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Hamostase

Physiologie und Pathophysiologie der Hamostase

Das Blut zirkuliert in einem geschlossenen System, ohne dass es zum Sistieren des Blut-
flusses oder zum Blutaustritt kommt. Physiologisch fiihrt eine Verletzung der GefdBwand
im Rahmen eines Traumas zur lokalen Bildung eines Thrombus, welcher die GefiBBwand-
verletzung abdichtet ohne den Blutfluss und damit die Versorgung abhingiger Gewebe zu
beeintridchtigen. Pathophysiologisch fiithren degenerative und entziindliche Verdnderun-

gen (Vaskulitiden) der GefdBwand oder deren Kombination (Atherosklerose) ebenfalls zu
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A. Einleitung

einer Storung ihrer Integritit und folglich zur Thrombusbildung. Hierbei kann es zum
vollstindigen Sistieren des Blutflusses und zur Ischimie kommen. Allgemein wird die
Bildung eines GefiaBwandthrombus als Hamostase (Blutstillung) bezeichnet.

Nach ihrem zeitlichen Ablauf wird eine primére von einer sekundiren Himostase un-
terschieden. Eine zentrale Bedeutung im Vorgang der Hamostase kommt den Thrombo-
zyten (Blutplittchen) zu. Thrombozyten entstehen im Knochenmark durch Abschniirung
von Megakaryozyten. Mit 4 um Durchmesser handelt es sich um die kleinsten Zellen des
Blukreislaufes. Sie sind charakterisiert durch diskoide Form und das Fehlen eines Zell-
kerns. Thre durchschnittliche Konzentration im Blut eines Erwachsenen betrdgt 140.000
bis 345.000 pro ul. Ihre Lebenszeit betrdgt 7 bis 10 Tage. Die primdre Hamostase um-
fasst die Adhédsion von Thrombozyten im Bereich der GefdBwandlision und die sich an-
schlieBende Interaktion mit weiteren Blutplédttchen (Aggregation). Sie resultiert in der
Bildung eines primér himostatischen Thrombus. Durch Aktivierung der Gerinnungskas-
kade und der proteolytischen Spaltung von Prothrombin (Faktor II) zu Thrombin (Faktor
IIa) kommt es zur Bildung von Fibrinfibrillen, die zu einer Verfestigung des Thrombus
fiihren, der nun sekundér hamostatischer Thrombus genannt wird.

Intaktes Endothel produziert lokal wirkende Thrombozyteninhibitoren — die bekann-
testen sind NO und Prostacyclin (PGI;) — die eine Adhésion von Thrombozyten und in

Folge die Thrombusbildung verhindern.

Thrombozyten

Aktivierung von Thrombozyten

Die Aktivierung von Blutplittchen umfasst sowohl die Stimulation aktivierender als auch
die Hemmung inhibierender Signalwege. Diese Vorginge resultieren in der Reorganisa-
tion des Zytoskeletts, die zur Anderung der Morphologie (shape change) fiihrt, der Sekre-
tion intrazelluldrer Granula (-, 6-Granula, Lysosomen) und der Aktivierung von Ober-
fldchenrezeptoren, insbesondere des Fibrinogenrezeptors (GP IIb/IIIa, Integrin aIIbfs,
CD41-CD61). Der aktivierte Fibrinogenrezeptor vermittelt die Quervernetzung von Platt-
chen iiber Fibrinogen-Briicken, die als Aggregation bezeichnet wird und zentrale Voraus-
setzung der Thrombusbildung ist.

Plittchen konnen durch die Bindung von Proteinen der subendothelialen Matrix (z.B.
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Stimulus Rezeptor G-Proteine
Thrombin PAR-1/4 Goy, Goyo)p3
PAR-3 (Gay, Goyyr3)
Thromboxan A2 TP Goy, Goyoyps
ADP P2Y, Ga,
P2Y, Ga;
Epinephrin 004 Go,
Serotonin 5-HT>4 Goy,

Tabelle A.1 Aktivierende G-Protein gekoppelte Rezeptoren auf Thrombozyten

Kollagen, von-Willebrand-Faktor (vWF)) oder 16slicher Agonisten (z.B. Thrombin, Throm-
boxan A2 (TxA2), ADP) aktiviert werden. Diese Proteine zirkulieren im Blut, wobei sie
auf zwei Quellen zuriickgefiihrt werden: Sekretion durch bereits aktivierte Thrombozyten
(autokrin, parakrin) und Freisetzung aus beschddigten Endothelzellen. Etliche dieser Ago-
nisten interagieren mit heptahelikalen Rezeptoren, die an heterotrimere GTP-bindende
Proteine (G-Proteine) gekoppelt sind®”19%8 (> Tab. A.1). G-Proteine bestehen aus einer
o-Untereinheit und einem 3 y-Heterodimer. Basierend auf strukturellen und funktionellen
Homologien werden die Go-Untereinheiten in die Familien Go, Gai, Goy 11, G143

130

und Ga,"~" aufgeteilt. Goy,, Gotz, Go; und Goyz sind in der Plittchenaktivierung, Gog

in der Pliattchenhemmung involviert.

Ga, aktiviert die Phospholipase CB (PLCf), die durch Hydrolyse von Phosphatidyl-
inositol-4,5-bisphosphat (PIP2) den Inositol-1,4,5-trisphosphat- (IP3) und Diacylglycerin-
Spiegel (DAG) anhebt. IP3 erhoht die Kalzium-Konzentration durch Freisetzung von Kal-
zium aus intrazelluliren Speichern. Neben der Regulation anderer Ca?*-abhingiger En-
zyme fiihrt die Bindung von Ca’>* an Calmodulin zur Aktivierung der Myosinleichtket-
tenkinase (MLCK), die die leichte Kette des Myosins phosphoryliert und eine Reorgani-
sation des Zytoskeletts induziert. Die Dephosphorylierung der Myosinleichtkette (MLC)
wird infolge der Aktivierung von Ga;3 iiber den Rho/Rho-Kinase Signalweg und der
hieraus resultierenden Inhibierung der Myosinphosphatase gehemmt>*:3%. DAG aktiviert
die Proteinkinase C (PKC), die iiber die Phosphorylierung der Substrate Pleckstrin und
myristoylated alanine-rich C kinase substrate (MARCKS) zur Sekretion von intrazellu-

laren Granula beitrdgt. Das Go;-Protein hemmt die Adenylatzyklase (AC) und reduziert



A. Einleitung

Rho-Kinase DAG IPS3 Rac
1 v v ¥
Myosin- PKC Ca Pak
phosphatase

\ 2R/
MLCK LIMK

MLC

> 4] <
MLC-P

Abbildung A.1 Signalwege der Thrombozyten-Aktivierung. Nach Offermanns et al.''* wird zur ef-
fektiven Plattchenaggregation die Aktivierung von Goy, Gays und Ge; benétigt. In Abwesenheit einer der
drei Signalwege kommt es immer noch zur Aggregation, allerdings mit niedrigerer Effektivitat. Eine Uber-
sicht darlber, welche Agonisten die verschiedenen G-Proteine aktivieren, gibt > Tab. A.1, S. 3. Weitere

Informationen sind im Text enthalten.

den intrazelluliren cAMP-Spiegel. Die By-Untereinheit der G-Proteine aktiviert sowohl
die PLC als auch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3K) und ist an der Aktivierung
des Fibrinogenrezeptors beteiligt>": 154 (> Abb. A.1).

» Beeinflussung der Thrombozytenfunktion durch Clopidogrel

Clopidogrel ist ein Thrombozytenaggregationshemmer aus der Klasse der Thienopyridi-
ne. Es ist eine racemische Verbindung, bei der das S-Isomer das pharmakologisch ak-
tive Stereoisomer ist. Es handelt sich um ein Pro-Pharmakon, das zunichst in der Le-
ber verstoffwechselt werden muss !

erfolgt!?>. Der aktive Metabolit hemmt irreversibel den P2Y12 ADP-Rezeptor™:"!.

, was wahrscheinlich iiber das Cytochrom P-450-1A

Clopidogrel hat sich als potentes Medikament zur Verhinderung kardiovaskulérer Er-

eignisse erwiesen. Die CAPRIE-Studie (Clopidogrel versus Aspirin in Patients at Risk of
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Ischemic Events) konnte zeigen, dass bei atherosklerotischer Grundkrankheit (kurz zu-
riickliegender Myokardinfarkt, Schlaganfall, pAVK) die Behandlung mit Clopidogrel 75
mg/d gegeniiber Aspirin 325 mg/d bei dhnlich guter Vertriglichkeit zu einer signifikanten
Risikoreduktion kardiovaskulirer Ereignisse fiihrte?!. Die therapeutische Uberlegenheit
von Clopidogrel war aber nicht so gro3, dass es ASS als Standardtherapie verdringt hitte.

Die CURE-Studie (Clopidogrel in Unstable Angina to Prevent Recurrent Events)
konnte bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS) ohne ST-Hebung zeigen, dass
die zusitzliche Gabe von Clopidogrel zur Standardtherapie (inkl. ASS) das Gesamtrisiko
von Tod, Schlaganfall oder Myokardinfarkt um 20% (9,28% vs 11,47%) reduziert'3%. Der
Median des Beobachtungszeitraums betrug 9 Monate.

Die COMMIT-Studie (Clopidogrel and Metoprolol in Myocardial Infarction Trial)
wies kiirzlich nach, dass auch Patienten mit Myokardinfarkt mit ST-Hebung (STEMI)
von einer zusitzlichen Gabe von Clopidogrel (75 mg/d, keine Initialdosis) profitieren.
Sowohl das Gesamtrisiko von Tod, Re-Infarkt oder Schlaganfall als auch die Mortalitit
aufgrund jeglicher Ursache waren signifikant iiber den Beobachtungszeitraum (Aufnahme
bis Entlassung des Patienten aus dem Krankenhaus oder max. 4 Wochen) reduziert.

Durch PCI-CURE, einer Substudie von CURE, wurde die Vorbehandlung mit Clopi-
dogrel vs. Placebo bei perkutaner Koronarintervention (PCI) bei Patienten mit ACS ohne
ST-Hebung verglichen (Basistherapie bestand immer aus ASS, ggfs. Heparin, 3-Blocker,
ACE-Hemmer etc.) und eine unter Clopidogrel signifikant niedrigere Rate an Myokardin-

farkten bzw. (Notfall-) Revaskularisationen ermittelt!%"

. Diese Ergebnisse wurden durch
CREDO bestitigt (Clopidogrel for the Reduction of Events During Observation)'3* und
durch PCI-CLARITY (PCI-Clopidogrel as Adjunctive Reperfusion Therapy) auf Patien-
ten mit STEMI iibertragen'?!. Die duale Therapie von Clopidogrel zusammen mit ASS
hat sich mittlerweile als Standard-Medikation der antithrombozytdren Therapie bei PCI
etabliert.

Neuere Studien haben jedoch belegt, dass eine bemerkenswerte individuelle Variabi-
litdt der Wirkung des Clopidogrels besteht. In Abhingigkeit des Therapie-Schemas zei-
gen 5-25% der Patienten mit stabiler Angina pectoris kein addquates Ansprechverhal-
ten’’:34107 Die Clopidogrel-Resistenz scheint einherzugehen mit einem erhdhten Risiko
wiederauftretender Atherothrombosen®®®”. Der Mechanismus der Clopidogrel-Resistenz
ist umstritten. Es werden eine erhohte Sensitivitdt ruhender Pléttchen, dysfunktionaler

Cytochrome P-450 Metabolismus (entweder aufgrund erblicher Defekte oder Interaktion

mit anderen Medikamenten bspw. Statinen), genetischer Polymorphismus des P2Y12-
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Rezeptors, Unterschiede bei der Resorption oder Kombinationen dieser Faktoren disku-
{22,40,91,92.

tier
Trotz der Notwendigkeit, die individuelle Wirksamkeit von Clopidorel quantitativ zu be-
stimmen, ist bisher kein Standardverfahren erhéltlich. Die bisherigen Methoden (Messung
der Aggregation, p-Selektin-Expression, Fibrinogenbindung, Adhésion etc.) sind unspe-
zifisch und messen nur allgemeine Funktionen der Blutplittchen. Im klinischen Rahmen
sind sie von begrenztem Nutzen, weil den Patienten meist mehrere die Plittchenfunktion
beeinflussende Substanzen verordnet werden.

Kiirzlich ist eine neuartige Methode beschrieben worden, die eine spezifischere Erfas-
sung des Clopidogrel-Effektes erlaubt. Der P2Y 12 ADP-Rezeptor ist an ein Ga;-Protein
gekoppelt. Seine Aktivierung fiihrt zur Hemmung der Adenylatzyklase und somit zur Ab-
nahme des cAMP-Spiegels. Hieraus resultiert eine Aktivitdtsabnahme der cAMP-abhiin-
gigen Proteinkinase (cAK) und eine verminderte Phosphorylierung ihrer Substrate. Die
P2Y12-Aktivitidt kann daher iiber den Phosphorylierungsgrad des cAK-Substrates vaso-
dilator-stimulated phosphoprotein (VASP, nihere Beschreibung > Kap. A.2.2, S. 9) be-
stimmt werden. Der Phosphorylierungsgrad kann bisher unter Nutzung des phosphospe-
zifischen Antikorpers 16C2 — dieser erkennt nur die phosphorylierte Variante von VASP

— mittels Western-Blot- und FACS-Analyse gemessen werden*® 128

» Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs) auf Plattchen

Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs) gehoren zu einer bisher vier Mitglieder umfas-
senden Familie G-Protein gekoppelter, heptahelikaler Rezeptoren. Zuerst entdeckt wurde
PARI, der von allen PARs am besten untersucht ist und als Prototyp gilt'#>. PAR1 wird
aktiviert durch Bindung an Thrombin, das die extrazelluldr gelegene N-terminale Exodo-
mine des Rezeptors zwischen Arg-41 und Ser-42 schneidet, wodurch ein neuer Amino-
Terminus entsteht. Dieser dient als sogenannter tethered ligand und vermittelt durch Bin-
dung an den Corpus des Rezeptors die transmembrane Signaltransduktion®* 143, PAR1
entspricht somit einem Peptid-Rezeptor der seinen eigenen Liganden triagt. PAR3 und
PAR4 werden ebenfalls durch Thrombin aktiviert. PAR2 wird durch Trypsin und durch
die Gerinnungsfaktoren Faktor VIIa und Xa, aber nicht durch Thrombin aktiviert. Es ist
auffallend, dass die N-terminalen Exodominen von PAR1 und PAR3 sowohl N-terminal

als auch C-terminal zur Thrombin-Schnittstelle Hirudin-dhnliche Sequenzen besitzen, die
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mit der Fibrinogen-Bindungsstelle von Thrombin interagieren®? 144, Diese Interaktion er-
scheint wichtig zur Rezeptoraktivierung bei niedrigen Thrombinkonzentrationen. PAR4
enthilt keine Hirudin-dhnliche Sequenz und bedarf zur Aktivierung de facto auch einer
hoheren Thrombinkonzentration (s.u.).

Neben der Interaktion mit PARs bindet Thrombin auch an GPIbo, das Teil eines mul-
tifunktionalen Proteinkomplexes ist. Die Bindung an GPIba scheint als Kofaktor bei der
Aktivierung der PARSs zu dienen’?.

Ubereinstimmend mit der Vorstellung eines tethered ligand konnten fiir PAR1, PAR2
und PAR4 synthetische Peptide hergestellt werden, die die ersten 6 Aminoséduren des neu-
en N-Terminus nachahmen und die den jeweiligen Rezeptor spezifisch aktivieren. Hiufig
wird fiir PAR1 das Peptid SFLLRN und fiir PAR4 AYPGKF bzw. GYPGKF verwendet.
Es ist bemerkenswert, dass fiir PAR3 bisher kein Peptid gefunden werden konnte, das den
Rezeptor aktivieren konnte?” .

Der Mechanismus der PAR1-Aktivierung ist auffillig irreversibel. Direkt nach Akti-
vierung wird PAR1 dhnlich wie ein f,-Rezeptor phosphoryliert und von der Signaltrans-
duktionskaskade entkoppelt. Statt einer Wiederverwertung wird PAR1 allerdings zu den
Lysosomen transportiert und degradiert®® 8. In Fibroblasten und Endothelzellen wird die
Reaktionsfihigkeit gegeniiber Thrombin durch den Transport von naivem PAR1 aus pra-
formierten intrazelluldren Speichern zur Zelloberflache aufrechterhalten. In Megakaryo-
zyten bedarf es der neuen Proteinsynthese. Plittchen verfiigen wahrscheinlich iiber keinen
Mechanismus um das Ansprechvermégen auf Thrombin wiederzuerlangen, einmal akti-

viert werden sie in einen Thrombus inkorporiert und nicht wieder verwendet.

Humane Thrombozyten exprimieren PAR1 und PAR4, murine Thrombozyten PAR3 und
PARA4. Die alleinige Aktivierung sowohl von PAR1 als auch von PAR4 ist ausreichend zur
Aktivierung humaner Plittchen®. PAR1 vermittelt die Aktivierung von Plittchen unter
niedrigen Thrombinkonzentrationen, wohingegen die alleinige Stimulation von PAR4 nur
bei hohen Thrombinkonzentrationen zur Plittchenaktivierung fiihrt. Gleichzeitige Blo-
ckade von PAR1 und PAR4 durch anti-PAR1-IgG und anti-PAR4-1gG fiihrte praktisch
zu einem vollstindigen Verlust des Ansprechens von Plittchen auch gegeniiber hohen
Thrombinkonzentrationen®’.

Studien legten zunéchst nahe, dass Thrombin und PAR-aktivierende Peptide eine Hem-
mung der Adenylatzyklase und Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2)

via Gar, und Goy; bewirken®81:139,
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Benka et al. demonstrierten durch anti-Got,-Antikorper, dass PARs an Gay, koppeln'?.
Offermanns et al. belegten, dass PARs sowohl an Goy; als auch an Goyp /13 koppeln'>. In
neueren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die PAR induzierte Aktivierung humaner
Thrombozyten wesentlich von der gleichzeitigen Stimulation des Go;-gekoppelten Re-
zeptors P2Y 12 abhiéngt. So fiihrte die Antagonisierung des P2Y12 zu einer verminderten
Kollagen- bzw. Thrombin-induzierten Thrombin-Generierung auf der Thrombozyteno-
berfliche (integraler Bestandteil des Prothrombinasekomplexes bei der Gerinnung)>> und
zu einer verminderten Thrombin-induzierten Phosphorylierung von ERK?2 und der Prote-
in Kinase B (PKB, Akt)*%:37. Der Inhibitorische Effekt der P2Y 12 Antagonisierung auf
die ERK2- und PKB-Phosphorylierung konnte durch Stimulation mit Epinephrin, das we-
sentlich iiber den Ga,-gekoppelten Rezeptor ap4 wirkt, kompensiert werden.

Kim et al 8¢

wiesen durch Messung des intrazelluldaren cAMP-Spiegels nach, dass die
Hemmung der Adenylatzyklase durch Inkubation von Plittchen mit Thrombin, SFLLRN
oder AYPGKEF durch Ro 31-8220 (ein Proteinase C selektiver Inhibitor, der die Sekre-
tion und damit die ADP-Freisetzung unterdriickt) bzw. AR-C66096 (ein P2Y 12 selekti-
ver Antagonist) unterdriickt werden kann. Bei einem P2Y 12 defizienten Patienten fiihrte
die Stimulation der Pldttchen mit Thrombin, SFLLRN oder AYPGKF ebenfalls zu kei-
ner Hemmung der Adenylatzyklase. AR-C66096 fiihrte aber zu einer rechtsgerichteten
Verschiebung der Thrombin- bzw. AYPGKF-induzierten Plittchenaggregation. Hieraus
schlossen sie, dass die Hemmung der Adenylatzyklase exklusiv auf der Stimulation ADP-

abhingiger Go;-vermittelter Signalwege beruht und dass Thrombin und PAR-aktivierende

Peptide eine Go;-unabhiingige Aggregation verursachen konnen.

Obwohl zahlreiche Forschungsgruppen an der Entwicklung kleiner nicht-peptidischer
PAR1-Antagonisten arbeiten, ist ihr medikamentdses Potential bei der Behandlung kar-

diovaskulirer Erkrankungen noch weitestgehend unerschlossen'33.

Inhibition von Thrombozyten

Intaktes Endothel produziert lokal wirkende Thrombozyteninhibitoren — die bekanntesten
sind NO (EDRF = endothelium derived relaxing factor) und Prostacyclin (PG-1,) —, die
eine Aktivierung von Thrombozyten und in Folge die Thrombusbildung verhindern. Phar-
makologisch kann durch organische Nitrate (Glycerintrinitrat, [sosorbitdinitrat etc.) und

Molsidomine exogen NO zugefiihrt werden. Weiterhin besitzt auch die Gabe von PG-E;
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(Alprostadil) und PG-I, (Iloprost) eine zunehmende therapeutische Bedeutung.

Viele Plittchenantagonisten erhdhen die intrazelluldre Konzentration zyklischer Nu-
kleotide (cGMP, cAMP). PG-I, und PG-E, binden an Ga,-Protein gekoppelte Prostaglan-
din-Rezeptoren. Die Gog Untereinheit aktiviert die AC (Adenylatzyklase), bei der es sich
um ein integrales Membranglykoprotein handelt, das die Synthese von cAMP aus ATP
katalysiert. Stickstoffmonoxid und andere NO-Donoren stimulieren die GC (Guanylatzy-
klase). GCs existieren als membrangebundene und 16sliche Formen. In Plédttchen konnte
bisher nur die 16sliche Form, die im Zytoplasma lokalisiert ist, nachgewiesen werden.

Die Konzentrationszunahme intrazelluldrer zyklischer Nukleotide fiihrt zu einer um-
fassenden Hemmung der Thrombozytenfunktion. Diese beinhaltet die Hemmung der Ad-
hision, der Aggregation und der Degranulation sowie die Abnahme der Anzahl proin-
flammatorischer Oberflichenproteine.

Zyklische Nukleotide induzieren die Plittchen-Inhibition hauptséichlich durch die Ak-
tivierung der cAMP- und cGMP-abhingigen Proteinkinase (cAK und cGK). cAK I, cAK
I und cGK 1 sind die wesentlichen Formen in Pléttchen. Bisher konnte nicht schliis-
sig geklart werden, wie die Substrate der cAK und der cGK die Pléttcheninhibition re-
gulieren. Allerdings konnte bereits eine Reihe von cAK- bzw. cGK-Substraten iden-
tifiziert und charakterisiert werden (>> Tab. A.2). Die Hemmung beeinflusst die zyto-
plasmatische Ca?"-Konzentrationszunahme, die Integrinaktivierung und eine Vielzahl
Zytoskelett-assoziierter Proteine (VASP, ABP, GPIbf3, Caldesmon etc.), die in der Re-
organisation des Zytoskeletts involviert sind (>> Abb. A.2).

» VASP und seine Funktion in Thrombozyten
Im Rahmen der Untersuchung des Phosphorylierungsmusters von humanen Plittchen, die
mit Substanzen behandelt wurden, die die intrazelluldre cAMP- bzw. cGMP-Konzentration

erhohen, identifizierten Halbriigge und Walter%:6!

1989 ein Protein mit einer apparenten
Molekularmasse von 50 kDa, das sowohl durch die cAK als auch die cGK phosphoryliert
wird. Das Protein wurde VASP (vasodilator stimulated phosphoprotein) genannt.

VASP ist ein 39 kDa Protein, das in der SDS-PAGE bei 46 kDa lduft. Es besitzt drei
Konsensussequenzen fiir die cAK und die ¢cGK: Ser 157, Ser 239 und Thr 278, die so-
wohl in vitro als auch in intakten Thrombozyten phosphoryliert werden. Ser 157 ist die

bevorzugte Phosphorylierungsstelle der cAK, wohingegen Ser 239 von der cGK bevor-



A. Einleitung

Substrat cAK cGK Vermuteter Effekt der Phosphorylierung

ABP (actin binding protein) X Stabilisierung des ruhenden Zytoskeletts>

Caldesmon X Stabilisierung des ruhenden Zytoskeletts®®

Gags X Inhibition des RhoA/Rho-Kinase Signal-
weges”®

GPIbp X Inhibition der Kollagen-induzierten Poly-
merisation*!» 146

Hsp27 (heat shock protein 27) X Reduzierte Stimulation der Aktin-Polymeri-
sation in-vitro'®

IP3-Rezeptor / IRAG X X Abnahme der Ca®*-Freisetzung aus intrazel-
luléiren Speichern® 2333

LASP (LIM and SH3 protein) X X Reduzierte Bindungsaffinitit an F-Aktin und
Relokalisierung ins Zytosol'®

PDE3 (Phosphodiesterase 3) X Beschleunigte cAMP Degradation®

Raplb X X Inhibition der Rap1b Aktivierung#? %0:120,129

VASP (vasodilator stimulated X s. Text

phosphoprotein)

Tabelle A.2 Substrate der cAK und cGK in Plattchen

zugt wird. Thr 278 wird von beiden Kinasen nur schlecht phosphoryliert. Die Phospho-
rylierung von VASP fiihrt in der SDS-PAGE zu einer Anderung des Molekulargewichts
von scheinbaren 46 kDa zu 50 kDa!”. Die Dephosphorylierung erfolgt in vitro durch die
Protein-Phosphatasen PP2A, PP2B und PP2C und in humanen Thrombozyten vermutlich
durch die PP2A2.

VASP gehort zu der Ena/VASP Familie, die folgende Proteine beinhaltet: Ena (Droso-
phila Enabled), Mena (Mammalian Enabled, Maus), Evl (Ena-VASP-like protein, Maus),
Avena (Avian Enabled, Huhn), RNB6 (Ratte), DAVASP (Dicty-ostelium VASP), Unc 34
(C. elegans). Alle Proteine der Ena/VASP Familie haben eine gleichartige Doménenstruk-
tur. Diese beinhaltet eine hoch konservierte N-terminale und C-terminale Region (Ena-
VASP homology domain (EVH) 1 bzw. 2) separiert durch variablere low complexity regi-
ons (LCR) und proline rich regions (PRR)%:.

Die Phosphorylierung von VASP korreliert eng mit der Inhibition der Pléttchenaggre-
gation und der Deaktivierung des Fibrinogen-Rezeptors GP IIb/IIla’®. Die genaue Rolle
von VASP bei der Plittcheninhibition ist noch nicht vollstidndig verstanden. Untersuchun-
gen an Plittchen von VASP defizienten Médusen (VASP -/- Miuse) haben aber gezeigt,
dass in-vitro VASP defiziente Thrombozyten gegeniiber Wildtyp-Thrombozyten eine ver-
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A.2. Thrombozyten

PG, Clopidogrel
lloprost AR-C69931
NO l ADP l
SNP "
IP P2Y12

N

* \//VPDE2\ *

‘CGMP cAMP
PDES V¥ N Poes < ¥
R cek \ / cAK
Hsp27 VASP ABP

Rap1B Caldesmon

IP3-Rezeptor Ga13

LASP GP1bp

PDE3

Abbildung A.2 Signalwege der Thrombozyten-Inhibition. Die Thrombozytenhemmung lauft Gber den
cAMP/cAK- bzw. cGMP/cGK-Signalweg. PGl, flihrt Ga,-vermittelt zu einer Aktivierung der Adenylatzy-
klase und damit der cAK. Diese phosphoryliert VASP. Im grau hinterlegten Bereich der Abbildung ist der
aktivierende Signalweg tber Go; dargestellt und wie er therapeutisch durch Clopidogrel oder AR-C69931

gehemmt werden kann.

starkte Plattchenaktivierung nach Kollagen- oder Thrombin-Stimulation aufweisen und
eine eingeschrinkte Hemmbarkeit durch zyklische Nukleotide® %3. Kiirzlich konnte de-
monstriert werden, dass in-vivo die Adhédsion von VASP -/- Thrombozyten unter phy-
siologischen Bedingungen gesteigert ist. Unter pathophysiologischen Bedingungen war
die Adhésion an postischimische intestinale Gefédlle, atherosklerotisch verdndertes Endo-
thel ApoE-defizienter Méduse und subendotheliale Matrix nach endothelialer Denudation
verstirkt®s.

Eine Ursache der Plittchenhemmung nach VASP-Phosphorylierung konnte darin be-
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A3

A3.1

A. Einleitung

stehen, dass VASP in vitro gleichzeitig mit Gelsolin an die stumpfen Enden von Aktin
Filamenten bindet und dabei die F-Aktin-auflésende Funktion des Gelsolin hemmt. Diese
stellt Aktin Monomere fiir die erneute Polymerisation zur Verfiigung und ist wesentlich
fiir den shape change aktivierter Thrombozyten?.

Neuere Arbeiten zeigen, dass VASP auch durch klassische Formen der Protein Kinase
C (PKC) an Ser 157 phosphoryliert wird. Die PKC-Isoform PKCJ hingegen scheint die

Phosphorylierung an Ser 157 negativ zu regulieren'!6.

Zielsetzung der Dissertation

Monitoring und Wirkungsweise von Clopidogrel

Im Rahmen des ersten Teils der Dissertation sollte ein neu etablierter enzyme-immuno-
assay (EIA) evaluiert werden, der die Hemmung des P2Y 12-Rezeptors durch Clopidogrel
anhand der VASP-Phosphorylierung bestimmt. Die bisherigen Formate zur Messung der
VASP-Phosphorylierung — FACS und Westernblot — erscheinen im klinischen Alltag nur
eingeschriankt nutzbar. So weist der Westernblot Mingel bei der Quantifizierbarkeit auf
und die FACS-Analyse erfordert das Vorhandensein eines in der Anschaffung kostenin-
tensiven Durchflusszytometers. Zusitzlich sollte ein systematischer Vergleich verbreite-
ter Verfahren (Aggregation, p-Selektin Expression, PFA100) zur Bestimmung der Plitt-
chenreaktivitit unter Einbeziehung des VASP-FACS Assays und des neu etablierten EIA
durchgefiihrt werden. Daher fiihrten wir eine klinische Doppelblindstudie mit gesunden
Probanden durch, die entweder mit Clopidogrel oder Placebo, aber mit keinen weiteren

Medikamenten behandelt wurden.

Mehrere Arbeiten legen nahe, dass die Thrombin- und TxA2- (Thromboxan A2) induzier-
te Pldttchenaktivierung in-vitro von der gleichzeitigen Stimulation des Go;-gekoppelten
P2Y12 ADP-Rezeptors abhingig ist. Unklar ist, ob sich die Thrombin- und TxA2-induz-
ierte Plittchenaktivierung auch in-vivo durch Clopidogrel hemmen lésst. Es wurde daher
durch zusitzliche Experimente im Rahmen der oben erliduterten Probandenstudie der Fra-
ge nachgegangen, ob die antithrombozytiren Eigenschaften des Clopidogrels teilweise
auf der indirekten Hemmung der Thrombin und TxA2-induzierten Pléttchenaktivierung

beruhen.
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A.3. Zielsetzung der Dissertation

A.3.2 ldentifikation und Charakterisierung von cGK Substraten in
Thrombozyten

Zyklische Nukleotide induzieren die Pléttchen-Inhibition durch Aktivierung der cAK und
c¢GK. Mittlerweile konnte eine Reihe von cAK- bzw. cGK-Substraten identifiziert und
charakterisiert werden. Trotzdem liegt nach wie vor kein schliissiges Bild davon vor, wie
die Substrate der cAK und der cGK die Plittcheninhibition regulieren. Die Identifikation
weiterer Substrate der cGK konnte zum besseren Verstdndnis beitragen. Da die Inkuba-
tion von Thrombozyten mit NO-Donoren innnerhalb von Millisekunden zur Pléttchenin-
hibition fiihrt, postulierten wir, dass insbesondere diejenigen Substrate der cGK fiir den
Prozess der Hemmung verantwortlich sind, die frithzeitig durch die cGK phosphoryliert
werden. Im zweiten Teil der Doktorarbeit wurde deshalb der Identifikation ,,frither* cGK-

Substrate nachgegangen.

Zu den bereits bekannten cGK-Substraten gehort VASP. Die genaue Rolle von VASP in
der Plittcheninhibition ist bisher nur teilweise verstanden. Die Interpretation bisheriger
Daten ist erschwert, weil die Ergebnisse frither Arbeiten zur Funktion von VASP in Plitt-
chen, aufgrund der Verwendung von Assays mit eingeschrinkter Reliabilitét (Fibrinogen-
Bindung etc.), verifiziert werden miissen. Wir untersuchten daher anhand VASP-defizienter
(VASP -/-) Miuse erneut den Einfluss von VASP auf die Plittchenaktivierung unter Ver-
wendung verbesserter, neu etablierter Messverfahren und bestimmten hierbei auch bisher

nicht erfasste Parameter.
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Material

Bakterien

» Bakterienstamme

Zur Klonierung wurde der Bakterienstamm XL.1-Blue (Bullock et al.1%) mit folgendem
Genotyp verwendet: recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac™ [F” proAB™
laclZ/AM15 Tnl10 (Tet")].

» Flissig- und Festmedien

Trypton (Bacto Tryptone), Hefe-Extrakt (Bacto Yeast Extract) und Casein Hydrolysat

wurden von der Fa. DIFCO Laboratoires bezogen.
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B. Material & Methoden

a I
LB Medium (Luria Broth):

1% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt, 1% (w/v) NaCl

NZY* Medium, pH 7,5:
1% (w/v) NZ Amin (Casein Hydrolysat), 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt, 0,5%
(w/v) NaCl, 12,5 mM MgCl3, 12,5 mM MgSOy;, 0,4% (w/v) Glucose*

* diese Zusatzstoffe werden nach dem Autoklavieren filtersterilisiert
hinzugefugt
\_ %

Zum Giefen der Agarplatten wird 1,5% (w/v) Agar zugesetzt.

» Zusatze fir Medien

Folgende Zusitze wurden in den angegebenen Endkonzentrationen verwendet:

e 100 - 200 pg/ml Ampicillin
e 25-50 pg/ml Kanamycin

e | mM IPTG

e 40 ug/ml X-Gal

B.1.2 Zellkultur
» Eukaryote Kulturzellen
PtK;-Zellen (ATCC CCL-56):
Diese epitheliale Zelllinie aus der Niere der Beutelratte wurde von Herrn Prof. Dr. Wehl-

and (GBF Braunschweig) zur Verfiigung gestellt.

» Medien

Die aufgefiihrten Produkte wurden von der Fa. Life Technologies bezogen.

e Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, mit 4,5 g/l Glucose)
e Minimal Essential Medium (MEM)

e Dulbeccos PBS Fotales Kilberserum (FCS)

e Trypsin/EDTA-L6sung (0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA)
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B.1. Material

B.1.3 Oligonukleotid-Primer

Die Oligonukleotide wurden bei der Fa. MWG oder Fa. Eurogentec in Auftrag gegeben

(0D 9) umely «— (D9 ¥) ULRS ‘GT] AINESOUNY [dVD «
(¥ D 9) ume[y «— (¥ D ¥) UUOAIY, ‘G/¢ dInesouruy [dV)D «

Jawudasauabelnyy z'g dl19qel

3

~ =
/£ —-00ILDILILDLIDODOLDODOODDILILOVYVYIOVYYVYILILVYODIODODYODOYD - ,G nueycciS1dvO
¥
~—~
/€ -D0IDIDODOVYDIYVYIILIDLIIDYVYOODODDYDIOIOYVYDVYVDVYODD - ,§ 9SUSYCCISIAVD
X
~ =
(£ -DILIIDOILOODODIILIOILLIDDL - .S V/188S661dVO
X
=
JE-VYDDVYVYOVYVYVYIOIDIODYODIVYVYD- .G V/LSS661dVO
gunadngay pun zuanbag SunuydRzag
Jawudisiuopy  1°g a||9qeL
YOY1—8Tr1 dq 1d VD ON
(£ —-DILDODILOVYOIODIOILILVYYDDVYDIDILYILIDDODDOHDDILYVY - ,S LONNHIdVO
12-1dq14vD 1HWDg
/€ -DIDIVYVYVYVYIOIVYOVOIOODDHIVYIDIYODODIDIOD-,§ WNWVIIHIAVD
Sunidngry pun zudnbag Sunuyodzog
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B.1.4

B. Material & Methoden

Bezeichnung Sequenz und Erlduterung

Bi31 5" -CCAGTTCAAGTACAGC -3’
CAP1bp973-958

M13 uni (-21), pCR 2.1-TOPO 5" -TGTAAAACGACGGCCAGT -3’

M13 rev (-29), pCR 2.1-TOPO 5/ ~-CAGGAAACAGCTATGACC- 3’

Tabelle B.3 Sequenzierprimer

Plasmide

Plasmid Resistenz Bezugsquelle Verwendung

pCR 2.1-TOPO Ampicillin, Kanamycin Invitrogen Klonierung

pQE-30 Ampicillin Qiagen prokaryote Expression
pcDNA3(+) Ampicillin, Neomycin Invitrogen eukaryote Expression
pEGFP-C1 Kanamycin, Neomycin BD Biosciences eukaryote Expression

Clontech

Tabelle B.4 Plasmide

Die im Laufe dieser Arbeit entstandenen CAP1-Plasmide sind unter > Kap. C.3.2, S. 71,

beschrieben.
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B.1. Material
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B. Material & Methoden
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B.1.6 Enzyme

e Tag Polymerase (PerkinElmer)

e Pfu Polymerase (Stratagene)

e Restriktionsenzyme (New England BioLabs, MBI Fermentas)

e T4 DNA-Ligase (New England BioLabs)

e Taq PCR Master Mix (Qiagen)
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B.1. Material

e Apyrase (Sigma)
e Complete® (Mini) EDTA free Proteaseinhibitor Cocktail (Roche)
e Calyculin A (Biotrend Chemikalien GmbH)

B.1.7 Kits

e OneStep RT-PCR Kit (Qiagen)

o QIAGEN Plasmid Midi und Maxi Kit (Qiagen)
e QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

e QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)

e QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

e Quiksite direct Mutagenesis Kit (Stratagene)

e BCA Protein Assay (Pierce)
e cAMP RIA Biotrak (Amersham Pharmacia Biotech)
e TxB2 EIA (Biotrend)

B.1.8 Thrombozytenaktivatoren und -inhibitoren

e 8-pCPT-cGMP (Biolog)

e ADP (Sigma)

e Adrenalin (Suprarenin®, Hoechst/Aventis)
e AR-C69931MX (AstraZeneca)

e AY-NH2 (Tocris)

e Clopidogrel (Plavix®, Sanofi-Synthelabo)
e Tloprost (Ilomedin®, Schering)

e Kollagen (Horm®, Nycomed)

e Thrombin, bovin (Roche)

e Thrombin, human (Sigma, Roche)

e TRAP6 (SFLLRN) (Bachem)

o U46619 (Alexis)

B.1.9 GroBenstandards

e 100 bp Ladder Plus (0,1-3 kb) (MBI Fermentas)
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B. Material & Methoden

1 kb Ladder Plus (0,25-10 kb) (MBI Fermentas)

BenchMark Protein Standard (10-220 kDa) (Life Technologies)
Kaleidoscope Prestained Protein Standard (3,4-202 kDA) (New England
BioLabs)

B.1.10 Chemikalien und Lésungen

6x-Loading Buffer (MBI Fermentas)

32P-Orthophosphat (Hartmann Analytic)

3H-Serotonin (Amersham Pharmacia Biotech)

Bio-Lyte 3/10 Ampholyte (Biorad)

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat) (Sigma)
DELFIA Assay Buffer (PerkinElmer Wallac)

DELFIA Washing Solution (PerkinElmer Wallac)

DELFIA Enhancement Solution (PerkinElmer Wallac)

DTT (Dithiothreitol) (Biomol)

ECL Western Blotting Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech)
Emulsifier-Safe (Packard)

Fluoxetin (RBI)

Luciferin-Luciferase Reagenz (Chrono—lume, Chrono-Log)
o-Phthalaldehyd (Sigma)

p-Nitrophenyl-N-acetyl-beta-D-glucosaminid (Sigma)
p-Nitrophenyl-beta-D-galactopyranosid (Sigma)
p-Nitrophenyl-beta-D-glucuronid (Sigma)

SB 3-10 (N-Decyl-N,N-dimethyl-3-ammonio- 1 -propansulfonat) (Pharmacia)
Tris(2-carboxyethyl)-phosphin (Fluka)

TRIzol (Life Technologies)

Tween 20 (Serva)

B.1.11 Gerate

Zentrifugen:
e Microzentrifuge 5415 C (Eppendorf)
e 3K-1 (Sigma)

24



B.1. Material

e RC 5B Plus (Sorvall), Rotor SS-34 Rota

e Silenta/K (Hettich)

e Speed Vac plus SC 110 A (Savant)
Schiittler:

e Rocking Platform (Biometra)

e DELFIA Plateshake 1296-003 (PerkinElmer)

e Schiittelinkubator Certomat H bzw. BS-1 (B.Braun Biotech International)
Brutschrinke:

e Bakterien (Haereus)

e Zellkultur TG 150 (Jouan)
Ultraschallgeriite:

e Sonifier 250 (Branson)

e Ultraschallbad Laboson (Benders und Hobein)
Feinwagen:

e Analytic LC 4800 P (Satorius)

e Analytic AC 120 S (Satorius)
Elektrophoresekammern:

e Polyacrylamidgele (Anfertigung durch Fa. Noras)

e Agarosegele Mini Sub DNA Cell (BioRad)
Protean IEF (Isoelectric Focussing) Chamber (Biorad)
Geltrockner:

e Drygel Sr. SE 1160 (Hoefer Scientific Instruments)

e 583 Gel Dryer (Biorad)
Spannungsgeber:

e Standard Power Pack P25 (Biometra)

e Gene Power Supply GPS 200/400 (Amersham Pharmacia Biotech)
Ca’*-Messplatz:

e Fluoreszenzmikroskop Diaphot (Nikon)

e Xenon Lampe Xenophot HLX (Osram)

e CCD Camera (Theta-Systems)
Flusskammer:

e Phasenkontrast-Mikroskop Axiovert 200 (Zeiss)

e Objektiv 63 x Achroplan (Zeiss)

e CCD Kamera Flashbus CVM300 (Visitron)
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e Pumpe 1001 Syringe Pump (WPI)
Sterilbank LaminAir (Holten)
Durchflusszytometer FACSCalibur (Becton Dickinson)
Microplate Reader Victor2 1420 Multilabel Counter (PerkinElmer Wallac)
Gamma-Counter LB 2104 (Berthold)
Fliissigkeitsszintillationszdhler 1I900CA TRI-CARB (Packard)
Aggregometer Platelet Aggregation Profiler PAP-4 (Biodata Corporation)
Entwickler X-OMAT M 35 (Kodak)
Thermocycler Gene Amp PCR System 2400 (PerkinElmer)
Ultravioletttisch TFX-35M (Life Technologies)
CCD Kamera XC-ST70 (Intas)
Microplate Washer (Tecan)
Luminescence Spectrometer LS 50 (PerkinElmer)
UV-Photometer Ultrospec 2000 (Amersham Pharmacia Biotech)
pH-Meter PHM 92 LAB (Radiometer Kopenhagen)
Vortex Genie 2 (Scientific Industries/Bender und Hobein)
Thermomixer 5436 (Eppendorf) Wasserbad E12 (Haake)

Test tube heater (stuart scientific, Heinse + Ziller)

B.1.12 Software

Cellquest 3.1 (BD Biosciences)

Fast Capture Version 2.2.0 (Fast Multimedia)
FUCAL (Till Photonics)

IATEX 2,

MetaMorph Version 4.6 (Univeral Imaging)
MetaVue Version 5.0r6 (Univeral Imaging)
Wallac 1420 Version 2.0 (PerkinElmer Wallac)
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Methoden zur Evaluation humaner
Thrombozytenfunktion

Abnahme und Praparation der Blutproben

Alle Priparationen werden aus frisch entnommenem, vendsen Vollblut gesunder Spen-
der vorgenommen, bei denen keine die Thrombozytenfunktion beeinflussende Medikati-
on vorliegt*’.

Blutabnahme: Die Vena cubitalis wird mit Butterfly-Nadeln der Gré8e 18 G punk-
tiert. Durch die Wahl grof8lumiger Punktionsnadeln soll der auf die Blutplittchen wir-
kende Scherstress und somit eine Prdaktivierung reduziert werden. Das Blut wird ohne
Aspiration durch freien Fluss gewonnen.

Zitrat-stabilisiertes Vollblut: Die Koagulation wird durch Zugabe von Zitratpuffer
zum Vollblut im Verhiltnis 1:5 verhindert. Das mit Zitrat stabilisierte Vollblut wird fiir
die meisten Versuche, die Vollblutproben erfordern, in dieser Form eingesetzt.

Platelet-rich plasma (PRP): Zentrifugation des zitrierten Vollblutes fiir 20 min bei
300 g fiihrt zur einer Phasentrennung von PRP, Leukozyten und Erythrozyten. Die obere
PRP Phase wird mit einer Plastikpipette abgenommen und in Plastikréhrchen iiberfiihrt.

Washed platelets (WP): Zur Priparation der WP wird das entnommene Blut mit
15 mM EGTA enthaltendem Zitratpuffer antikoaguliert. Nach Gewinnung des PRP nach
dem genannten Verfahren wird dieses fiir 10 min bei 500 g zentrifugiert und das Pellet in
Resuspensionspuffer resuspendiert.

Vollblut zur Messung der ATP Sekretion und des Phospho-VASP Gehaltes mittels
Zytometrie wird nach Konnektion einer Butterfly-Nadel der Grofle 18 G mit einer 5 ml
Sarstedt Zitrat Monovette (griin) durch sanfte Aspiration gewonnen und ohne weitere
Zusitze benutzt, wobei die Zitrat-Endkonzentration bei kompletter Fiillung der Monovette
106 mM betrigt. Fiir die PFA-100 Analysen wurden Sarstedt Zitrat Monovetten (blau)
verwendet, bei denen die Zitratendkonzentration 129 mM betrégt.

Alle Versuche mit Thrombozyten werden unter Verwendung von Kunststoffpipetten,
-gefidBen etc. durchgefiihrt, um eine Pridaktivierung durch polare Glasflichen zu vermei-
den. Fiir die Stimulationsversuche werden die verwendeten Eppendorf Caps, um das Ri-
siko einer Praaktivierung durch die rauhe Innenwand der Caps zu senken, vorher silikoni-
siert, indem sie mit Sigmacote (Fa. Sigma) befiillt, nach 3 h entleert, mit demineralisier-

tem Wasser gewaschen und auf 80 °C fiir 30 min erhitzt werden.
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a I
Zitratpuffer, pH 6,5:

100 mM Natriumzitrat, 7 mM Zitrat, 140 mM Glucose, 15 mM EGTA*
(*nur bei Praparation von WP)

Resuspensionspuffer, pH 7.,4:
145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 10 mM Gilu-
cose

Zellzahlung

Die Zelldichte der Zellsuspensionen wird nach 1:100 Verdiinnung in PBS (phosphate
buffered saline) mit dem automatischen Zellzdhler Technicon H.3 RTC (Fa. Bayer) oder

mittels Neubauer Zahlkammer bestimmt.

Aggregation

Die Plittchenaggregation wird am BIO/DATA Platelet Aggregation Profiler Model PAP-4
gemessen. Es handelt sich um ein turbidimetrisches Verfahren, bei dem die Aggregation
im Verlauf kontinuierlich iiber die Transmission der Plittchensuspension bestimmt und
als Funktion der Zeit aufgezeichnet wird'?.

Es werden 300 ul PRP bei 37 °C in einer Mikroglaskiivette bei einer Magnetriihrfre-
quenz von 920 rpm gemessen. Das stimulierende Agens wird im Verhéltnis 1:100 zuge-
setzt. Vor den Messungen wird zunéchst von dem jeweiligen Probanden zusitzlich zum
PRP auch PPP (platelet poor plasma) als Referenzprobe pripariert. Dies geschieht in-
dem 300 pl PRP fiir 2 min bei 5000 g zentrifugiert werden und der Uberstand, der keine
Thrombozyten mehr enthilt, als Referenzprobe verwendet wird. Das Aggregometer wird
dann mit dem PPP auf 100% Transmission geeicht. Die PPP-Proben simulieren eine ma-
ximale Aggregation, weil bei Aggregation die Blutplidttchen zu Boden sinken und dadurch

aus dem Lichtstrahl entfernt werden.

Serotonin Sekretion

Das Verfahren zur Messung der Serotonin Sekretion wird modifiziert nach der Methode
von Holmsen et Dangelmaier’* durchgefiihrt. Der fluorimetrische Assay beruht auf dem
Prinzip, dass Serotonin mit OPT (o-Phthalaldehyd) ein Fluorophor bildet**.

Vor Stimulation wird den WP zur Signalverstirkung 4 uM Fluoxetin zugegeben, bei
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dem es sich um einen selektiven Serotonin-Wiederaufnahme Inhibitor (SSRI) handelt.
Die Serotonin-Wiederaufnahme muss unmittelbar vor der Stimulation erfolgen, weil die
Blockade eine langsame Serotoninfreigabe verursacht’?. 350 ul aktivierte Probe wird in
eine Mischung aus 35 ul EDTA (50 mM, pH 7.4) und 100 ul Silikondl tiberpipettiert, fiir
15 sec gevortext und fiir 30 sec bei 14.000 rpm (Eppendorf 5415 C) zentrifugiert. Zur Be-
stimmung des gesamten intrazelluldren Serotonins wird analog verfahren, wobei auf die
Zentrifugation verzichtet wird. Nach Abkiihlung der Proben auf Eis, wird 270 ul der obe-
ren Phase jeder Probe in ein neues Cap pipettiert und mit 60 ul kalter 100 % (w/v) TCA
gefillt. Nach Zentrifugation wird 250 ul Uberstand mit 1 ml OPT-Reagenz fiir 10 min
bei 95 °C inkubiert und anschlieBend die auf Eis abgekiihlten Proben 2 x mit Chloroform
zur TCA-Extraktion gewaschen. Die Emission wird bei A 475 nm auf dem Fluorime-
ter Victor2 1420 Multilabel Counter (Fa. Wallac) bei einer Anregungswellenlidnge von
A 355 nm gemessen. Eine Standardreihe kann mit Serotoninkreatinsulfat-Losungen un-
terschiedlicher Konzentrationen erstellt werden, mit denen wie mit den Proben verfahren

wird.

OPT-Reagenz:
0,045% (w/v) o-Phthaldehyd, 9% (v/v) Ethanol, 7,3 N HCI

B.2.5 Sekretion lysosomaler Glykosidasen

Das kolorimetrische Verfahren zur Messung der Sekretion lysosomaler Glykosidasen, be-

73 wurde im Rahmen der Doktorarbeit neu im

schrieben von Holmsen und Dangelmaier
Labor etabliert. Zugrunde liegt die Eigenschaft von Glykosidasen p-Nitrophenolglyceride
zu spalten. Hierbei entsteht freies p-Nitrophenol dessen Absorption nach Alkalisierung
bei 410 nm gemessen wird. Es wird die Sekretion von beta-Hexosaminidase (Substrat: p-
Nitrophenyl-N-acetyl-beta-D-glucosaminid), beta-Galactosidase (Substrat: p-Nitrophenyl-
beta-D-galactopyranosid) und beta-Glucuronidase (Substrat: p-Nitrophenyl-beta-D-glu-
curonid) bestimmt.

1 ml aktivierte WP werden in eine Mischung aus 100 ul EDTA (50 mM, pH 7.4)
und 300 ul Silikondl tiberpipettiert, fiir 15 sec gevortext und fiir 30 sec bei 14.000 rpm
(Eppendorf 5415 C) zentrifugiert. Zur Bestimmung der intrazelluldren Gesamtmenge der

jeweiligen Glykosidase wird analog verfahren, wobei auf die Zentrifugation verzichtet

wird. Nach Abkiihlung der Proben auf Eis, wird 600 ut1 der oberen Phase in ein neues Cap
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tiberfithrt und mit 6 ul 10% (w/v) Triton X-100 versetzt. Fiir jede der zu bestimmenden
Glykosidasen wird je 150 ul Probe entnommen. Zu jedem Ansatz werden 100 ul 0,1 M
Zitratphosphatpuffer (bei beta-Hexosaminidase pH 4,5, bei beta-Galactosidase bzw. beta-
Glucuronidase pH 5) und 50 ul entsprechendes Substrat pipettiert. Die Inkubationszeit
bei 37 °C betrigt fiir die beta-Hexosaminidase 30 min und fiir die beta-Galactosidase
bzw. beta-Glucuronidase 150 min. Die Inkubation wird mit 250 ul 0,08 M NaOH abge-
stoppt. Die Absorption wird bei A 405 nm auf dem Victor2 1420 Multilabel Counter (Fa.
Wallac) ermittelt. Eine Standardreihe kann mit p-Nitrophenol-Losungen unterschiedlicher

Konzentration erstellt werden, mit denen wie mit den Proben verfahren wird.

Substratlésungen:
20 mM Substrat, 0,15 M NaCl

B.2.6 p-Selektin (CD62p) Expression

Die p-Selektin Expression auf der Zelloberfliche von Thrombozyten wird durchflusszy-
tometrisch bestimmt. Das Verfahren wurde neu etabliert in Anlehnung an das Protokoll
des ADIAflo Platelet GP Kits (Fa. American Diagnostica).

20 ul WP werden 5 min nach Aktivierung aus einem 200 ul Ansatz in ein FACS-
tube, in das vorher 10 ul anti-CD62p-FITC Maus IgG1x (Fa. BD Pharmingen) vorgelegt
wird, tiberpipettiert. Nach 15 min Inkubation bei RT im Dunkeln wird die Probe mit 1,5
ml kalter Dulbeccos PBS abgestoppt und anschlieBend am Durchflusszytometer FACS-
Calibur (Fa. Becton Dickinson) unter Verwendung der Software CELLQuest Version 3.1
vermessen. Als Geriteeinstellungen werden verwendet: forward scatter EQ0, sideward
scatter 337 V, Fluoreszenzkanal 1 850 V. Alle 3 Parameter werden logarithmisch aufge-
tragen. Die Thrombozytenpopulation wird anhand ihrer Streu-Charakteristik identifiziert.
Bei niedriger Flussrate werden 15.000 Ereignisse auf ihre Fluoreszenzintensitét hin ana-
lysiert. Eine Priaktivierung der Thrombozyten im Rahmen der Prédparation der WP wird
bei jedem Probanden durch Vergleich einer nicht aktivierten Probe, die mit anti-CD62p-
FITC Maus IgG1xk inkubiert wird, und einer nicht aktivierten Kontrollprobe, die mit ei-
nem Maus IgG1k unbekannter Spezifitit (Fa. BD Pharmingen) inkubiert wird, das keine
Oberflichenantigene von Thrombozyten bindet, {iberwacht. Bei deutlicher Priaktivierung

werden die Messergebnisse dieser Reihe verworfen.
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Dulbeccos PBS, pH 7,4:
0,20 g/L KCl, 0,20 g/L KH,PQ,, 8,00 g/L NaCl, 1,15 g/L NaHPQO,

Thromboxan A2 Synthase Aktivitat

Der Assay macht sich zunutze, dass das Cytochrom P450 Enzym Thromboxan A2 Syn-
thase die Reaktion von Prostaglandin H2 zu Thromboxan A2 (TxA2), Malondialdehyd
(MDA) und 12-OH-Heptadecatriensdure (HHT) katalysiert, die im Verhiltnis 1:1:1 ent-
stehen®. Nach der Reaktion von MDA mit Thiobarbitursiure kann das entstehende Pro-
dukt quantitativ fluorimetrisch bestimmt werden®>.

700 ul aktivierte WP werden mit 400 ul 20% (w/v) TCA in 0,6 M HCI abgestoppt,
fiir 10 min auf Eis gestellt und fiir 10 min bei 14.000 rpm (Eppendorf 5415 C) zentrifu-
giert. 600 1 Uberstand werden folgend mit 600 ul0,53% (w/v) Thiobarbitursiurelosung
in Phosphatpuffer fiir 30 min bei 70 °C und anschliefend fiir 30 min bei RT inkubiert.
700 pl Probe wird schlieBlich bei einer Anregungswellenlinge von A 533 nm und ei-
ner Emissionswellenlinge von A 550 nm vermessen. Zur Erstellung einer Kalibrations-
kurve werden Losungen bekannter Konzentration des Malondialdehydderivates 1,1,2,2

Tetraethoxypropan verwendet, mit denen wie mit den Proben verfahren wird.

Thiobarbitursaurelésung in Phosphatpuffer, pH 7,4:
10 mM KH,PQy, 50 mM Na,HPO4, 0,53% (w/v) Thiobarbitursaure

Thromboxan B2 Sekretion

Zur Bestimmung der Thromboxan B2 (TxB2) Sekretion wird ein kompetitiver EIA der
Fa. Biotrend gemil den Angaben des Herstellers verwendet. Weil das Thrombozyten sti-
mulierende TxA2 nur eine Halbwertzeit von 37 s hat, wird die TxA2 Produktion durch
Messung seines stabilen nicht-enzymatischen Hydrierungsproduktes TxB2 bestimmt. 500
ul aktivierte WP werden mit 2,5 ul 2 N HCI versetzt, gevortext und sofort in einem
Ethanol-Trockeneis-Gemisch fiir 10 min schockgefroren. Die aufgetauten Proben wer-
den dann fiir 10 min bei 4 °C bei 14.000 rpm zentrifugiert (Eppendorf 5415 C) und der
Uberstand in der SpeedVac bei RT eingetrocknet. Die Proben werden bei -80 °C gelagert
und kurz vor der Messung mittels EIA in 400 ul 50 mM Natriumacetatpuffer mit pH 5,8

aufgenommen.
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ATP Sekretion

Die ATP Sekretion wird bestimmt mit dem Chrono-Log Vollblut Lumi-Aggregometer
(Fa. Chrono-Log)3%8? entsprechend den Vorgaben des Herstellers. Gemessen wird die
Lumineszenzzunahme aufgrund der Reaktion von sezerniertem ATP mit einem Luciferin-
Luciferase Reagenz (Chrono-lume®, Fa. Chrono-Log). Die durch einen Fotoverstirker
registrierte Lumineszenz ist proportional zur sezernierten Menge an ATP. Die Spannung
wird als Funktion der Zeit aufgetragen. 450 ul Vollblut werden mit 450 ul 0,9 % (w/v)
NaCl bei 37 °C bei einer Riihrfrequenz von 900 rpm in einer Plastikkiivette in einem Heiz-
block inkubiert. AnschlieBend wird die Probe fiir 3 min mit 100 ul des Chrono-Lume®
Reagenz inkubiert und danach im Messkanal mit entsprechenden Agonisten aktiviert. Als
Referenzprobe wird zu einer Probe des jeweiligen Probanden statt eines Agonisten 2 nmol

ATP dazu pipettiert.

PFA-100

Der PFA 100 (platelet function analyser) der Fa. Dade Behring ist ein in-vitro Testsystem
zur Ermittlung von Thrombozytendysfunktionen unter Scherstressbedingungen angelehnt
an das Verfahren von Kratzer®®. Das Geriit simuliert die Abldufe in einem verletzten Blut-
gefdll durch Verwendung von Einmalpatronen, die eine perforierte Kollagen/Epinephrin
oder Kollagen/ADP beschichtete Membran enthalten, durch die das zu testende Vollblut
angesaugt wird. Gemessen wird die Okklusionszeit, die benotigt wird bis die Perforation
vollstdndig durch Thrombusbildung verschlossen wird. Das Verfahren, von dem gezeigt
werden konnte, dass es in der Lage ist, eine ASS induzierte Hemmung auf Thrombozy-

9

ten nachzuweisen®’, wird nach den Vorgaben des Herstellers verwendet. Das verwendete

Blut wird mit Sarstedt Zitrat Monovetten (blau, > Kap. B.2.1, S. 27) abgenommen.

VASP Phosphorylierung
» Durchflusszytometrie
Die durchflusszytometrische Bestimmung des Phopho-VASP Gehaltes von Thrombozy-
ten wurde durchgefiihrt durch Adaptation des Verfahrens nach Schwarz'?8. Hierzu wird
der FITC (fluorescein isothiocyanate) markierte phosphospezifische Antikorper 16C2-
FITC verwendet (Fa. Nanotools)132, der nur VASP erkennt, das am Serin an Position 239
phosphoryliert ist.

In Abwandlung der Methode nach Schwarz wird 100 ul zitriertes Vollblut mit Ilo-

32



B.2. Methoden zur Evaluation humaner Thrombozytenfunktion

prost (Endkonzentration 200 nM), einem stabilen Prostaglandin E1 Analog, das eine Ak-
tivierung der cAMP-abhingigen Proteinkinase induziert, gleichzeitig mit oder ohne einen
Thrombozyten aktivierenden Agonisten fiir 1 min inkubiert. Zur Kontrolle werden wei-
tere Vollblut-Proben jeweils mit den einzelnen Agonisten ohne zusétzliches Iloprost fiir
I min inkubiert. Die Reaktionen werden durch Zugabe von 50 ul 10% Methanol-freiem
Formaldehyd gestoppt und die Ansétze fiir 5 min bei Raumtemperatur fixiert. Anschlie-
Bend werden die Proben mit 125 ul 0,4% Triton X-100 in PBS verdiinnt. Nach Permea-
bilisierung fiir 10 min wird 5 ml PBS zu jeder Probe hinzugefiigt und 200 ul Ansatz in
ein FACS Rohrchen tiberfiihrt. Die Plittchen werden mit dem Antikorper 16C2-FITC bei
einer Konzentration von 1,25 prg/ml fiir 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert, mit 800 1
PBS verdiinnt und anschlieBend vermessen. Die Messungen werden durchgefiihrt auf dem
Durchflusszytometer FACSCalibur (Fa. Becton Dickinson) unter Verwendung der Soft-
ware CELLQuest 3.1. Als Geriteeinstellungen werden verwendet: forward scatter EQO,
sideward scatter 337 V, Fluoreszenzkanal 1 850 V. Alle 3 Parameter werden logarith-
misch aufgetragen. Die Thrombozytenpopulation wird anhand ihrer Streu-Charakteristik
identifiziert. Bei niedriger Flussrate werden 15.000 Ereignisse auf ihre Fluoreszenzinten-

sitdt hin analysiert.

» Phospho-VASP DELFIA
Mit dem Phospho-VASP DELFIA der Firma Vasopharm (bisher nicht veroffentlicht) kann
fluorimetrisch quantitativ die Phosphorylierung des Proteins VASP am Serin 239 be-
stimmt werden. Die Detektion von Gesamt-VASP und Phospho-VASP erfolgt mittels des
Antikorper IE273 (Fa. Immunoglobe)!, der VASP unabhingig von seinem Phosphory-
lierungsstatus erkennt, bzw. 16C2 (Fa. Nanotools)!?, der spezifisch Ser-239 phosphory-
liertes VASP erkennt. Diese Primérantikdrper werden iiber einen polyklonalen Europium
markierten Ziege anti-Maus Antikorper (Fa. Perkin Elmer) durch Nutzung des DELFIA
Systems nachgewiesen. Der DELFIA (dissociation enhanced lanthanide fluoroimmuno-
assay) beruht darauf, dass nach Zugabe der sogenannten DELFIA Enhancement Solution
(Fa. Perkin Elmer) das Lanthanoid Eu®* bei niedrigem pH vom Europium markierten
Antikorper dissoziiert und in Gegenwart von Chelatoren fluoreszierende Chelatkomplexe
bildet.

96-well Mikrotiterplatten (Protein-Immobilizer Plates transparent, Fa. Exiqon) wer-

den mit GST-Zyxin, das VASP bindet, durch Zugabe von 100 ul GST-Zyxin-Losung (5
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pg/ml in PBS) und Inkubation fiir 3 h bei stindigem Schiitteln beschichtet. Anschlieend
werden die Platten 4x mit PBS-T gewaschen. Die Vollblutproben werden nach Stimu-
lation im Verhéltnis 1:1 mit Lysepuffer gemischt und pro well 100 ul Losung auf die
Mikrotiterplatte aufgetragen, wobei alle Werte dreifach bestimmt werden. Als Leerwert
wird 100 ul PPP aufgetragen. Nach 1 h unter stindigem Schiitteln wird die Platte 4 X mit
PBS-T gewaschen. Jetzt erfolgt die Inkubation mit dem jeweiligen Erstantikorper, IE273
(0,1 ug/well) bzw. 16C2 (0,5 ng/well), fiir 1 h auf dem Schiittler. Nach 3 x waschen mit
der DELFIA Wash Solution (Fa. Perkin Elmer) wird die Inkubation mit dem Europium
markierten Zweitantikorper (2,5 ng/well) analog ausgefiihrt und die Mikrotiterplatte wie-
der 3 x mit DELFIA Wash Solution gewaschen. Anschlieend wird zu jedem well 100 ul
DELFIA Enhancement Solution pipettiert. Nach 15 min erfolgt die Messung der Fluo-
reszenz am Fluorimeter Victor2 1420 Multilabel Counter (Fa. PerkinElmer Wallac) unter

Nutzung des Softwareprotokolls PD Europium VLO.

a I
Lysepuffer:
40 mM Tris, 150 mM NaCl, 50 mM EDTA, 50 mM EGTA, 2% (w/v)
Desoxycholat, 2% (w/v) Triton X-100, 0,1% (w/v) SDS, 50 mM Na-
Pyrophosphat, 1 Tablette/5 ml Lysepuffer Complete EDTA free (Fa.
Roche)
PBS, pH 7,4:
13,7 mM NacCl, 0,27 mM KCI, 0,81 mM Na,HPOy,, 0,174 mM
NaH2P04
PBS-T:
0,05% (w/v) Tween 20 in PBS, pH 7,4

o %

» Phospho-VASP POD-EIA

Bei dem Phospho-VASP POD-EIA handelt es sich um ein neu entwickeltes kolorimetri-
sches Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Phosphorylierung von VASP an Serin
239. Wie schon beim Phospho-VASP DELFIA erfolgt die Detektion von Gesamt-VASP
und Phospho-VASP mittels der Antikérper IE273 (Fa. Immunoglobe)! bzw. 16C2 (Fa.
Nanotools)'32. Die Erstantikorper werden in einem zweiten Schritt durch einen Peroxida-
se konjugierten Ziege anti-Maus Antikorper (Fa. Chemicon) gebunden. Der Zweitantikor-
per wird nachgewiesen durch enzymatischen Umsatz des Substrates ABTS (2,2’-Azino-

di-[3-ethylbenzthiazolinsulfonat(6)]-diammonium Salz) (Fa. Roche) durch die Peroxida-
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se, bei dem ein Chromogen entsteht.

EinschlieBlich der Inkubation mit den Primirantikorpern entspricht das Vorgehen dem
des Phospho-VASP DELFIA. Anschlieend wird die Mikrotiterplatte 3 x mit PBS-T ge-
waschen und nachfolgend je 100 u1 POD konjugierter Antikorper (Verdiinnung 1:2000 in
PBS) in jedes well pipettiert. Nach 1 h Inkubation auf dem Schiittler wird die Platte 3 x
mit PBS-T gewaschen und 100 ul ABTS-Losung in jedes well pipettiert. Die Messung
der Absorption erfolgt nach 5 min und 20 min am Victor2 1420 Multilabel Counter(Fa.
Wallac) bei A 405 nm.

ABTS Loésung:
1 ABTS-Tablette (Fa. Roche) / 50 ml ABTS-Puffer (Fa. Roche) (1:100
verdlinnt in Ag. dest.)

» Evaluation des PRI-Wertes

Die Hemmung von Pléttchen durch Clopidogrel, gemessen anhand der VASP-Phosphory-
lierung, wird als PRI-Wert (platelet reactivity index) formuliert. Die Berechnung fiir den
FACS-Assay unterscheidet sich leicht von der fiir den EIA. Fiir den FACS-Assay wurde
der PRIg4cs anhand der MFI-Werte (mean fluorescence intensity) der mit Prostglandin E;
(PGE;) bzw. Prostglandin I, (PGI,) behandelten Plittchen (gemessen mit 16C2-FITC)
in Abwesenheit (MFI pgg,)) oder Anwesenheit von ADP (MFI pgE, 1 app)) berechnet (s.
Gleichung B.1)":36.

MFI pGE,) — MFL(pGE, + aDP)

PRI =
FACS MFI po,

(B.1)

Fiir den EIA wird der PRIg;4 anhand des Verhiltnisses berechnet, das sich nach Behand-
lung der Plittchen mit PGE| (bzw. PGI,) aus den Signalen ergibt, die iiber die Antikdrper
IE273 (Gesamt-VASP, Ayps(yasp)), der VASP unabhingig von dessen Phosphorylierungs-
status erkennt, und 16C2 (A4os(,vasp)), der an Position Ser-239 phosphoryliertes VASP
erkennt, detektiert werden. Dies geschieht in Abwesenheit (R pgg,), Gleichung B.2) oder
Anwesenheit von ADP (RpgE, + app), Gleichung B.3). R pgg,) gibt das relative Ausmal3
der VASP-Phosphorylierung durch die cAK an. Ripgg, 1 app) reprisentiert das relative
Ausmall der VASP-Phosphorylierung nach cAK-Inhibition durch ADP. Falls der ADP-

Rezeptor vollstdndig blockiert, ist entspricht Rpgg, + app) nahezu Rpgg ). Der PRIga
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spiegelt das relative Ausmal} der VASP-Dephosphorylierung wider, das auf die Stimula-
tion der Plédttchen mit ADP zuriickzufiihren ist. Daher ist er ein MaB fiir das Ansprechen
von Plittchen auf ADP (Gleichung B.4).

A405(pVASP, PGE))

R - (B.2)
(PGEL) A405(vASP, PGE))

A405(pVASP, PGE, +ADP)

R(pGE, +ADP) = (B.3)

A405(VASP, PGE, +ADP)

R(pGE)) —R(PGE,+4DP)

PRIz, = (B.4)

R(pcE))

Falls der P2Y12-ADP-Rezeptor durch Clopidogrel gehemmt wird, kann ADP zu keiner
Abnahme der VASP-Phosphorylierung mehr fithren und der PRI konvergiert gegen 0.
Falls aber die Behandung mit Clopidogrel ineffektiv ist (low responder), verursacht ADP
eine VASP-Dephosphorylierung und der PRI erreicht Werte von £, 0,5.

Bestimmung der cAMP-Konzentration

Zur Bestimmung der cAMP Konzentration in Thrombozyten wird der kompetitive Ra-
dioimmunoassay Biotrak fiir cAMP-!2] der Fa. Amersham Pharmacia Biotech einge-
setzt.

Es werden 300 ul PRP im Verhiltnis 1:100 stimuliert und anschlieend 10 s lang bei
10.000 rpm (Eppendorf 5415 C) abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das
Pellet in 500 ul 70% (v/v) Ethanol resuspendiert. Nach 30 miniitiger Lagerung auf Eis
werden die Proben bei 4 °C fiir 10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
in ein neues Cap iiberfithrt. AnschlieBend wird das Pellet in 300 ul 70% (v/v) Ethanol
aufgenommen und die Zentrifugation wiederholt. Der Uberstand wird zum Uberstand des
vorherigen Schrittes pipettiert und die gesamte Losung bei RT in der SpeedVac vaku-
umgetrocknet. Das resultierende Pellet wird in 500 gl 50 mM Natriumacetatpuffer mit
pH 5.8 gelost*0. Der Gehalt an cAMP der Proben wird nun mit dem kompetitiven Ra-
dioimmunoassay Biotrak fiir cAMP-'?°] der Fa. Amersham Pharmacia Biotech gemiB
den Angaben des Herstellers bestimmt. Die radioaktive Emission wird in einem y-Counter

(Berthold LB 2104) gemessen.

36



B.3

B.3.1

B.3.2

B.3. Methoden zur Evaluation muriner Thrombozytenfunktion

Methoden zur Evaluation muriner
Thrombozytenfunktion

VASP -/- Mause

Bei den hier verwendeten VASP -/- Miusen handelt es sich um die F5-Generation der
von Hauser et al. urspriinglich hergestellten und beschriebenen VASP -/- Miuse®, die

anschlieBend auf einen C57BL/6 Hintergrund riickgekreuzt wurden.

Isolierung muriner Thrombozyten

Alle Priparationen werden mit frisch entnommenem vendsen Vollblut von Miusen vorge-
nommen. Die Miuse werden mit Ether narkotisiert. Ihnen wird mit ca. 3 cm langen hepa-
rinisierten Kapillaren (Fa. Hartenstein) 700 p1 Blut retroorbital entnommen. Die Koagula-
tion wird verhindert durch 300 ul Heparin/TBS-Puffer. Nach 5 miniitiger Zentrifugation
bei 2000 rpm (Eppendorf 5415 C) wird das PRP und ca. 1 mm der unteren Erythrozy-
tenphase abgenommen und in ein neues Cap iiberfiihrt. Nach nochmaliger Zentrifugation
fiir 8 min bei 1000 rpm wird das PRP moglichst ohne Erythrozyten in ein neues Cap pi-
pettiert. Um die Thrombozyten zu waschen wird 1 uM Prostacyclinlosung (Ilomedin®,
Pgl,) im Verhiltnis 1:200 dem PRP zugefiigt und fiir 5 min bei 2800 rpm zentrifugiert.
Nach Dekantieren wird das Pellet im urspriinglichen Volumen des PRP in Tyrodes Puf-
fer resuspendiert und der Zellsuspension 10 U/ml Apyraselosung im Verhiltnis 1:50 und
1 uM Prostacyclinlésung im Verhéltnis 1:200 zugefiigt. AnschlieBend wird die Zellsus-
pension fiir 5 min bei 2800 rpm zentrifugiert, das Pellet im urspriinglichen Volumen des
PRP in Tyrodes Puffer resuspendiert und 10 U/ml Apyraseldsung im Verhiltnis 1:50 hin-
zugefiigt. Die WP werden nun fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach der fiir jeden Versuch
spezifischen Verdiinnung der WP in Tyrodes Puffer, wird kurz vor der Stimulation Ca**

zugegeben, wobei die Kalzium-Endkonzentration 1 mM betragen soll.

4 I
Heparin/TBS-Puffer, pH 7,3:

3,16 g/L Tris-Cl, 9 g/L NaCL, 20.000 IE/L Heparin

Tyrodes Puffer (modifiziert), pH 7,0:
137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 12 mM NaHCOs, 0,36 mM Na,HPO,, 5
mM HEPES, 5 mM Glucose, 0,36% (w/v) BSA
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p-Selektin (CD62p) Expression und GP llb/llla Aktivierung

Die p-Selektin Expression auf der Zelloberflache von Thrombozyten und die Aktivierung
des GP IIb/Illa werden simultan durchflusszytometrisch bestimmt. Das Verfahren wur-
de neu etabliert in Anlehnung an das Protokoll von Nieswandt!!!. CD62p wird durch
den FITC (Fluorescein-isothiocyanat) markierten Antikorper Wug.E6 und die Aktivie-
rung des GP IIb/Illa durch den PE (Phycoerythrin) markierten Antikorper JON/A (beide
Antikorper zur Verfiigung gestellt von B. Nieswandt, Fa. Emfret)!! detektiert.

Fiir diesen Versuch werden die WP vor Stimulation 20-fach in Tyrodes Puffer ver-
diinnt. Fiir jede Probe werden je 10 ul beider Antikorper in ein FACS-tube und 50 ul WP
vorgelegt. Nach Stimulation werden die Proben 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert und
anschlieBend mit 500 ul kalter Dulbeccos PBS abgestoppt und direkt am Durchflusszyto-
meter FACSCalibur (Fa. Becton Dickinson) unter Verwendung der Software CELLQuest
Version 3.1 vermessen. Als Geriteeinstellungen werden verwendet: forward scatter EO1,
sideward scatter 380 V, Fluoreszenzkanal 1 650 V, Fluoreszenzkanal 2 580 V, Kompen-
sation FL.1 -2,4% FL2, Kompensation FL2 -7,0% FL1. Alle 4 Parameter werden logarith-
misch aufgetragen. Die Thrombozytenpopulation wird anhand ihrer Streu-Charakteristik
identifiziert. Bei niedriger Flussrate werden 15.000 Ereignisse auf ihre Fluoreszenzinten-

sitdt hin analysiert.

Dulbeccos PBS, pH 7,4:
0,20 g/L KCl, 0,20 g/L KH,POQy, 8,00 g/L NaCl, 1,15 g/L NaHPO,

Serotonin Sekretion mit 3H-Serotonin

Radioaktiv markiertes Serotonin liegt, nachdem es von den Thrombozyten aufgenommen
wurde, nach kurzer Zeit im Gleichgewicht mit endogenem Serotonin vor und verhilt sich
funktionell wie dieses’>. Das Verhiltnis von sezerniertem Serotonin zu gesamtem intra-
zelluldren Serotonin nach Aktivierung der Thrombozyten wird durch die Inkubation mit
bzw. Aufnahme von radioaktivem Serotonin nicht verdndert. Das Verfahren zur Messung
der Serotoninsekretion wurde in Anlehnung an das Protokoll von Gerrard*® neu im Labor
etabliert.

Die ersten Schritte der Plittchenpréparation erfolgen wie in Kapitel > B.3.2 (S. 37)

beschrieben. Nach erstmaliger Resuspension des Pellets und Zugabe von Apyrase und
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Prostacyclinlosung werden 500 ul in Tyrodes Puffer resuspendierter Thrombozyten zu-
nichst 45 min lang bei 37 °C mit 2 uCi *H-Serotonin inkubiert. AnschlieBend folgen die
weiteren Schritte zur Praparation von WP, wobei die Zellsuspension am Ende 8-fach in
Tyrodes Puffer verdiinnt wird. Nach Zusatz von Ca’" wird vor Stimulation zu 400 ul
Probe 4 ul 400 uM Fluoxetin gegeben. Hierbei handelt es sich um einen selektiven
Serotonin-Wiederaufnahme Inhibitor (SSRI). Die Serotonin-Wiederaufnahme muss un-
mittelbar vor der Stimulation erfolgen, weil die Blockade eine langsame Serotoninfreiga-

be verursacht’?

. Zur Bestimmung des gesamten intrazelluldren Serotonins wird statt eines
Agonisten 8 ul 10% (w/v) Triton X-100 zu 400 ul Probe pipettiert und die Suspension
kurz gevortext. 5 min nach Aktivierung werden den Proben 80 ul eiskaltes 0,05 M EDTA
enthaltendes 0,633 M Formaldehyd zugesetzt und die Proben fiir 5 min auf Eis gestellt.
Nach Zentrifugation bei 14.000 rpm (Eppendorf 5415 C) fiir 2 min wird je 450 ul Uber-
stand in ein mit 5 ml Emulsifier-Safe (Fa. Packard) gefiilltes 20 ml Polyethylenflischchen
(Fa. Packard) iiberfiihrt und die B-Strahlung im Fliissigkeitsszintillationszdhler 1900CA

TRI-CARB (Fa. Packard) bestimmt.

B.3.5 Sekretion lysosomaler Glykosidasen

Das fluorimetrische Verfahren zur Messung der Sekretion lysosomaler Glykosidasen,
wurde von Holmsen und Dangelmaier’? adaptiert und im Rahmen der Doktorarbeit neu
im Labor etabliert. Glykosidasen hydrolysieren 4-Methylumbelliferonglykoside, wobei
4-Methylumbelliferon entsteht. Dieses fluoresziert bei A 450 nm nach Anregung bei A
365 nm. In diesem Versuch wird die Sekretion von beta-Hexosaminidase bestimmt.

Die WP werden nach der Préparation 2-fach in modifiziertem Tyrodes Puffer ver-
diinnt. 70 ul aktivierte WP werden in eine Mischung aus 7 ul EDTA (50 mM, pH 7.,4)
und 50 ul Silikondl tiberpipettiert, fiir 15 sec gevortext und fiir 30 sec bei 14.000 rpm
(Eppendorf 5415 C) zentrifugiert. Zur Bestimmung der gesamten intrazelluldren beta-
Hexosaminidasen wird mit einer unstimulierten Probe analog verfahren, wobei auf die
Zentrifugation verzichtet wird. Nach Abkiihlen der Proben auf Eis, wird 50 ut1 der oberen
Phase in ein neues Cap tiberfiihrt und mit 1 ul 5% (w/v) Triton X-100 versetzt. Jede Probe
wird fiir 6 min bei 37 °C mit 75 ul Methylumbelliferylglucosamid-Losung inkubiert und
anschliefend mit 1 ml 0,2 M Glycin-NaOH, pH 10,7, abgestoppt. Die Fluorezenz wird
bei A 450 nm auf dem Fluorimeter Victor2 1420 Multilabel Counter (Fa. PerkinElmer

Wallac) bei einer Anregungswellenldnge von A 365 nm gemessen. Eine Standardreihe
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kann mit 4-Methylumbelliferon-Lésungen unterschiedlicher Konzentration erstellt wer-

den. Mit diesen muss wie mit den Proben verfahren werden.

Methylumbelliferylglucosamid-L6ésung, pH 4,0:
100 mM NaHPOy, 7 mM Zitrat, > 2,5 mM Methylumbelliferyl-N-acetyl-
beta-D-glucosamid (gesattigte Losung)

B.3.6 Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung unter Flussbe-
dingungen
Die Methode zur Messung der Thrombozytenadhision und der Thrombusbildung auf ei-
nem mit fibrilldaren Kollagen beschichteten Objekttriger unter Flussbedingungen wurde
erstmals beschrieben von Heemskerk et al.%>. Das Verfahren simuliert in vitro die Be-
dingungen eines Endotheldefektes, bei dem die subendotheliale Matrix exponiert wird.
Die Messungen erfolgten im Labor von Bernhard Nieswandt (Rudolf Virchow Zentrum,
Universitidt Wiirzburg).

Murines Vollblut (1 Vol.), das wie unter > Kap. B.3.2 (S. 37) beschrieben entnom-
men wird, wird mit modifiziertem Tyrodes Puffer (0,5 Vol.) gemischt. Fiir einige Expe-
rimente wurden die Blutproben bei RT mit dem gegen GPVI gerichteten monoklonalen
Antikorper JAQ1 (70 pg/ml) fiir 5 min oder mit 100 uM Iloprost bzw. 100 uM SNP fiir
1 min vorinkubiert. Unmittelbar vor Messung wird den Proben 1 mM Ca?* und 1 mM
Mg?* zugefiigt. Rechteckige Objektriiger (24 mm x 60 mm) werden mit 100-150 ul
500 pg/ml Horm® Kollagen-Losung (Fa. Nycomed) iiberschichtet und bei 37 °C fiir
1 h getrocknet. AnschlieBend wird die Oberfliche des Objekttragers mit 1% BSA ent-
haltendem modifizierten Tyrodes Puffer geblockt, um unbeschichtete Bereiche mit BSA
abzuschirmen. Die Perfusion wird durchgefiihrt wie von Briedé beschrieben'>. Ein be-
schichteter Objekttrager wird an eine transparente, rechtwinklige Flusskammer mit einer
Tiefe von 50 um angebracht und mit modifiziertem Tyrodes Puffer vorgespiilt. Daraufhin
wird eine mit der Blutprobe gefiillte Spritze iiber einen Schlauch mit der Flusskammer
verbunden. Gegebenenfalls wird eine zweite Spritze, die einen Thrombozyten aktivieren-
den Agonisten enthélt, mit dem Schlauchsystem verbunden, so dass die Blutprobe direkt
vor Eintritt in die Flusskammer im Verhéltnis 1:1 mit dem den Agonisten enthaltenden
modifizierten Tyrodes Puffer gemischt werden kann. Die Perfusion wird durchgefiihrt fiir

7 min unter Nutzung der pulsfreien Pumpe 100i Syringe Pump (Fa. WPI) unter ,,hohen*
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Scherstressbedingungen (7,53 ml/h, dquivalent zu einer Scherrate von 1000 s~!). Wiih-
rend der Perfusion werden mit dem Mikroskop Axiovert 200 (Fa. Zeiss) bei 63x Ver-
groflerung (Objektiv 63 X Achroplan, Fa. Zeiss) mit der CCD-Kamera (charged coupled
device) Flashbus CVM300 (Fa. Visitron) Phasenkontrastbilder (Phasenkontrast Stufe 1)
in Echtzeit aufgenommen'!". Die Aufnahme erfolgt mit der Software Metavue Version
5.0r6. Danach wird die Kammer fiir weitere 4 min mit modifiziertem Tyrodes Puffer un-
ter gleichen Scherstressbedingungen gespiilt, um nicht adhirente Zellen zu entfernen. Es
werden nun mind. 5 Phasenkontrastbilder von unterschiedlichen Gesichtsfeldern bei 63 x
VergroBerung aufgenommen.

Die Bildanalyse wird durchgefiihrt mit der Software Metamorph Version 4.6. Die
Auswertung erfolgt durch die Berechnung der prozentualen Oberflichenbedeckung durch
Thromben und der Auszihlung der Einzelzelladhdsionen. Hierbei werden Aggregate >3
Thrombozyten als Thrombus definiert. Durch Vergleich mit den Echtzeitaufnahmen, die
wihrend der Perfusion aufgenommen werden, ldsst sich zusétzlich ein Eindruck von der
Festigkeit der Thrombozytenadhision bzw. Thrombusformation auf der Kollagenoberfa-

che gewinnen.

Molekularbiologische Methoden

RNA Isolierung aus humanen Thrombozyten mittels TRIzol

Die Isolierung von RNA aus Thrombozyten gelingt mit dem Phenol haltigen Reagenz
TRIzol (Fa. Gibco Life Technologies) in einem Schritt!49.

Ein mehrfach gewaschenes Thrombozytenpellet, pripariert aus 80 ml Vollblut (>
Kap. B.2.1, S. 27), wird mit 7,5 ml TRIzol resuspendiert und gevortext. Nach Zusatz
von 2 ml Chloroform wird das Gemisch wieder gevortext, in ein 15 ml Greiner Rohr-
chen iiberfiihrt, 2,5 min bei RT stehen gelassen und fiir 15 min bei 4 °C und 10.000 rpm
(Sorvall RC5B, Rotor SS-34) zentrifugiert. Im Anschluss wird die obere farblose RNA-
enthaltende Phase abgenommen und die RNA mit 3,75 ml Isopropanol prizipitiert. Nach
10 min Inkubation bei RT wird die RNA fiir 10 min bei 10.000 rpm und 4 °C pelletiert.
Nach Dekantierung wird das RNA Pellet mit 4 ml 80% (v/v) Ethanol gewaschen (5 min,
10.000 rpm). Folgend wird das Pellet bei RT fiir ca. 1 h getrocknet bis es transparent
erscheint und in 100 ul RNAse freiem H»0 resuspendiert. Um die Reinheit der RNA zu
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tiberpriifen, wird der Quotient der Absorptionwerte % bestimmt, der zwischen 1,9
und 2,1 liegen sollte. Die Integritit der RNA kann im Agarosegel nach Ethidiumbromid
Féarbung kontrolliert werden. Bei humaner RNA sollte die 18S ribosomale RNA als klar
konturierte Bande bei 1,9 kb und die 28S ribosomale RNA bei 5,0 kb erscheinen. Die

RNA wird bei -80 °C gelagert.

Reverse Transkription mit dem OneStep RT-PCR Kit

Die Reverse Transkription und anschlieBende PCR Amplifikation der kodierenden Se-
quenz von CAPI1 wurde mit dem OneStep RT-PCR Kit (Fa. Qiagen) vorgenommen. Der
Versuch wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die CAP1-spezifischen
Primer, die unter > Kap. B.1.3 (S. 19) aufgelistet sind, wurden in einer Endkonzentration
von 0,6 uM eingesetzt. Das PCR Produkt wurde nachfolgend mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Fa. Qiagen) aufgereinigt.

B.4.3 Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels Polymerase-

Kettenreaktion (PCR)

Das Prinzip der PCR wurde von Saiki et al.!?> beschrieben. Die Reaktionsbedingungen
der Polymerasen werden den Gebrauchsanleitungen entnommen. Die 10x-Amplifikations-

puffer werden vom jeweiligen Hersteller bezogen.

Ein Standardreaktionsansatz enthilt:

4 I
PCR-Standardreaktionsansatz:

10 ul 10x-Amplifikationspuffer, 200-250 uM dNTP-Mix, 1 uM
Oligonukleotid-Primer 1, 1 uM Oligonukleotid-Primer 2, 50—100 ng
DNA template, 2,5 U Tag-Polymerase oder Pfu-Polymerase

ad 100 ul ddH,0
- J

Nach einem initialen Denaturierungsschritt bei 95 °C fiir 3-5 min wird folgendes Stan-

dardprogramm durchlaufen:
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PCR-Standardprogramm (20-30 Zyklen):
1 min Denaturierung, 95 °C

1 min Annealing, 50-60 °C

1—-2 min Extension, 72 °C

Danach folgt ein finaler Syntheseschritt bei 72 °C fiir 3—5 min. Durch Agarosegel-Elektro-
phorese wird das Reaktionsprodukt iiberpriift. Als DNA templates wurden Plasmid-DNA,
PCR-Produkte oder cDNA verwendet.

Horizontale Agarosegel-Elektrophorese zur Auftrennung von
DNA-Fragmenten

DNA Fragmente werden fiir analytische oder priparative Zwecke mittels horizontaler
Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt!??. Entsprechend der Grofe der DNA-Fragmente
wird die Agarosekonzentration der Gele zwischen 0,5% (w/v) und 2% (w/v) variiert. Die
Agarose wird in 1x-TAE-Puffer durch Aufkochen gelost, 0,5-1 pg/ml des in die DNA
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid zugesetzt und die Losung luft-
blasenfrei in die horizontale mit einem Kamm ausgestattete Elektrophoresekammer (Fa.
BioRad) gegossen. Ein Grofenstandard (Fa. MBI Fermentas) und die Proben werden nach
Zugabe von 6 x-Loading Buffer (Fa. MBI Fermentas) in die slots gefiillt. Als Laufpuffer
dient 1 x-TAE-Puffer. Die Auftrennung erfolgt in Abhéngigkeit der DNA-Fragmentlinge
bei 40—150 V (3—6 V/cm). Die Banden werden visualisiert durch Anregung des auf dem
Ultravioletttisch TFX-35M (Fa. Life Technologies) (A 312 nm) orange fluoreszierenden
Ethidiumbromids. Fotos werden mit der CCD Video Kamera XC-ST70 (Fa. Intas) und

der Software Fast Capture Version 2.2.0 aufgenommen.

50x-TAE:
2,0 M Tris, 57,1% (v/v) Eisessig, 50 mM EDTA

Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Abtrennung des PCR-Amplifikationsproduktes von den dNTPs, Olgonukleotiden und
der Polymerase, die im Ansatz enthalten sind, erfolgt mit dem QIAquick PCR Purificati-
on Kit (Fa. Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers. Die DNA wird von der Sadulen-

membran mit 50 pl ddH»0 eluiert. Um die Ausbeute zu erhohen wird die Sidule mit dem
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Elutionsmittel fiir 1 min vor der Zenrifugation inkubiert und das Eluat fallweise erneut

geladen.

B.4.6 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

B.4.7

DNA-Fragmente, die durch horizontale Gel-Elektrophorese aufgetrennt wurden, werden
mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Fa. Qiagen) gemil3 den Angaben des Herstellers
aufgereinigt. Dafiir wird zunéchst das jeweilige Fragment nach Anfiarbung mit Ethidium-
bromid unter UV-Licht ausgeschnitten und das Standardprotokoll durchgefiihrt. Die DNA
wird von der Sdulenmembran mit 50 ul ddH;0 eluiert. Um die Ausbeute zu erhohen wird
die Sdule mit dem Elutionsmittel fiir 1 min vor der Zenrifugation inkubiert und das Eluat

fallweise erneut geladen.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration der Nukleinsduren wird durch Messung der optischen Dichte (OD) im
Spektralphotometer (Fa. Perkin Elmer) bei A 260 nm Wellenlidnge bestimmt. Hierbei gilt
folgende Formel: Konzentration [%} = OD60nm XV X F, wobei V der Verdiinnungsfak-
tor ist und F bei dsDNA dem Wert 50, bei RNA 40, bei ssDNA 33 und bei Oligonukleo-
tiden 20 entspricht.

B.48 Spaltung von Plasmid-DNA durch Restriktionsendonukleasen

Fiir die Restriktion von DNA werden der vom Hersteller des Restriktionsenzyms mitge-
lieferte 10x Puffer und gegebenenfalls BSA verwendet. Fiir analytische Spaltungen wird
0,5-5 ug DNA in einem Gesamtvolumen von 20 ul verdaut. Fiir 1 ug DNA wird 5-10 U
Restriktionsenzym eingesetzt. Der Ansatz wird fiir 1,5-2 h bei der fiir das Restriktions-
enzym optimalen Temperatur inkubiert. Fiir praparative Spaltungen wird als Gesamtvo-
lumen 50 ul gewihlt und die eingesetzten Mengen an DNA und Restriktionsenzym ent-
sprechend angepasst. Analytische Ansdtze werden anschlieend auf einem Agarosegel
aufgetrennt. Aus priparativen Ansitzen werden nach Zugabe von 50 ul ddH,O die DNA-
Fragmente mit dem QIAquik PCR Purification Kit (Fa. Qiagen) aufgereinigt.
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B.4.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation wird der vom Hersteller mitgelieferte Ligationspuffer, der das bendtigte

ATP enthilt, eingesetzt. Die Ligation erfolgt in nachstehendem Ansatz:

4 N
Ligationsansatz:

2 ul 10xLigationspuffer, 2040 U T4 DNA-Ligase, 50 ng Plasmid-
DNA, 250-1000 ng Insert-DNA

ad 20 pl ddH,0
- /

Der Ansatz wird iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

B.4.10 ldentifikation der Plasmide mit Insert

Nach der Ligation eines DNA-Fragmentes in ein Plasmid muss anschlieBend die Inserti-
on iiberpriift werden. Dies geschieht entweder durch analytische Spaltung oder durch eine
PCR direkt aus der Bakterienkultur. Falls notwendig kann durch beide Verfahren auch die

Orientierung des DNA-Fragmentes im Plasmid ermittelt werden.

Fiir die PCR wird folgender Ansatz verwendet:

4 I
PCR-Ansatz:

1 ul Bakterienkultur, 100 ng Oligonukleotid-Primer 1, 100 ng
Oligonukleotid-Primer 2, 10 ul Tag PCR Master Mix (Fa. Qiagen)

ad 20 ul ddH,0
\_ Y,

Es wird folgendes PCR-Protokoll durchlaufen:

PCR-Programm (20-30 Zyklen):
1 min Denaturierung, 94 °C

1 min Annealing, 50 °C

1 min Extension, 72 °C

Bei positiven Klonen wird deren Plasmidpréiparation angeschlossen.
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Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Die kompetenten Zellen wurden nach der Kalzium-Chlorid-Methode pripariert>%-136.

Zu 100 ul auf Eis aufgetauten, kompetenten E. coli wird ~ 10 ul 0,1-0,5 ng/ul Plas-
mid enthaltende Losung gegeben und der Ansatz fiir 30 bis 60 min auf Eis inkubiert.
Nachfolgend werden die Bakterien einem Hitzeschock von 42 °C fiir genau 45 sec unter-
zogen und wieder fiir 2 min auf Eis gestellt. Zum Ansatz wird 1 ml LB-Medium pipettiert
und die Suspension bei 37 °C fiir 45 bis 60 min geschiittelt. AnschlieBend werden die
Zellen bei 13.000 rpm (Eppendorf 5415 C) fiir 1 min zentrifugiert, der Uberstand bis auf
ca. 100 ul abgenommen und das Pellet im restlichen Medium resuspendiert. Der Ansatz
wird dann auf einer Agarplatte mit dem entsprechenden Selektionsmedium ausplattiert

und die Platte bei 37 °C fiir 16 h im Brutschrank umgedreht inkubiert.

Aufbewahrung von E. coli-Stammen als Glycerinkulturen

Eine Ubernachtkultur des jeweiligen E. coli-Stammes wird im Verhéltnis 1:1 mit sterilem

80% (v/v) Glycerin gemischt, 30 min bei RT inkubiert und bei -80 °C gelagert.

Isolierung von Plasmid-DNA

Entsprechend der bendtigten Menge an Plasmid-DNA erfolgt die Plasmid-Priparation mit
dem QIAprep Spin Miniprep Kit (bis 50 ug), dem Qiagen Plasmid Midi Kit (bis 100 ug)
oder dem Qiagen Plasmid Maxi Kit (bis 500 rg) (alle Kits Fa. Qiagen). Die Prédparation
wird nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt und als Elutionsmittel der DNA
ddH,0 verwendet. Um die Ausbeute zu erhohen wird im Falle des QIAprep Spin Mini-
prep Kit die Sdule mit dem Elutionsmittel fiir 1 min vor der Zenrifugation inkubiert und
das Eluat fallweise erneut geladen. Die Konzentration wird durch Messung der optischen

Dichte bestimmt.

Sequenzierung

Die Sequenzierung der Klone wurde von der Fa. MWG nach der Dideoxy-Methode!?*

durchgefiihrt.
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Einfigen von Punktmutationen durch Splice Overlap
Extension

Durch Splice Overlap Extension’’

wurden teilweise putative Phosphorylierungsstellen
von CAPI1 durch die Aminosidure Alanin ersetzt. Die verwendeten Mutageneseprimer
sind in > Kap. B.1.3 (S. 19) aufgefiihrt. Dem Verfahren liegt zugrunde, dass in einem
ersten Schritt in zwei getrennten PCR-Reaktionen iiberlappende DNA-Fragmente herge-
stellt werden, die beide die gewiinschte Mutation enthalten. Im zweiten Schritt werden
die PCR-Produkte zusammen als templates in einer weiteren PCR-Reaktion verwendet.

Hierbei komplettieren sich die Fragmente gegenseitig und werden amplifiziert.

Einfigen von Punktmutationen mit dem Quiksite direct
Mutagenesis Kit

Weitere putative Phosphorylierungsstellen von CAP1 wurden mit dem Quiksite direct Mu-
tageneseis Kit (Fa. Stratagene) durch die Aminosdure Alanin ersetzt. Der Versuch wird
den Angaben des Herstellers entsprechend durchgefiihrt. Die verwendeten Mutagenese-

primer sind in > Kap. B.1.3 (S. 19) aufgefiihrt.

Proteinbiochemische Methoden

Denaturierende Gel-Elektrophorese nach Lammli

Es werden vertikale SDS-Polyacrylamidgele verwendet, die aus einem 10% Trenngel und

einem 4% Sammelgel bestehen.
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~ ™
SDS-Gel 10%, pH 8,9:

10% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 0,1% (w/v) SDS, 0,375 M
Tris-Cl

— zum Schluss: 0,05% Ammonium Persulfat (APS), 0,00375% (v/v)
TEMED

Sammel-Gel 4%, pH 6,7:

4% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 0,1% (w/v) SDS, 0,0625 M
Tris-Cl

— zum Schluss: 0,05% Ammonium Persulfat (APS), 0,00375% (v/v)
TEMED

Elektrophorese-Puffer:
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS
\_ /

Die Gel-Dicke betrdgt 1 mm. Die Trenngele werden bis zur Polymerisation mit wasser-
gesittigtem Isopropanol iiberschichtet. Nach Polymerisation wird das Sammelgel aufge-
gossen und der Kamm eingesetzt. Die Proteinproben werden mit % Vol. 3x-SDS-Stopp
versetzt und 2 x fiir 5 min bei 95°C erhitzt und gevortext. Die Elektrophorese wird mit
einer Spannung von 75 Volt begonnen (Sammelgel), nach Ubertritt der Proteine in das

Trenngel wird die Spannung auf maximal 150 Volt erhoht.

3x-SDS-Stopp, pH 6,7:
200 mM Tris-Cl, 6% (w/v) SDS, 15% (w/v) Glycerin, 10% (w/v) 2-
Mercaptoethanol, Bromphenolblau (Na-Salz)

B.5.2 Coomassie Blau-Farbung

Die Gele werden mit Coomassie Brilliant Blau mind. 15 min inkubiert. AnschlieBend

wird mit Entfarbelosung der ungebundene Farbstoff ausgewaschen.

4 N
Coomassie Farbeldosung:

10% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Essigsaure, 0,04% Coomassie
Brilliant Blau R-250

Entfarbelésung:
10% (v/v) Isopropanol, 10 (v/v) Essigsaure
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B.5.3 Western Blot

Das Gel wird luftblasenfrei auf eine gleichgrof3e Nitrozellulosemembran zwischen zwei in
Transferpuffer vorgequollene Whatman-Papiere und zwei Kunststoff-Vliese gelegt und in
eine mit auf 4°C vorgekiihltem Transferpuffer gefiillte Blotkammer gegeben. Der Transfer
der Proteine von dem Gel auf die Nitrozellulose erfolgt durch eine senkrecht zum Gel
angelegte Spannung von 60-80 V fiir 60 Minuten bei 4°C. Die Nitrozellulose zeigt hierbei

zur Anode.

Transferpuffer, pH 8,3:
25 mM Tris, 150 mM Glycin, 10% Methanol

Zur Uberpriifung der Transfereffizienz und zur Markierung des Molekulargewicht-Stan-
dards wird nach dem Transfer die Membran mit 0,1% (w/v) Ponceau S in 5% (v/v) Essig-
sdure kurz angefirbt, durch Schwenken in deionisiertem Wasser der Hintergrund entférbt
und die Membran zur Dokumentation fotokopiert. AnschlieBend wird die Membran mit
PBS vollstindig entférbt.

Unspezifische Bindungsstellen werden durch Inkubation im Blockmedium fiir 1 h bei
RT abgesittigt. Die Nitrozellulose wird dann mit im Blockmedium verdiinnten Antikor-
pern mind. 60 min unter stindigem Schwenken bei RT inkubiert und darauf folgend 5 X
mit PBS-TT fiir jeweils 5 Minuten gewaschen. Der Nachweis des gebundenen Antikor-
pers erfolgt durch einen an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Zweitantikorper und ei-
ne Chemilumineszenz-Reaktion. Die Lumineszenz, die bei der Peroxidase-katalysierten
Oxidation eines zyklischen Diazylhydrazids (Luminol) durch Wasserstoffperoxid ent-
steht, wird zum Nachweis des an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Sekundérantikor-
pers genutzt. Nach einer Stunde Inkubation bei RT mit dem im Blockmedium verdiinnten
Sekundirantikorper (1:3000) und 5x Waschen in PBS-TT fiir je 5-10 Minuten wird die
Nitrozellulose fiir 1 Minute mit Detektionsmix inkubiert, nach Abtropfen der Losung in
Overhead-Folie verpackt und sofort fiir einige Sekunden bis zu wenigen Minuten auf ei-

nem Film exponiert.
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a N
PBS-TT:

0,025% (v/v) Tween-20, 0,15% (v/v) Triton X-100 in PBS

Blockmedium:
4% (w/v) fettfreie Trockenmilch in PBS-TT

Detektionmix:
25% (v/v) ECL (enhanced chemoluminescence)-Reagenz 1 (Luminol),
25% (v/v) ECL-Reagenz 2 (enhancer), 50% (v/v) ddH,O

B.5.4 Trocknen von Gelen

B.5.5

Um ein Polyacryamidgel haltbar zu machen, wird es beidseitig mit feuchter Zellophanfo-
lie bedeckt und in einem Geltrockner getrocknet. Vorher werden die Gele fiir min. 30 min
in 3% (v/v) Glycerin-Losung geschiittelt, um ein Reilen wihrend des Trocknungsprozes-

ses zu verhindern. Die Trockenzeit betrig fiir 2D-Gele 3—4 h bei 60-80 °C.

Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem BCA Protein
Assay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird der BCA (bicinchoninic acid) Protein
Assay (Fa. Pierce) den Angaben des Herstellers entsprechend verwendet. Es handelt sich
um ein kolorimetrisches Verfahren, bei dem ausgenutzt wird, dass Bicinchoninsidure mit
Cu™ Ionen einen purpurnen Farbkomplex bildet, der durch die reduzierende Wirkung von
Proteinen auf Cu®t Ionen (Biuret Reaktion) entsteht. Die Farbzunahme ist iiber einen
weiten Konzentrationsbereich proportional zur Proteinkonzentration. Wie von Smith et

31 gezeigt, ist dieses Verfahren im Gegensatz zur Proteinbestimmung nach Lowry®*

al.
kompatibel mit den meisten ionischen und nicht ionischen Detergenzien und zusétzlich
schneller.

Die zu bestimmenden gefillten Proteinmengen werden in hypotonen Puffer aufge-
nommen und durch Spritzenaufschluss (291/2 gauche Insulinspritze) homogenisiert. Die
Farbzunahme wird photometrisch bei einer Wellenldnge von A 595 nm auf einem ELISA-
Reader bestimmt. Als Kalibrationsstandard wird eine Reihe von BSA-L&sungen bekann-

ter Konzentrationen verwendet, deren Extinktionskoeffizienten mittels Linearer Regressi-

on eine Standardkurve ergeben.
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Hypotoner Puffer:
10 mM HEPES, 10 mM KCI, 15 mM EDTA, 200 mM Sucrose

B.5.6 Phosphorylierung von CAP1 in transfizierten eukaryoten
Zellen und Immunprazipitation

PtK, Zellen werden wie unter > Kap. B.4.11 (S. 46) beschrieben entweder mit dem
CAP1-pEGFP-C1 Konstrukt alleine oder zusammen mit pCMV-cGK1B'0! transfiziert.
Nach 48 h werden die Zellen mit 1 ml/well (6-well Platte) Phosphat-freiem Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) gewaschen und jedes well mit 800 ] aufgefiillt. An-
schlieBend werden die Zellen fiir 1h bei 37°C mit 100uCi 3*P-Orthophosphat inkubiert
und darauf folgend mit Puffer alleine oder 10 uM Forskolin oder 50 uM 8-pCPT-cGMP
fiir 20 min bei 37 °C stimuliert. Nach dem Waschen mit eiskaltem PBS werden die Zel-
len 5 min auf Eis mit 300 ul/well MIPP-Puffer inkubiert, vom Untergrund abgeldst und
durch Spritzenaufschluss (291/2 gauche Insulinspritze) homogenisiert. Zu dem Lysat ei-
nes wells wird 1 ul des anti-GFP Antikorpers JL-8 (Fa. BD Biosciences) gegeben und
jede Probe zunichst 90 min bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Danach wird jeder Pro-
be 50 ul Sepharose A Bead Suspension zugefiigt und weitere 90 min inkubiert. Nach
3x waschen mit eiskalter PBS (2000 rpm, 1 min) bei 4 °C werden die Proben in 50 ul
SDS-Stopp aufgenommen.

4 N
MIPP-Puffer:

20 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1% Na-Deoxycholat, 1% Triton X-
100, 0,1% SDS, 0,5 mM Na-Orthovanadat, 10 mM Na-Pyrophosphat,
10 mM EDTA, 5 mM p-Nitrophenylphosphat, 1 ug/ml Leupeptin, 1
ug/ml Pepstatin, 50 mM PMSF, 10 nM Calyculin a, 1/10 Tablette/ml
Complete® Mini (Fa. Roche)

Sepharose A Bead Suspension:

100 ul Sepharose A in 1 ml MIPP fir 30 min bei RT quellen lassen —
3x waschen mit 1 ml MIPP (2000 rpm, 1 min) — resuspendieren in
400 ul MIPP
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Phosphorylierung von Substraten der cGK in Thrombozyten
mit 3°P-Orthophosphat und Proteinfallung

Die Thrombozyten werden aus 40 ml Vollblut wie unter > Kap. B.2.1 (S. 27) beschrieben
isoliert und das Pellet in 1 ml modifiziertem Resuspensionspuffer resuspendiert. Die WP
werden bei 37 °C fiir 60 min mit 1 mCi 3>P-Orthophosphat inkubiert. Einer von zwei An-
sdtzen a 500 ul wird 15 s lang mit dem NO-Donor SNP bei einer Endkonzentration von
100 uM stimuliert. Der andere Ansatz wird zum Vergleich nicht stimuliert. Die Proteine
der Proben werden mit eiskalter 100% (w/v) TCA bei einer Endkonzentration von 10%
(v/v) gefillt, fiir 1 h auf Eis gestellt und das Prézipitat durch Zentrifugation pelletiert.
Die kurze Inkubationszeit folgt der Vorstellung, dass die Substrate der cGK, die innner-
halb von Sekunden phosphoryliert werden, fiir die physiologische Rolle von NO bzw. die
Rolle von pharmakologischen NO Donoren und ihren Thrombozyten-hemmenden Eigen-
schaften besonders relevant sind. Hierdurch sollte die Anzahl der spiter auf den 2D-Gelen
erscheinenden Spots von phosphorylierten Proteinen auf diejenige reduziert werden, die
entweder im Rahmen der Basalaktivitdt von Kinasen phosphoryliert werden oder nach

,.kurzer® Stimulation durch SNP enstehen.

Modifizierter Resuspensionspuffer, pH 7,4:
145 mM NaCL, 5 mM KCI, 1 mM MgCI2, 10 mM HEPES, 10 mM
Glucose, 3 mM EGTA, 0,1 mM ASS, 0,1 U/ml Apyrase

Proteinsolubilisierung fur die 2-dimensionale
Gelelektrophorese

» Proteinsolubilisierung
Die 2D-Gelelektrophorese stellt die bisher hochstauflésende Technik zur Proteinsepa-
ration dar. Allerdings konnten Proteine, die nach dem GRAVY-Index (grand average
of hydropathy) als hydrophob klassifiziert werden, lange Zeit praktisch nicht detektiert
werden!>?, auch wenn ihnen als potentiellen Membranproteinen besonderes Interesse zu-
kommt. Der hier verwendete Puffer zur Solubilisierung von Proteinen wurde im Rahmen
dieser Doktorarbeit, um zumindest teilweise hydrophobe Proteine auf 2D-Gelen erfassen
zu konnen, folgendermallen entwickelt:

Aufbrechen nicht kovalenter Bindungen: Als Chaotrope, die in der Lage sind Pro-

teine zu entfalten und hydrophobe Reste zu exponieren, werden Harnstoff und Thio-
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harnstoff in Kombination, wie von Rabilloud!!8

eingefiihrt, verwendet. Als Detergenti-
en, zur Solubilisierung hydrophober Aminosdurereste, werden die Sulfobetaine CHAPS
(3-[(3-Cholamido-propyl)dimethylammonio]- 1 -propansulfonat) und SB 3-10 (N-Decyl-
N,N-dimethyl-3-ammonio-1-propansulfonat) gewéhlt, wobei letzteres in Gegenwart ho-
her Konzentrationen von Harnstoff schlecht 16slich ist>!: 113,

Aufbrechen von Disulfidbriicken: Zur Reduktion von Disulfid-Briickenbindungen
wird entweder DTT (Dithiothreitol)!!” oder das wasserlgsliche Tris(2-carboxyethyl)-
phosphin®? angewendet.

Enzym-Inhibition: Proteasen werden durch Complete Mini (Fa. Roche) und Phos-

phatasen durch Calyculin a inhibiert.

» Proteinsolubilisierung in einem Schritt

200 ug Protein wird in 100 ul Solubilisierungspuffer 1/1 solubilisiert und 15 min im
Ultraschallbad aufgeschlossen. Je 50 ul Probe (entspricht 100 ug Protein) wird nun mit
300 pl Laufpuffer versetzt.

4 N
Solubilisierungspuffer 1/1:

5 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2% (w/v) CHAPS, 2% (w/v) SB
3-10, 6 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphin, 40 mM Tris, 0,4% (w/v)
Bio-Lyte 3/10 Ampholyte (pH Bereich 3—-10) (Fa. Biorad), % Tablette/ml

Complete® Mini (Fa. Roche), 10 nM Calyculin a
\_ _/

Laufpuffer:

9 M Harnstoff, 1% (w/v) DTT, 2% (w/v) CHAPS, 0,8% (w/v) Bio-
Lyte 3/10 Ampholyte (pH Bereich 3—10) (Fa. Biorad), ﬁ Tablette/ml
Complete® Mini (Fa. Roche), 10 nM Calyculin a

» Differentielle Solubilisierung

Eine differentielle Solubilisierung durch sequentielle Extraktion von Proteinen aus einem
Zelllysat bietet gegeniiber einer Solubilisierungsstrategie in einem Schritt insbesondere
drei Vorteile. Zum einen ist es moglich Membranproteine anzureichern und sie von 19s-
licheren Proteinen zu trennen. Zum anderen wird die Anzahl {iberlappender Spots auf
einem 2D-Gel reduziert, was insbesondere die spitere Identifikation der Proteine erleich-

tert. Weiterhin konnen Proteine, die nur in geringen Mengen in Zellen vorkommen, besser
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detektiert werden, weil durch die Prifraktionierung insgesamt gro3ere Mengen an Protei-
nen aufgetrennt werden konnen, verteilt auf mehrere Gele. Deswegen wurde ein 3-Schritt

sequentielles Solubilisierungsprotokoll von Molloy!%

adaptiert unter Verwendung von
Reagentien mit einer stirkeren Solubilisierungskraft als die traditionell eingesetzten Re-
agentien (> Kap. B.5.8, S. 52).

500 pug Protein werden in 500 ul Solubilisierungspuffer 1/3 aufgenommen. Die Pro-
ben werden 2x fiir 5 min gevortext und fiir 10 min im Ultraschallbad aufgeschlossen.
Danach werden die Proben abzentrifugiert. 100 ul des Uberstandes werden entnommen
und mit 250 ul Laufpuffer versetzt. Der restliche Uberstand wird verworfen und die Pel-
lets in Solubilisierungspuffer 2/3 resuspendiert. Das weitere Vorgehen erfolgt analog zu

oben, wobei die im Solubilisierungspuffer 3/3 aufgenommenen Pellets ohne vorherige

Abzentrifugation in 250 ul Laufpuffer aufgenommen werden.

a I
Solubilisierungspuffer 1/3:

40 mM Tris, Complete® Mini, 10 nM Calyculin a

Solubilisierungspuffer 2/3:
8 M Urea, 4% (w/v) CHAPS, 100 mM DTT, 40 mM Tris, i Tablette/ml
Complete® Mini, 10 nM Calyculin a

Solubilisierungspuffer 3/3:

5 M Urea, 2 M Thiourea, 2% (w/v) CHAPS, 2% (w/v) SB3-10, 6 mM
Tris(2-carboxyethyl)phosphin, 40 mM Tris, 0,4% (w/v) Bio-Lyte 3/10

Ampholyte (pH Bereich 3-10), (Fa. Biorad) ; Tablette/ml Complete®
Mini (Fa. Roche), 10 nM Calyculin a

Laufpuffer:

9 M Urea, 1% (w/v) DTT, 2% (w/v) CHAPS, 0,8% (w/v) Bio-Lyte 3/10
Ampholyte (pH Bereich 3—-10) (Fa. Biorad), ; Tablette/ml Complete®
Mini (Fa. Roche), 10 nM Calyculin a

B.5.9 2-dimensionale Gelelektrophorese

Die isoelektrische Fokussierung wird ausgefiihrt auf dem Gerit Protean-IEF Cell (Fa.
BioRad) entsprechend den Angaben des Herstellers.
Je 350 ul Zellsuspension wird auf einen 17 cm langen ReadyStrip IPG Streifen mit

einem immobilisierten pH Gradienten (linearer pH-Bereich 3—-10) (Fa. BioRad) geladen

54



B.5. Proteinbiochemische Methoden

und fiir ca. 16 h bei 50 V rehydriert. Durch den Einsatz immobilisierter pH Gradienten
wird das Problem des Gradientendriftes iiberwunden'®. Fokussiert wird fiir 30 min bei
250 V, 30 min bei 500 V, 1 h von 500 V bis 1000 V, 5 h von 1000 V bis 8000 V und
5 h bei 8000 V. Die Streifen werden nun in 10 ml Aquilibrierungs-Puffer + 100 mg DTT
und danach 10 ml Aquilibrierungs-Puffer + 200 mg Jodacetamid #quilibriert. Die Strei-
fen werden anschlieBend sofort auf vertikale SDS Gele (10 % Acrylamid/Bisacrylamid)
aufgetragen und mit 1% (w/v) Agarose in Elektrophorese-Puffer iiberschichtet. Die Auf-
trennung erfolgte bei 40 mA bei 4 °C.

4 N
Aquilibrierungspuffer, pH 8,8:
50 mM Tris-Cl, 6 M Harnstoff, 30% (w/v) Glycerin, 2% (w/v) SDS, 1 ml
Bromphenolblaulésung (30 mg Bromphenolblau in 10 ml 50 mM Tris
pH 6.8)

SDS-Gel 10%, pH 8,9:

10% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 0,1% (w/v) SDS, 0,375 M
Tris-Cl

— zum Schluss: 0,05% Ammonium Persulfat, 0,00375% (v/v) TEMED

Elektrophorese-Puffer:
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS

B.5.10 Autoradiografie

B.5.11

Kodak X-OMAT AT Filme (Fa. Kodak), 24 x 30 cm, werden mit den getrockneten, ra-
dioaktiven Gelen exponiert (2D Gele 6—72 h) und anschlieBend entwickelt.

Silberfarbung von 2D-Gelen nach Heukeshoven

Die Silberfirbung wird nach dem Verfahren von Heukeshoven®® durchgefiihrt. Das Pro-
tokoll beinhaltete folgende Schritte, wobei fiir jeden Schritt jeweils 250 ml Losung pro
2D-Gel benotigt werden:
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/

Protokoll Silberfarbung:
Fixierung: Lésung A, Gber Nacht
Inkubation: Lésung B, 2 h
Wassern: Ag. dest.,4 x 15 min
Farbung: Lésung C, 30 min
Wassern: Aqg. dest., 30 s
Spulen: Lésung D, 1 min
Entwicklung: Lésung E, 3—7 min
Stoppen: Lésung F, min. 20 min
Waschen: Aqg. dest, min. 10 min
Quellen: Lésung G, 1 h

\_
-~
Lésungen:
A:  50% (v/v) Ethanol MEK vergallt, 10% (v/v) Essigséure
B: 30% (v/v) Ethanol MEK vergallt, 0,5 M Natriumacetat (was-
serfrei), 0,25 (w/v) Glutardialdehyd, 0,1 (w/v) Natriumthiosul-
fat
C: 0,0037% (v/v) Formaldehyd, 0,1 (w/v) Silbernitrat
D: 2,5% (w/v) Natriumcarbonat
E: 2,5% (w/v) Natriumcarbonat, 0,0037% (v/v) Formaldehyd
F: 0,05 MEDTA
G: 3% (v/v) Glycerin
\_

Zellkultur

Kulturbedingungen

PtK;-Zellen (Potorous tridactylis kidney epithelial cells):

Die PtK2-Linie ist eine epitheliale Zell-Linie aus der Niere der Beutelratte. Die Kultivie-
rung erfolgt in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) mit 10% FCS und Zugabe
von Penicillin/Streptomycin. Die Zellen werden bei 37 °C und 5% CO; kultiviert.

Passagieren adharenter Zellen

Die adhirenten Zellen werden mit Dulbeccos PBS gespiilt und mit einem geringen Vo-
lumen Trypsin/EDTA bis zum Abrunden der Zellen bei 37 °C inkubiert oder mit einem

Schaber von der Bodenfldche abgelost. Die abgelosten Zellen werden in eine mit Medium

befiillte Kulturflasche gegeben und in den Brutschrank gestellt.
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Einfrieren und Auftauen von Kulturzellen

Die adhirenten Kulturzellen werden abgelost, abzentrifugiert (200 g, 5 min, RT), in wenig
Einfriermedium aufgenommen und in Kryor6hrchen iiberfiihrt. Die Rohrchen werden in
einer Styroporbox 4 h bei -20 °C und dann fiir 1-2 Tage bei -80 °C gelagert. Danach
werden sie in fliissigem Stickstoft aufbewahrt.

Zum Auftauen wird die Zellsuspension kurz bei 37 °C angetaut und moglichst schnell
in ein mit 10 ml warmem Medium gefiilltes 15 ml Greinerrohrchen gegeben. Die Zellen
werden abzentrifugiert, in 1 ml warmem Medium resuspendiert und in einer Zellkultur-
flasche im Brutschrank inkubiert.

Zur Kontrolle der Zellen konnen vor Zentrifugation 1-2 Tropfen der Zellsuspension

mit 2 ul Tryptanblau angefédrbt werden. Tote Zellen féarben sich blau.

Einfriermedium:
10% FCS, 10% DMSO, 1% AM/AC in DMEM

Transiente Transfektion mit Metafectene

Die Zellen werden bei 40% Konfluenz in einer 6-well Platte transfiziert. 3 pl Metafectene
in 100 ul DMEM werden mit 1 ug Plasmid-Konstrukt in 100 u1 DMEM zusammengege-
ben und 17 min bei RT inkubiert. Die Zellen einer well werden mit PBS gewaschen und
jedes well mit 1 ml DMEM inkl. FCS und Penicillin/Streptomycin befiillt. Die 200 ul
Transfektionsansatz werden zugefiigt und nach 4 h bei 37 °C ein weiterer ml DMEM in-
kl. FCS und Penicillin/Streptomycin. Bei Verwendung von EGFP-Konstrukten kann am

nichsten Tag die Transfektion fluoreszenzmikroskopisch tiberpriift werden.
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Monitoring von Clopidogrel

Clopidogrel Probandenstudie

Die Studie wurde nach positivem Votum der Wiirzburger Ethikkommission dem Bundes-
institut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArm) und nachfolgend der Regierung
von Unterfranken angezeigt. Die Probanden wurden durch die Gerling Industrie Service
GmbH versichert. Der erste Teil der Studie wurde von September 2002 bis November
2002 und der zweite Teil von November 2003 bis Dezember 2003 (mit geringen Modifi-
kationen des Protokolls) durchgefiihrt. An der Studie nahmen insgesamt 10 weibliche und
14 minnliche, gesunde Probanden im Alter zwischen 23 und 39 Jahren teil, die keine die
Thrombozytenfunktion beeinflussende Medikamente einnahmen. 18 Probanden wurden
mit Plavix® (Fa. Sanofi-Synthelabo) (Wirkstoff Clopidogrel) und 6 Probanden mit Place-
bo behandelt. Die demographischen Merkmale der Studienteilnehmer sind in > Tab. C.1
wiedergegeben.

Im Falle von Plavix® wurde initial eine loading dose von 4 x 75 mg und folgend
tiaglich 1 x 75 mg fiir weitere 7 Tage eingenommen?8. Blut wurde vor Beginn der Medi-
kation, jeweils 12 h nach Medikamenteneinnahme fiir weitere 3 Tage und 12 h nach der
letzten Medikamenteneinnahme entnommen. Die Probanden wurden iiber den Zeitraum
der Studie auf unerwiinschte Arzneiwirkungen, z.B. Blutungen, untersucht, wobei keine
beobachtet wurden.

In diesem Kapitel verglichen wir die Daten der Clopidogrel- und Placebogruppe zu

unterschiedlichen Zeitpunkten durch one-way ANOVA.

Effekt von Clopidogrel auf die ADP-induzierte
Plattchen-Aggregation

Der Mittelwert der ADP-induzierten Aggregation nahm gegeniiber dem Ausgangswert

vor Medikamenteneinnahme (t = 0 h) bereits 12 h nach erstmaliger Clopidogrel-Einnahme

60



C.13

Cl4

C.1. Monitoring von Clopidogrel

(300 mg Initialdosis) auf 40% und nach 60 h (Fortfiihrung der Medikation mit 75 mg Clo-
pidogrel tiglich) auf 31% ab. In der Placebo-Gruppe wurde keine Inhibition der Aggrega-
tion beobachtet (> Abb. C.1). Ein dot-plot mit individuellen Aggregationswerten vor (t =
0 h) und 12 h nach Clopidogrel- bzw. Placebo-Einnahme ist in > Abb. C.2 wiedergege-
ben. Die Aggregationsmessungen von insgesamt 4 Probanden (3 in der Clopidogrel- und
1 in der Placebogruppe) misslangen aus technischen Griinden zum Zeitpunkt t = 0 h bzw.
t = 12 h. Die Aggregationsdaten dieser Probanden sind in den Abbildungen daher nicht
miteinbezogen. Gemif der Definition von Gurbel et al.’” sind 4 der 15 verbleibenden
Clopidogrel-behandelten Probanden weak-responder. Ein dhnlich hoher Anteil findet sich
auch in anderen Studien wieder’’'%7. Clopidogrel hatte keinen Einfluss auf die Kollagen-

(10 ug/l) oder die U46619-induzierte (2 umol/l) Aggregation (Daten nicht abgebildet).

Effekt von Clopidogrel auf die CD62P-Expression

Wir konnten keinen Unterschied zwischen der ADP-induzierten (5 umol/l) Oberflachen-
expression von p-Selektin zum Zeitpunkt t = O h und einem beliebigen Zeitpunkt nach
Clopidogrel-Einnahme erkennen (> Abb. C.2). In dieser Studie konnte durch p-Selektin-

Messung nicht zwischen der Clopidogrel- und Placebogruppe unterschieden werden.

Effekt von Clopidogrel auf den PFA100-Wert

Wir konnten keinen Unterschied zwischen der Okklusionszeit (in-vitro Blutungszeit), ge-
messen mit Kollagen/ADP-Einmalpatronen, vor (t = 0) und zu einem beliebigen Zeit-
punkt nach Clopidogrel-Einnahme feststellen (> Abb. C.2). Wie bei p-Selektin konnte
auch mit dem PFA100 nicht zwischen der Clopidogrel- und Placebogruppe unterschieden
werden. Die gleichen Resultate erhielten wir bei Verwendung der Kollagen/Epinephrin-

Einmalpatronen (Daten nicht abgebildet).

Clopidogrel-Gruppe Placebo-Gruppe
n 18 6
Mittelwert (SD) Alter, Jahre 29,6 (4,9) 27,0 (3,1)
M/E, n 10/8 4/2
Mittelwert (SD) body mass index, kg/m2 21,9 (2,4) 22,5 (1,7)
Mittelwert (SD) Plittchendichte, x 10°/1 267 (62) 256 (62)

Tabelle C.1 Demographische Daten der Probanden

61



C.15

C. Resultate

100-
80% T -]
S
.5 604
©
o
O 40
o
[®)]
<
20-
O | | L} | 1 L | 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung C.1 Clopidogrel-Inhibition der ADP-induzierten (5 1M ADP) Plattchenaggregation. Die
Plattchenaggregation wurde in der Clopidogrel- (300 mg Initialdosis und 75 mg 1xtgl. Erhaltungsdosis,

n = 15) und in der Placebo-Gruppe (n = 5) turbidimetrisch auf einem BIO/DATA Platelet Aggregation
Profiler Model PAP-4 gemessen. Clopidogrel-Gruppe ¢, Placebo-Gruppe 0. Mittelwert+SD.

Messung der VASP-Phosphorylierung

Die VASP-Phosphorylierung wurde mit zwei Assays (FACS und EIA) unter Verwendung
des monoklonalen Antikorper 16C2 bestimmt. Dieser erkennt spezifisch Ser-239 phos-

phoryliertes VASP!'32.

Der Mittelwert (Standardabweichung) des Verhéltnisses p&‘f gemessen mittels ETA

nahm in der Gegenwart von 40 nmol/l Iloprost von 0,042 (0,14) auf 0,80 (0,14) (p <

0,001) zu. Dies entspricht einem Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration und
somit einer Pldttchen-Inhibition. ADP (5§ umol/l) senkte die VASP-Phosphorylierung im
Mittel um 55 (16) %. Im FACS-Assay erhohte 40 nmol/I Iloprost das pVASP-Signal 3—4-
fach (MFI (mittlere Fluoreszenz-Intensitit), 9,8 (1,4) gegeniiber 34,7 (5,4)). In Gegenwart
von 5 umol/l ADP nahm das Iloprost-induzierte Signal im Mittel um 51 (14) % ab.

Die mit beiden Assays (FACS und EIA) ermittelten PRI-Werte korrelierten mit P =
0,750 (r = 0,866; 95% Konfidenzintervall, 0,821-0,890; > Abb. C.3). Der statistische
Test mit der Nullhypothese, dass keine Korrelation besteht, ergab p < 0,001.
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Abbildung C.2 Vergleich individueller Werte der Aggregation, CD62P-Expression, PFA-100 Okklu-
sionszeit und VASP-Phosphorylierung vor (t = Oh) und 12h nach Clopidogrel-Gabe. In (A) wurde die
Standardaggregation und in (B) die p-Selektin-Expression auf der Oberflache von Thrombozyten nach Akti-
vierung mit 5 uM ADP gemessen. Fiir die Messung der Okklusionszeit (C) verwendeten wir Kollagen/ADP-
Einmalpatronen im PFA100. Als weiteren Parameter wurde mit dem VASP-FACS Assay der PRI(FACS)
bestimmt (D), in dessen Berechnung die VASP-Phosphorylierung eingeht (> Kap. B.2.11, S. 35). Mdgliche

low-responder sind mit einem Pfeil markiert. Clopidogrel-Gruppe «, Placebo-Gruppe C.

Effekt von Clopidogrel auf die VASP-Phosphorylierung

Bereits 12 h nach initialer Clopidogrel-Einnahme war der Mittelwert der ADP-induzierten
Abnahme der VASP-Phosphorylierung in Iloprost-stimulierten Plidttchen deutlich abge-
schwiicht. Wir konnten einen klaren Effekt sowohl mit dem FACS-Assay [PRIracs,—0
= 0,67 (0,11) gegeniiber PRIpacs,—12 = 0,31 (0,17); p < 0,001; > Abb. C.5A] als auch
mit dem EIA [PRIgia,—0 = 0,48 (0,14) gegeniiber PRIE4 ;—12 = 0,20 (0,14); p < 0,001;
> Abb. C.5B] beobachten. Der maximale Effekt trat 48 h nach Einnahme der Initial-
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Abbildung C.3 Korrelation individueller

PRI(EIA)- und PRI(FACS)-Werte. Anhand aller
Werte der Clopidogrel- und der Placebo-Gruppe
wurde der Pearson Korrelationskoeffizient berech-
net: r2 = 0,750 (r = 0,866; 95% Konfidenzintervall,
0,821-0,890). Der statistische Test mit der Nullhy-
pothese, dass keine Korrelation besteht, ergab p <
0,001.
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Abbildung C.4 Korrelation individueller
PRI(FACS)- und Aggregations-Werte. Die

Plattchenaggregation wurde durch 5 uM ADP
induziert. Dargestellt sind die Werte 12h nach
Clopidogrel-Erstgabe.  Clopidogrel-Gruppe ,
Placebo-Gruppe 0. +> = 0,67 (r = 0,81). Der
statistische Test flr die Nullhypothese, dass keine

Korrelation besteht, ergab p < 0,001.

dosis auf. Danach (Tag 4-9) ergaben sich keine weiteren Verdnderungen. Die Abnah-
me der Clopidogrel-induzierten Plittchen-Effekte begann 2 Tage nach Beendigung der
Clopidogrel-Einnahme (Tag 11). In den Probanden der Placebo-Gruppe war die ADP-
induzierte Aktivierung Iloprost-behandelter Plittchen unbeeintriachtigt. Die individuellen
PRI-Werte in der Placebo-Gruppe differierten erheblich mit einer Spanne von 0,57-0,95
(>> Abb. C.2).

Die pVASP-Messungen und die Aggregation korrelierten mit 7> = 0,67 (r = 0,81). Der

statistische Test fiir die Nullhypothese, dass keine Korrelation besteht, ergab p < 0,001 (>
Abb. C4).

Effekt von Aspirin auf die VASP-Phosphorylierung

Obwohl die Einnahme einer Einmaldosis von 100 mg Aspirin die Aggregation (ex-vivo)
betrdchtlich verminderte, konnten wir keine offensichtliche Beeinflussung der VASP-
Phosphorylierung feststellen (> Abb. C.6). Diese Ergebnisse konnten durch in-vitro Ex-

perimente verifiziert werden, bei denen der Einfluss von 100 umol/l Aspirin auf die ADP-
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Abbildung C.5 Hemmung der ADP-induzierten (5 M ADP) Plattchen-Aktivierung durch Clopi-
dogrel gemessen mit dem VASP-FACS und -EIA Assay. Der PRI wurde in der Clopidogrel- (300 mg
Initialdosis und 75 mg 1 xtgl. Erhaltungsdosis, n = 18) und in der Placebo-Gruppe (n = 6) sowohl mit dem
VASP-FACS (A), als auch mit dem -EIA (B) gemessen. Clopidogrel- und Placebo-Gruppe unterschieden
sich ab t = 12 h signifikant mit p < 0,001. Clopidogrel-Gruppe ¢, Placebo-Gruppe O. Mittelwert+SD.

induzierte Aggregation und die VASP-Phosphorylierung untersucht wurde (Daten nicht
abgebildet).
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Abbildung C.6 Effekt von Aspirin (100 mg Einfachdosis) auf die ADP-induzierte Aggregation
und den PRI(EIA). Die mit 5 uM ADP induzierte Plattchen-Aggregation (A) und der PRI (B) wurden vor
Aspirin-Administration (Tag 0), 12 h und 7 d danach gemessen (n = 6). Mittelwert+SD.

Neue Aspekte der Wirkungsweise von
Clopidogrel
Einfluss des P2Y12 auf die PAR-induzierte Aggregation

PARI1 wurde durch das synthetische Peptid SFLLRN (Trap6) und PAR4 durch AYPGKF
(AY-NH,) spezifisch aktiviert. In unseren Versuchen nahm der Mittelwert der Trap6- bzw-
AY-NH;-induzierten Aggregation gegeniiber dem Ausgangswert vor Medikamentenein-
nahme (t = 0 h) bereits 12 h nach initialer Clopidogrel-Einnahme auf 35% bzw. 29% ab (>
Abb. C.7). Nach AY-NH,-Stimulation war die Aggregation nach Clopidogrel-Einnahme
zu allen Messzeitpunkten in der Clopidogrel- gegeniiber der Placebo-Gruppe signifikant
reduziert. Nach Stimulation mit Trap6 lag die Aggregation der Clopidogrel-Gruppe nur
zu den Zeitpunkten t = 1,5 d und t = 3,5 d signifikant (p < 0,05) unter der der Placebo-
Gruppe. Ursédchlich waren Schwankungen in der Placebo-Gruppe, die wahrscheinlich auf
eine geringe Fallzahl in dieser Gruppe zuriickzufiihren sind.

Insgesamt zeigte sich demgemél auch ex-vivo eine deutliche Abhéngigkeit der PAR-
vermittelten Aggregation vom P2Y 12-Rezeptor, die sich bereits in eigenen in-vitro Ver-

suchen mit AR-C69931 gezeigt hatte (Daten nicht abgebildet).
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Abbildung C.7 Clopidogrel-Inhibition der Trap6- und AY-NH, induzierten Plattchenaggregation.
Die Plattchenaggregation wurde in der Clopidogrel- (300 mg Initialdosis und 75 mg 1 xtgl. Erhaltungsdosis,
n = 9) und in der Placebo-Gruppe (n = 3) turbidimetrisch nach Stimulation mit Trap6 (A), 10 uM, und
AY-NH, (B), 75 1M, gemessen. Clopidogrel-Gruppe «, Placebo-Gruppe O. Mittelwert+SD.

c.2.2 Einfluss des P2Y12 auf die PAR- und TP-induzierte
Serotonin-Sekretion

Die Serotonin-Sekretion nach Stimulation mit Trap6 und AY-NH; konnte deutlich durch
Clopidogrel gehemmt werden. Gleiche Ergebnisse fanden wir nach Stimulation mit dem
stabilen Thromboxan A2 Analog U46619, das den TP-Rezeptor aktiviert
(>> Abb. C.8).

Nach Stimulation mit Trap6 bzw. AY-NH; lag die Sekretion der Clopidogrel-Gruppe
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ab t = 1,5 d bzw. t = 2,5 d signifikant (p < 0,05) unter der der Placebo-Gruppe. Die
prozentuale Abnahme der Sekretion im Vergleich zum Basalwert t = 0 h gemessen am
Mittelwert war nach AY-NH,-Stimulation gegeniiber Trap6 deutlich ausgeprigter (44%
vs 23% bei t = 7,5 d). Die Streuung der Messergebnisse war bei Trap6 und AY-NH, in der
Clopidogrel-Gruppe stérker als in der Placebo-Gruppe. Bei den Probanden der Placebo-
Gruppe war die Sekretion im Zeitraum der Messungen unbeeintriachtigt.

Die Sekretion nach Stimulation mit U46619 war in der Clopidogrel-Gruppe bereits ab
t=0,5 d signifikant niedriger als in der Placebo-Gruppe.

CAP1 als mogliches neues
cGK-Substrat in Thrombozyten

Phosphorylierung von CAP1 in intakten humanen Thrombozy-
ten nach SNP Stimulation

Um neue Substrate der cGK in intakten humanen Thrombozyten zu identifizieren, wur-
den Plittchen mit 3?P-Orthophosphat beladen und anschlieBend fiir 15 s mit 100 uM SNP
oder Puffer stimuliert. Die Proteine des resultierenden Pléttchen-Lysats wurden durch
2D-Gelelektrophorese separiert. Das in diesen Experimenten gewonnene 2-dimensionale
Phospho-Proteom zeigt die Phosphorylierung/Dephosphorylierung etlicher Proteine. Die
Spots reprisentieren Proteine, die entweder im Rahmen der Basalaktivitit von Kinasen
oder durch die cGK nach Stimulation durch SNP phosphoryliert werden. Trotz der ,,kur-
zen* Stimulationsdauer von 15 s war die Anzahl von Spots pro Gel erheblich. Durch
Vergleich des Phosphoproteoms des Puffer- und SNP-stimulierten Plédttchenlysats konn-
ten Kandidaten-Spots erkannt werden (> Abb. C.9). Zur Identifizierung wurden diese
Spots ausgeschnitten, mit Trypsin verdaut und durch electrospray ionization massspec-
trometry/mass spectrometry (Jun. Prof. Dr. Katrin Marcus, Medizinisches Proteom Zen-
ter (mpc), Zentrum fiir klinische Forschung der Ruhr-Universitit Bochum) identifiziert.
Die Spots B1-2 wurden als VASP identifiziert'” mit multiplen Phosphoisoformen?. Die
Spots A1-2 wurden als das adenylylcyclase associated protein (CAP1), ein neues Aktin-

153

bindendes Protein'~~, identifiziert. Spot C konnte bisher nicht identifiziert werden. Fol-

gend sind die Ergebnisse der Peptidsequenzanalyse fiir Spot A1-2 aufgefiihrt.
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Abbildung C.8 Clopidogrel-Inhibition der Serotonin-Sekretion induziert durch Trap6, AY-NH,,
U46619. Die Serotonin-Sekretion wurde in der Clopidogrel- (300 mg Initialdosis und 75 mg 1 xtgl. Er-
haltungsdosis, n = 9) und in der Placebo-Gruppe (n = 3) fluorimetrisch nach Stimulation mit Trap6 (A)
(10 uM), AY-NH, (B) (75 uM) und U46619 (C) (2 uM) bestimmt. Der Anteil des sezernierten Serotonins
am gesamten intrazelluldren Serotonin ist auf der y-Achse aufgetragen. Clopidogrel-Gruppe «, Placebo-
Gruppe O. Mittelwert+SD.
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Abbildung C.9 2-dimensionales Phosphopro-
teom eines Plattchenlysats vor und nach
Inkubation mit SNP (Ausschnitt). WP wurden
zunéchst mit 32P-Orthophosphat beladen. Einer
von zwei Ansatzen wurde mit dem NO-Donor
SNP bei einer Endkonzentration von 100 uM fir
15 s stimuliert (B). Der andere Ansatz (A) wurde
zum Vergleich nicht stimuliert. Die Proteine der
Proben wurden mit eiskalter TCA gefallt, pelletiert
und in Solubilisierungspuffer aufgenommen. Nach
dem Ultraschallaufschluss wurden die Proteine
Uber 2D-Gelelektrophorese separiert. Weitere

Erlduterungen s. Text.

Spot Al
21130585229 adenylylcyclase-associated protein (26,1%)
MADMONLVERLERAVGRLEAVSHTSDMHRGYADSPSKAGAAPYVQAFDSLLAGPVAEYLK

ISKEIGGDVQKHAEMVHTGLKLERALLVTASQCQQPAENKLSDLLAPISEQIKEVITERE

KNRGSKLENHLSAVSESIQALGWVAMAPKPGPYVKEMNDAAMEYTNRVLKEYKDVDKKHV

DWVKAYLSIWTELQAYIKEFHTTGLAWSKTGPVAKELSGLPSGPSAGSGPPPPPPGPPPP

PVSTSSGSDESASRSALFAQINQGESITHALKHVSDDMKTHKNPALKAQSGPVRSGPKPF

SAPKPOTSPSPKRATKKEPAVLELEGKKWRVENQENVSNLVIEDTELKQVAYIYKCVNTT

LOIKGKINSITVDNCKKLGLVEDDVVGIVEIINSKDVKVQVMGKVPTISINKTDGCHAYL

SKNSLDCEIVSAKSSEMNVLIPTEGGDENEFPVPEQFKTLWNGOKLVTTVTEIAGL

Spot A2
gil30585229 adenylylcyclase-associated protein (46,8%)
MADMONLVERLERAVGRLEAVSHTSDMHRGYADSPSKAGAAPYVQAFDSLLAGPVAEYLK

ISKEIGGDVOKHAEMVHTGLKLERALLVTASQCQQOPAENKLSDLLAPISEQIKEVITERE

KNRGSKLENHLSAVSESTIQALGWVAMAPKPGPYVKEMNDAAMFYTNRVLKEYKDVDKKHV

DWVKAYLSIWTELQAYIKEFHTTGLAWSKTGPVAKELSGLPSGPSAGSGPPPPPPGPPPP
PVSTSSGSDESASRSALFAQINQGESITHALKHVSDDMKTHKNPALKAQSGPVRSGPKPFE

SAPKPOTSPSPKRATKKEPAVLELEGKKWRVENQENVSNLVIEDTELKOQVAYIYKCVNTT

LOTIKGKINSITVDNCKKLGLVEDDVVGIVEIINSKDVKVQVMGKVPTISINKTDGCHAYL
SKNSLDCEIVSAKSSEMNVLIPTEGGDENEFPVPEQFKTLWNGOKLVTTVTEIAGL

Unterstrichen sind die identifizierten Sequenzbereiche.
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Abbildung C.10 pCR 2.1-TOPO Klonierungsvektor.

c.3.2 Klonierung von CAP1 und CAP1 Mutanten

Mittels TRIzol wurde aus humanen Thrombozyten RNA isoliert. Basierend auf der publi-
zierten humanen cDNA Sequenz (GenBank Access. No. M98474, Swissprot Access. No.
QO01518) wurden genspezifische Primer zur PCR-Amplifikation entworfen (> Tab. B.1,
S. 19). Die folgenden Oligonukleotide wurden verwendet: GTCGGATCCATGGCTGACAT
GCAAAATCTG (sense, CAPIHUBAM) und AATGCGGCCGTTATCCAGCAATTTCTGTCA
CTGTG (antisense, CAP1HuNOT) mit BamHI- und Notl-Restriktionsstellen (unterstri-
chen). Die Primer wurden im OneStep RT-PCR Kit (Fa. Qiagen) eingesetzt und so auf
Grundlage des RNA templates aus Thrombozyten iiber die cDNA die vollstindige kodie-
rende CAP1-Sequenz amplifiziert. CAP1 wurde dann in den pCR 2.1-TOPO-Vektor (Fa.
Invitrogen) kloniert. Die TOPO® Klonierung nutzt die terminale Transferase Aktivitiit
der im OneStep RT-PCR Kit verwendeten Taq-Polymerase, die template-unabhéngig an
die 3’-Enden des PCR-Produktes ein Deoxyadenosin (A) anhidngt (> Abb. C.10).
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Abbildung C.11 pEGFP-C1 Expressionsvektor.

Eine theoretische Sequenzanalyse von humanem CAP1 legte zwei potentielle Phos-
phorylierungsstellen bei Serin-125 und Threonin-315 fiir die ¢cGK nahe. Deshalb wur-
den zwei Einzelmutanten (S125A, T315A) durch Splice Overlap Extension oder mit dem
Quiksite direct Mutagenesis Kit (Fa. Stratagene) und den entsprechenden Mutagenese-
primern (> Tab. B.2, S. 19) erzeugt und Serin bzw. Threonin durch Punktmutation zu
Alanin mutiert. Eine weitere Doppelmutante (S125A/T315A) wurde durch Segmentaus-
tausch zwischen den beiden Einzelmutanten erstellt. Hierbei wurden die Restriktionsen-
zyme Accl, das CAP1 1x zwischen den Nukleotiden 5391540 schneidet, und Kpnl, das
den Vektor pCR 2.1-TOPO schneidet, verwendet.

Zur prokaryoten Expression wurde CAP1 in pQE-30 (Fa. Qiagen) umkloniert. Der
Vektor fiigt N-terminal ein 6 xHIS-Tag ein, was eine Aufreinigung des Proteins bspw.
iiber Ni-NTA Agarose (Ni-Nitrilotriacetic acid gebunden an Sepharose® CL-6B) ermog-
licht. Fiir die eukaryote Expression wurde CAP1 und die CAP1-Mutanten in pEGFP-C1
(Fa. BD Biosciences) umkloniert. Der Vektor fiigt N-terminal EGFP (enhanced green
fluorescent protein) ein, was eine fluoreszenzmikroskopische Kontrolle der Expression
in der lebenden Zelle und eine Immunprézipitation mit anti-EGFP Antikérpern ermog-

licht (> Abb. C.11). Zum Zeitpunkt der Doktorarbeit waren keine anti-CAP1 Antikorper
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Plasmid Vektor CAP1- Insert- N-Taq Verwendung
Insert Schnitt-
stellen'
CAP1YTTOPO pCR 2.1-TOPO WT BamHI Klonierung
CAPIS'PATOPO  pCR 2.1-TOPO  S125A BamHI Klonierung
CAP173ATOPO  pCR 2.1-TOPO  T315A BamHI Klonierung
CAP151254/T3154 pCR 2.1-TOPO  S125A/T315A  BamHI Klonierung
-TOPO
CAP1"TpEGFP pEGFP-C1 WT BamHI  EGFP  eukaryote
Expression
CAP15'>4pEGFP  pEGFP-C1 S125A BamHI EGFP  eukaryote
Expression
CAP1T3ApEGFP  pEGFP-CI T315A BamHI EGFP  eukaryote
Expression
CAP151254/T3154 pEGFP-C1 S125A/T315A BamHI  EGFP  eukaryote
-pEGFP Expression
CAP17354pQE-30  pQE-30 T315A BamHI ~ 6xHIS prokaryote
Expression

Tabelle C.2 CAP1 Plasmidkonstrukte. ! Urspriinglich wurden die Klonierprimer so entworfen, dass am C-
Terminus der CAP1-Sequenz eine Notl-Schnittstelle eingefiigt wurde. Diese lief3 sich aber bei der Umklo-
nierung durch Notl nur ineffizient schneiden. Deshalb wurde flr die Umklonierung in den pEGFP-C1- bzw.
pQE30-Vektor das CAP1-Insert aus dem pCR 2.1-TOPO-Vektor nur mit BamHI geschnitten. Die N-terminale
BamHI-Restriktionsschnittstelle wurde urspriinglich durch entsprechendes Primer-Design eingefligt (> Kap.
C.3.2, S. 71). Die C-terminale BamHI-Restriktionsschnittstelle ist Teil der multiple clonig site des pCR 2.1-
TOPO (> Abb. C.10).

kommerziell erhiltlich.
Tab. C.2 gibt eine Ubersicht iiber die erzeugten CAP1-Konstrukte. Alle Konstrukte

wurden durch DNA-Sequenzanalyse verifiziert.

c.3.3 Transiente Expression von CAP1 und CAP1 Mutanten in
PtK>-Zellen
Um CAPI als Substrat der cGK I8 und der cAK zu etablieren, wurden PtK;-Zellen transi-
ent mit Wildtyp CAP1 oder den Einzelmutanten S125A, T315A oder der Doppelmutante
S125A/T315A transfiziert. Hierzu wurde das Reagenz Metafectene verwendet. Die Ex-

pression wurde fluoreszenzmikroskopisch in der lebenden Zelle und durch Western Blot
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Analyse iiberpriift (Ergebnisse nicht abgebildet).

PtK,-Zellen exprimieren endogen cAK, aber nicht cGK If3. Daher wurden CAP1 oder
seine Mutanten zusammen mit cGK If3 in PtK;-Zellen ko-transfiziert und die Expression
beider Proteine wieder durch Western-Blot Analyse bestitigt (> Abb. C.12). Die Funk-
tionsfihigkeit der ko-transfizierten cGK 18 wurde anhand der VASP-Phosphorylierung
nach 8-pCPT-cGMP Stimulation durch Verwendung des Antikorpers 16C2, der spezifisch
Phospho-S239-VASP erkennt, tiberpriift (Daten nicht abgebildet).

<
w
™
<« < =
Tp] Ty wn
E & &5 ¢
= = o F o §
£ & o ao a IS
[®) < < < < o a—
O O O O O 5 IS
g a
N
corp- D SR ER s _ . %
CAP1 : E : 2 ¢g
. - (&) o S
' | - 8 8§ E
e = = £
EGFP- —
CGKlB—_—-—H CAP1 e

Abbildung C.12 Ko-Transfektion von EGFP-CAP1 Abbildung C.13 Immunpréazipitation von
Varianten und cGK1p. PtK,-Zellen wurden mit EGFP- EGFP-CAP1. Die Zellen wurden mit PBS
CAP1 (WT) oder einer EGFP-CAP1-Mutante simultan gewaschen, 5 min auf Eis mit 300 ul/well (6-well
mit cGK 1B transfiziert. Fir die Kontrolle wurde der Platte) MIPP-Puffer inkubiert, vom Untergrund
leere pEGFP-C1 Vektor transfiziert. Im oberen Anteil abgeldst und durch Spritzenaufschluss homo-
der Abbildung ist der Bereich 60—100 kDA (CAP1 51,5 genisiert (,vor Immunprazipitation*). Zu dem
kDa, EGFP 29,3 kDa) gezeigt. EGFP alleine lauft bei Lysat eines wells wurde 1 ul anti-GFP mAb
29,3 kDa und ist in der Kontrolle daher nicht dargestellt. JL-8 gegeben, jede Probe bei 4°C inkubiert und
Die Expression der cGK 1 war schwéacher als die der  schlieBlich 50 ul Sepharose A Bead Suspension
EGFP-CAP1 Varianten. lhre Expressionsrate war un- zugeflgt. Nach 3x Waschen (,Wasch 17
abhangig von der Ko-Transfektion mit EGFP-CAP1. Die Wasch 3) wurden die Proben in SDS-Stopp

Proteine wurden durch SDS-Page aufgetrennt. aufgenommen (,Immunprézipitat®).
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Abbildung C.14 Keine Phosphorylierung von CAP1 in PtK,-Zellen. PtK,-Zellen wurden mit WT CAP1
oder einer der Mutanten S125A, T315A, S125A/T315A alleine (Gel A) oder zusammen mit cGK1 (Gel B)
transfiziert. Die mit (+) gekennzeichneten Proben wurden flir 20 min mit 50 uM 8-pCPT-cGMP zur cGK1j-
(Gel B) bzw. fiir 20 min mit 5 uM Forskolin zur cAK-Aktivierung (Gel A) stimuliert. Nach Immunprézipitation
von CAP1 und Auftrennung durch SDS-Page wurde ein 32P-Orthophosphat-Einbau durch Autoradiographie

visualisiert. Die gezeigten Autoradiogramme sind reprasentativ fiir 2-3 getrennte Experimente.

c.3.4 Keine Phosphorylierung von CAP1 durch cGK 18 und cAK in
PtK;-Zellen

Die Phosphorylierung von CAP1 und CAP1-Mutanten durch cAK und c¢cGK Iff wurde
analysiert durch Beladung transfizierter Zellen mit 3>P-Orthophophat und anschlieBender
Stimulation entweder mit Forskolin oder mit 8-pCPT-cGMP.

PtK; Zellen wurden entweder mit einem der CAP1-pEGFP-C1 Konstrukte zusammen
mit pCMV-cGK 1 oder nur mit einem der CAP1-pEGFP-C1 Konstrukte transfiziert.
Diejenigen Zellen, die mit pCMV-cGK 1f transfiziert wurden, wurden fiir 20 min mit

50uM 8-pCPT-cGMP inkubiert. Die Zellen die nur eines der EGFP-CAP1 Konstrukte
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enthielten, wurden fiir 10 min mit 5 M Forskolin stimuliert.

Um bei der Autoradiographie den Hintergrund gering zu halten, mussten die EGFP-
CAP1 Varianten, wie unter > Kap. B.5.6 (S. 51) beschrieben, immunprézipitiert werden.
Die Immunprizipitation wurde im Vorfeld zunichst in nicht radioaktiven Versuchen er-
probt (> Abb. C.13).

Das Immunprizipitat wurde durch SDS-Page aufgetrennt und die getrockneten ra-
dioaktiven Gele mit Kodak X-OMAT AT Filmen exponiert. Uberraschenderweise zeigte
keine der EGFP-CAPI Varianten eine Phosphorylierung nach Forskolin- oder 8-pCPT-
cGMP-Stimulation (> Abb. C.14).

Charakterisierung von VASP -/-
Mausen

Plattchendichte und Membranprotein-Expression

Um auszuschlieBen, dass Unterschiede in der Aktivierbarkeit zwischen VASP -/- und WT
Thrombozyten auf einer unterschiedlichen Basalexpression von Membranproteinen be-
ruhen, wurde durchflusszytometrisch die Menge dieser Proteine auf der Oberfliche von
Thrombozyten bestimmt. Die Auswahl der Proteine richtete sich nach dem anhand von
Experimenten mit genetisch verdnderten Miusen gewonnenen Modell der Adhésion, Ak-
tivierung, Sekretion und Aggregation muriner Plittchen. Ein umfassendes Review hierzu
wurde von Nieswandt et al. verdffentlicht'?. Eine Ubersicht und Beschreibung der ver-
wendeten Antikorper ist in > Tab. B.6 (S. 22) wiedergegeben. Weiterhin wurde die Plitt-
chendichte im Blut von VASP -/- und WT Maéusen bestimmt. Sowohl die Expression der
untersuchten Membranproteine als auch die Plédttchendichte waren in VASP -/- Miusen
gegeniiber WT-Mdusen unverindert (> Abb. C.15).

Im folgenden wurden nun Parameter analysiert, die Auskunft geben tiber die Prozesse
der in-vitro Adhésion (Flusskammer), Aggregation (GPIIbIIla Aktivierung) und Sekreti-

on (p-Selektin Expression, Serotonin Sekretion).

GP lib/llla Aktivierung (Integrin allb33)

Wenn Plittchen gegeniiber Agonisten exponiert werden, wird der GPIIbIIIa-Rezeptor ak-

tiviert (inside-out signaling) und bindet Fibrinogen. Uber Fibrinogen-Briicken kommt es
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Abbildung C.15 Basalexpression thrombozytidrer Membranproteinen und Plattchendichte in WT
und VASP -/- Madusen. 50 ul gewaschenes Vollblut wurde mit dem jeweiligen mAb (JAQ1 (GPVI), JON/A
(aktiviertes GPIlIb/llla), Xia.B4 (GPIX), Tap.A12 (Integrin a5), Nyn.H3 (CD9), Sam.G4 (Integrin 1), Luc.A5
(GPIlla)) far 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert und anschlieBend mit 500 ul PBS verdiinnt. Die Fluores-
zenz (MFI = mean fluorescence intensity) wurde auf einem Becton Dickinson FACSCalibur gemessen. WT
= weil3e Balken, VASP -/- = graue Balken. Mittelwert+SD (n = 3).

zur Quervernetzung von Thrombozyten und zur Thrombusbildung. Kiirzlich ist der mo-
noklonale Antikorper JON/A (> Tab. B.6, S. 22) entwickelt worden, der spezifisch nur
den aktivierten murinen Fibrinogen-Rezeptor erkennt. Er wurde in dieser Arbeit erstmalig
zur Bestimmung des Einflusses von VASP auf die GPIIbIlla-Aktivierung verwendet.

Zyklische Nukleotide inhibieren alle Schritte der Plédttchenaktivierungs-Kaskade. Da
VASP ein Substrat der cGK und cAK ist, wurde angenommen, dass VASP fiir einige die-
ser inhibitorischen Effekte verantwortlich sein konnte. Um den Effekt von VASP auf das
Ansprechverhalten von murinen Plittchen auf cGMP zu untersuchen, wurden deswegen
Thrombozytensuspensionen mit 200 uM des cGMP-Analogons 8-pCPT-cGMP vorinku-
biert und anschlieBend mit einem Agonisten aktiviert.

Wir konnten keinen signifikanten Unterschied der GPIIbllla-Aktivierung auf Throm-
bozyten zwischen VASP -/- und WT Miusen feststellen. Es ergaben sich auch keine Dif-
ferenzen nach Vorinkubation mit 8-pCPT-cGMP (> Abb. C.16).
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Abbildung C.16 GPlibllla-Aktivierung auf Thrombozyten bei VASP -/- und WT Méausen. 50 ul WP
wurden mit dem jeweiligen Agonisten und dem mAb JON/APE fiir 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert und
anschlieBend mit 500 ul PBS verdiinnt. Fir die Experimente mit 8-pCPT-cGMP wurden die Proben 20 min
mit 200 uM 8-pCPT-cGMP vorinkubiert (Proben mit (+) gekennzeichnet). Es wurden parametrische t-Tests
durchgeflihrt und ein Effekt mit p < 0,05 als signifikant angesehen. Ein signifikanter Unterschied zwischen
Thrombozyten von WT und VASP -/- Mausen konnte nicht festgestellt werden. Die MFI (mean fluorescence
intensity) wurde auf einem Becton Dickinson FACSCalibur gemessen. WT = wei3e Balken, VASP -/- =
graue Balken. Mittelwert+SD (n = 4).

p-Selektin Expression und Serotonin Sekretion

Neben der Aggregation, ausgelost durch die Aktivierung des GPIIblIla, gehort die Sekre-
tion von Thrombozyten-Granula zu den entscheidenden Ereignissen, die zur Bildung des
primér hamostatischen Thrombus fithren. Als Marker fiir die Sekretion von ¢-Granula be-
stimmten wir die p-Selektin Expression und als Marker fiir die Sekretion der §-Granula
(dense granules) die Serotonin Sekretion nach Aktivierung der Thrombozyten mit unter-
schiedlichen Agonisten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch ein Assay zur Messung
der Freisetzung lysosomaler Glykosidasen etabliert, die in den Lysososmen (y-Granula)
gespeichert sind. Diese werden ebenfalls nach Aktivierung der Thrombozyten sezerniert.

Das Verfahren beruht auf der fluoreszierenden Eigenschaft von 4-Methylumbelliferon.
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Abbildung C.17 p-Selektin Expression auf Thrombozyten von VASP -/- und WT Méausen. 50 ul WP
wurden mit dem jeweiligen Agonisten und dem mAb Wug.E6F'TC fiir 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert
und dann mit 500 ul PBS verdinnt. Fir die Experimente mit 8-pCPT-cGMP wurden die Proben 20 min mit
200 uM 8-pCPT-cGMP vorinkubiert (Proben mit (+) gekennzeichnet). Es wurden parametrische t-Tests
durchgeflihrt und ein Effekt mit p < 0,05 als signifikant angesehen. Ein signifikanter Unterschied zwischen
Thrombozyten von WT und VASP -/- Mausen wurde nicht festgestellt. Die MFI (mean fluorescence inten-
sity) wurde auf einem Becton Dickinson FACSCalibur gemessen. WT = weil3e Balken, VASP -/- = graue
Balken. Mittelwert+SD (n = 4).

Vorversuche ergaben eine im Verhiltnis zum Mittelwert groflere Standardabweichung als
beim p-Selektin und Serotonin Assay, so dass das Verfahren zur Untersuchung der VASP
-/- nicht eingesetzt wurde (Daten nicht gezeigt). Kinetische Unterschiede der Sekretion
unterschiedlicher Granula wurden nicht untersucht.

Im Falle des p-Selektin Assays wurden zusitzlich Proben mit 200 uM des cGMP-
Analogons 8-pCPT-cGMP vorinkubiert. Es wurde in Vorversuchen mit humanen Throm-
bozyten gezeigt, dass das Verhiltnis von sezerniertem Serotonin zu gesamtem intrazellu-
laren Serotonin nach Aktivierung der Thrombozyten durch die Inkubation mit radioakti-
vem Serotonin nicht verindert wird (Daten nicht gezeigt).

Sowohl fiir die p-Selektin Expression (> Abb. C.17) als auch die Serotonin Sekretion
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Abbildung C.18 Serotonin Sekretion bei VASP -/- und WT Mausen. WP wurden mit 4 uCi/ml
3Serotonin fiir 45 min bei 37 °C inkubiert, anschlieBend pelletiert und in Tyrodes Puffer resuspendiert. Vor
Stimulation wurde 4 uM Fluoxetin hinzugefiigt. Um den totalen intrazellularen Serotonin-Gehalt zu bestim-
men wurde eine Probe mit 0,2% Triton X-100 lysiert. Alle Proben wurden nach 5 min mit eiskaltem 0,05

M EDTA enthaltendem 0,633 M Formaldehyd abgestoppt. Es wurden parametrische t-Tests durchgefiihrt
und ein Effekt mit p < 0,05 als signifikant angesehen. Ein signifikanter Unterschied zwischen Thrombozyten
von WT und VASP -/- Mausen konnte nicht festgestellt werden. Aufgetragen ist der sezernierte Anteil des

totalen intrazelluldren Serotonins. WT = weif3e Balken, VASP -/- = graue Balken. Mittelwert+SD (n = 6).

(> Abb. C.18) konnten wir iiber ein breites Spektrum an Agonisten keinen signifikanten
Unterschied zwischen VASP -/- und WT Miusen feststellen. Es ergaben sich im Falle der
p-Selektin Expression auch keine signifikanten Ungleichheiten nach Vorinkubation mit

8-pCPT-cGMP.

Cc.44 Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung
unter Flussbedingungen

Als initialer Mechanismus der primédren Himostase wurde die Adhésion von Thrombo-
zyten und konsekutive Thrombusbildung untersucht. Hierzu wurde murines Vollblut tiber

einen mit fibrillirem Kollagen beschichteten Objekttriger geleitet, um in-vitro die Ver-
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Abbildung C.19 Inhibition der Thrombusformation auf Kollagen beschichteten Objekttragern

in der Flusskammer bei VASP -/- und WT Méausen. (A) VASP -/-, (B) WT. Reprasentative Mikropho-
tographien der Thrombusformation von Thrombozyten aus VASP -/- und WT M&usen. Die Inhibition der
Thrombusbildung durch 100 uM SNP ist in Thrombozyten von VASP -/- Mausen deutlich eingeschrénkt.
Die Phasenkontrastbilder wurden mit dem Mikroskop Axiovert 200 (Fa. Zeiss) bei 63x VergréBerung

aufgenommen. Fir ndhere Erlauterungen siehe Bildunterschrift > Abb. C.20.

hiltnisse eines Endotheldefektes, bei dem die subendotheliale Matrix exponiert wird, zu
simulieren.

Wie in > Abb. C.20 gezeigt, ist die Inhibition der Thrombusformation der VASP -/-
Miuse im Vergleich zu WT Méiusen mit dem NO Donor SNP signifikant beeintrichtigt.
Messungen mit dem stabilen Prostacyclin Analogon Iloprost oder mit dem anti-GPVI An-
tikorper JAQ1 + Thromboxan ergaben keine signifikanten Unterschiede. In > Abb. C.19

sind reprisentative Mikrophotographien der in-vitro Thrombusformation wiedergegeben.
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Abbildung C.20 Beeintrachtigte SNP-induzierte Inhibition der Thrombusformation bei VASP -/-
Mausen in der Flusskammer. Heparinisiertes murines Vollblut (1 Vol.) wurde mit 0,5 Vol. Tyrodes Puffer
verdinnt. Mit Ausnahme der Kontrolle wurden die Proben mit 100 uM SNP (1 min) oder 100 uM liprost

(1 min) oder 70 ug/ml JAQ1 vorinkubiert. Die Flusskammer wurde fir 7 min mit Blut perfundiert und an-
schlieBend gespult. Der mittlere prozentuale Anteil X; der mit Thrombozyten bedeckten Oberflache wurde
anhand von mind. 5 unterschiedlichen mikroskopischen Aufnahmen pro Versuch i (i = 1-n) berechnet. Die
gezeigten Daten entsprechen dem Mittelwert aus allen X;-Werten aus n Versuchen fir jede Art der Stimu-
lation (Kontrolle, SNP, lloprost, JAQ1, JAQ1 + Thromboxan). Parametrische t-Tests wurden durchgefihrt
und ein Effekt mit p < 0,05 wurde als signifikant angesehen. WT = wei3e Balken, VASP -/- = graue Balken.
Mittelwert+SD (n = 4-6, fir lloprost n = 2).
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D.1

D.1.1

D. Diskussion

Monitoring von Clopidogrel

Messung des individuellen Ansprechens auf Clopidogrel

Das individuell unterschiedliche Ansprechen auf Clopidogrel kann durch verschiedene
Faktoren erklirt werden. Diskutiert werden eine erhohte Sensitivitdt ruhender Plittchen,
dysfunktionaler Cytochrome P-450 Metabolismus (entweder aufgrund erblicher Defekte
oder Interaktion mit anderen Medikamenten bspw. Statinen), genetischer Polymorphis-
mus des P2Y12-Rezeptors, Unterschiede bei der Resorption oder Kombinationen dieser
Faktoren?>4%:°1.92_Obwohl die Rate beobachteter Komplikationen niedriger ist als die In-
zidenz der Clopidogrel-Resistenz, haben neuere Studien gezeigt, das non-responder ein
hoheres Risiko fiir das Auftreten eines Myokardinfarktes haben’>%°°. Da die antithrom-
bozytire Behandlung wesentlich fiir die Verhinderung der subakuten Stent-Thrombose ist,
kommt der Uberwachung ihrer Wirksamkeit besonders bei Patienten nach PTCA (perku-
tane transluminale Angioplastie) grofe Bedeutung zu!4% 131,

Die Clopidogrel-Resistenz kann anhand einer Vielzahl von Parametern, die die Plitt-
chenaktivitit widerspiegeln, ermittelt werden. Bisher ist kein allgemein akzeptiertes Stan-
dardmessverfahren erhéltlich. Aus diesem Grund ist das genaue Ausmalf} der Variabilitit
des individuellen Ansprechens auf Clopidogrel unbekannt. Das verbreitetste Verfahren
ist die Plédttchenaggregation. Gewohnlich werden Patienten deren Plidttchen-Aggregation
um < 10% durch Clopidogrel gehemmt wird als resistent (non-responder) und Patien-
ten mit < 30% Hemmung als weak-responder angesehen®’-197. Bei den pVASP-Assays
néhert sich der PRI dem Wert 1 bei volligem Fehlen eines Clopidogrel-Effektes. Ein PRI-
Wert zwischen 0,5 und 1 wiirde einem weak-responder ent-sprechen’->%. Eine Ubersicht
iber neuere Methoden zur Ermittlung der Pldttchenfunktion wurde von Michelson et al.
veroffentlicht!02,

Die einheitliche Etablierung von Messverfahren zur Bestimmung der Plidttchenhem-
mung wiirde die Moglichkeit erdffnen klinische Studien durchzufiihren, um auch fiir
weak- bzw. non-responder Behandlungsempfehlungen zu entwickeln. Beispielsweise gibt
es Hinweise darauf, dass eine hohere Clopidogreldosis ein unzureichendes Ansprechen
iiberwinden konnte®®. Beziiglich des Monitoring der Therapie mit Acetylsalicylsiure gilt

eine analoge Problematik wie bei Clopidogrel.
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D.1.2 Plattchen Aggregation

Die Plittchen-Aggregation ist die bisher am weitesten verbreitete Methode zur Messung
der Reaktivitit gegeniiber ADP-Rezeptor-Antagonisten. In gesunden Probanden und in
Patienten mit stabilem Koronarsyndrom fiihrt die Clopidogrel-Einnahme zu einer Reduk-
tion der ADP-induzierten Aggregation um 35-60%2%-7:84.99:107 - Ahnliche Werte erhiel-
ten wir in unserer Probandenstudie.

Bei der Messung der Pldttchen-Aggregation bestehen eine Reihe technischer Schwie-
rigkeiten. Insbesondere kann die Proben-Prozessierung zu einer Priaktivierung und/oder
Desensitivierung der Thrombozyten fithren??. Dies kann die Plittchen-Aggregation in ei-
ner unvorhersehbaren Art und Weise beeinflussen. Weiterhin bestehen keine einheitlichen
Standards. In einem klinischen Umfeld ist ebenso die Beeinflussbarkeit der Aggregation
durch andere Medikamente als ADP-Rezeptor-Antagonisten von besonderer Relevanz. In
den bisher publizierten Studien zur Clopidogrel-Resistenz erhielten alle Patienten neben
Clopidogrel zusitzlich Acetylsalicylsidure, die sowohl die ADP- als auch die Kollagen-
induzierte Aggregation hemmt. Bei einer Ko-Medikation mit weiteren antithrombozyta-
ren Wirkstoffen muss die Aggregation vor und nach der ersten Einnahme von Clopidogrel
durchgefiihrt werden, um den Clopidogrel-Effekt zu isolieren. Dies macht aber eine im

hohen MalBle reproduzierbare Aggregationsmessung erforderlich.

D.1.3 PFA100

In dieser Studie konnten wir keinen signifikanten Effekt auf die Okklusionszeit, gemessen
sowohl mit Kollagen/ADP- als auch Kollagen/Epinephrin-Einmalpatronen des PFA100,
feststellen. Dieses Ergebnis ist iibereinstimmend mit anderen Studien, die den Nutzen des
PFA 100 zur Messung der Wirksamkeit von Clopidogrel evaluiert haben>*7%. Allerdings
konnte kiirzlich ein Langzeiteffekt von Clopidogrel auf die mit dem PFA100 gemessene
Okklusionszeit belegt werden, der 5 Tage nach Behandlungsbeginn evident wurde!!®.

Dieser Effekt zeigte allerdings eine bemerkenswerte Variabilitit.

D.1.4 p-Selektin-Expression

Neben der Aggregation wird die durchflusszytometrische Bestimmung der ADP-induzierten
p-Selektin Oberflichenexpression hdufig zur Bestimmung der Clopidogrel-Wirksamkeit

benutzt. Die in diesen Experimenten verwendete ADP-Konzentration ist allerdings we-
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sentlich hoher als die zur Stimulation einer Aggregation erforderliche Konzentration (100

pmol/l gegeniiber 5 umol/1)%0:7

. Die p-Selektin Oberflichenexpression bei Verwendung
derart hoher ADP-Konzentrationen muss aber teilweise als unspezifisch betrachtet wer-
den. In der vorliegenden Studie stimulierten wir Plittchen mit moderaten ADP-Konzentra-
tionen (5 umol/l) um Sekundéreffekte, die nicht direkt mit einer purinergen Stimulati-
on assoziiert sind, auszuschlieBen. In diesen Experimenten konnten wir keinen signifi-
kanten Unterschied zwischen der Clopidogrel- und der Placebo-Gruppe ermitteln. Da-

her erscheint die p-Selektin-Messung eher ungeeignet zur Bestimmung der Clopidogrel-

Resistenz.

D.1.5 VASP-Phosphorylierung

c¢GMP- und cAMP-abhingige Signalwege sind die bedeutendsten Inhibitoren der Plitt-
chen-Aktivierung in-vivo. Thre Stimulation fiihrt zur Phosphorylierung zahlreicher Sub-
strate der cGK und cAK. Das Protein VASP ist ein umfangreich charakterisiertes cGK-
und cAK-Substrat und ist als Parameter der Plittchenaktivierung gut etabliert®7:56: 113 In
den meisten Studien erfolgt die Bestimmung der VASP-Phosphorylierung mittels Wes-
tern blot. Diese ist aber weder quantitativ noch kann sie in Vollblut durchgefiihrt werden.
Der VASP-FACS Assay erlaubt demgegeniiber eine einfache und prizise Messung der
VASP-Phosphorylierung im Vollblut!?8,

In dieser Studie verwendeten wir erstmals einen neu etablierten chromogenen EIA zur
Messung der VASP-Phosphorylierung. Dieser Assay bestimmt gleichzeitig phosphory-
liertes VASP und Gesamt-VASP. Dies erlaubt eine einfache Daten-Normalisierung durch
Korrektur der Variabilidt in Zellzahl und Proteingehalt der Proben. Unsere Daten zeigen,
dass pVASP-Werte gemessen durch FACS und EIA miteinander korrelieren (r2 = 0,750,
r=0,860).

In unserer Studie fiihrte die Clopidogrel-Einnahme zu einer Reduktion der ADP-
induzierten Inhibition der Adenylatzyklase in Pldttchen um 52%, gemessen anhand der
Abnahme der VASP-Phosphorylierung. Die Clopidogrel- und Placebogruppe konnten
klar voneinander unterschieden werden. Die PRIg;4-Werte Korrelierten mit der ADP-
induzierten Aggregation (> = 0,67, r = 0,81). Weil wir zwei vollig unterschiedliche
Tests einsetzten, erscheint die Korrelation zufriedenstellend. Aspirin interferierte nicht
mit der VASP-Phosphorylierung, wohingegen die ADP-induzierte Aggregation erheblich

gehemmt war.
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D.1.6 Vorteile der pVASP-Assays

D.1.7

Die pVASP-Assays werden im Gegensatz zur Aggregation nicht durch Acetylsalicylsiu-
re beeinflusst. Ein einziger FACS- oder EIA-Test ist zur Quantifizierung der Pléttchen-
Inhibition ausreichend. Die Notwendigkeit einer zusitzlichen Messung vor Behandlungs-
beginn entfillt. Die Proben-Prozessierung ist deutlich vereinfacht, weil beide pVASP-
Tests mit Vollblut durchgefiihrt werden. Frische Blutproben konnen auch noch Stunden
nach Blutentnahme vermessen werden, ohne dass das Resultat der Analyse beeinflusst
wird, und lysierte Proben konnen bei -21°C fiir Monate aufgehoben werden. Der pVASP-
FACS Assay wurde bereits zur Messung des individuellen Ansprechens auf Clopidogrel
in explorativen Studien mit Patienten nach PTCA eingesetzt® 3. Kiirzlich wurde er auch
erfolgreich in der ALBION-Studie!® zur Bestimmung der besten Hohe der loading-
dose fiir Clopidogrel eingesetzt. Der pVASP-EIA ist bereits fiir experimentelle Zwecke

verbreitet!*7,

Limitationen der pVASP-Assays

In der vorliegenden Studie haben wir die Effekte einer Ko-Medikation mit anderen Wirk-
stoffen, wie sie im klinischen Umfeld zu erwarten wire, nicht untersucht. Die Einsetzbar-
keit der pVASP-Assays in der klinischen Routinediagnostik wird derzeit erforscht. Ins-
besondere Medikamente, die den NO/cGMP- (NO-Donoren) oder den cAMP-Signalweg
beeinflussen, konnten die pVASP-Analyse der Wirksamkeit von Thienopyridinen kom-
plizieren. Dennoch scheinen die pVASP-Assays in Spezifitit, Quantifizierbarkeit und Re-
liabilitdt fritheren Assays (z.B. Aggregation und p-Selektin-Expression) zur Messung des
Ansprechverhaltens auf Thienopyridine iiberlegen. Im Verleich zu neueren Verfahren zur
Bestimmung des Clopidogrel-Effektes (z.B. VerifyNow, Plateletworks, Thrombelasto-
graph Platelet Mapping System, Impact cone etc.) besteht bei den pVASP-Assays eine
engere Abhingigkeit von der Zielstruktur des Clopidorels, dem P2Y 12-Rezeptor!?2.
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D. Diskussion

Neue Aspekte der Wirkungsweise von
Clopidogrel
Einfluss des P2Y12 auf die PAR-induzierte Aggregation

Thrombin vermittelt seine Effekte in Thrombozyten hauptsédchlich iiber G-Protein ge-
koppelte Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs). Es konnte nachgewiesen werden, dass
PARs sowohl an Goy, als auch Goyp 13 koppeln' (> Kap. A.2.1, S. 6). Thrombin be-
wirkt via G eine Reihe verschiedener Thrombozyten-Antworten, u.a. die Sekretion
von ADP aus §-Granula. Uber die Stimulation des P2Y 12-Rezeptors durch ADP bedin-
gen Thrombin und Thrombin-Rezeptor-aktivierende Peptide eine Ga;-Aktivierung, die
die Thrombozyten-Aktivierung verstirkt®®. In in-vitro Versuchen konnte gezeigt werden,
dass wichtige Parameter der Plittchen-Aktivierung nach Stimulation mit Thrombin ab-
hiingig vom P2Y 12-Rezeptor sind. So zeigte sich, dass die Phosphorylierung von ERK23¢
und der PKB37 (=Akt) Ga;-vermittelt ist.

Unklar war, ob Clopidogrel ex-vivo deswegen durch Hemmung des P2Y 12 zur Schwi-
chung einer Thrombin-induzierten Plédttchen-Aktivierung fiihrt. Unsere Messungen zei-
gen klar, dass sowohl nach Stimulation des PARI1 iiber Trap6 als auch des PAR4 iiber
AY-NH; die Aggregation in der Clopidogrel-Gruppe deutlich reduziert war. Es ist nahe-
liegend, dass die durch ex-vivo Versuche erhaltenen Ergebnisse die in-vivo Verhiltnisse

widerspiegeln.

Einfluss des P2Y12 auf die PAR- und TP-induzierte
Serotonin-Sekretion

Zur Bestitigung der Aggregations-Ergebnisse bestimmten wir als weiteren Parameter die
Serotonin-Sekretion aus d-Granula. Analog zur Aggregation wurde auch die Trap6- bzw.
AY-NHj-induzierte Serotonin-Sekretion durch Clopidogrel teilweise gehemmit.

Der durch Thromboxan A2 aktivierte TP-Rezeptor koppelt an Goy; und Gayy/13
(> Tab. A.1, S. 3). Da seine Stimulation also zu einer Aktivierung gleichartiger Go-
Untereinheiten fiihrt wie bei PAR1 und PAR4, sollte eine Hemmung des P2Y 12 zu einer
Abnahme der Serotonin-Sekretion nach Stimulation der Plittchen mit TxA?2 fiihren. Die
Resultate unserer Messungen konnten genau das belegen und unterstreichen somit die

zentrale Bedeutung Go;-vermittelter Signalwege in Thrombozyten.
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D.3. CAP1 als mogliches neues cGK-Substrat in Thrombozyten

Unsere Versuche geben folglich neue Einblicke in die Mechanismen, die zu einer Re-
duktion des Thrombose-Risikos von Patienten mit STEMI/non-STE-ACS und nach PCI
durch Clopidogrel fiihren. Unterstiitzende Ergebnisse wurden kurz nach Abschluss der

Experimente von Behan et al.” veroffentlicht.

CAP1 als mogliches neues
cGK-Substrat in Thrombozyten

Phosphorylierung von CAP1 in intakten humanen Thrombo-
zyten nach SNP Stimulation

Die Stimulation von Thrombozyten mit dem NO-Donor SNP fiihrt innerhalb von Millise-
kunden zu ihrer Inhibition. In bisherigen Ansitze zur Identifikation von cGK-Substraten
in Thrombozyten wurden Pldttchen mehrere Minuten mit NO-Donoren oder cGMP-Ana-
loga inkubiert und anschlieBend das Phosphoproteom analysiert'®1°. In Anbetracht der
Kinetik der Thrombozyten-Hemmung durch SNP analysierten wir hier erstmals die cGK-
vermittelte Proteinphosphorylierung in intakten humanen Pléttchen nach einer Inkubati-
onsdauer von nur 15 s mit 100 uM SNP. Dieses Vorgehen gewihrleistet eine Erfassung
der fiir den Prozess der Inhibition physiologisch moglichst relevanten cGK-Substrate. Das
Phosphoproteom wurde durch 2-dimensionale Gelelektrophorese separiert. Hierbei wur-
de zunichst das adenylylcyclase associated protein (CAP1) als neues Substrat in humanen

Thrombozyten identifiziert.

Einfluss von CAP auf das Aktin-Zytoskelett!

CAP wurde zuerst in Saccharomyces cerevisiae®’->° (dort auch Srv2 genannt) und an-
schliefend in einem breiten Spektrum von Organismen inkl. Pflanzen und Séugetiere ent-
deckt (>> Tab. D.1). Es besteht aus drei Dominen:

Die N-terminale Doméne bindet in Hefen (S. cerevisiae und S. pombe) Adenylatzy-
klase (Cyrl), die durch die kleinen G-Proteine Ras1/2p aktiviert wird*193:112_ Pertur-

bationen der RAS Funktionen fithren zu einer Storung des Zellwachstums. Fiir die In-

'Dieses Kapitel gibt eine Ubersicht iiber die publizierten CAP Daten. Da CAPI erst im Verlauf der
Dissertation identifiziert wurde, ist der Text dieses Kapitels nicht in der ,,Einleitung* der Doktorarbeit,
sondern in der ,,Diskussion‘ untergebracht, um die Chronologie der Ergebnisse besser wiederzugeben.
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Organismus CAP GroBe, AS Akzessions Nummer
Saugetiere
Homo sapiens (CAP1) 475 Q01518
Homo sapiens (CAP2) 476 P40123
Rattus norvegicus (CAP1) 474 A46584
Rattus norvegicus (CAP2) 476 JC4386
Mus musculus (CAP1) 474 149572
Mus musculus (CAP2) 476 BAB26786
Hefen
Saccharomyces cerevisiae 526 CAAB6887
Schizosaccharomyces pombe 551 CAB41657
Candida albicans 545 AADA42978
Pilze
Lentinula edodes 518 BAA26003
Dictyostelium discoideum 464 AAB09713
Pflanzen
Arabidopsis thaliana 476 CAB80166
Gossypium hirsutum 471 BAA36585
Andere
Chlorohydra viridissima 481 S47091
Xenopus laevis 475 AAL36889
Drosophila melanogaster 424 AAD27865
521 AAF51408
Caenorhabditis elegans 457 AAK68198

Tabelle D.1 CAP Homologe (angelehnt an Hubberstey et al., FASEB Journal, 2002)

teraktion und Aktivierung von Cyrl werden in-vivo nur die 36 amino-terminalen AS der
Hefe-CAPs benétigt'?>. Eine Clustal-W Analyse aller bekannten 14 CAP Gene zeigt eine
extensive Homologie in diesem Abschnitt und beinhaltet insbesondere ein 10 AS langes
RLE-Motiv®. Trotzdem ist die Adenylatzyklase-Bindungsfunktion in hoheren Eukaryo-
ten nicht konserviert.

S. cerevisiae-CAP bindet in-vitro G-Aktin mit einer K; = 0,4 uM, dquivalent zu dem
Bindungskoeffizienten des Aktin-sequestrierenden Proteins Thymosin f3-4 mit Thrombo-
zyten-Aktin*> 148 Immunprizipitate von Hefe- und Siugetier-CAPs enthalten Aktin, was
eine Bindung von CAP an Aktin in-vivo nahelegt*'*. Die Aktin-bindende Funktion von
CAP liegt im C-Terminus des Proteins>. Das Siugetierhomolog konnte sogar die Funkti-
on des C-Terminus des Hefeproteins ersetzen, was eine funktionelle Konservierung nahe

legt. Die an der Aktin-Bindung beteiligten Aminosédurereste konnten bisher allerdings
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noch nicht genau charakterisiert werden.

Eine dritte Domine, die alle CAPs aufweisen, ist ein zentral lokalisierter prolinrei-
cher Abschnitt, der eine Konsensus-Erkennungssequenz fiir SH3-Doménen-enthaltende
Proteine beinhaltet (PXXPPPXP). Die genaue Funktion ist bisher ungeklirt.

Eine Reihe von Veroffentlichungen zeigen, dass CAPs multimere Komplexe mit sich
selbst bilden konnen’® 192153 Tiwo hybrid screens weisen darauf hin, dass der N-Terminus
sowohl mit sich selbst als auch mit dem C-Terminus interagiert. Entsprechend reagiert
auch der Carboxy-Terminus sowohl mit sich selbst als auch mit dem NH,-Terminus’.

Saugetiere haben mindestens zwei CAP Homologe, CAP1 und CAP2. In Séugetierzel-
len ist CAP diffus im Zytoplasma verteilt und kann sich an der Zellmembran und den La-
mellipodien migrierender Fibroblasten konzentrieren** 142153 Neuere Untersuchungen
haben gezeigt, dass humanes CAP1 in Swiss 3T3-Zellen mit Stressfasern ko-lokalisiert**
ist. Arbeiten an HEK293-Zellen zeigen, dass humanes CAPI Teil des Aktin-Cofilin-
Komplexes ist, wobei der N-Terminus mit dem Aktin-Cofilin-Komplex interagiert und die
Depolymerisation des F-Aktins beschleunigt. Der C-Terminus stimuliert den ADP/ATP
Austausch von G-Aktin und erleichtert die Verlingerung der Aktin-Filamente!%®. Die
Analyse von murinen CAP1 knock-down Zellen (NIH3T3, B16F1, Neuro2A) bestitigte,
dass das Protein in-vivo die Aktin-Depolymerisation fordert und wichtig fiir Zellmorpho-
logie, Migration und Endozytose ist. Es ist insbesondere auch notwendig fiir die korrekte

subzellulire Lokalisierung und Funktion von ADP/Cofilin'?>. CAP1 in Verbindung mit
ADP/Cofilin ist somit wesentlich fiir die Aktin-Dynamik der Zelle.

Keine Phosphorylierung von CAP1 durch cGK 1 und cAK in
PtK,-Zellen

Im Hinblick auf die Daten konnte CAP1 ein negativer Regulator der Aktinpolymerisati-
on in humanen Thrombozyten sein. Bisher gibt es keine Informationen dariiber, wie die
Interaktion von CAP und Aktin wihrend der Aktivierung von Signalkaskaden reguliert
wird®®. Die Ergebnisse der Untersuchung des Plittchen-Phosphoproteoms geben erste
Hinweise darauf, dass CAP1 durch cGK (und/oder cAK s.u.) reguliert werden konnte.
Eine theoretische Sequenzanalyse von humanem CAP1 ergab zwei potentielle Phospho-
rylierungsstellen bei Ser-125 (NRGSK) und Thr-315 (KRATK). Diese Sequenzabschnitte
stimmen nur zum Teil mit dem minimalen Motiv fiir eine effiziente cGK Phosphorylie-

rung (RKXS/T) iiberein'3”.
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Um CAPI1 als cGK-Substrat zu bestétigen, exprimierten wir den EGFP markierten
CAPI1 Wildtyp zusammen mit der in Thrombozyten vorliegenden cGK-Isoform cGK 1
in PtK;-Zellen. Eine Ko-Expression war notwendig, da PtK;-Zellen selbst keine cGK
exprimieren. Zur anschlieBenden Identifikation der Phosphorylierungsstellen transfizier-
ten wir die CAP1-Mutanten S125A, T315A oder S125A/T315A, bei denen Serin bzw.
Threonin durch Alanin ersetzt wurde. Fiir die Phosphorylierungsversuche wurden PtKj-
Zellen gewihlt, weil deren Einsatz sich hausintern bereits bei der Identifikation von LASP
als cGK-Substrat bewihrt hatte!8. Da viele der bisher bekannten cGK-Substrate auch
durch cAK phosphoryliert werden, stimulierten wir die transfizierten Zellen alternativ
zu 8-pCPT-cGMP auch mit Forskolin, einem cAK-Aktivator. In keinem der Experimente
konnte eine Phosphorylierung von CAP1 und seinen Varianten nach Forskolin- oder 8-

pCPTcGMP-Stimulation in intakten PtK;-Zellen nachgewiesen werden.

Ursachen auf unterschiedlichen Ebenen konnten hierfiir verantwortlich sein:

(1) Identifikation. Bei der Separierung iiber 2-dimensionale Gelelektrophorese kon-
nen die Spots verschiedener Proteine mit dhnlichem Molekulargewicht und isoelektri-
schem Punkt iibereinander zu liegen kommen. Bei der massenspektrometrischen Analyse
konnen dann iiberwiegend Peptide des Proteins identifiziert werden, das nicht fiir den 32P-
Orthophophat-Einbau verantwortlich ist, aber in groBerer Menge vorliegt. CAP1 wurde
in zwei unmittelbar benachbarten Spots identifiziert, die als unterschiedliche Phosphoiso-
formen interpretiert wurden (> Abb. C.9, S. 70). In diesem Fall hitte CAP1 bei beiden
Spots hinterlagert sein miissen.

(2) cGMP-unabhingige Mechanismen von NO-Donoren. Eine zunehmende Evi-
denz deutet darauf hin, dass NO-Donoren neben dem cGMP-Signalweg zusitzliche Si-
gnalkaskaden aktivieren!®. Als Schliisselkriterium fiir eine sogenannte cGMP-unabhiin-
gige Antwort auf NO-Donoren gilt die unvollstindige Hemmung durch den selektiven
Inhibitor der 16slichen Guanylatcyclase ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazole[4,3-a]quinoxalin-1-
one). cGMP-unabhingige Signalwege werden hiufig, wenn auch nicht exklusiv, bei Ver-
wendung hoher NO-Donor-Konzentrationen beobachtet (tM-mM). Entsprechend konnte
bei Stimulation von Thrombozyten mit 100 uM SNP CAP1 durch eine Kinase phosphory-
liert worden sein, die cGMP-unabhiéngig aktiviert wurde. Bei Verwendung von 8-pCPT-
c¢GMP im Phosphorylierungsversuch in PtK,-Zellen wiirde demzufolge dann die cGK
Aktivierung zu keiner Phosphorylierung von CAP1 fiihren.

(3) Experimentelle Bedingungen der Phosphorylierung in PtK,-Zellen. Eine bis-
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her unzureichende experimentelle Optimierung beziiglich der Wahl der verwendeten Zel-
len, CAP1-Plasmidkonstrukte etc. kann ursichlich fiir die mangelnde Phosphorylierung

von CAP1 sein.

Zukiinftige Experimente werden zeigen miissen, ob CAP1 ein Substrat der cGK in Plitt-
chen ist. Als nichster Schritt zur Losung dieser Frage wire eine in-vitro Phosphorylierung
von rekombinantem CAP1 und massenspektrometrische Bestimmung seiner Phosphory-

lierungsstellen aufschlussreich.

Charakterisierung von VASP -/-
Mausen
GPIlibllla Aktivierung (Integrin xllb3)

Auf humanen Plittchen kann die aktivierte Form des GPIIbIIla-Rezeptors spezifisch mit
dem monoklonalen Antikorper PAC-1, der mit Fibrinogen um die Bindungsstelle kon-
kurriert, detektiert werden. Bis vor kurzem gab es allerdings keine direkte Mdoglichkeit
den aktivierten GPIIblIla-Rezeptor auf murinen Thrombozyten zu beurteilen. Bisher wur-
de deswegen meistens die Menge an Oberflichen-gebundenem Fibrinogen, das an ein
Fluorphor gekoppelt wurde, als indirekter Marker der GPIIblIla-Aktivierung verwendet.
2002 beschrieb Nieswandt et al. erstmals den monoklonalen Antikérper JON/A der spe-
zifisch die hoch affine Form des des murinen GPIIbIIIa bindet und eine direkte Beurtei-
lung ermoglicht'!!. Diesen Antikorper verwendeten wir fiir unsere Experimente. Hierbei
konnten wir keinen signifikanten Unterschied zwischen Plidttchen von VASP -/- und WT
Miusen nach Stimulation mit einem breiten Spektrum an Agonisten feststellen (>> Abb.
C.16, S.78). Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den von Hauser et al.%®> und Aszo-
di et al. publizierten Daten, wobei anzumerken ist, dass auch in unseren Versuchen die
GPIIbllIla-Aktivierung auf der Oberfliche von Pléittchen von VASP -/- Miédusen minimal
stiarker zu sein schien, der Unterschied zum Wildtyp aber nicht statistisch signifikant war.

Ein Verstdndnis der unterschiedlichen Ergebnisse kann nur unter Beriicksichtigung
der verwendeten experimentellen Werkzeuge erreicht werden. Deswegen sollen hier eini-

ge Einflussfaktoren niher erldutert werden:
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(1) Sowohl Aszodi et al. als auch Hauser et al. verwendeten Fibrinogen-Bindungs Assays
zur Evaluation der Fibrinogen-Rezeptor Aktivierung. Diese Technik hat einige Limita-
tionen: (a) Das gelabelte Fibrinogen konkurriert mit dem im Plasma vorkommenden (bei
Verwendung von PRP oder Vollblut) und dem von Thrombozyten freigesetzten Fibrino-
gen. (b) Die Aktivierung des allbf3 ist teilweise ein reversibler Prozess (z.B. nach Sti-
mulation von Plittchen mit ADP), was zu einem Verlust der Fibrinogen-Bindung vor der

Messung fiihren kann. (c) Fibrinogen polymerisiert eventuell auf der Oberflache aktivier-

allbB3

ter Pliattchen, was zu einer undefinierten Fibrinogen

Stochiometrie fithren kann. (d) Mogli-
che Subpopulationen von Thrombozyten, sogenannte COAT-platelets, retinieren auf ihrer
Oberfliche prokoagulatorische Proteine — u.a. Fibrinogen, Fibronectin, VWF, Faktor V
und Thrombospondin —, die durch Serotonin derivatisiert sind?0. Diese Nachteile kénnen
durch einen direkten Nachweis des aktivierten aIIbB3 iiberwunden werden, z.B. unter
Nutzung des mAb JON/A, dessen Verwendung prinzipiell zu genaueren Ergebnissen fiih-

ren sollte.

(2) Aszodi et al. verwendeten fiir ihre Experimente bovines Kollagen zur Stimulation
des PRP. Im menschlichen Genom existieren iiber 20 Gene fiir verschiedene Kollagen-
Formen. Typ I und III bilden einen grofen Teil der Extrazellularmatrix von Gefiflen, und
Typ IV ist die hdufigste Form in den Basallaminae der Gefil3e. Fibrilldres Kollagen en-
steht aus Parallelaggregation und kovalenter Vernetzung von Tropokollagen-Molekiilen.
Tropokollagen wiederum ist ein Tripelhelix aus 2 gleichartigen (1) und einer dritten
anderen Peptidkette (o). Fibrilldres Kollagen besteht aus mehr als einer Kollagen-Form
und enthilt andere Matrix-Komponenten. Wegen der ungenauen molekularen Zusammen-
setzung von fibrillirem Kollagen ist seine experimentelle Verwendung teilweise einge-
schriankt, denn unterschiedliche Prédparationen fithren zu unterschiedlichen Ergebnissen.
Des Weiteren hiingt die biologische Aktivitit wesentlich vom Modus der Verwendung
ab. In eigenen Experimenten konnten wir zeigen, dass lediglich ca. 10% aller Throm-
bozyten in WP durch Stimulation mit einer Suspension ,,Horm‘ Kollagen (fibrilléres,
equines Kollagen Typ I und III) aktiviert werden konnen (Daten nicht abgebildet). Bei
schlechter Durchmischung des Kollagens sank dieser Anteil noch. Dies deutet darauf hin,
dass wahrscheinlich nur ein relativ geringer Anteil der Thrombozyten mit den Kollagenfi-
brillen einen fiir eine Aktivierung ausreichenden Kontakt hatte. Experimentell wird hier-
durch die Reproduzierbarkeit von Experimenten deutlich erschwert. Wenn Kollagen hin-

gegen als Monolayer verwendet wird, konnen Plittchen vermutlich an mehr GPO-Motive
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(Glycin-Prolin-Hydroxyprolin) des Kollagen gleichzeitig binden, was zu einer weitaus
vollstindigeren Aktivierung fiihrt.

Zum einen ist die Verwendung von Kollagen also aufgrund zahlreicher Praparationen
schlecht standardisiert, weswegen definierteren Kollagen-Rezeptor Agonisten, wie dem
CRP (collagen related peptide, ein GPO beinhaltendes Peptid) oder anderen Agonisten,
der Vorzug zu geben ist. Zum anderen gestaltet sich die Verwendung von Kollagen als
Suspension experimentell schwierig und erscheint insgesamt auch unphysiologisch. In

eigenen Versuchen haben wir deswegen von einer Verwendung von Kollagen abgesehen.

(3) Fibrinogen-Bindungs-Assays werden meistens als FACS-Analyse, eine Methode zur
Untersuchung einzelner Zellen, durchgefiihrt. Bei Stimulation von PRP, wie bei Aszodi et
al. und Hauser et al., kommt es zu Plédttchen-Aggregation. Die Aggregate werden folgend
durch die FACS-Software aufgrund ihrer GroBe herausgefiltert und ein Teil der aktivier-
ten Thrombozyten nicht mehr erfasst. Dies kann zu einem systematischen Fehler fiihren,
der durch die Verwendung von WP anstatt von PRP verhindert werden kann. Allerdings
verlangt die Praparation von WPs, wie in unseren Experimenten, hidufigeres Zentrifugie-
ren, was die Gefahr einer Priaktivierung und eingeschrinkten Thrombozytenantwort nach
Stimulation mit sich bringt. Eine Ubersicht iiber die Schwierigkeiten der Plittchenpripa-
ration soll hier nicht gegeben werden, es liegt aber auf der Hand, dass die pridanalytische

Phase einen erheblichen Einfluss auf die Ergebnisse hat.

p-Selektin Expression und Serotonin Sekretion

Als Marker fiir die Sekretion von ¢-Granula bestimmten wir die p-Selektin Expression
und fiir die Sekretion der 8-Granula (dense granules) die Serotonin Sekretion nach Akti-
vierung der Thrombozyten mit unterschiedlichen Agonisten.

Hierbei zeigte sich, dass in unseren Experimenten VASP weder einen signifikanten
Einfluss auf die Sekretion der o-Granula noch der 6-Granula hatte, auch nicht nach Vor-
inkubation mit 8-pCPT-cGMP. Ahnlich wie bei der GPIIblIla-Aktivierung, erschien die
p-Selektin-Expression und die Serotonin-Sekretion bei Thrombozyten von VASP -/- Miu-
sen zundchst minimal stdrker. Der Unterschied zum Wildtyp war aber nicht signifikant.
Die Ergebnisse der Serotonin-Sekretion sind konsistent mit den Befunden von Aszodi et
al.%, der zusitzlich auch nach Verwendung von Sp-5,6-DCL-cBIMPS keine Ungleichhei-

ten feststellen konnte.
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Die Resultate der p-Selektin Expression weichen allerdings von den Befunden von

Hauser et al.®?

ab, die eine deutliche Hemmung der p-Selektin Oberflichenexpression
nach Thrombin-Stimulation beobachtete. Die verwendete Thrombin-Konzentration be-
trug hierbei 0,5 U/ml (vgl. 0,003 und 0,01 U/ml in den eigenen Experimenten) und er-
scheint unphysiologisch hoch. Das Problem der Verwendung von PRP fiir die FACS-
Analyse findet hier genauso Anwendung, wie bei der Messung der Fibrinogen-Bindung.
Eine weitere Schwierigkeit besteht in der Verwendung von PFA (Paraformaldehyd) zur
Fixation von Plittchen, wie sie weit verbreitet ist und auch von Hauser et al. verwendet
wurde. Generell kann PFA zur Alterationen der Pléttchenaktivierung fithren und das Er-
gebnis beeinflussen. Es sei allerdings angemerkt, dass gezeigt wurde, dass der Einfluss
von PFA auf die p-Selektin Expression bei Fixierung der Thrombozyten nach Inkubation

t127, Wir verwendeten fiir un-

mit dem Antikorper bei humanen Thrombozyten gering is
sere Experimente einen weiterentwickelten p-Selektin Assay unter Verwendung von WP
und verzichteten auf PFA. Die vorliegenden Experimente unterscheiden sich weiterhin
von den durch Hauser et al. beschriebenen Versuchen durch eine unterschiedliche Inku-
bationszeit mit dem jeweiligen Agonisten. Sie war bei den eigenen Versuchen mit 10 min
gegeniiber 1 min deutlich lidnger als bei Hauser et al., so dass unterschiedliche Ergeb-

nisse eventuell auf einer unterschiedlichen Freisetzungskinetik zwischen VASP -/- und

WT-Miusen beruhen kdnnten. Hierzu liegen bisher allerdings keine Daten vor.

D.43 Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung unter
Flussbedingungen

Die Flusskammer simuliert in-vitro die Bedingungen eines Endotheldefektes bei dem die
subendotheliale Matrix exponiert wird. Hierbei wird Vollblut iiber einen mit fibrilldarem
Kollagen beschichteten Objekttriger geleitet und es kommt unter Flussbedingungen zur
Thrombusbildung. Im Gegensatz zu anderen in-vitro Assays wird hier ein weit komplexe-
rer Vorgang analysiert und Storungen der Adhésion, Aktivierung, Aggregation, Sekretion
und prokoagulatorischen Aktivitit haben Einfluss auf das Ergebnis. Subtile Defekte der
Thrombozytenfunktion sollten hier deutlicher zu Tage treten, falls sich ihre Effekte addi-
tiv verhalten.

Wir konnten zeigen, dass die Inhibition der Thrombusformation durch SNP bei VASP
-/- Méusen signifikant beeintrichtigt ist und dass Versuche mit Iloprost oder mit JAQ1

+ Thromboxan keine signifikanten Unterschiede ergaben (> Abb. C.20, S. 82). Diese
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Ergebnisse korrelieren mit den Befunden von Massberg et al.”®

, der durch Intravital-
Mikroskopie darlegen konnte, dass in-vivo sowohl unter physiologischen als auch unter
pathophysiologischen Bedingungen (Ischimie/Reperfusion, atherosklerotisch verdnder-
tes Endothel, endotheliale Denudation) die Adhésion der Thrombozyten von VASP -/-
Maiusen deutlich gesteigert ist und dass insbesondere die Plittchenadhision in VASP -/-
Mutanten nicht responsiv auf NO ist. Wir bestétigten, dass VASP wesentlich fiir die NO-
abhéngige Inhibition der Adhdsion und Thrombusformation ist.
Flusskammer-Messungen erscheinen in Anbetracht dieser Ergebnisse gut geeignet als
Screening-Test auf Stérungen der Thrombozytenfunktion. Zwar geben in-vivo Versuche
noch bessere Einsicht in die Relevanz eines Defektes, die Flusskammer ist aber weitaus

einfacher in der Anwendung als die Intravital-Mikroskopie und enthilt weniger unbe-

kannte Einflussgrofen.

Schlussfolgerung: Einfluss von VASP auf die Thrombozyten-
funktion

Wir konnten darlegen, dass NO die Thrombusbildung muriner WT Pléttchen in Flusskam-
merversuchen drastisch hemmt. Im Kontrast dazu war NO in VASP defizienten Plittchen
ineffektiv. Korrelierende Ergebnisse konnten von Massberg et al. in in-vivo Versuchen
durch intravital-Mikroskopie gewonnen werden’®. Beide Experimente belegen, dass die
Inhibition der Agonisten-induzierten Plidttchenadhiision und konsekutive Thrombusfor-
mation durch den NO/cGMP-Signalweg in VASP-defizienten Plittchen gestort ist.

Insgesamt hatte VASP in unseren Experimenten keinen signifikanten Einfluss auf die
GPIIblIIa-Aktivierung und die o- und 6-Granula Sekretion. Diese Ergebnisse sind be-
ziiglich GPIIbIIIa-Aktivierung und a-Granula Sekretion widerspriichlich zu bisherigen
Annahmen, unterstiitzen aber bisherige Befunde zur §-Granula Sekretion®%3. Zusam-
mengenommen kann vermutet werden, dass das AusmaB des Effektes der VASP-Deletion
auf die Integrin-Aktivierung und die Sekretion bislang tiberschitzt wurde.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die Theorie, dass die VASP-Deletion zu
subtilen Storungen der Thrombozytenfunktion fiihrt, die erst in komplexeren Assays sicht-
bar werden, die das Zusammenwirken einzelner Elemente der Thrombozytenfunktion und
der Thrombozyten/GefdBwand-Interaktion abbilden. Beispiele fiir solche Assays sind die
Flusskammer und die Intravital-Mikroskopie.

Die kiirzlich veroffentlichen Ergebnisse, dass VASP der kritische Effektor der Protein
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Kinase CJ ist, die die Plittchenaggregation negativ reguliert, unterstreichen die Rolle von

VASP in der Plittchenhemmung!!®.
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Kapitel E
Zusammenfassung

Clopidogrel hat sich als potentes Medikament zur Verhinderung kardiovaskuldrer Er-
eignisse sowohl bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom ohne ST-Hebung (non-STE-
ACS) als auch bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt mit ST-Hebung (STEMI) erwie-
sen (CURE- und COMMIT-Studie). Insbesondere der Nutzen einer Vorbehandlung mit
Clopidogrel bei perkutaner Koronarintervention ist bei Patienten mit non-STE-ACS und
STEMI gut belegt (PCI-CURE- und PCI-CLARITY-Studie).

Ein betridchtlicher Anteil der Patienten zeigt allerdings kein addquates Ansprechverhal-
ten auf Clopidogrel. Wir etablierten deswegen zusitzlich zu einem bereits bestehenden
FACS-Assay, der den Effekt von Clopidogrel anhand der Phosphorylierung des Prote-
ins VASP quantitativ bestimmt, einen neuartigen auf dem gleichen Prinzip beruhenden
enzyme-immuno assay (EIA). In einer Doppelblindstudie mit gesunden Probanden spie-
gelten im systematischen Vergleich von VASP-EIA, VASP-FACS und anderer verbreiteter
Verfahren (Aggregation, p-Selektin Expresssion, PFA100) sowohl die VASP-Assays als
auch die Aggregation die Plittchen-Inhibition deutlich wider. Demgegeniiber waren we-
der die p-Selektin Expression noch der PFA100 ein Indikator fiir den Clopidogrel-Effekt.
Die VASP-Assays zeichneten sich im Vergleich zur Aggregation durch bessere Quan-
tifizierbarkeit und eine enge Abhingigkeit von der Zielstruktur des Clopidogrels, dem
P2Y12-Rezeptor, aus. So hatte eine Medikation mit Acetylsalicylsdure keinen Einfluss

auf die VASP-Assays, verminderte allerdings die Aggregation.

Weiterhin konnten wir im Rahmen der Probandenstudie durch Verwendung PAR- (protease-

activated receptor) spezifischer Peptide (SFFLRN, AYPGKF) und dem stabilen Throm-



E. Zusammenfassung

boxan A2 Analog U46619 in ex-vivo Versuchen nachweisen, dass die antithrombozytiren
Eigenschaften des Clopidogrels zum Teil auf der indirekten Hemmung der Thrombin-
und Thromboxan-induzierten Plittchenaktivierung beruhen. Diese Ergebnisse betonen

die zentrale Bedeutung Go;-vermittelter Signalwege in Thrombozyten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit strebten wir an, neue Substrate der cGMP-abhingigen Prote-
inkinase zu identifizieren und das bekannte Substrat VASP weiter zu charakterisieren. Die
Plittchenadhésion und -aktivierung an der Zellwand sind initiale Ereignisse der arteriel-
len Thrombose. Prostacyclin und NO erhdhen die intrazellulire Konzentration zyklischer
Nukleotide (cAMP, cGMP). Dies fiihrt zu einer umfassenden Inhibition der Thrombo-
zyten, hauptsichlich durch Aktivierung der cAMP- bzw. cGMP-abhiingige Proteinkinase
(cAK, cGK). Es liegt bisher kein schliissiges Bild davon vor, wie die Substrate der cAK

und cGK die Plittcheninhibition regulieren.

Wir identifizierten zunichst das adenylylcyclase-associated protein (CAP1) anhand der
Analyse des humanen Plittchen-Phosphoproteoms als neues Substrat der cGK, das in-
nerhalb von Sekunden nach SNP-Stimulation phosphoryliert wird. Die Separation des
Phosphoproteoms erfolgte durch 2D-Gelelektrophorese. Wildtyp-CAP1 und Mutanten,
bei denen an putativen Phosphorylierungsstellen Serin bzw. Threonin durch Alanin aus-
getauscht wurde, wurden anschlieend in PtK;-Zellen exprimiert. Bisher konnte die Ko-
Transfektion von PtK,-Zellen mit CAP1 und ¢GK eine Phosphorylierung von CAP1
durch die ¢cGK nicht bestitigen. Weitere Anstrengungen werden nétig sein, CAP1 als

c¢GK-Substrat zu etablieren.

Flusskammerversuche zeigten, dass die Hemmung der Thrombusformation durch SNP
bei VASP-defizienten Méusen im Vergleich zu Wildtyp-Méusen (WT) ineffektiv ist und
belegen, dass die Inhibition der Agonisten-induzierten Thrombusformation durch den
NO/cGMP-Signalweg in VASP-defizienten Plittchen gestort ist. VASP hatte in unseren
Experimenten keinen signifikanten Einfluss auf die GPIIbIIla- Aktivierung (gemessen mit
dem monoklonalen Antikorper JON/A), die Serotonin-Sekretion (0-Granula) und die p-
Selektin-Expression (¢-Granula). Die Ergebnisse legen nahe, dass die VASP-Deletion zu
subtilen Stérungen von Thrombozytenfunktionen fiihrt, die erst in Experimenten deutlich

zu Tage treten, die ihr Zusammenspiel abbilden.
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