Quantifizierung der Schwirzung des Rontgenfilms (unten).

Die 46kD-Bande entspricht VASP, das an Serin® phosphoryliert ist, das 50kD-Polypeptid entspricht

157

VASP, das zusitzlich an Serin>’ phosphoryliert wurde.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass die Phosphorylierung von Serin'”’ bevorzugt
durch PGE; und die von Serin®’ durch SNP stimuliert wird. Anscheinend wird die
jeweils andere Phosphorylierungsstelle erst spdter mitphosphoryliert. Besonders

7 ist

deutlich wird das, wenn man die Stimulationen mit 10pM PGE;, vergleicht. Serin"’
bereits nach 0,5 Minuten deutlich phosphoryliert, dagegen wird die Phosphorylierung
an Serin™’ erst nach 10 Minuten maximal, wenn die Phosphorylierung an Serin'’’
bereits wieder abnehmend ist. Nach Stimulation mit PGE; zeigt sich ein wesentlich
schnellerer Anstieg der Phosphorylierung als mit SNP. Hohe Konzentrationen haben
sowohl einen schnelleren Anstieg der Phosphorylierung zur Folge, als auch das

Erreichen hoherer Maxima.

Ergebnis: Die Phosphorylierung von Serin'>’ wird bevorzugt durch PGE; und die von
Serin®®’ durch SNP stimuliert. Die Stimulation mit PGE,; fiihrt zu einem wesentlich

schnellerer Anstieg der Phosphorylierung als die mit SNP.

5.1.4 Synergistischer Effekt von PGE; und SNP auf die VASP-Phosphorylierung

Fragestellung: Hat die Kombination von SNP und PGE, einen synergistischen Effekt
auf die VASP-Phosphorylierung?

Plattchenreiches Plasma wurde mit 100nM PGE; und/oder mit verschiedenen SNP
Konzentrationen (1uM, 10uM, 100uM) 5 Minuten stimuliert. Die Proben wurden mit
einem der phosphospezifischen VASP-Antikdrper 5C6 oder 16C2 inkubiert und mit
Durchflusszytometrietechnik analysiert. Es wurden drei voneinander unabhingige
Versuche durchgefiihrt und der Mittelwert mit Standardfehler berechnet.

Ein verstirkender Effekt war deutlich bei allen drei SNP-Konzentrationen zu sehen.
Dies lieB sich sowohl an Serin'®’ mit dem 5C6 Antikérper als auch an Serin®’ mit dem
16C2 Antikorper zeigen. Als Beispiel wird die Kostimulation mit 10uM SNP angefiihrt
(sieche Abb. (14)). Man sieht hier deutlich die Einzeleffekte der Stimulanzien und die

Verstiarkung bei gleichzeitiger Stimulation mit beiden Substanzen.
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Abb. (14): FACS-Analyse Plittchenreichen Plasmas nach Stimulation mit 100nM PGE1, 10uM
SNP und beiden Substanzen mit dem 16C2-Antikorper gegen phosphoryliertes VASP an Serin®’
und mit dem 5C6-Antikérper gegen phosphoryliertes VASP an Serin'>’. Abbildung der Mittelwerte

der mittlere Fluoreszenzen mit Standardfehler aus mindestens 3 unabhéngigen Versuchen.

Ergebnis: Es zeigt sich ein verstirkender Effekt der gleichzeitigen Stimulation mit PGE,

und SNP im Vergleich mit den Einzelstimulationen.

5.1.5 Analyse der VASP-Phosphorylierung mittels Durchflusszytometrie

Fragestellung: Ergeben sich bei der FACS-Analyse mit den Pohspho-VASP
Antikorpern 5C6 und 16C2 Ergebnisse, die mit denen der Western Blot Analyse

vergleichbar sind?

5.1.5.1 Analyse der VASP-Phosphorylierung in stimulierten Thrombozyten mit dem
5C6-Antikorper in der FACS-Analyse

Die Versuche wurden wie unter 4.1.2 beschriebenen durchgefiihrt. Wie auch bei der
Westernblot-Analyse zeigt sich eine rasche und deutliche Phosphorylierung an Serin'”’
nach Stimulation mit 10uM PGE, (siehe Abb. (15)). Es entwickelt sich ein Maximum
nach etwa 2 Minuten. Dagegen fiihrt eine alleinige Stimulation mit 100uM SNP zu
einer deutlich schwicheren Phosphorylierung. Ein Maximum wird hier, genau wie beim
Westernblot, nach 5 Minuten erreicht. Kombiniert man beide Stimulanzien (10uM
PGE; + 100uM SNP), zeigt sich die gleiche Phosphorylierungskinetik wie bei PGE,

alleine, aber mit einer durchgehend stdrkeren Phosphorylierung.
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Phospho-VASP-Antikorper 5C6 (pSer157)
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Abb. (15): FACS-Analyse von Plittchenreichem Plasma nach Stimulation mit PGE; (10pM) und
SNP (100pM) mit dem 5C6-Antikorper gegen phosphoryliertes VASP an Serin'’ (pSer157).
Abbildung der Histogrammplots (oben) und eine Zusammenfassung der mittleren Fluoreszenz (unten)

aus mindestens 3 unabhingigen Versuchen mit Standardfehler.

Auch bei niedrigen PGE; Konzentrationen zeigt sich eine schnelle Phosphorylierung an

157

Serin °’. Die Phosphorylierung verlduft in diesem Falle etwas langsamer als mit der

hoheren Konzentration an PGE; und das erreichte Maximum ist halb so groB3. Eine
Stimulation mit 1pM SNP alleine fiihrt in der Durchflusszytometrie an Serin'>’ zu
gleich starker Phosphorylierung wie bei hundertfach hoherer Konzentration, jedoch mit
einem initial langsameren Anstieg. Kombiniert man die Stimulanzien PGE; und SNP,

dann wird Serin"’

etwas langsamer phosphoryliert als mit PGE; alleine, aber die
Phosphorylierung bleibt linger stabil. Das Maximum wird nach 5 Minuten erreicht. Bei
allen drei Stimulationen zeigt sich jeweils ein Abfall der Phophorylierung nach

Erreichen des Maximums (siehe Abb. (16)).
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Phospho-VASP-Antikorper 5C6 (pSer157)
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Abb. (16): FACS-Analyse von Plittchenreichem Plasma nach Stimulation mit PGE; (100nM) und
SNP (1pM) mit dem 5C6-Antikorper gegen phosphoryliertes VASP an Serin'’ (pSerl57).
Abbildung der Histogrammplots (oben) und eine Zusammenfassung der mittleren Fluoreszenzen (unten)

aus mind. 3 unabhéngigen Versuchen mit Standardfehler.

5.1.5.2 Analyse der VASP-Phosphorylierung in stimulierten Thrombozyten mit dem

16C2-Antikorper in der FACS-Analyse
9

Stimulation mit PGE, fiihrt an Serin®’ scheinbar erst nach Phosphorylierung von
Serin'>’ zu einer Phophorylierung. Der 16C2 Antikérper zeigt erst nach 10 Minuten das
starkste Ausmall der Phophorylierung mit Werten, die der Hélfte der Maxima
entsprechen, die an Serin'>’ gemessen wurden. SNP hingegen fiihrt bevorzugt zu einer
Phospohrylierung an Serin®’. Zwar ist die Kinetik der Phosphorylierung vergleichbar

mit der an Serin'>’ mit einem Maximum nach 5 Minuten und anschlieBendem Abfall der

Phophorylierung, aber es werden 3fach hohere Werte erreicht. Eine Kostimulation mit

-50 -



Ergebnisse

10uM PGE; und 100uM SNP fiihrt erstaunlicher Weise nur zu einer verhéltnisméBig
schwachen Phosphorylierung mit einem langsamen Anstieg und Maxima, die unterhalb

der Werte liegen, die eine alleinige Stimulation mit PGE, erzielten (siehe Abb. (17)).
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Abb. (17): FACS-Analyse Plittchenreichen Plasmas nach Stimulation mit PGE; (10uM) und SNP
(100pM) mit dem 16C2-Antikorper gegen phosphoryliertes VASP an Serin*’. Abbildung der
Histogrammplots (oben) und eine Zusammenfassung der mittleren Fluoreszenzen (unten) aus mind. 3

unabhingigen Versuchen mit Standardfehler.

Niedrige Konzentrationen an Stimulanzien fiihren nach Stimulation mit 100nM PGE,
an Serin®’ zu einer nur sehr schwachen Phosphorylierung mit einem Maximum nach 10
Minuten. Nach Stimulation mit 1uM SNP ist zwar eine deutliche Phosphorylierung
sichtbar, aber im Vergleich mit der hundertfach hoheren Konzentration, kommt es hier

zu einem langsameren Anstieg der Phosphorylierung. Das Maximum liegt bei 10
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Minuten und es entspricht nur einem Viertel der Phosphorylierung der hdheren
Konzetration. Allgemein ist ein deutliches Signal erst nach 5 Minuten sichtbar (siehe
Abb. (18)). Dies trifft auch auf die Kostimulation mit 100nM PGE; und 1uM SNP zu.
Die Werte iibersteigen zwar die der alleinigen Stimulation mit PGE,, liegen aber

deutlich unter denen der SNP-Stimulation.
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Abb. (18): FACS-Analyse von Pléittchenreichem Plasma nach Stimulation mit PGE; (100nM) und
SNP (1pM) mit dem 16C2-Antikorper gegen phosphoryliertes VASP an Serin®™ (pSer239).
Abbildung der Histogrammplots (oben) und eine Zusammenfassung der mittleren Fluoreszenzen (unten)

aus mind. 3 unabhingigen Versuchen mit Standardfehler.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Durchflusszytometrie und die
Westernblot-Analyse  vergleichbare ~ Ergebnisse  liefern.  Auch in  der

Durchflusszytometrie zeigte sich deutlich, dass Serin'®’ bevorzugt durch die Stimulation
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mit PGE, phosphoryliert wird und die Phosphorylierung von Serin®™’ durch SNP
stimuliert wird. AuBerdem scheint es, dass die jeweils andere Phosphorylierungsstelle
erst nach der bevorzugten mitphosphoryliert wurde. Nach Stimulation mit PGE; kommt

-1
es an Serin'’

zu einer schnellen und starken Phosphorylierung, verglichen mit der
Phosphorylierung an Serin®’. Hier ist die Phosphorylierung schwicher und das
Maximum wird viel spéter erreicht. Genau umgekehrt verhalten sich die
Phopsphorylierungsstellen nach Stimulation mit SNP. Allgemein zeigte sich auch bei
der FACS-Analyse, dass nach Stimulation mit PGE; sich ein wesentlich schnellerer
Anstieg der Phosphorylierung =zeigt, als mit SNP. Hohe Konzentrationen an
Stimulanzien haben sowohl einen schnelleren Anstieg der Phosphorylierung zur Folge,

als auch das Erreichen hoherer Maxima.

Ergebnis: Die Durchflusszytometrie und die Westernblot-Analyse liefern vergleichbare

Ergebnisse.

5.1.6 Immunfluoreszenz von Thrombozyten mit den phosphospezifischen VASP-

Antikorpern

Ziel: Lokalisation von VASP und phosphoryliertem VASP in den Thrombozyten in

Bezug auf filamentéres Aktin.

Pléattchenreiches Plasma wurde fiir 20 Minuten zum Adhérieren auf Deckgldschen
gegeben. Die angehefteten Thrombozyten wurden anschlieend fiir 10 Minuten mit
10uM PGE; in PBS, 100uM SNP in PBS oder nur PBS stimuliert. Danach wurden die
an den Deckgldschen haftenden Thrombozyten in mehreren Schritten fixiert und
permeabilisiert (siche Methoden) und anschlieBend mit verschieden Antikérpern
inkubiert. Es wurden entweder FITC-markiertes Phalloidin und ein Antikdrper gegen
VASP (5C6, 16C2, M4) oder der Antikérper M4 und ein phosphospezifischer VASP-
Antikdrper (5C6, 16C2) verwendet.

Der 5C6-Antikorper farbt die Thrombozyten nach Stimulation mit PGE; deutlich an
(siehe Abb. (19)). Die Farbung der stimulierten Thrombozyten mit den Antikdrpern 5C6
und M4 war identisch. Dieses Ergebnis legt nahe, dass phosphoryliertes VASP und
VASP idhnlich in der Zelle lokalisiert sind, oder dass der liberwiegende Anteil der
VASP-Molekiile bereits phosphoryliert ist. Auch bei kiirzerer Stimulation und
geringerer PGE| Konzentration war es mir nicht moglich, einen deutlichen Unterschied

herauszuarbeiten (Bilder nicht gezeigt).

-53 -



Ergebnisse

Phosphoryliertes VASP und filamentéres Aktin (F-Aktin) (Farbung mit Phalloidin) sind
beide in punktférmigen Strukturen in den Thrombozyten verteilt. Die Kolokalisation
des 5C6 Antikdrpers und der Phalloidin-Fluoreszenz zeigt, dass phosphoryliertes VASP
an Stellen in den Thrombozyten angereichert ist, die filamentdres Aktin enthalten. Diese

Strukturen konnten der Verteilung nach fokalen Kontakten entsprechen.

Stimulation mit Prostaglandin E1

Phalloidin

Abb. (19): Darstellung des VASP-Molekiils in mit 10uM PGE,; stimulieren Thrombozyten durch
Immunfluoreszenz.

(obere Reihe) Doppelimmunfluoreszenz mit den VASP-Antikorpern 5C6 und M4. (untere Reihe)
Doppelfarbung mit dem Antikérper SC6 und FITC-markiertem Phalloidin.

Genauso wie der 5C6-Antikorper verhielt sich erwartungsgemdl der 16C2-Antikorper.
Es war eine deutliche Antikorper-Farbung nach Stimulation mit 10uM PGE; sichtbar.
Auch hier erscheint phosphoryliertes VASP und filamentires Aktin kolokalisiert zu sein
(siehe Abb. (20)). Auch ist wiederum die punktférmige Anreicherung von VASP und

filamentdrem Aktin sichtbar.
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Stimulation mit Prostaglandin E1

16C2 Phalloidin

Abb. (20): Darstellung von phosphoryliertem VASP und F-Aktin in mit 10uM PGE, stimulierten
Thrombozyten durch Immunfluoreszenz.

Doppelfirbung mit dem VASP-Antikorper 16C2 und FITC-markiertem Phalloidin.

Um zu tiberpriifen, wie VASP im unphosphorylierten Zustand in den Thrombozyten
verteilt ist, wurden auch unstimulierte Thrombozyten gefiarbt. In der
Doppelimmunfluoreszenz mit den Antikdrpern 5C6 und M4 sieht man, dass 5C6 die
Thrombozyten nicht farbt (siehe Abb. (21)). Diese Beobachtung weist darauf hin, dass
in Thrombozyten, die nicht unter dem Einfluss cAMP oder ¢cGMP erhohender
Substanzen stehen, VASP nicht an Serin'’ phosphoryliert wird. Das vom Antikdrper
M4 erkannte VASP ist in unstimulierten Thrombozyten diffuser verteilt als im PGE;
stimulierten Thrombozyten. Der grofite Anteil des filamentdren Aktins kolokalisiert
nicht mit VASP. Die deutliche Randfarbung der Thrombozyten weist darauthin, dass

das meiste F-Aktin gleichméBig an die Plasmamembran gebunden zu sein scheint.
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keine Stimulation

5C6 M4

Phalloidin M4

Abb. (21): Fluoreszenzmikroskopie der Verteilung von VASP und F-Aktin in unstimulierten
Thrombozyten.

(obere Reihe) Gleichzeitige Anfiarbung von unstimulierten Thrombozyten mit den VASP-Antikdrpern
5C6 und M4. (untere Reihe) Gleichzeitige Anfarbung von unstimulierten Thrombozyten mit dem VASP-
Antikdrper M4 und FITC markiertem Phalloidin, das an filamentéres Aktin bindet.

Die Ergebnisse nach Stimulation mit SNP waren identisch mit denen von der

Stimulation mit PGE,. Deshalb werden die Daten nicht gezeigt.

Ergebnis: Zusammenfassend kann man sagen, dass phosphoryliertes VASP und
filamentdres Aktin kolokalisiert in punktuellen Anhdufungen im Bereich der
Thrombozytenmenmbran erscheinen, die der Aktinverteilung nach fokalen Kontakten
entsprechen. Ohne Stimulation mit cAMP oder cGMP erhohenden Substanzen ist in den
Thrombozyten keine Phosphorylierung des VASP-Proteins mit dem 5C6-Antikdrper
nachweisbar. Aullerdem scheint VASP diffuser in den Thrombozyten verteilt zu sein.
VASP erscheint in unphosphorylierter Form nicht eindeutig mit Aktin zu kolokalisieren.

Auch Aktin erscheint flichiger liber die Thrombozyten verteilt.
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Meine Ergebnisse zeigten:
o Die Antikorper 5C6 und 16C2 binden jeweils nur an die fiir sie spezifische

Pphosphorylierte Aminosdure.

o Der Antikorper 5C6 ist ein guter Marker fiir die Phosphorylierung von VASP
an Serin®’ durch die PKA.

o Die PKA bevorzugt Serin™’ vor Serin®™’ und phosphoryliert Serin'’ mit einer

schnelleren Zeitkinetik als die PKG.

e  Durchflusszytometrie und Westernblot liefern vergleichbare Ergebnisse fiir

die Analyse der VASP Phosphorylierung.

e Die Durchflusszytometrie ist mit wesentlich geringeren Mengen Blut
durchfiihrbar und liefert schneller Ergebnisse als die quantitative Auswertung

von Immunoblots.

o VASP kolokalisiert im phosphorylierten Zustand mit filamentiren Aktin in
punktuellen Anhdufungen im Bereich der Thrombozytenmembran, die der

Aktinverteilung nach fiir fokale Kontakte sprechen.

5.2 Teil 2:

Ziel:

Untersuchung der Rolle des Proteins VASP bei der Proliferation und Differenzierung

von Knochenmark-Stammzellen in Megakaryozyten und Thrombozyten.

Der zweite Teil der Arbeit konzentriert sich vor allen Dingen auf den Einfluss einer
cGMP analogen Substanz (8-pCPT-cGMP) auf die Ausdifferenzierung und die
Proliferation von hdmatopoetischen Stammzellen der Maus. 8-pCPT-cGMP stimuliert
in den Zellen die PKG und induziert damit eine Phosphorylierung des Substratproteins
VASP (Waldmann et al. 1987). Vor wenigen Jahren gelang es VASP knock out Mause
zu ziichten (Hauser et al. 1999). Diese Maéuse entsprechen vom Phénotyp her

Wildtypméausen. Histologisch zeigten sie eine miBige Hyperplasie der Megakaryopoese
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im Knochenmark, aullerdem fielen die Thrombozyten durch eine gesteigerte
Thrombozytenaktivation auf, ausldsbar durch Agonisten wie zum Beispiel Thrombin.
Besonderes Interesse galt daher der Frage, ob ein Unterschied zwischen Wildtypméusen
und VASP knock out Miusen in Bezug auf die Entwicklung der Megakaryozyten
besteht.

Hierfiir wurden Sca-1 positive Knochenmarksstammzellen (sieche Methoden) sowohl
aus Wildtyp- als auch aus VASP knock out Mausen isoliert. Pro Mulde einer
Zellkulturplatte wurden je 10000 Stammzellen in MarrowMAX™ Kulturmedium
kultiviert. Es wurden Maus-Interleukin 6, Thrombopoetin und humanes Interleukin 11
(je 10ng/ml) zugefiigt. Die Schédlchen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an
8-pCPT-cGMP (25uM; 50uM) stimuliert und an den Tagen 9 und 12 geerntet. Es
wurden sowohl von den Wildtypmé&usen, als auch von den VASP knock out Miusen
mindestens je drei von einander unabhidngige Versuche durchgefiihrt. Die Zellen
wurden mit Antikérpern gegen Sca-1 und CD41 gefarbt und anschlieBend mit Hilfe der
Durchflusszytometrie im Bezug auf ihre Proliferation und Ausdifferenzierung

analysiert.

5.2.1 Entsprechen die isolierten Zellen der gesuchten Stammzellpopulation?

Als erstes wurde getestet, ob die isolierten Zellen zur Stammzellpopulation gehdrten.
Die Zellen wurden nach Isolation und Separation mit Antikdrpern gegen Sca-1 oder
CD41 gefarbt und der prozentuale Anteil gegeniiber Kontrollfairbungen durch
Durchflusszytometrie mit Hilfe des Densityplots ermittelt. Als Kontrolle fiir den Sca-1-
Antikorper wurde FITC-rat IgG2a,x isotyp control Immunglobulin verwendet. Der
CD41-Antikdrper wurde mit einer Farbung ohne 1. Antikorper verglichen. Es wurden
mindestens 3 unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Es zeigte sich das im Mittel mehr als
95% der Zellen Sca-1 positiv waren, dagegen waren durchschnittlich nur 5,5% der
Zellen CD41 positiv (siehe Abb. (22)).

Dieses FErgebnis zeigt, dass fast alle isolierten Zellen der gewiinschten

Stammzellpopulation entsprachen.
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Oberflichenantigene der Stammzellen nach
Isolation und Separation

100% =
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Abb. (22): Verteilung der Oberflichenantige der Mausstammzellen nach Isolation und Separation.
Farbung der Zellen mit Antikdrpern gegen Sca-1 oder CD41. Ausswertung mit Hilfe der
Durchflusszytometrie.

Mehr als 95% der Zellen entsprechen der gesuchten Stammzellpopulation.

5.2.2 Proliferation

Die Zellen wurden wie beschrieben (siche Methoden) geerntet und mit Hilfe des
LeucoCOUNT™-Kits (Becton Dickinson) gezéhlt. Die unstimulierten Zellen wurden
gleich 100% gesetzt und die prozentuale Abweichung der stimulierten Zellen berechnet.
Aus diesen Abweichungen wurden Mittelwert und Standardfehler aus mindestens drei

unabhingigen Versuchen berechnet.

Fragestellung: Welchen Einfluss hat 8-pCPT-cGMP auf die Proliferation der
Stammzellen von VASP Wildtypmiusen und VASP knock out Mausen?

5.2.2.1 Proliferation der Stammzellen der VASP Wildtypméiuse

8-pCPT-cGMP wirkt konzentrationsabhéngig auf hdmatopoetische Stammzellen von
Wildtypmédusen (siehe Abb.(23)). Konzentrationen von 25uM 8-pCPT-cGMP hemmen
signifikant die Proliferation sowohl am Tag 9 (p=0,009), als auch am Tag 12 (p=0,006).
Nach Stimulation mit 50uM 8-pCPT-cGMP zeigte sich ein konzetrationsabhéngiger
dualer Effekt auf die Zellproliferation. Konzentrationen von 50uM 8-pCPT-cGMP
fordern ndmlich signifikant das Wachstum am Tag 9 (p=0,031) und am Tag 12
(p=0,003). Der Unterschied zur unstimulierten Population ist bei beiden

Konzentrationen am Tag 12 ausgeprigter als am Tag 9.
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Proliferation: Stammzellen von VASP Wildtypmiusen
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Abb. (23): Prozentuale Proliferation der Stammzellen von VASP Wildtypméusen nach Stimulation
mit 25 oder S0uM 8-pCPT-cGMP im Vergleich zur unstimulierten Population. Analyse am Tag 9

und Tag 12. Mittelwerte aus mindestens drei unabhingigen Versuchen mit Standardfehler.

Ergebnis: 8-pCPT-cGMP wirkt konzentrationsabhingig auf hématopoetische
Stammzellen von Wildtypmausen. Niedrige Konzentrationen hemmen die Proliferation

und hohe Konzentrationen fordern das Wachstum (dualer Effekt).

5.2.2.2 Proliferation der Stammzellen der VASP knock out Miuse
8-pCPT-cGMP wirkt auf hdmatopoetische Stammzellen von VASP knock out Méusen
proliferationsfordernd (siehe Abb. (24)). Nach Stimulation mit 25uM 8-pCPT-cGMP

zeigte sich am Tag 9 ein tendenzieller Anstieg der Proliferation (p=0,064) und am Tag
12 eine signifikante Proliferationsférderung (p=0,001). Nach Stimulation mit 50uM 8-
pCPT-cGMP kommt es am Tag 9 zu einem signifikanten Anstieg der Proliferation
(p=0,029) und es zeigte sich eine tendenzielle Proliferationsforderung (p=0,056) an Tag
12.
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Proliferation: Stammzellen von VASP knock out Miusen
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Abb. (24): Prozentuale Proliferation der Stammzellen von VASP knock out M:iusen nach
Stimulation mit 25 oder S0puM 8-pCPT-cGMP im Vergleich zur unstimulierten Population. Analyse

am Tag 9 und Tag 12. Mittelwerte aus mindestens drei unabhingigen Versuchen mit Standardfehler.

Ergebnis: 8-pCPT-cGMP fordert unabhéngig von der Konzentration die Proliferation

hidmatopoetischer Stammzellen von VASP knock out Miusen.

5.2.3 Ausdifferenzierung zu CD41 positiven Zellen

Die Zellen wurden wie beschrieben geerntet und mit Antikdrpern gegen Sca-1 und
CD41 gefarbt (siche Methoden). Stammzellen verlieren im Laufe ihrer
Ausdifferenzierung in Richtung Megakaryozyten das Sca-1-Antigen und werden fiir
CD41 positiv. Dies ist ein Oberflichenantigen, das sowohl auf Megakaryozyten als
auch auf Thrombozyten zu finden ist (Phillips et al. 1988). AnschlieBend wurden die
Zellen mit dem Durchflusszytometer analysiert und mit Hilfe des Densityplots der
Anteil an CD41 positiven Zellen ermittelt. Der Wert ohne Stimulation wurde gleich
100% gesetzt und die prozentuale Abweichung der Werte der stimulierten Zellen
berechnet. Die Mittelwerte und Standardfehler wurden aus mindestens drei

unabhéngigen Versuchen ermittelt.

Fragestellung: Welchen Einfluss hat 8-pCPT-cGMP auf die Differenzierung der
Stammzellen von VASP Wildtypmiusen und VASP knock out Mausen?

5.2.3.1 Differenzierung der Stammzellen der VASP Wildtypméiuse

8-pCPT-cGMP wirkt konzentrationsabhéngig auf die Differenzierung himatopoetischer
Stammzellen von Wildtypméusen (siehe Abb. (25)). Verwertbare Ergebnisse konnten
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hier nur an Tag 9 ermittelt werden. Konzentrationen von 25uM 8-pCPT-cGMP fiihren
tendenziell zu einer Forderung der Ausdifferenzierung zu CD41 positiven Zellen
(p=0,057). Hohe Konzentrationen (50uM 8-pCPT-cGMP) zeigen eine signifikante
Hemmung der Ausdifferenzierung (p=0,0039). Hier zeigte sich genauso wie bei der

Proliferation der Wildtypzellen ein dualer Effekt des cGMP-Analogon.

Differenzierung: Stammzellen von VASP
Wildtypmiusen zu CD41 positiven Zellen

[\
(a)
|
—1—

0
[

keine Stimulation 25 puM 8-pCPT- 50 uM 8-pCPT-
cGMP cGMP

Abb. (25): Prozentuale Ausdifferenzierung der Stammzellen von VASP Wildtypméusen nach
Stimulation mit 25 oder 50uM 8-pCPT-cGMP zu CD41 positiven Zellen im Vergleich zur
unstimulierten Population. Analyse am Tag 9. Mittelwerte aus mindestens drei unabhingigen

Versuchen mit Standardfehler.

Ergebnis: 8-pCPT-cGMP wirkt konzentrationsabhéngig auf die Differnzierung von
hdmatopoetischen Stammzellen von Wildtypméausen. Niedrige Konzentrationen fordern
die Bildung von CD41 positiven Zellen und hohe Konzentrationen hemmen die

Differenzierung (dualer Effekt).

5.2.3.2 Differenzierung der Stammzellen der VASP knock out Miuse

8-pCPT-cGMP wirkt auf hamatopoetische Stammzellen von VASP knock out Mausen
hemmend auf die Ausdiffernzierung zu CD41 positiven Zellen (siehe Abb. (26)).
Verwertbare Ergebnisse konnten hier nur an Tag 9 ermittelt werden. Stimulation mit
25uM 8-pCPT-cGMP fiihrt zu einer signifikanten Hemmung der Ausdifferenzierung
(p=0,0064) genau wie eine Stimulation mit S0uM 8-pCPT-cGMP (p=0,0006). Hohere

Konzentrationen haben einen stirkeren Effekt als niedrigere.
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Differenzierung: Stammzellen von VASP knock out
Miusen zu CD41 positiven Zellen
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Abb. (26): Prozentuale Ausdifferenzierung der Stammzellen von VASP knock out Méusen nach
Stimulation mit 25 oder 50uM 8-pCPT-cGMP zu CD41 positiven Zellen im Vergleich zur
unstimulierten Population. Analyse am Tag 9. Mittelwerte aus mindestens drei unabhingigen

Versuchen mit Standardfehler.

Ergebnis: 8-pCPT-cGMP hat einen hemmenden Effekt auf die Ausdiffernzierung zu
CD41 positiven Zellen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass 8-pCPT-cGMP in den Wildtypzellen
konzentrationsabhdngig wirkt. Niedrige Konzentrationen hemmen das Wachstum,
fordern aber die Ausdifferenzierung. Dagegen fordern hohe Konzentrationen die
Proliferation, hemmen aber die Differenzierung zu CD41 positiven Zellen. Bei Zellen
aus VASP knock out Tieren fordert 8-pCPT-cGMP die Proliferation und hemmt die
Differnzierung zu CD41 positiven Zellen. Diese Ergebnisse zeigen, dass VASP eine
Rolle bei der Differenzierung von hdmatopoetischen Stammzellen spielt, indem es
direkt oder indirekt die Wirkung von differenzierungsfordernden Molekiilen wie zum

Beispiel dem 8-pCPT-cGMP vermittelt.
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Meine Ergebnisse zeigten:

8-pCPT-cGMP  wirkt konzentrationsabhdiingig auf  hidmatopoetische
Stammzellen von Wildtypmdusen. Niedrige Konzentrationen hemmen die
Proliferation und fordern die Differenzierung zu CD41 positiven Zellen. Hohe
Konzentrationen wirken umgekehrt (dualer Effekt).

8-pCPT-cGMP wirkt auf himatopoetische Stammzellen von VASP knock out
Mdusen proliferationsfordernd und hemmt die Ausdiffernzierung zu CD41
positiven Zellen. Hohere Konzentrationen haben einen stirkeren Effekt als

niedrigere.

VASP spielt somit eine Rolle bei der Differenzierung von himatopoetischen
Stammzellen, indem es direkt oder indirekt die Wirkung von
differenzierungsfordernden Molekiilen, wie zum Beispiel dem 8-pCPT-cGMP,

vermittelt.
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6 Diskussion

Im Rahmen meiner Arbeit habe ich in mehreren Teilprojekten die Eigenschaften und

Funktion von VASP untersucht.

Die wesentlichen Befunde meiner Arbeit sind:
1) der 5C6 Antikorper erkennt spezifisch VASP, das an der Stelle Serin'’
phosphoryliert ist.

2) Serin"’ wird sowohl cAMP-, als auch cGMP-vermittelt phosphoryliert.

3) 8-pCPT-cGMP hat einen dualen, konzentrationsabhingigen Effekt auf die
Proliferation und die Differenzierung hidmatopoetischer Stammzellen von

Wildtypmaéusen.

4) 8-pCPT-cGMP hat einen proliferationsfordernden und einen hemmenden Effekt
auf die Differenzierung hdmatopoetischer Stammzellen von VASP knock out

Mausen.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, sind bei VASP drei Phosphorylierungsstellen
bekannt (Serin"’, Serin®’ und Threonin®’®), die alle sowohl von der PKA als auch der
PKG mit tiberlappender Spezifitit phosphoryliert werden. PKA-Aktivierung fiihrt
bevorzugt und initial zu einer Phosphorylierung an Serin'”’, die PKG dagegen induziert
eine Phosphorylierung bevorzugt an Serin®’ (Butt et al. 1994). Wihrend ein
monoklonaler Antikdrper, der spezifisch Serin® erkennt, bereits zur Verfiigung steht
und gut charakterisiert wurde (Smolenski et al. 1998), identifizierte und quantifizierte
man bisher die Phospohrylierung an Serin'>’ hauptsichlich durch den Mobilitéts-Shift
des VASP von 46 auf 50 kDa. Die Entwicklung eines monoklonalen Antikorpers, der
spezifisch phosphoryliertes Serin'>’ erkennt, erlaubt nun die direkte Identifikation und
Quantifizierung von phosphoryliertem VASP an dieser Stelle. Durch Transfektion von
VASP-Mutanten in Zellen mit kaum vorhandenem endogenen VASP konnte gezeigt
werden, dass der Antikdrper 5C6 hochspezifisch fiir an Serin'®’ phosphoryliertes VASP
ist. Parallel dazu wurde auf gleiche Weise der 16C2-Antikdrper mitanalysiert. Es zeigte
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sich die bereits von Smolenski et al. beschricbene Spezifitit fir an Serin®
phosphoryliertes VASP.

Durch Einsatz der Antikorper gegen phosphoryliertes VASP konnten bereits bestehende
Ergebnisse (Butt et al. 1994; Smolenski et al. 1998), die allerdings auf dem
Mobilitatsshift von VASP beruhten, wiederholt, bestitigt und ausgebaut werden. VASP
wird an Serin®’ bevorzugt durch die PKA iiber cAMP-erhdhende Substanzen (hier
PGE;) phosphoryliert. An Serin®’ wird VASP bevorzugt durch die PKG iiber cGMP-
erhohende Substanzen (hier SNP als NO-Donor) phosphoryliert. Es zeigte sich, dass
Serin"®’ und Serin®’ von beiden Kinasen modifiziert werden, da es beim alleinigen
Einsatz von PGE; oder SNP auch zu einer Phosphorylierung der anderen
Phosphorylierungsstelle kam. Diese wurde aber im Zeitverlauf verzogert und schwicher
phosphoryliert als die bevorzugte Phosphorylierungsstelle.

Auch zeigte sich ein synergistischer Effekt der VASP-Phosphorylierung durch
gleichzeitige Aktivierung der PKA und der PKG (Nolte et al. 1994). Dies konnte nun
sowohl mit dem 5C6- als auch dem 16C2-Antikorper bestétigt werden. Die Stirke und
die Geschwindigkeit der Phosphorylierung von VASP ist abhingig von der
Konzentration der eingesetzten Stimulantien. Im Rahmen dieser Arbeit wurde PGE; und
SNP verwendet. Hohe Konzentrationen fithren zu einer schnelleren und stirkeren
Phosphorylierung als niedrige. Der Antikdrper 5C6 kann genauso, wie bereits bei dem
16C2-Antikorper beschrieben (Smolenski et al. 1998), phosphoryliertes VASP in
intakten und fixierten Zellen erkennen. Die dritte bekannte Phosphorylierungsstelle ist
Threonin?’®. Bisher gelang es noch nicht einen spezifischen Antikdrper dagegen
herzustellen. Von Butt et al. durchgefiihrte Versuche lassen vermuten, dass deren
Phosphorylierung von geringerer Wichtigkeit ist, da sie erst nach vollstindiger
Phosphorylierung von Serin'>” und Serin®’ zu erfolgen scheint.

Neueste Forschungsergebnisse deuten an, dass die cGMP-induzierte Phosphorylierug
von VASP an Serin®’ beim Menschen nicht PKG-abhingig ist. (Li et al. 2003) zeigten,
dass es nach Hemmung der PKG und Zugabe von cGMP-erhohenden Substanzen

157 kommt. Betrachtet

sowohl zu einer Phosporylierung an Serin®’ als auch an Serin
man in diesem Zusammenhang die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse, ldsst sich
gut erkldren, warum es nach Stimulation mit PGE; zu einer schnelleren VASP-
Phosporylierung als nach Stimulation mit SNP kommt, wenn man sich der These
anschlie3t, dass die VASP-Phosphorylierung durch ¢cGMP indirekt iiber die PKA

vermittelt wird. Allerdings stellt sich die Frage, warum es nach Stimulation mit SNP
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zuerst und vermehrt zu einer Phosphorylierung an Serin™ kommt und nach
Stimulation mit PGE; die Préaferenzen bei Serin'®’ liegen, wenn doch beides direkt
beziehungsweise indirekt {iber die PKA vermittelt sein soll? Moglich wire, dass nur die
PKA essentiell fir die VASP-Phosphorylierung in intakten Zellen ist, die PKG
hingegen normalerweise zur VASP-Phosphorylierung durch c¢GMP-erh6hende
Substanzen beitragt, aber im Notfall komplett von der PKA kompensiert werden kann.

Schwarz et al. zeigte 1999, dass die Durchflusszytometrie mit dem 16C2-Antikorper bei
der Identifizierung und Quantifizierung von phosphoryliertem VASP eine dem
Westernblot dquivalente Methode ist. Betrachtet man die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit, dann zeigt sich auch hier, dass sich beide Methoden gleich gut fiir die
Identifikation und Quantifizierung von VASP eignen. Dies wurde unabhédngig von
einnander fiir den 5C6-Antikorper demonstriert und konnte fiir den 16C2-AntikSrper
bestitigt werden. Die Qualitdt der Ergebnisse ist bei beiden Antikdrpern gleich gut. Der
Vorteil der Durchflusszytometrie ist, dass sie im Gegensatz zum Westernblot nicht nur
mit gewaschenen Thrombozyten, sondern auch mit Pldttchenreichem Plasma oder sogar
Vollblut durchgefiihrt werden kann. Allein der Versuchsablauf bringt im Vergleich zum
Westernblot eine immense Zeitersparnis und bendtigt deutlich weniger Probenmaterial.

Die Ergebnisse zeigten, dass VASP in normalen unbehandelten Zellen nicht nur an der

239 157

Position Serin™” (Smolenski et al. 1998), sondern auch an der Position Serin °’ keine
erkennbare basale Phosphorylierung aufweist. Dies konnte in den Westernblot-
Versuchen, aber besonders deutlich mit Hilfe der Immunfluoreszenz gezeigt werden.
Der neue 5C6-Antikorper eignet sich auch zum Einsatz in der Immunfluoreszenz. Man
kann mit Hilfe fluoreszierender Zweitantikorper die Lage von phosphoryliertem VASP
in den Zellen detektieren und durch die gleichzeitige Anfiarbung von Bestandteilen des
Zytoskeletts Riickschliisse auf mogliche Interaktionen von VASP mit anderen zelluldren
Proteinen ziehen.

Die Analyse von phosphoryliertem VASP hat sich als niitzlich erwiesen bei NO-
unabhingigen sGC-Aktivatoren (Becker et al. 2000; Stasch et al. 2002), bei PDES-
Inhibitoren wie Dipyridamole (Aktas et al. 2003), und bei dem ADP-Rezeptor (P2Y ac)-
Inhibitor Clopidogrel (Schwarz et al. 2001). In aktuellen Studien konzentriert man sich
auf die FACS-Analyse von phosphoryliertem VASP in Vollblut, um das klinische
Monitoring der antithrombotisch/antiaggregatorischen Kapazitit des Endothels als

Indikator des kardiovaskuldren Krankheitsstatus und den Erfolg medikamentoser

Therapie zu etablieren.
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Studien mit glatten GefdBmuskelzellen zeigen durch Stimulation mit Serum eine direkte
Phosphorylierung von VASP an Serin'”’ iiber die Proteinkinase C (PKC) (Chitaley et al.
2004). Die PKC wurde bisher mit Regulierungen im Zytoskelett und mit fokalen
Kontakten assoziierten Aktionen in Zusammenhang gebracht (Woods and Couchman
1992; Haller et al. 1998; Keenan and Kelleher 1998; Ziegler et al. 2002). In zukiinftigen
Experimenten wire es interessant zu untersuchen, ob auch in Thrombozyten eine direkte
PKC-vermittelte VASP-Phosphorylierung stattfindet. Es stellt sich auch die Frage, ob es
noch weitere Kinasen oder Substanzen gibt, die eine VASP-Phosphorylierung

8 oder bisher unbekannten

induzieren, die zum Beispiel an Threonin’
Phosphorylierungsstellen stattfindet. Und wenn es sie gibt, welche Funktionen oder

biochemische Bedeutungen gibt es noch zu entdecken?

Ein weiterer Aspekt der Arbeit bestand in der Untersuchung des Einflusses von cGMP-
analogen Substanzen (hier 8-pCPT-cGMP) auf die Proliferation und die
Ausdifferenzierung hdmatopoetischer Stammzellen der Maus hin zu Megakaryozyten.
Thrombopoetin spielt eine sehr wichtige Rolle bei der Megakaryopoese und der Bildung
des Plattchenfaktors 4 (Caen et al. 1999). Sowohl bei in vitro als auch bei in vivo
Experimenten wurde gezeigt, dass TPO einen ausreichenden Stimulus fiir eine
vollstindige Entwicklung der Megakaryozyten darstellt (Gurney et al. 1994;
Kaushansky et al. 1994; Kaushansky 1995). Stammzellfaktor, Interleukin-3,
Interleukin-6, Interleukin-11 und Basis Fibroblasten Wachstumsfaktor tragen zusitzlich
zur Megakaryozytenbildung bei (Broudy et al. 1995; Ku et al. 1996).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Stammzellen in einer Kombination aus TPO, IL-6
und IL-11 kultiviert. Diese Kombination hatte sich bereits bei (Shiraga et al. 1999)
bewidhrt, um die Entwicklung von hématopoetischen Mausstammzellen zu
Megakaryozyten und deren Proliferation positiv zu beeinflussen, was hier nur bestétigt
werden kann. Zusitzlich wurde der Einfluss von 8-pCPT-cGMP in verschiedenen
Konzentrationen auf das Wachstum und die Differenzierung von hématopoetischen
Stammzellen aus dem Knochenmark von Wildtypméusen und von VASP knock out
Méiusen untersucht. Uber dessen Einfluss auf die Proliferation himatopoetischer
Stamzellen lagen noch keine Ergebnisse vor. Abhdngig vom Zelltyp war bekannt, dass
cGMP wachstumsfordernde oder wachstumshemmende Effekte hat. In glatten
GefalBmuskelzellen (VSMC), Mesangiumzellen und diversen Fibroblasten wird die

Proliferation durch ¢cGMP gehemmt. Dieser Effekt scheint hauptsichlich PKG-
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vermittelt zu sein, obwohl es auch unter gewissen Bedingungen zur Kreuzaktivierung
der PKA kommt (Reviewed bei Pilz and Casteel 2003). Der antiproliferative Effekt
korreliert mit der Hemmung von Wachstumsfaktor induzierter extrazelluldr stimuli-
responsiver Kinasen Aktivitit (ERK), gesteigerter mitogen aktivierten Proteinkinase
(MAPK)-Phosphatase Aktivitdt (Hutchinson et al. 1997; Yu et al. 1997; Suhasini et al.
1998) und der Modulation zellzyklusassoziierter Gene und einer Minderung der ET-1
Synthese (Fujisaki et al. 1995; Mitsutomi et al. 1999). Im Gegensatz zu dem
wachstumshemmenden Einfluss auf VSMC und Fibroblasten steigert cGMP das
Wachstum bei Endothelzellen. Der proliferative Effekt in den Endothelzellen korreliert
mit einer gesteigerten ERK1/2-Aktivitdt und steht vielleicht im Zusammenhang mit
einer gesteigerten Produktion von Wachstumsfaktoren des Gefdendothels (Hood and
Granger 1998; Parenti et al. 1998; Doi et al. 2001; Zhang et al. 2003). Wir kamen zu
dem Ergebniss, dass sich bei himatopoetischen Stammzellen in der Ausdifferenzierung
zu Megakaryozyten ein konzentrationsabhidngiger, dualer Effekt von 8-pCPT-cGMP
zeigte. Konzentrationen von 25uM 8-pCPT-cGMP hemmen signifikant die Proliferation
der Zellen. Dagegen zeigte sich eine signifikante Steigerung der Proliferation mit 50uM
8-pCPT-cGMP im Vergleich zur unstimulierten Stammzellpopulation. Entgegengesetzt
verhielten sich die Zellen im Grad ihrer Ausdifferenzierung, die in diesem Fall
prozentual mit dem Anteil der CD41-positiven Zellen bestimmt wurde. Die niedrigere
Konzentration zeigte tendenziell mehr CD41-positive Zellen als die unstimmulierte
Zellpopulation. Bei 50uM 8-pCPT-cGMP zeigte sich eine signifikante Hemmung der
Differenzierung.

Besonderes Augenmerk galt der Rolle von VASP beziehungsweise phosphoryliertem
VASP in diesem Zusammenhang. Deshalb wurden auf gleiche Weise himatopoetische
Stammzellen von VASP knock out Miusen untersucht. Diese Méuse wurden von
(Hauser et al. 1999) generiert. Diese waren fruchtbar und makroskopisch nicht von den
Wildtypmausen zu unterscheiden. Auch histologisch bestand der einzige Unterschied in
einer milden Hyperplasie der Megakaryopoese im Knochenmark. Es zeigte sich eine
verstirkte thrombininduzierte Aktivierung der Thrombozyten mit normalen GP IIb/Illa
- und erhohten P-Selektin-Werten . Bei der Hyperplasie der Megakaryopoese scheint es
sich hier um eine Kompensation des vermehrten Thrombozytenumsatzes zu handeln
(Hauser et al. 1999). Auf die VASP knock out Zellen hatte 8-pCPT-cGMP einen
signifikanten proliferationsfordernden Einfluss. Dagegen wurde die Ausdifferenzierung

zu CD41-positiven Zellen signifikant gehemmt. Dies war bei hoheren Konzentration
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deutlicher der Fall als bei niedriegeren. Da (Hood and Granger 1998) beschrieben, dass
in Thrombozyten ERK aktiviert wird, miissten sich die Megakaryozyten als deren
Vorldufer dhnlich verhalten. Hierliber konnte man schlieBen, dass cGMP-Analoga
genau wie bei den Endothelzellen zu einer Proliferationsforderung der Zellen fiihren.
Warum allerdings niedrige Konzentrationen zu einer signifikanten Hemmung fiihren ist
unklar. Da es diesen Unterschied nicht bei den knock out Zellen gibt, sondern sich dort
eine signifikante Proliferationsforderung zeigt, ldst sich vermuten, dass VASP-
abhidngige Reaktionswege mit in die Proliferation und die Zelldifferenzierung
eingreifen.

Bei Maus- und Mensch-Thrombozyten wurde ein Unterschied in Bezug auf die cGMP-
Analogon induzierte VASP-Phosphorylierung berichtet. Beim Menschen kommt es
auch nach Blockade der PKG zu einer VASP-Phosphorylierung an Serin®’ iiber die
PKA. Bei Miusen zeigte sich dagegen eine PKG-abhidngige Phosphorylierung an

23 (zu Serin®™’ analoge Stelle bei der Maus) (Li et al. 2003). Dies konnte auch

Serin
anhand von PKG knock out Miusen gezeit werden, da es hier nicht moglich war, eine
c¢GMP induzierte VASP-Phosphorylierung zu erreichen (Massberg et al. 1999).

Der Anstieg von intrazellulirem cGMP aktiviert die PKG (Haslam et al. 1999). Die
PKG reguliert die Funktion mehrere intrazelluldrer Molekiile und Reaktionswege
unteranderem von VASP (Halbriigge et al. 1990) und ERK (Hood and Granger 1998; Li
et al. 2001).

(Chen et al. 2004) veroffentlichten kiirzlich Daten, die vermuten lassen, dass bei glatten
Muskelzellen eine VASP-Phosphorylierung an Serin'’ einen proliferationsfordernden
Effekt hat. Dagegen beschrieben sie einen NO-vermittelten hemmenden Effekt, wenn
VASP an Serin® phosphoryliert war. Es ist moglich, dass VASP in Megakaryozyten
eine dhnliche Rolle iibernimmt. Man konnte die These aufstellen, dass es iiber die PKG
zu einer Aktivierung von ERK kommt, die die Proliferation der Zellen fordert.
Gleichzeitig kommt es cGMP-vermittelt zu einer Phosphorylierung von VASP. Verhilt
sich VASP in Megakaryozyten wie in Thrombozyten, wiirde es iiber die PKG

35

hauptsichlich zu einer Phosphorylierung an Serin® kommen, bei hoheren

7 entweder

Konzentrationen kiime es zusitzlich zu einer Phosphorylierung an Serin'’
direkt iiber PKG oder durch Aktivierung der PKA durch die hohen cGMP-
Konzentrationen. Dies wiirde den konzentrationsabhingigen dualen Effekt erkldren.

Fir zukiinftige Experimente stehen noch viele Fragen iiber biochemische

Zusammenhénge und Einfliisse auf die Zelldifferenzierung und Proliferation offen.
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Eine interessante Frage ist zum Beispiel, ob die Ploidie der VASP knock out
Megakaryozyten nach Stimulation mit 8-pCPT-cGMP hoéher ist als in den
unstimulierten beziehungsweise den Megakaryozyten der Wildtypmause. (Rojnuckarin
et al. 1999) zeigten den Einfluss von MAP-Kinasen und ERK1 und ERK2 auf die
Poliploidisierung der Megakaryozyten. Auch wenn man in diesem Zusammenhang
zusitzlich die Ergebnisse von (Li et al. 2003) betrachtet. Er beschreibt, dass cGMP
einen biphasische Thrombozytenantwort induziert, die aus einem frithen
voriibergehenden stimulatorischen Effekt besteht, der die Thrombozytenaggregation
fordert und einem verzogerten hemmenden Effekt, der ein {iiberméBiges
Thrombuswachstum verhindert. cGMP induziert intrazelluldr die Aktivierung von ERK
und des MAPK-Reaktionswegs und die Phosphorylierung von ERKs (Hood and
Granger 1998; Komalavilas et al. 1999; Li et al. 2001). (Li et al. 2003) zeigte, dass diese
Phosphorylierung PKG-abhéngig ist.

Die Warscheinlichkeit, dass dieser Reaktionsweg auch schon in den Megakaryozyten
aktiv ist, ist sehr hoch. Dies wiirde nun tiber die PKG zu einer zusétzlichen Aktivierung
der MAP-Kinasen fiihren. Bei den VASP knock out Miusen wére dieser Weg aktiv,
aber einen eventuelle Gegenregulation iiber VASP nicht moglich. Deswegen miissten
VASP knock out Megakaryozyten unter dem Einfluss von cGMP erhohenden
Substanzen einen hoheren Ploiditdtsgrad aufweisen.

Zukiinftige Visonen sind, Megakaryozyten in solchem Umfang in vitro zu ziichten, dass
man sie Patienten mit Thrombozytopenie oder Dysfunktionen der eigenen
Thrombozyten in groBeren Mengen infundieren kann, oder dass man direkt in vivo auf

die Megakaryopoese einwirken kann.
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen der Arbeit wurden in mehreren Teilprojekten die Eigenschaften und
Funktionen des Vasodilatator stimulierenden Phosphoproteins (VASP) untersucht.

Es wurde ein neuer Antikorper (5C6) charakterisiert, der fir an Serin"’
phosphoryliertes VASP spezifisch sein sollte. Es konnte gezeigt werden, dass der 5C6

137 phosphoryliert ist.

Antikorper spezifisch VASP erkennt, welches an der Stelle Serin
Auch konnten mit dem neuen Antikdrper Ergebnisse bestitigt werden, die vorher mit
anderen Methoden erhoben wurden, namlich, dass Serin’ sowohl cAMP- als auch
cGMP-vermittelt phosphoryliert wird. Der Antikorper 5C6 stellte sich als ein guter
Marker fiir die Phosphorylierung von VASP an Serin'’ durch die PKA dar und
ermoglichte, die Zeitkinetik der VASP-Phosphorylierung zu beschreiben.

In einem weiteren Projekt wurde die Rolle des Proteins VASP bei der Proliferation und
Differenzierung von  Knochenmark-Stammzellen zu  Megakaryozyten und
Thrombozyten untersucht. Die Stammzellen wurden zusétzlich zu Wachstumsfaktoren
mit unterschiedlichen Dosen eines cGMP-Analogons stimuliert. Es zeigte sich hierbei,
dass 8-pCPT-cGMP einen dualen, konzentrationsabhidngigen Effekt auf die
Proliferation und die Differenzierung héimatopoetischer Stammzellen von
Wildtypméausen hat. Niedrige Dosen hemmten die Proliferation und forderten die
Differenzierung, dagegen hatten hohere Konzentrationen einen proliferationsfordernden
und differenzierungshemmenden Effekt auf die Stammzellen. Im Vergleich hierzu ergab
eine Stimulation mit 8-pCPT-cGMP bei VASP knock out Midusen immer einen
proliferationsfordernden  Effekt, hingegen einen hemmenden Effekt auf die
Differenzierung der himatopoetischen Stammzellen. Bei den knock out Zellen fiihrten

hohere Konzentrationen lediglich zu einer stiarkeren Reaktion als niedrige.
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