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1.1. Morphologie und Funktion von Thrombozyten

Im Blut des Menschen sind Thrombozyten mit einer physiologischen Konzentra-
tion von etwa 150.000 bis 400.000 pro pl Blut die zweitgro3te Zellpopulation
und mit 0,5 - 3,5 um Durchmesser die kleinsten zellularen Bestandteile des Blu-
tes [1-3]. Im ruhenden Zustand weisen Thrombozyten eine diskoide Form auf,
die sich nach Aktivierung einer Formverénderung, dem so genannten shape
change, unterziehen, sodass durch Ausstllpung der Membran Pseudopodien
gebildet werden [1-6].

Die Proliferation und Ausreifung von Thrombozyten wird durch den Wachstums-
faktor Thrombopoetin, welcher Uberwiegend in der Leber gebildet wird, regu-
liert. Thrombozyten entstehen im Knochenmark durch Abschnirung des Zyto-
plasmas aus Megakaryozyten, weshalb diese keinen Zellkern mehr besitzen,
jedoch einen Rest an RNA, mit dem diese eingeschrénkt zur Proteinbiosynthe-
se fahig sind. Sie zirkulieren anschlieBend etwa 7 - 10 Tage im Blutkreislauf,
bevor diese im retikuloendothelialen System von Leber und Milz abgebaut wer-
den |1, 3,7, 8].

Die Aufgabe der Thrombozyten ist - zusammen mit den Gerinnungsfaktoren - in
erster Linie die Hamostase durch Bildung von Thromben infolge einer Vernet-
zung zur Erhaltung der Gefal3integritat. Weiterhin sind Thrombozyten aber auch
an entzundlichen Vorgédngen und immunologischen Prozessen beteiligt. Zudem
wirken sie neben anderen Faktoren auch an der Thrombo- und Atherogenese
mit [4, 5, 8-11].

Die morphologische Struktur von Thrombozyten kann in drei Zonen unterteilt
werden (siehe Abbildung 1): Eine periphere Zone, ein offenes kanalikulares

System und eine Zone der Organellen [1-3].
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Abbildung 1: Morphologie eines humanen Thrombozyten

Die periphere Zone entspricht wie bei anderen Zellen der Zytoplasmamembran,
bestehend aus einer Phospholipiddoppelschicht mit integralen Membran-
proteinen und einer nach auf3en hin aufgelagerten Glykokalix aus Mucopoly-
sacchariden [12-15]. Es gibt eine Vielzahl verschiedener Rezeptoren, die in die
Membran eingebettet sind und die der Interaktion des Thrombozyten mit der
Umgebung und der Steuerung der Thrombozytenfunktion dienen. Eine grof3e
Gruppe sind die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, zu denen z.B. der
Thrombin-Rezeptor sowie die purinergen Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 geho-
ren. Uber Bindung von Agonisten und Antagonisten an die spezifischen Rezep-
toren werden mittels Signaltransduktion aktivierende und hemmende Mecha-
nismen im Thrombozyten gesteuert [16-20]. Wichtige G-Protein-gekoppelte Re-

zeptoren sind in Tabelle 1 aufgeflhrt.
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Tabelle 1: G-Protein-gekoppelte Rezeptoren auf Thrombozyten

Agonist / Antagonist Rezeptor G-Protein
P2Y1 Gq
ADP
P2Y12 G
Oza G
Adrenalin
BZ Gs
Prostaglandin E2 EP G
Prostaglandin 12 / Prostacyclin P Gs
Serotonin 5-HTza Gq
PAR-1 Gg, G12/G13, (G)
Thrombin
PAR-4 Gq, G12/G13
Thromboxan A, TP Gg, G12/Gi3

a,n B2 = Adrenozeptor; EP = Prostaglandin E2-Rezeptor; IP = Prostaglandin 12/ Prostacyclin-
Rezeptor; 5-HT,, = 5-Hydroxy-tryptamine-receptor; P2Y1/ P2Y12 = Purinerge Rezeptoren;
PAR = Protease activated receptor; TP = Thromboxane receptor

Zum Teil sind verschiedene Rezeptoren an die gleichen G-Proteine gekoppelt
und nutzen somit auch dieselben intrazellularen Signalwege. Einen Uberblick

Uber die Signalwege der wichtigsten G-Proteine gibt Tabelle 2 wieder [21, 22].

Tabelle 2: Intrazellulare Effekte der wichtigsten G-Proteine

G- Gekoppelte . .
Protein Enzyme Signalweg Intrazellularer Effekt
PIP, — IP3; + DAG -

Gq PLC . Ca? 1 +PKC 1 Degranulation, shape change
AC VASP-Phosphorylierun

Gi CAMP | o phory 9.
P1-3-K Aktivierung von GPlIb/llla

Gioi3 RhoA MP | - MLCK 1 shape change
AC = Adenylylcyclase; Ca” = Calcium; cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat;

DAG = 1,2-Diacylglycerin; GPIIb/llla = Glycoproteine llb/llla; 1P; = Inositol-1,4,5-tris-phosphat;
MP = Myosinphopshatase; MLCK = Myosin ligth chain kinase; PI-3-K = Phosphoinositid-3-
Kinase; PIP, = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PKC = Proteinkinase C; PLC = Phospho-
lipase C; RhoA = Rhokinase A; VASP = Vasodilatator stimulated phophoprotein
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Die Aktivierung des P2Y1- sowie des Serotonin-Rezeptor fuhrt gleichermal3en
Uber das Gg-Protein zur Aktivierung der Phosholipase C (PLC), welche die
Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) in Inositol-1,4,5-tris-
phosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerin (DAG) bewirkt [23-26]. Infolgedessen
kommt es zur Erh6hung des zytosolischen Kalziumspiegels durch Kalziumfrei-
setzung aus intrazellularen Speichern sowie zur Aktivierung der Protein-
kinase C (PKC) [16, 20, 27]. Hierdurch wird die Degranulation in Gang ge-
bracht, wodurch eine Reihe aggregationsférdernder, prokoagulatorischer sowie
vasoaktiver Substanzen freigesetzt werden, die sich direkt am Aktivierungs-
vorgang von Thrombozyten beteiligen [17-19, 28]. Bei Uberschreiten einer ge-
wissen intrazellularen Kalziumkonzentration wird zudem die Formveranderung
Uber Reorganisation des Zytoskelettes der Thrombozyten ausgeldst [6, 20, 29,
30].

Uber das G;-Protein, an welches der P2Y12- sowie auch der azs-adrenerge Re-
zeptor gekoppelt ist, kommt es nach Induktion der Phospho-Inositid-3-Kinase
(P1-3-K) zu einer Konformationsanderung des GPIIb/llla-Komplexes durch Um-
bildung des Zytoskeletts, sodass die Anlagerung von Fibrinogen ermdglicht wird
[31-33].

Dartber hinaus sind Glykoproteine (GP) auf der thrombozytaren Oberflache
vertreten, die in die vier groBe Gruppen Integrine, Selektine, leuzinreiche
Glykoproteine und Rezeptoren vom Immunglobulintyp unterteilt werden [34-39].

Wichtige Glykoproteine zeigt Tabelle 3.

Tabelle 3: Glykoproteine von Thrombozyten

Glykoprotein Synonym Funktion

la/lla Integrin aggq Rezeptor fur Kollagen

Rezeptor fur Fibrinogen, Fibronectin, von-Willebrand-

lib/llla Integrin AzoBs | £oyior Thrombospondin

Ib-V-IX Leumgrlglches Rezeptor fur von-Willebrand-Faktor
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Als strukturelle Zone werden die submembrands gelegenen Mikrotubuli sowie
das Netzwerk aus unterschiedlichen Strukturproteinen, hauptséchlich Aktin und
Aktin-Bindungsprotein, zusammengefasst. Sie bilden das Zytoskelett, durch
welches einerseits die diskoide Form des ruhenden Thrombozyten aufrechter-
halten wird, andererseits die Formveranderung wahrend der Aktivierung durch
Bildung von Filamenten aus Aktin und Myosin angetrieben wird [2, 6, 32, 40,
41].

Die Zone der Organellen vereint Mitochondrien, Glykogenspeicher und die fur
Thrombozyten charakteristischen drei Arten von Speichergranula, die in
Tabelle 4 aufgelistet sind. Diese Organellen beinhalten Substanzen, welche fur
die Thrombozytenfunktion essentiell sind. Die a-Granula sind mengenmalig
vorherrschend und speichern Inhaltsstoffe, die sich an vielen verschiedenen
Vorgéangen, wie z.B. der Adhasion, der Aggregation, der Chemotaxis, aber auch
an inflammatorischen Prozessen beteiligen. Daneben gibt es dichte Granula
(engl. dense bodies), in denen aggregationsfordernde Stoffe gespeichert wer-

den, sowie lysosomale Granula, die hydrolytische Enzyme enthalten [2, 40-42].

Tabelle 4. Inhaltsstoffe thrombozytarer Speichergranula

a-Granula Dichte Granula Lysosomale Granula
Enzyme ADP a-Arabinoside
as-Antitrypsin ATE B-Galactosidase
a2-Makroglobilin Ca B-Glucuronidase
a2-Antiplasmin Serotonin N-Acetylglucosaminidase
C1-Esterase-Inhibitor Phosphat Elastase
Adhéasionsproteine Guaninnukleotide Kollagenase
- Kathepsin
Fibrinogen
Fibronektin

von-Willebrand-Faktor
Thrombospondin
Vitronektin
Glykoprotein llb/llla

Koagulationsfaktoren

HMWKG
Plasminogen
Faktor V, Xl

Fibrinogen

Protein S

Wachstumsfaktoren
Zytokindhnliche Proteine
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Weiterhin sind Thrombozyten mit einem Membransystem durchzogen, welches
sich aufteilt in ein offenes kanalikulares System (SCS, engl. surface connected
system) und ein dichtes tubulares System (DTS, engl. dense tubular system).
Das offene kanalikulare System hat Anschluss an die Zytoplasmamembran und
zieht mit gewundenen Kanalen tief ins Innere des Thromboyzten. Das dichte
tubulare System ist ein Residuum des rauen endoplasmatischen Retikulums
und einer der Hauptspeicherorte fur Kalzium, welches besonders an der Aktivie-

rung und dem shape change von Thrombozyten beteiligt ist [2, 43, 44].

1.2. Aktivierung von Thrombozyten

1.2.1. Adhasion, shape change und Aggregation

Bei einer Lasion der GefalBwand kommt es zur Freilegung subendothelialer
Matrixproteine, wie Kollagen, von-Willebrand-Faktor, Fibronektin, Laminin oder
Thrombospondin. Die sonst zirkulierenden Thrombozyten konnen Uber die
Membranglykoproteine an diesen Strukturen adharieren. Von Bedeutung fur die
erste Kontaktphase ist vor allem das GPIb-IX-V auf der Thrombozyten-
oberflache, welches mit dem von-Willebrand-Faktor in Verbindung tritt, sodass
die Anlagerung auch unter Strémungsbedingungen gelingt [37, 45-47]. Die an-
schlielBende Stabilisierung der Anlagerung gelingt Gber weitere thrombozytare
Adhéasionsrezeptoren und fuhrt im Bereich der Gefal3lasion zu einer anfangli-
chen Abdichtung.

Insbesondere die Interaktion von Thrombozyten mit Kollagen tber verschiede-
ne Rezeptoren, vor allem dem GPVI, setzt den Aktivierungsprozess fort (engl.
outside-in-signaling). Intrazellular kommt es zur Ausbildung eines Komplexes
aus Adapterproteinen, der tber intrazellulare Signalprozesse durch Reorganisa-
tion des Zytoskeletts zur Aktivierung von Integrinen (engl. inside-out-signaling)
fuhrt, die fur die Stabilisierung der adharierten Thrombozyten an die geschadig-
te GefalRwand sorgen [48-52].

Die Freisetzung l6slicher thrombozytarer Aktivatoren, wie Thrombin, Thrombo-
xan A2 (TxA2) oder Adenosin-5-diphosphat (ADP), fuhrt zusatzlich zur auto-
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und parakrinen Stimulation [53-55]. Bei submaximaler Stimulation kommt es
durch Umorganisation des Zytoskeletts zu reversiblen Veranderungen der Form
des Thrombozyten, bei weiterer Aktivierung zum vermehrten Einbau und zu
Konformationsanderungen des GP llb/llla-Komplexes (Fibrinogenrezeptor) in
der Membran. Auf diese Weise wird die irreversible Aggregation eingeleitet, bei
der es zu einer Quervernetzung zwischen Thrombozyten durch Ausbildung von
Fibrinogenbriicken kommt [33, 56-58]. Infolge der Kontraktion des thrombozytéa-
ren Zytoskeletts und der parallel ablaufenden sekundaren Hamostase mit Spal-
tung von Fibrinogen zu Fibrin erfolgt eine Konsolidierung und Stabilisierung des
entstehenden Thrombus [56, 59].

Einer der starksten direkten Aktivatoren von Thrombozyten und gleichzeitig ein
wesentlicher Faktor der plasmatischen Gerinnung ist Thrombin, das Uber
proteaseaktivierte Rezeptoren (PAR-1 und PAR-4) seine Effekte vermittelt. ADP
ist ein weiterer wichtiger Aktivator, der an purinerge Rezeptoren (P2Y1, P2Y12,
P2X1) bindet. ADP ist in hohen Konzentrationen in den dichten Granula gespei-
chert und wird nach Aktivierung durch Degranulation freigesetzt, wodurch posi-
tive Riickkopplungsmechanismen unterhalten werden [60-62]. Ahnlich verhalt
es sich mit Thromboxan A2 (TxA2), das aus Arachidonsdure (AA) mittels
Cyclooxygenase (COX) sowie Thromboxansynthase gebildet wird, um dann
Uber den G-Protein-gekoppelten TxA2-Rezeptor Thrombozyten weiter zu stimu-
lieren [63].

Epinephrin (EPI) und Serotonin (SER) sind selbst nur schwache Aktivatoren,
kénnen aber Gber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren eine Aktivierung der betei-
ligten Signalwege, z.B. bei der ADP-induzierten Aggregation, verstarken [64,
65].
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1.2.2. Regulation der Thrombozytenaktivierung

Unter physiologischen Bedingungen muss eine unerwiinschte Thrombozyten-
aktivierung an der GefaRwand vermieden werden, sodass der Aktivierungszu-
stand eines Thrombozyten einer stetig regulierten Balance zwischen aktivieren-
den und hemmenden Mechanismen unterliegt. Vor allem das intakte Endothel
besitzt die Fahigkeit, eine Vielzahl inhibitorischer Substanzen zu bilden, die auf
Thrombozyten einwirken [59, 66].

Subendothelial wird eine Ekto-ADPase (Ektonukleotidase) exprimiert, die die
Spaltung von ADP fordert, sodass dieses nicht mehr seiner aggregationsfor-
dernden Funktion nachkommen kann. Zusatzlich wird ADP und Thrombin durch
Antithrombin inaktiviert. Endothelial gebildete Inhibitoren der Thrombozyten-
aktivierung sind vor allem Stickstoffmonoxid (NO), welches direkt die I6sliche
Guanylylzyklase aktiviert, und Prostazyklin (PGI2), welches mittels des G.-
gekoppelten IP-Rezeptors die Adenylylcyclase (AC) stimuliert. Hierdurch erhéht
sich die Konzentration von cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP) bzw.
cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP), die ihre antiaggregatorische Wir-
kung tber cAMP- und cGMP-abhangige Proteinkinasen vermitteln. Diese beein-
trachtigen durch Phosphorylierung die Funktion von zahlreichen Effektor-
proteinen, die an der thrombozytaren Aktivierung beteiligt sind [67-69]. Uber
mehrere Mechanismen - Hemmung des PLC-Signalweges und des IP3;-Re-
zeptors - werden die Freisetzung von Ca**-lonen aus intrazellularen Speichern
und somit kalziumabhangige Prozesse blockiert. Zudem wird u.a. Uber die
Hemmung des PLC-Signalweges die Sekretion der intrazellularen Granula ver-
hindert [70-75]. Die zytoskelettale Reorganisation und die Aktivierung des
GPIlIb/llla-Rezeptors werden vor allem durch Phosphorylierung von Vaso-
dilatator-stimuliertem Phosphoprotein (VASP) gehemmt [76-79]. Der Abbau von
cAMP und cGMP wiederum erfolgt durch Phosphodiesterasen, die ihrerseits
durch positive oder negative Riuckkopplungsmechanismen gehemmt oder akti-
viert werden konnen [80, 81].


https://de.wikipedia.org/wiki/Vasodilatator-stimuliertes_Phosphoprotein
https://de.wikipedia.org/wiki/Vasodilatator-stimuliertes_Phosphoprotein
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Einen Uberblick tiber die wichtigsten Rezeptoren und die Verschaltung der ver-

schiedenen Signalwege in Thrombozyten gibt Abbildung 2 wieder.

P2X1 5-HT-R

Shape Change

Degranulation

Initiierung der Aggregation

Abbildung 2: Mechanismen der

Ca?*-Speicher

azA'R

P2Y12

Adrenalin

Aktivierung
von GP lIb/llla

Stabilisierung der Aggregation

Signaltransduktion

in  Thrombozyten

AC = Adenylylcyclase; ATP = Adenosintriphosphat; cAMP = cy-
clisches  Adenosinmonophosphat;
IP3 = Inositol-1,4,5-tris-phosphat;

Kinase; PIP, = Phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphat; PKC = Pro-

teinkinase C; PLC = Phospholipase C

1.3. Bedeutung der purinergen Rezeptoren

DAG = 1,2-Diacylglycerin;
PI-3-K = Phosphoinositid-3-

Es gibt zwei Arten von purinergen Rezeptoren, Adenosin-Rezeptoren (P1) und

Nukleotid-Rezeptoren (P2). Die Nukleotid-Rezeptoren werden weiter unterteilt

in G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (P2Y) und ligandengesteuerte lonenkanéle
(P2X), von denen es jeweils weitere 11 (P2Y1-11) bzw. 7 (P2X1-7) Subtypen

gibt, die unterschiedliche Bindungsdoménen fir bestimmte Agonisten aufwei-

sen. Fur die ADP-induzierte Aggregation von Thrombozyten sind die Rezepto-

ren P2Y1, P2Y12 und P2X1 relevant [61, 62, 82-88].
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1.3.1. P2Y1

Die genomische Sequenz des purinergen Rezeptors P2Y1 wurde 1996 auf
Chromosom 3 entschlisselt und setzt sich aus 373 Aminoséuren zusammen.
P2Y1 hat die klassische Struktur eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors mit
sieben helikalen Transmembrandomé&nen [89, 90]. Eine Aktivierung des Rezep-
tors erfolgt durch ADP und dessen Derivate, wohingegen ATP als schwacher
Antagonist wirkt. Intrazellular vermittelt das G4-Protein tber eine komplexe Sig-
nalkaskade vor allem die Formveranderung von Thrombozyten und Sekretion

von Granulainhaltsstoffen [91-93].

1.3.2. P2Y12

Im Jahr 2001 folgte die Beschreibung des P2Y12-Rezeptors auf molekularer
Ebene [94]. Die genomische Sequenz ist ebenfalls auf Chromosom 3 lokalisiert
und besteht aus 342 Aminosauren. Wie auch der P2Y1-Rezeptor weist der
P2Y12-Rezeptor die Struktur eines heptahelikalen G-Protein-gekoppelten Re-
zeptors auf und kann durch ADP und dessen Derivate aktiviert werden. Die
Signaltransduktion erfolgt tber ein G;-Protein und I6st eine Degranulation sowie
die Aktivierung des Fibrinogen-Rezeptors aus [95, 96]. Interessanterweise war
das pharmakologische Profil dieses Rezeptors lange vor der molekularen Iden-
tifikation bekannt. Er dient als Angriffspunkt fur einige Thrombozytenaggre-
gationshemmer, die zur Therapie kardiovaskularer Erkrankungen eingesetzt
werden. Hierzu zahlen u.a. die Thienopyridine Clopidogrel (Plavix®) und
Prasugrel (Efient®), die den P2Y12-Rezeptor irreversibel hemmen [97-102],
sowie der reversible Wirkstoff Ticagrelor (Brilique®) [103, 104].

1.3.3. P2X1

Der P2X1-Rezeptor wurde erstmals 1994 beschrieben und ist ein liganden-
gesteuerter Kationenkanal. Die codierende Sequenz findet sich auf Chromosom
17 und setzt sich aus 399 Aminosauren zusammen [105-108]. Im Gegensatz zu
den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren lasst sich der P2X1 vor allem durch
ATP und dessen Derivate aktivieren und nur in geringem Mal3e durch ADP. Die

Struktur des Rezeptors setzt sich aus zwei Transmenbrandoméanen mit intrazel-
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lularem amino- und carboxy-terminalen Ende sowie einer grof3en extrazellula-
ren Schleife zusammen. Um den schnellen Kalziumeinstrom aus dem Extra- in
den Intrazellularraum zu ermdglichen, muss sich zunachst ein Kanal durch Zu-
sammenlagerung von mindestens drei P2X1-Untereinheiten bilden. Die Erho-
hung der intrazellularen Kalziumkonzentration reicht nicht aus, eigenstandig
eine shape change auszulgsen, tragt jedoch zur P2Y1-vermittelten Reorganisa-
tion des Zytoskeletts bei [109-111].

1.3.4. Zusammenspiel der purinergen Rezeptoren

Den beiden Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 wird eine wesentliche Rolle an der
ADP-induzierten Aggregation von Thrombozyten zugeschrieben, wohingegen
dem P2X1-Rezeptor eher eine untergeordnete, verstarkende Funktion im Rah-
men des Aktivierungsprozesses zugeschrieben wird.

Die Bedeutung der einzelnen purinergen Rezeptoren fur Aktivierung und Agg-
regation wurde mit Hilfe spezifischer Rezeptorantagonisten bzw. mit Knockout-
Mausen evaluiert [21, 112]. Thrombozyten von Mausen mit deaktiviertem Gen
fur die Codierung des P2Y1-Rezeptors aggregierten nicht mehr nach Induktion
mit ADP [113, 114]. Dieser Effekt kann in gleicher Weise mit Rezeptor-
inhibitoren erzielt werden [115-118]. Die Aktivierung des ebenfalls Gg-ge-
koppelten 5-HT,a-Rezeptors durch Serotonin kann in diesem Fall jedoch noch
eine vollstandige Aggregation auslésen [62, 115, 118]. Wird jedoch das Gen fir
die Codierung des Gg-Proteins ausgeschaltet, so reagieren diese Thrombozy-
ten nicht mehr auf Stimulation mit ADP, Thrombin, Thromboxan A, oder Sero-
tonin, da der fur die Aggregation erforderliche Signalweg nicht mehr initiiert
werden kann [119]. Die gleichen Beobachtungen lassen sich bei Hemmung
oder Fehlen des P2Y12-Rezeptors machen. Auch bei diesen Thrombozyten ist
nach Stimulation mit ADP eine vollstdndige Aggregation nicht mehr mdglich.
Diese kann aber mittels Aktivierung des aza-Rezeptors durch Adrenalin wieder-
hergestellt werden [62, 95, 120, 121]. Die Stimulation des P2X1-Rezeptors ist
alleine nicht in der Lage, eine Aggregation auszulésen, tragt aber zur Verstar-
kung des P2Y1-Rezeptor-vermittelten shape change und zur Erhéhung der in-
trazellularen Kalziumkonzentration bei [109, 111].
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1.4. Bedeutung gewaschener Thrombozyten

Thrombozyten wird neben ihrer Funktion in der Blutgerinnung auch eine Rolle
bei pathophysiologischen Vorgangen wie z.B. im Rahmen von kardiovaskuléaren
Erkrankungen oder immunologischen Prozessen zugeschrieben [11, 122-126].
Eine zentrale Intention der Thrombozytenforschung ist es daher, molekulare
Mechanismen aufzuklaren, an denen Thrombozyten beteiligt sind.

Zur Durchfihrung von Experimenten ist es aber erforderlich, Thrombozyten in
einem plasmafreien Medium zu verwenden, da Plasmabestandteile einen un-
erwiunschten Einfluss auf die Versuchsergebnisse aufweisen kénnen. Die Ent-
fernung von Plasma kann z.B. durch Zentrifugation und anschlieRender Re-
suspension in einem Puffermedium erfolgen. Dieser Vorgang zur Reduktion der
Plasmakontamination wird auch als ,Waschen“ der Thrombozyten bezeichnet.
H&aufig verwendete Medien sind z.B. der CGS-Puffer fir das Waschen und der
HEPES-Puffer fir die Resuspension [127-129]. Das Procedere hat allerdings
den Nachteil, dass sich die Reaktivitdt gegeniber Agonisten in gelagerten ge-
waschenen Thrombozyten stark vermindert und die ADP-vermittelte Throm-
bozytenaktivierung und -aggregation beeintrachtigt wird [130-132].

Es gibt zwar andere Methoden der Thrombozytenpréaparation mit Plasmaentfer-
nung, wie z.B. Filtrationsmethoden, die mutmalllich zu geringerer
Praaktivierung und weniger ausgepragten Funktionsdefiziten der gewonnenen
Thrombozyten fuhren, erfahrungsgemald ist die Ausbeute an Thrombozyten
allerdings gering und fur umfangreiche Experimente meist unzureichend.

In der Transfusionsmedizin ist die Herstellung plasmafreier oder plasmaredu-
zierter Thrombozytenkonzentrate durch Einsatz von Additividssungen ein An-
satz, um das Risiko transfusionsassoziierter Reaktionen zu reduzieren [133-
141]. Derzeit bedarf es in Thrombozytenkonzentraten jedoch noch eines Rest-
anteils von etwa 30 % Plasma, um die Lebens- und Funktionsfahigkeit der
Thrombozyten fiir die Dauer der Lagerung Uber 4-5 Tage aufrechtzuerhalten,
weiterhin verbunden mit dem potenziellen Risiko immunologischer und allergi-
scher Reaktionen [135, 142-146].
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1.5. Fragestellung

Nach der Praparation von gewaschenen Thrombozyten, einem wichtigen Aus-
gangsmaterial fur die experimentelle Forschung oder fir die Transfusionsmedi-
zin, tritt ein zunehmender Verlust der ADP-vermittelten Aggregationsfahigkeit
ein, ohne dass die dafur verantwortlichen molekularen Mechanismen aufgeklart
sind. Gegenstand dieser Arbeit war es deshalb, mdgliche Ursachen fir dieses
Phanomen aufzudecken [132, 147].

Dafur wurde ein haufig eingesetztes Praparationsverfahren ausgewanhlt:
Thrombozyten werden dabei aus frischem Vollblut gewonnen, mit CGS-Puffer
gewaschen und anschlieRend in HEPES-Puffer resuspendiert. Die Thrombozy-
ten wurden schlie3lich bei 22°C ohne Agitation fir 2 Stunden gelagert. Zu den
definierten Zeitpunkten 0, 30, 60 und 120 Minuten wurde die ADP-induzierte
Aggregationsfahigkeit mit 10 uM alleine bzw. unter Ko-Stimulation mit treshold-
Konzentrationen von EPI oder SER, zwei Induktoren, die mit analogen Signal-
wegen wie die ADP-Rezeptoren P2Y1 bzw. P2Y12 verschaltet sind, bestimmt.
Zusétzlich wurden die Expression der purinergen Rezeptoren auf der Thrombo-
zytenoberflache bzw. die Konzentrationen im Zytosol mittels Durchfluss-
zytometrie oder ELISA gemessen.

Das Ziel war es, auf diese Weise Hinweise zu erhalten, wie die Abnahme der
ADP-vermittelten Reaktivitat von gewaschenen Thrombozyten mit der puriner-
gen Rezeptorexpression und -distribution sowie mit der nachgeschalteten Sig-

nalweiterleitung im Zusammenhang steht.
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2. Material und Methoden
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2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Ampuwa Fresenius Kabi, Bad Homburg
BSA Sigma Aldrich, Minchen
CacCl, Merck, Darmstadt

DPBS (CaCl,/ MgCl,-free)

Gibco, Darmstadt

EGTAO5M

Sigma Aldrich, Minchen

C,Hs0OH 100 %

Sigma Aldrich, Minchen

CH20 10 % (-Methanol)

Polysciences, Eppelheim

D-(+)-Glc

Sigma Aldrich, Minchen

HEPES sodium salt

Sigma Aldrich, Minchen

KCI Merck, Darmstadt
MgCl; - 6H,0 Merck, Darmstadt
NaCl Merck, Darmstadt
CsHsNazO7 Merck, Darmstadt
HCI 0,21 M Merck, Darmstadt
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2.1.2. Losungen und Puffer

NaCl 120 mM
CGS buffer pH 6.5 Trisodium citrate 12,9 mM
D-Glucose 30 mM

NaCl 150 mM

KCI 5 mM
HEPES buffer pH 7.4 MgCl, 1 mM
D-Glucose 10 mM
HEPES 10 mM

DPBS (Ca**-/ Mg**-frei)
BSA 0,5 % (0,1 g/ 20 ml)
D-Glucose 5,5 mM (0,5 g/ 500 ml)

PBS/ BSA/ Glc

2.1.3. Thrombozytenaktivatoren

Thrombozytenaktivator Hersteller

ADP (Adenosindiphosphate) HART Biologicals, Essen

EPI (Epinephrin-hydrochloride, soluble in H,O) | Sigma Aldrich, Miinchen

SER (Serotonin-hydrochloride, soluble in HCL) | Sigma Aldrich, Minchen

TRAP-6

(Thrombin Receptor Activator for Peptide 6) HART Biologicals, Essen
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2.1.4. Antikorper

Bezeichnung Typ Hersteller
APC-conjugated Mouse Anti- L .
Human CD41a IgG1k Monoklonal | BD Biosciences, Heidelberg
:;Ié?-ionjugated Anti-Rabbit | ;00 onal Sigma Aldrich, Miinchen
Rabbit-Anti-P2X1-Receptor Polyklonal | Alomone Labs, Jerusalem/ IL
Rabbit-Anti-P2Y1-Receptor Polyklonal | Alomone Labs, Jerusalem/ IL
Rabbit-Anti-P2Y12-Receptor Polyklonal | Alomone Labs, Jerusalem/ IL

2.1.5. Kits

Bezeichnung

Hersteller

ELISA-KIT for Purinergic Receptor
P2X, G-Protein-coupled 1 (P2RX1)

Cusabio/ WUHAN HUAME Biotech,
Wuhan/ China

ELISA-KIT for Purinergic Receptor
P2Y, G-Protein-coupled 1 (P2RY1)

Cloud Clone Corp./ USCN Life Sci-
ence., Houston/ USA

ELISA-KIT for Purinergic Receptor
P2Y, G-Protein-coupled 12 (P2RY12)

Cloud Clone Corp./ USCN Life Sci-
ence, Houston/ USA

2.1.6. Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Combitips plus

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf Cups Safe-Lock-Tubes
1,5 mlund 2,0 ml

Eppendorf, Hamburg

Insulinspritze Omnican 100

Braun, Melsungen
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Kivette Mikro befillt mit Mixern 1,0
fur Aggregometer

Haemochrom Diagnostica, Essen

Monovette Coagulation O9NC 10 ml

Sarstedt, Numbrecht

Pipetten

Greiner bio-one, Frickenhausen

Pipettenspitzen Biosphere Filter
Tipps

Sarstedt, Numbrecht

Pipettenspitzen, farblos

Sarstedt, NUmbrecht

Reagenzrohrchen fur FACS 5,0 ml

Sarstedt, NUmbrecht

ReaktionsgefalRe 1,5 ml

Hartenstein, Wirzburg

Rohrchen Cellstar Tubes 15 ml

Greiner bio-one, Frickenhausen

Ro6hrchen Cellstar Tubes 50 ml

Greiner bio-one, Frickenhausen

Rohrchen PP- Tube 14 ml

Greiner bio-one, Frickenhausen

2.1.7. Gerate und Software

Gerat

Hersteller

Aggregometer APACT 4004

LABITEC, Ahrensburg

APACT LPC-Software AS-IS 1.21c

Thermo Fisher Scientific., Schwerte

Elektronische Prazisionswaagen

Kern, Balingen

FACSCalibur flow cytometer

BD Biosciences, Heidelberg

CellQuest- Software 6.0

BD Biosciences, Heidelberg

Fluoroskan Ascent

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Fluoroskan Ascent-Software 2.6

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Laboport Mini-Labor-Pumpe

KNF-LAB, Freiburg

Mini-Zentrifuge Spectrafuge

neolLab, Heidelberg

Multipette plus

Eppendorf, Hamburg
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Multiskan FC

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Skan it for Multiskan-Software 3.1

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Pipette Filler

neolLab, Heidelberg

Pipette Pipetman classic

Gilson, Middleton/ USA

Rotator mit Vortexer

neolLab, Heidelberg

Ruttler Rocking Shaker

neolLab, Heidelberg

Sysmex XP-300 Cellcounter

Sysmex, Norderstedt

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg

Vortexer Vortex- Genie 2

neolLab, Heidelberg

Wasserbad

Memmert, Schwabach

Wellwash Versa

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Zentrifuge Mikro 320

Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge Mikro 320R

Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge Universal 320R

Hettich, Tuttlingen
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2.2. Methoden

2.2.1. Thrombozytenpraparation aus Vollblut

Die Entnahme der Blutproben erfolgte am Institut fur Klinische Transfusions-
medizin und Hamotherapie des Universitatsklinikums Wiurzburg von gesunden
Spendern nach Aufklarung und Einwilligung. Fir die Untersuchungen lag ein
Votum der Ethikkommission bei der Medizinischen Fakultat der Universitéat
Wirzburg vor (Ethikvotum 47/12, April 2012). Das Blut wurde mittels einer But-
terfly-Kanile der GroRe 18G aus einer peripheren Vene in eine Citrat-
Monovette mit 3,2 % Citratpuffer (106 mM Trinatriumcitrat; Sarstedt AG,
Nuembrecht) entnommen. Fur jeden Versuchsansatz wurden von einem Spen-
der zwei bis vier Monovetten mit einem Volumen von jeweils 10 ml gewonnen.
Direkt im Anschluss wurde die Praparation der gewaschenen Thrombozyten
durchgefihrt. Dafir wurde zunachst jeder Monovette (10 ml) 60 pl 0,5 M EGTA
zugesetzt, um eine Praaktivierung der Thrombozyten bei der anschliel3enden
Zentrifugation zu verhindern. Durch die Zentrifugation des Vollbluts fur
5 Minuten bei 280 g (1720 rpm, Hettich Zentrifuge Universal 320R) trennt sich
das Blut aufgrund der unterschiedlichen spezifischen Gewichte der einzelnen
Bestandteile in drei Phasen auf (Abbildung 3). Die unterste Schicht bilden die
Erythrozyten, die sich aufgrund der hochsten Dichte am Boden ansammeln. Auf
dieser Schicht liegt ein dinner gelblicher Film auf, der vor allem aus den Leu-
kozyten gebildet wird und auch als buffy coat bezeichnet wird. Im Ubergang zur

obersten Schicht, dem Plasma, befinden sich Uberwiegend Thrombozyten.
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Serum +
Thrombozyten

Buffy — Coat =
t———— Leukozyten +
Thromboyzten

Erythrozyten

L |

Abbildung 3: Schichtbildung in einer zentrifugierten Blutprobe

Dieses thrombozytenreiche Plasma (PRP, engl. platelet rich plasma) wird mit
einer Pipette vorsichtig abpipettiert und in ein Reagenzrohrchen tberfuhrt. Um
eine Trennung der Thrombozyten vom Plasma zu erreichen, zentrifugiert man
dieses Reagenzréhrchen fir 5 Minuten bei 430 g (2150 rpm, Hettich Zentrifuge
Universal 320R). Der nun thrombozytenarme Uberstand (PPP, engl. platelet
poor plasma) wird mit Hilfe einer Pipette entfernt, sodass die Thrombozyten als
Pellet am Boden des Rohrchen verbleiben [137, 148].

Anschliel3end erfolgt der Waschvorgang, wobei im ersten Schritt das Thrombo-
zyten-Pellet in 5 ml vorgewarmten CGS-Puffer resuspendiert und danach er-
neut fir 5 Minuten bei 430 g (2150 rpm, Hettich Zentrifuge Universal 320R)
zentrifugiert wird. Danach wird der Uberstand abpipettiert und das Thrombozy-
ten-Pellet in 1 ml vorgewarmten HEPES-Puffer aufgeschwemmt [127-129, 132,
146]. Zum Schluss erfolgen die Thrombozytenzahlung (Sysmex-XP 300) und
die Einstellung der Thrombozytenzahl auf 3 x 108 Thrombozyten/ml durch Ver-
dinnung der Thrombozytenlésung mit HEPES-Puffer [149, 150].
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2.2.2. Aggregometrie nach Born

2.2.2.1. Grundlagen der Aggregometrie

Die Aggregometrie nach Born ist eine 1963 entwickelte Methode zur Bestim-
mung der Aggregationsfahigkeit von Thrombozyten, die auf dem Prinzip der
Lichttransmission beruht [151].

Das Grundprinzip der Aggregometrie folgt der Absorptionsphotometrie: Licht
einer bestimmten Wellenlange durchstrahlt eine Kivette mit einer Losung, in
der sich ein absorbierender Stoff befindet. Die Lichtintensitat, die auf den De-
tektor trifft, ist abh&ngig von den Absorptionseigenschaften und der Konzentra-
tion des Stoffes in der Losung und der Lange des Lichtweges, also der Dicke
der Kivette. Beschrieben wird diese Gesetzmaligkeit durch das Lambert-
Beer'sche Gesetz [152]:

o
EA=Ig(F)= Exrc+d

lo: Intensitat des einfallenden Lichtes (W/mz)

I1: Intensitat des transmittierten Lichtes (\N/mz)

Ex Extinktionskoeffizient der Wellenlange A (mzlmol)
— Spezifische Grole flr die absorbierende Substanz

c: Stoffmengenkonzentration der absorbierenden Substanz in der Lésung
(mol/N)

d: Schichtdicke des durchstrahlten Kdrpers (m)

Das Intensitatssignal, welches am Detektor gemessen wird, wird logarithmisch
gegen die Konzentration ¢ aufgetragen. Auf diese Weise kann bei Kenntnis des
Extinktionskoeffizienten die unbekannte Konzentration ermittelt werden [153].
Die Aggregometrie ist im Vergleich hierzu ein turbidimetrisches Messverfahren,
bei dem nicht die Absorption, sondern die Anderung der Lichttransmission in
einer bestimmten Zeit gemessen wird. Eine Kivette mit PPP oder mit gewa-
schenen Thrombozyten wird dabei in die Messstation des Aggregometers ge-
stellt. Zum Start der Reaktion wird eine aggregationsinduzierende Substanz

dazu gegeben. Durch Bildung von Thrombozytenaggregaten wird die Suspen-
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sion lichtdurchlassiger und die Intensitat des gemessenen Signals am Detektor
nimmt zu (Abbildung 4). Die Lichttransmission vor Start der Reaktion entspricht
dabei dem Nullwert (0 %) und die Lichttransmission von PPP nach kompletter
Aggregation einem Wert von 100 %. Die Zunahme der Transmission im zeitli-
chen Verlauf ist ein Maf3 fur die ablaufende Aggregation und wird als Reakti-
onskurve dargestellt. In der Regel wird die maximale Transmission wahrend der
ersten 5 Min. nach Induktion fir die Auswertung herangezogen.

Fur die Versuche wurde das Aggregometer APACT 4004 mit vier Messstatio-
nen eingesetzt. Die Messung erfolgte bei einer Wellenlange von 740 nm unter
standigem Ruhren durch einen Magnetstift. Mit der zugehérigen LPC-Software
wurden die Reaktionskurven aufgezeichnet und in Excel zur weiteren Auswer-

tung exportiert.

Lichtquelle Kiivette mit WP Detektor
m o et ®
E ... .. < =
e e -

’ <w
R
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¥ E ¥

Abbildung 4: Lichttransmission im Aggregometer vor und nach Zugabe
von Thrombozytenaktivatoren
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2.2.2.2. Aggregationsversuche mit gewaschenen Thrombozyten

Um zu ermitteln, wie sich die aggregationsinduzierenden Stoffe ADP, EPI und
SER auf die Aggregationsfahigkeit von gewaschenen Thrombozyten im Zeitver-
lauf auswirken, wurden diese einzeln oder kombiniert in verschiedenen Proben-
ansatzen getestet. Dazu wurden jeweils 200 pl WP in eine Kivette pipettiert
und fur 60 - 90 Sekunden bei 37°C inkubiert. Anschlie3end erfolgte nach Zuga-
be von 2 pl Ca®* - um eine Endkonzentration von letztlich 1 mM Ca®" in der L6-
sung zu erzielen - und einem Induktor bzw. einer Kombination zweier Indukto-
ren die Messung der Aggregation Uber 300 Sekunden unter kontinuierlicher
Durchmischung mit einem kleinen Magnetrihrer in der Klvette. Die geeigneten
Konzentrationen der Induktoren, unter der noch ein aggregationsinduzierender
Effekt auftritt, wurden in Vorversuchen ermittelt. Die Induktorkonzentrationen
sind in Tabelle 5 aufgelistet. Die Aggregationsversuche wurden mit frisch prépa-
rierten gewaschenen Thrombozyten (0 Minuten) sowie mit 30, 60 und 120 Min-
uten in einem Reagenzrohrchen bei Raumtemperatur ohne Agitation gelagerten
WP durchgefhrt.

Tabelle 5: Konzentration der verwendeten Induktoren

Induktor Konzentration nach Aufldsung Endkonzentr“ation in der
der Trockensubstanz Messkiivette
ADP 1mMm 10 uM
EPI 50 uM 0,25 uM
SER 250 uM 1,25 uM
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2.2.3. Durchflusszytometrie

2.2.3.1. Grundlagen der Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht darauf, dass sich Zellen anhand
ihrer Grol3e, Struktur, Oberflacheneigenschaften und ihren intrazellularen Be-
standteilen (Granularitat) unterscheiden lassen [154-156]. Das Verfahren kann
somit zur Bestimmung der Zellzahl und fur zellulare Funktionsuntersuchungen
eingesetzt werden. Dafur werden Zellen mit fluoreszenzgekoppelten Antikor-
pern, die gegen spezifische Oberflachenantigene gerichtet sind, markiert. Die
Zellen werden dann in einem laminaren Strom durch einen Probenkanal gelei-
tet, in dem sie von einem Laserstrahl mit monochromatischem Licht erfasst
werden. Dadurch kommt es zum einen zur Streuung des Lichts an den Zellen
und zum anderen zur Anregung der an die Zellen gekoppelten Fluoreszenz-
farbstoffe, die daraufhin Licht einer bestimmten Wellenl&ange emittieren. Das
Streulicht und das von den Fluoreszenzfarbstoffen emittierte Licht werden durch
ein komplexes optisches System aus Linsen, Spiegeln und Filtern im Innern des
Durchflusszytometers in die unterschiedlichen Wellenlangenbereiche aufgesplit-
tet und als spezifische Signale von den verschiedenen Detektoren erfasst. Ver-
deutlicht wird dieser komplexe Strahlengang in Abbildung 5. Dabei ist das Vor-
wartsstreulicht (FSC, engl. Forwardscatter) ein Mal3 fir die Beugung des Lichts
und hangt von der relativen GroRe der Zelle ab. Das Seitwartsstreulicht (SSC,
engl. Sidescatter) ist ein Mal3 fur die Brechung des Lichts und kann eine Aus-

sage Uber die Granularitat der Zelle liefern [157].
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Dioden
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Abbildung 5: Detektionsprinzip im Durchflusszytometer
FSC = Forward Scatter (Vorwartsstreulicht)
SSC = Side Scatter (Seitwartsstreulicht)
FL = Fluoreszenzkandle 1-4

2.2.3.2. Messung der Expression von purinergen Rezeptoren unter Kurz-

zeitlagerung

Die Expression der purinergen Rezeptoren P2X1, P2Y1 und P2Y12 auf der
Oberflache von gewaschenen Thrombozyten wurde zu den definierten Zeit-
punkten 0, 30, 60 und 120 Minuten nach Herstellung gemessen.

Fur die Praparation der einzelnen Proben werden zu 24 ul WP in Eppendorf
Cups 6 pl CD41a-Antikdrperlésung und zusatzlich jeweils 2,7 pl P2X1-, P2Y1-
oder P2Y12-Antikorperlosung pipettiert. AuRerdem wird eine Isotyp-Kontrolle
mitgefthrt, in der sich nur WP und Antikdrper gegen CD41a befinden. Die so
praparierten Proben werden zunéchst bei Raumtemperatur fur 15 Minuten unter

kontinuierlichem Schiitteln und anschlieBend fiir weitere 15 Minuten bei 37°C
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im Thermoblock inkubiert. Danach wird die Reaktion in den Proben mit 3 pl
10 % Formaldehyd (FA) abgestoppt und erneut fir 10 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Im n&chsten Schritt werden die Proben fur 2 Minuten bei
21380 g (15000 rpm, Hettich Zentrifuge Mikro 200) zentrifugiert. Anschliel3end
wird der Uberstand verworfen und das Pellet mit den markierten Thrombozyten
mit 30 ul PBS/BSA/GIc versetzt, um die Zellen zu stabilisieren und das Ausmalf3
an unspezifischen Bindungen zu reduzieren, da durch den Albuminzusatz
(BSA, engl. bovine serum albumin) ein Teil der Bindungsstellen blockiert wird.
Zuletzt folgt die Zugabe von 30 pl FITC-konjugierten Antikérpern (Anti-
Rabbit IgG1k) und nochmals eine Inkubation fiir 30 Minuten bei Raumtempera-
tur.

Vor der durchflusszytometrischen Bestimmung werden die Proben mit 500 pl
PBS/BSA/GIc verdunnt. Die Messung erfolgt am FACSCalibur mit der Software
CellQuest von BD Biosciences. Um die Population der Thrombozyten genauer
zu analysieren, wird das Scatterdiagramm FL4 - unter den vorgegebenen
Grundeinstellungen zur Thrombozytenanalytik - ausgewahlt. Die Proben sind
bei 4°C bis zu vier Stunden stabil. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der Fluo-
reszenzfarbstoffe missen die Proben wéahrend der Inkubationsschritte im Dun-
keln aufbewahrt werden. Das Pipettierschema findet sich in Tabelle 6.
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Tabelle 6: Pipettierschema - Expression von purinergen Rezeptoren unter Kurzzeitlage-

rung
24 pl WP 24 pl WP 24 ul WP 24 ul WP
+
6 pl anti-CD41a 6 pl anti-CD41a 6 pl anti-CD41a 6 pl anti-CD41a
+
2,7 pl anti-P2X1 2,7 pyl anti-P2Y1 2,7 pl anti-P2Y12
Inkubieren fur 15 Minuten bei RT
Inkubieren fir 10 Minuten bei 37°C
3 ulFA 3 ulFA 3 ulFA 3 Ul FA

Zentrifugieren bei 21380 g (15000 rpm) fur 2 Minuten bei RT
— Uberstand verwerfen

— Pellet resuspendieren

30 ul FITC 30 ul FITC 30 pl FITC 30 pl FITC

Inkubieren fir 30 Minuten bei RT im Dunkeln

500 pl PBS/BSA/GIc | 500 pl PBS/BSA/Glc 500 pl PBS/BSA/GIc | 500 pl PBS/BSA/Glc

FACS-Analyse

2.2.3.3. Messung der Expression von purinergen Rezeptoren nach Stimu-

lation

Zusatzlich wurde die Expressionsanderung der purinergen Rezeptoren P2X1,
P2Y1 und P2Y12 nach Stimulation der gewaschenen Thrombozyten mit ver-
schiedenen Aktivatoren tberpruft.

Im ersten Schritt wird zu 200 pl WP in Eppendorf Cups jeweils 18 pl P2X1,
P2Y1 oder P2Y12-Antikorperlésung hinzugegeben. Zusatzlich wird eine Isotyp-
Kontrolle mitgefiihrt, in der sich jedoch im Gegensatz zum Versuch mit Kurzzeit-
lagerung (vergleiche 2.2.3.2) nur WP befindet. Die praparierten Proben werden
zundchst bei Raumtemperatur fir 15 Minuten und danach fir weitere
10 Minuten bei 37°C im Thermoblock inkubiert. Anschliel3end werden die 200 pl
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WP mit Ansatzen auf 6 Eppendorf-Cups mit jeweils 30 pl aufgeteilt. Diese
6 Proben werden nacheinander mit EPI, SER, EPI und SER in Kombination
sowie ADP stimuliert und fir jeweils 2 Minuten bei 37°C inkubiert. Einer Probe
wird als Negativkontrolle PBS und einer weiteren Probe als Positivkontrolle
TRAP-6 zugegeben, die ebenfalls fur 2 Minuten bei 37°C inkubiert werden. Die
Reaktionen werden schlie3lich mit 3 pl 10 % Formaldehyd abgestoppt. Danach
wird mit den Proben wie in Absatz 2.2.3.2 beschrieben weiter verfahren. Das

Pipettierschema ist in Tabelle 7 wiedergegeben.
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Tabelle 7: Pipettierschema — Expression von purinergen Rezeptoren nach Stimulation
200 pl WP 200 pul WP 200 ul WP
30 pl WP +
18 pl anti-P2X1 18 pl anti-P2Y1 18 pl anti-P2Y12
Inkubieren fur 15 Minuten bei RT
Inkubieren fur 10 Minuten bei 37°C
- N—__ 7
N
Aufteilen der Proben in Eppendorf-Cups
A
~ —
30 ul WP 30 pl WP 30 pl WP 30 ul WP 30 pl WP 30 pl WP
+
1 pl Epi + -
1 ul PBS 1 ul EPI 1 ul SER HiEP 1 ul ADP 1 U TRAP
1 pl Ser 6
Inkubieren fur 2 Minuten bei 37°C
3 ulFA 3 ulFA 3 ulFA 3 ulFA 3 ulFA 3 Ul FA 3 ulFA
Inkubieren fur 10 Minuten bei RT
Zentrifugieren bei 21380 g (15000 rpm) fur 2 Minuten bei RT
— Uberstand verwerfen
— Pellet resuspendieren
60 W FITC | 60l FITC | 60l FITC | 60l FITC | 60 pl FITC | 60 pl FITC | 60 pl FITC
Inkubieren fur 30 Minuten bei RT im Dunkeln
500 pl 500 ul 500 pl 500 pl 500 pl 500 ul 500 pl
PBS/BSA/ | PBS/BSA/ | PBS/BSA/ | PBS/BSA/ | PBS/BSA/ | PBS/BSA/ | PBS/BSA/
Glc Glc Glc Glc Glc Glc Glc

FACS-Analyse
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2.2.4. ELISA

2.2.4.1. Grundlagen des ELISA

Der ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) ist ein immunologi-
sches Verfahren, bei dem Substanzen durch eine enzymatische Farbreaktion
nachgewiesen werden [152, 153, 158]. Beim indirekten ELISA (auch Sandwich-
ELISA) kommen zwei verschiedene Antikorper, die beide spezifisch an das
nachzuweisende Antigen binden, zum Einsatz, wobei zu beriicksichtigen ist,
dass beide Antikoérper an unterschiedliche Stellen (Epitope) des Antigens bin-
den, um sich nicht gegenseitig zu behindern. Ein Antikorper (engl. coat
antibody) ist an eine feste Phase gebunden, meist in Vertiefungen (engl. wells)
einer Mikrotiterplatte. In diese Vertiefungen wird die Probe mit dem nachzuwei-
senden Antigen gegeben und inkubiert, sodass der in den wells gebundene An-
tikdrper das Antigen in der Probe binden kann. Im nachsten Schritt wird der so-
genannte Primar-Antikdrper (engl. detection antibody), der ebenfalls an das An-
tigen bindet, jedoch an anderer Stelle, hinzugegeben. Wahrend der Inkubation
entstehen nun die Antikdrper-Antigen-Antikdrper-Komplexe, worauf der Name
Sandwich-ELISA zurtckzufuhren ist. Zuletzt wird noch ein weiterer Sekundéar-
Antikdrper, der an ein chromogenes Enzym gekoppelt ist, zugegeben. Darge-

stellt als Schema in Abbildung 6.
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I Substrat

Sekundar- T E— Enzym
Antikérper . °

Primar-
Antikérper

Gesuchtes
Antigen

Spezifischer
Antikorper fur
gesuchtes
Antigen

Abbildung 6: Funktionsprinzip eines ELISA

Jeweils im Anschluss an die Inkubationsphase erfolgen Waschschritte, mit de-
nen Uberschiissige Antigene sowie Antikdrper entfernt werden. Zum Nachweis
und zur guantitativen Bestimmung des Antigens erfolgt nun die Zugabe eines
chromogenen Substrates, wodurch die enzymatische Reaktion gestartet und
die Umsetzung des Substrates mit Farbumschlag in Gang gesetzt wird. Nach
Abstoppen dieser enzymatischen Reaktion mit einer Stopplosung kann die
Farbanderung mit einem Photometer spektrometrisch bei einer bestimmten
Wellenlénge erfasst werden. Die Konzentrationsdnderung ist dabei proportional
zur Intensitat des durch die enzymatische Reaktion entstandenen Farbstoffs,
sodass mit dem Lambert-Beer’'schen Gesetz die Konzentration des Antigens in
der Probe berechnet werden kann. Fir quantitative Nachweise wird Ublicher-
weise eine Serie mit bekannten Antigenkonzentrationen (Standardreihe) mitge-
fuhrt, um eine Kalibrationskurve fiir das gemessene Signal (optische Extinktion/

emittierte Intensitat) zu erhalten [153, 157].
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2.2.4.2.Vorbereitung von ELISA-Proben

Die Konzentration der purinergen Rezeptoren im zytosolischen Kompartiment
der gewaschenen Thrombozyten wurde mittels kommerzieller ELISA-Kits
durchgefiihrt. Dazu missen Thrombozyten einem Aufschlussverfahren zuge-
fuhrt werden.

Um den Rezeptorgehalt nach Stimulation mit Thrombozytenaktivatoren zu be-
stimmen, werden die Proben zunachst mit ADP, EPI, SER oder mit einer Kom-
bination aus EPI und SER fir 2 Minuten bei 37°C stimuliert. Als Negativ-
Kontrolle wird eine unstimulierte Probe und als Positiv-Kontrolle eine mit TRAP-
6 stimulierte Probe mitgefiihrt. Abgestoppt werden die Reaktionen wiederum mit
Formaldehyd (FA).

Im Anschluss werden die Thrombozyten lysiert, um die intrazellularen Rezepto-
ren freizusetzen. Dazu werden die Proben zunachst zweimal bei -80°C in
100 %igem Ethanol schockgefroren und wieder aufgetaut, damit Scherkréfte
der entstehenden Eiskristalle die Zellmembran zerstéren. Anschlie3end wird
das Zell-Lysat durch dreimaliges Aufziehen mit einer Insulin-Spritze, deren Ka-
nile einen engen Durchmesser aufweist, homogenisiert. Anschlie3end erfolgt
eine Zentrifugation fur 5 Minuten bei 4°C und 5000 g (7250 rpm, Hettich Zentri-
fuge Mikro 200R), sodass sich die Membran-Reste als Pellet absetzen. Der
Uberstand, in dem sich nun die Proteine bzw. Rezeptoren aus dem Inneren der
Thrombozyten befinden, wird in Aliquots bei -80°C bis zur Durchfihrung des
ELISAs gelagert.

Durch Wiederholung der Vorbereitungsschritte mit fur 30, 60, 90 oder 120 Min-
uten gelagerten Thrombozyten kdénnen Veranderungen der Rezeptorkonzen-

tration wahrend der Kurzzeitlagerung nachgewiesen warden.
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2.2.4.3. Messung der zytosolischen Konzentration von purinergen Rezep-

toren

Zur Vorbereitung werden die in dem ELISA-Test-Kit enthaltenen und eingesetz-
ten Puffer (EIA-Puffer/Wasch-Puffer) entsprechend den Vorgaben der Test-
Anleitung angesetzt.

In den Vertiefungen der Mikrotiterplatte sind Antikbrper gebunden, die spezi-
fisch gegen den P2X1-, P2Y1- oder P2Y12-Rezeptor gerichtet sind. In diese
Vertiefungen wird dann die Probe der zytosolischen Fraktion gegeben und
1-2 Stunden bei 37°C inkubiert, sodass das Antigen an den Antikdrper binden
kann. Im nachsten Schritt wird ein zweiter Biotin-konjugierter Antikorper, der
ebenfalls spezifisch gegen den jeweiligen Rezeptor gerichtet ist, hinzugegeben
und erneut fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wird die Mikrotiterplat-
te gewaschen, um ungebundene Proteine, die den Test stéren kbnnten, zu ent-
fernen. Zuletzt wird ein HRP-gekoppelter Antikdrper zugesetzt, gefolgt von einer
Inkubation fiir 30 Minuten bei 37°C und mehreren Waschschritten. Zum Nach-
weis und zur quantitativen Bestimmung des Antigens erfolgt die Zugabe des
chromogenen TMB-Substrates, wodurch ein gelber Farbumschlag initiiert wird.
Gestoppt wird die Reaktion durch Schwefelsaure, wodurch es wieder zu einem
blauen Farbumschlag kommt. Diese Farbanderung wird in einem Photometer
spektrometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm erfasst. Die Auswertung er-
folgt mit dem Multiskan FC der Firma Thermo Fisher Scientific. Die Daten wer-
den an den PC ubermittelt und mit der zugehorigen Skan it for Multiskan-
Software 3.1 aufgezeichnet. Anschlie3end konnen diese Daten nach Excel ex-

portiert und dort statistisch bearbeitet werden.

35



Material und Methoden

2.2.5. Statistik

Die Bearbeitung und die statistische Auswertung der Daten aller Versuche, so-
wie die Erstellung der Grafiken, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wer-
den, erfolgten mit Excel von Microsoft. Die Daten wurden als Mittelwert mit
Standardfehler (SEM, engl. Standard error of the mean) dargestellt. Um signifi-
kante Unterschiede zwischen den Werten nachzuweisen, wurde der gepaarte
und ungepaarte t-Test angewendet. Dabei gilt p < 0,5 als statistisch signifikant,

n gibt die Anzahl der durchgefuihrten Experimente an.
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3. Ergebnisse

37



Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der Aggregationsversuche

Zunachst wurde untersucht, wie sich die Aggregationsfahigkeit von gewasche-
nen Thrombozyten bei Kurzzeitlagerung lUber einen Zeitraum von 2 Stunden
entwickelt. Dazu wurden Thrombozyten verwendet, die mit CGS-Puffer gewa-
schenen und in HEPES-Puffer bei Raumtemperatur gelagert wurden. Die Be-
stimmung erfolgte mit dem Aggregometer APACT 4004 sofort bzw. 30, 60 und
120 Minuten nach Praparation. Als Induktoren wurden ADP, EPI und SER ver-
wendet. Diese Aktivatoren binden an unterschiedliche Rezeptoren auf der
Thrombozytenmembran, nutzen jedoch gleiche Signalwege fur die Signalweiter-
leitung. FUr ADP wurde eine Konzentration von 10 uM gewabhlt, die in der Regel
aggregationsauslosend wirkt. Fur EPI mit 0,25 uM und far SER mit 1,25 uM
wurden Konzentrationen eingesetzt, die alleine keine Aggregation auslésen, wie
sich auch in Vorversuchen bestétigte (Details hierzu werden in dieser Arbeit

nicht gezeigt).

3.1.1. Aggregationsfahigkeit nach Induktion mit ADP

Nach Zugabe von 10 uM ADP zu frisch gewaschenen und fir 30, 60 und
120 Min. gelagerten Thrombozyten zeigten sich folgende Aggregationskurven

mit entsprechenden maximalen Aggregationswerten (Abbildung 7).
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Abbildung 7: ADP-induzierte Aggregation gewaschener Thrombozyten

unter Kurzzeitlagerung

A. Kurven der mittleren Aggregationswerte

B. Maximale Aggregation im Verlauf der Lagerung
Gewaschene humane Thrombozyten wurden 60 Sek. bei 37°C
inkubiert und anschlieBend mit 10 uM ADP stimuliert. Die Mes-
sung erfolgte fur 5 Min. im Aggregometer APACT 4004 nach 0,
30, 60 und 120 Min. Lagerung bei RT.

Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; n=9; *p<0,05 (verglichen mit
0 Min.).

Die maximale ADP-induzierte Aggregation von frisch praparierten Thrombozy-
ten erreichte einen Wert von 50,2 % + 4,0 %. Unter Lagerung zeigte sich eine
signifikante Abnahme der maximalen Aggregation auf 35,1 % £+ 1,8 % nach
30 Min., auf 19,2% +3,9% nach 60 Min. und auf 11,1 % +2,8% nach
120 Min.
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3.1.2. Aggregationsfahigkeit nach Induktion mit ADP und EPI in
Kombination

Nach Zugabe von 10 uM ADP und 0,25 uM EPI in Kombination zu frisch gewa-
schenen und fur 30, 60 und 120 Min. gelagerten gewaschenen Thrombozyten

zeigten sich nachfolgende maximale Aggregationswerte (Abbildung 8).
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Abbildung 8: ADP mit EPI-induzierte Aggregation gewaschener Throm-

bozyten unter Kurzzeitlagerung

A. Kurven der mittleren Aggregationswerte

B. Maximale Aggregation im Verlauf der Lagerung
Gewaschene humane Thrombozyten wurden 60 Sek. bei 37°C
inkubiert und anschlieRend mit 10 uM ADP und 0,25 uM EPI
stimuliert. Die Messung erfolgte fir 5 Min. im Aggregometer
APACT 4004 nach 0, 30, 60 und 120 Min. Lagerung bei RT.
Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; n=9; *p<0,05 (verglichen mit
0 Min.).
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Bei Stimulation der Thrombozyten mit einer Kombination aus 10 uM ADP und
0,25 uM EPI lag der mittlere Maximalwert der Aggregation bei 58,0 % + 8,1 %.
Dieser verringerte sich im Verlauf der Lagerung nach 30 Min. auf
43,5 % + 9,8 %, nach 60 Min. auf 33,2 % * 8,3 % und nach 120 Min. schlief3lich
signifikant auf 22,5 % + 3,7 %.

3.1.3. Aggregationsfahigkeit nach Induktion mit ADP und SER

in Kombination

Nach Zugabe von 10 uM ADP und 1,25 uM SER in Kombination zu frisch ge-
waschenen und fur 30, 60 und 120 Min. gelagerten Thrombozyten zeigten sich

nachfolgende maximale Aggregationswerte (Abbildung 9).
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Abbildung 9: ADP mit SER-induzierte Aggregation gewaschener Throm-
bozyten unter Kurzzeitlagerung
A. Kurven der mittleren Aggregationswerte
B. Maximale Aggregation im Verlauf der Lagerung
Gewaschene humane Thrombozyten wurden 60 Sek. bei 37°C
inkubiert und anschlieend mit 10 uM ADP und 1,25 pM SER
stimuliert. Die Messung erfolgte fir 5 Min. im Aggregometer
APACT 4004 nach 0, 30, 60 und 120 Min. Lagerung bei RT.
Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; n=9; *p<0,05 (verglichen mit
0 Min.).

Die mittlere maximale Aggregation, die durch die Stimulation frisch gewasche-
ner Thrombozyten mit einer Kombination aus 10 uM ADP und 1,25 pM SER
erreicht wurde, lag bei 56,8 % + 13,5 %. Die Aggregationswerte verminderten
sich bei Lagerung nach 30 Min. auf 39,9 % +7,8%, nach 60 Min. auf
27,9 % + 6,0 % und nach 120 Min. signifikant auf 14,8 % + 2,9 %.
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3.1.4. Aggregationsfahigkeit nach Induktion mit EPI und SER in

Kombination

Nach Zugabe der beiden niedrigdosierten Induktoren 0,25 uM EPI und 1,25 pM
SER zu frisch gewaschenen und fir 30, 60 und 120 Min. gelagerten Thrombo-
zyten ergab sich nachfolgendes Bild fiir die Aggregationswerte (Abbildung 10).
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Abbildung 10: EPI mit SER-induzierte Aggregation gewaschener Throm-
bozyten unter Kurzzeitlagerung
A. Kurven der mittleren Aggregationswerte
B. Maximale Aggregation im Verlauf der Lagerung
Gewaschene humane Thrombozyten wurden 60 Sek. bei 37°C
inkubiert und anschlieRend mit 0,25 um EPI und 1,25 pM SER
stimuliert. Die Messung erfolgte fir 5 Min. im Aggregometer
APACT 4004 nach 0, 30, 60 und 120 Min. Lagerung bei RT.
Gezeigt sind Mittelwerte + SEM; n=8; *p<0,05 (verglichen mit
0 Min.).
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Die Kombination aus 0,25 uM EPI und 1,25 pM SER l6ste im Mittel eine maxi-
male Aggregation von 56,3 % + 12,7 % aus. Dieser Wert sank im Verlauf der
Lagerung bei Raumtemperatur nach 30 Min. auf 45,8 % + 5,7 %, nach 60 Min.
auf 24,8% +5,3% und nach 120 Min. auf 18,7 % £5,0%. Nach 60 und
120 Min. Lagerung waren die Reduktionen signifikant.

3.1.5. Vergleich der maximalen Aggregationswerte

Die maximalen Aggregationswerte zu verschiedenen Lagerungszeitpunkten
sind in Tabelle 8 zum Vergleich aufgefihrt.

Wahrend der Kurzzeitlagerung zeigte sich unter Induktion mit 10 uM ADP eine
zunehmende und deutliche Verminderung der Aggregationsfahigkeit von gewa-
schenen Thrombozyten. Die gleichzeitige Stimulation mit den wirkungsaquiva-
lenten niedrigdosierten Induktoren EPI oder SER in Ergdnzung zu 10 pM ADP
oder mit deren Kombination ergab jeweils eine, zwar nicht signifikante, aber
dennoch tendenzielle Verbesserung der Aggregation bis zu 10 - 15 % an den

verschiedenen Zeitpunkten.

Tabelle 8: Vergleich der maximalen Aggregation (in %) nach Stimulation mit verschie-
denen Induktoren zu bestimmten Zeitpunkten der Kurzzeitlagerung
(*p<0,05: verglichen mit 0 Min.)

0 Min. 30 Min. 60 Min. 120 Min.
ADP 50,16 35,11* 19,22* 11,12*
ADP + EPI 57,99 43,51 33,18 22,46*
ADP + SER 56,82 39,87 27,88 14,83*
EPI + SER 56,34 45,76 24,82* 18,65*

44



Ergebnisse

3.2. Thrombozytéare Verteilung von purinergen Rezeptoren nach

Thrombozytenaktivierung

In den weiteren Untersuchungen wurde die Expression der purinergen Rezepto-
ren auf der thrombozytaren Oberflache und die Menge der purinergen Rezepto-
ren im Zytosol nach Stimulation mit unterschiedlichen Thrombozytenaktivatoren
bestimmt. Die Oberflachenexpression purinerger Rezeptoren wurde mittels fluo-
reszenzmarkierter Antikorper durchflusszytometrisch ermittelt. Die Bestimmung
der Konzentration purinerger Rezeptoren in der zytosolischen Fraktion erfolgte

nach Lysierung der Thrombozyten mittels ELISA.

3.2.1. Oberflachenexpression purinerger Rezeptoren nach Sti-
mulation

Die Oberflachenexpression der purinergen Rezeptoren P2Y1, P2Y12 und P2X1

wurde zundachst in frisch praparierten gewaschenen Thrombozyten nach Stimu-

lation mit 0,25 uM EPI, 1,25 uM SER, der Kombination aus EPI und SER,
10 uM ADP bzw. 10 pM TRAP-6 durchgefuhrt (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Purinerge Rezeptorexpression auf der Oberflache nach
Stimulation mit verschiedenen Aktivatoren
A. P2Y1; B. P2Y12; C. P2X1
Gewaschene Thrombozyten wurden mit den angegebenen Ak-
tivatoren stimuliert. AnschlieBend wurde die Rezeptordichte
mittels fluoreszenzmarkierter Antikoérper durchflusszytomet-
risch bestimmt.
Gezeigt sind Mittelwerte + SEM (MFI = Mittlere Fluoreszenz-
intensitat, arbitrére Einheit); n = 9; *p<0,05 (verglichen mit der
unstimulierten Kontrolle).

46



Ergebnisse

Nach Stimulation mit den Aktivatoren EPI, SER und der Kombination aus bei-
den ergab sich in Bezug zur basalen Expression eine signifikante Erhohung der
Expression purinerger Rezeptoren auf der Thrombozytenoberflache. Beim
P2Y1-Rezeptor zeigte sich ausgehend vom basalen Wert von 50,5 £ 0,8 MFI
eine Zunahme auf 62,3 + 1,3 MFI bzw. auf 63,1 £ 4,9 MFI nach Stimulation mit
0,25 uM EPI bzw. 1,25 yM SER sowie auf 64,2 + 1,8 MFI unter Kombination
beider Aktivatoren. Fiur den P2Y12-Rezeptor ergaben sich fur diese Induktoren
analoge Anstiege von initial 352+0,6 MFI auf 39,5+1,7MFI, auf
43,0 + 3,6 MFI bzw. auf 49,7 + 3,3 MFI. In gleicher Weise verhielt sich unter
entsprechender Stimulation die P2X1-Rezeptorexpression mit einer Zunahme
von basal 452+15% auf 53,7+2,8MFI, auf 57,8 £3,1 MFI bzw. auf
61,1 =+ 3,3 MFI. Im Gegensatz hierzu loste die Stimulation mit ADP bei allen
purinergen Rezeptoren eine signifikante Reduktion der Oberflachenexpression
aus. Es ergaben sich fir den P2Y1-, den P2Y12- und den P2X1-Rezeptor eine
Abnahme auf 39,2 + 2,1 MFI, auf 25,1 £ 2,2 MFI und auf 33,9 + 2,7 MFI. Die
Stimulation mit TRAP-6 wurde als ,Positiv-Kontrolle“ mitgeftihrt, da dieser In-
duktor bekanntermaf3en eine Erhohung der purinergen Rezeptorexpression
bewirkt. Es zeigten sich deutlich hohere Werte von 81,1 + 3,7 MFI beim P2Y1-
Rezeptor, von 68,5 + 4,4 MFI beim P2Y12-Rezeptor und von 87,1+ 7,5 MFI
beim P2X1-Rezeptor.

3.2.2. Zytosolische Konzentration purinerger Rezeptoren nach
Stimulation

Neben der Oberflachenexpression wurde auch der zytosolische Gehalt der pu-

rinergen Rezeptoren in gewaschenen Thrombozyten nach Stimulation mit

0,25 uM EPI, 1,25 uM SER, der Kombination aus EPI und SER, 10 uM ADP
bzw. 10 uM TRAP-6 untersucht (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Purinerge Rezeptorkonzentration in der zytosolischen
Fraktion nach Stimulation mit verschiedenen Aktivatoren
A. P2Y1; B. P2Y12; C. P2X1
Gewaschene Thrombozyten wurden mit 0,25uM EPI,
1,25 uM SER, EPI und SER in Kombination, 10 uM ADP bzw.
10 uM TRAP-6 stimuliert. AnschlieBend wurden die Thrombozy-
ten lysiert und die Rezeptorkonzentration in der zytosolischen
Fraktion mittels ELISA bestimmt.
Gezeigt sind Mittelwerte + SEM (in ng/ml Rezeptorprotein);
n =9; *p<0,05 (verglichen mit der unstimulierten Kontrolle).
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Fur den P2Y1 Rezeptor ergab sich ausgehend von basal 67,0 + 6,1 ng/ml je-
weils eine signifikante Zunahme der Konzentration auf 89,7 + 7,5 ng/ml bzw.
auf 90,7 = 5,2 ng/ml nach Stimulation mit 1,25 uM SER und der Kombination
aus EPI und SER. Dementgegen bewirkte EPI bzw. ADP nur eine geringe, aber
nicht signifikante Erhéhung. Der basale Wert von 21,8 + 0,7 ng/ml fir den
P2Y12-Rezeptor blieb unabhangig von der Art der Stimulation nahezu unveran-
dert. Ausgehend von basal 50,7 + 9,9 ng/ml beim P2X1-Rezeptor zeigte sich
nach Stimulation mit SER bzw. der Kombination aus EPI und SER eine Ten-
denz zur Erhohung. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei Zugabe von EPI und
ADP eher ein Abfall, wobei diese Schwankungen nicht signifikant waren.
TRAP-6 bewirkte eine Zunahme der zytosolischen Konzentration beim P2Y1-

Rezeptor auf 89,1 + 5,8 ng/ml bzw. beim P2X1-Rezeptor auf 80,2 + 4,3 ng/ml.

3.2.3. Vergleich der purinergen Rezeptorverteilung nach Stimu-
lation
Zur Ubersicht sind in Tabelle 9 die tendenziellen Veranderungen der Oberfla-

chenexpression bzw. der zytosolischen Konzentrationen der purinergen Rezep-

toren von frisch gewaschenen Thrombozyten schematisch wiedergegeben.

Tabelle 9: Vergleich der Rezeptorverteilung nach Stimulation mit verschiedenen Induk-
toren (*p<0,05: im Vergleich zum basalen Ausgangswert)

A. Oberflachenexpression B Zytosolische Konzentration
P2Y1 P2Y12 P2X1 P2Y1 | P2Y12 | P2X1
EPI 1* 1* 1* EPI 1* - !
SER 1* 1* 1* SER 1* o 1
EPI + SER 1 1* 1* EPI + SER 1 - 1
ADP * * 1* ADP 1* > !
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3.3. Einfluss der Kurzzeitlagerung auf purinerge Rezeptoren

Im nachsten Schritt wurde die Auswirkung der Kurzzeitlagerung fur 2 Stunden
auf gewaschene Thrombozyten, die in CGS-Puffer und ohne Agitation aufbe-
wahrt wurden, untersucht. Zu den Zeitpunkten 30, 60, 90 und 120 Minuten nach
Praparation wurde die Oberflachenexpression und die zytosolische Konzentra-

tion purinerger Rezeptoren untersucht.

3.3.1. Oberflachenexpression purinerger Rezeptoren wahrend

der Kurzzeitlagerung

Fir die Oberflachenexpression der purinergen Rezeptoren P2Y1, P2Y12 und
P2X1 zeigten sich im Laufe der Kurzzeitlagerung tber 30, 60, 90 und 120 Min.
die nachfolgenden Ergebnisse (Abbildung 13).

50



Ergebnisse

A 80 -

[=2]
o

P2Y1 - Rezeptor (MFI)
N N
o o o

*
I |
I |
60 920

120
Lagerungszeit (Min.)

*
I I *
60 920

-~
o

P2Y12 - Rezeptor (MFI)
N
o o

0 30 120
Lagerungszeit (Min.)
C 60 %
— 50 4
[
= *
5 40 A *
&
N 30
o
> 20 A
N
o
10 A
0 + T T T T
0 30 60 90 120

Lagerungszeit (Min.)

Abbildung 13: Purinerge Rezeptorexpression auf der Oberflache wéahrend
der Kurzzeitlagerung
A. P2Y1; B. P2Y12; C. P2X1
Gewaschene Thrombozyten wurden bei Raumtemperatur in
CGS- Puffer und ohne Agitation unterschiedlich lange (0, 30,
60, 90, 120 Min.) gelagert. Anschlielend wurde die Rezep-
tordichte mittels fluoreszenzmarkierter Antikérper durchfluss-
zytometrisch bestimmt.
Gezeigt sind Mittelwerte + SEM (MFI = Mittlere Fluoreszenz-
intensitat, arbitrare Einheit); n=9; *p<0,05 (verglichen mit
0 Min.).
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Im Vergleich zur basalen Expression zeigte sich jeweils &hnlich fur alle drei Re-
zeptoren innerhalb der ersten 60 Min. ein signifikanter Anstieg, gefolgt von einer
Abnahme bis 120 Min. Lagerung. Die Expression betrug beim P2Y1-Rezeptor
initial 49,9 + 0,3 MFI, nach 60 Min. 59,7 + 3,1 MFI und nach 120 Min.
36,0 £ 2,4 MFI. Beim P2Y12-Rezeptor lagen die Werte bei 35,3 £ 0,2 MFI, bei
42,3 + 2,2 MFI nach 60 Min. und bei 31,6 + 1,6 MFI nach 120 Min. Lagerung.
Fur den P2X1-Rezeptor waren Werte von initial 45,1 +0,3 MFI, von
52,7 = 3,3 MFI nach 60 Min. und von 34,0 + 1,7 MFI nach 120 Min. Lagerung

nachweisbar.

3.3.2. Zytosolische Konzentration purinerger Rezeptoren wah-

rend der Kurzzeitlagerung

Im Laufe der Kurzzeitlagerung tber 30, 60, 90 und 120 Min. zeigten sich fur die
Konzentration der purinergen Rezeptoren P2Y1, P2Y12 und P2X1 in der zyto-
solischen Fraktion nachfolgende Ergebnisse (Abbildung 14).

52



Ergebnisse

Abbildung 14:
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Purinerge Rezeptorkonzentration in der zytosolischen
Fraktion wahrend der Kurzzeitlagerung

A. P2Y1; B. P2Y12; C. P2X1

Gewaschene Thrombozyten wurden bei Raumtemperatur in
CGS-Puffer und ohne Agitation unterschiedlich lange (0, 30, 60,
90, 120 Min.) gelagert. AnschlieBend wurden die Thrombo-
zyten lysiert und die Rezeptorkonzentration in der zytosolischen
Fraktion mittels ELISA-Methode bestimmt.

Gezeigt sind Mittelwerte £ SEM (in ng/ml Rezeptorprotein);
n = 9; *p<0,05 (verglichen mit 0 Min.).
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Die zytosolische Konzentration des P2Y1-Rezeptors stieg von initial
76,5 £ 1,9 ng/ml auf 92,0 £ 5,5 ng/ml nach 60 Min. an und sank wieder anna-
hernd auf den Ausgangswert nach 120 Min. Lagerung ab. In &hnlicher Weise
ergab sich beim P2X1-Rezeptor ausgehend von 49,6 + 6,0 ng/ml ein tendenzi-
eller, aber nicht signifikanter Anstieg bis 60 Min., gefolgt von einem Absinken
auf 37,7 £2,5 ng/ml nach 120 Min. Lagerung. Beim P2Y12-Rezeptor stellten

sich im zeitlichen Verlauf dagegen keine wesentlichen Anderungen ein.

3.3.3. Vergleich der purinergen Rezeptorverteilung wahrend

der Kurzzeitlagerung

Ein Uberblick Uber die Veranderungen der Oberflachenexpression und der zy-
tosolischen Konzentration der purinergen Rezeptoren wahrend der Lagerung
von gewaschenen Thrombozyten tUber 120 Min. ist in der folgenden Tabelle 10

wiedergegeben.

Tabelle 10: Vergleich der Rezeptorverteilung wéhrend der Kurzzeitlagerung (*p<0,05: im
Vergleich zu 0 Min.)

A. Oberflachenexpression B. Zytosolische Konzentration
P2Y1 P2Y12 P2X1 P2Y1 | P2Y12 | P2X1
30 Min. 1 1 1 30 Min. 1 o 1
60 Min. % % % 60 Min. % o 1
90 Min. 1* 1 1* 90 Min. 1 o 1
120 Min. 1* 1* 1* 120 Min. l o 1*
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Gewaschene Thrombozyten stellen ein bedeutendes Ausgangsmaterial in der
Grundlagenforschung dar und werden z.B. in der kardiovaskularen oder phar-
makologischen Forschung verwendet. Auch in der Transfusionsmedizin werden
bei der Herstellung von Thrombozytenkonzentraten Verfahren zur Plasmaent-
fernung bzw. -reduktion, z.B. als Voraussetzung von Pathogeninaktivierungs-
verfahren, eingesetzt [135, 143-146, 159]. Nach der Praparation gewaschener
Thrombozyten tritt allerdings ein rascher Verlust der ADP-vermittelten Aggrega-
tionsfahigkeit auf, wie bereits in vielen Publikationen beschrieben sowie auch in
den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden konnte [130,
132, 159-162]. Die Thrombozyten wurden dabei mit CGS-Puffer gewaschen
und im Anschluss in HEPES-Puffer gelagert, eine Praparationsmethode, die
haufig bei der Herstellung gewaschener Thrombozyten in der experimentellen
Forschung Anwendung findet [127-129].

In den Versuchen zur Aggregationsfahigkeit von gewaschenen Thrombozyten
unter Lagerung zeigte sich, dass sich nach initial gut erhaltener Aggregations-
fahigkeit unter Induktion mit 10 uM ADP bereits nach 30 Minuten Lagerung ein
signifikanter Ruckgang entwickelte, um nach 60 Minuten nochmals deutlich ab-
zusinken. Zur Unterscheidung zwischen einem primaren Funktionsverlust der
ADP-Rezeptoren und einer Beeintrachtigung der Signalweiterleitung wurden
Aggregationsversuche mit zusatzlicher Stimulation der entsprechenden Signal-
wege durch gleichzeitige Gabe weiterer Induktoren durchgefuhrt [57, 64, 112,
117, 163]. Hierzu wurden die Induktoren EPI und SER verwendet, die analog zu
den beiden purinergen Rezeptoren P2Y12 (wie Gi-gekoppelter aza-Rezeptor flr
EPI) und P2Y1 (wie Gq-gekoppelter 5-HT,a-Rezeptor fur SER) tber ihre jeweili-
gen Rezeptoren zur G-Protein-gekoppelten Aktivierung von Signalwegen fih-
ren. Die Induktoren wurden jeweils in Konzentrationen eingesetzt, die fur sich
alleine nicht in der Lage sind, eine Aggregation auszulosen.

Die Kostimulation fuhrte im Verlauf zu allen Messzeitpunkten zu einer leichten,
tendenziellen Verstarkung der ADP-vermittelten Aggregationsantwort gewa-
schener Thrombozyten. Diese Beobachtung legt den Schluss nahe, dass die
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den Gg4-Protein bzw. Gi-Protein nachgeschaltete Signalweiterleitung zumindest
noch teilweise funktionsfahig bleibt. Die Kombination aus den Induktoren EPI
und SER - ohne gleichzeitige ADP-Induktion - bewirkte eine dhnliche Aggrega-
tionsantwort wie unter ADP-Stimulation und bestatigt diese Grundannahme. Im
zeitlichen Verlauf kann die Kostimulation sowie auch die kombinierte Stimulati-
on jedoch den progredienten Verlust der Aggregationsfahigkeit nicht vollstandig
kompensieren, sodass neben einer zunehmenden Stérung der Signalweiterlei-
tung auch ein sich ausbildender Defekt auf Ebene der purinergen Rezeptoren

zur verminderten ADP-Reaktivitat beitragen kdnnte.

In den weiterfihrenden Versuchen wurde daher die Expression der purinergen
Rezeptoren P2Y1, P2Y12 und P2X1 auf der thrombozytaren Oberflache und
deren Konzentration im Zytosol gemessen. Die Bestimmungen kdnnen dabei
Ruckschliisse zu Abbau beziehungsweise Internalisation der Rezeptoren oder
aber auch zu moglichen Distributionsprozessen zwischen Thrombozytenmem-
bran und zytosolischen Kompartimenten erlauben.

Die Abnahme der Oberflachenexpression von allen drei purinergen Rezeptoren
bei frisch gewaschenen Thrombozyten um ca. 20 % nach Stimulation mit 10 pM
ADP lasst sich am ehesten durch Internalisierungsprozesse erklaren, die be-
reits in frGheren Arbeiten beschrieben wurden [164-167]. Dagegen fuhrt die
Stimulation mit EPI, SER und TRAP-6 zu einem Anstieg der Oberflachenex-
pression. Diese gegensatzliche Wirkung der Aktivatoren lasst vermuten, dass
nach Kontakt des jeweiligen Induktors am Rezeptor im Inneren des Thrombozy-
ten unterschiedliche Rickkopplungsmechanismen in Bezug zur Verteilung der
purinergen Rezeptoren auf der thrombozytéaren Oberflache ablaufen.

Die Erhéhung der Expression aller drei purinergen Rezeptoren durch Stimulati-
on mit EPI, SER bzw. deren Kombination kdnnte auch ein Grund fur den ver-
starkenden Effekt auf die ADP-induzierte Aggregation unter Kostimulation sein.
Dabei kdnnte es eine Rolle spielen, dass EPI und SER schwache Induktoren
sind und die Erhéhung der Dichte an Rezeptoren einem Versuch zur Signalver-
starkung gleichkommt. Die Verminderung der Oberflachenexpression durch
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ADP konnte demgegeniber einen Schutzmechanismus im Sinne einer
Desensitisierung darstellen, um durch Abschwachung autokriner, ADP-
vermittelter Signale eine Uberschiel3ende Stimulation und friihzeitige Sekreti-
onsvorgange zu verhindern [168, 169].

Eine Internalisation purinerger Rezeptoren wurde bereits fur den P2Y1-
Rezeptor beschrieben, allerdings unter Stimulation mit héheren ADP-Kon-
zentrationen. Membranstandige Ektonukleotidasen kénnen dabei in vivo diesen
Prozess durch Elimination von ATP oder ADP verhindern [170]. Eine Internali-
sation mit anschlieBender Redistribution zur thrombozytaren Oberflache kdnnte
den biologischen Zweck verfolgen, einen erhdhten Protein-Umsatz zu vermei-
den und somit zu einem langeren Funktionserhalt von Thrombozyten beitragen.
Die Vorstellung eines Transportes der purinergen Rezeptoren aus dem Zytosol
an die Oberflache der gewaschenen Thrombozyten nach Aktivierung lasst sich
aufgrund der gleichgerichteten Bewegungen bei den zytosolischen Konzentrati-
onen nicht ableiten. Eine Erh6hung der Oberflachenexpression purinerger Re-
zeptoren nach Stimulation Uber eine Rekrutierung aus den a-Granula und dem
kanalikularen System durfte daher wahrscheinlich sein. Anstelle ineinander-
greifender Distributionsprozesse zwischen Oberflachenmembran und Zytosol
findet vermutlich eine komplexe Regulation der Rezeptoren zwischen den ver-
schiedenen membrangebundenen Kompartimenten statt, die offensichtlich von

der Art des purinergen Rezeptors als auch vom Induktionsweg abhangig ist.

An dieser Stelle ist zu bedenken, dass in dieser Arbeit nur die Gesamtkonzent-
ration der purinergen Rezeptoren in der zytosolischen Fraktion gemessen wur-
de und somit nicht alle thrombozytaren Rezeptoren erfasst wurden, z.B. dieje-
nigen in den kanalikularen Systemen sowie auch die in den Zellorganellen vor-
handenen Rezeptoren [171-173]. Fur solche weiterfihrenden Untersuchungen
waren spezielle Auftrennungsverfahren mit komplexer Technik (z.B. Dichte-
gradientenzentrifugation) erforderlich, um einzelne Komponenten und Zellorga-
nellen des Zytosols aufzutrennen und untersuchen zu kdénnen. Diese Methodik

ist allerdings aufwandig und war fir die aktuelle Studie nicht verfugbar.
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Wahrend der Lagerungsphase zeigt die Oberflachenexpression von allen drei
purinergen Rezeptortypen einen biphasischen Verlauf, mit einem Anstieg in den
ersten 60 Minuten und einem nachfolgendem Absinken bis 120 Minuten. Die
initiale Erh6hung &hnelt der Reaktion von Thrombozyten auf eine submaximale
Stimulation mit EPI und SER, vergleichbar mit einer Praaktivierung, wie sie
auch bei Vollblut und PRP beschrieben wurde [64, 163]. Eine verstarkte Aggre-
gationsfahigkeit geht damit allerdings nicht einher, sodass offenbar zuséatzliche
Phanomene auftreten, die die Rezeptorfunktionaliat und Signalweiterleitung
herabsetzen. Vermutlich durch im Verlauf einsetzende degenerative Effekte
kann die anschlieRende Abnahme der drei purinergen Rezeptoren an der
Membranoberflache erklart werden. Die gleichgerichtete Bewegung der Rezep-
torkonzentration in der zytosolischen Fraktion - mit Ausnahme des P2Y12-
Rezeptors - lasst auch hier auf eine komplexe Regulation der Rezeptorexpres-
sion, z.B. durch Rekrutierung der Rezeptoren aus dem kanalikularen System an

die Membranoberflache, annehmen.

Zusammenfassend lassen sich fir den zunehmenden Verlust der ADP-
induzierten Aggregation in gewaschenen Thrombozyten somit nicht isolierte
Veranderungen der Rezeptorexpression oder der Signalweiterleitung verant-
wortlich machen. Eine wichtige Erganzung der hier prasentierten Analysen wa-
ren daher funktionelle Untersuchungen der purinergen Rezeptoren in gewa-
schenen Thrombozyten wahrend der Lagerung, um Ruckschlisse von der Kon-
zentration der ADP-Rezeptoren auf der Thrombozytenoberflache sowie im Zy-
tosol auf die Hohe der Aktivitat ziehen zu kdnnen. Als wesentliche Ursache far
die abnehmende ADP-Reaktivitat konnte bereits in nachfolgenden - auf dieser
Arbeit aufbauenden - Untersuchungen eine kontinuierlich sinkende P2Y1-Re-
zeptorfunktionalitéat mit beeintrachtigter Regulation der intrathrombozytaren Kal-
ziumfreisetzung nachgewiesen werden, wahrend die P2Y12- und P2X1-

Rezeptorfunktionen weitgehend erhalten bleiben [174].
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Die vorgelegte Arbeit unterstreicht, dass der praktische Umgang mit praparier-
ten gewaschenen Thrombozyten mit einem hohen logistischen Aufwand ver-
bunden ist. Derzeit ist es noch erforderlich, dass eine rasche Weiterverarbei-
tung der Thrombozyten innerhalb von 30 Minuten fir experimentelle Versuche
gewahrleistet wird, um relevante Funktionseinbul3en der Thrombozyten und

somit praanalytisch-bedingte Einflisse zu vermeiden.

Die hier erhobenen Daten beziehen sich auf ein haufig eingesetztes Praparati-
onsverfahren - CGS-Puffer fir den Waschvorgang sowie HEPES-Puffer als La-
gerungsmedium. Variationen von Pufferzusammensetzungen und des Lage-
rungsmilieus konnten zu einer besseren Erhaltung der Thrombozytenintegritat
fuhren, sodass weitere Studien, die die Praparationsmethodik untersuchen, er-
forderlich sind. Die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse kdnnen dabei eine
wichtige Vergleichsgrundlage darstellen. Es ergibt sich daher derzeit noch die
Notwendigkeit, Thrombozytenkonzentrate mit einer gewissen Menge an Rest-
plasma — in der Regel mit einem Anteil von 30-35 % - zu versetzen, um die
Funktionalitat der gelagerten Thrombozyten lber einen langeren Zeitraum von
mehreren Tagen aufrecht zu erhalten. Fur die transfusionsmedizinische Versor-
gung ware es allerdings ein grol3er Fortschritt, wenn Thrombozytenkonzentrate
ohne Plasmazusatz hergestellt werden kdnnten, da Plasmaproteine fur das Auf-
treten von allergischen Transfusionsreaktionen mitverantwortlich gemacht wer-
den [135, 143-146, 159]. Zwar ist bekannt, dass ADP-abbauende Substanzen
wie Ektonukleotidasen eine Rolle bei der Aufrechterhaltung von Rezeptor-
funktionalitaten und bei der Vermeidung der Rezeptordesensitisierung spielen
[162, 170]. Es ist jedoch weiterhin unverstanden, welche im Plasma befindli-
chen Substanzen unverzichtbar sind und welche gegebenenfalls ersetzt werden
kbnnten, um eine adaquate ex vivo-Konservierung von gewaschenen Thrombo-
zyten zu erreichen. Die Beimischung fraktioneller Plasmabestandteile in Lage-
rungsmedien von Thrombozyten kdnnte dabei ein Ansatz fur weiterfihrende

Studien sein.
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In dieser Dissertationsarbeit wurden molekulare sowie auch funktionelle Me-
chanismen untersucht, die zum bekannten Ph&nomen des raschen Verlustes
der ADP-vermittelten Aggregationsfahigkeit gewaschener Thrombozyten fiih-
ren. Die Funktion der den purinergen Rezeptoren nachgeschalteten Signalwege
wird wahrend der Lagerungszeit zunehmend beeintrachtigt, bleibt aber zumin-
dest teilweise erhalten, wie anhand von Effekten durch Kostimulation mit den
Induktoren EPI und SER gezeigt werden konnte. Die Distribution der Rezepto-
ren zwischen der Thrombozytenoberflache und den intrazellularen Komparti-
menten unterliegt komplexen Prozessen, die induktorabh&ngig reguliert sind.
Eine initiale Zunahme der Expression von ADP-Rezeptoren wahrend der Lage-
rung von gewaschenen Thrombozyten geht dabei nicht einher mit der Aufrecht-
erhaltung der ADP-induzierten Aggregation. In der Schlussfolgerung ist die fort-
schreitende Degeneration der ADP-vermittelten Aggregation - neben einem
Ruckgang der Rezeptorexpression nach mehr als einer Stunde Lagerungszeit -
vor allem auf einen funktionellen Verlust der purinergen Rezeptoren zuriickzu-
fuhren. Zwischenzeitlich wurde bereits in nachfolgenden Arbeiten gezeigt, dass
insbesondere eine Storung der P2Y1-Rezeptorfunktion und der assoziierten
Kalziumregulation wesentlich zum Verlust der ADP-induzierten Aggregationsfa-
higkeit beitragt.
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Abklirzungen

AA

AC
ADP
APC
ATP
AU
BSA
Ca2+
CaCl,
cAMP
CD
cGMP
CGS
CH,O
CH3;0OH
C,Hs0OH
CeHsNazO7
COX
DAG
DPBS
DTS
EGTA
ELISA
EP

EPI

Arachidonsaure
Adenylylcyclase
Adenosindiphosphat
Allophycocyanin
Adenosintriphosphat
arbitrary unit

bovine serum albumin
Calcium
Calciumchlorid

cyclic adenosin monophosphate
cluster of differentiation

cyclic guanosin monophosphate

sodium chloride, D-glucose, trisodium citrate

Formaldehyd

Methanol

Ethanol

Natriumcitrat

Cyclooxygenase

Diacylglycerin

Dulbecco’s phopshate buffered saline
dense tubular system
ethylen-glyco-tetraacetic-acid
enzyme linked immuno sorbent assay
Prostaglandin E>-Rezeptor

Epinephrin
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FA
FACS
FITC
FL

FSC

GP

H.O

HCI
HEPES
HMWKG

HRP

MFI
MgCl, - 6H,0

Min.

Formaldehyd

fluorescence activated cell sorting
Fluoresceinisothiocyanat

Fluoreszenz

forwardscatter

Erdschwere-/ Zentrifugalbeschleunigung
Gauge

Glykoprotein

Wasser

Hydrogenchlorid
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic-acid
high molecular weight kininogen
horseradish peroxidase
5-Hydroxy-tryptamine-/ Serotonin-Rezeptor
Immunglobulin
Inositol-1,4,5-trisphosphat
Prostaglandin I,-/Prostacyclin-Rezeptor
Guanosindiphosphat

Glucose

Guanosintriphosphat

Kaliumchlorid

Molar

mean fluorescence intensity
Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Minute
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Abklirzungen

MI
MLCK
mM
MP
NacCl
Nm
NO
P1

P2
P2Y1
P2Y12
P2X1
PAR
PGI
PIP,
PKC
PLA,
PLC
PI-3-K
PPP
PRP
RNA
rpm
RT

SCS

Milliliter

myosin ligth chain kinase
Millimolar
Myosinphosphatase
Natriumchlorid
Nanometer
Stickstoffmonoxid
Adenosin-Rezeptor
Nukleotid-Rezeptor
Purinerger Rezeptor
Purinerger Rezeptor
Purinerger Rezeptor
Protease-aktivierter Rezeptor
Prostaglandin
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Proteinkinase C
Phospholipase A;
Phospholipase C
Phosphoinositid-3-kinase
platelet poor plasma
platelet rich plasma
Ribonukleinsaure

rounds per minute

room temperature

surface connected system
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Abklirzungen

Sek.
SEM
SER
SSC
Std.
TFPI
TMB
TP
TRAP-6
TXA,

VASP

WP

Lo 7N

B2

um

Sekunden

standard error of the mean

Serotonin

sidescatter

Stunden

tissue factor pathway inhibitor
3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin
Thromboxan-Rezeptor

thrombine receptor activator for peptide 6
Thromboxan A;
vasodilatator-stimulated phosphoprotein
von-Willebrand-Faktor

washed platelets

Adrenozeptor

Adrenozeptor

Mikroliter

Mikrometer
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