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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Physiologie der Thrombozyten

Thrombozyten sind kleine korpuskuléare Bestandteile des Blutes und tragen zur
Hamostase bei (Abb. 1.1) [1]. Im menschlichen Blut befinden sich normaler-
weise 150.000 bis 400.000 Thrombozyten pro pL [2]. Sie besitzen eine diskoide
Form mit einem Durchmesser von 2-5 uM [3]. Thrombozyten halten sich fir ca.
7 bis 10 Tage in der Blutbahn auf, bevor sie in der Leber und in der Milz se-
questriert werden [2].
150-400x1073/pl
Lebensdauer 7-10 Tage
2-5puM
Aus

Megakaryozyten
im KM

Buffy Coat-
Apherese Verfahren

Abb. 1.1:  Uberblick zu Eigenschaften, Verwendung und Funktion von Thrombozyten
Thrombozyten tUbernehmen wichtige Funktionen in der Blutgerinnung. Fur die klinische Anwen-
dung kénnen Thrombozytenkonzentrate (TK) mittels verschiedener Verfahren hergestellt wer-
den.

Thrombozyten werden im Knochenmark aus dem Zytoplasma der Megakaryo-
zyten abgeschniirt [3]. Die Megakaryozyten entstehen aus den dort befindlichen
hamatopoetischen Stammzellen [4]. Die Megakaryopoiese wird durch verschie-
dene Zytokine und Wachstumsfaktoren gefdrdert, wie Thrombopoietin oder den
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) [2]. Im An-
schluss an die Megakaryopoiese erfolgt in reifen Megakaryozyten die Ausbil-
dung von Proplattchen [4]: Daflr bilden reife Megakaryozyten Zytoplasmaaus-
stilpungen aus, auch Pseudopodien genannt, welche tber schmale Zytoplas-

mabricken verbunden sind [2, 4].
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Bendtigte Zellorganellen und Granula werden aus dem Zentrum der Megakary-
ozyten in die endstandigen Bereiche transportiert [4]. Aus den Enden der
Proplattchen werden die reifen Thrombozyten abgespalten [2]. Die Megakaryo-
zyten befinden sich in der Nahe der Sinusoide des Knochenmarks, sodass die

freigesetzten Thrombozyten auf direktem Weg in die Blutbahn gelangen kénnen

[4].

Innerhalb der Thrombozyten befinden sich verschiedene Formen von Vesikeln
[3, 5]: Dichte Granula (&-Granula), a-Granula und lysosomale Granula (A-
Granula) [3]. Weiterhin finden sich Mitochondrien, ein Zytoskelett, ein offenes
System aus kleinen Kanélen und ein dichtes, tubulares System in Thrombozy-

ten, jedoch kein Zellkern [3].

Werden die Thrombozyten aktiviert, z.B. durch Bindung an die subendotheliale
Matrix, kommt es zu einem intrazellularen Calciumanstieg, der zu einer Freiset-
zung von Vesikelbestandteilen fuhrt [5]. In den a-Granula sind diverse Faktoren
enthalten, wie zum Beispiel der Platelet-derived growth factor (PDGF), der von-
Willebrand Faktor (VWWF) und Fibrinogen [5]. Zudem enthalten sie Proteine der
Thrombozytenmembran, wie P-Selektin und Integrin aiwBs (Glykoprotein
lIb/llla), die mittels Exozytose an die Membran gebracht werden kdonnen [5]. Die
dichten Granula erhielten ihre Bezeichnung nach ihrer Darstellung im Elektro-
nenmikroskop [6]. Die Thrombozytenaktivatoren Adenosindiphosphat (ADP)
und Serotonin sind u.a. Bestandteile der dichten Granula [5]. Zudem kdénnen
Thrombozyten Mikropartikel freisetzen, welche die Koagulation fordern und die
vermehrte Expression von Phosphatidylserin auf der Oberflachenmembran der

Thrombozyten unterstitzen [7].
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Abb. 1.2: Thrombozytenaggregation an einem Endotheldefekt

Anlagerung der Thrombozyten an den VWF und feste Bindung mittels GPVI und Integrin azp.
Aktivierung, Freisetzung des Inhalts von a-Granula und dichten Granula, Anstieg des intrazellu-
laren Calciumspiegels. Aktivierung und Anlagerung weiterer Thrombozyten sowie Aggregation
Uber Fibrinogenbriicken. Ausbildung eines Fibrinnetzes.

Thrombozyten bewegen sich im Blutstrom in der auf3eren Schicht entlang des
Endothels (Abb. 1.2). Bei Endotheldefekten kommt es zur Exposition der sub-
endothelialen Matrix, die Kollagen und den VWF enthalt [5, 7]. Der VWF wird
von Endothelzellen gebildet oder von aktivierten Thrombozyten freigesetzt. Er
befindet sich auch im Plasma [7]. Durch die Bindung des vVWF an Kollagen ver-
andert dieser seine Konformation [5, 7]. Die Thrombozyten kénnen mittels des
Glykoproteins Iba (GPlba), einem Bestandteil des von-Willebrand Faktor-
Rezeptors (VWF-Rezeptor), an den exponierten VWF binden [5, 8]. Dadurch
wird die Geschwindigkeit, mit der sich Thrombozyten entlang des Endothels
bewegen, vermindert [1]. Eine feste Bindung an die Matrix erfolgt im nachsten
Schritt Uber die Rezeptoren Integrin azf1 und Glykoprotein VI, dem Kollagenre-
zeptor [1, 8]. Darauf schlie3t sich eine Aktivierung der Thrombozyten mit Frei-
setzung des Inhalts von a-Granula und dichten Granula, wie PDGF, VWF, Fibri-
nogen, ADP, Adenosintriphosphat (ATP) und Serotonin [7] an. Die freigesetzten
Substanzen aktivieren Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren weitere Throm-
bozyten in der Nahe des sich bildenden Thrombus [5, 7].
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Thrombozytare, G-Protein gekoppelte Rezeptoren kdnnen auch inhibitorische
Systeme beeinflussen [8]. Zu den inhibierend wirkenden G-Protein gekoppelten

Rezeptoren gehoren z. B. die Rezeptoren fir Prostazyklin (PGI2) und Adenosin

[8].

Zu den aktivierenden G-Protein gekoppelten Rezeptoren gehoéren u. a. die
ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 (s. 1.2.1), die Rezeptoren fiur Thrombin,
Thromboxan A2, Epinephrin, Prostaglandin E2, Serotonin und diverse Chemo-
kinrezeptoren [8]. Humane Thrombozyten besitzen die Thrombinrezeptoren
Protease-aktivierter Rezeptor 1 (PAR1) und PAR4; murine Thrombozyten die
Rezeptoren PAR3 und PAR4 [8]. Die Wirkung auf den PAR1 entfaltet sich be-
reits bei niedrigen Thrombinkonzentrationen, wahrend der PAR4 erst bei hohen

Thrombinkonzentrationen zur Aktivierung der Thrombozyten fiihrt [8].

In Voruntersuchungen nahm wahrend der flinftagigen Lagerung von TKs der
Gehalt beider Rezeptoren ab, jedoch blieb die Funktionalitat des PAR1 im Ge-
gensatz zum PAR4 erhalten [9]. Deshalb wurde in dieser Arbeit TRAP-6, eine
den PARL1 aktivierende Substanz, verwendet, um die Aktivierbarkeit wahrend

der funftagigen Lagerungszeit zu untersuchen [10].
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Die Aktivierung von Thrombozyten fuhrt zu einem Anstieg des intrazellularen
Calciumspiegels und zwar durch Freisetzung von Calcium aus Zellorganellen
und aus dem dichten tubularen System [7]. Weiterhin kommt es zu einem Cal-
ciumeinstrom von extrazellular Gber Kanéle der Plasmamembran [7]. Durch den
Anstieg des intrazellularen Calciumspiegels wird die Freisetzung von Granula,
von Mikropartikeln und die vermehrte Expression von Phosphatidylserin an der
Thrombozytenoberflache, [6, 7] sowie die Entstehung von Thrombin aus Pro-
thrombin, getriggert [7]. Thrombin generiert aus Fibrinogen Fibrin, welches fir
eine Festigung des Thrombus sorgt [11]. Gleichzeitig kommt es durch die Akti-
vierung von Integrinen zu einer Formveranderung der Thrombozyten, auch
shape change genannt [7]: Die Thrombozyten bilden zuerst Zytoplasmafortsat-
ze, die Pseudopodien, aus [7]. Im Verlauf werden die Thrombozyten flach und
rund und enthalten etwas mehr Zytoplasma im Zentrum, in dem sich die Zellor-
ganellen und das Zytoskelett befinden [7]. Durch Exozytose werden auch ver-
mehrt P-Selektin (CD62P) und Integrin a3 auf der Thrombozytenoberflache
exprimiert [1, 5, 7]. Integrin aunB3 fungiert als Fibrinogenrezeptor, wobei Fibrino-
gen gleichzeitig an das Integrin a3 eines anderen Thrombozyten binden

kann und auf diese Weise die Thrombozytenaggregation in Gang setzt [1, 7].

1.2 Aktivierende und inhibierende Systeme

1.2.1  Purinerge Rezeptoren als Bestandteil aktivierender
Systeme

Thrombozyten besitzen drei Typen von purinergen Rezeptoren: P2Y12, P2Y1
und P2X1, Uber die sie aktiviert werden kénnen (Abb. 1.3).
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Abb. 1.3:  Uberblick zu Signalwegen der purinergen Rezeptoren

Der P2Y12-Rezeptor fuhrt Uber Hemmung der VASP-Phosphorylierung und Stimulation der
PI3K zu einer vermehrten Aktivierung von GPlIbllla. Zusatzlich werden Uber Aktivierung der
PLCB mit Erhdhung intrathrombozytarer Calciumspiegel die Exozytose, der shape change und
die Aggregation gefordert. Die Calciumfreisetzung stimuliert zudem die PLA2. Dadurch wird
vermehrt TXA: gebildet, das Thrombozyten aktiviert. Der P2Y1-Rezeptor fordert ebenfalls
Exozytose, shape change und die Aktivierung der Thrombozyten Uber Stimulation der PLCR.
Der P2X1-Rezeptor wird durch ATP aktiviert und fuhrt zu einem schnellen Calciumeinstrom.

Die Rezeptoren P2Y12 und P2Y1 sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die
durch ADP aktiviert und durch ATP antagonisiert werden [12, 13]. ADP wird
intrazellular in den dichten Granula der Thrombozyten gelagert und bei Aktivie-
rung freigesetzt [14, 15].
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Abb. 1.4: Signalweg des P2Y12-Rezeptors

Der P2Y12-Rezeptor ist an ein inhibitorisches G-Protein mit den Untereinheiten
Gi2a und By gekoppelt (Abb. 1.4) [16]. Die inhibitorische Untereinheit Gi2a
hemmt die Adenylatcyclase [16]. Dadurch werden die Synthese von cAMP (zyk-
lisches Adenosinmonophosphat) und die Uber die cAMP-abhangige Protein-
kinase A (PKA) vermittelte Phosphorylierung des Vasodilatator-stimulierten
Phosphoproteins (VASP) gehemmt [16, 17]. Infolge der gehemmten VASP-
Phosphorylierung wird der Fibrinogenrezeptor aktiviert, wodurch die Throm-
bozytenaggregation gefordert wird [16]. Der Fibrinogenrezeptor kann ebenfalls
Uber die By-Untereinheit aktiviert werden [16]. Dies erfolgt durch Stimulation der
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und durch Aktivierung weiterer Signalproteine,
wie der Proteinkinase B (Akt), der Extra cellular-signal Regulated Kinase (ERK)
und des Ras-regulierten Proteins 1 (Rapl) [16].
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Die Untereinheit By aktiviert die Phospholipase CB (PLCP) [8, 16]. Diese bildet
aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) sowohl Phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphat (IP3) als auch Diacylglycerol (DAG) [8, 16]. IP3 fordert Gber
den IP3-Rezeptor die Mobilisation von Calcium aus intrazellularen Speichern,
die vermehrte Freisetzung intrazellularer Vesikel und den shape change [16].
Durch den erhéhten intrathrombozytaren Calciumspiegel wird die Phospholipa-
se A2 (PLA2) aktiviert [16]. Diese synthetisiert aus Phospholipiden der Throm-
bozytenmembran Arachidonsaure (AA) [16]. Die Cyclooxygenase (COX) bildet
aus AA Prostaglandin Hz (PGH2) [18]. PGH2z wird von der Thromboxan-
Synthase (TX-Synthase) zu Thromboxan A2 (TXAz2) umgesetzt [16, 18]. Durch
die Freisetzung von TXA:z in die Umgebung kénnen weitere Thrombozyten akti-
viert werden [8]. DAG stimuliert die Proteinkinase C (PKC) [8]. Dadurch kommt
es Uber die Aktivierung des Calcium- und DAG-regulierten GTP-
Austauschfaktors (CalDAG-GEF) und Rap1l ebenfalls zu einer vermehrten Frei-
setzung intrazellularer Vesikel und zur Foérderung der Thrombozytenaggregati-
on [8]. Die Aktivierung des P2Y12-Rezeptors fuhrt ebenfalls zu einer vermehr-
ten Expression von Phosphatidylserin, P-Selektin und CD-40-Ligand auf der
thrombozytaren Oberflache [16].

Die Aktivierung von P2Y12 tragt starker zur Thrombozytenaggregation bei als
die Aktivierung von P2Y1 [16]. Insgesamt ist das Zusammenspiel der Rezepto-
ren P2Y12 und P2Y1 fur die Auslosung der Aggregation verantwortlich [16, 19].
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Abb. 1.5: Signalweg des P2Y1-Rezeptors und der P2X1-Rezeptor als Liganden-
gesteuerter Kationenkanal

Der P2Y1-Rezeptor besitzt die Untereinheit Gaq (Abb. 1.5) [16]. Diese aktiviert
die PLC[3, wodurch der damit verbundene Signalweg - wie zuvor beschrieben -
stimuliert wird. Durch die Aktivierung des PLC[B-Signalweges wird vermehrt int-
razellulares Calcium freigesetzt, wodurch morphologische Veranderungen der
Thrombozyten entstehen, und ihre Fahigkeit zur Aggregation wird geférdert
[20]. Der P2Y1-Rezeptor sorgt vor allem fir die Einleitung der Aggregation [16].
Die Aggregation ist dabei ohne zusatzliche Aktivierung des P2Y12-Rezeptors
nur transient [16]. Folglich sind fir eine effiziente Thrombozytenaggregation
sowohl die Aktivierung des P2Y12- als auch die Aktivierung des P2Y1-
Rezeptors verantwortlich [21].
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Sind beide Rezeptoren durchgehend Uber wenige Minuten einer Stimulation
durch ADP ausgesetzt, kommt es zur Desensibilisierung der Rezeptoren [22].
Dabei werden die Rezeptoren mittels Endozytose von der Zelloberflache ent-
fernt und in intrazellularen Speichern gelagert [23]. Ist die Stimulation beendet
und der Agonist abgebaut, wird der P2Y12-Rezeptor im Zuge eines Recycling-
prozesses innerhalb von 30 Minuten wieder an die thrombozytare Oberfla-
chenmembran befordert [23]. Fur den Rezeptor P2Y1 konnte nach 30 Minuten
dagegen noch nicht die komplette Reaktionsfahigkeit erreicht werden [23]. Die
Desensibilisierung des Rezeptors P2Y12 wird vermutlich Uber G-Protein ge-
koppelte Rezeptorkinasen, die des Rezeptors P2Y1 Uber die Proteinkinase C

gesteuert [22].

Der Rezeptor P2X1 ist ein nicht-selektiver, Liganden-gesteuerter Kationenka-
nal, der durch ATP aktiviert wird (Abb. 1.5) [24]. Durch die Aktivierung des Re-
zeptors kommt es zu einem Einstrom von Calcium und Natrium nach intrazellu-
lar [24, 25], wodurch der shape change, die Aktivierung von Integrin aipB3 und
die Kollagen-induzierte Thrombozytenaggregation gefordert werden [26, 27].
Die alleinige Aktivierung des P2X1-Rezeptors ist nicht in der Lage, eine Throm-
bozytenaggregation einzuleiten [26]. Bei fortwahrender Stimulation erfolgt eine

rasche Desensibilisierung des Rezeptors [28].

1.2.2  Zyklische Nukleotide als Bestandteil inhibitorischer
Systeme

Die cGMP- und cAMP-abhangigen Signalwege sind wichtige inhibitorische Sys-
teme zur Regulation der Thrombozytenfunktion (Abb. 1.6).

10
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Abb. 1.6:  Signaltransduktion der inhibitorischen Signalwege

NO wird von der eNOS freigesetzt und aktiviert die sGC. Diese bildet cGMP, welches Uber eine
Aktivierung der PKG zur Phosphorylierung von VASP, bevorzugt an Ser23, fihrt. PGl2 aktiviert
Uber einen G-Protein gekoppelten Rezeptor die AC, welche cAMP bildet. cAMP aktiviert die
PKA, die VASP bevorzugt an Ser!®” phosphoryliert. Ein negatives Feedback auf die cGMP-
Synthese erfolgt Gber die PDES5, auf die cAMP-Synthese Uber die PDE3.

Der cGMP-abhéngige Signalweg wird aktiviert durch Stickstoffmonoxid (NO),
synthetisiert von der endothelialen NO-Synthase (eNOS), und durch diverse
pharmakologisch zugefiuihrte NO-Donatoren, wie Natriumnitroprussid, Glyce-
roltrinitrat oder DEA/NO [29]:

NO beziehungsweise die NO-Donatoren stimulieren die Guanylatcyclase, wel-
che vermehrt zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guano-
sintriphosphat (GTP) bildet [17, 29]. cGMP stimuliert wiederum die cGMP-
abhangige Proteinkinase G (PKG) [17, 29].

11
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Der cAMP-Signalweg kann beispielsweise durch Prostaglandin E1 (PGE1),
Prostazyklin (PGlz), Adenosin oder durch B-adrenerge Substanzen induziert
werden [29]. Diese Induktoren aktivieren tber die stimulierende Untereinheit
Gas eines G-Protein gekoppelten Rezeptors die Adenylatcyclase [17, 29].
Dadurch entsteht intrathrombozytar vermehrt CAMP aus ATP, das die cCAMP-
abhangige PKA aktiviert [17, 29]. Sowohl die Aktivierung der PKA als auch die
der PKG fuhren zu einer Phosphorylierung von VASP an den Serinresten 157
(Ser®") und 239 (Ser?*) [29, 30]. Die PKA phosphoryliert bevorzugt die Phos-
phorylierungsstelle Ser®’, die PKG hingegen die Phosphorylierungsstelle Ser?3°
[29-31]. Eine weitere Phosphorylierungsstelle am Threoninrest 278 (Thr?’8) wird
dann phosphoryliert, wenn die Phosphorylierung an den anderen Phosphorylie-
rungsstellen Ser'>” und Ser?*® bereits abgeschlossen ist [31]. Die Aktivitat der
inhibitorischen Signalwege kann Uber spezifische, gegen diese Phosphorylie-
rungsstellen gerichtete Antikérper zum Beispiel mittels Western Blot oder
Durchflusszytometrie bestimmt werden [17, 29]. Die Phosphorylierung von
VASP durch die PKA und PKG fuhrt zu einer Veranderung des Molekularge-
wichts von VASP in der SDS-Page Gelelektrophorese von 46 kDa zu 50 kDa
[32]. Bei Phosphorylierung durch die PKG kann das Molekulargewicht auch bei
46 kDa bestehen bleiben, nicht jedoch bei Phosphorylierung durch die PKA
[32]. Die PKA phosphoryliert vor allem die Phosphorylierungsstelle Ser*®’, die
fur die Veranderung des Molekulargewichts von VASP verantwortlich ist [31,
32].
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VASP interagiert mit zellularen Adhasionsproteinen, interzellularen Verbin-
dungsproteinen oder Aktin-Myosinfilamenten und ist Bestandteil von Membra-
nen [29]. Die Phosphorylierung von VASP hemmt die Thrombozytenadhésion
[33], ihre Aktivierung und ihre Aggregationsfahigkeit, aber nicht die Freisetzung
von Calcium oder die Exozytose [17, 34]. Weiterhin kommt es zu Veranderun-
gen des Aktinzytoskeletts: Die Phosphorylierung bewirkt eine geringere Bin-
dung von VASP an F-Aktin [29]. Dadurch wird die Polymerisation von Aktin und
die Bundelung zu Filamenten gehemmt [29]. Zudem kommt es durch die VASP-
Phosphorylierung zu einer Blockade an den Bindungsstellen des Fibrinogenre-
zeptors [35] und zu einer verminderten Expression von P-Selektin an der

thrombozytaren Oberflachenmembran [29, 33].

Die inhibitorischen Signalwege selbst werden auch durch die zyklischen Nukle-
otide beeinflusst [17, 29]. Uber einen negativen Feedback-Mechanismus kon-
nen cGMP und cAMP ihre eigene Freisetzung hemmen [17, 29]:

cGMP selbst oder die PKG aktivieren die Phosphodiesterase 5 (PDES5), welche
wiederum die Bildung von cGMP herabsetzt [17, 29, 36]. Die Bildung von cAMP
wird Uber die durch die PKA zuvor aktivierte PDE3 vermindert [17, 29]. AulRer-
dem kann cGMP den cAMP-Signalweg tber die PDE2 und die PDE3 beeinflus-
sen [17, 29]. Uber eine Aktivierung der PDE2 wird die Bildung von cAMP ver-
ringert [17, 29]. Uber eine Hemmung der PDE3 kann sie vermehrt werden [17,
29]. Zusatzlich hat die PDE2 auch eine hemmende Wirkung auf die cGMP-
Freisetzung (in der Abbildung aus Grunden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt)
[17, 29]. Insgesamt wird der cGMP-Spiegel bevorzugt durch die PDES5, der
cAMP-Spiegel bevorzugt durch die PDE2 und die PDE3 reguliert [17].
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1.3 Herstellung von Thrombozytenkonzentraten und
ihre Bedeutung fur die klinische Versorgung

Zu den Blutprodukten werden diejenigen Arzneimittel gezahlt, deren Wirkstoffe
aus menschlichen Blutbestandteilen bestehen [37-40]. Blutprodukte mit zellula-
ren Bestandteilen werden in der Untergruppe der Blutkomponenten zusam-
mengefasst, wozu auch die TKs gehoren [41]. Die klinischen Hauptanwen-
dungsgebiete erstrecken sich auf die Prophylaxe und Therapie von Blutungen
und auf Thrombozytopenien, z.B. bei vermehrtem Thrombozytenverbrauch, bei
gestorter Thrombozytenbildung unter Chemotherapie [42] oder im Rahmen von

Thrombozytenfunktionsstorungen.

TKs koénnen durch Aphereseverfahren oder durch Aufbereitung aus Vollblut
gewonnen werden. Beim Buffy Coat-Verfahren wird ein TK durch Aufbereitung
von Buffy Coats aus mehreren Vollblutspenden prapariert [37, 42]. Beim Aphe-
reseverfahren werden die Thrombozyten direkt wéhrend einer Spende mittels
Zellseparator gesammelt, wahrend die restlichen Blutbestandteile an den
Spender zurickgegeben werden [37, 42]. Dabei enthalt ein Apherese-TK die
Thrombozyten von nur einem Spender [42]. Laut Bericht des Paul-Ehrlich-
Instituts (PEI) wurden im Jahr 2016 insgesamt 580.728 TKs in Deutschland
hergestellt (Angabe bezieht sich auf freigegebene Préparate), wobei der etwas
gréRRere Anteil mit 58 % auf Apherese-TKs entfiel [43].

Fur die Lagerungsdauer und die Lagerungsbedingungen von TKs wurden fol-
gende Vorschriften festgelegt, um das Risiko fir eine bakterielle Kontamination
der Praparate zu senken und eine ausreichende Funktionalitat der Thrombozy-
ten bei Transfusion zu gewahrleisten [39, 44, 45]: TKs sind bei Temperaturen
von 22 + 2 °C unter kontinuierlicher Agitation zu lagern [37]. Die Lagerungsdau-
er betragt maximal 4 Tage, ab 24 Uhr des Entnahmetages gerechnet [37]. Die

Transporttemperatur sollte zwischen 20 °C und 26 °C liegen [37].
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Da TKs zu den Arzneimitteln gehoéren, wird ihre Herstellung durch das Arznei-
mittelgesetz und die Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung geregelt
[39, 46]. Dartber hinaus sind das Transfusionsgesetz und die Richtlinien zur
Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutproduk-

ten der Bundesarztekammer zu bertcksichtigen [37, 40].

TKs mussen spezifische Qualitatsstandards fur die Anwendung erfillen, die
regelmaRig an einer festgelegten Zahl von hergestellten TKs gepriuft werden
(Tab. 1.1) [37]. Es werden sowohl das Volumen, der Thrombozyten-, Leukozy-
ten-, und Erythrozytengehalt als auch der pH-Wert bestimmt. Diese Werte mus-
sen sich innerhalb festgelegter Grenzwerte bewegen [37]. Weiterhin findet im
Produktionsprozess, wie auch direkt vor der Transfusion, eine optische Prifung
statt [37]. Der TK-Beutel muss intakt sein und es dirfen keine Aggregate ent-
standen sein. Unter vorsichtigem Schwenken muss ein Swirling-Ph&nomen
(Wolkenbildung) erkennbar sein [37]. Daruber hinaus wird innerhalb eines Zeit-
raumes von 24 h vor Ende der Haltbarkeit bis 72 h nach Ende der Haltbarkeit

des TK eine mikrobiologische Untersuchung auf Keimfreiheit durchgefuihrt [44].
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Tab. 1.1:  Kriterien fir Qualitatssicherung von TKs (abgeandert nach [37])

Prufparameter Prafkriterium Prufzeitpunkt

Volumen gemal Spezifikation nach Fertigung

Thrombozytengehalt | 22x10'Y/Einheit nach Fertigung (max. 2
Tage nach Entnahme)
am Ende der Haltbar-
keitsdauer

Leukozytengehalt <1x108/Einheit nach Fertigung

Erythrozytengehalt | <3x10°%Einheit nach Fertigung

pH-Wert 6,4-7,8 am Ende der Haltbar-

(bei min. 90 % der TK zwi-
schen 6,5 — 7,6 liegend)

keitsdauer

Optische Prifung

Dichtigkeit des Beutels
Swirling-Phanomen

Fehlen von Aggregaten

nach Fertigung
vor Abgabe

am Ende der Haltbar-
keitsdauer

Keimfreiheit

kein Wachstum

ab 24 h vor Ende der
Haltbarkeitsdauer, max.
72 h nach deren Ende

1.4 Problematik der storage lesion

Der Begriff storage lesion beschreibt samtliche Veranderungen, z. B. der Mor-

phologie und der Funktion von Thrombozyten, die sich wahrend der Herstellung

und Lagerung von TKs entwickeln kénnen [47]. Diese Veranderungen konnen

sich folgendermalRen manifestieren:
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Thrombozyten setzen wahrend des Lagerungsprozesses Metalloproteinasen
frei, die die GPIba und GPV des VWF-Rezeptors (GPIlb-V-IX) abspalten [1].
Dadurch wird die Funktion des Rezeptors beeintrachtigt und die Bindung an
den VWF nimmt ab [1]. Der vVWF wird an beschadigten Stellen des Endothels
exponiert und ist an Kollagen gebunden [1]. Folglich ist ein Andocken der
Thrombozyten an diese Stellen erschwert [1]. AuRBerdem kommt es zu Verande-
rungen der Thrombozytenmorphologie von einer diskoiden zu einer sphéarischen
Form [1, 48], einem Pha&nomen, das auftritt, wenn Thrombozyten aktiviert wer-
den. Darlber hinaus zeigt sich ein veranderter Calciumstoffwechsel mit einem
Anstieg intrazellularer Calciumspiegel. Dadurch verandert sich die Reaktion
caliciumsensitiver, G-Protein gekoppelter Rezeptoren, wie der Rezeptoren fur
Epinephrin, ADP, TXA2 und Thrombin [1]. Auch Veranderungen der Oberfla-
chenmembran weisen darauf hin, dass Thrombozyten wahrend des Herstel-
lungs- und Lagerungsprozesses praaktiviert werden kénnen: Es kommt u.a. zu
einer vermehrten Expression von P-Selektin (CD62P), Phosphatidylserin und
zur Ausbildung von Pseudopodien [49-51]. Diese Veranderungen auf der
Thrombozytenmembran fuhren dazu, dass die Thrombozyten vermehrt von
Makrophagen aus der Zirkulation entfernt werden [1, 52]. Weiterhin kommt es
zu einer vermehrten Oberflachenexpression und einer vermehrten Aktivierung
von Integrin aubPs, welche zu Veranderungen des Aktinzytoskeletts fuhren [53,
54]. Einerseits wird die Aggregationsbereitschaft der Thrombozyten durch die
vermehrte Expression von Phosphatidylserin auf der Oberflache und die Frei-
setzung prokoagulatorischer Mikropartikel gefordert [55]. Andererseits ist die
Reaktionsfahigkeit auf die Agonisten ADP und ATP, die die Aggregation stimu-
lieren, aufgrund der Desensibilisierung purinerger Rezeptoren vermindert [1,
56]. Die Desensibilisierung purinerger Rezeptoren wird durch die Freisetzung
von ADP und ATP aus gelagerten Thrombozyten verstarkt [56]. Sie wurde ins-
besondere in TKs beobachtet, die mit geringeren Plasmaanteilen und mit Addi-
tividsungen hergestellt wurden [56]. Als Ursache wird ein verminderter Anteil an
Ektonukleotidasen diskutiert, die sich im Plasma befinden und das von den
Thrombozyten freigesetzte ADP und ATP spalten. [11, 56].
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Laut Voruntersuchungen entwickelten sich bei purinergen Rezeptoren auch
funktionelle Defizite, die zur fehlenden Aggregationsfahigkeit von Thrombozyten
nach Zugabe von ADP am 2. und 5. Tag der Lagerung beitrugen [57]. Die Akti-
vitat des P2Y1-Rezeptors nahm wahrend der Lagerung kontinuierlich ab, die
des P2X1-Rezeptors inshesondere initial nach der Apherese [57]. Die P2Y12-

Rezeptorfunktion war dagegen nicht beeintrachtigt [57].

Niedrigere Lagerungstemperaturen von etwa 4 °C fuhrten zur Dezeleration des
Stoffwechsels und zu einem verbesserten Funktionserhalt von Thrombozyten,
z.B. der Aggregationsfahigkeit [52, 58, 59], allerdings verbunden mit einer ver-
ringerten Zirkulationszeit nach Retransfusion [1]. Die verringerte Zirkulationszeit
beruhte auf einer Clusterbildung von GPIb-V-I1X-Rezeptoren. Die Clusterbildung
beschleunigte die Entfernung der Thrombozyten durch Makrophagen in der Le-
ber [60, 61].

Die inhibitorischen Systeme sind ebenfalls von der storage lesion betroffen.
Wahrend der Lagerung in Apherese-TKs zeigte sich in den Thrombozyten eine
vermehrte Aktivierung des cGMP-abhangigen Signalwegs [10]. Diese Aktivie-
rung war verbunden mit einem Anstieg des intrazellularen cGMP-Spiegels, ei-
ner Abnahme des PDE5A-Gehalts und der PDESA-Aktivitdt sowie einer ver-
mehrten VASP-Phosphorylierung. An der Phosphorylierungsstelle Ser?*° war
die Phosphorylierung starker ausgepragt als an der Phosphorylierungsstelle
Ser?®” [10]. Funktionell waren eine verringerte Aggregationsfahigkeit und eine

herabgesetzte Fibrinogenbindung nachweisbar [10].

1.5 NO-Donoren als hemmende Substanzen

NO-Donoren gehoéren zu den Diazeniumdiolaten [62]. Diese chemischen Sub-
stanzen kennzeichnen sich dadurch, dass sie die funktionelle Gruppe N202
(Diolatgruppe) besitzen [62], die Uber eine kovalente Bindung mit einem Nukle-
ophil verbunden ist [63]. Das hier verwendete DEA/NO besteht aus dem Nukle-
ophil Diethylamin und der funktionellen Gruppe (Abb. 1.7) [64].
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Abb.1.7: Chemische Strukturformel von DEA/NO
Die hier in dieser Arbeit verwendete Substanz DEA/NO gehort zu den Diazeniumdiolaten. Ihr
nukleophiler Bestandteil ist Diethylamin.

Die Diazeniumdiolate sind in fester Form stabil [64]. In flissiger Form zerfallen
sie spontan unter Freisetzung von NO [64]. Der Zerfall der Diazeniumdiolate ist
abhangig von der Temperatur, dem pH-Wert und dem nukleophilem Bestandteil
[64]. Er nimmt mit steigender Temperatur und fallendem pH-Wert zu [65]. Beim
Zerfall entstehen in etwa 2 Mol NO pro Mol NO-Donor [64]. Dabei handelt es
sich um eine Reaktion erster Ordnung [62].

NO wird in-vivo in Endothelzellen aus L-Arginin durch die membrangebundene
eNOS hergestellt und verteilt sich tber Diffusion [66, 67]. NO Ubernimmt vielfal-
tige Funktionen im GefalRsystem, wie die Hemmung der Thrombozytenadhasion
und -aggregation und die Hemmung der Proliferation der glatten Muskelzellen
der GefalRwand [67]. Weiterhin hemmt NO die Oxidation des Low Density Lip-
oproteins (LDL) und die Adhasion und Migration von Leukozyten durch die Ge-
fakwand [67]. Jedoch ist NO selbst aufgrund seiner Instabilitdt mit einer Halb-
wertszeit (HWZ) von wenigen Sekunden und seiner eingeschrankten Ldslichkeit
in wassrigen Losungen fir einen klinischen Einsatz, z. B. in der medikamento-
sen Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen oder als Zusatz zu TKs,

nur begrenzt geeignet [68, 69].
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Die Diazeniumdiolate hingegen besitzen mehrere Eigenschaften, die sich in der
Anwendung im Vergleich zu anderen Substanzen, wie NO, Nitraten, S-
Nitrosothiolen oder Natriumnitroprussid, als vorteilhaft erweisen [62]: Erstens
besteht eine grof3e Bandbreite in der Halbwertszeit der Diazeniumdiolate (Tab.
1.2) [62]. Eine besonders kurze HWZ hat der NO-Donor 1-(Hydroxy-NNO-
azoxy)-L-proline (PROLI/NO) mit 2 Sekunden [62]. Eine besonders lange HWZ
von 20 Stunden hat (Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino]diazen-
1-ium-1,2-diolate (DETA/NO) [62]. Die HWZ des in dieser Dissertationsarbeit
verwendeten NO-Donors DEA/NO liegt bei 2 Minuten (alle Angaben in Bezug
auf eine Temperatur von 37 °C und einen pH-Wert von 7,4) [62]. Es kann ent-
sprechend der gewtinschten Wirkungszeit die passende Substanz ausgewahlt
werden. Zweitens ist der Zerfall spontan [65]. Es ist zuvor keine Aktivierung,
beispielsweise durch ein Enzym, notwendig [65]. Drittens ist die Freisetzung
von NO regelméaRig und wird nicht durch katalytisch wirksame Stoffe beein-
flusst, wie z. B. durch das im Blut enthaltene Albumin [65]. Der Effekt der Dia-
zeniumdiolate ist daher gut kalkulierbar [62]. Die NO-Freisetzung kann durch

Anderung von pH-Wert und Temperatur beeinflusst werden [65].
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Tab. 1.2: Eigenschaften verschiedener NO-Donoren

DEA/NO DETA/NO MAHMA/NO | PROLI/NO

HWZ 2-4 Min. 20-23 h 1-2 Min. 1,8 Sek.
(37 °C, pH 7,4)

Freigesetztes 15 2 2 2
NO

(in Mol pro Mol
NO-Donor)

Die Wirkung von NO-Donoren auf Thrombozyten und auf das Gefal3system
wurden im Rahmen von in vitro- und in vivo-Studien untersucht: Bei Einsatz von
PROLI/NO zeigte sich an einem thrombogenen Gefal3transplantat eine vermin-
derte Thrombozytenaggregation [70]. Im Tierversuch konnte der pulmonal-
arterielle Druck bei pulmonaler Hypertension gesenkt werden [70]. Experimen-
tell eingeleitete Angiospasmen bei Hunden waren durch Gabe von DETA/NO
dosisabhangig reversibel [71]. Durch MAHMA/NO konnten in vitro die inhibitori-
schen Signalwege in Thrombozyten aktiviert werden [72]. Es zeigten sich ein
Anstieg der intrazellularen cGMP-Spiegel mit vermehrter VASP-
Phosphorylierung [72]. Die inhibitorische Wirkung erfolgte bei niedrigen Kon-
zentrationen Uber cGMP-abhéangige, bei hohen Konzentrationen tber cGMP-
unabhangige Signalwege [72]. Bei Ratten kam es nach i.v.-Infusion von
MAHMA/NO zur Hemmung der ADP- und Kollagen-induzierten Thrombozy-
tenaggregation und zu einer Abnahme des arteriellen Blutdrucks [73, 74].

In Voruntersuchungen von Kobsar et al. zeigte sich nach in vitro-Zugabe von
DEA/NO zu Thrombozyten aus Apherese-TKs eine Uberschiel3ende Aktivierung
inhibitorischer Signalwege mit vermehrter Akkumulation von cGMP und einer
Zunahme der VASP-Phosphorylierung [75]. Diese Effekte waren mit zuneh-
mender Lagerungsdauer starker ausgepragt [75]. Die Wirkung von DEA/NO auf

purinerge Rezeptoren wurde dagegen bisher noch nicht untersucht.
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Auf Thrombozyten von gesunden Probanden ohne Gefal3erkrankungen wirken
niedrigere Konzentrationen von DEA/NO vor allem Uber die Aktivierung des
cGMP-abhéangigen Signalwegs [76]. In héheren Konzentrationen tber 40 nM
erfolgt die Wirkung zusatzlich vermehrt cGMP-unabhangig [76, 77]. In einigen
Studien zeigte sich, dass bei Vorliegen von Erkrankungen wie Arteriosklerose,
Hypercholesterinamie oder bei Hypoxamie der Anteil der cGMP-unabhéngigen
Signalwege an der inhibitorischen Wirkung von NO variierte [78-80]. Weiterhin
wurde die in vivo-Wirkung von DEA/NO an Affen untersucht, die nach einer
Subarachnoidalblutung zerebrale Angiospasmen aufwiesen [81]. Die Substanz
wurde mittels Infusion Uber einen Katheter an der Bifurkation der Arteria carotis
communis verabreicht [81]. Nach Infusion konnte ein verbesserter zerebraler
Blutfluss mit verminderter Flussgeschwindigkeit festgestellt werden [81]. Zereb-
rale Angiospasmen konnten durch den Einsatz von DEA/NO verhindert werden
oder bildeten sich zurtick [81]. Durch seine kurze HWZ hatte der NO-Donor kei-
ne relevanten Auswirkungen auf den Blutdruck [81]. Auch Hinweise auf eine
Toxizitat ergaben sich nicht [81].

1.6 Fragestellung dieser Dissertation

Als Ursache fur die storage lesion wird eine Praaktivierung von Thrombozyten
im Rahmen des Herstellungs- und Lagerungsprozesses diskutiert [49-51]. Da-
her kdnnten Mechanismen, die zur Praaktivierung und damit potenziell zur Ent-
wicklung der storage lesion beitragen, durch eine passagere Thrombozyten-

inhibition direkt nach TK-Herstellung unterbrochen werden.

In dieser Arbeit wird daher untersucht, ob eine Zugabe des kurzwirksamen und
reversiblen NO-Donors DEA/NO in einer submaximalen Konzentration direkt
nach TK-Praparation zu einer Abschwachung von ausgewahlten Ph&dnomenen
der storage lesion wahrend einer fluinftdgigen Lagerung fiihrt. Durch den Einsatz
einer Konzentration von 5 nM DEA/NO werden unspezifische Einflisse, die

nicht tber die cGMP-abhé&ngigen Signalwege vermittelt werden, vermieden.
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Die Wirkung des Additivums DEA/NO auf die Integritat der gelagerten Throm-
bozyten wird anhand der VASP-Phosphorylierung, der Konzentration der zykli-
schen Nukleotid-Spiegel, des PDE5A-Gehalts und der Oberflachenexpression

von purinergen Rezeptoren Uberpruift.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

CompoSeal Mobilea I

schweil3gerat)

(Schlauch-

Fresenius Kabi AG,

Bad Homburg

Ecomax X-Ray Film Processor

Protec GmbH & Co. KG,

Oberestenfeld

FACSCalibur

Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg

Froster-Lab (Gefrierschrank)

Philipp Kirsch GmbH
Offenburg

Herafreeze Top (Gefrierschrank)

Thermo Scientific Inc.,

Waltham, MA USA

HI 2211 pH/ORP Meter

HANNA Deutschland

GmbH,

Instruments

Kehl am Rhein

Julabo FL300 (Umlaufkihler)

AlphaMetrix Biotech GmbH,

Roédermark

KX-21IN

(Hamatologie-Analyseautomat)

Sysmex Deutschland GmbH,

Norderstedt

Kihlschrank

Philipp Kirsch GmbH
Offenburg
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Bezeichnung Hersteller

LRP3 Labor-Inkubator mit Schuttler Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,

NiUmbrecht

Magneta Motor Type 421 MGMI-2 Audion Elektro

Weesp, Niederlande

Mikro 200 (Zentrifuge) Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen

Mikro 200 R (Zentrifuge) Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen

MFC-9460CDN (Scanner) Brother International GmbH,
Bad Vilbel

Multiskan FC (Photometer) Thermo Scientific Inc.,

Waltham, MA USA

neoMag Magnetriihrer Neolab, Heidelberg

PLJ 3500-2NM (Waage) Kern & Sohn GmbH,
Balingen

PowerPac Universal Power Supply Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Shaker DRS-12 Neolab, Heidelberg

Thermomixer comfort 1,5 mL Eppendorf AG, Hamburg

Thrombozyteninkubator TI-2 Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,
NUmbrecht

Trans-Blot Cell Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munchen
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Bezeichnung

Hersteller

TSCD-II (Hei3siegelmaschine)

Terumo Deutschland GmbH,

Eschborn

TV 200 Y twin-plate wide format mini-
gel electrophoresis unit

Scie-Plas Ltd,
Cambridge, UK

Universal 320 R (Zentrifuge)

Andreas Hettich GmbH & Co0.KG,

Tuttlingen

VM4 (Rotator mit Vortexer)

Ingenieurbiro CAT M.
GmbH,

Staufen

Zipperer

Vortexgenie 2

Scientific Industries, Inc.
New York
USA

Wellwash Versa

Thermo Scientific Inc.,

Waltham, MA USA

WNB7 (Wasserbad)

Memmert GmbH + Co. KG,

Schwabach

3-1810 (Tischzentrifuge)

Neolab, Heidelberg

2.1.2 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Ampuwa® Spullésung

Fresenius Kabi AG,

Bad Homburg
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Bezeichnung

Hersteller

AquaPak®

Teleflex Medical GmbH, Kernen

Blotting-Grade Blocker
(Nonfat dry milk)

Bio-Rad Laboratories GmbH,

Miinchen

Bovine Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

DEA NONOate

[DEA/NO; 2-(N,N-Diethylamino)-
diazenolate-2-oxide  diethylammoni-
um salt]

Enzo Life Sciences, Inc.

Farmingdale, NY, USA

D-(+)-Glukose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Diethylether

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Dulbecco’s Phosphate Buffered Sa-
line (DPBS)

Life Technologies GmbH,

Darmstadt

Ethylenbis-(oxy-ethylen-nitrilo)-
Tetraessigsaure (EGTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Ethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Essigsaure Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Formaldehyd Polysciences, Inc., Washington, USA
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Bezeichnung Hersteller

Glycerol Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Glycin Merck KGaA, Darmstadt

HEPES sodium salt Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Kaliumchlorid (KCI) Merck KGaA, Darmstadt

Magnesiumchlorid Merck KGaA, Darmstadt

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Methanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Natriumcitrat Merck KGaA, Darmstadt

Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt

PageRuler™ Prestained Protein Lad- | Thermo Scientific, Rockford, USA

der

Ponceau S Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Rotiphorgse® Gel (Acrylamiqlstamm- Carl Roth GmbH + Co. KG,

[6sung mit 0,8 % Bisacrylamid)
Karlsruhe
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Bezeichnung

Hersteller

Salzsaure (HCI)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

TEMED

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

TRAP-6 Reagent

Hart Biologicals Ltd., Hartlepool, UK

Trichloressigsaure (TCA)

Merck KGaA, Darmstadt

Tris(Hydroxymethyl)aminomethan

Merck KGaA, Darmstadt

Triton®X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim
TWEEN® 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim
2.1.3 LoOsungen & Puffer
Bezeichnung und Inhaltsstoffe
EGTA, pH 7,0 0,5M
Elektrophorese-Puffer 8L
Trizma Base 48 g
Glycin 116 g
Ampuwa® Spillésung 8L
SDS 10 % wiv 80 mL
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Bezeichnung und Inhaltsstoffe
cGS-Puffer, pH6,5 500 mL
NacCl 150 mM
Natriumcitrat 12,9 mM
D-Glucose 30 mM
HEPES-Puffer, pH 7,4 500 mL
NaCl 150 mM
KCI 5 mM
MgCl2 1 mM
D-Glucose 10 mM
HEPES 10 mM
Milchlésung 6 % w/v (Blocking Puffer) 39 mL
Nonfat dry milk 2,39
PBS-Tween 39 mL
Milchlésung 3 % w/v 2mL
Milchlésung 6% 1mL
PBS-Tween 1 mL
PBS/BSA/Glucose
Dulbecco’s PBS
D-Glucose 55mM
BSA 0,5 % wiv
Ponceau-S
Ponceau-S 0,1 % wiv
Acetessigsaure 5%
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Bezeichnung und Inhaltsstoffe

SDS-Stop-L6sung 3X

Trizma-Base, pH 6,7 200 mM

Glycerol 15 % (v/v)

SDS 6 % (w/v)

Bromphenolblau 0,03 % (w/v)

2-Mercaptoethanol 10 % (v/v)
Transfer-Puffer 31

Trizma Base 919

Glycin 4359

Ampuwa® Spullésung 2400 mL

Methanol 600 mL

Tris Buffered Saline (TBS) 10X, pH 7,6

Tris Base 24,2 g

Nacl 80 g

HCI (1X) zur pH-Adjustierung
Washing Puffer (PBS-T) 1L

PBS (10X) 100 mL

Ampuwa® 900 mL

Tween® 20 500 pL
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2.1.4 Kits

Bezeichnung

Hersteller

Cyclic AMP EIA Kit

Cayman Chemical Company,

Michigan, USA

Cyclic GMP EIA Kit

Cayman Chemical Company,

Michigan, USA
ECL Western Blotting Detection Rea- | GE Healthcare Europe GmbH,
gents Kit ]
Freiburg

2.1.5 Antikorper
Bezeichnung Hersteller Verdinnung
Anti Fibrinogen-FITC BioCytex, Marseille, France 1:2
Mouse Monoclonal Antibody
Anti-P2X1 Receptor (extra- | Alomone Labs, Jerusalem, 1:6
cellular)

Israel
Rabbit Polyclonal Antibody
Anti-P2Y1 Receptor (extra- | Alomone Labs, Jerusalem, 1:6
cellular)

Israel
Rabbit Polyclonal Antibody
Anti-P2Y12 Receptor (ex- | Alomone Labs, Jerusalem, 1.6
tracellular)

Israel
Rabbit Polyclonal Antibody
APC Mouse Anti-Human | BD Biosciences, Pharmingen, | 1:10
CD41a USA
APC Mouse IgG1, K Isotype | BD Biosciences, Pharmingen, | 1:10
Control USA
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Bezeichnung Hersteller Verdinnung

Blotting Grade Bio-Rad Laboratories GmbH, 1:3000

Goat Anti-Mouse 1gG Minchen

Horseradish Peroxidase

Conjugate

Blotting Grade Bio-Rad Laboratories GmbH, 1:3000

Goat Anti-Rabbit IgG Minchen

Horseradish Peroxidase

Conjugate

CD62P/P-Selectin-FITC Acris Antibodies, Inc., CA, |16

USA

Mouse Monoclonal Antibody

Goat Anti-Rabbit 1IgG (whole | Sigma-Aldrich, Inc., MO, USA | 1:100

molecule)

F(ab”)2 fragment-FITC

Mouse IgG1-FITC, Isotypic | BioCytex, Marseille, France 1:2

Control

Pan-Actin (D18C11) Cell Signaling Technology, | 1:1000
. _ Inc., MA, USA

Rabbit Monoclonal Antibody

PDESA Antibody, Cell Signaling Technology, | 1:1000
. _ Inc., MA, USA

Rabbit Polyclonal Antibody

VASP (phospho-Ser 157), nanoTools  Antikdrpertechnik | 1:100

GmbH & Co. KG, Teningen

clone 5C6

Mouse Monoclonal Antibody

VASP (phospho-Ser 239), nanoTools  Antikdrpertechnik | 1:100

clone 16C2

Mouse Monoclonal Antibody

GmbH & Co. KG, Teningen
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2.1.6 Gebrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Aufbewahrungsdose

und Medizintechnik mbH

Wirzburg/Versbach

BD Discardit Il slip tip Spritze 5 mL

Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg

BD Plastipak Luer slip tip Spritze
1mL

Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg

Biosphere Filter Tips

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,

Numbrecht

Blotting Paper BO03

Whatman GmbH,

Dassel

Cellstar Centrifuge Tubes

(15 mL, 50 mL)

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Compoflex Einfach Blutbeutel

Fresenius Kabi AG,

Bad Homburg

Combitips advanced 5 mL

Eppendorf AG, Hamburg

Einmal-Insulinspritze

B. Braun Melsungen AG,

Melsungen

Flow Cytometry Tubes 5 mL

Sarstedt AG & Co.

Numbrecht, Deutschland

Frischhalte-Folie

CleanPac Produkte

Herzogenbuchsee, Schweiz
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Bezeichnung

Hersteller

Gelloader-Spitzen

A. Hartenstein Gesellschaft fur Labor-
und Medizintechnik mbH

Wirzburg/Versbach

Kryobox

A. Hartenstein Gesellschaft fir Labor-
und Medizintechnik mbH

Wirzburg/Versbach

PP Tube sterile/non-sterile, 14 mL

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Multipette plus

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhelfer accu-jet pro

Brand GmbH + CO KG,

Wertheim

Pipette mit Spitze
(5 mL, 10 mL, 25 mL)

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Pipetman (Pipette)

Gilson Inc. Middleton

USA

Plate Sealers for 96 Wells

Uscn Life Science Inc., Wuhan, China

Protran BA 85 Nitrocellulose Transfer
Membrane

Whatman GmbH,

Dassel

Rontgenkassette

A. Hartenstein Gesellschaft fur Labor-
und Medizintechnik mbH

Wirzburg/Versbach

Safety-Kanile

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,

NiUmbrecht

Safe-Lock Tubes

Eppendorf AG, Hamburg
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Bezeichnung

Hersteller

Schlauch-/Dialyseklemme PE gelb

Fa. SMS medipool GmbH,

Ganting-Buchendorf

S-Monovette (4,9 mL)

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,

Numbrecht

Safe-seal Reagiergefald (1,5 mL;
2 mL)

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,

Numbrecht

Sterican Standardkanulen

B. Braun Melsungen AG,

Melsungen

Super RX Fuji Safelight Glass No. 84

Fujifilm Corporation, Tokyo, Japan

Syringe filtration unit Filtropur S 0.2
(Filter), Porengrof3e 0,2 uM

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Verbindungsdorn mit Injektionsan-
schluss

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.,

Numbrecht

Verstarkerfolien

A. Hartenstein Gesellschaft fir Labor-
und Medizintechnik mbH

Wirzburg/Versbach
Zusatzlicher Thrombozyten- Terumo BCT, Inc.,
Lagerbeutel

Lakewood, Colorado, USA
2.1.7 Hard-und Software

Bezeichnung

Hersteller

BD CellQuest™ Pro Software

Version 6.0

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Image J 1.51f [82]

Wayne Rasband,

National Institutes of Health, Bethes-
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da, Maryland, USA

MedCalc statistical software MedCalc Software, Ostend, Belgien

Version 14.12.0

Microsoft Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft PowerPoint 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA
PaperPort Version 12.1 Nuance Communications Inc.,

Dublin, Ireland

Skanlt Software Version 3.1 for Mul- | Thermo Scientific Inc., Waltham, MA
tiskan FC USA

2.2 Methoden

2.2.1 Messmethoden

Gewinnung der TKs fur die Versuche

Die TKs wurden von gesunden Spenderinnen und Spendern nach Aufklarung
und Einwilligung entnommen. Zur Anwendung kamen TKs, die mit automatisier-
ter Apheresetechnik und festgelegter Spezifikation (2,5 x 10** Thrombozyten,
geldst in 250 mL autologem Plasma; Verhaltnis ACD-A zu Plasma 1:10; Trima
Accel Terumo BCT, Lakewood, CO, USA, Software LRS PLT, Plasma Set 5.1)
in Ubereinstimmung mit den aktuellen Richtlinien und der Herstellungserlaubnis
prapariert wurden. Die Thrombozytensuspensionen wurden dabei aus dem ve-
nosen Blut der Spender maschinell durch Zentrifugation gewonnen [37, 42]. Die
weiteren Blutbestandteile wurden wieder an den Spender zurlickgeleitet [37,
42]. Die TKs wurden nach Herstellung unter kontinuierlicher Agitation in einem

Labor-Inkubator temperaturkontrolliert bei 22 + 2°C gelagert [37, 42].

Die Entnahme und Verwendung von Thrombozyten fiir die in dieser Arbeit vor-
gestellten Untersuchungen wurden von der Ethikkomission der Julius-

Maximilians-Universitat Wirzburg (Votum-Nr. 47/12) genehmigt.
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Vorbereitung der Proben aus TKs

Die Thrombozyten wurden wahrend der Gewinnung, Lagerung und zur Ver-
suchsdurchfihrung in Kunststoffbeutel und —gefal3e gegeben, da die Throm-

bozyten durch Glasoberflachen praaktiviert werden konnten [83].

Ein Teil der entnommenen Thrombozyten wurde direkt nach der Herstellung
(nach einer Ruhephase fur ca. 30 Minuten unter Raumtemperatur nach Beendi-
gung der Apherese) mit 5 nM DEA/NO stimuliert, der andere Teil blieb unbe-
handelt. FUr die Lagerung wurden sterile, gaspermeable Thrombozyten-
Lagerbeutel von Terumo BCT verwendet. Die Lagerbeutel wurden mit dem
Magneta Motor mittels Schweil3naht geteilt, um das Verhéltnis von Oberflache
und Volumen nach Aufteilung der Thrombozyten zu erhalten. Compoflex® Ein-
fach-Blutbeutel wurden ausschlie3lich zu Zwecken des Transfers verwendet.
Sie sind nicht fir eine Lagerung Uber mehrere Tage geeignet, da ein ausrei-
chender Gasaustausch fiir ein Uberleben der Thrombozyten nicht gewéhrleistet

ist.

Zur Stimulation wurden 5 nM DEA/NO verwendet, um eine passagere, subma-
ximale Hemmung der Thrombozyten zu erzielen [63, 84, 85]. Einflisse der A-
pherese auf die Thrombozyten sollten verringert werden, gleichzeitig war auf-
grund der kurzzeitigen Wirkung kein Effekt mehr im Beobachtungszeitraum zu

erwarten.
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DEA/NO wurde nach Empfehlungen des Herstellers prapariert [86]. Es wurde
zunachst eine 100 mM Stocklésung von DEA/NO hergestellt. Dafir wurden
10 mg DEA/NO mit 485,44 yL 0,01M NaOH aufgeloést und fur die Lagerung
10 pL Aliquots auf — 80 °C tiefgefroren. Die Substanz wurde im alkalischen Mili-
eu gelagert, da sie im sauren Milieu (pH=5) unmittelbar zerfallt [86]. Die Herstel-
lung der Losung erfolgte auf Eis unter Schutz vor Licht und unter mdglichst
kurzzeitigem Sauerstoffkontakt. Erst kurz vor der Stimulation wurde aus einem
Aliquot unter Zugabe von PBS eine 5 pM L6sung hergestellt. Die Endkonzentra-
tion im TK betrug 5 nM DEA/NO. Wahrend der Stimulation wurde die Substanz
auf Eis gelagert und durch braun gefarbte Eppendorf Safe-Lock Tubes vor

Lichteinfluss geschiitzt.

Die Thrombozyten fir die nicht stimulierten Proben und die mit DEA/NO-

stimulierten Proben wurden von einem Spender entnommen.

Fir die Stimulation mit DEA/NO wurde an ein TK ein Compoflex® Einfach-
Blutbeutel mittels Heil3siegelmaschine angeschlossen. Unter sterilen Bedingun-
gen wurde die Schwei3naht aufgedriickt und ein Teil des TK in den Einfach-
Blutbeutel eingelassen. Der Einfach-Blutbeutel wurde mit einem Verbindungs-
dorn mit Injektionsanschluss angestochen. Anschlie3end wurde der Injektions-
anschluss mit einer sterilen 5 mL Spritze entliftet. Die 5 uM DEA/NO Lésung
wurde zur Keimreduktion mit einer sterilen 5 mL Spritze durch einen Filter (vgl.
2.1.6) gegeben. Die gefilterte Flussigkeit wurde mit einer 1 mL Spritze aufgezo-
gen und dber den Injektionsanschluss in den Einfach-Blutbeutel injiziert. Die
Flissigkeit aus dem Einfach-Blutbeutel wurde mit der im TK verbliebenen ver-
mischt. Anschliel3end wurde das Beutelsystem vor Entnahme des Probenmate-

rials ausgiebig durchmischt.

Die Thrombozyten wurden an den Tagen 0, 2 und 5 wie folgt in S-Monovetten
transferiert. Am Tag O erfolgte der Transfer etwa 15 Minuten nach DEA/NO-
Inkubation.
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1) Uberfiihrung von 10 mL TK aus Lagerbeutel in sterilen Compoflex® Ein-
fach-Blutbeutel, Entluften und steriles Abschweil3en mittels Schlauch-

schweil3gerat vom TK,
2) Verbindungsdorn mit Injektionsanschluss in Einfach-Blutbeutel gesteckt,

3) Einfuhren von Safety-Kanile in Injektionsanschluss, dariber Beflllen

von zwei S-Monovetten mit 4,9 mL Thrombozytensuspension.

Die vom TK entnommene Thrombozytensuspension in den S-Monovetten wur-

de folgendermal3en weiterverarbeitet:

e Hinzufigen von 29,4uL 0,5M Ethylenbis-(oxy-ethylen-nitrilo)-

Tetraessigsaure (EGTA) zu 4,9 mL Thrombozytensuspension,
e Zentrifugieren der Thrombozytensuspension fur 5 Minuten bei 430 g,
e Entnehmen des Uberstands, Pellet in 5 mL cGS-Puffer gelost,
e Zentrifugieren der Lésung fur 5 Minuten bei 430 g,
e Entnehmen des Uberstands, Pellet in 1 mL Hepes-Puffer geldst,

e Zahlen der Thrombozyten mit Hamatologie-Analyseautomat Sysmex KX-
21N,

e Verdinnung der Losung auf 3 x 108 Thrombozyten/mL,
e Verteilung der Suspension auf Eppendorf Safe-Lock Tubes,
e Erwarmen im Wasserbad bei 37 °C fir 15 Minuten.

Im Anschluss an diesen Waschvorgang wurden die Proben fur die einzelnen

Versuche vorbereitet.
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22.1.1 Western Blot - VASP-Phosphorylierung und
PDE5A-Gehalt

Mit dem Western Blot werden Proteingemische aufgetrennt und einzelne Prote-

ine nachgewiesen [87, 88]. Dieses Verfahren besteht aus den Schritten Gel-

elektrophorese, Membrantransfer und Proteinnachweis [87-90].
Vorbereitung der Proben fur den Western Blot

Sowohl fir den Nachweis der VASP-Phosphorylierung als auch fur den Nach-

weis des PDE5SA-Gehalts wurden die Proben folgendermal3en vorbereitet:

e Zu 200 pL Thrombozytensuspension wurden 100 pL dreifache SDS-
Stop-LOsung gefugt,

e Durchmischung mit Vortexgenie 2 und Inkubation der Proben bei 95 °C

fur 5 Minuten,

e Aufteilen der Suspension auf neue Eppendorf Safe-Lock Tubes (140 pL
in jedes Eppendorf Safe-Lock Tube),

e Lagerung bei— 20 °C.

Durch die Inkubation der Proben bei 95 °C und durch die Zugabe von SDS
werden die enthaltenen Proteine denaturiert und liegen in ihrer Primarstruktur
vor [87]. Die Primarstruktur wird durch SDS markiert [87]. Dadurch sind alle
Proteine negativ geladen [87]. W&hrend der Elektrophorese werden sie in Rich-
tung der Anode laufend aufgetrennt [87]. Durch 2-Mercaptoethanol erfolgt eine
Trennung von Bindungen zwischen Cystein-Resten der Proteine [91].
Bromphenolblau wurde eingesetzt, um die Proteinspur im Gel sichtbar zu ma-

chen.
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Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wur-
de mit einem Sammel- und einem Trenngel durchgefuhrt. Mittels des Sammel-
gels wurden die Proteine auf eine breite Linie konzentriert [88, 91]. Das Trenn-
gel enthielt eine hohere Acrylamidkonzentration als das Sammelgel und be-
stand dadurch aus kleineren Poren [88, 91]. Im Trenngel wurden die Proteine

nach Molekularmasse aufgetrennt [88, 91].

Zur Zusammensetzung der Gele:

Sammelgel 5% Trenngel 10 %
Ampuwa® 4,93 mL Ampuwa® 15,8 mL
30 % Acrylamid, 2,46 mL 30 % Acrylamid, 10 mL
0,8 % Bisacrylamid 0,8 % Bisacrylamid

0,5 M Trizma-Base, 1,88 mL 3 M Trizma-Base, 3,76 mL
pH 6,7 pH 8,9

10 % SDS wiv 150 pL 10 % SDS w/v 300 pL
TEMED 7,5 pL TEMED 15 L
10 % APS (0,1 g/mL) 300 pL 10 % APS (0,1 g/mL) 300 pL

Durch die Zugabe von APS und TEMED als Katalysatoren wird die Acrylamid-
polymerisation gefordert [92].

Es wurde die Gelelektrophorese-Einheit TV 200 Y von Scie-Plas mit Gelen ei-

ner GroRe von 16 mm x 6,5 mm und einer Dicke von 2 mm verwendet.
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Zuerst wurde das Trenngel in die Gelelektrophorese-Einheit gefillt. Auf das Gel
wurde Ethanol gegeben, um zu verhindern, dass die Polymerisation des Gels
durch Luftzufuhr gestort wird. Nach Polymerisation des Trenngels wurde das
Ethanol abgegossen und die Gelelektrophorese-Einheit mit dem Sammelgel
aufgefullt. Die Taschen des Gels wurden durch Einfligen von Kammen in die
Gelelektrophorese-Einheit gebildet. Das Gel wurde fur 12 bis 24 Stunden bei
4 °C gelagert, um eine vollstdndige Polymerisation und eine bessere Verfesti-
gung des Gels sicherzustellen.

Probenaufbereitung und Befillen der Gel-Taschen:

e Auftauen der Proben bei 65 °C fur 1 Minute, danach Zentrifugation fur

10 Sekunden, Vortexen,
o Beflllen der Gelelektrophorese-Einheit mit Elektrophorese-Puffer,

e Einfullen je 20 pL einfacher SDS-Stop-Ldsung, Marker und Proben in die
Gel-Taschen. Eine Probe enthielt 6,6 pg Protein.

Als Marker fur die Ermittlung des Molekulargewichts der Proteine wurde der

PageRuler™ Prestained Protein Ladder verwendet (s. Abb. 2.1).

kDa _
—~180—
—-~130—
—~100—
~70 |
— ~55 —
—tf)e]
— ~35 —| .
— 25

p— (— ~15 —| —

Gel - Blot

Abb. 2.1: PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Der PageRuler™ Prestained Protein Ladder wurde verwendet um das Molekulargewicht der
Proteine zu ermitteln. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Thermo Fisher Scientific
Ubernommen [93].

43



2. Material und Methoden

Die Gelelektrophorese wurde bei 80 Volt betrieben, und zwar bis die Protein-
spur durch das Sammelgel bewegt wurde und sich in einer breiten Linie kon-
zentriert hatte. Danach wurde die Gelelektrophorese auf 150 Volt umgestellt

und weitergefiuhrt, bis die Proteinspur am Ende des Gels angekommen war.

Wet-Blot Verfahren zur Ubertragung der Proteine auf Nitrozellulosememb-

ran

Im Anschluss an die Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE erfolgte die
Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran nach dem Prinzip
des Western Blot [89]. Fur den Transfer der Proteine vom Gel auf die Nitrozellu-

losemembran wurde eine Trans-Blot Cell von Bio-Rad Laboratories verwendet.
Die Kammer wurde fir das Wet-Blot Verfahren wie folgt aufgebaut:

e Entnahme des Gitters aus der Trans-Blot Cell, Einlegen der schwarzen

Seite in Transferpuffer,

e Legen eines Schwamms auf jede Seite des Gitters, darauf jeweils Blot-

papier,
e Einweichen der Nitrozellulosemembran in Transferpuffer,

¢ Legen des Gels auf Blotpapier auf die schwarze Seite, luftblasenfrei Auf-

legen der Nitrozellulosemembran,

e Auflegen eines weiteren Blotpapiers und eines Schwamms, Verschluss

des Gitters und Einstellen in Trans-Blot Cell,
o Aufflillen der Trans-Blot Cell mit Transferpuffer.

Die Trans-Blot Cell enthielt neben dem Gitter mit der Membran einen Kuhler zur
Vermeidung von Proteinbeschadigung durch zu starke Hitze, sowie einen Mag-

netriihrer, um die Kiihlung der ganzen Trans-Blot Cell zu férdern.

Der Transfer wurde in der Trans-Blot Cell bei 1000 mA fir eine Stunde durch-

gefluhrt.
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Proteinnachweis

Nach dem Proteintransfer wurden die gesuchten Proteine fur ihren Nachweis

mit Antikdrpern markiert [90].

Fur den Nachweis der VASP-Phosphorylierung und des PDE5A-Gehalts wur-

den mehrere vorbereitende Arbeitsschritte durchgefthrt:

1)

2)

3)

Farbung mit Ponceau S

Die Nitrozellulosemembran wurde nach dem Transfer mit Ponceau S ge-
farbt, um den Proteintransfer auf die Membran zu kontrollieren [94]. Da-
fur wurde 0,1 %-iges Ponceau S mit 5 % Acetessigsaure auf die Memb-
ran gegeben und diese darin geschwenkt, bis rotgefarbte Proteinbanden
zu erkennen waren. Im Anschluss wurde die Nitrozellulosemembran in
einen Waschpuffer gelegt und kontinuierlich geschwenkt, um das Pon-

ceau S abzuwaschen (vgl. 2.1.3).
Blocken mit Trockenmilchpulver

Die Nitrozellulosemembran wurde zur Abdeckung unspezifischer Bin-
dungsstellen fur 20 Minuten in 6 %-iger Milchlosung geblockt. Die Inku-
bation mit Primar- und Sekundéarantikdrpern erfolgte in 3 %-iger Milchlo-
sung. Um 3 %-ige Milchldsung herzustellen, wurde die 6 %-ige Milchlo-
sung mit 1 mL PBS-Tween 1:2 verdinnt (vgl. 2.1.3).

Markierung mit Primar-Antikdrper

Es wurden zwei verschiedene Priméar-Antikdrper in folgenden Verdin-

nungen verwendet:
e VASP (phospho-Ser 157), Mouse Monoclonal Antibody,
Verdinnung von 1:100;
e VASP (phospo-Ser 239), Mouse Monoclonal Antibody,

Verdinnung von 1:100;
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4)

e PDES5A, Rabbit Polyclonal Antibody, Verdinnung von 1:1000.

Die Antikdrper binden nur an VASP, dessen Serin an Position 157, bzw.
239, phosphoryliert ist [95, 96]. Nicht-phosphoryliertes VASP und andere
an Serin phosphorylierte Proteine werden nicht vom Antikdrper gebun-
den [95, 96].

20 pL Priméar-Antikorper (VASP) wurden in 2 mL Milchlésung auf die Nit-
rozellulosemembran gegeben, geschwenkt und Uber Nacht im Kihl-
schrank inkubiert. 3 pL Priméar-Antikbrper (PDE5A) wurden in 3 mL
Milchlésung auf die Membran gegeben, geschwenkt und unter gleichen

Bedingungen inkubiert.
Markierung mit Sekundar-Antikorper

Vor Zugabe des Sekundéar-Antikorpers wurde die Nitrozellulosemembran
3 Mal fur 5 bis 7 Minuten in PBS-Tween gewaschen, um ungebundene

Primarantikdrper zu entfernen.

Es wurden folgende Sekundar-Antikérper verwendet und wie genannt

verdinnt:

e Bilotting Grade Goat Anti-Mouse IgG, Meerrettichperoxidase-
konjugiert, Verdiinnung von 1:3000 (fur Anti-VASP);

e Blotting Grade Goat Anti-Rabbit IgG, Meerrettichperoxidase-
konjugiert, Verdinnung von 1:3000 (fur Anti-PDES5A).

1 pL Sekundar-Antikorper wurden in 3 mL Milchlésung auf die Nitrozellu-
losemembran gegeben. Die Membran wurde unter Schwenken fir
1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgten
5 Waschschritte in PBS-Tween fur 12 Minuten.
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5)

6)

Chemilumineszenz-Reaktion

Der Proteinnachweis erfolgte mittels des ECL-Analysesystems von Ame-
rsham. Das ECL-Analysesystem basiert auf einer Chemilumineszenz-
Reaktion: Das ECL-Analysesystem enthalt Luminol und Phenole [97].
Das Luminol wird durch die am Sekundarantikdrper gebundene Meerret-
tichperoxidase oxidiert und in einen angeregten Zustand Uberfuhrt [97,
98]. Bei Ruckkehr in den Grundzustand wird Licht einer Wellenlange von
428 nm emittiert [97, 98]. Durch Zugabe von Phenolen wird die Starke
und Dauer des Lichtsignals erhéht [97].

Fur den Proteinnachweis wurde je 1 mL der beiden Reagenzien des
ECL-Analysesystems in ein Greiner-Zentrifugenréhrchen gegeben und
durchgemischt. Im Anschluss wurde 1 mL der Losung auf die Nitrozellu-
losemembran gegeben und fir 1 Minute inkubiert. Nach der Inkubations-
zeit wurde die Losung durch Abtropfen der Membran und kurzes Aufle-
gen von Blotpapier entfernt. Die Darstellung der Banden erfolgte mittels
Rontgenfilmen. Sie wurden mit einem Ecomax X-Ray Film Processor von
Protec in einer Dunkelkammer entwickelt, um ein Ausbleichen der Ront-
genfilme zu verhindern. Fiur die Filmentwicklung wurde die Nitrozellulo-
semembran in einer Folie in eine lichtundurchlassige Kassette gelegt.
Die Rontgenfilme wurden auf die Membran gelegt und bei verschlosse-
ner Kassette jeweils fir 30 Sekunden bis zu 5 Minuten dort belassen. Die
Lichtfreisetzung fuhrte zu einer Schwarzung der Rontgenfilme an den
Stellen, an denen Primér- und Sekundarantikdrper gebunden hatten. Fir
die Auswertung wurde ein fur 5 Minuten belichteter Rontgenfilm ausge-

wahlt.
Normalisierung gegen Aktin

Die auf den Rontgenfilmen gezeigten Banden wurden mit Image J quan-
tifiziert und gegen Aktin normalisiert [94]. Der Proteinnachweis fur Aktin
erfolgte in den gleichen Arbeitsschritten wie beim Nachweis der VASP-
Phosphorylierung und des PDE5A-Gehalts.
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Folgende Antikoérper wurden verwendet:
e Primarantikorper
Pan-Actin, Rabbit Monoclonal Antibody, Verdinnung von 1:1000
e Sekundarantikorper

Blotting Grade Goat Anti-Rabbit 1gG, Meerrettichperoxidase-
konjugiert, Verdiinnung von 1:3000.

2.2.1.2 ELISA zur Bestimmung der zyklischen Nuk-
leotidspiegel

Die Analyse der cGMP- und cAMP-Spiegel basierte auf der in Vorpublikationen
bereits beschriebenen Methode des Enzyme-linked immunosorbent Assay
(ELISA) [99, 100].

Vorbereitung der Proben fir den ELISA

Der ELISA wurde mit Proben durchgefihrt, die aus mit 5nM DEA/NO-
stimulierten TKs entnommen wurden. Die Untersuchung der Proben wurde an

den Tagen 0, 2 und 5 der Lagerung der TKs ausgefuhrt.
Die Thrombozyten wurden, wie in Absatz 2.2.1 beschrieben, gewaschen.
Die weitere Vorbereitung der Proben wurde folgendermalf3en durchgefinhrt:

e Zugabe von 20 pL 50 %-iger Trichloressigsaure (TCA) zu 200 pL

Probe,

e Durchmischung der Probe mit Vortexgenie 2, danach 10 Minuten

Kihlung auf Eis,
e Zentrifugieren bei 21.380 g fur 10 Minuten,

e Gabe des Uberstands in neues Eppendorf Safe-Lock Tube,
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e Extraktion von TCA mit Ether: 5-faches Volumen Ether fir 1-
faches Volumen Probe (1 mL Ether fur 200 puL Probe), Durchmi-
schen mit Vortexgenie 2, Entfernung der Etherschicht,

e Zweimaliges Wiederholen der Ether-Extraktion,

e Entfernen des verbliebenen Ethers durch Erhitzen der Probe bei
70 °C fur 5 bis 7 Minuten,

e Ubertragen der Probe in neue Eppendorf Safe-Lock Tubes, Auf-
bewahrung bei -80 °C.

ELISA zur Untersuchung des cGMP-Spiegels

Fur den ELISA wurde das Cyclic GMP EIA Kit des Herstellers Cayman Chemi-
cal Company verwendet [101]. Zur Funktionsweise des Cyclic GMP EIA Kits
(Abb. 2.2):

Die Grundlage bildete eine Mikrotiterplatte, deren Kavitaten monoklonale IgG
(mouse anti-rabbit) enthielten [101]. Fur die Untersuchung wurden die Probe,
ein Tracer und ein cGMP-spezifischer Antikorper (rabbit) hinzugefigt [101]. Der
Tracer bestand aus dem Enzym Acetylcholinesterase, das an cGMP gebunden
war [101]. Der Tracer und das cGMP der Probe konkurrierten um den cGMP-
spezifischen Antikorper [101]. Der cGMP-spezifische Antikorper wurde von den
monoklonalen IgG der Mikrotiterplatte gebunden [101]. Je mehr cGMP in der
Probe enthalten war, desto weniger Tracer konnte an den cGMP-spezifischen
Antikorper binden [101]. War weniger Tracer an der Mikrotiterplatte gebunden,
fiel auch die durch den gebundenen Tracer und Ellmans Reagenz entstandene
Farbreaktion geringer aus [101]. Das Ellmans Reagenz war zusammengesetzt
aus Acetylthiocholin und 5,5 -Dithio-bis-(2-Nitrobenzoeséaure) [101]. Das Ace-
tylthiocholin wurde durch die Acetylcholinesterase hydrolysiert zu Thiocholin
[101]. Aus Thiocholin und 5,5 -Dithio-bis-(2-Nitrobenzoesé&ure) bildete sich
nicht-enzymatisch 5-Thio-2-Nitrobenzoeséure, die die Kavitat gelb farbte und

Licht bei einer Wellenlange von 412 nm absorbierte [101].
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Abb. 2.2: Schema zur Funktionsweise des Cyclic GMP EIA Kits.

Die Kavitaten waren mit monoklonalen IgG-Antikérpern beschichtet. Es wurden der Tracer,
cGMP-spezifische Antikérper und die Probe mit freiem cGMP hinzugegeben. Die ungebunde-
nen Antikdrper wurden durch einen Waschvorgang entfernt. Durch die Farbreaktion aus gebun-
denem Tracer und Ellmans Reagenz entstand eine Gelbféarbung der Kavitat. Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von Cayman Chemical ubernommen [101, 102].

Fir die Durchfuhrung des ELISA wurden folgende Vorbereitungen getroffen:
Puffer:

e EIA Pufferkonzentrat 1:10 verdinnt mit Ampuwa® Spullésung

e Waschpufferkonzentrat 1:400 verdinnt mit Ampuwa® Spullésung
Pipettier-Schema der Verdinnungsreihe aus dem cGMP-Standard:

Fur die Verdunnungsreihe wurde TCA (5 %) verwendet, da diese auch zur Vor-

bereitung der Proben eingesetzt wurde.
e cGMP-Standard geldstin 1 mL EIA Puffer

e 10 pL des cGMP-Standards in 990 pL TCA (Verdinnung 1:100)
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Tab. 2.1: Pipettier-Schema der Verdiinnungsreihe aus dem cGMP-Standard

Nummerdes |O 1 2 3 4 5 6
Standards

Verdinnung 1:25 | 1:25 | 1:.25 | 1:25 [ 1:25
Konzentration 3,0 1,2 0,48 |0,192 | 0,077 | 0,031
(pmol/mL)

Zusammen- 150 pL | 100 pL 90 pL | 90 pL | 90 pL | 90 pL | 90 pL

TCA TCA |TCA |TCA |TCA |TCA
setzung verdinnter
c-GMP + + + + +
Standard
60 pL | 60 pL | 60 pL | 60 pL | 60 pL
(1:100) ausl |aus?2 |aus 3 |aus4 | aus 5,
danach
60 pL
verworfen

Die Proben wurden fir den ELISA unverdinnt eingesetzt.
Acetylierung der Proben und cGMP-Standards:

e 70 puL Probe mit 14 yL Kaliumhydroxid (KOH) und 3,5 yuL Essigsaure

versetzt,
e Durchmischung mit Vortexgenie 2 fur ca. 15 Sekunden,
e Hinzufligen von 3,5 uL KOH.

Die Acetylierung wurde eingesetzt, um die Sensitivitdt des ELISA zu erhohen.
Mit der Acetylierung kbnnen auch cGMP-Konzentrationen kleiner als 1 pmol/mL

nachgewiesen werden [101].

Die fur den ELISA verwendete Mikrotiterplatte bestand aus 96 Kavitaten. Sie

enthielt Kavitaten
e gefullt mit den Proben,

e gefullt mit den cGMP-Standards,
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e flUr den Leerwert,

e fUr die Untersuchung der unspezifischen Bindungen des Tracers an die

Mikrotiterplatte,

e fUr die Untersuchung der maximalen Bindung des Tracers durch den

cGMP-spezifischen Antikorper ohne Anwesenheit einer Probe mit cGMP.

Gemals folgendem Pipettier-Schema wurde die Mikrotiterplatte gefulit:

Tab. 2.2: Pipettier-Schema der Mikrotiterplatte fir den ELISA
Puffer (uL) Probe/ Tracer (uL) Antikorper
- (uL)

Kavitat cGMP-

Standard

(uL)
Leerwert
Unspezifische | 100 50
Bindung
Maximale 50 50 50
Bindung
Probe/cGMP- 50 50 50
Standard

Im Anschluss wurde die Mikrotiterplatte flir 18 Stunden bei 4 °C inkubiert.

Nach dem Ablauf der Inkubationszeit wurden die Kavitdten entleert und die

Mikrotiterplatte 5 Mal mit 300 pL Waschpuffer gewaschen. Danach wurden

200 pL Ellmans Reagenz in jede Kavitat gefullt. Die Mikrotiterplatte wurde mit

einer Plastikfolie abgedeckt und in Dunkelheit auf dem Schuttler fur 1 Stunde

und 10 Minuten inkubiert.
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Die Mikrotiterplatte wurde bei einer Wellenlange von 405 nm mit dem Multiskan
FC Photometer abgelesen. Es wurde fir das Ablesen vorausgesetzt, dass die
Absorption in der Kavitat, in der die maximale Bindung des Tracers an den spe-
zifischen cGMP-Antikbrper gemessen wurde, zwischen 0,3 und 1,0 arbitrary
units (A.U.) lag [101].

Mithilfe der Skanlt 3.1 Software wurde die Standardkurve erstellt und die Kon-

zentration der Proben in ng/mL berechnet.
ELISA zur Untersuchung des cAMP-Spiegels

Es wurde das Cyclic AMP EIA Kit des Herstellers Cayman Chemical Company
verwendet [102]. Der ELISA ist analog aufgebaut wie das Cyclic GMP EIA Kit.
Es konkurrieren das cAMP der Probe und ein Tracer, bestehend aus cAMP ge-
bunden an das Enzym Acetylcholinesterase, um einen cAMP-spezifischen Anti-
korper [102].

Vorbereitungen fur den cAMP-ELISA:
Der EIA Puffer und der Waschpuffer wurden wie fir den cGMP-ELISA verdinnt.

Fur die Verdinnungsreihe wurde TCA (5 %) verwendet, da diese auch zur Vor-

bereitung der Proben eingesetzt wurde.
Pipettier-Schema der Verdunnungsreihe aus dem cAMP-Standard:
e CAMP-Standard gelostin 1 mL EIA Puffer,

e 8uL des cAMP-Standards in 292 uL TCA (Verdinnung 1:37), weiter
verwendet fur Erstellen des Standards 1.
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Tab. 2.3:  Pipettier-Schema der Verdiinnungsreihe aus dem cAMP-Standard

Nummer 0 1 2 3 4 5 6 7
des Stan-
dards
Verdinnung 1:20 1:25 | 1:25 [1:25 [ 1:25 [1:25 | 125
Konzentra- 10 4 1,6 0,64 | 0,256 |0,103 | 0,041
tion
(pmol/mL)
Zusammen- | 150 pL | 142,5pL |90 pL {90 pL | 90 pL | 90 pL | 90 pL | 90 pL
TCA TCA TCA |TCA |TCA |TCA |TCA |TCA
setzung
+ + + + + + +
7,5 uL 60 uL | 60 pL | 60 pL | 60 pL | 60 pL | 60 pL
ausl |aus?2 |aus3 |aus4 |aus5 | aus 6,
c-AMP da-
Standard nach
(1:37) 60 L
ver-
worfen

Die Proben wurden fir den ELISA unverdinnt eingesetzt.

Die Acetylierung, das Pipettier-Schema der Mikrotiterplatte, die Inkubationszei-

ten und die Messung der Mikrotiterplatte wurden wie beim Cyclic GMP EIA Kit

durchgefuhrt (vgl. ELISA zur Untersuchung des cGMP-Spiegels).

2.2.1.3

Technik

FACS - Untersuchung der Oberflachenex-
pression und der Fibrinogenbindung

Das Fluorescent activated cell sorting (FACS) besitzt eine Charakterisierungs-

und eine Sortierfunktion [91]:

Aus einer Zellsuspension kénnen einzelne Zellen auf ihre Eigenschaften hin

untersucht und geman derer sortiert werden [91].
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Die Zellsuspension wird zu Beginn in einen zellfreien Flussigkeitsstrom aufge-
nommen [103-105]. Durch Vibration werden die einzelnen Zellen innerhalb von
Tropfchen isoliert [104, 105]. Kurz bevor der Flussigkeitsstrom in Tropfchen
aufgeteilt wird, wird jede einzelne Zelle mit einem Laser bestrahlt [104, 105]. Es
wird die Vorwartsstreuung zur Bestimmung der Zellgro3e und die Seitwarts-
streuung zur Bestimmung der Granularitat der Zelle gemessen [104, 105]. Zu-
dem konnen Oberflachenproteine und intrazellulare Proteine Uber den Einsatz
fluoreszenzmarkierter Antikbrper bestimmt werden [105, 106]. Der Fluoreszenz-
farbstoff wird durch den Laserstrahl angeregt und emittiert ein Signal einer be-
stimmten Wellenléange [106]. Dieses Signal wird von einem Detektor registriert
[106]. Vor dem Detektor befindet sich ein Bandpassfilter, der flr einen Bereich
um diese Wellenlange durchlassig ist [106]. Das Registrieren von Wellenlangen
aulRerhalb dieses Bereichs soll durch den Bandpassfilter vermindert werden
[106].

Die in Tropfchen isolierten Zellen werden mit unterschiedlichen elektrischen
Ladungen versehen [103, 105]. Dadurch kénnen sie anhand der vorher be-
stimmten Eigenschaften in verschiedenen Sammelgefal3en sortiert werden
[103, 105].

Fir die Versuche dieser Dissertationsarbeit wurde ein FACSCalibur von Becton
Dickinson verwendet. Das FACS-Gerat besitzt einen 488 nm Argon-lonen-
Laser mit Detektoren fur Fluoreszenzsignale der Wellenlangen 530/30 nm,
585/42 nm und >670 nm [107]. Zuséatzlich enthalt es einen 633 nm Dioden-
Laser mit zugehdrigem Detektor fir Wellenlangen im Bereich von 661/16 nm
[107]. Zudem sind eine Diode zum Messen der Vorwartsstreuung und ein De-

tektor zum Messen der Seitwartsstreuung enthalten [107].

Fur die Datenerhebung und —analyse wurde die BD CellQuest Pro Software

verwendet.

55



2. Material und Methoden

Mit Hilfe der BD CellQuest™ Pro Software wurde die Thrombozytenpopulation
durch Gating (R1) fur die Analyse ausgewahlt. Unspezifische Signale und Zell-
detritus wurden durch Gating und den M-Gradienten von der Analyse ausge-
schlossen (Abb. 2.3) [108, 109]. Die Software ermittelte das mittlere Fluores-
zenzsignal fur die untersuchten fluoreszenzmarkierten Proteine, das flur die

Auswertung weiterverwendet wurde.
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Abb. 2.3: Darstellung eines Scattergramms erstellt mit der BD Cellquest™ Pro Soft-
ware

A. Gezeigt ist ein Dot Plot mit Angabe der Seitwartstreuung (SSC) zur Bestimmung der Zellgra-

nularitéat auf der x-Achse und der Vorwartsstreuung (FSC) zur Bestimmung der Zellgrof3e auf

der y-Achse. Mit dem Gate R1 kann die gesuchte Zellpopulation ausgewahlt werden.

B. Histogramm Plot mit Darstellung der Intensitat des Fluoreszenzsignals auf der x-Achse (FL1)
und Darstellung der gezahlten Ereignisse auf der y-Achse (Counts).

Probenvorbereitung fur die FACS-Analyse

Es wurden unstimulierte TKs und mit 5 nM DEA/NO stimulierte TK an den Ta-
gen 0, 2 und 5 untersucht. Ein Teil der unstimulierten Proben und ein Teil der
Proben mit DEA/NO wurde mit dem Thrombinrezeptor Aktivator Peptid 6
(TRAP-6) versetzt, um die Aktivierbarkeit der Thrombozyten zu untersuchen.
Der zweite Teil der Proben blieb im Vergleich zum ersten Teil ohne Zusatz von
TRAP-6.

Die Thrombozyten wurden auf die Expression folgender Glykoproteine und

Oberflachenrezeptoren analysiert:

e Expression der ADP-Rezeptoren P2X1, P2Y1 und P2Y12,;
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e Expression von P-Selektin (CD62P);
e Fibrinogenbindung mit Glykoprotein llib/llla-Rezeptorkomplex (CD41a).

Die Gewinnung der TKs und die Entnahme des Probenmaterials daraus erfolgte

wie unter 2.2.1 beschrieben.

Die Thrombozytensuspension aus zwei 4,9 mL S-Monovetten mit Citrat wurde

nach folgendem Pipettier-Schema weiter verarbeitet:
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Tab. 2.4:

Pipettier-Schema fiir die FACS-Analyse

la. Isotypkontrolle CD41a

17,5 L PBS + 12,5 uL TK

+ 3 uL anti-CD41a-APC iso-
typ

->15 Min. Raum-
temperatur (RT),
im Dunklen (nur
bei Isotypkontrol-
le fir Proben fur

1b. CD41a 17,5uL PBS + 12,5 uL TK ADP-Rezeptor-
, Messung)
+ 3 YL anti-CD41a-APC
—~>danach
15 Min., 37 °C, im
Dunklen
2. P2X1 25 uL PBS + 25 pL TK ->15 Min. RT, im
_ Dunklen
+ 6 pL anti-CD41a-APC
_ —>danach
+ 10 pL anti-P2X1 15 Min., 37 °C, im
Dunklen
3. P2Y1 25 uL PBS + 25 pL TK —>15 Min. RT, im
_ Dunklen
+ 6 pL anti-CD41a-APC
_ —>danach
+ 10 pL anti-P2Y1 15 Min., 37 °C, im
Dunklen
4. P2Y12 25 uL PBS + 25 uL TK —>15 Min. RT, im
. Dunklen
+ 6 YL anti-CD41a-APC
_ —>danach
+ 10 pL anti-P2Y12 15 Min., 37 °C, im
Dunklen
5. CD62P 30 uL PBS + 30 uL TK —>15 Min. RT, im

+ 6 pL anti-CD41a-APC
+ 10 pL anti-CD62P-FITC

Dunklen

6a. Isotypkontrolle

Fibrinogen

6b. Fibrinogen (Fg)

15 uL TK + 3 pL anti-CD41a-
APC

+ 15 pL anti-Fg-FITC isotyp

30 uL TK + 6 pL anti-CD41a-
APC + 30 pL anti-Fg-FITC

-215 Min. RT, im
Dunklen
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Die Proben 2 bis 5 und 6 b wurden auf zwei Safe-Lock Tubes aufgeteilt:
1) unstimuliert: 30 uL TK-Probe + 1 pL PBS -2 Minuten bei 37 °C

2) 10 uM TRAP-6: 30 pL TK-Probe + 1 pL TRAP-6 (0,3 mM) -2 Minuten
bei 37 °C (1:30 Verdinnung von TRAP-6)

3) Abstoppen der Reaktion mit 3 uL 10 %-igem Formaldehyd (final 1 %) fur

10 Minuten bei Raumtemperatur.
Im Anschluss daran wurden folgende Schritte durchlaufen:

Proben fir CD62P und Fibrinogen:

e Verdinnung der Proben fur CD62P und Fibrinogen mit 500 pL
PBS/BSA/GIlc-Ldsung; danach Aufbewahrung im Dunklen bei 4 °C

Proben fir ADP-Rezeptoren:

e Zentrifugieren der Proben fur ADP-Rezeptoren bei 21.380 g fur

2 Minuten bei Raumtemperatur; Uberstand verworfen;

e LOsen des Pellets in 60 pL PBS/BSA/Glc-Lésung (vgl. 2.1.3) versetzt mit
einem FITC-gekoppelten Sekundar-Antikorper (vgl. 2.1.5; 1:100 verdinnt
in PBS/BSA/Glc-Lésung), erkennt die an ADP-Rezeptoren gebundenen

Primar-Antikorper;
e Inkubation fir 30 Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur;
e Verdunnung der Proben mit 500 pL PBS/BSA/GIlc-Ldsung.

Der Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) hat sein Absorpti-
onsmaximum bei 495 nm und sein Emissionsmaximum bei 519 nm [106, 110].
Er wird durch den Argon-lonen-Laser mit einer Wellenlange von 488 nm ange-
regt [107, 110].

Der Fluoreszenzfarbstoff Allophycocyanin (APC) hat sein Absorptionsmaximum
bei 650 nm, sein Emissionsmaximum bei 660 nm und wird durch den Dioden-

Laser mit einer Wellenlange von 635 nm angeregt [106, 107, 110].
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2.2.2 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung wurde mit den Programmen MedCalc und Microsoft
Excel durchgefiihrt. Es wurde ein gepaarter, zweiseitiger T-Test durchgefihrt
und das Signifikanzniveau auf p < 0,05 festgelegt. Es wurde ein gepaarter T-
Test durchgefuhrt, da die gleiche Stichprobe zu verschiedenen Zeitpunkten un-
tersucht wurde [111]. Es wurde ein zweiseitiger T-Test ausgewahlt, da eine
Veranderung der Werte sowohl in Form einer Zunahme als auch einer Abnah-
me zu erwarten war [111]. Die Normalverteilung der Werte wurde mit dem
Shapiro-Francia-Test geprift. Aus den Einzelergebnissen der Untersuchungen
wurde der Mittelwert gebildet, sowie die Standardabweichung und der Stan-

dardfehler berechnet.
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3. Ergebnisse

Wahrend der Lagerung von TKs kommt es zu Funktionseinbuf3en von Throm-
bozyten, der storage lesion. In dieser Dissertationsarbeit wurde der Einfluss des
NO-Donors DEA/NO auf die storage lesion von Thrombozyten untersucht. Die-
ser NO-Donor wurde wegen seiner kurzen, submaximal hemmenden Wirkung
auf die Thrombozyten ausgewahlt. Die Effekte des NO-Donors auf inhibierende

und aktivierende Systeme der Thrombozyten werden im Folgenden dargestellt.

3.1 Wirkung von DEA/NO auf die VASP-
Phosphorylierung in gelagerten Thrombozyten

Im ersten Schritt wurden die inhibitorischen Signalwege in den mit DEA/NO-
inkubierten Thrombozyten wahrend der Lagerungszeit von 5 Tagen anhand der
VASP-Phosphorylierung an Ser'>” und an Ser?® analysiert (Abb. 3.1).

>
ve)

3 - 3 -

N
1
'
—

(AU)

Phospho-VASP Ser'%7/
(AU)
Phospho-VASP Ser?3°

o

Tag0 Tag2 Tagbh Tag0 Tag2 Tagb

Abb. 3.1: VASP-Phosphorylierung an Ser'®” (A) und Ser?*® (B) wahrend der Lagerung
Die Thrombozyten wurden aus mit 5 nM DEA/NO-inkubierten TKs an den Tagen 0, 2 und 5
entnommen. Die gewaschenen und lysierten Thrombozyten (3 x 108/mL) wurden im Gel aufge-
trennt und mittels Western Blot analysiert. Der Nachweis erfolgte mit einem Antikdrper gegen
phosphoryliertes VASP an Ser®s” und an Ser?®*. Die Banden wurden mit dem Programm Image
J quantifiziert und gegen Aktin normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM in arbitraren
Einheiten (AU); n=6; *p-Wert < 0,05: stat. signifikant.
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Am Tag O lag die VASP-Phosphorylierung an der Phosphorylierungsstelle
Ser!®” bei 0,80 + 0,15 AU (Abb. 3.1 A). Vom Tag 0 auf Tag 2 stieg sie tendenzi-
ell um 19 % auf 0,95 + 0,22 AU (p=0,14). Vom Tag 2 auf Tag 5 wurde ein weite-
rer, tendenzieller Anstieg um 13 % auf 1,08 + 0,23 AU beobachtet (p=0,05).
Insgesamt zeigte sich eine tendenzielle Erhéhung vom Tag O auf Tag5 um
35 % (p=0,05).

Am Tag O lag die VASP-Phosphorylierung an der Phosphorylierungsstelle
Ser?® bei 1,63 + 0,62 AU (Abb. 3.1 B). Vom Tag 0 auf Tag 2 fiel die VASP-
Phosphorylierung tendenziell um 27 % (p=0,23). Sie lag am Tag 2 bei
1,20 + 0,31 AU. Vom Tag 2 auf Tag 5 wurde ein signifikanter Anstieg um 52 %
auf 1,82 £ 0,42 AU beobachtet (p=0,01). Im gesamten Verlauf der Lagerung
vom Tag 0 auf Tag 5 zeigte sich ein tendenzieller, nicht signifikanter Anstieg um
12 % (p=0,48).

3.2 Einfluss der Inkubation mit DEA/NO auf zyklische
Nukleotidspiegel in gelagerten Thrombozyten

Zusatzlich zur VASP-Phosphorylierung wurden die zyklischen Nukleotidspiegel,
wichtige Second-Messenger der inhibitorischen Signalwege, wéhrend der funf-
tagigen Lagerung der DEA/NO-inkubierten Thrombozyten gemessen (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2:  Zyklische Nukleotidspiegel wéhrend der Lagerung

3 x 108 Thrombozyten pro mL wurden aus mit 5 nM DEA/NO-inkubierten TKs an den Ta-
gen 0, 2 und 5 entnommen. Die gewaschenen Thrombozyten wurden lysiert und mittels ELISA
wurden die zyklischen Nukleotidspiegel bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM relativ
bezogen auf den Tag 0; n=6; *p-Wert < 0,05: stat. signifikant.
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Im Vergleich zu Tag0 war am Tag 2 der Lagerung der cGMP-Spiegel mit
1,00 £ 0,15 bzw. 0,96 £ 0,16 nahezu unveréandert (Abb. 3.2 A).

Vom Tag 2 auf Tag 5 der Lagerung zeigte sich ein signifikanter Anstieg des
cGMP-Spiegels um 54 % auf 1,47 + 0,10 (p=0,03).

Im Vergleich von Tag 0 zu Tag 5 stieg der cGMP-Spiegel um insgesamt 47 %
(p=0,07). Damit wird das festgelegte Signifikanzniveau von p<0,05 gerade
Uberschritten. Urséchlich dafir ist eine Probe, die entgegen dem Trend im Ver-

lauf der Lagerung eine Abnahme des cGMP-Spiegels zeigte.

Im Gegensatz dazu anderte sich der cAMP-Spiegel wahrend der Lagerung
nicht (Abb. 3.2 B). Die Werte lagen ausgehend von 1,00 + 0,18 am Tag O bei
0,95+ 0,17 am Tag 2 und bei 1,20 + 0,22 am Tag 5.

3.3 PDE5SA-Gehalt nach Inkubation mit DEA/NO

Als wesentliches Enzym, das den cGMP-Spiegel in Thrombozyten reguliert,
wurde der Gehalt an PDESA in mit DEA/NO-inkubierten Thrombozyten wahrend
der 5-tagigen Lagerungsdauer gemessen (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: PDE5A-Gehalt wahrend der Lagerung

Die Thrombozyten wurden aus mit 5 nM DEA/NO-inkubierten TKs an den Tagen 0, 2 und 5
entnommen. Die gewaschenen und lysierten Thrombozyten (3 x 108/mL) wurden im Gel aufge-
trennt und mittels Western Blot analysiert. Der Nachweis erfolgte mit einem Antikérper gegen
PDESA. Die Banden wurden mit dem Programm Image J quantifiziert und gegen Aktin normali-
siert. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM; n=6; *p-Wert < 0,05: stat. signifikant.
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3. Ergebnisse

Es konnte dabei keine signifikante Anderung des Gehalts an PDESA (iber
5 Tage der Lagerung festgestellt werden (p=0,17).

Am Tag 0 betrug der Gehalt des Enzyms 0,48 £ 0,06 AU, am Tag 2 wurden
0,60 + 0,10 AU gemessen, am Tag 5 0,62 + 0,14 AU.

3.4 Veranderungen der Oberflachenexpression von
CD62P nach DEA/NO-Inkubation

Im Anschluss an die inhibitorischen Signalwege wurde die CD62P-
Oberflachenexpression als Marker der Aktivierbarkeit bzw. der Praaktivierung
wahrend der funftadgigen Lagerung von Thrombozyten ohne und mit Inkubation
mit DEA/NO untersucht.

Hierfir wurde an den Tagen O, 2 und 5 die CD62P-Expression ohne und mit
Stimulation durch 10 uM TRAP-6 an nicht-inkubierten und DEA/NO-inkubierten

Thrombozyten durchflusszytometrisch gemessen (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Expression von CD62P auf der Thrombozyten-Oberflache

Die Thrombozyten wurden aus nicht-inkubierten TKs und aus mit 5 nM DEA/NO-inkubierten
TKs an den Tagen 0, 2 und 5 entnommen. Jeweils ein Teil der nicht-inkubierten Thrombozyten
und der mit DEA/NO-inkubierten Thrombozyten wurde mit 10 uM TRAP-6 stimuliert (schraffierte
Saulen). Gezeigt ist die mittlere Fluoreszenzintensitat der Oberflachenexpression von CD62P.
Angegeben sind die Mittelwerte + SEM; n=5; *p-Wert < 0,05: stat. signifikant.
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Bei Thrombozyten aus nicht-DEA/NO-inkubierten TKs stieg die basale CD62P-
Expression signifikant um 40 % vom Tag 0 auf Tag 2 an (20,49 + 2,8 MFI auf
28,8 £1,12 MFI, p=0,02) und um 20 % auf 33,3 £ 1,31 MFI vom Tag 2 auf
Tag 5 (p=0,001). Vom Tag 0 auf Tag 5 stieg die Oberflachenexpression insge-
samt signifikant um 62 % an (p=0,01). Unter der Stimulation mit 10 uM TRAP-6
zeigte sich eine deutliche Erhéhung der CD62P-Expression um das 5,9-fache
auf 120,1 £ 7,3 MFI am Tag 0, um das 4,7-fache auf 135,1 + 3,2 MFl am Tag 2
und um das 3,9-fache auf 129,0 £ 1,6 MFI (jeweils p<0,0003) am Tag 5. Die
Stimulierbarkeit durch TRAP-6 blieb im Verlauf der 5-tdgigen Lagerung unver-

andert.

Ein a&hnliches Bild zeigte sich bei Thrombozyten aus DEA/NO-inkubierten TKs.
Die basale CD62P-Expression stieg signifikant um 75 % vom Tag 0 auf Tag 2
an (16,2+0,5MFI auf 28,4+19MFI, p=0,002) und um 16% auf
33,0+ 1,6 MFI vom Tag 2 auf Tag5 (p=0,01). Insgesamt stieg die basale
CD62P-Expression um das 2-fache vom Tag 0 auf Tag 5 (p=0,0004). Unter
Stimulation mit 10 uM TRAP-6 zeigte sich wiederum eine deutliche Erhéhung
der CD62P-Expression um das 7,1-fache auf 115,9 + 2,9 MFI am Tag O bzw.
um das 4,7-fache auf 134,5+5,7 MFI am Tag 2 bzw. um das 3,6-fache auf
118,8 £ 2,6 MFI am Tag 5 (jeweils p< 0,00002). Im Verlauf der 5-tdgigen Lage-
rung war die Stimulierbarkeit durch TRAP-6 am Tag 2 um 16 % hdher als am
Tag 0 und am Tag 5 um 12 % geringer als am Tag 2 (jeweils p=0,02). Beim
Vergleich von Tag 0 und Tag 5 zeigte sich dabei kein Unterschied.

Beim Vergleich der DEA/NO-inkubierten und nicht-inkubierten Thrombozyten
ergaben sich in der basalen CD62P-Expression an den Tagen 0,2 und 5 je-
weils keine wesentlichen Unterschiede. Dies trifft auch fir TRAP-stimulierte
Thrombozyten an den Tagen Ound 2 zu. Nur am Tag 5 ergab sich fur die
DEA/NO-inkubierten Thrombozyten eine minimal verringerte CDG62P-
Expression nach TRAP-Stimulation um 8 % (p=0,004).
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3. Ergebnisse

3.5 Auswirkungen von DEA/NO auf die Bindung von
Fibrinogen

Die Binde- und Vernetzungsfahigkeit von Thrombozyten mittels Bindung von

Fibrinogen an den Glykoprotein-llb/llla-Rezeptorkomplex (CD41a) im Rahmen

ihrer Aktivierung wurde tber 5 Tage der Lagerung untersucht. Zuséatzlich wurde

die Aktivierbarkeit der nicht-DEA/NO-inkubierten und der DEA/NO-inkubierten

Thrombozyten ohne und mit 10 uM TRAP-6-Stimulation Uberprift (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Fibrinogenbindung bei nicht-inkubierten und mit DEA/NO-inkubierten
Thrombozyten

Die Thrombozyten wurden aus nicht-inkubierten TKs und aus mit 5 nM DEA/NO-inkubierten
TKs an den Tagen 0, 2 und 5 entnommen. Jeweils ein Teil der nicht-inkubierten Thrombozyten
und der mit DEA/NO-inkubierten Thrombozyten wurde mit 10 uM TRAP-6 stimuliert (schraffierte
S4ulen). Die Fibrinogenbindung wurde mittels FACS untersucht und ist als Anderung im Ver-
gleich zur unstimulierten Probe am Tag 0 angegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM rela-
tiv bezogen auf den Tag 0 ohne DEA/NO, ohne TRAP-6; n=5; *p-Wert < 0,05: stat. signifikant.

In nicht DEA/NO-inkubierten Thrombozyten blieb die basale Fibrinogenbindung
wéahrend der 5-tdgigen Lagerung weitgehend unverandert mit Werten von
1,00 £ 0,28 am Tag 0, 0,56 + 0,04 am Tag 2 und 0,59 + 0,03 am Tag 5. Unter
Stimulation mit 10 uM TRAP zeigte sich jeweils ein deutlicher Anstieg der Fibri-
nogenbindung um das 3,8-fache auf 3,82 + 0,43 am Tag 0, um das 6,3-fache
auf 3,52 + 0,21 am Tag 2 und um das 5,6-fache auf 3,33 + 0,27 am Tag 5 (je-
weils p<0,0001).
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Ein ahnlicher Verlauf ergab sich bei Thrombozyten aus DEA/NO-inkubierten
TKs. Die basalen Werte lagen bei 0,71 + 0,10 am Tag 0, bei 0,55 + 0,05 am
Tag 2 und bei 0,59 £ 0,04 am Tag 5. Unter der Stimulation mit 10 uM TRAP
kam es wiederum zu einer deutlichen Erhéhung der Fibrinogenbindung um das
4,8-fache auf 3,40 + 0,25 am Tag 0, um das 6,3-fache auf 3,45 + 0,23 am Tag 2
und um das 5,4-fache auf 3,17 £ 0,15 am Tag 5 (jeweils <0,0002).

Beim Vergleich der DEA/NO-inkubierten und nicht-inkubierten Thrombozyten
waren keine Unterschiede in der basalen Fibrinogenbindung oder in der TRAP-

6-stimulierten Fibrinogenbindung erkennbar.

3.6 Auswirkungen der DEA/NO-Inkubation auf die
Oberflachenexpression von ADP-Rezeptoren

Neben den inhibitorischen Signalwegen und der Aktivierbarkeit wurde auch der
Einfluss der DEA/NO-Inkubation auf die basale und TRAP-stimulierte Oberfla-
chenexpression der ADP-Rezeptoren P2Y1, P2Y12 und P2X1 untersucht (Abb.
3.6).

67



3. Ergebnisse

A - * - [] ohne TRAP-6
c 300 9. " ' % '_*_,* ' it TRAP-6
o ) *® X 7 mi -
g 250 1 =, %

$=200 1 /i L ] A

oL 150 { | ]

W — b2

o 1004 | ?

2 %) Ff? F/

Tag0 Tag2 Tag5Tag0 Tag2 Tag5

B DEA/NO DEA/NO DEA/NO
150 - | P .
E | . — % . [] ohne TRAP-6
@ — . _*"—"—*' 7] mit TRAP-6
2 100 | 2 L
i = 5 N
N /, 7 Z
T 504 o | =
o™ ? 7 7
o 7 7
0 /’ r,ﬁ .
Tag0 Tag2 Tag5Tag0 Tag2 Tag 5
c DEA/NO DEA/NO DEA/NO
350 7, — [ ohne TRAP-6
e 300 4 = —
o] P mlt TRAP-6
w250 { @ L
8 — 7 —x = —
5.z 200 1 e
a5 = 150 - % .
. -
ﬁ 100 - / //; .
o 50 - | -
] 7 7
0 1 1 1

Tag 0 Tag 2 Tag 5 Tag 0 Tag 2 Tag 5
DEA/NO DEA/NO DEA/NO

Abb. 3.6: Expression von ADP-Rezeptoren auf der Thrombozyten-Oberflache

Die Thrombozyten wurden aus nicht-inkubierten TKs und aus mit 5 nM DEA/NO-inkubierten
TKs an den Tagen 0, 2 und 5 entnommen. Jeweils ein Teil der nicht-inkubierten Thrombozyten
und der mit DEA/NO-inkubierten Thrombozyten wurde mit 10 uM TRAP-6 stimuliert (schraffierte
Saulen). Gezeigt ist die mittlere Fluoreszenzintensitat der Oberflachenexpression der ADP-
Rezeptoren P2Y1 (A), P2Y12 (B) und P2X1 (C). Angegeben sind die Mittelwerte + SEM; n=5;
*p-Wert < 0,05: stat. signifikant.
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3.6.1 Oberflachenexpression des ADP-Rezeptors P2Y1

Wahrend der 5-tagigen Lagerung fiel die basale P2Y1-Expression tendenziell
von 79,1 £ 7,3 MFl am Tag 0 auf 71,5 + 3,6 MFI am Tag 2 und blieb am Tag 5
mit 71,6 £ 3,8 MFI stabil (Abb. 3.6.A). Insgesamt wurde ein Abfall von 10 % be-
obachtet (p=0,02). Unter der Stimulation mit 10 uM TRAP-6 erhohte sich die
P2Y1-Expression 2,6-fach auf 204,1+19,0 MFI am TagO, 2,1-fach auf
147,2 £ 8,6 MFl am Tag 2 und um 75 % auf 125,2 + 11,1 MFI am Tag 5 (jeweils
p<0,002). Uber die 5-tagige Lagerungszeit fiel die Expression nach Stimulation
um 28 % vom Tag O auf Tag 2 (p=0,02) und um 15 % vom Tag 2 auf Tag 5
(p=0,04). Insgesamt wurde ein Abfall um 39 % vom Tag 0 auf Tag 5 festgestellt
(p=0,01).

Ein ahnliches Bild verzeichnete sich bei DEA/NO-inkubierten TKs. Die Werte
fielen tendenziell von 80,6 + 6,9 MFI am Tag 0 auf 77,6 + 3,4 MFl am Tag 2 und
auf 69,7 +58 MFI am Tag 5. Insgesamt zeigte sich ein Abfall von 14 %
(p=0,04). Unter der Stimulation mit 10 uM TRAP kam es ebenfalls zu einer Er-
héhung der Oberflachenexpression und zwar 2,9-fach auf 236,8 + 19,2 MFI am
Tag 0, 2,1-fach auf 163,6 £ 15, MFI am Tag 2 und 2-fach auf 140,1 + 12,3 MFI
am Tag 5 (jeweils p<0,006). Uber die Dauer der 5-tdgigen Lagerung zeigte sich
eine zunehmend verringerte Stimulierbarkeit der P2Y1-Expression um 31 %
vom Tag 0 auf Tag 2 (p=0,03), tendenziell um 14 % vom Tag 2 auf Tag 5
(p=0,18) und um insgesamt 41 % vom Tag 0 auf Tag 5 (p=0,004).

Beim Vergleich der DEA/NO-inkubierten und nicht-inkubierten TKs waren keine
Unterschiede in der basalen Oberflachenexpression von P2Y1 feststellbar. Un-
ter TRAP-Stimulation war die P2Y1-Expression bei DEA/NO-inkubierten TKs
signifikant gréRer, um 16 % am Tag 0 (p=0,04) und um 12 % an Tag 5 (p=0,04).

Am Tag 2 war sie nur tendenziell gro3er (p=0,17).
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3.6.2 Oberflachenexpression des ADP-Rezeptors P2Y12

In nicht DEA/NO-inkubierten Thrombozyten blieb die basale Oberflachenex-
pression von P2Y12 wahrend der 5-tdgigen Lagerung unverandert mit Werten
von 37,8 £ 3,8 MFl am Tag 0, 40,9 + 1,7 MFI am Tag 2 und 40,1 + 1,2 MFI am
Tag 5 (Abb. 3.6.B). Unter der Stimulation mit 10 pM TRAP-6 zeigte sich jeweils
ein deutlicher Anstieg um das 2,3-fache auf 86,6 + 1,9 MFI am Tag 0, um 83 %
auf 74,7 + 4,2 MFI am Tag 2 und um 68 % auf 67,5 + 3,5 MFI am Tag 5 (jeweils
p<0,001). Hierbei wurde eine Abnahme der Stimulierbarkeit vom Tag O auf
Tag 2 um 14 % (p=0,02) und tendenziell vom Tag 2 auf Tag 5 um 10 % festge-
stellt (p= 0,13). Insgesamt nahm die Stimulierbarkeit im Verlauf um 22 % vom
Tag 0 auf Tag 5 signifikant ab (p=0,002).

Bei DEA/NO-inkubierten Thrombozyten ergab sich ein anderes Bild fur die ba-
sale Oberflachenexpression. Sie stieg vom Tag O mit 36,1 + 1,1 MFI auf Tag 2
mit 44,7 £ 2,1 MFI um 24 % an (p=0,005). Danach fiel sie tendenziell wieder ab,
sodass der Gesamtanstieg vom Tag 0 auf Tag 5 mit 42,7 £ 1,1 MFI bei 18 %
lag (p=0,0002). Ein &hnlicher Verlauf wie bei nicht-inkubierten Thrombozyten
wurde unter der Stimulation mit 10 uM TRAP beobachtet mit einem deutlichen
Anstieg der Oberflachenexpression um das 2,7-fache auf 96,9 + 3,5 MFI am
Tag 0, um 83 % auf 81,6 + 3,3 MFI am Tag 2 und um 69 % auf 72,3 + 3,2 MFI
am Tag 5 (jeweils p<0,0002). Wiederum nahm die Stimulierbarkeit Gber die 5-
tagige Lagerung ab und zwar um 16 % vom Tag 0 auf Tag 2 (p=0,02), tenden-
ziell um 11 % vom Tag 2 auf Tag 5 (p=0,16), signifikant um 25 % vom Tag 0 auf
Tag 5 (p=0,009).

Beim Vergleich der DEA/NO-inkubierten mit nicht-inkubierten TKs waren Unter-
schiede in der basalen P2Y12-Expression lediglich am Tag 2 mit héheren Wer-
ten bei DEA/NO-inkubierten TKs erkennbar (p=0,03).

Nach TRAP-Stimulation war die Oberflachenexpression bei DEA/NO-
inkubierten TKs am Tag 0 um 12 % (p=0,03) und tendenziell am Tag 2 um 9 %
und am Tag5 um 7 % (fur Tag2 und Tag 5 p=0,07) hoher als bei nicht-
inkubierten TKs.
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3.6.3 Oberflachenexpression des ADP-Rezeptors P2X1

In nicht DEA/NO-inkubierten TKs fiel die basale P2X1-Expression tendenziell
um 9 % von 96,1 + 8,2 MFI am Tag 0 auf 87,2 + 3,2 MFI am Tag 2 (p=0,31)
(Abb. 3.6.C). Ein weiterer tendenzieller Abfall um 14 % erfolgte vom Tag 2 auf
Tag 5 auf 74,9 £ 4,4 MFI (p=0,25). Insgesamt wurde ein Abfall von 22 % vom
Tag 0 auf Tag 5 festgestellt (p=0,04). Unter der Stimulation mit 10 uM TRAP-6
wurde ein deutlicher Anstieg um das 2,7-fache auf 256,2 + 27,0 MFI am Tag 0,
um 97 % auf 171,9 £ 14,1 MFl am Tag 2 und um 99 % auf 149,0 £ 11,4 MFI am
Tag 5 beobachtet (jeweils p<0,005). Dabei fiel die Stimulierbarkeit zuerst ten-
denziell um 33 % vom Tag 0 auf Tag 2 (p=0,07) und um 13 % vom Tag 2 auf
Tag 5 (p=0,25) ab; insgesamt schlie3lich signifikant um 42 % vom Tag O auf
Tag 5 (p=0,01).

Bei Thrombozyten aus DEA/NO-inkubierten TK lagen die basalen P2X1-Werte
nahezu unverandert bei 90,9 £ 9,3 MFI am Tag O, bei 89,0 £ 3,2 MFI am Tag 2
und bei 79,9 = 3,8 MFI am Tag 5. Unter der Stimulation mit 10 uM TRAP kam
es zu einer deutlichen Erhéhung der P2X1-Expression um das 3,1-fache auf
281,3 + 32,3 MFI am Tag 0, um das 2,1-fache auf 183,6 + 10,4 MFI am Tag 2
und um 90 % auf 152,0 + 8,7 MFI am Tag 5 (jeweils p<0,001). Die Stimulierbar-
keit fiel ebenfalls tendenziell um 35 % vom Tag 0 auf Tag 2 (p=0,07) ab, um
17 % vom Tag 2 auf Tag 5 (p=0,13) und insgesamt signifikant um 46 % vom
Tag 0 auf Tag 5 (p=0,01).

Beim Vergleich der DEA/NO-inkubierten und nicht—inkubierten TK waren keine

Unterschiede der basalen und der stimulierten P2X1-Expression feststellbar.
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4. Diskussion

Wahrend der Lagerung von TKs kommt es zur Entwicklung von morphologi-
schen, funktionellen und hadmostatischen Defiziten, einem Prozess, der als sto-
rage lesion bezeichnet wird [1]. Verschiedene Anséatze wurden in der Vergan-
genheit verfolgt, um nachteilige ex-vivo-Effekte im Rahmen der TK-Herstellung
und -lagerung zu verringern. Neben der Weiterentwicklung von Praparations-
techniken, von Beutelmaterialien und der Optimierung der Lagerungsumgebung
wurde auch darauf abgezielt, das Lagerungsmilieu mit Hilfe von additiven Zu-

satzen gunstig zu beeinflussen [112].

Fur diese Dissertationsarbeit wurde untersucht, welche Auswirkungen durch die
Zugabe des kurzlebigen, reversibel wirksamen NO-Donors DEA/NO direkt nach
der Herstellung von Apherese-TKs auf verschiedene funktionelle Systeme her-
vorgerufen werden. Es wurden dafir die Effekte von DEA/NO auf die inhibitori-
schen Signalwege, den Aktivierungszustand sowie die Expression und Mobili-
sation von purinergen Rezeptoren analysiert. Durch die passagere Hemmung
der Thrombozyten durch den NO-Donor kann vermutet werden, dass praaktivie-
rende Einflisse, die im Rahmen der TK-Apherese und TK-Herstellung auftreten
und mdoglicherweise Prozesse der storage lesion in Gang setzen, vermindert
werden. Zudem ware flr die Lagerungszeit und im Fall einer in vivo-Applikation

des TK keine Fortwirkung der Hemmung anzunehmen.

Die Substanz DEA/NO setzt als NO-Donor spontan NO frei [63, 77]. Sie zeigt
eine zeit- und dosis-abhéngige, reversible Wirkung mit einer Halbwertszeit von
2 Minuten bei 37 °C und physiologischem pH von 7,4 [63, 84, 85]. Auf der
Grundlage von Vorarbeiten (hier in dieser Arbeit nicht dargestellt) und anhand
von Vorpublikationen ist davon auszugehen, dass 15 Minuten nach der Inkuba-
tion der Thrombozyten mit DEA/NO - als Zeitpunkt der ersten Probenentnahme
am Tag O - keine NO-Freisetzung mehr stattgefunden hat [85] und NO-
vermittelte Effekte abgeklungen waren [84]. Daher ist von einer reversiblen,
passageren Wirkung von DEA/NO auszugehen, die vor allem die postulierte,
durch Apherese-bedingte Praaktivierung der Thrombozyten abschwéachen soll-

te.
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Eingesetzt wurde eine niedrige, submaximale Konzentration von 5 nM DEA/NO.
Dadurch sollte sichergestellt werden, dass nur Effekte auf den cGMP-
abhangigen Signalweg in Thrombozyten untersucht werden. Effekte auf cGMP-
unabhangige Signalwege in Thrombozyten werden erst ab Konzentrationen von
40 nM DEA/NO erreicht [77].

4.1 Die Veranderungen der inhibitorischen Signalwe-
ge sind unter Einfluss von DEA/NO verzdgert.

Zunachst wurde der Einfluss von DEA/NO auf die inhibitorischen Signalwege
wahrend der 5-tagigen Lagerung von Apherese-TKs analysiert. In friiheren Un-
tersuchungen hatte sich gezeigt, dass bei Lagerung unter standardisierten Blut-
bankbedingungen (Lagerung bei 22 °C unter Agitation in Gas-permeablen Beu-
teln) die inhibitorischen Signalwege von der storage lesion betroffen sind [10].
Die VASP-Phosphorylierung nahm dabei an der Phosphorylierungsstelle Ser?3°
vom Tag 0 bis Tag 2 der Lagerung um 87 %, bis zum Tag 5 um das 5-fache zu
[10]. An der zweiten VASP-Phosphorylierungsstelle Ser'>’ zeigte sich, wenn-
gleich schwéacher ausgepragt, die gleiche Tendenz wie bei Ser?3® mit einem An-
stieg von 15 % bis zum Tag 2 bzw. um 74 % bis zum Tag 5 [10].

Nach initialer Inkubation mit DEA/NO war das Ausmall der VASP-
Phosphorylierungszunahme wahrend der Thrombozytenlagerung dagegen
deutlich reduziert. Bei Ser?®® war bis zum Tag 2 eine tendenzielle Abnahme und
bis zum Tag 5 eine Verstarkung von lediglich 12 % nachweisbar. Bei Ser>” war
der Phosphorylierungsanstieg bis zum Tag 2 etwas starker ausgepragt, nach
der gesamten Lagerungsdauer von 5 Tagen mit 35 % aber ebenfalls schwacher
als in den routinemafig hergestellten Apherese-TKs. Insgesamt ergab sich ein
geringerer Anstieg der VASP-Phosphorylierung an den Phosphorylierungsstel-
len Ser?3? und Ser'” nach DEA/NO-Inkubation.
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Da die VASP-Phosphorylierung von der Aktivitdt zyklischer Nukleotid-
abhangiger Proteinkinasen beeinflusst wird [10, 29, 31], wurden die cGMP- und
CAMP-Spiegel im Lagerungsverlauf gemessen. Die Akkumulation von cGMP bis
zum Tag 5 um 47 % nach DEA/NO-Inkubation war dabei vergleichbar mit der

Zunahme von 56 % bei Thrombozyten aus unmodifizierten Apherese-TKs [10].

Der cAMP-Spiegel blieb bei beiden TK-Praparationen Uber den Zeitraum der

Lagerung jeweils stabil [10].

Der Antigengehalt und die Aktivitat der PDE5SA als cGMP-degradierendes En-
zym nahm bei nicht-inkubierten TKs bis zum Tag 5 um 40 % bzw. um 23 % ab
[10]. Im Gegensatz dazu konnten bei den DEA/NO-inkubierten Thrombozyten
keine Veranderungen des PDE5A-Gehalts verzeichnet werden. Zwar war aktu-
ell aufgrund der fehlenden Verflugbarkeit der Reagenzien eine Aktivitatsmes-
sung nicht durchfuhrbar, jedoch waren in friheren Untersuchungen die Ergeb-
nisse fur den Antigengehalt und die Aktivitdt der PDESA weitgehend korrelie-
rend [10].

In der Zusammenschau der Ergebnisse konnte die Inkubation von frisch préapa-
rierten TKs mit dem NO-Donor DEA/NO eine Aktivierung des cGMP-
abhangigen Signalweges mit cGMP-Akkumulation nicht verhindern. Offensicht-
lich bewirkt der NO-Donor aber eine Verzdgerung der Veranderungen: Es zeig-
te sich nach 5 Lagerungstagen im Vergleich zu routineméalfig hergestellten TKs
ein noch stabiler PDE5A-Gehalt mit noch verminderter VASP-Phosphorylierung,
insbesondere an der von der PKG-préferierten Phosphorylierungsstelle Ser?3
[31]. Analysen Uber den Tag 5 der Lagerung hinaus kdnnten dazu weitere Auf-
schliisse geben. Generell von Bedeutung ware zudem die Untersuchung der
DEA/NO-vermittelten Effekte auf proteinabbauende Mechanismen in ex-vivo
gelagerten Thrombozyten, z. B. von Effekten auf die Proteasomaktivitdt oder
auf die Polyubiquitinierung, die vom Aktivitatszustand der Thrombozyten beein-
flusst werden [113-115], und den Abbau der PDESA steuern kénnten.
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4.2 Der Praaktivierungsgrad und die Aktivierbarkeit
der Thrombozyten wéhrend der Lagerung werden
durch den Einfluss von DEA/NO kaum verandert.

Neben den inhibitorischen Signalwegen wurden der Préaktivierungsgrad und
die Aktivierbarkeit der Thrombozyten nach DEA/NO-Inkubation wahrend der 5-

tagigen Lagerung uberprift.

In friheren Studien wurde eine Zunahme der P-Selektin-Expression wéahrend
der TK-Lagerung mehrfach nachgewiesen und war abhangig von der Praparati-
onstechnik [116, 117]. In den Experimenten bestatigte sich der Anstieg der ba-
salen P-Selektin-Expression, wahrend die Stimulierbarkeit mit TRAP-6 tber die
5-tagige Lagerung konstant blieb, sodass die Funktionsfahigkeit der Throm-
bozyten durch die DEA/NO-Inkubation offensichtlich nicht beeintrachtigt wurde:
Nach der Inkubation mit DEA/NO zeigte sich eine ahnliche Entwicklung wie bei
unbehandelten TKs mit Ausnahme einer fraglich relevanten, minimal verringer-

ten Aktivierbarkeit durch TRAP-6 am Tag 5 der Lagerung.

Die basale Fibrinogenbindung als weiterer Praaktivierungsmarker blieb dage-
gen sowohl bei unbehandelten, als auch bei DEA/NO-inkubierten Thrombozy-
ten wahrend der Lagerungsdauer konstant, was maoglicherweise in der geringe-
ren Sensitivitat der Fibrinogenbindung gegeniber praaktivierenden Einflissen
im Vergleich zu P-Selektin begrindet liegt. Ein analoges Bild ergab sich bei der
TRAP-stimulierten Fibrinogenbindung mit vergleichbaren Werten fur regular
hergestellte TKs und mit DEA/NO-behandelte TKs. Die in friiheren Studien ge-
zeigte abnehmende TRAP-stimulierte Fibrinogenbindung am Tag 2 um 14 %
und am Tag 5 um 23 % [10] ist am ehesten dadurch zu erklaren, dass in den
hier durchgefuhrten Experimenten mit 10 uM TRAP-6 eine hdhere Induktorkon-

zentration verwendet wurde als in der Vorarbeit mit 5 uM TRAP-6.
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Insgesamt wird demzufolge durch die passagere Inhibition der Thrombozyten
durch den NO-Donor in der gewahlten Konzentration in der friihen Phase nach
TK-Herstellung der Prozess der Praaktivierung - bestimmt anhand der P-
Selektin-Expression - wahrend der Lagerungsphase nicht messbar unterdrtickt.
Das Ausmald der Praaktivierung ist jedoch auch in den regular hergestellten
TKs generell nur sehr schwach ausgepragt. Ein langfristiger Funktionsverlust
der Thrombozyten war durch die DEA/NO-Inkubation nicht nachweisbar, so
dass der NO-Donor - wie postuliert [63, 84, 85] - nur eine voribergehende, re-

versible inhibitorische Wirkung ausubt.

4.3 Die Mobilisierbarkeit von purinergen Rezeptoren
verbessert sich unter Einfluss von DEA/NO ge-

ringflgig.
Die Expression von Glykoproteinen und von Oberflachenrezeptoren kann sich
als weiterer Ausdruck der storage lesion wéahrend der Lagerung von Throm-
bozyten verandern und zu funktionellen Defiziten beitragen, wie beispielsweise
fur Thrombin-Rezeptoren gezeigt wurde [9]. Klrzlich wurden in diesem Zu-

sammenhang auch die purinergen Rezeptoren untersucht [57].

Die ADP-Rezeptoren sind von besonderer klinischer Bedeutung und wurden
unter anderem beziiglich der medikamentdsen Therapie der koronaren Herzer-
krankung umfassend untersucht [118-120]. Eine besondere Rolle spielt dabei
der ADP-Rezeptor P2Y12 als Ansatzpunkt fir die pharmakologische Aggregati-
onshemmung durch Clopidogrel, Prasugrel oder Ticagrelor [119, 121-123]. Far
die Auslosung einer Thrombozytenaggregation ist das Zusammenspiel der Re-
zeptoren P2Y1 und P2Y12 entscheidend [21, 23, 28, 121, 124].
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Es stellte sich heraus, dass die basale Expression der Rezeptoren P2X1, P2Y1
oder P2Y12 durch eine 5-tagige Lagerung mit Ausnahme eines lediglich ten-
denziellen Ruckgangs bei P2X1 nicht wesentlich beeinflusst wird [57]. W&hrend
die Funktion des P2Y12-Rezeptors, gemessen mit dem ,platelet reactivity in-
dex", erhalten blieb, kam es zu einem zunehmenden Verlust der P2X1-Funktion
und insbesondere der P2Y1-Funktion, gemessen anhand des spezifisch indu-
zierten intrathrombozytaren Calciumanstiegs [57]. Dadurch erklart sich zumin-
dest zum Teil der zu beobachtende rasche Verlust der ADP-induzierten Aggre-

gationsfahigkeit gelagerter Thrombozyten [57].

Neben der basalen Rezeptorexpression konnte auch die Mobilisierbarkeit von
Rezeptoren im Rahmen der Thrombozytenaktivierung fur die Entwicklung der
storage lesion von Bedeutung sein. Daher wurde in dieser Arbeit der Einfluss
von DEA/NO bei gelagerten Thrombozyten sowohl auf die basale Expression
der purinergen Rezeptoren als auch auf die Oberflachenexpression nach Stimu-
lation mit TRAP-6 untersucht. Fur die TRAP-6-Stimulation sind bisher keine Da-
ten verfligbar. Durch die Stimulation mit TRAP-6 kdnnen weitere Informationen
zur Regulationsfahigkeit und dem Rearrangement der purinergen Rezeptoren

gewonnen werden.

In der Vorpublikation zeigte sich keine Veranderung der basalen Expression bei
den ADP-Rezeptoren P2Y1, P2Y12 und P2X1 [57]. In dieser Promotionsarbeit
zeigte sich fr P2Y1 und P2X1 - anders als in der Vorpublikation [57] - ein zwar
signifikanter, aber insgesamt vergleichbar geringer Abfall der basalen Expressi-
on Uber die 5 Tage der Lagerung bei stabiler Expression des Rezeptors P2Y12.

Nach der Inkubation mit DEA/NO blieb lediglich die Expression des Rezeptors
P2X1 unverandert, wahrend die Expression von P2Y1 leicht abfiel und die von
P2Y12 anstieg. Die Veranderungen waren ahnlich wie bei nicht mit DEA/NO-
inkubierten TKs nur gering ausgepragt. Daher ist unter Einfluss des NO-Donors
nicht von einem generellen Abbau oder Verlust der purinergen Rezeptoren aus-

zugehen.
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Nach Stimulation mit TRAP-6 zeigte sich fur die drei Rezeptortypen ohne
DEA/NO-Inkubation eine deutliche Stimulierbarkeit der Rezeptorexpression an
der Thrombozytenoberflache, wobei das Ausmald Uber die 5-tdgige Lagerung
racklaufig war. Die gleiche Tendenz einer abnehmenden Rezeptormobilisation
unter TRAP-6 fand sich auch nach der DEA/NO-Inkubation. Dennoch war die
Stimulierbarkeit bei P2Y1 am Tag O und am Tag 5 und bei P2Y12 am Tag 0
geringfugig starker ausgepragt als ohne Zugabe von DEA/NO. Kein Unter-
schied ergab sich bei P2X1 zu Thrombozyten, die nicht mit DEA/NO behandelt

wurden.

Der Ruckgang der Rezeptormobilisation unter Aktivierung kann als ein Zeichen
der storage lesion gewertet werden. Ursachlich kénnte eine gestdrte Rekrutie-
rung der purinergen Rezeptoren aus den intrazellularen Pools sein, z. B. durch
lagerungsbedingte Veranderungen der intrathrombozytdren Membranstruktu-
ren, die in friheren Studien beschrieben wurden [22, 23, 125-127]. Die mit
DEA/NO beobachtete besser erhaltene Mobilisierbarkeit der fur die Aggregation
bedeutsamen Rezeptoren P2Y12 und P2Y1 koénnte dabei einen Hinweis auf
einen moglichen positiven Effekt des NO-Donors darstellen. Fir die weitere Be-
urteilung dieses DEA/NO-vermittelten Effekts ware als Erganzung eine Funkii-
onstestung der Rezeptoren wahrend der Lagerung nach vorhergehender
DEA/NO-Inkubation sinnvoll. Analog zu Vorpublikationen kénnte fur die Funkti-
on des Rezeptors P2Y12 der platelet reactivity index (PRI) und fur die Funktion
der Rezeptoren P2Y1 und P2X1 der induzierte Calciumanstieg analysiert wer-
den [57, 128]. Weitere Ergdnzungen kénnten die Messung der Reaktionsfahig-
keit der Thrombozyten unter DEA/NO mittels Aggregometrie und auch die Be-
stimmung der Gesamtzahl der purinergen Rezeptoren mittels Western Blot dar-
stellen [57].
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4.4 Bewertung der Eignung von DEA/NO als Additi-
vum fur TKs

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass es mit DEA/NO wahrend der
Lagerung zu einer geringeren Aktivierung inhibitorischer Signalwege mit redu-
zierter Hemmung der Thrombozyten kommt, als Hinweis auf eine Abschwa-
chung von Zeichen einer storage lesion. Es ergab sich dartber hinaus ein we-
niger stark ausgepragter Ruckgang der Mobilisation der purinergen Rezeptoren
nach Inkubation mit DEA/NO. Die Uber den Zeitraum der Lagerung erhaltene
Aktivierbarkeit der Thrombozyten - gemessen anhand der Fibrinogenbindung
und der P-Selektin-Expression - weist daraufhin, dass die in vitro-Zugabe von

DEA/NO nicht zu einem funktionellen Verlust der Thrombozyten fihrt.

In der Vergangenheit wurden bereits einige Substanzen in ihrer Auswirkung auf
die Funktionalitat gelagerter Thrombozyten untersucht, u.a. mit dem Ziel, praak-
tivierende Einflusse durch Herstellung und Lagerung zu minimieren. Zu den
Wirkstoffen gehorten Stimulatoren der Adenylatcyclase (z.B. lloprost als Pros-
tazyklinanalogon, Prostaglandin E1 (PGE1) oder Forskolin) und Phosphodies-
terasehemmer (z.B. Theophyllin oder Isobutylmethylxanthin), wobei die damit
durchgefuhrten Studien kontroverse Ergebnisse erbrachten [129-137]. Einigen
Arbeiten zufolge konnte die Praaktivierung der Thrombozyten wahrend des
Produktionsprozesses durch Zugabe von Prostazyklin, PGE1, Forskolin und
Theophyllin oder Kombinationen der genannten Substanzen reduziert werden
[130-132, 135-137]. Jedoch zeigte der Einsatz von PGE:1 oder Prostazyklin in
vivo eine vasodilatatorische Wirkung in Abhangigkeit von Dosierung und Infusi-
onsdauer, die bei lloprost geringer ausgepragt war [130, 131, 138, 139]. Bei
geringerer inhibitorischer Funktion wies PGE1 eine groRere Stabilitdt in Plasma
als Prostazyklin auf [130]. Nach der Transfusion war allerdings fur PGE:-
behandelte TKs in vivo ein verminderter Transfusionseffekt mit herabgesetzter
Funktion der Thrombozyten zu beobachten [133, 140]. In einer anderen Studie
blieben die Substanzen PGE1, Forskolin, Theophyllin und Isobutylmethylxanthin

ohne Einfluss auf die Praaktivierung der Thrombozyten [129].
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DEA/NO gehdrt zu den Diazeniumdiolaten und weist im Vergleich zu den ande-
ren Substanzklassen von NO-Donoren auch gunstigere chemische und phar-
makologische Eigenschaften auf. DEA/NO hatte im Vergleich zu Glycerin-
trinitrat, S-Nitrosoglutathion und Natriumnitroprussid einen starkeren hemmen-
den Effekt auf die Induktor-induzierte Thrombozytenaggregation und war mit
einer hoheren Freisetzung von NO verbunden [141]. Die durch DEA/NO ausge-
l6ste Hemmung ist dabei abh&ngig von der Inkubationszeit und der eingesetz-
ten Dosierung [77, 84, 85]. Damit ist das Ziel, eine passagere und reversible
Wirkung auf Thrombozyten im Rahmen der TK-Herstellung zu erzielen, gut kal-
kulierbar. Die NO-Freisetzung ist kontinuierlich im Vergleich zur schrittweisen

Freisetzung bei Natriumnitroprussid [84].

Fur die Substanz Natriumnitroprussid liegen diskrepante Studien vor. Einerseits
war ein fehlender bzw. nur sehr geringer Hemmeffekt auf die Thrombozyten-
funktion zu erkennen [74, 141, 142]. In anderen Arbeiten dagegen zeigte sich
eine antiaggregatorische Wirkung mit zum Teil langanhaltender, von Zeit und
Dosierung abhangiger und zum Teil in der Auspragung sehr variabler Aktivie-
rung inhibitorischer Signalwege [84, 141, 143]. Glycerintrinitrat hatte je nach
Induktor keine oder nur sehr geringe hemmende Auswirkungen auf die Throm-
bozytenaggregation [74, 141]. S-Nitrosoglutathion wiederum zeigte starkere
antiaggregatorische als vasodilatatorische Effekte mit Aktivierung inhibitorischer
Signalwege [141, 144, 145]. Der Einfluss auf die Praaktivierung von Throm-
bozyten bei der TK-Herstellung ist fur diese Substanzen jedoch unzureichend

untersucht.

Ein anderes Diazeniumdiolat, MAHMA/NO, zeigte ahnlich wie DEA/NO eine
rasche, kurzzeitige Aggregationshemmung mit Aktivierung cGMP-abhéangiger
Signalwege vor allem bei niedrigen Dosierungen von 5-15 nM [72, 76, 77]. Die
inhibitorischen Effekte auf die Thrombozytenaggregation waren dabei starker
als bei S-Nitrosogluthation [72-74]. Diese Eigenschaften machen MAHMA/NO
ebenfalls zu einer potenziellen Substanz, um die Praaktivierung von Throm-

bozyten zu reduzieren, ohne die Thrombozytenfunktion langfristig zu hemmen.
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Fur eine mogliche Anwendung von DEA/NO als NO-Donor im Rahmen der TK-
Herstellung sind allerdings einige Einschréankungen zu bedenken. Erstens ist
nicht geklart, ob der NO-Donor einen toxischen oder kanzerogenen Effekt im
menschlichen Korper verursachen konnte und somit als Zugabe fur Arzneimittel
ungeeignet ware. Hierzu sind weitere Studien, z.B. tierexperimentelle Versuche,
erforderlich. Zweitens ware es problematisch, wenn fir die Zugabe von
DEA/NO steril hergestellte TKs erdffnet werden missten, verbunden mit einer
bakteriellen Kontaminationsgefahr. Es musste zunachst eine Lésung gefunden
werden, die eine automatische Zugabe wahrend der Produktion unter sterilen
Bedingungen ermoglicht, wie zum Beispiel eine Integration von DEA/NO in die
Wandbeschichtung des Beutelsystems. AulRerdem ist ungewiss, ob der Einsatz
des NO-Donors auch eine verbesserte in vivo-Wirksamkeit vermitteln wirde. Es
sind dazu klinische Studien zur Ermittlung der Wiederfindungsrate (recovery),
des Inkrements und des klinischen Ansprechens im Vergleich mit standardma-

Big hergestellten TKs erforderlich.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der Préparation und Lagerung von TKs entstehen bei Thrombozy-
ten morphologische, funktionelle und hamostatische Defizite, die unter dem Be-
griff storage lesion zusammengefasst werden. In dieser Dissertation wurde un-
tersucht, ob durch Zugabe des kurzzeitig und reversibel wirksamen NO-Donors
DEA/NO zu Apherese-TKs Zeichen der storage lesion Uber eine 5-tdgige Lage-
rung vermindert werden konnen. Daflr wurde den Apherese-TKs direkt nach
der Herstellung 5 nM DEA/NO zugesetzt. An den Tagen 0 (nach Abklingen der
NO-Donor-Wirkung), 2 und 5 wurden verschiedene funktionelle Systeme der
Thrombozyten analysiert. Verglichen mit friheren Untersuchungen von unbe-
handelten TKs ergab sich unter Einsatz von DEA/NO eine abgeschwachte Akti-
vierung der inhibitorischen Signalwege mit geringerem Anstieg der VASP-
Phosphorylierung und des cGMP-Spiegels sowie mit stabilem PDE5A-Gehalt.
Gemessen anhand der P-Selektin-Expression und der Fibrinogenbindung zeig-
te sich ein unveréndert niedriger Préaktivierungsgrad der Thrombozyten bei
erhaltener Stimulierbarkeit. Bei der Oberflachenexpression von purinergen Re-
zeptoren war der Rickgang der Mobilisation wahrend der 5-tdgigen Lagerung
im Vergleich zu unbehandelten TKs vermindert. Damit war unter dem Einfluss
von DEA/NO eine Abschwachung von Phanomenen der storage lesion zu be-
obachten.

Fir eine mogliche klinische Anwendung des NO-Donors DEA/NO bei der TK-
Herstellung sind allerdings weitere Studien bezlglich Wirksamkeit und mogli-
cher unerwinschter Wirkungen in vivo notwendig. Dartiber hinaus muss eine
technische Ldsung fur die sterile Zugabe von DEA/NO zum TK gefunden wer-

den.
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6. Abklrzungsverzeichnis

AA Arachidonsaure

AC Adenylatcyclase

ADP Adenosindiphosphat

Akt Proteinkinase B

APC Allophycocyanin (APC)

ATP Adenosintriphosphat

AU arbitrary units, arbitrare Einheiten

BSA Bovine Serum Albumin

CalDAG-GEF Calcium- und Diacylglycerol- regulierter GTP-
Austauschfaktor

CAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CD62P P-Selektin

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

DAG Diacylglycerol

DEA/NO 2-(N,N-Diethylamino)-diazenolate-2-oxide di-
ethylammonium salt

DETA/NO (2)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-
ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolate

EGTA Ethylenbis-(oxy-ethylen-nitrilo)-Tetraessigsaure

ELISA Enzyme-linked immunosorbent Assay

eNOS endotheliale NO-Synthase

ERK Extracellular-signal Regulated Kinase
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FACS

FITC
Gi2a, By, Gaq

GM-CSF

GP
HWZ

IBMX

IP3

IP-R

KOH

LDL

MFI

NO

PAR

PBS
PBS/BSA/GIc-Ldsung
PDESA

p.d.u.

PGE:

PGE:2

PGH:2

Fluorescent activated cell sorting (Durchflusszytome-

trie)
Fluoresceinisothiocyanat
Untereinheiten von G-Proteinen

Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender
Faktor

Glykoprotein

Halbwertszeit
Isobutylmethylxanthin
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
Prostazyklinrezeptor
Kaliumhydroxid

Low Density Lipoprotein
mittlere Fluoreszenzintensitat
Stickstoffmonoxid
Protease-aktivierter Rezeptor
Phosphate Buffered Saline
PBS/BSA/Glucose-Ldsung
Phosphodiesterase 5A
procedure defined unit
Prostaglandin E1
Prostaglandin E2

Prostaglandin H2
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PGl2

PI3K

PIP2

PKA

PKC

PKG

PL

PLA2
PLCB

PRI
PROLI/NO
Rap1l

Rpm

SD
SDS-PAGE
SEM

Ser?57 und Ser23°

TCA
Thr278
TK/s

TRAP-6

Prostazyklin

Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Proteinkinase G

Phospholipide

Phospholipase Az

Phospholipase CB

platelet reactivity index
1-(Hydroxy-NNO-azoxy)-L-proline
Ras-related protein 1

revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
standard deviation
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
standard error of the mean

Serinreste 157 und 239 (VASP-

Phosphorylierungsstellen)

Trichloressigsaure

Threoninrest 278 (VASP-Phosphorylierungsstelle)
Thrombozytenkonzentrat/e

thrombin receptor-activating peptide 6
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TRIS, Trizma-Base
TXA2

VASP

v/v

VWF
VWF-Rezeptor

w/v

Hydroxymethylaminomethan
Thromboxan A2
Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein
percent volume

von-Willebrand Faktor

von-Willebrand Faktor-Rezeptor

mass per unit volume
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