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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

In der Physiologie der primdren Héamostase spielen die Thrombozyten oder
Blutpldttchen eine zentrale Rolle. Thre erste sorgfiltige Beschreibung erfolgte durch
den deutschen Anatom Max Schultze (1825-1874) im Jahre 1865.1 Dieser sah in den
Blutpladttchen ,Kiigelchen” mit einem Durchmesser von 0,001 - 0,002 mm. Schulze
beschrieb erstmals den aktivierten Zustand der Blutplidttchen und verglich sie hierbei

mit der Amoeba porrecta aus dem Mittelmeer (Abb.1.1).

Abb. 1.1 Schultzes Darstellung 17 (A) und 18 (B) des Blutplittchens. Originalbeschriftung: Abb. 17.
Die granulédren Gebilde, die oft in grofien Ansammlungen im normalen menschlichen Blut auftreten.
Abb. 18. Dieselben nachdem das fibrose Material des Blutstropfen unter dem Deckgldschen geronnen

ist.1

Diese von Schultze beschriebenen “Kiigelchen” wurden 1882 von Giulio Bizzozero
als Blutpladttchen identifiziert. Von ihm stammt gleichermafien die erste
Beschreibung der Pldttchenadhdsion am Ort einer Verletzung.? James H. Wright
(1869 - 1928) kldrte im Jahre 1906 die Herkunft des Blutpldttchens. Er erkannte die
Thrombozyten als Abschniirung der Plasmamembran der Megakaryozyten im

Knochenmark.



1. Einleitung

Der Blutfluff wird durch das vaskuldre Endothel aufrechterhalten. Es
verhindert die Koagulation des Blutes, die Pldttchenaggregation und fordert die
Fibrinolyse. Hierzu schiittet das Endothel eine Reihe antithrombogener und
vasoaktiver Substanzen aus, zu denen Prostazyklin (PGL) und Stickstoffmonoxid
(NO) gehoren. Das Endothel stellt eine schiitzende Barriere dar, die das Blut und die
Plasmafaktoren von den Komponenten des Subendothels trennt. Zu diesen
Komponenten gehoren adhdsive Proteine wie der von-Willebrand-Faktor (vVWE),
Kollagen, Fibronektin und Lamin. Diese Proteine férdern die Pldttchenadhésion.
Kommt das Blut mit dem Subendothel in Kontakt, so wird die Bildung eines
hdmostatischen  Pfropfs, bestehend aus Thrombozyten und loslichen
Plasmakomponenten, stimuliert. Dieser dichtet die GefdfSwandverletzung ab,
wodurch die Blutung gering gehalten wird. Die aktivierten Thrombozyten
rekrutieren weitere Blutpldttchen, wodurch der Thrombus wéchst, und schiitten
gleichzeitig eine Reihe vasokonstriktorischer Substanzen (ADP/ATP, Serotonin,
Thromboxan Ay) aus. Dies fithrt zu einer weiteren Verringerung des BlutflufSes zu
der Wunde hin. Unter physiologischen Bedingungen bleibt die Bildung des
hamostatisch wirksamen Thrombus auf den Ort der Verletzung beschrankt. Der
Blutflufs und die von ihm abhédngige Versorgung des umliegenden Gewebes werden

nicht beeintrachtigt.

1.1 Thrombozyten

Thrombozyten oder Blutpldttchen sind mit einem Durchmesser von 4,5 um
die kleinsten Blutkorperchen.3 Sie entstehen durch Abschnirungen aus
Megakaryozyten. Die Blutplidttchen von Sdugetieren besitzen im Gegensatz zu denen
von Fischen, Reptilien und Vogeln keinen Zellkern. Thrombozyten spielen eine
zentrale Rolle in der Physiologie der Blutgerinnung.

Bei gesunden Menschen zirkulieren ca. 150 - 380 * 103 Thrombozyten/ ul Blut.
Ihre durchschnittliche Lebensdauer betrdgt acht bis zwolf Tagen. Die Blutpladttchen
werden in der Milz und zum Teil in der Leber abgebaut. Ruhende Thrombozyten

haben eine diskoide Form. Nach ihrer Aktivierung durch Agonisten wie Thrombin

2



1. Einleitung

oder ADP durchlaufen sie eine Formverdanderung und nehmen eine sphérische Form
mit Pseudopodien an, welche bis zu 5 pM lang sein konnen. (Abb. 1.2).

Die Blutpldttchen sind an einer Reihe physiologischer und
pathophysiologischer Prozesse beteiligt, von denen die Hadmostase und
Blutgerinnung  die  wichtigsten sind. Sie spielen eine Rolle bei
Entztindungsreaktionen (Arteriosklerose, allergisches Asthma), der Tumorbiologie
(Tumorwachstum, Tumor-Metastase), der Aufrechterhaltung des vaskuldren Tonus’
(durch Serotoninaufnahme und -abgabe) und immunologischen Reaktionen

(Superoxidproduktion, Abtotung von Bakterien).4

Abb. 1.2 (A) Glatter, diskoider Zustand der ruhenden Blutplittchen. (B) Formverinderte, aktivierte
Form der Thrombozyten mit Pseudopodien.

Quelle: http:/ /www.perfusion.com/ perfusion/articles/ general /9905-platelet-anatomy/

1.1.1 Entstehung der Thrombozyten

Thrombozyten gehen im Knochenmark aus den Megakaryozyten hervor. Die
Reifung der Megakaryozyten geht mit Endomitose einher. Durch eine Verdopplung
der Zellkerne ohne darauf folgende Zellteilung entstehen polyploide Riesenzellen.
Die zytoplasmatischen Organellen werden in Doménen organisiert, welche die in der
Entstehung begriffenen Thrombozyten reprédsentieren. Diese sind durch ein
Netzwerk invaginierter Plasmamembranen voneinander abgegrenzt sind.

Innerhalb des Knochenmarks sind die Megakaryozyten an der Wand des

Knochens lokalisiert. Von hier aus geben sie grofiere Segmente ihres Zytoplasmas in
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den Blutstrom ab. Durch die Scherkrifte des Blutstroms kommt es zu einer

Fragmentierung des Megakaryozytenzytoplasmas in die einzelnen Thrombozyten.

1.1.2 Morphologie

Die Struktur der Thrombozyten kann morphologisch in vier Bereiche

unterteilt werden, welche jeweils spezifische Funktionen {ibernehmen:

* Periphere Zone
» Strukturelle Zone
* Zone der Organellen und

* Membransystem

Open
Canalicular

. Cover (Peripheral Zone)
System *,

) Mitechondrla
s

H‘"“"--n._ Dense
Tubular

System

e
\"“' Micratubular System

Cytoskelaton

Abb. 1.2 Die PLittchenmorphologie http:/ /www.platelet-research.org/1/intro.htm

1.1.2.1 Periphere Zone

Die periphere Zone der Thrombozyten wird von der Plasmamembran
gebildet. Sie ist extrazellulir von der Glykokalyx umgeben, einer Kapsel oder
Schleimhiille, welche aus verschiedenen Glykoproteinen, Proteinen und
Mukopolysacchariden aufgebaut ist, die kovalent mit den Membranproteinen und

Membranlipiden verbunden sind. An die Proteine und Lipide der Glykokalyx sind
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N-Acetylneuraminsdurereste gebunden, wodurch die Glykokalyx auf ihrer
Oberfldche negativ Ladungen tragt.5 Hierdurch kommt es zu einer elektrostatischen
AbstofSung, die eine Adhdsion der ruhenden Pldttchen aneinander sowie an das, an
seiner Oberfldche ebenfalls negative Ladungen tragende, Endothel verhindert.

Die Zytoplasmamembran besteht aus einer polarisierten Phospholipidschicht,
in welche die verschiedenen Membranproteine eingebettet sind. Innerhalb der
Plasmamembran sind die Phospholipide asymmetrisch verteilt. Neutrale
Phospholipide wie Phosphatidylcholin (Lecithin) und Phosphatidylethanolamin sind
nach aufien, negative Ladungen tragende Phospholipide wie Phosphatidylinositol
und Sphingomyelin nach innen gerichtet. Dieser asymmetrische Aufbau der
Plasmamembran ist ein bedeutender Faktor fiir die Pldattchenfunktion.® Die
Organisation der Phospholipide verdndert sich wahrend der Pldttchenaktivierung,
wodurch die anionischen Phospholipide mehrere Schritte in der Plasmakoagulation
beschleunigen.”

In die Plasmamembran der Thrombozyten ist eine Vielzahl von Proteinen
eingebettet, die Rezeptoren fiir Agonisten und fiir Adhédsionsproteine darstellen.
Hierzu gehoren die Rezeptoren fiir ADP und Thrombin oder Fibrinogen und den

von-Willebrand-Faktor.

1.1.2.2 Strukturelle Zone

Die strukturelle Zone liegt unter der Plasmamembran der Thrombozyten und
bildet ein Netzwerk aus Mikrotubuli und verschiedenen anderen Strukturproteinen.?
Die Komponenten der strukturellen Zone halten die diskoide Form des ruhenden
Thrombozyten aufrecht und sind aktiv an der Formverdanderung der Thrombozyten
auf ihre Aktivierung hin beteiligt. Das Zytoskelett der Thrombozyten besteht zu 15 -
20 % aus Aktin und Aktin-Bindungsproteinen. Nach der Aktivierung des
Blutpldttchens und dem darauf folgenden intrazelluldarem Ca?* Anstieg polymerisiert
das 16sliche monomere G-Aktin zu seiner Filament-Form (F-Aktin). Das Aktin ist im

Zytoplasma mit Myosin assoziiert. Eine Aktivierung der Thrombozyten fiithrt zu der
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Bildung von Filamenten aus Aktin und Myosin. Diese besitzen eine Verbindung zu

den Zellorganellen und reorganisieren diese wahrend des Aktivierungsvorganges.

1.1.2.3 Zone der Organellen

Das Zytoplasma mit seinen Mitochondrien, Glykogenspeichern und drei
verschiedenen Speichergranula (dichte Granula, a-Granula und lysosomale Granula)
stellt die Zone der Organellen dar. Die Granula dienen als Speicher fiir Proteine und
andere fiir die Plattchenfunktion essentielle Substanzen und sind charakteristisch fiir
die Blutpldttchen. In den dichten Granula werden verschiedene niedermolekulare
Verbindungen wie ADP, ATP, Ca?* und Serotonin gespeichert. Die zahlenmifdig am
hédufigsten vorhandenen a-Granula beinhalten eine Reihe von Proteinen, die
verschiedene biologische Funktionen wie die Adhédsion, Aggregation, Chemotaxis,
Entztindung und Wundheilung beeinflussen. Hydrolytische Enzyme sind in den
lysosomalen Granula gespeichert, die den Lysosomen anderer Zellen dhneln. Einige
der Inhaltsstoffe der Granula werden bereits in den Megakaryozyten synthetisiert,
wihrend andere aus dem Blutplasma in die Granula aufgenommen werden.® Auf die
Aktivierung der Blutpldttchen hin fusionieren die Granula mit der

Plattchenmembran und schiitten ihre Inhaltsstoffe aus.

Dichte Granula ATP, ADP, Ca?*, Serotonin, Phosphat, Guaninnukleotide

a-Granula * Enzyme

ai-Antitrypsin, a-Makroglobulin, a>-Antiplasmin, C1-Esterase-Inhibitor

= adhisive Proteine

Fibrinogen, Fibronektin, von-Willebrand-Faktor, Thrombospondin, Vitronektin,
Glykoprotein IIb-Illa

=  Wachstumsfaktoren

platelet-derived growth factor, Transforming growth factor B, Epidermal growth factor,
Endothelial cell growth factor

= Koagulationsfaktoren

HMWK, Plasminogen, PAI-1, Faktor V, Faktor XI, Fibrinogen, Protein S

= zytokindhnliche Proteine

Interleukin 1, CD-40 Ligand, Plattchenfaktor 4, B-Thromboglobulin, Elastase,
Kollagenase, Kathepsin,

Lysosom a-Arabinosidase, f-Galactosidase, 3-Glucuronidase, N-Acetylglucos-aminidase, Elastase,
Kollagenase, Kathepsin

Tabelle 1.1 Ubersicht iiber Granula der Blutplittchen
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1.1.2.4 Membransysteme

Das Membransystem besteht aus einem offenen kanalikuldren System
(“surface-connected open canalicular system”, SCCS) und dem dichten tubuldren
System (“dense tubular system”, DTS). Es stellt bis weit in das Innere der
Thrombozyten reichende gewundenen Kandlen dar. Diese sind mit der
Plasmamembran verbunden und vom Extrazelluldirraum durch Poren zugdnglich.
Das DTS ist ein Abkommling des rauen ER der Megakaryozyten und ein
Hauptspeicherort fiir Kalziumionen (Ca?*). Ca?* spielt eine zentrale Rolle in der
Regulation des Pldttchenmetabolismus und der Plidttchenaktivierung. Steigt der Ca2*-
Spiegel tiber eine bestimmte Schwelle, so kommt es zu einer Formverdnderung der

Thrombozyten mit der Bildung von Pseudopodien und Degranulierung.

1.1.3 Die Rolle der Thrombozyten in der Himostase

1.1.3.1 Plittchenadhision, -aktivierung und -aggregation

Unter physiologischen Bedingungen stellen die Blutpldttchen die Integritdt der
Gefédfiwande nach einer Verletzung wieder her und verhindern Blutungen nach einer
Gewebsverletzung. Eine Verletzung der Gefdffwand fithrt zu der Freilegung
extrazelluldrer Matrixproteine und zu der Adhésion, Aktivierung und Aggregation
der Thrombozyten.l% 11 Kollagen, der an Kollagen gebundene von-Willebrand-
Faktor, Laminin und Fibronektin stellen die Hauptkomponenten der extrazelluldren
Matrix dar, an die sich die Blutplédttchen binden. Die Adhésion beginnt mit dem
Scheren und Rollen der Pldttchen tiber den Kollagen-vWF-Komplex in der
extrazelluldren Matrix und ist abhdngig von der Bindung des GPIba an den vWF.
Verschiedene Beobachtungen deuten darauf hin, dafi die Adhésion an Kollagen
durch das Integrin axp: vermittelt wird, mit GPVI als zentraler Rezeptor fiir die
Aktivierung der adhdrenten Blutpladttchen.!> Die Aktivierung der Pléttchen fithrt zu
der Formverdnderung und Ausbreitung entlang der Kollagenfasern. Eine Sekretion

von ADP und TxA: rekrutiert weitere Blutpldttchen an den Ort der Verletzung.

7
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Daher beginnt die Pldttchenaktivierung mit der Bindung adhésiver Liganden wie
Kollagen und vWF und exitatorischer Agonisten wie dem von vaskuldren Zellen und
den Plattchen ausgeschiittetem ADP, dem in Thrombozyten synthetisierten TxAx
und dem an der Membran stimulierter Pldttchen generiertem a-Thrombin, welche
die Pldttchenrezeptoren aktivieren. Die Aktivierung wird durch intrazellulédre
Signalwege weitergeleitet und fihrt zur Aktinpolymerisierung und einer
Reorganisation des Zytoskeletts, Sekretion der Speichergranula und dem darin
enthaltenen Kalzium, vWF, ADP und P-Selektin. Hierdurch kommt es zu einer
Verstirkung der Aktivierung und Aggregation und zu der Prdsentation von
Phosphatidylserin, welches wiederum die prokoagulierende Aktivitdt verstarkt und
den Thrombus weiter stabilisiert. Durch die Aggregation kommt es zu der
Akkumulation von Pldttchen an den hdmostatischen Thrombus. Die Aggregation
wird durch das aktivierte Integrin amPs vermittelt. Dieses spielt eine wichtige Rolle
in der stabilen Adhdsion und Bindung von Fibrinogen, vWF und Fibronektin und ist
daher von grofser Bedeutung fiir die Interaktionen zwischen den Blutplédttchen und

der stabilen Pldttchenaggregation.

1.1.4 Oberflichenrezeptoren

1.1.4.1 Integrine

Integrine sind Adhdsionsrezeptoren. Adhésionsrezeptoren verbinden das Zytoskelett
einer Zelle mit der extrazelluliren Matrix. Sie sind mit den intrazelluldren
Signalwegen verbunden und an der Plidttchenaktivierung beteiligt. Integrine sind aus
je einer a- und B-Untereinheit bestehende Heterodimere. Ihre Klassifizierung erfolgt
anhand der P-Kette. Diese paart sich mit einer spezifischen a-Kette, wodurch ein
funktioneller Rezeptor gebildet wird. Zu den bisher auf der Oberfliche der
Thrombozyten beschriebenen Integrinen gehort das Glykoprotein Ib-V-IX, welches
mit dem von-Willebrand-Faktor interagiert und den ersten Kontakt zwischen dem
zirkulierenden  Blutpldttchen und der Zellwandldsion  herstellt, die

Kollagenrezeptoren Glykoprotein IV und VI und Integrin azp1 sowie der Fibrinogen

8
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Rezeptor Integrin ampPs. Weitere Adhdsionsrezeptoren, die mit der extrazelluldren
Matrix interagieren, sind der Fibronektin Rezeptor Integrin asp; und die Rezeptoren
fur Vitronektin (Integrin avPs) und Lamin (Integrin aePi). P1- und Po-Integrine
erkennen ihre spezifischen Glykoproteine anhand einer der Arginin-Glyzin-Aspartat
(RGD)-Aminosduresequenz. Diese RGD-Sequenz ist Bestandteil einer Vielzahl

extrazelluldrer Matrixproteine.

1.14.1.1 Glykoprotein Ib-V-IX

Das Glykoprotein Ib-V-IX ist durch seinen Leuzin-Reichtum gekennzeichnet und
besteht aus vier Untereinheiten: GPIba (150 kDa), GPIbf (27 kDa), GPV (82 kDa) und
GPIX. Die GPIba-Untereinheit spielt die zentrale Rolle in der Rezeptorfunktion des
Glykoprotein Ib-V-IX. Im Bereich seiner extrazelluliren Doméne besitzt GPIba
Bindungsstellen fiir den von-Willebrand-Faktor (vWF) und Thrombin, wodurch das
Glykoprotein Ib-V-IX ebenfalls eine Rolle in der Thrombin-induzierten
Signaliibermittlung hat.’3 GPIba und GPIbP sind tiber Disulfidbriicken kovalent
miteinander verbunden. Ein GPIb-Molekiil bindet nicht kovalent an eine GPIX-
Untereinheit. Die zentrale Finheit des Rezeptorkomplexes bildet die GPV-
Untereinheit. Um diese sind je zwei GPIb-GPIX-Komplexe gruppiert. Bei der
autosomal-rezessiv vererbten hdmorrhagischen Thrombozytendystrophie, dem
Bernard-Soulier Syndrom, liegt eine Dysfunktion des Glykoprotein Ib-V-IX vor.
Hierdurch kommt es zu einer verldngerten Blutungszeit und einer verminderten
Zahl und vergrofierten Blutplédttchen (Makro-Thrombozytopenie).14

Die Hauptaufgabe des Glykoprotein Ib-V-IX besteht in der Adhédsion der
zirkulierenden Thrombozyten an den in Kollagenfibrillen immobilisierten von-
Willebrand-Faktor des freiliegenden Subendothels entgegen der hohen Scherkrifte
des Blutstroms. Diese Interaktion zwischen dem freiliegenden von-Willebrand-
Faktor und dem Glykoprotein Ib-V-IX ist allerdings nicht ausreichend um die
Blutpladttchen fest an die subendotheliale Matrix zu binden. Stattdessen kommt es
durch die Interaktion zwischen dem Glykoprotein Ib-V-IX und dem Subendothel zu

einem langsameren Rollen der Thrombozyten {iiber die thrombogene Oberfldche.

9
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Steigen die Scherkrifte an, so kommt es auch zu einer gesteigerten Adhésion der
Blutplidttchen an die thrombogene Oberfldche. Dieser Anstieg der Glykoprotein Ib-V-
IX-vWF Interaktion ist hochstwahrscheinlich auf eine scherkraftinduzierte
Konformationsdnderung des Glykoprotein Ib-V-IX und des vWF zurtickzufiihren.1
Durch die Interaktion zwischen Glykoprotein Ib-V-IX und vWF kommt es zu der
Aktivierung von Integrin amf3, wodurch das Blutpldttchen stabiler an die
subendotheliale Matrix adhédrieren kann. Anschlieflend binden die aktivierten
Integrine an das Fibrinogen und den von-Willebrand-Faktor und tragen so zu der
Thrombusbildung bei.1”

Verschiedene Beobachtungen lassen vermuten, dafs das Glykoprotein Ib-V-IX
neben dem vWF noch andere Liganden bindet. Bei einer sehr hohen P-Selektin
Expression auf der Oberfliche der Blutpldttchen binden Leukozyten aus dem
Blutstrom heraus an die Thrombozyten. Die Leukozyten wandern anschlieffend
durch den Thrombus in das darunter liegende Gewebe ein.’® Daneben soll der
Glykoprotein Ib-V-IX Komplex eine Rolle in Entziindungsreaktionen spielen und

hierbei als Rezeptor fiir endotheliales P-Selektin dienen.?

1.1.4.1.2 Glykoprotein VI

Das Glykoprotein VI (GPVI) ist ein Kollagenrezeptor mit einem Gewicht von
62 kDa und neben dem Integrin a»p: wesentlich an der Pldttchenadhdsion an
Kollagen beteiligt. Zwar ist die direkte oder indirekte Bindung von Kollagen an die
aktivierten Integrine axpiund ampPs ausreichend um die rollenden Pldttchen fest
adhérieren zu lassen, GPVI spielt hier jedoch eine wichtige Rolle. GPVI ist fiir die
Aktivierung der Integrine verantwortlich. Die stabile Adhdsion an Kollagen unter
hohen Scherkriften benétigt die von GPVI ausgehenden und von ADP, TxA> und
dem entstehenden Thrombin verstdrkten intrazelluliren Signalwege. Hinweise

hierauf erhielt man durch Versuche mit GPVI - FcR y-defizienten Blutpléttchen. Ihre

verminderte Adhédsion an Kollagen unter Fluf$ wurde durch die Zugabe von Mn2*

wiederhergestellt, das die Integrine direkt aktiviert.1?

10



1. Einleitung

Die Expression von GPVI ist auf Megakaryozyten und Blutpldttchen
beschrankt. Die extrazellulire Region des Glykoprotein VI besteht aus
Immunglobulin C2-dhnlichen Doménen, einer Muzin-dhnlichen Serin/Threonin-
reichen Region, einer Transmebranregion und einem kurzen zytoplasmatischen Teil
von 51 Aminosduren (AS) Liange mit einer Calmodulin-Bindungsstelle.? Das GPVI
bildet mit dem Fc Rezeptor (FcR) einen Komplex, wobei zwischen der
Transmembrandoméidne des  Glykoprotein VI und der y-Kette der

Transmembrandoméne des Fc Rezeptors eine Salzbriicke gebildet wird, welche fiir

die GPVI - FcR y-Kette Komplexbildung erforderlich ist. Die Ausbildung des GPVI -

FcR y-Kette-Komplexes ist entscheidend fiir die Bindungsaktivitdt des Glykoprotein
VI gegeniiber Kollagen.?> 22 Die Stdrke der intrazelluldren Signale auf eine
Ligandenbindung an das Glykoprotein VI hin hdngt davon ab, inwieweit der Ligand
fahig ist GPVI quer zu vernetzen und die Rezeptoren zu verkniipfen.?3 Die
Quervernetzung von GPVI fithrt zu der Tyrosinphosphorylierung der ITAM
(Immunreceptor Tyrosine-Based Activation Motif) Doméne in der FcR y-Kette durch
die Src Kinasen Fyn und Lyn. Hierdurch kommt es zu der Bindung und Aktivierung

der Src Tyrosinkinase, wodurch stromabwirts PLCy und PI3K aktiviert werden.

1.1.4.1.3 Integrin axp:

Der erste bedeutende Rezeptor auf der Plattchenoberfliche, der als
Kollagenrezeptor beschrieben wurde, war Integrin axpi. Er ist nicht nur an der
Adhésion der Plittchen an Kollagen, sondern auch an der Kollagen-induzierten
Signaltransduktion beteiligt.?#?” Die Bindung von Integrin azf1 an Kollagen wird
durch verschiedene Agonisten verstarkt?®, wobei ADP hier eine wichtige Rolle in den
direkten Signalwegen spielt.?? Es wurde zundchst davon ausgegangen, dafd Integrin
azP1 derjenige Rezeptor auf der Thrombozytenoberflidche ist, der die wichtigste Rolle
fur die Adhdsion und Aktivierung der Plittchen spielt. Integrin axp: stimuliert keine
Tyrosinkinase-Aktivitdt, welche fiir die Kollagen-induzierte Aktivierung der

Plattchen notig ware. Daher wurde ein ,two step two sites” Modell vorgeschlagen,
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demzufolge die Pldttchen zuerst mittels axp1 an das Kollagen binden und erst danach
tber einen zweiten Rezeptor aktiviert werden.30 Man hielt zunachst GPVI fiir diesen
zweiten Rezeptor.. Neuere Studien weisen darauf hin, daf8 die Affinitdt von Integrin
azp1 gegeniiber Kollagen sich erst nach der Pldttchenaktivierung &dndert.?? Diese
Ergebnisse unterstiitzen ein Modell nachdem die Blutplittchen tiber eine Kollagen -
GPVI Interaktion aktiviert werden.3! Weder Integrin azp:1 noch GPVI reichen bei
starken Scherkriften aus um die Blutpldttchen sicher zu adhérieren und sowohl der
GPIb Komplex als auch der von-Willebrand-Faktor im Blutplasma sind wichtig ftir

die Pldttchen-Kollagen Interaktion.

1.14.14 Integrin amps3

Integrin ampf3s ist ein heterodimerer Typ I Transmembranrezeptor und besteht aus
einer Ps-Kette mit einem Gewicht von 90 kDa und einer am-Kette mit 148 kDa. Die
amp-Kette ist aus einer leichten Kette von 23 kDa und einer schweren Kette mit 125
kDa aufgebaut. Integrin cupf33 ist mit einer Zahl von 60.000 - 100.000 Kopien auf der
Plattchenoberfldche vertreten und macht 1 - 2% des Gesamtproteingehalts aus.
Integrin amPs ist das einzige Integrin, das nur auf Thrombozyten vorkommt. Etwa
70% der Rezeptoren werden konstitutiv auf der Oberfliche der Thrombozyten
exprimiert. Die restlichen 30% werden erst auf die Aktivierung der Thrombozyten
hin aus ihrem Speicherort, dem offenen kanalikuldren System und den a-Granula, an
der Oberfliche exprimiert. Beim Morbus Glanzmann-Naegeli liegt ein
Funktionsdefekt des Integrin am,Bs vor. Dies fithrt zu Aggregationsdefekten und
einer erhohten Blutungsneigung.

Die Hauptaufgabe von Integrin amBs besteht in der Bindung von l6slichem
Fibrinogen an die Oberfldche der aktivierten Thrombozyten, dem ersten Schritt der
primdren Aggregation. Es werden drei Funktionszustinde fiir den
Fibrinogenrezeptor Integrin amps unterschieden. Im niedrigaffinen Funktionszustand
liegt der Rezeptor unter physiologischen Bedingungen in nicht aktivierter Form auf
der Oberfldche der Thrombozyten vor. In diesem Zustand kann Integrin anpps nur an

immobilisiertes aber nicht an geltstes Fibrinogen binden. Auf die Aktivierung der
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Thrombozyten hin kommt es zu einer schnellen Konformationsénderung von
Integrin ampPs und zu der Freilegung hochaffiner Fibrinogenbindungsstellen. Hierbei

spricht man vom aktivierten hochaffinen Funktionszustand. Integrin ampPs erkennt zwei
bestimmte Aminosduresequenzen in der a- und y-Kette des Fibrinogens. Zum einen
ist es die RGD-Sequenz in der a-Kette und zum anderen die KQAGDV-Sequenz am
N-Terminus der y-Kette des Fibrinogens.3? Die Bindung von Integrin amfs an

Fibrinogen ist Ca?* und Mg?* abhdngig. Nach der Adhdsion des Plédttchens an
Fibrinogen und den von-Willebrand-Faktor werden morphologische Verdnderungen
in Gang gesetzt, welche durch die kleinen GTPasen Rho A, Racl und Cdc42
vermittelt werden.

Der ligandenbesetzte Funktionszustand ist erreicht, sobald sich das losliche
Fibrinogen an den Rezeptor gebunden hat. Nach der Ligandenbindung geben die
Integrine tiber den Prozefd des ,outside-in signaling” extrazelluldre Signale in das
Zellinnere weiter.3®> Das ,outside-in signaling” beginnt nach der Bindung des
Fibrinogens und der Clusterbildung der Integrine mit der Src-Kinase Aktivierung.
Die Aktivierung der konstitutiv an die Ps-Kette gebunden Src-Kinase3* wird durch
die Proteinkinase Csk vermittelt, die c-Src am Tyr®? phosphoryliert. Durch die
Cluster-Bildung der Integrine wird c-Src zusdtzlich am Tyr48 autophosphoryliert.
Dies fiihrt zu der Dissoziation von Csk von c-Src und der Rekrutierung von PTP-1B,
das c-Src an Tyr5? dephosphoryliert.3> Nach der c-Src Aktivierung wird Syk zu dem
Ps-Schwanz rekrutiert und durch c-Src aktiviert. Nachfolgend phosphorylieren

Src/Syk die Adaptermolekiile SLP-76 und ADAP sowie Vav, FAK, PLC y und a-

Aktinin, welche einen Einfluf$ auf die Aktindynamik und Reorganisation haben.3¢
Dem ,outside-in signaling” steht der Prozefs des ,Inside-out signaling”
gegeniiber. Hierbei erhalten die Integrine Signale von innerhalb der Zelle, welche zu
einer erhohten Affinitdt der Integrine gegeniiber von Liganden fithren. Das , Inside-
out signaling” kann durch losliche Agonisten wie ADP, Thrombin und TxA> und
durch Adhésionsrezeptoren wie den GPIb Komplex und GPVI ausgelost werden. Die
Signale werden durch PKC, PI3K und Raplb vermittelt und tiber sekundare

Botenstoffe wie Ca?* und Tyrosinkinasen weitergeleitet.33 37
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1.1.4.2  Rezeptoren fiir Agonisten

Im Fall einer Verletzung der Blutgefdfswand kommt es im Bereich der Wunde
zu der Sekretion einer Reihe 16slicher Agonisten. Zu diesen gehtren Thrombin, ADP,
Epinephrin und TxA». Bei Thrombin handelt es sich um den stdrksten Agonisten fiir

Blutplédttchen.

1.1.4.21 Thrombinrezeptoren

In der plasmatischen Blutgerinnung stellt Thrombin als stdrkster
Plattchenaktivator in vitro und in vivo3® das wichtigste Enzym dar. Thrombin ist eine
Serinprotease und entsteht aus Prothrombin. Neben den Blutpldttchen wirkt
Thrombin auf eine Vielzahl anderer Zelltypen wie Neuronen, Endothelzellen oder
Leukozyten ein. Es induziert die Formverdnderung der Blutpldttchen, aktiviert die
Integrine, fordert die Sekretion und die Ausschiittung von TxA> und stimuliert die
Expression von P-Selektin auf der Thrombozytenoberfldche.

Die Wirkung von Thrombin wird tiber Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR)
auf der Oberfldche der Thrombozyten vermittelt. Bisher wurden vier PARs entdeckt
(PAR1, PAR2, PAR3, PAR4), wobei nur PAR2 nicht durch Thrombin, sondern durch
Trypsin aktiviert wird. PARs gehoren zu einer Familie G-Protein gekoppelter
Rezeptoren mit sieben Transmembrandoménen. Sie werden durch einen
einzigartigen Mechanismus aktiviert, bei dem es zu einer proteolytischen Spaltung in
der ersten extrazelluldren Schleife kommt. Durch diese Spaltung wird ein neuer N-
Terminus freigesetzt. Dieser dient intramolekular als neuer Ligand fiir den Rezeptor
und beeinflufit die transmembranére Signalweitergabe.?® Daher tragen PARs ihren
eigenen Liganden, der erst aktiv wird, nachdem der Rezeptor gespalten wurde.

Die PAR Rezeptoren sind an G-Proteine der Gaiz/1z und Ga; Familien
gekoppelt. Ga; inhibiert die Adenylatzyklase (AC). Dies hat einen Abfall des cAMP
Spiegels zur Folge und steigert die Empfindlichkeit der Pldttchen. Die Gqa
Untereinheit aktiviert PLCP, wodurch es zu einem Anstieg von 1,4,5-Inositol

Triphosphat (IP3) und zytosolischem Kalzium kommt. Gleichzeitig kommt es zu
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einem Anstieg des PKC aktivierenden Diacyglyzerols (DAG). Das Kalzium reguliert
Kinasen, Tyrosinkinasen und Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) und
die Integrinaktivierung.®’ Die Gaiz/13 Untereinheiten sind an den Guaninnukleotid
Austauschfaktor (guanine-nucleotide exchange factor [GEF]) gekoppelt, der die
kleinen GTPasen Rac und Cdc42 aktiviert. Mit der Hilfe des aktivierten PI3-K kommt
es dadurch zu der Reorganisation des Zytoskeletts und somit zu der

Formverdanderung, Adhdsion und Aggregation der Blutpldttchen.4!

1.1.4.2.2 ADP-Rezeptoren

Das Adenosindiphosphat (ADP) ist ein wichtiger autokriner Agonist. Er wird
aus den dichten Granula sezerniert. Die ADP-Rezeptoren gehoren zu der P2
Rezeptorfamilie. Diese wird in zwei Klassen von Rezeptoren unterteilt, den P2Y G-
Protein gekoppelten Rezeptoren und den P2X Kationenkanilen. Die Blutplittchen
besitzen P2Y1 und P2Y1» Rezeptoren, welche durch ADP aktiviert werden und die
durch Adenosintriphosphat (ATP) aktivierten P2X; Rezeptoren. ADP Bindung an
den Gqa gekoppelten P2Y: Rezeptor fithrt zu der Mobilisierung des Kalziums
innerhalb der Zelle und der Formverdnderung und Aggregation des Blutpldttchens.*?
Der P2Y1» Rezeptor ist Gia gekoppelt und fur die vollstindige Aggregation
verantwortlich. Er spielt eine zentrale Rolle in der Verstarkung der Aggregation und
der durch alle bekannten Plidttchenagonisten induzierten Sekretion. P2Y1, inhibiert
die cAMP Produktion und aktiviert PI3K und Raplb. Fiir die normale ADP
induzierte Aggregation ist die Co-Aktivierung von P2Y; und P2Y12 notwendig. P2Y1
spielt jedoch nur eine untergeordnete Rolle, wenn die Plidttchen durch einen anderen
Agonisten als Kollagen aktiviert werden.®3 Die Stimulation von P2X; mit ATP
induziert einen schnellen Kalziumeinstrom, der mit einer transienten
Formverdnderung des Blutpladttchens einhergeht und an der durch Kollagen und

Scherstrefs induzierten Aggregation Teil hat.4
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1.1.4.2.3 Weitere Agonisten

Neben den Agonisten Thrombin, ADP, Epinephrin und TxA2 gibt es noch eine
Reihe neuer, funktionell weniger untersuchte Thrombozyten Agonisten wie das tiber

CLEC-2 wirkende Podoplanin und Adiponektin.4>-47

1.2 Insulin

Insulin (C257H383Ne507756) ist ein relativ kleines Polypeptidhormon mit einem
Gewicht von 5.805,841 Dalton und nimmt eine Schliisselstellung bei der Integration
des Glukosemetabolismus ein. Allgemein regt Insulin anabole Prozesse in
Muskulatur, Leber und Fettgewebe an, wéahrend es katabole Prozesse hemmt. Viele
der durch Insulin hervorgerufenen Effekte sind denen von Adrenalin und Glukagon
entgegengesetzt. Wahrend Adrenalin und Glukagon einen Glukosemangel anzeigen,
signalisiert Insulin einen Glukosetiberschufs. Insulin wird von den p-Zellen des
Pankreas sezerniert und ist der wichtigste Regulator des Energiestoffwechsels. Der
normale physiologische Blutwert des Insulins liegt nach 12stiindigem Fasten bei ca.
36 - 150 pM und steigt nach Nahrungsaufnahme bis zu einem Maximalwert von
1.200 pM an.#8

Frederick Sanger beschrieb 1955 als erster die Struktur des Insulins.#® Dieses
besteht aus zwei Ketten, der A-Kette mit 21 und der B-Kette mit 30 Aminosduren, die
tiber Disulfidbriicken kovalent miteinander verbunden sind. Insulin entsteht tiber
mehrere Zwischenschritte aus dem Préd-Proinsulin. Eine Sequenz von 16
aminoterminalen Aminosdureresten stellt eine Signalpeptid dar, welche das neu
synthetisierte Pra-Proinsulin zu dem rauen endoplasmatischen Retikulum (ER)
dirigiert. Nach dem Ubergang des Pra-Proinsulins in das Lumen des rauen ER wird
das Signalpeptid abgespalten. Im Lumen des rauen ER faltet sich das Proinsulin zu
dem inaktiven Proinsulin. Eine Sequenz von 30 Aminosdureresten innerhalb des
Proinsulins, das so genannte C-Peptid, verkntipft das Carboxylende der B-Kette mit
dem Aminoende der A-Kette des kiinftigen Insulin-Molekiils. Nach der Faltung wird

das Proinsulin in den Golgi-Apparat transportiert und weiter prozessiert. Das C-
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Peptid wird hierbei abgespalten. In den Vesikeln des Golgi-Apparats werden die
Insulin Molekiile durch Zink-Ionen zu Hexameren gebunden und gespeichert. Die
gespeicherten Insulinmolekiile werden durch Exozytose aus den p-Zellen in den
Extrazelluldrraum und weiter in den Blutkreislauf freigesetzt.

Insulin signalisiert den Sittigungszustand. Es regt die Speicherung von
Energietrdgern und die Proteinsynthese tiber mehrere Mechanismen an. Wahrend
Insulin die Glykogensynthese in Muskulatur und Leber beschleunigt, hemmt es die
Glukoneogenese in der Leber, indem es den Spiegel von Enzymen wie der Pyruvat-
Carboxylase und Fructose-1,6-Biphosphatase senkt. Insulin beschleunigt die
Glykolyse in der Leber, wodurch die Fettsduresynthese gesteigert wird und fordert
den Eintritt von Glukose in Fett- und Muskelzellen. Dies fiihrt zu der Senkung des
Blutglukosespiegels durch das Insulin.

Der Aminosdure- und Proteinstoffwechsel wird ebenfalls durch das Insulin
beeinflufit. Die Aufnahme von verzweigtkettigen Aminosduren wie Valin, Leuzin
und Isoleuzin wird durch Insulin gefordert, wodurch es zu einer gesteigerten
Synthese von Muskelproteinen kommt. Generell wirkt Insulin anregend auf die

Proteinsynthese und hemmend auf den intrazelluldren Proteinabbau.
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Signalpeptid W Pri-Proinsulin

¢ ’ Abspaltung des Signalpeptids

\/\/ Proinsulin
¢ Faltung im ER

C-Peptid
Proinsulin inaktiv
S—g
.5 S
S
¢ ’ Prozessierung im Golgi-Apparat
A-Kette S—g
W reifes Insulin
B-Kette «° aktiv

Abb. 1.3 Die Insulinbiosynthese. Nach Abspaltung des Signalpeptids wird das Proinsulin im ER
gefaltet und nach der Prozessierung im Golgi-Apparat unter Abspaltung des C-Peptids in reifes,

aktives Insulin umgewandelt.

1.2.1 Der Insulinrezeptor

Der Insulinrezeptor (IR) ist ein heterodimeres Transmembranglykoprotein
bestehend aus zwei extrazelluliren a-Untereinheiten mit einem Molekulargewicht
von jeweils 135 kDa und zwei transmembrandren p-Untereinheiten mit einem
Molekulargewicht von je 95 kDa. Die a- und p-Untereinheiten entstehen beide aus
einem gemeinsamen 190 kDa Vorldufermolekiil. Die Tyrosinkinaseaktivitdt der (-
Untereinheit wird durch die a-Untereinheiten allosterisch gehemmt. Bindet Insulin
an die a-Untereinheiten, so wird die Hemmung der Kinaseaktivitit der [-
Untereinheit aufgehoben, wodurch es zu der Autophosphorylierung und einer
Konformationsianderung der [-Untereinheit kommt, welche die Kinaseaktivitat
weiter verstirkt. Uber mehrere Zwischenschritte wird das Tyrosin 972
phosphoryliert, welches eine der Hauptbindungsstellen fiir Proteine der IR-

Signalkaskade darstellt.®® Zu den Proteinen, die mit dem Insulinrezeptor (IR)
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interagieren gehoren die Insulinrezeptor Substrate (IRS) 1 - 4, GAB, IRS5/DOK4 und
IRS6/DOK5,51 die ihrerseits an Tyrosinen phosphoryliert werden, und somit
Bindungsstellen fiir Proteine mit einer SH2-Domine bieten.5> 5 Die wichtigsten
Signalwege, die von den aktivierten IRS fortfithren sind der Phosphatidylinositol 3-
Kinase (PI3K)-Akt/Proteinkinase B Signalweg, der fir den Grofiteil der
metabolischen Wirkungen des Insulins verantwortlich ist, und der Ras-Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK) Signalweg.5 Dieser reguliert die Expression einiger
Gene und reguliert zusammen mit dem PI3K Signalweg das Zellwachstum und die
Zelldifferenzierung.

PIBK ist ein wichtiger Knotenpunkt in der Insulininduzierten
Signaltransduktion. Der PI3K Signalweg fiihrt tiber die Phosphorylierung von PDK-1
und Aktivierung von Akt/PKB und PKCC3 5 u. A. zu der GLUT4 Translokation an

der Plasmamembran.5¢ Akt/PKB reguliert ebenfalls die Glykogen Synthase Kinase-3
(GSK3).”” Die Phosphorylierung von GSK3 senkt seine Aktivitdt gegentiber der
Glykogen Synthase, wodurch es zu einem Anstieg der Glykogensynthese kommt.58
Ein weiteres Ziel von Akt/PKB ist Tuberin (TSC2), das zusammen mit Hamartin
(TSC1) einen Komplex bildet.5? Der TSC1/2 Komplex inhibiert mTOR (mamalian
target of rapamycin). Die negative Regulierung von TSC1/2 durch Akt/PKB
aktiviert den mTOR Signalweg.

Uber das mit dem Insulinrezeptor assoziierte SHC (SH2-containing) Protein
und das sowohl mit dem IR als auch mit den IRS Molekiilen assoziierte Grb2 Protein
wird der MAPK Signalweg aktiviert. Erk 1/2 MAPK sind an den Insulin induzierten
metabolischen Reaktionen nur wenig beteiligt. Eine erhohte basale MAPK Aktivitat
jedoch scheint zu der Entwicklung von Insulinresistenz beizutragen. Die P38 MAPK
scheint hingegen ein positiver Regulator der Insulin induzierten Prozesse zu sein, da
es die Aufnahme von Glukose durch den GLUT4 Transporter steigert.®0

Weitere Signaliibertrager fiir den Insulinrezeptor stellen G-Proteine dar. G-
Proteine sind Guaninnukleotid bindende regulatorische Proteine. Als molekulare
Schalter wechseln sie zwischen dem GTP-gebundenen “An-Zustand” und dem GDP-
gebundenen , Aus-Zustand”. G-Proteine verstdarken, tibermitteln und integrieren
Signale innerhalb der Zelle. Die bei der Plittchenaggregation und -sekretion

beteiligten G-Proteine sind Gqa, welches den Anstieg des zytosolischen Ca2*
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vermittelt und Gia, das die Adenylatzyklase inhibiert und dadurch das Pldttchen
inhibierende cAMP verringert.t! Abbildung 1.4 gibt einen Uberblick iiber die
postulierten insulinvermittelten Signalwege.

Der Insulinrezeptor ist fiir Muskel-, Leber-, Fett- und Endothelzellen sowie fiir
Lympho- und Erythrozyten beschrieben. Seine Existenz in der Zellmembran von
Blutpldttchen ist bestenfalls zweifelhaft. Erste Hinweise fiir seine Existenz auf
Thrombozyten kamen von 1979 durchgefiihrten Untersuchungen, bei denen die
Bindung von radioaktiv markiertem %I'Insulin an Pldttchen gemessen wurde.
Aufgrund der so gewonnen Daten wurde die Zahl der Insulin Bindungsstellen auf ~
570 geschitzt.®2 Falcon et al. wiesen den IR auf Blutpldttchen 1988 mittels Western

Blot nach.% Bei diesem Experiment fehlte jedoch die Positivkontrolle.

GLUT4

Translokation ~ ,e%e

2T P °S
\'? T cw'm\ ,.'-_;‘:‘:::
®

e imm
l ..:::‘."::::;LUT 4 Vesikel
piey
|
>
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Abb. 1.4 Ubersicht iiber einige der fiir das Insulin postulierten intrazelluliren Signalwege.

20



1. Einleitung

1.2.2 Insulinwirkung auf Blutplittchen

Die Wirkung von Insulin auf Thrombozyten ist ein kontrovers diskutiertes
Thema. Wiahrend einige Publikationen eine aktivierende Wirkung des Insulins auf
Thrombozyten demonstrieren, sprechen andere Autoren von einem inhibierenden
Einfluf3 des Insulins.

Eine gesteigerte Aggregation der Blutpldttchen nach Stimulation mit ADP und
Insulin im Vergleich zu der Stimulation mit ADP allein wird von mehreren Autoren
beschrieben.® 6> Des Weiteren wird sowohl eine gesteigerte Aggregation wie auch
ein Anstieg der Bindung der Blutplidttchen an Fibrinogen nach Co-Stimulation mit
ADP und Insulin demonstriert.®¢ Weiterhin soll Insulin die Phosphorylierung und
Aktivierung der cGMP-inhibierten cAMP Phosphodiesterase (cGI-PDE) in humanen
Blutpldttchen induzieren, wodurch es zu einem Rickgang von cAMP im
Blutpldttchens und zu einer Sensibilisierung der Thrombozyten gegentiber die
Aggregation induzierenden Agonisten kommt.%”

Dem gegentiiber stehen Veroffentlichungen mit gegensatzlichen Ergebnissen.
Bei Mdusen wurde eine durch Insulin bedingte verzogerte Aggregation und
Akkumulation der Blutplittchen gezeigt.8 Ahnliches berichten verschiedene
Autoren in ihren Studien mit humanen Thrombozyten. Hier kam es zu einer
verminderten Sensitivitdt der Blutpldttchen gegeniiber Agonisten wie ADP, dem
Plédttchen-aktivierenden Faktor (PAF) oder Kollagen.®® 70 Dieser antiaggregatorische
Effekt des Insulins beruht laut Travoti ef. al. auf einem Insulin induzierten Anstieg
von cGMP.”! Ebenso wurde eine insulinbedingte Hemmung der durch Thrombin
induzierten Aggregation beschrieben.”? Weiterhin wird beschrieben, dafi Insulin
eNOS in Blutpladttchen aktiviert.” Hierdurch wird die NO Synthese in Blutpladttchen
angeregt, wodurch es zu einem Anstieg von cGMP und cAMP7* 7> und einer
Hemmung der Plittchenaggregation kommt.”* 76

Zusiétzlich zu diesen Beobachtungen wird von anderen Autoren eine indirekte
Wirkung des Insulins auf die Pldttchenaggregation beschrieben. Mehrere
Publikationen fiithren an, dafs Insulin die Blutpldttchen gegentiber Prostaglandin
sensibilisiert, sodaff der der Aggregation entgegenwirkenden Effekt des

Prostaglandins starker zur Geltung kommt.”6-7%
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1. Einleitung

Es gibt jedoch auch Hinweise auf ein Fehlen jeglicher Wirkung von Insulin auf
Blutpladttchen. Fiir Patienten mit Hyperinsulindmie konnte keine Verdnderung der
Blutpldttchen im Verhalten gegentiber ADP und Thrombin beobachtet werden.80
Hajek et al. und Motani ef al. zeigten in ihren Studien, dafi Insulin die

Plattchenaggregation in vitro nicht beeinflufst.81, 82
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Abb. 1.5 Die fiir das Insulin postulierten intrazelluldren Signalwege innerhalb des Blutplittchens

1.3 Diabetes mellitus

Bei der Diabetes mellitus handelt es sich um eine Stoffwechselerkrankung an
der weltweit mehr als 170 Millionen Menschen leiden. Die WHO geht davon aus,
daf3 die Anzahl der Erkrankungen bis zu dem Jahr 2010 um 50% zunehmen wird, mit
dem grofsten Anstieg in den Schwellenldndern Afrikas, Asiens und Siid-Amerikas.8?
In den Industrienationen liegt die Haufigkeit von Diabetes mellitus bereits bei 6%

der Gesamtbevolkerung.8 Unter den tibergewichtigen weifSen Erwachsenen leiden
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1. Einleitung

etwa 4% an Diabetes und bei 25% wurde eine abnorme Glukosetoleranz festgestellt.85
Der starke Anstieg der Diabetes-Erkrankungen, insbesondere der Typ 2 Diabetes, der
Typ 1 ist weit weniger betroffen, in den Industrienationen nach dem Ende des
Zweiten Weltkriegs ist vor allem auf Uberernihrung und Bewegungsmangel
zuriickzuftihren. Diabetes mellitus wird nach den von der WHO 1999 aufgestellten
Richtlinien diagnostiziert, wenn die Glukosekonzentration im ventsen Plasma nach
siebensttindigem Fasten oder zwei Stunden nach oraler Aufnahme von Glukose (75
g) 11,1 mM tbersteigt.8¢ Je nach den Ursachen der Erkrankung spricht man von Typ
1, Typ 2 oder den weit weniger hdufigen Formen Typ 3 und Typ 4 Diabetes mellitus
(Tabelle 1.2).

Neben einem erhohten Blutzuckerspiegel gehoren ein verstarkter Harndrang
(Polyurie), juckende Haut (Pruritus), ein starkes Durstgefiihl (Polydipsie),
Abgeschlagenheit, chronische Infektionen und Sehstérungen zu den Anzeichen einer

Diabetes.

Typ 1 Diabetes mellitus absoluter = Insulinmangel = aufgrund  meist
autoimmu-nologisch bedingter Zerstorung der
Inselzellen des Pankreas
o Typ 1a: immunologisch vermittelte Form

o Typ 1b: idiopathische Form

Typ 2 Diabetes mellitus Insulinresistenz  (Hyperinsulinismus), dadurch

relativer Insulinmangel. In der Folge nachlassende

(versagende) Insulinproduktion. Oft im
Zusammenhang mit Ubergewicht und
Metabolischem Syndrom

Typ 3 Diabetes mellitus Andere spezifische Typen oder Typ-3-Diabetes

mellitus

Typ 4 Diabetes mellitus Gestations- oder Schwangerschaftsdiabetes

Tabelle 1.2 Formen der Diabetes mellitus
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1. Einleitung

Patienten mit Diabetes mellitus haben ein erheblich grofieres Risiko
kardiovaskuldre Erkrankungen zu entwickeln als Patienten ohne Diabetes.?” 90 %
aller an Diabetes erkrankten Personen leiden am Typ 2 (nicht-Insulin-abhidngige
Diabetes). Dieser ist durch metabolische Verdnderungen charakterisiert, die bereits
mehrere Jahre vor dem Auftreten der Hyperglykdmie prdsent sind und meist mit
erheblichen korperlichen Behinderungen des Erkrankten enden. Hierzu gehoren eine
herabgesetzte Insulinsekretion und eine erhohte hepatischen Glukoseproduktion.s8
Typ 2 Diabetes entwickelt sich aus der Insulinresistenz. Viele der Symptome der
Insulinresistenz, die vor dem Beginn der Hyperglykdmie vorhanden sind, bleiben
auch wahrend der Erkrankung weiter bestehen und tragen zur Arteriosklerose und
den mit ihr assoziierten Folgeerkrankungen bei.8% % Die Mortalitdt und Morbiditat
von Typ 2 Diabetes mellitus ist unter anderem mit koronaren Herzerkrankungen,
kongestive Herzinsuffizienz und plstzlichem Herztod assoziiert.

Zu den Begleiterscheinungen der Typ 2 Diabetes gehoren u. A.
Bluthochdruck, Makro- und Mikroangiopathien, periphere und autonome
Neuropathien, Dyslepidemie sowie eine Dysfunktion des Endothels. Anders als
gesunde Menschen leiden Patienten mit Diabetes mit doppelter Wahrscheinlichkeit
an Bluthochdruck.9 92 Zusatzlich zeigen 30% bis 50% der Patienten mit Typ 2
Diabetes mellitus Abweichungen bei den im Blut zirkulierenden Lipiden.” Hierzu
gehoren niedrige HDL Cholesterinwerte, gesteigerte Triglyzeridwerte und ein
Anstieg bei den Lipoproteinen geringer Dichte (low-density lipoproteins, LDL), die
eine hohe atherogene Wirkung besitzen.* Eine verminderte Funktion des Endothels
ist sowohl fiir Typ 1% % als auch fur Typ 2% 97 Diabetiker und fiir tibergewichtige,
Insulin resistente Patienten beschrieben. Bei ihnen korreliert die Empfindlichkeit
gegentiber Insulin mit dem Grad der endothelabhidngigen Vasodilatation.”® Diabetes
mellitus fiihrt zu einer verdnderten Produktion von vasodilatatorischen und
vasokonstriktorischen Substanzen, wodurch es zu einer Beeintrdchtigung der
Endothel-abhidngigen Vasodilatation und Vasokonstriktion kommt. Diese
Verdanderungen manifestieren sich in einer verminderten biologischen Verfiigbarkeit
von NO,” einer herabgesetzten Produktion von Prostazyklin'® wund einer
gestiegenen Produktion von Thromboxan,1%0. 101 Endothelin 1,192 und verschiedenen

Zyklooxygenase-abhdngigen Vasokonstriktoren.l®” Die verminderte biologische
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1. Einleitung

Verfiigbarkeit vaskuldren NOs bei der Diabetes mellitus fithrt zu einer gesteigerten

Plédttchenaktivierung in vivo.103-106

14 Das Endothel

Das Endothel ist ein einschichtiges Plattenepithel, dessen schuppenartig
angeordnete Zellen die Innenseite aller Blutgefidfie auskleidet. Zusammen mit der
Basalmembran bildet es die innere Schicht eines Blutgefdfles. Endothelzellen
entstehen tiber verschiedene Differenzierungsschritte aus dem Mesoderm. Die Zellen
des Endothels sind durch Zell-Zell Kontakte, den so genannten ,tight junctions”,
miteinander verbunden. Diese verhindern eine Diffusion von Substanzen zwischen
den Zellen. In unterschiedlichen vaskuldren Bereichen sind diese Verbindungen
zwischen den Zellen unterschiedlich hdufig sowie unterschiedlich dicht. In den
Arterien sind die Zell-Zell Kontakte gewohnlich impermeabel, wéhrend sie in den
Kapillaren und Venolen vieler Organe permeabel sein konnen. Das Endothelgewebe
ist eine spezialisierte Form des Epithels und an vielen vaskuldren Funktionen
beteiligt. Zu diesen gehoren die Vasokonstriktion, Vasodilatation und somit die
Kontrolle des Blutdrucks. Des Weiteren spielt das Endothel eine Rolle bei der
Thrombenbildung und Fibrinolyse, Atherosklerose, der Bildung neuer Blutgefifie
(Angiogenese) und Entziindungsreaktionen. Das Endothel kontrolliert die Passage
von Molekiilen und weifien Blutzellen in das zirkulierende Blut hinein und aus ihm
heraus. In einigen Organen kommt dem Endothel eine gesonderte Filterfuktion zu.
Hierzu gehoren die Blut-Hirn Schranke, die den Ubertritt der meisten Substanzen ins
Gehirn blockiert und dadurch stiarkere Schwankungen im Gehirnmillieu verhindert,
und der Glomerulus im Nephron der Wirbeltierniere. In ihm erfolgt die
Ultrafiltration des Primédrharns aus dem Blut.

In der Regulation der vaskuldren Hamostase kommt dem Endothel eine
Schliisselrolle zu. Es dient nicht nur als Barriere, sondern auch als Signaltibertrager
tur Kreislaufeinfliisse, die den Phénotyp der Gefdffwand verdndern.1%” Das Endothel
hdlt die Balance zwischen dem FluffS des Blutes und einer schnellen

Thrombusbildung auf eine Verletzung hin aufrecht. Hierzu reguliert es den
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1. Einleitung

Blutdruck und wirkt auf die Thrombozyten ein, indem es sowohl Plittchen-
Aktivatoren, als auch Pldttchen-Inhibitoren synthetisiert. Die vom Endothel
ausgeschiitteten Pldttchen-Antagonisten Prostazyklin (PGI2) und Stickstoff (NO)
inhibieren die Pldttchenfunktion indem sie den intrazelluldiren cAMP und cGMP
Spiegel innerhalb der Thrombozyten anheben. Bereits ein geringer Anstieg des

basalen cAMP fiihrt zu einer Hemmung der Pldttchenaktivierung.

1.5

D

Zz
O
@

Die endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase (endothelial nitric oxide
synthase, eNOS) ist ein Multidomdnenenzym. Es setzt sich aus einer N-terminalen
Oxygenase- Doméne (AS 1 - 491) und einer C-terminalen Reduktase-Doméne (AS
492 - 1205) zusammen. Die Oxygenase-Doméne enthélt Bindungsstellen fiir Hame,
L-Arginin (Glu361)1%® und Tetrahydrobiopterin (BHi), wdhrend die Reduktase
Domidne Bindungsstellen fir Flavinmononukleotid (FMN), Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD), NADPH und Calmodulin (CaM) beinhaltet.1® Die funktionale
eNOS ist ein Dimer aus zwei identischen Untereinheiten, die beide sowohl
myristyliert als auch palmityliert sind. Unter den basalen intrazelluldren Ca?*
Konzentrationen der Endothelzellen (ca. 100 nM) ist eNOS bereits aktiv, wenn auch
nicht vollstandig. Durch einen Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration, sei es
durch den Einstrom extrazelluliren Ca?* oder durch die Freisetzung aus
intrazelluldren Speichern, wird das Enzym vollstindig aktiviert.

eNOS stellt die wichtigste Quelle fiir endotheliales NO dar,1% 111 welches
eNOS aus L-Arginin synthetisiert. Bei dieser komplexen Reaktion werden Elektronen
vom NADPH {iber die Flavine FAD und FMN in die carboxy-terminale Reduktase
Domine und von dort in das Ham in der amino-terminalen Oxygenase Domine
transferiert. Das NO ist ein entscheidender Faktor fiir die normale Funktion des
kardiovaskuldren Systems. Zu seinen vielfdltigen Aufgaben gehort die Regulation
des vasomotorischen Tonus!!? und der Zelladhision an das Endothel,!13 sowie die

Hemmung der Pldttchenaggregation.!* Bei Médusen mit einem knock-out des
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1. Einleitung

Insulinrezeptors der vaskuldren Endothelzellen (vascular endothelial cell insulin
receptor knockout [VENIRKO]) sank die eNOS Expression in der Aorta um 62%.115
Die eNOS Aktivierung wird durch Hormone wie Katecholamine und
Vasopressin und von Thrombozyten ausgeschiittete Botenstoffe wie Serotonin und
ADP tiber eine Rezeptor-vermittelte G-Protein Aktivierung stimuliert.!® Durch
Insulin kommt es zu einer Aktivierung von eNOS!7 18 {ber den
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3-K) Signalweg.® Die Synthese von NO im
Endothel = wird  auflerdem  durch  Insulin  {iber einen  schnellen
Translationsmechanismus'?®® und die Induzierung der eNOS Genexpression!?!

gesteuert.
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2. Ziel der Arbeit

2.  ZIEL DER ARBEIT

Die bisher veroffentlichten Daten zu der Wirkung des Insulins auf die Blutpldttchen
sind duflerst widerspriichlich. Sowohl aktivierende und inhibierende Effekte des
Insulins auf die Thrombozyten als auch das Fehlen einer Reaktion der Blutpladttchen
auf Insulin wurden beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit sollten diese
Beobachtungen tiberpriift und die akute Wirkung von Insulin auf die Blutplidttchen

detailliert untersucht werden.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war:

e Erforschung der Insulinwirkung auf die Blutplidttchen unter physiologischen

Glukosekonzentrationen.

e Erforschung der Insulinwirkung auf die Blutplédttchen unter pathologischen

Glukosekonzentrationen.

e Nachweis des Insulinrezeptors auf der Oberfldche der Thrombozyten.

e Erforschung eines EinflufSes von Insulin auf die Wechselwirkungen zwischen

dem Endothel und den Blutplattchen.
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3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Antikorper

3.1.1.1 FACS Antikorper

Folgende Antikorper erhielten wir von Becton Dickinson Immunocytometry Systems

(Heidelberg, Deutschland):

* PAC-1 FITC Antikorper

= CD62P FITC

3.1.1.2 Western Blot Antikoérper

3.1.1.21 Primire Antikorper

Folgende Antikorper erhielten wir von upstate (Hamburg, Deutschland), Cell

Signalling (Heidelberg, Deutschland) und Nanotools (Freiburg, Deutschland).

* Anti-Insulin Receptor § subunit Rabbit upstate

* phospho AMPKa (Thr!7?) Rabbit Cell Signalling
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3. Material und Methoden

phospho p44/42 MAP Kinase  Rabbit
(Thr202/ Tyr204)

phospho-IGF-1 Receptor (Tyr!131)/
Insulin Receptor (Tyr!146) Rabbit

phospho ERK (Thr?02/Tyr204) ~ Rabbit
phospho eNOS (Ser!177) Rabbit

phospho PKB (Ser473) Rabbit

phospho P 38 (Thr!80-Gly-Tyr!82) Mouse

phospho VASP (Ser!>7) Mouse
phospho VASP (Ser?®) Mouse
phospho VASP (Thr?78) Rabbit

3.1.1.2.2 Sekundire Antikorper

3.1.2

anti mouse HRP Goat
anti rabbit HRP Goat
Proteinstandart

Protein Standard (MBI Fermentas)
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3. Material und Methoden

3.1.3 Bakterien und Zellen

Fiir die Klonierungsschritte wurden E. coli XL-1 Blue Bakterienstimme verwendet.

Die Bakterien wurden bei -70°C tief gefroren gelagert.

ECV 304 Zellen wurden als Positivkontrolle und zur Transfektion der hIR ¢cDNA

verwendet.

3.1.4 Chemikalien

= ADP Sigma
* Apyrase Sigma
* DAF-FM Diacetat Invitrogen
= Forskolin Sigma
* Insulin Sigma
* Metformin Sigma
* Newport Green DCF Diacetat Invitrogen
= SNP Sigma
* Thrombin Roche
3.1.5 Enzyme

Fiir die Restriktionsverdaue wurden Enzyme folgender Firmen verwendet:
New England Biolabs NEB

Alle Enzyme wurden bei -20°c gelagert.
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3.1.6

Kits

Folgende Kits wurden verwendet:

3.1.7

Qiagen® Plasmid Midi Kit

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen®)
QIAquick PCR-Purification Kit (Qiagen®)
OneStep RT-PCR Kit (Qiagen®)

Medien und Puffer
Agarplatten 15g Agar

11 LB Medium

1 ml Ampicillin Losung
Ampicillin 50mg/ml in HO

(Roth)

gelagert bei -20°C
D-MEM Dulbecco’s modified Eagle medium (GIBCO)
Elektrophoresepuffer 25 mM Tris, pH 8.9

192 mM Glycin

0.1% (w/v) SDS
Ethidiumbromid 10mg/ml Stammlosung
FCS Fotales Kélberserum (GIBCO)
LB-Medium 1 % Bacto Trypton

0,5 % Bacto Yeast Extract
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3. Material und Methoden

PBS

PBT

Penicillin / Streptomycin

10x Stoppuffer

10 x TBS

TBS-T

Transferpuffer

Tyrode Puffer

1 % NaCl
pH7

137 mM NaCl

10,14 mM NaHPO4
1,76 mM KH2PO4
2,68 mM KCl
pH7,2

1 % Tween 20 in PBS

100x Stocklosung
10000U /10mg/ml (Sigma)

50% Glycerin

0,4% Bromphenolblau
0,4% Xylen-cyanol

in 10 x TBE

100 mM Tris
1.5 M NacCl
pH 7.5

0.1% Tween 20 in TBS

25 mM Tris
192 mM Glycin
20% Methanol
pH 10,0

10 mM HEPES
137 mM NaCl
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2,7 mM KCl

5 mM Glukose
1 mM EDTA
pH74

3.1.8 Plasmide

Zur Subklonierung wurde der pcDNA3 Vektor verwendet.

Die hIR ¢cDNA wurde uns freundlicher Weise von Prof. Miiller-Wieland vom
Diabetes Institut Diisseldorf zur Verfiigung gestellt.

Pvul

" There is an ATG upstream A5

of the Xba | site. Bsm|
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3.1.9 Programme

Zur Zusammenstellung dieser Arbeit wurden folgende Programme benutzt:

Bildbearbeitung:
= Adobe Photoshop 7.0
*  MetaMorph Version 4.0

Cell Counter:
* Casy® Stat Version 2.1; © Schérfe System GmbH
= Coulter Micro Diff 18, Krefeld

Graphiken und Statistik:
* GraphPad Prism Version 2.01

= Microsoft® Excel

Internet:
= Software und Datenbank des NCBI
» Software und Datenbank des NEBcutter V2.0
= Software und Datenbank des Webcutter 2.0
= Vector NTI7

Textverarbeitung:

= Microsoft® Word 2002

3.1.10 Gerite

* Eppendorf 5415C Zentrifuge

* Hettich ROTIXA/K Zentrifuge

* Heidolph Rocking Platform DUOMAX 1030

* Amersham Pharmacia Biotech Spectrophotometer Ultrospec 2000
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* BioData Corporation Platelet Aggregation Profiler Model PAP-4
* Calibur BD Flow Cytometer

* BioRad Model 200/2.0 Power Supply

* BioRad PowerPac 200

» Radiometer PHM 92 LAB pH Meter

» Scientific Industries Vortex Genie 2

* Kodak X-OMAT M35 Entwickler

= FUJI Photo Film Rontgen Filme

* BioRad Western Blot Transfer Apparatur

*  Whatman Schleicher Schuell Protran Nitrozellulosemembran
= Zeiss Axiovert 50 Mikroskop

* Ibidi1 p-Slide y-shaped coated (Collagen IV) Flow chamber

3.2 Methoden

3.2.1 Gewinnung gewaschener Thrombozyten

Venoses Blut wurde von gesunden, niichternen Patienten abgenommen und
in 10 ml Trinatriumzitrat Polypropylen Monovetten gesammelt. Die Vollblutprobe
wurde 10 Minuten bei 1440 rpm und 20°C zentrifugiert. Die obere Phase, das
pléattchenreiche Plasma (PRP), wurde vorsichtig abgenommen, um eine Aktivierung
der Thrombozyten zu verhindern. Die untere rote Phase wurde verworfen.
Anschliefsend wurde das PRP 10 Minuten im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Darauf
folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt von 10 Minuten bei 1550 rpm und 20°C. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen und das Plittchenpellet
mit 3- 4 ml 37°C warmem CGS Puffer vorsichtig resuspendiert und bei 37°C fiir
weitere 10 Minuten im Wasserbad inkubiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt von 10 Minuten bei 1550 rpm und 20°C wurde der Uberstand

abermals abgenommen und das Thrombozytenpellet in 37°C HEPES vorsichtig
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resuspendiert. Die Anzahl der Thrombozyten wurde gemessen und auf 300*10%/pl

angepaf3t.122

3.2.1.1 Stimulation der Thrombozyten

Jeweils 100 ul der Thrombozytenprobe wurde in einem vorgewédrmten (37°C)
1,5 ml Eppendorf Gefdfs 5 Minuten bei 37°C mit 1 pl Insulin/Probe inkubiert. Die
Konzentration des Insulins (10 nM, 100 nM, 10 pM) wurde so gewdhlt, dafs eine

Endkonzentration von 0.1 nM, 1 nM und 100 nM Insulin erreicht wurde.

Tabelle der verwendeten Insulinkonzentrationen:

0.1nM niichterner physiologischer Insulinwert
1nM physiologischer Insulinwert nach Nahrungsaufnahme
100 nM ~ 100-faches des physiologischen Maximalwerts

3.2.2 Aggregation

Die Aggregationsmessungen wurden mit einem Biodata PAP-4 Aggregometer
durchgefiihrt. 0.3 ml PRP wurden 5, 10, 15 und 30 Minuten mit Insulin in den
Konzentrationen 0.1 nM, 1 nM und 100 nM prédinkubiert. Anschlieffend wurde die
Aggregation mit Thrombin (0,0025 U/ml), ADP (1 uM) und Kollagen (1 pg) induziert

und unter standigem Riithren mit 1.000 rpm bei 37°C gemessen.

3.2.3 Ca2?* Messung

Freies Kalzium wurde mittels des Fluoreszensfarbstoffs Fura-2 gemessen.
Hierzu wurden die Blutpldttchen mit Fura2 / AM in PRP 45 min. bei 37 °C

inkubiert.122 Uberschiissiger Farbstoff und das Plasma wurden anschliefend durch
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Zentrifugation von den Blutpldttchen getrennt und verworfen. Die Blutpladttchen
wurden anschlieffend in HEPES Puffer resuspendiert und auf eine Dichte von ca.
2x108 Blutpldttchen/ml eingestellt. Das freie Kalzium wurde anschlieffend mit einem
Perkin-Elmer LS50 Luminometer gemessen. Die Fura-2 Fluoreszenz wurde bei einer
Anregungswellenldnge von 340 nm und einer Emssionswellenldnge von 510 nm
gemessen. 1 mM Ca?>* wurde unmittelbar vor dem Experiment zu der

Plédttchensuspension hinzu gegeben.

3.24 Waestern Blot

3.2.4.1 Auftrennung der Plittchenprobe

Zu jeweils 100 pl Plattchenprobe wurden in der 50 pl 3x SDS PAGE
Probenpuffer gegeben und die Probe bei 95°C denaturiert. 20 pl hiervon wurden auf

ein Gel geladen, und bei 130V 1.5 h aufgetrennt

Gele

Sammelgel Trenngel

4% 8% 9% 13%

Akrylamid/Bisakrylamid
30%/0.8% (w/V) 2ml 10.7 ml 12 ml 17.3 ml
29:1
Tris-HCl (pH 8.9) 3M - 5ml 5 ml 5 ml
Tris-HCI (pH 6.7) 0.5 M 2.5 ml - - -
SDS 10 % (w/v) 0.2ml 0.4 ml 0.4 ml 0.4 ml
H>O 15 ml 23.5 ml 22.43 ml 17.5 ml
Ammoniumpersulfat
(APS) 10 % (w/v) 10 pl 20 ul 20 ul 20 ul
TEMED 99 % 0.8 ml 0.4 ml 0.4 ml 0.4 ml
Gesamtvolumen 20 ml 40 ml 40 ml 40 ml
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3.2.4.2 Transfer

Gel und Nitrozellulosemembran wurden anschlieffend 15 Minuten in Transferpuffer
dquilibriert und auf zwei Lagen Filterpapier platziert, welches ebenfalls mit
Transferpuffer dquilibriert worden war. Zwei weitere, ebenfalls mit Transferpuffer
dquilibrierte, Lagen Filterpapier wurden nun tiber die Nitrocellulosemembran und
das Sodium Dodecyl Sulphat Polyakrylamid Elektrophorese (SDS-PAGE) Gel gelegt.
Die Proteine wurden nun 45 Minuten bei 45 V aus dem Gel auf die

Nitrocellulosemembran transferiert.

3.2.4.3 Antikorperfirbung

Nach dem Proteintransfer wurde die Nitrozellulosemembran zwei Mal kurz
mit ddH>O und danach 10 Minuten in 3% Milchpulver bzw. 3 % BSA in TBS Tween
gewaschen um alle unspezifischen Bindungsstellen abzusittigen. Im Anschlufs
wurde die Nitrocellulosemembran tiber Nacht bei 4°C auf dem Wipschiittler mit
dem in 3 % Milchpulver bzw. 3 % BSA in TBS Tween im Verhiltnis 1:200 - 1:1.000
gelosten primdren Antikorper inkubiert. Darauf folgend wurde die Membran 4 x 15
Minuten in TBS Tween gewaschen und mit dem ebenfalls in 3% Milchpulver TBS
Tween im Verhiltnis 1:10.000 gelosten sekunddren Antikorper bei Raumtemperatur
30 Minuten und kontinuierlicher Bewegung inkubiert. Darauf folgten vier weitere 15

mintitige Waschschritte mit TBS Tween.

3.2.4.4 Signaldetektion

Zu der Detektion des Antikorper-Signals verwendeten wir das Western Blot
Detection Kit von upstate (biomol, Hamburg, Deutschland). Die
Nitrocellulosemembran wurde zwei Minuten mit der Detektionslosung inkubiert.
Die Detektionslosung wurde abgeschiittet und die Membran kurz auf Filterpapier

getrocknet, bevor die Fluoreszenz mittels Rontgenfilm detektiert wurde.
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3.2.5 FACS Analyse

3.2.5.1 Plittchenfarbung PAC-1

20ul der stimulierten Plattchenprobe wurden zusammen mit 10 ul des FITC-
konjugierten Antikorpers gegen PAC-1 in ein 5 ml Polystyrol Rundboden-Rohrchen
gegeben. Die Proben wurden im Anschluf$ 15 Minuten bei Raumtemperatur im

Dunkeln inkubiert und die Reaktion mit 0.5 ml HEPES Puffer abgestoppt.

3.2.5.2 Plittchenfarbung P-Selektin

50 pl der stimulierten Thrombozyten wurden zusammen mit 5 pul 10 %
Formaldehyd 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschlufs 5
Minuten bei 2.600 g zentrifugiert. Die Pldttchen wurden danach in 50 pul PBS mit 3 %
BSA resuspendiert und mit 5 pl CD62 Antikérper in einem 5 ml Polystyrol

Rundboden Rohrchen 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln angeféarbt.

3.2.5.3 FACS Analyse

Fir die Bestimmung der durch Insulin induzierten Aktivierung der
Blutpldttchen wurde eine durschflufizytometrische (FACS) Analyse durchgefiihrt.

Von allen Proben wurden die Daten von 10.000 Pldttchen mit einem Becton
Dickinson FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
gesammelt und mittels CELLquest Software ausgewertet.

Zu der Analyse der Plittchenaktivierung nach Insulinstimulation wurde die
Pldttchenpopulation anhand ihrer charakteristischen Vor- und Seitwértsstreuung
identifiziert. Der Mittelwert der Floureszenzintensitit (MFI) der gesamten
Plattchenpopulation wurde mit dem PAC-1 FITC und CD 62 Antikorper gemessen.
Zu der Analyse der aktivierten Plittchen wurden 10.000 PAC-1 FITC bzw. CD 62

positive Zellen identifiziert und in einem FITC (FI1) Histogram ausgewertet, dessen
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Parameter so gewdhlt waren, dafi Hintergrundsignale von Leukozyten und roten
Blutkorperchen herausgefiltert wurden. Die Bindung der Antikérper wurde als
prozentualer Anteil fiir die fiir den jeweiligen Antikorper positiven Pladttchen

angezeigt.1??

3.2.6 VERDAU

Protokoll:
xpl DNA  (X=1pg DNA)
2ul Puffer (enzymspezifisch)
2ul 10x BSA (wenn notwendig)
1ul Enzym
yul H2O (Auffiillen auf 20pl)

Gewohnlich wird ein Ansatz von 20ul fiir den Verdau gewdhlt. Dieser wird
fur 2,5 Stunden bei 37°C, oder der fiir das Enzym empfohlene Temperatur, inkubiert.
Anschlieffend wird die Reaktion durch Zugabe von 5ul Stoppuffer inaktiviert.

Die Fragmente werden weiter mittels Gelelektrophorese untersucht.

3.2.7 Gelelektrophorese

300ml 1x TBE wurden 2,4 g Agarose (entspricht 0,8%) gelost und fiir 3 Min in
der Mikrowelle erhitzt. Die Losung wurde daraufhin auf ca. 60°C abgekiihlt und 20
pul EtBr zugegeben. Im Anschluff wurde die noch warme Losung in einen
Plastikschlitten gegossen und das Gel nach dem Aushdrten in die
Gelelektrophoresekammer gelegt. Dort wurde es mit Marker und DNA beladen. Die
Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei 150V fiir 4 Stunden bzw. bei 50V {tiber
Nacht.
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3.2.8 Transformation

Bei der Transformation werden zuvor klonierte Plasmide mittels Hitzeschock
in chemisch kompetente Bakterien eingebracht. Das Plasmid wird im Bakterium
repliziert und exprimiert einen antibiotikaresistenten Marker. Dieser ermoglicht es
der transformierten Bakterienzelle, in Anwesenheit von Antibiotika zu iiberleben. Zu
der Detektion von Plasmid tragenden Kolonien wurden die transformierten Zellen

auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert.

3.2.9 Zellkultur

Die ECV 304 Zellen wurden in D-MEM kultiviert, welchem 5 % FCS,
Penicillin/Streptomycin (100 U/0.1 mg/ ml) und Vitamine zugegeben waren. Die
Zellen wurden bei 37°C unter einer 5 % CO. Atmosphdre kultiviert. Die Zellen
wurden gemdfs den Empfehlungen der ATCC geteilt. Zur Aufteilung oder
Vorbereitung eines Experiments wurden die Zellen 5 Minuten bei 280 x g
zentrifugiert. Das Ndhrmedium wurde abgenommen und die Zellen in einer
addquaten Menge PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen im Nahrmedium
resuspendiert, mit einem CASY®1 cell counter gezihlt, auf eine Dichte von 0,5 x

106/ ml eingestellt und ausgesit.1?3

3.2.10 Transfektion

Zu der Transfektion verwendeten wir ECV 304 Endothelzellen. Diese wurden
mittels Gene Porter 2 (Peqlab, Erlangen) transfiziert. Die verwendete cDNA, welche
fiir den Insulin Rezeptor codierte, war ein freundliches Geschenk von Dr. Miiller-

Wieland, Diisseldorf.
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3.2.11 FluSkammer Messungen

3.211.1 Vorbereitung der FluSkammer

Am Tag vor den FluSkammer Experimenten wurden die Fluffkammern mit in
D-MEM im Verhéltnis 1:5 gelosten ECV 304 Endothelzellen beladen. Die
FluSkammern wurden anschliefSend tiber Nacht im Brutschrank bei 37°C und 5 %
COz inkubiert. Wahrend dieser Zeit adhdrierten die Endothelzellen an den Boden der

Flufskammern.

3.211.2 DCF Fiarbung der Thrombozyten

Einer gewaschenen Thrombozytenprobe wurden 1 pl/ml 10 mM Newport Green
DCF Farbstoff zugegeben. Die Plittchenprobe wurde drei Minuten im Dunkeln bei
37°C inkubiert und anschliefiend erneut fiir 10 Minuten bei 1550 rpm in einer Hettich
Zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Thrombozyten

in warmem (37°C) Tyrode Puffer (pH 7,4) resuspendiert.

3.2.11.3 Firbung der Endothelzellen

Die ECV 304 Endothelzellen wurden 60 Minuten mit einer 300 uM N-Argininlosung
im Brutschrank inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen mit dem D-MEM

Nédhrmedium gewaschen und danach mit der 10 uM DAF-FM Losung 30 Minuten im

Brutschrank beladen.

43



3. Material und Methoden

3.2.114 NO Messung

NO-Messungen wurden in Kollagen IV beschichteten, y-formigen ,p-slide”
Fluff(kammern unter einem konstanten Flufs bei einer Scherspannung von 0,8 T[dyn

cm?] durchgefiihrt. Die Flufkammer war auf einem Fluoreszens-Invertmikroskop
befestigt (Axiovert 200, Zeiss). Die Fluoreszensbilder wurden in Echtzeit mit einer
JAI CV-M300 Vidoekamera aufgenommen. Die Bilddaten wurden offline mit der

Metamorph Software (Version 5.0, Visitron) ausgewertet.

3.2.11.5 Aggregationsmessung

Die Aggregationsmessung wurde in der Kollagen IV beschichteten, y-férmigen ,,p-

slide” FlufSkammer unter einem konstanten Fluf§ bei einer Scherspannung von 0,8

T[dyn cm?] durchgefiihrt.

3.2.12 Datenauswertung

Alle Experimente wurden mindestens in Triplikaten durchgefiihrt. Die gezeigten
Daten zeigen die durchschnittlichen Werte + SD. Die Daten wurden mittels
Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem Bonferroni Test oder T-Test
ausgewertet. Unterschiede wurden als signifikant angesehen, wenn der

Signifikanzgrad p < 0.05 war.
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4, ERGEBNISSE

41 Der aktivierende Effekt auf die Blutpldttchen wird durch das Lésungsmittel
hervorgerufen

Verschiedene Studien weisen einen aktivierenden Insulineffekt auf
Blutpldattchen nach.®4% Fiir die Reproduzierung dieser Ergebnisse und als
vorausgehende Versuche verglichen wir zundchst unterschiedliches kommerziell
verfiigbares Insulin (Insuman® rapid® von Aventis und reines Insulin von Sigma)
miteinander, welches in vorausgegangenen Studien Verwendung fand. Hierbei
zeigte Insuman® rapid® einen dosisabhidngigen Effekt auf die Aktivierung von
Integrin amPs (die durchschnittliche Fluoreszenz lag bei 8,62 + 3,16 in der Kontrolle,
11,84 + 5,02 bei 0,1 nM Insulin, 15,10 £ 10,36 bei 1 nM Insulin und 16,04 + 7,46 bei 10
nM Insulin, 20,32 + 10,93 bei 50 nM Insulin und 25,02 + 6,53 bei 100 nM Insulin; n = 6,
Abb. 4.1 A). Eine Wirkung auf die P-Selektin Expression (durchschnittliche
Fluoreszenz zwischen 28,33 + 17,87 in der Kontrolle, 31,67 + 20,33 bei 0,1 nM Insulin,
29,83 £ 18,06 bei 1 nM Insulin und 29,00 + 18,36 bei 10 nM Insulin, 29,50 + 18,64 bei 50
nM Insulin und 31,33 + 21,22 bei 100 nM Insulin; n = 6) und intrazelluldre Signalwege
blieb jedoch aus (Abb. 4.1 B). Daher wurden die Experimente wiederholt, diesmal
jedoch nur das Losungsmittel von Insuman® rapid® (bestehend aus m-Cresol,
Na,HPO4 ¢ 2H0O, Glyzerin, NaOH, HCl und H>O) verwendet. Fast das selbe
Ergebnis konnte auf diese Weise erzielt werden (die durchschnittliche Fluoreszenz
lag zwischen 13,02 + 5,01 in der Kontrolle, 18,12 + 6,27 bei 0,1 nM Insulin, 24,35 + 8,16
bei 1 nM Insulin und 22,65 + 8,85 bei 10 nM Insulin, 26,37 + 13,64 bei 50 nM Insulin
und 30,62 + 8,48 bei 100 nM Insulin; n = 6, Abb. 4.1 C). Es mufs davon ausgegangen
werden, daf8 die gemessene Aktivierung von Integrin amps nicht auf das Insulin,
sondern auf das verwendete Losungsmittel zurtickzufiihren ist. Daher wurde in allen

folgenden Experimenten reines Insulin verwendet.
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Abb. 4.1 Integrin ampPs Aktivierung auf den Blutplittchen wird durch den Puffer, nicht durch das
Insulin hervorgerufen. (A) Dosisabhidngiger Anstieg der Integrin anPs Aktivierung durch Insuman®
rapid®. (B) P-Selektin Expression und PKB Phosphorylierung werden durch Insuman® rapid® nicht
verandert. (C) Dosisabhdngiger Anstieg der Integrin amPs Aktivierung durch den reinen
Losungspuffer von Insuman® rapid®. Die Ergebnisse sind als durchschnittliche Fluoreszenz + SEM

von 6 unterschiedlichen Experimenten dargestellt. * p < 0,05

4.2 Einfluff von reinem Insulin auf die Thrombozyten bei physiologischen

Glukosewerten

4.2.1 Der Fibrinogenrezeptor Integrin amp3 wird durch Insulin nicht aktiviert

Der allgemeine Pfad der Thrombozytenaktivierung fiihrt zu der Aktivierung
des Fibrinogenrezeptors Integrin amPs, der auf der Zelloberfliche ruhender
Blutpldttchen lokalisiert ist. Der Integrin amPs Komplex gehort zu einer Familie
heterodimerer Adhé&sionsrezeptoren, welche auf vielen Zelltypen gefunden werden

konnen. Auf die Aktivierung der Thrombozyten durch verschiedene Agonisten hin
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kommt es zu einer Kalzium-abhidngigen Konformationsanderung im Integrin ams,
wodurch das durch den verwendeten PAC-1 Antikorper erkannte Epitop freigelegt
wird. Eine mogliche Insulininduzierte Aktivierung von Integrin ampf3 kann daher
mit PAC-1 untersucht werden. Eine Aktivierung der Blutpldttchen und ihre damit
einhergehende Formverdnderung wird ebenfalls durch die Verdnderung der fiir die
Blutpldttchen charakteristischen Vor- und Seitwirtsstreuung des Laserlichts im
Durchflufizytometer sichtbar (vergleiche Abb. 4.2 und 4.3).

Die FACS-Analyse der Pldttchenaktivierung mittels PAC-1 zeigte deutlich,
daff von Insulin keine Wirkung auf die Blutpldttchen bei einem physiologischen
Blutglukosewert ausgeht. Keine der verwendeten Insulinkonzentrationen von 0.1
nM, 1 nM und 100 nM fiihrte zu einer Aktivierung von Integrin ams, die signifikant
von der der unstimulierten Kontrollprobe abwich. Die durchschnittliche Fluoreszenz
lag bei 6,15 * 0,25 in der Kontrolle, 5,87 + 0,84 bei 0,1 nM Insulin, 5,67 £ 0,19 bei 1 nM
Insulin und 5,65 * 0,27 bei 100 nM Insulin, n = 6 (Abb. 4.2 + 4.4A). Hingegen fiihrten
die eingesetzten 0,01 U Thrombin zu einer deutlichen Aktivierung des Integrin amps
(durchschnittliche Fluoreszenz lag bei 6,15 + 0,25 in der Kontrolle und 197,57 + 6,86
ftir 0,01 U/ml Thrombin p < 0.05, n = 6; Abb. 4.3 + 4.4A).

Ein Einflufs durch Insulin (0,1 nM, 1 nM und 100 nM) auf die durch Thrombin
(0,01 U) induzierte Aktivierung von Integrin amps blieb ebenfalls aus (Abb. 4.3 +
4.4A). In keiner der sowohl mit Insulin als auch mit Thrombin stimulierten Proben
wich die durch Thrombin induzierte Aktivierung der Blutpladttchen signifikant von
der nur mit Thrombin stimulierten Probe ab (durchschnittliche Fluoreszenz 6,15 *
0,24 in der Kontrolle, 197,6 + 6,86 bei 0,1 nM Insulin + Thrombin, 198,8 + 24,11 fiir 1
nM Insulin + Thrombin, 203,0 + 7,23 bei 100 nM Insulin + Thrombin und 209,5 +
15,71 fiir Thrombin, n = 6, Abb. 4.3B).
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Abb. 4.2 Integrin amBs wird durch Insulin nicht aktiviert. Oberer Reihe: Eine Formverdnderung der

Thrombozyten wird durch Insulin nicht induziert. Unterer Reihe: Insulin fiithrte in keiner der

verwendeten Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) zu einer von der unstimulierten Kontrolle

abweichenden Aktivierung von Integrin om,(3s.
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Abb. 4.3 Insulin hat keinen Einfluf$ auf die Thrombin induzierte Integrin am,Ps Aktivierung.

Oberer Reihe: Die Gabe von 0,01 U Thrombin fiithrte zu eine deutlichen Formverdnderung der

Thrombozyten. Diese wurde von Insulin (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) nicht beeinflufit. Unterer Reihe:

Insulin fithrte in keiner der verwendeten Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) zu einer von

der mit 0,01 U Thrombin stimulierten Kontrolle abweichenden Aktivierung von Integrin amps.
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Abb. 4.4 Insulin hat keinen Effekt auf die Aktivierung von Integrin am,ps und die intrazelluldren
Signalwege in Blutplittchen. (A) Insulin hatte in keiner der eingesetzten Konzentrationen von 0.1
nM, 1 nM und 100 nM einen Einfluf} auf die Aktivierung von Integrin amfs; und die intrazelluldren
Signalwege. (B) Insulin (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) hatte keinen Einfluf auf die durch Thrombin (0,01
U/ml) induzierte Aktivierung von Integrin amPs und die durch Thrombin hervorgerufene
Aktivierung der intrazelluldren Signalwege. Die Ergebnisse sind als durchschnittliche Fluoreszenz +

SEM von 6 unterschiedlichen Experimenten dargestellt. * p < 0,05

4.2.2 Die P-Selektin Expression auf der Thrombozytenoberfliche wird durch

Insulin nicht beeinflufit

P-Selektin ist ein Membranglykoprotein von 140 kDa Gewicht. Es ist in den a-
Granula der Thrombozyten gespeichert. Auf die Aktivierung der Blutplidttchen hin
wird P-Selektin rasch zu der Plasmamembran transportiert und auf der Oberfldche
exprimiert. Dort vermittelt es adhédsive Interaktionen zwischen Blutpldttchen und
Granulozyten sowie Monozyten. Mittels eines CD62P-FITC-konjugiertes
monoklonalen Antikorpers sollte detektiert werden, inwieweit Insulin zu einer
Verdanderung der P-Selektin Expression auf der Plasmamembran der Thrombozyten
fihrt.

Wie auch bei der Analyse der Aktivierung des Fibrinogen Rezeptors Integrin
ambpPs, so kam es durch Insulin zu keiner Verdnderung der Expression von P-Selektin
auf der  Thrombozytenoberfldche. Bei  keiner der  verwendeten

Insulinkonzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) wich die P-Selektin Expression
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auf der Oberfliche der Blutpldttchen signifikant von der der unstimulierten
Kontrollprobe ab (durchschnittliche Fluoreszenz 4,27 + 1,89 in der Kontrolle, 6,24
0,36 bei 0,1 nM Insulin, 6,28 £ 0,2 bei 1 nM Insulin und 5,55 + 0,15 fiir 100 nM Insulin,
n = 6, Abb. 45 + 4.7A. Hingegen fiihrte das eingesetzte Thrombin (0.01 U/ml) zu
einem deutlich mefilbaren Anstieg der P-Selektin Expression auf der
Plasmamembran. Die durchschnittliche Fluoreszenz lag bei 4,27 + 1,89 in der
Kontrolle und bei 153,78 + 5,06 im Fall der mit Thrombin stimulierten Probe, p < 0.05,
n = 6 (Abb. 4.6). Auf diese durch Thrombin induzierte P-Selektin Expression hatte
Insulin ebenfalls keinen Einfluf3. Bei einer Co-Stimulation der Blutpldttchen mit 0,01
U Thrombin und 0,1 nM, 1 nM oder 100 nM Insulin kam es zu keiner signifikanten
Abweichung in der P-Selektin Expression im Vergleich zu der nur mit Thrombin
stimulierten Probe. Hier lag die durchschnittliche Fluoreszenz im Bereich von 4,27 +
1,89 bei der Kontrolle, 153,8 + 5,06 bei 0,1 nM Insulin + Thrombin, 144,2 + 13,56 bei 1
nM Insulin + Thrombin, 148,0 + 2,82 fiir 100 nM Insulin + Thrombin und 137,6 + 7,37
bei Thrombin allein, p < 0.05, n =6 (Abb. 4.6 + 4.7 B).
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Abb. 4.5 Insulin fithrt 2zu keiner gesteigerten P-Selektin Expression auf der
Thrombozytenoberfliche. Oberer Reihe: Eine Formverdnderung der Thrombozyten wird durch
Insulin nicht induziert. Unterer Reihe: Insulin fiihrte in keiner der verwendeten Konzentrationen (0.1
nM, 1 nM und 100 nM) zu einer von der unstimulierten Kontrolle abweichenden Expression von P-

Selektin auf der Thrombozytenoberfldche
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Abb. 4.6 Insulin bewirkt keine Verinderung in der Thrombin induzierte P-Selektin Expression auf
der Thrombozytenoberfliche. Obere Reihe: Die Gabe von 0,01 U Thrombin fithrte zu eine deutlichen
Formverdnderung der Thrombozyten. Diese wurde von Insulin (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) nicht
beeinflufit. Unterer Reihe: Insulin fiihrte in keiner der verwendeten Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM

und 100 nM) zu einer Abweichung der durch 0,01 U Thrombin induzierten P-Selektin Expression.
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Abb. 4.7 Durch Insulin wird kein Effekt auf die P-Selektin Expression auf der Oberfliche der
Blutplittchen hervorgerufene. (A) Insulin fithrte in keiner der eingesetzten Konzentrationen von 0.1
nM, 1 nM und 100 nM zu einer gesteigerten P-Selektin Expression auf der Thrombozytenoberfliche.
(B) Der durch Thrombin (0.01 U) hervorgerufene Anstieg der P-Selektin Expression wird durch
Insulin (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) nicht beeinflust. Die Ergebnisse sind als durchschnittliche

Fluoreszenz + SEM von 6 unterschiedlichen Experimenten dargestellt. * p < 0,05
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4.2.3 Insulin zeigt keine Wirkung auf die Ageregation der Blutplittchen

2003 berichteten Fleming et al. von einer Insulin-abhdngigen Hemmung der
ADP induzierten Pldttchenaggregation.” Daher wurde die Wirkung von Insulin auf
die Plattchenaggregation einer genaueren Untersuchung unterzogen. Hierzu wurden
die Blutpldttchen mit Insulin (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) alleine, sowie mit Insulin
zusammen mit den Agonisten Thrombin, ADP und Kollagen co-stimuliert. Die
Konzentration der Agonisten Thrombin, ADP und Kollagen wurde so gewdhlt, dafs
es zu keiner 100 %igen Aggregation kam, da dies einen eventuell auftretenden Effekt
maskiert hitte.

Die unter konstantem Riihren (Pldttchenaggregometer, 1000 rpm) mit Insulin
01 nM, 1 nM, 100 nM) stimulierten Thrombozyten zeigten in ihrem
Aggregationsverhalten keine Abweichung von der unstimulierten Kontrollprobe
(Abb. 4.8 A). Die Maximalaggregation erreichte in der unstimulierten Kontrolle 3,4 %
+ 2,88 %. Bei der mit 0.1 nM Insulin stimulierten Probe lag sie bei 2,8 % * 2,04 %,
wiahrend eine Aggregation von 3,0 % % 1,87 % fiir 1 nM Insulin and 3,6 % + 2,0 % fur
100 nM Insulin gemessen wurde, n = 6 (Abb. 4.9 A). Thrombin (0,0025 U/ml), ADP (1
pM) und Kollagen (3 pg/ml) induzierten unter denselben Bedingungen die
Aggregation der Blutpldttchen. (Abb. 4.8 B-D). Auch hatte eine Prdinkubation (5
Minuten) der Thrombozyten mit Insulin (0,1 nM, 1 nM and 100 nM) vor der
Stimulation mit Thrombin, ADP und Kollagen keinen Einflufs auf die Aggregation
(Abb. 4.8 B - D). Insulin zeigte unter den gleichen Bedingungen ebenfalls keine
Wirkung auf die Maximalaggregation. Die Maximalaggregation lag nach Stimulation
mit 0,0025 U/ml Thrombin im Bereich von 77,0 % + 2,45 %, wahrend sie fiir
Thrombin + 0,1 nM Insulin 76,25 % + 10,59 % erreichte. Fiir Thrombin + 1 nM Insulin
wurde eine Maximalaggregation von 77,5 % #+ 5,26 % und fiur Thrombin + 100 nM
Insulin eine von 77,0 % + 8,9 % gemessen, n = 6 (Abb. 4.9 B).

Nach der Stimulation mit 1 pM ADP erreichte die Maximalaggregation 48,0 %
+ 3,5 % fiir ADP allein, 48,0 % *+ 6,22 % fiir ADP + 0,1 nM Insulin, 48,25 % + 4,99 %
fiir ADP + 1 nM Insulin und 44,5 % + 5,51 % ftir ADP + 100 nM Insulin, n = 6 (Abb.
4.9 C). Die Maximalaggregation nach der Gabe von 3 pg/ml Kollagen erreichte 82,60
% * 4,83 % fur Kollagen allein, 84,60 % + 5,94 % fur Kollagen + 0,1 nM Insulin, 89,8 %
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+ 11,17 % fur Kollagen + 1 nM Insulin and 79,80 % * 8,38 % fiir Kollagen + 100 nM
Insulin (Abb. 4.9 D).
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Abb. 4.8 Insulin zeigt keine Wirkung auf die Aggregation der Blutplittchen. Die Blutplittchen
wurden unter konstantem Riihren (Pldttchenaggregometer, 1000 rpm) mit Insulin (0,1 nM, 1 nM und
100 nM) prdinkubiert (5 Minuten, 37°C). (A) Plittchenaggregation nach Insulinstimulation. (B)
Plattchenaggregation nach Stimulation mit Insulin und 0,0025 U/ml. (C) Aggregation nach
Stimulation mit Insulin und 1 pM ADP. (D) Aggregation der Blutpldttchen nach Stimulation mit 3
pg/ml Collagen und Insulin. In allen Experimenten wich die Aggregation der Kontrolle ohne Insulin
(m) nicht signifikant von der Aggregation der mit 0.1 nM Insulin (V), 1 nM Insulin () oder 100 nM

Insulin (¢) stimulierten Proben ab.
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Abb. 4.9 Die Stimulation mit Insulin fithrt zu keiner Verinderung der Maximalaggregation der
Blutplittchen. (A) Insulin alleine hat keinen Einflufs auf die Maximalaggregation der Blutpldttchen.
Die Maximalaggregation der Blutpldttchen nach Stimulation 0,0025 U Thrombin (B), 1 pM ADP (C)
und 3 pg/ml Kollagen (D) wird durch Insulin (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) nicht beeinflufsit. Die
Ergebnisse sind als durchschnittliche Maximalaggregation + SEM von 6 unterschiedlichen

Experimenten dargestellt.

424 Die Ca2?* Mobilisierung der Blutplittchen wird durch Insulin nicht
beeinfluflt

Vorangegangene Studien von Ferreira ef al. zeigten eine signifikante durch
Insulin hervorgerufene Hemmung der ADP-induzierten Ca?* Mobilisierung.!2*
Daher wurde die Ca?* Mobilisierung nach Insulinstimulation (0,1 nM, 1 nM und 100
nM) und nach der Stimulation mit Thrombin (0,01 U/ml) und ADP (5 uM) in An-

und Abwesenheit von Insulin (0,1 nM, 1 nM und 100 nM) gemessen. Wir konnten
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keine signifikanten Abweichungen in dem der Ca?* Mobilisierung der Blutpladttchen
proportionalem Fluoreszenzsignal nach 5 Minuten Inkubation mit Insulin im
Vergleich zu den nicht mit Insulin behandelten Blutplittchen feststellen (Abb. 4.10A).
Die durchschnittliche Fluoreszenz lag bei 523,4 + 5,38 fiir die unstimulierte Kontrolle,
bei 523,5 + 4,6 nach Stimulation mit 0,1 nM Insulin, bei 530,6 + 4,21 fiir 1 nM Insulin
und bei 534,0 £ 10,5 nach der Stimulation mit 100 nM Insulin. Die Stimulation mit
Thrombin (0,01 U/ml) (Abb. 4.10B) und ADP (5 uM) (Abb. 4.10C) fiithrte zu einem
Anstieg der zu der Ca?* Mobilisierung proportionalen Fluoreszenz. Die
Prdinkubation (5 Minuten) mit Insulin (0,1 nM, 1 nM und 100 nM) hatte jedoch
keinen Einfluf$ auf die Thrombin und ADP induzierte Ca?* Mobilisierung. Die
Fluoreszenz lag fiir Thrombin zwischen 711,2 + 157,6 fur die nur mit Thrombin
stimulierte Kontrolle, bei 729,0 + 148,1 fiir 0,1 nM Insulin + Thrombin, bei 729,8 +
147,2 fiir 1 nM Insulin + Thrombin and bei 725,8 + 147,7 fiir 100 nM Insulin +
Thrombin. Eine Stimulation der Thrombozyten mit 5 uM ADP fiihrte zu einer
durchschnittlichen Fluoreszenz von 6799 + 123,4 im Fall der nur mit ADP
stimulierten Probe, 667,7 + 115,6 fiir die mit 0,1 nM Insulin + ADP stimulierten
Plattchen, 673,0 + 110,7 nach der Stimulation mit 1 nM Insulin + ADP und 667,3 *
115,0 nach Stimulation mit 100 nM Insulin + ADP.
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Abb. 410 Der Ca?* Spiegel in Blutplittchen wird durch Insulin nicht beeinflufit. Insulin zeigte
keinen Effekt auf die zu der Ca?* Mobilisierung proportionalen Fluoreszenz in den nur mit Insulin
behandelten Blutpléttchen (A) sowie in den mit Insulin und 0,01 U/ml Thrombin (B) oder 5 uM ADP
(©) co-stimulierten Plidttchen. In allen Experimenten zeigte die Kontrolle ohne Insulin (m) keine
Abweichung in der zu der Ca?* Mobilisierung proportionalen Fluoreszenz im Vergleich zu den mit 0.1
nM Insulin (V), 1 nM Insulin () oder 100 nM Insulin (#) stimulierten Proben. Die Ergebnisse sind als

durchschnittliche Fluoreszenz + SEM von 6 unterschiedlichen Experimenten dargestellt.

4.2.5 Intrazellulire Signalwege

Durch die bisher gewonnenen Daten konnte ein Effekt des Insulins auf die
Aktivierung, die Aggregation und den Ca?* Spiegel der Thrombozyten nicht
nachgewiesen werden. Daher erfolgte nun eine genauere Analyse der Auswirkung
des Insulins auf die intrazelluldren Signalwege. Hierbei sollte {iberpriift werden,
inwieweit Insulin bei den Blutpldttchen einen EinflufS auf die in der Literatur

beschriebenen Signalkaskaden hat, die durch Insulin stimuliert werden.
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4.25.1 Insulin zeigt keine akute Wirkung auf PKB in den Blutplittchen

PKB ist ein wichtiger Knotenpunkt in den durch Insulin vermittelten
Signalwegen!? und wird durch PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase
1) am Thr3% phosphoryliert.12¢ Die Western Blot Analyse der PKB Phosphorylierung
innerhalb der Blutpldttchen zeigte eindeutig, dafs von Insulin keinerlei Stimulation
auf PKB ausgeht. Lediglich die Gabe von Thrombin fiihrte zu einem deutlichen
Anstieg der PKB Phosphorylierung, welche im Fall der Stimulation mit 0.1 nM, 1 nM
und 100 nM Insulin ausblieb (Abb. 4.11). Der durch Thrombin herbeigefiihrte
Anstieg der PKB Phosphorylierung wurde durch die Gabe von Insulin ebenfalls
nicht beEinflufst. (Abb. 4.11).

pPKB — D — G—
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nM Insulin nM Insulin
0,01 U Thr.

pPKB —

Kontr. 01 1,0 100 001U  20uM 100 pM 100 uM 2uM

Thr. Metfor- SNP ADP Forscolin
nM Insulin min

Abb. 411 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die PKB Phosphorylierung in
Blutplittchen. Ein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die Phosphorylierung von PKB konnte
bei keiner der eingesetzten Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) nachgewiesen werden. Die

durch Thrombin induzierte Phosphorylierung von PKB wurde von Insulin ebenfalls nicht beEinflufit.

4.2.5.2 Keine insulinabhingige Wirkung auf die MAP-Kinase in den Blutplittchen

Insulin wirkt intrazellular auf die P38 MAPK und ERK1/2 Proteine des Ras-
MAPK Signalwegs ein. ERK 1/2 phosphoryliert das Insulin Rezeptor Substrat 1
(IRS1) an Serinresten, wodurch es als negativer Riickkopplungsmechanismus fiir die

Insulinwirkung dient.’?” P38 MAPK Aktivierung durch Insulin ist fir die GLUT4
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Translokation notwendig.® Wie schon bei der Protein Kinase B, so hatte Insulin auch
auf den MAP-Kinase Signalweg keinerlei Einfluf. P38 und ERK MAPK zeigten nach
der Stimulation der Blutpldttchen mit 0,01 U Thrombin und 100 uM ADP einen
Anstieg ihrer Phosphorylierung. Dieser blieb nach einer mit Stimulation mit 0.1 nM,
1 nM und 100 nM Insulin aus und erreichte lediglich das Niveau der unstimulierten
Kontrolle. Ein Effekt auf den durch 0,01 U Thrombin herbeigefiihrten Anstieg der
P38 und ERK MAPK Phosphorylierung nach 5 mintitiger Prdinkubation der
Thrombozyten mit 0,1 nM, 1 nM und 100 nM Insulin konnte ebenfalls nicht
beobachtet werden (Abb. 4.12).
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Abb. 412 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die MAP-Kinase Signalwege in
Blutplittchen. . Insulin hatte in einer Konzentration von 0,1 nM, 1 nM und 100 nM keinen Einfluf$ auf
die Phosphorylierung von P38 und ERK und die durch Thrombin induzierte Phosphorylierung dieser

Signalproteine.

4.2.5.3 Einfluf$ von Insulin auf AMPK

Wie im Fall der Phosphorylierung von PKB und der MAP-Kinase
Signalkaskade, zeigte das Insulin keinen Einfluff auf die Phosphorylierung vom

AMPK. Hier wich die Phosphorylierung der mit Insulin behandelten Proben nicht
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von der unbehandelten Kontrollprobe ab. Nur die Stimulation mit 20 pM des AMPK

Aktivators Metformin fiihrte zu einem Anstieg der AMPK Phosphorylierung (Abb.
4.13).

pAMPK -—
Kontr. 0,1 1,0 100 001U  20yM 100 uM 100 uM 2 uM
Thr. Metfor- SNP ADP Forscolin
nM Insulin min

Abb. 413 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die AMPK Phosphorylierung in
Blutplittchen. . Ein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die Phosphorylierung von AMPK
konnte blieb bei allen eingesetzten Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) aus. Ein Anstieg der
Phosphorylierung von AMPK konnte nur nach der Stimulation mit 20 pM des AMPK Aktivators

Metformin beobachtet werden.

4254 Insulin zeigt keine Wirkung auf die VASP Phosphorylierung der
Blutplittchen

Die Phosphorylierung von VASP korrespondiert mit der Pliattchenhemmung
und der Integrin amPs Aktivierung.1?8 129 VASP wird durch den cGMP und cAMP
Signalweg am Ser'®” und Ser?* phosphoryliert, wodurch es zu der Hemmung der
Blutpldattchen kommt.128 130, 131 Das schon ftir PKB, MAP-Kinase und AMPK
beobachtete  Ergebnis zeigte sich auch im Fall der verschiedenen
Phosphorylierungsstellen von VASP. Die Stimulation mit Insulin (0,1 nM, 1 nM und
100 nM) fiihrte zu keiner Verdanderung der Phosphorylierung bei VASP Ser!%7, VASP
Ser?® und VASP Thr?’8 (Abb. 4.14). Ein Einflufs von Insulin auf die durch Thrombin
induzierte Zu- (VASP Ser'®”) bzw. Abnahme (VASP Ser??) der Phosphorylierung
konnte ebenfalls nicht beobachtet werden (Abb. 4.14). Das als zusitzliche Kontrolle
verwendete SNP sowie Forskolin fiithrten gleichfalls zu einem Anstieg der
Phosphorylierung von VASP Ser'® und VASP Ser?°. Es ist daher darauf zu
schlieflen, dafs innerhalb der Blutpldttchen keine Wirkung auf VASP und cAMP von

Insulin ausgeht.
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Abb. 414 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die VASP Phosphorylierung in
Blutplittchen. . Ein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die Phosphorylierung von VASP konnte
bei keiner der eingesetzten Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) nachgewiesen werden.
Lediglich SNP sowie Forskolin fithrten zu einem Anstieg der Phosphorylierung von VASP Ser'” und
VASP Ser?®.

4.3 Einfluf von Insulin auf die Thrombozyten bei 30 mM Glukose

Nach den bisher gewonnenen Daten hat Insulin bei einer physiologischen
Glukosekonzentration = keinen  Einflufs auf  die  Aktivierung, das
Aggregationsverhalten und die intrazelluldren Signalwege der Blutpladttchen. Ein
verdndertes Verhalten der Blutpldattchen auf in vitro Stimuli bei erhdhten
Glukosewerten wird von mehreren Autoren berichtet.132-13# Daher wurden die oben
beschriebenen Versuche bei pathologischen Glukosekonzentrationen wiederholt, da
diese u. A. die Osmolaritdt und Viskositdt des Mediums verdndern. Hierzu wurde
eine Glukosekonzentration von 30 mM gewdhlt. Dieser Wert liegt nahe der

Blutglukosekonzentration, ab der das diabetische Koma auftritt.1%
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4.3.1 Insulin zeigt unter hyperglvkimischen Bedingungen keine Wirkung auf

die Aktivierung des Fibrinogenrezeptors Integrin amnp33

Wie schon unter physiologischen Glukosewerten beobachtet werden konnte,
so zeigte auch die FACS-Analyse mit PAC-1 unter hyperglykdmischen Bedingungen
keinerlei durch das Insulin hervorgerufene Aktivierung der Thrombozyten (Abb.
4.15). Insulin fuihrte auch hier in keiner der verwendeten Insulinkonzentrationen (0.1
nM, 1 nM und 100 nM) zu einer Aktivierung von Integrin amps, die signifikant von
der der unstimulierten Kontrollprobe abwich. Die durchschnittliche Fluoreszenz lag
bei 7,96 + 3,85 in der Kontrolle, 9,85 + 2,78 bei 0,1 nM Insulin, 9,31 + 3,3 bei 1 nM
Insulin und 9,57 + 3,30 bei 100 nM Insulin (n = 6, Abb. 4.17 A). Hingegen fiihrten die
eingesetzten 0,01 U Thrombin zu einer deutlichen Aktivierung des Integrin amps
(durchschnittliche Fluoreszenz lag bei 7,95 £ 3,85 in der Kontrolle und bei 191,2 +
13,16 fiir 0,01 U/ml Thrombin p < 0.05, n = 6, Abb. 4.17 B).

Eine Wirkung des Insulins auf die von 0,01 U Thrombin induzierte
Aktivierung der Thrombozyten blieb ebenfalls aus (Abb. 4.16). In keiner der
verwendeten Insulinkonzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) wurde die durch
Thrombin hervorgerufene Aktivierung von Integrin am3s begtinstigt oder inhibiert.
Vielmehr entsprach sie der nur mit Thrombin stimulierten Kontrolle
(durchschnittliche Fluoreszenz 7,95 + 3,85 in der Kontrolle, 200,2 £ 14,99 bei 0,1 nM
Insulin + Thrombin, 196,0 + 12,58 fiir 1 nM Insulin + Thrombin, 205,2 + 10,82 bei 100
nM Insulin + Thrombin und 191,2 + 13,16 fiir Thrombin, n = 6, Abb. 4.17 B).
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Abb. 4.15 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die Integrin amps Aktivierung in

Blutplittchen bei einem Glukosewert von 30 mM. Oberer Reihe: Eine Formverdnderung der

Thrombozyten wird durch Insulin nicht induziert. Unterer Reihe: Insulin fithrte in keiner der

verwendeten Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) zu einer von der unstimulierten Kontrolle

abweichenden Aktivierung von Integrin om,(3s.
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Abb. 4.16 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die Thrombin induzierte Integrin a3

Aktivierung in Blutplittchen bei einem Glukosewert von 30 mM. Oberer Reihe: Die Gabe von 0,01

U Thrombin fithrte zu eine deutlichen Formverdnderung der Thrombozyten. Diese wurde von Insulin

(0.1 nM, 1 nM und 100 nM) nicht beeinflufit. Unterer Reihe: Insulin fiihrte in keiner der verwendeten

Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) zu einer von der mit 0,01 U Thrombin stimulierten

Kontrolle abweichenden Aktivierung von Integrin oups.
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Abb. 4.17 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die Aktivierung von Integrin amfs in
Blutplittchen bei einem Glukosewert von 30 mM. Insulin hatte in keiner der eingesetzten
Konzentrationen von 0.1 nM, 1 nM und 100 nM einen Einfluf8 auf die Aktivierung von Integrin oumps.
Diese entsprach in allen Féllen der der unstimulierten Probe. 0.01 U Thrombin hingegen fiihrten zu
einer deutlichen Aktivierung des Fibrinogen Rezeptors Integrin ams. Bei einer Co-Stimulation mit
Insulin (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) trat auch hier keine Verdnderung zu der nur mit Thrombin
stimulierten Probe auf. Die Ergebnisse sind als durchschnittliche Fluoreszenz + SEM von 6

unterschiedlichen Experimenten dargestellt. * p < 0,05

4.3.2 Insulin zeigt unter hyperglykimischen Bedingungen keine Auswirkung auf

die P-Selektin Expression der Blutplittchen

Ebenso wie die Messung der Aktivierung der Integrin ampPs Fibrinogen
Rezeptoren unter pathologischen Glukosekonzentrationen, zeigte auch die Messung
der P-Selektin Expression auf der Thrombozytenoberfldche unter hyperglykdmischen
Bedingungen keinen durch Insulin bedingten Anstieg (Abb. 4.18). Die Expression
von P-Selektin entsprach bei einer Konzentration von 0.1 nM, 1 nM und 100 nM
Insulin derjenigen der unstimulierten Kontrollprobe (durchschnittliche Fluoreszenz
6,99 + 0,21 in der Kontrolle, to 8,01 + 0,89 fiir 0,1 nM Insulin, 8,05 + 0,2 fiir 1 nM
Insulin und 7,64 + 0,37 fiir 100 nM Insulin, n = 6, Abb. 4.20 A).

Die Stimulation mit 0,01 U Thrombin fiithrte hingegen zu einem signifikanten

Anstieg der P-Selektin Expression auf der Zelloberfliche der Blutpladttchen
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(durchschnittliche Fluoreszenz 6,99 + 0,21 in der Kontrolle, to 142,00 + 14,83 p < 0.05,
n = 6, Abb. 419 + 4.20 A). Auch hierbei blieb eine Wirkung des Insulins auf die
Thrombin induzierte P-Selektin Expression aus. Wie schon unter physiologischen
Glukosewerten beobachtet werden konnte, hatte die Gabe von 0.1 nM, 1 nM und 100
nM Insulin keinen Einflufs auf die P-Selektin Expression nach der Stimulation mit
Thrombin. Vielmehr entsprach sie in allen Féllen der nur mit Thrombin stimulierten
Kontrollprobe (durchschnittliche Fluoreszenz 6,99 £ 0,21 in der Kontrolle, 142,00
14,83 fiir 0,1 nM Insulin + Thrombin, 130,9 + 24,29 fiir 1 nM Insulin + Thrombin,
131,5 £ 4,54 fiir 100 nM Insulin + Thrombin und 135,9 + 5,52 fiir Thrombin p < 0.05, n
=6, Abb. 4.20 B).
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Abb. 418 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die P-Selektin Expression auf der
Oberfliche der Blutplittchen bei einem Glukosewert von 30 mM. Oberer Reihe: Eine
Formverdnderung der Thrombozyten wird durch Insulin nicht induziert. Unterer Reihe: Insulin
fiihrte in keiner der verwendeten Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) zu einer von der

unstimulierten Kontrolle abweichenden Expression von P-Selektin auf der Thrombozytenoberfldche
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Abb. 4.19 Keine Insulin bedingte Wirkung auf die Thrombin induzierte P-Selektin Expression auf
der Thrombozytenoberfliche bei einem Glukosewert von 30 mM. Obere Reihe: Die Gabe von 0,01 U
Thrombin fiihrte zu eine deutlichen Formveridnderung der Thrombozyten. Diese wurde von Insulin
(0.1 nM, 1 nM und 100 nM) nicht beeinflufit. Unterer Reihe: Insulin fiihrte in keiner der verwendeten
Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) zu einer Abweichung der durch 0,01 U Thrombin

induzierten P-Selektin Expression.
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Abb. 4.20 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die P-Selektin Expression auf der
Oberfliche der Blutplittchen bei einem Glukosewert von 30 mM. Insulin fiihrte in keiner der
eingesetzten Konzentrationen von 0.1 nM, 1 nM und 100 nM zu einer gesteigerten P-Selektin
Expression auf der Thrombozytenoberfldche. Die Expression entsprach in allen Féllen derjenigen der
unstimulierten Probe. 0.01 U Thrombin hingegen fiihrten zu einem deutlichen Anstieg der P-Selektin
Expression. Auch hier trat bei einer Co-Stimulation mit Insulin (0.1 nM, 1 nM und 100 nM) keine
Verdnderung zu der nur mit Thrombin stimulierten Probe auf. Die Ergebnisse sind als

durchschnittliche Fluoreszenz + SEM von 6 unterschiedlichen Experimenten dargestellt. * p < 0,05
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4.3.3 Bei pathologischen Glukosekonzentrationen zeigt Insulin keine Wirkung

auf die Aggregation der Blutplittchen

Nach dem Ausbleiben eines durch die FACS Analyse mefSbaren Effektes des
Insulins auf die Thrombozytenaktivierung unter hyperglykdmischen Bedingungen,
wurde erneut das Aggregationsverhalten untersucht. Die Blutpldttchen wurden
unter den hyperglykdmischen Bedingungen erneut mit Insulin (0.1 nM, 1 nM und
100 nM) alleine, sowie zusammen mit den Agonisten Thrombin (0,025 U), ADP (1
nM) und Kollagen (1 pg) stimuliert.

Unter konstantem Riihren (Pldttchenaggregometer, 1000 rpm) zeigten die mit
000 nM, 1 nM und 100 nM Insulin stimulierten Blutpldttchen unter
hyperglykdmischen Bedingungen keine Abweichung in ihrem
Aggregationsverhalten im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle (Abb. 4.21 A).
Die Maximalaggregation lag bei 1,1 % * 0,42 % im Fall der unstimulierten Kontrolle,
bei 1,1 % + 0,74 % fiir 0,1 nM Insulin, bei 1,8 % + 1,82 % fiir die mit 1 nM Insulin
stimulierte Probe und bei 1,6 % + 0,42 % fiir 100 nM Insulin, n = 6 (Abb. 4.22 A).
Unter den gleichen Bedingungen fithrten Thrombin (0,0025 U/ml), ADP (1 pM) und
Kollagen (3 pg/ml) zu einer Aggregation der Blutpldttchen (Abb. 4.21 B - D). Eine
Prédinkubation (5 Minuten) der Thrombozyten mit Insulin (0,1 nM, 1 nM and 100 nM)
vor der Stimulation mit Thrombin, ADP und Kollagen fiihrte zu keiner Abweichung
in der durch die verschiedenen Agonisten induzierten Aggregation (Abb. 4.21 B - D).
Die Maximalaggregation wurde durch das Insulin ebenfalls nicht beeinfluft. Bei
0,0025 U/ml Thrombin lag die Maximalaggregation bei 67,0 % * 12,63 % fiir
Thrombin alleine, bei 63,6 % * 9,32 % fiir Thrombin + 0,1 nM Insulin, bei 65,6 % *
12,05 % fiir Thrombin + 1 nM Insulin und bei 59,40 % + 21,05 % fiir Thrombin + 100
nM Insulin, n = 6 (Abb. 4.22 B).

Nach der Stimulation mit 1 uM ADP lag die Maximalaggregation mit ADP
alleine bei 46,8 % + 13,86 %, bei 44,6 % + 19,28 % mit ADP + 0,1 nM Insulin, bei 45,80
% * 15,40 % nach der Stimulation mit ADP + 1 nM Insulin und bei 45,4 % + 13,96 %
nach Stimulation mit ADP + 100 nM Insulin, n = 6 (Abb. 4.22 C).

Die Maximalaggregation nach Gabe von 3 pg/ml Kollagen entsprach 67,80 %
+ 19,41 % nach Stimulation mit Kollagen allein, 66,0 % + 23,57 % fiir Kollagen + 0,1
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nM Insulin, 66,4 % + 25,48 % fiir Kollagen + 1 nM Insulin und 62,6 % + 28,29 % fur
Kollagen + 100 nM Insulin, n = 6 (Abb. 4.22 D). Demnach hat Insulin keinen Einfluf3

auf die Plattchenaggregation nach einer Prdinkubation von 5 Minuten.
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Abb. 4.21 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die Aggregation der Blutplittchen bei
einem Glukosewert von 30 mM. Die Blutplittchen wurden unter konstantem Riihren
(Plattchenaggregometer, 1000 rpm) mit Insulin (0,1 nM, 1 nM und 100 nM) préinkubiert (5 Minuten,
37°C). (A) Plattchenaggregation nach Insulinstimulation. (B) Plattchenaggregation nach Stimulation
mit Insulin und 0,0025 U/ml. (C) Aggregation nach Stimulation mit Insulin und 1 uM ADP. (D)
Aggregation der Blutpldttchen nach Stimulation mit 3 pg/ml Kollagen und Insulin. In allen
Experimenten wich die Aggregation der Kontrolle ohne Insulin (m) nicht signifikant von der

Aggregation der mit 0.1 nM Insulin (V), 1 nM Insulin (- ) oder 100 nM Insulin (¢) Proben ab.
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Abb. 4.22 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die Maximalaggregation der Blutplittchen
bei einem Glukosewert von 30 mM. . (A) Insulin alleine hat keinen Einfluf8 auf die
Maximalaggregation der Blutplidttchen. Die Maximalaggregation der Blutpldttchen nach Stimulation
0,0025 U Thrombin (B), 1 pM ADP (C) und 3 pg/ml Kollagen (D) wird durch Insulin (0.1 nM, 1 nM
und 100 nM) nicht beeinflufit. Die Ergebnisse sind als durchschnittliche Maximalaggregation + SEM

von 6 unterschiedlichen Experimenten dargestellt.

434 Die Ca?2t Mobilisierung in Blutplittchen wird bei pathologischen

Glukosekonzentrationen von Insulin nicht beeinflufit

Wie schon bei physiologischen Glukosekonzentrationen konnten wir auch
unter hyperglykdmischen Bedingungen die beschriebene signifikante Hemmung der
ADP-induzierten Ca2?* Mobilisierung durch Insulin'?* nicht nachweisen. Die
Blutpldttchen wurden mit Insulin (0,1 nM, 1 nM und 100 nM), sowie mit Thrombin
(0,01 U/ml) und ADP (5 uM) in An- und Abwesenheit von Insulin (0,1 nM, 1 nM und

100 nM) stimuliert. Das der Ca?* Mobilisierung proportionale Fluoreszenzsignal wich
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nach 5 mintitiger Insulinstimulation (0,1 nM, 1 nM und 100 nM) nicht signifikant von
demjenigen der unstimulierten Kontrolle ab. Die durchschnittliche Fluoreszenz lag
bei 514,7 + 3,12 fiir die unstimulierte Kontrolle, bei 509,0 + 3,25 nach Stimulation mit
0,1 nM Insulin, bei 513,4 + 4,93 fiir 1 nM Insulin und bei 519,2 + 2,34 nach der
Stimulation mit 100 nM Insulin (Abb. 4.23 A). Ahnlich verhielt es sich nach
Stimulation der Thrombozyten mit Thrombin (0,01 U/ml) und ADP (5 uM) in An-
und Abwesenheit von Insulin (0,1 nM, 1 nM und 100 nM). Hier konnte ebenfalls
keine signifikante Abweichung in dem zu der Ca?* Mobilisierung der Blutpladttchen
proportionalem Fluoreszenzsignal festgestellt werden.

Die Stimulation mit Thrombin (0,01 U/ml) und ADP (5 pM) fiithrte zu einem
Anstieg der gemessenen Fluoreszenz. Die Prdinkubation (5 Minuten) mit Insulin (0,1
nM, 1 nM und 100 nM) hatte keinen Einflufs auf die durch Thrombin und ADP
induzierte Ca?* Mobilisierung und den damit verbundenen Anstieg der Fluoreszenz.
Die durchschnittliche Fluoreszenz lag fiir Thrombin zwischen 666,0 + 116,1 fiir die
nur mit Thrombin stimulierte Kontrolle, bei 681,8 + 119,7 fiir 0,1 nM Insulin +
Thrombin, bei 677,2 + 117,2 fiir 1 nM Insulin + Thrombin and bei 676,2 + 118,5 fiir 100
nM Insulin + Thrombin (Abb. 4.23 B). Eine Stimulation der Thrombozyten mit 5 uM
ADP fiihrte zu einer durchschnittlichen Fluoreszenz von 644,7 + 98,54 im Fall der nur
mit ADP stimulierten Probe, 628,8 + 89,03 fiir die mit 0,1 nM Insulin + ADP
stimulierten Plittchen, 627,1 + 82,11 nach der Stimulation mit 1 nM Insulin + ADP
und 622,0 £ 82,01 nach Stimulation mit 100 nM Insulin + ADP (Abb. 4.23 C).
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Abb. 4.23 Der Ca?* Spiegel in Blutplidttchen wird auch bei einem Glukosewert von 30 mM durch
Insulin nicht beeinflufit. Insulin zeigte keinen Effekt auf die zu der Ca?* Mobilisierung
proportionalen Fluoreszenz in den nur mit Insulin behandelten Blutpléttchen (A) sowie in den mit
Insulin und 0,01 U/ml Thrombin (B) oder 5 uM ADP (C) co-stimulierten Pldttchen. In allen
Experimenten zeigte die Kontrolle ohne Insulin (m) keine Abweichung in der zu der Ca?
Mobilisierung proportionalen Fluoreszenz im Vergleich zu den mit 0.1 nM Insulin (V), 1 nM Insulin
() oder 100 nM Insulin (¢) stimulierten Proben. Die Ergebnisse sind als durchschnittliche

Fluoreszenz + SEM von 6 unterschiedlichen Experimenten dargestellt.

4.3.5 Intrazellulire Signalwege

Eine Insulin induzierte Wirkung auf die Aktivierung, die Aggregation und
den Ca?* Spiegel der Thrombozyten konnte bisher auch unter pathologischen
Glukosekonzentrationen nicht nachgewiesen werden. Die Analyse der
intrazelluldaren Signalwege sollte nun =zeigen, inwieweit pathologische

Glukosekonzentrationen zusammen mit physiologischen und pathologischen
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Insulinkonzentrationen zu Verdnderungen der Phosphorylierung der Signalproteine

fiihrt.

4351 Insulin zeigt unter hyperglykdmischen Bedingungen keine akute
Wirkung auf PKB in den Blutplittchen

Die Western Blot Analyse der PKB Phosphorylierung bei pathologischen
Glukosekonzentrationen erbrachte keinen Nachweis einer insulinabhédngigen
Verdanderung der Phosphorylierung. Wie bereits wunter physiologischen
Glukosewerten beobachtet, kam es nur durch 0,01 U Thrombin zu einem Anstieg der
PKB Phosphorylierung, wihren diese nach der Gabe von Insulin (0,1 nM, 1 nM und
100 nM) nicht tiber den Wert der basalen Phosphorylierung der unstimulierten Probe
hinausging. Die unterschiedlichen Insulinkonzentrationen hatten, wie schon unter
physiologischen Glukosekonzentrationen, keinen Einfluff auf die durch Thrombin

induzierte Phosphorylierung von PKB (Abb. 4.24).

pPKB — —- L .
0,1 1,0 100 - 01 1,0 100
ontr nM Insulin nM Insulin
0,01 U Thr.

pPKB | —

Kontr. 0,1 1,0 100 001U  20uM 100 uM 100 uM 2uM
Thr. Metfor- SNP ADP  Forskolin
min

nM Insulin

Abb. 424 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die PKB Phosphorylierung in
Blutplittchen bei einem Glukosewert von 30 mM. Ein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die
Phosphorylierung von PKB konnte bei keiner der eingesetzten Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und
100 nM) nachgewiesen werden. Lediglich die eingesetzten 0,01 U Thrombin fiihrten zu einem Anstieg

der PKB Phosphorylierung.
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43.5.2 Keine insulinabhingige Wirkung auf die MAP-Kinase in den
Blutplittchen bei pathologischen Glukosekonzentrationen

Ein Einfluf$ auf die Phosphorylierung von P38 und ERK MAPK durch Insulin
konnte bei pathologischen Glukosewerten nicht nachgewiesen werden. Hier zeigten
sich die gleichen Ergebnisse wie bei physiologischen Glukosekonzentrationen. Die
Phosphorylierung der mit 0.1 nM, 1 nM und 100 nM Insulin stimulierten Proben
wichen nicht von dem basalen Wert der unstimulierten Kontrollprobe ab. Lediglich
Thrombin (0,01 U) und ADP (100 pM) fuhrten hier zu einem Anstieg der
Phosphorylierung. Die durch Thrombin induzierte Phosphorylierung von P38 und
ERK MAPK wurde durch eine 5 miniitige Prdinkubation mit Insulin (0,1 nM, 1 nM
und 100 nM) nicht verdndert (Abb. 4.25).

P38  ‘e— | o— ——
pERK ; T — W_—
0,1 1,0 100 - 0,1 1,0 100
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nM Insulin nM Insulin
0,01 U Thr.
P 38 -_— —_—
Kontr. 01 1,0 100 001U  20uM 100 uM 100 uM 2pM
Thr. Metfor- SNP ADP Forskolin
nM Insulin min

Abb. 4.25 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die MAP-Kinase Signalweg Blutplittchen
bei einem Glukosewert von 30 mM. Ein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die
Phosphorylierung von P 38 und ERK konnte bei keiner der eingesetzten Konzentrationen (0.1 nM, 1
nM und 100 nM) nachgewiesen werden. Ein Anstieg der Phosphorylierung wurde nur durch die

Stimulation mit 0,01 U Thrombin und 100 pM ADP herbeigefiihrt.
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4.3.5.3 Einfluff von Insulin auf AMPK unter hyperglykdmischen Bedingungen

Wie bereits bei der Phosphorylierung von PKB und der MAP-Kinase
Signalkaskade, zeigte das Insulin ebenfalls keinen Einflufs auf die Phosphorylierung
vom AMPK. Hier wich die Phosphorylierung der mit Insulin behandelten Proben
nicht von der unbehandelten Kontrollprobe ab. Nur die Stimulation mit 20 uM des
AMPK Aktivators Metformin fiihrte zu einem Anstieg der AMPK Phosphorylierung
(Abb. 4.26).

pAMPK — —
S — — e—
Kontr. 0,1 1,0 100 001U  20uM 100 uM 100 uM 2uM
Thr. Metfor- SNP ADP Forskolin

nM Insulin min

Abb. 4.26 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die AMPK Phosphorylierung in
Blutplittchen bei einem Glukosewert von 30 mM. Ein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die
Phosphorylierung von AMPK konnte blieb bei allen eingesetzten Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und
100 nM) aus. Ein Anstieg der Phosphorylierung von AMPK konnte nur nach der Stimulation mit 20
uM des AMPK Aktivators Metformin beobachtet werden.

4354 Insulin zeigt unter hyperglykdmischen Bedingungen keine Wirkung auf
die VASP Phosphorylierung der Blutplittchen

Das schon fiir PKB, MAP-Kinase und AMPK beobachtete Ergebnis zeigte sich
auch im Fall der verschiedenen Phosphorylierungsstellen von VASP. Die Stimulation
mit Insulin fiihrte, wie bereits unter physiologischen Glukosekonzentrationen, zu
keiner Verdnderung der Phosphorylierung bei VASP Ser'’, VASP Ser?* und VASP
Thr?8 (Abb.) Ein Einfluf$ von Insulin auf die durch Thrombin induzierte Zu- (VASP
Ser1%”) bzw. Abnahme (VASP Ser?®) der Phosphorylierung konnte ebenfalls nicht
beobachtet werden (Abb. 4.27). Neben Thrombin fiihrten die als zusétzliche

Kontrolle verwendeten SNP und Forskolin zu einem Anstieg der Phosphorylierung
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von VASP Ser'>” und VASP Ser2*®. Es ist daher darauf zu schliefSen, dafs innerhalb der
Blutpladttchen keine Wirkung auf cGMP und cAMP von Insulin ausgeht.

VASP Serl7 o e com—  —— .*

VASP Sel‘239 | — R | r— l | ——

0,1 1,0 100 0,1 1,0 100
Kontr.

nM Insulin

nM Insulin 00 11 Thr

VASP Ser!57 - - S s

VASP Ser?% - | . - 0 = -

VASP Thr?78 . —— - W -

Kontr. 01 10 100 001U 20yM 100pM 100uM _ 20M
Thr. Metfor- SNP ADP Forskolin
min

nM Insulin

Abb. 4.27 Kein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die VASP Phosphorylierung in
Blutplittchen bei einem Glukosewert von 30 mM. Ein durch Insulin hervorgerufener Effekt auf die
Phosphorylierung von VASP konnte bei keiner der eingesetzten Konzentrationen (0.1 nM, 1 nM und
100 nM) nachgewiesen werden. Lediglich SNP und Forskolin fiihrten zu einem Anstieg der

Phosphorylierung von VASP Ser?5” und VASP Ser?® unter pathologischen Glukosekonzentrationen.

44 Zeitabhingiger Insulineffekt auf Blutpldttchen

Verschiedene Studien weisen darauf hin, daff von Insulin ein zeitabhéngiger
Effekt auf die Blutpldttchen ausgeht.”?> Da wir mit unseren vorhergehenden
Experimenten eine Wirkung des Insulins auf die Blutpldttchen nach einer relativ
kurzen Inkubation (5 Minuten) nicht nachweisen konnten, wurden die Blutpldttchen
10, 15 und 30 Minuten mit Insulin inkubiert. Als zuséitzliche Kontrolle wurde hierbei
hitzeinaktiviertes Insulin verwendet, um einen etwaigen durch die Alterung der
Plattchen bedingten Effekt ausschliefSen zu konnen.

Ein zeitabhdngiger Effekt des Insulins auf die intrazelluldren Signalwege

konnte mittels Western Blot nicht nachgewiesen werden. Die Phosphorylierung der
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Signalproteine PKB, VASP Ser'®, P38 und ERK nimmt im Zeitverlauf kontinuierlich
ab, bzw. im Fall von VASP Ser2® kontinuierlich zu, ohne daf$ hierbei ein Unterschied
zwischen den unstimulierten und den mit hitzeinaktiviertem bzw. funktionsfdhigen

Insulin stimulierten Pldttchenproben erkennbar gewesen wére (Abb. 4.28).

pPKB R — W— —
VASP Ser157 | — p— am—
VASP Ser239 S —— — — — — — — . ——
P 38 — ——
PERK — -

Kontr. Kontr. inakt. 10 Kontr. inakt. 10 Kontr. inakt. 10 001U

10 10 10 Thr.
nM Insulin nM Insulin nM Insulin
10 Minuten 15 Minuten 30 Minuten

Abb. 4.28 Kein zeitabhingiger Effekt von Insulin auf die Signalkaskaden in Blutplittchen. Die
Stimulation mit 10 nM Insulin und 10 nM hitzeinaktiviertem Insulin fiihrte im Zeitverlauf iiber 30

Minuten zu keiner von der unstimulierten Kontrolle abweichenden Phosphorylierung von PKB, VASP

Ser!57, VASP Ser2¥, P 38 und ERK.

4.5 Der Insulinrezeptor

Der Insulinrezeptor wurde fiir humane Blutpldttchen erstmals 1979
beschrieben.®? Mittels Bindungsanalyse von radioaktiv markiertem 12Iinsulin wurde
die Anzahl der Insulinrezeptoren auf der Pldttchenoberfliche auf ~ 570 geschitzt.
Erst 1988 erfolgte der Nachweis der Insulinrezeptors durch Western Blot.®® Diesem
Nachweis fehlte jedoch die Positivkontrolle. Nach der Bindung von Insulin wird die
intrazelluldre Doméne des IR am Tyr!146 phosphoryliert. Hierdurch werden mehrere

intrazelluldre Signalwege tiber das Insulinrezeptor Substrat (IRS) aktiviert.
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Da die bisherigen Ergebnisse auf das Fehlen eines funktionell aktiven
Insulinrezeptors auf der Oberfliche der Thrombozyten hindeuteten, wurde sein
Vorhandensein mittels Western Blot und rtPCR tiberpriuft. Als Positivkontrolle
dienten Endothelzellen der ECV 304 Zelllinien.

45.1 Western Blot

ECV 304 Zellen wurden bei 37°C 5 Minuten mit 10 nM Insulin inkubiert. Die
Stimulation der Thrombozyten erfolgte mit 0,1 nM, 1 nM und 100 nM Insulin
derselben Losung. Die Western Blot Analyse der mit Insulin stimulierten
Blutpldttchen und Endothelzellen bestitigte, dafs den Thrombozyten ein funktionell
aktiver IR fehlt und zeigte zugleich, dafs das von uns eingesetzte Insulin wirksam ist.

Wir konnten den Insulinrezeptor und seine phosphorylierte Form (pIR) nach 5
mintitiger Inkubation mit Insulin auf den Endothelzellen nachweisen, hingegen nicht
auf den Thrombozyten. Phospho-PKB, phospho-P38 und phospho-ERK konnte
ebenfalls fiir die Endothelzellen nachgewiesen werden, nicht jedoch fur die
Thrombozyten (Abb. 4.29). Es ist davon auszugehen, dafs die schwachen Signale fiir
IR, die in der humanen Plittchenprobe zu sehen sind, auf unspezifische
Bindungsreaktionen zuriickzufiihren sind, da ein Signal fiir p-IR nach der
Stimulation mit 0,1 nM, 1 nM und 100 nM Insulin nicht nachgewiesen werden

konnte.
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Abb. 4.29 Der Insulinrezeptor ist mittels Western Blot auf Endothelzellen, nicht aber auf
Blutplittchen nachweisbar. In Kultur gehaltene ECV304 Zellen, sowie ECV304 Zellen, welche den IR
iiberexprimieren und gewaschene humane Blutpldttchen wurden mit Insulin stimuliert. Nach fiinf
Minuten Stimulation wurden die Zellen lysiert und Proben fiir einen Western Blot gegen IR, P-IR,
eNOS, P-eNOS, total p38, P-p38 P-ERK, P-PKB, und total PBK entnommen. Die Abbildung ist
reprasentativ fiir vier verschiedene Experimente mit dhnlichem Ergebnis. IR, P-IR, P-eNOS, P-p38, P-
ERK und P-PKB konnten nach Insulinstimulation fiir die Endothelzellen, nicht jedoch fiir die

Blutpladttchen nachgewiesen werden.

4.6 eNOS in Blutplittchen

Mehrer Publikationen weisen auf die Existenz von eNOS in Bluttpldttchen

und auf seine Rolle in der Aktivierung und Hemmung der Thrombozyten hin. 73 136,
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137 So soll es u. A. eine Rolle bei der von Flemming et al. beschriebenen Hemmung
der Blutpldttchen durch Insulin spielen. 70.132

Mit dem von Flemming et al. ebenfalls verwendetem Antikorper gegen
phospho-eNOS Ser!1”7 gelang uns zundchst ebenfalls der Nachweis von phospho-
eNOS in Blutpldttchen mittels Western Blot. Hierbei war eine deutliche Bande nur
nach Stimulation mit dem Agonisten Thrombin und nicht nach Stimulation mit
Insulin sichtbar. Nachdem wir als Negativkontrolle eNOS -/- doppel-knock-out
Maduse verwendeten, zeigte sich hier gleichfalls eine Bande fiir P-eNOS nach
Thrombin Stimulation. Wir miissen daher davon ausgehen, dafs der polyklonale P-
eNOS Ser!'”7 Antikorper nicht nur P-eNOS erkennt, sondern auch ein anderes

Protein von gleichem Proteingewicht, welches nach Thrombin Stimulation ebenfalls

phosphoryliert wird.
eNOS Phosphorylierung Ser'177 eNOS Phosphorylierung Ser177
in WT und eNOS KO Maidusen in Blutplittchen
Kontrolle Thrombin
P-eNOS . -_
P-VASP | - | — — | — — e
P.p3s L —— —
eNOS +/+ -/- +/+ -/- Kontr. 01 1 100 0,01 U
Thr.
nM Insulin

Abb. 4.30 Der P-eNOS Ser'”7 Antikorper erkennt ebenfalls ein anderes Protein von gleichem
Proteingewicht. Mit dem von uns verwendeten p-eNOS Ser'17” Antikorper liefs sich in eNOS doppel-

knock-out Miusen eine Proteinbande nach Thrombinstimulation erkennen.
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4.7 Flufkammerversuche

4.71 Adhision der Blutplittchen an Kollagen IV

Zu der weiteren Untersuchung einer Wirkung des Insulins auf die
Plattchenfunktion wurde die Adhédsion humaner Blutpldttchen auf eine Kollagen IV-
beschichtete Oberfldiche unter konstantem Flufi (1= 0,8 [dyn/cm?]) in An- und
Abwesenheit von Insulin (10 nM) beobachtet. Nach 15 mintitigem Flufs wurde die
Bindung der Blutpldttchen an die Kollagen IV-beschichtete Oberfldche gemessen.
Wir konnten keinen signifikanten Unterschied in der Adhédsion in An- und
Abwesenheit von Insulin beobachten. Die durch die Thrombozyten bedeckte
Oberfliche der FlufSkammer lag bei 28,89 % + 7,38 % bei den unbehandelten
Thrombozyten und bei 31,24 % + 9,72 % nach der Stimulation mit 10 nM Insulin (n =
6, Abb. 4.31).
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Abb. 4.31 Die Bildung von Plittchenaggregaten an Kollagen wird durch Insulin nicht beeinflufit.
Unter konstantem FlufS (= 0,8 [dyn/cm?]) wurde die Adhadsion der Blutpldttchen an Kollagen IV
gemessen. Die Stimulation mit Insulin (10 nM) fithrt zu keiner signifikanten Verringerung der
Pldttchenadhésion an das Kollagen. Der Graph in Abbildung C zeigt die durschnittliche bedeckte

Flache £ SEM aus 6 einzelnen Experimenten, * p< 0,05.

4.7.2 Ageoregatbildung auf Endothelzellen

Da eine direkte akute insulininduzierte Wirkung auf die Pldttchenadhdsion
und -aggregation nicht nachgewiesen werden konnte, untersuchten wir nun die
Moglichkeiten eines indirekten durch das Insulin herbeigefiihrten Effekts auf die
Pldttchenadhédsion und -aggregation tiber eine antithrombotische Wirkung des

Endothels. Daher wurde die Adhision humaner DPlittchen auf eine mit

Endothelzellen bedeckte Oberfliche unter konstanten Flufsbedingungen (1= 0,8
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[dyn/cm?]) in An- und Abwesenheit von Insulin (10 nM) gemessen. Die Stimulation
mit 10 nM Insulin fiithrte zu einer signifikanten Abnahme der Pldttchenaggregation
auf der Endothelzellschicht. Die mit Thrombozyten bedeckte Oberfldche lag im Fall
der unstimulierten Kontrolle bei 23,47 % + 11,60 %, wihrend nach der Stimulation
mit Insulin nur noch 4,80 % + 4,62 % der Oberfldche bedeckt war (n = 6, p < 0,05,
Abb. 4.32). Des Weiteren kam es durch die Stimulation mit Insulin zu einer
Aktivierung von eNOS innerhalb der Endothelzellen (Abb. 4.33). Wir schlieflen
daraus, dafs der beobachtete Riickgang der Plittchenadhédsion und -aggregation an
die Endothelzellen auf den durch das Insulin induzierten Effekt auf diesen

zuriickzuftihren ist, durch den es zu einem Anstieg der NO Produktion kommt.

Kontrolle 10 nM
Insulin

Aggregat-
bildung

201

% covered area

- + 10 nM Ins.

Abb. 4.32 Auswirkung von hohen Insulinkonzentrationen auf die Thrombusbildung. Unter
konstantem Fluff (1= 0,8 [dyn/cm?]) wurde die Adhidsion der Blutpldttchen an ECV 304
Endothelzellen gemessen. Die Stimulation mit Insulin (10 nM) fithrt zu einer signifikanten
Verringerung der Plittchenadhdsion an die Endothelzellen. Der Graph in Abbildung C zeigt die

durschnittliche bedeckte Flidche £ SEM aus 6 einzelnen Experimenten, * p< 0,05.
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4.7.3 Wirkung von Insulin auf das Endothel

Der von uns beobachtet Riickgang der Plidttchenadhédsion an das Endothel
nach der Stimulation mit 10 nM Insulin ist auf eine durch dieses herbeigefiihrte
Aktivierung von eNOS innerhalb der Endothelzellen zurtickzuftihren. Dies fiihrte zu
einem Anstieg der NO Produktion im Endothel, welcher durch einen Anstieg der
Fluoreszenz des DAF-FM sichtbar wurde (Abb. 4.33). Das frei werdende NO wirkte

hemmend auf die Blutplattchen und verminderte ihre Adh&sion an das Endothel.

Kontrolle 10 nM
Insulin

t(min) = O t(min) = 3

Abb. 4.33 Zeitabhingiger Anstieg der NO-Produktion in Endothelzellen nach Insulinstimulation.
Die Stimulation mit Insulin (10 nM) fiithrt zu einem sichtbaren Anstieg der NO-Produktion. (A) NO-
Produktion in den Endothelzellen vor der Stimulation mit 10 nM Insulin. (B) NO-Produktion in den

Endothelzellen nach der Stimulation mit 10 nM Insulin.
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5.  DISKUSSION

5.1. Aktivierung der Blutpldttchen durch Insulin

Die dieser Forschungsarbeit zu Grunde liegenden Daten werfen ein neues Licht auf
die widerspriichlichen Berichte beziiglich der Insulinwirkung auf Blutpldttchen. Die
wichtigste Entdeckung und die sich daraus ergebende Schlufifolgerung unserer
Studie sind, daf8 Insulin anti- und/oder prothrombotischen Signalwege innerhalb
der Blutpldttchen nicht direkt beeinfluit. Vielmehr inhibiert es indirekt
Wechselwirkungen zwischen dem Endothel und den Blutpldttchen, indem Insulin zu
einem Anstieg der endothelialen Stickstoffmonoxid-Produktion fiihrt. Eine ebenfalls
wichtige Beobachtung bestand darin, daff ein Teil der bereits publizierten
widerspriichlichen  Ergebnisse  beztiglich der Insulinwirkung auf die
Aktivierung/Hemmung der Thrombozyten auf das verwendete Losungsmittel des
Insulins zurtickgefiihrt werden kann. Wurde das Insulin in reinem H>O gelost, so
konnten keine stimulierenden oder inhibierenden Effekte beobachtet werden,
wiahrend das Losungsmittel, das bei klinischer Anwendung eingesetzten Insulins zu
einer Aktivierung der Blutpldttchen fiihrte. Diese Aktivierung beschrankte sich auf
den Integrinrezeptor aupPs. Eine durch das Losungsmittel des Insulins
hervorgerufene Wirkung auf die Blutpldttchen liegt wahrscheinlich auch den
Beobachtungen von Murer et al. zugrunde, bei denen eine durch Insulin
hervorgerufene Aggregation der Blutpldttchen beschrieben wird.®* Diese
Aggregation wurde ebenfalls durch ein Insulin-Losungsmittelgemisch (Humulin)
hervorgerufen. Das von uns verwendete Insuman rapid®, welches im gleichen
Losungsmittel wie Humulin gelost ist, fiihrte ebenfalls zu einer Aktivierung der

Blutpldttchen, wahrend das reine Insulin hier keine Wirkung zeigte.

5.2. Wirkung des Insulins auf intrazelluldre Signalwege

Ein akuter, durch das Insulin hervorgerufener Effekt auf die intrazelluldren

Signalwege im Blutpldttchen konnte in unserer Studie nicht nachgewiesen werden.
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Die fiir das Insulin in anderen Zelltypen beschriebenen® 5! und durch den
Insulinrezeptor vermittelten Signalwege tiber PKB,12 126 und MAPK?33 €0, 127 wurden
in unseren Untersuchungen an Thrombozyten durch Insulin nicht beeinflufst. Hier
widersprechen unsere Ergebnisse fritheren Publikationen, die eine gesteigerte
Aktivierung der Blutpldttchen nach der Stimulation mit physiologischen® ¢ ebenso
wie mit supraphysiologischen®* Insulinkonzentrationen zeigen. Durch reines Insulin
kam es zu keiner verdnderten Phosphorylierung intrazelluldrer Signalmolekiile wie
Akt/PKB, ERK, p38 MAPK und VASP (Abb. 411 - 4.14). Die durch Thrombin
induzierte Verdnderung in der Phosphorylierung dieser Proteine wurde durch
Insulin ebenfalls nicht beeinflufst.

Akt/PKB ist ein wichtiger Knotenpunkt in den durch Insulin aktivierten
Signalwegen!?, wie sie beispielsweise fiir Leber- und Fettzellen beschrieben sind,
und wird durch PDK1 am Thr3%® phosphoryliert.1?6 Wir konnten hingegen keine
durch Insulin hervorgerufene Phosphorylierung von Akt/PKB Thr3%® in
Blutpldttchen nachweisen, wiahrend in ECV 304 Zellen die Phosphorylierung von
Akt/PKB Thr3® nach der Stimulation mit Insulin anstieg (Abb. 4.28). Weitere
intrazelluldre Ziele des Insulins sind die P38 MAPK und ERK1/2 Proteine des Ras-
MAPK Signalwegs.?® Fiir ERK 1/2 wurde gezeigt, daff es IRS1 an Serinresten
phosphoryliert und dadurch als negativer Riuickkopplungsmechanismus fiir die
Wirkungen des Insulins dient.’?” Die Aktivierung von p38 MAPK durch Insulin wird
fir die GLUT4 Translokation benotigt.®0 In gewaschenen humanen Blutpldttchen
konnten wir keine Phosphorylierung von P38 MAPK und ERK1/2 nach
Insulinstimulation nachweisen (Abb. 4.12).

Die Phosphorylierung von VASP korreliert mit der Hemmung der
Blutpldttchen und der Integrin amfs Aktivierung.1?8 129 VASP wird sowohl durch
cAK als auch durch ¢cGK am Ser’>” und Ser?° phosphoryliert.18 130, 131 Eine durch
Insulin hervorgerufene Verdnderung der basalen Phosphorylierung von VASP Ser!5”
und Ser?®* in den gewaschenen Blutpldttchen konnte von uns nicht nachgewiesen
werden. Ebenfalls hatte Insulin keine Wirkung auf die durch Thrombin
hervorgerufenen Verdnderungen in der Phosphorylierung von VASP Ser' und
Ser?. Dies deutet darauf hin, daff der cGMP/PKG und cAMP/PKA Signalweg in

Blutpldttchen nicht durch Insulin beeinflufit werden, da angenommen wird, daf3
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PKA und PKG zwei der wichtigsten Ziele stromabwérts des NO/cGMP und
Prostazyklin/cAMP Signalwegs in Blutpldttchen sind, die zu der VASP
Phosphorylierung fithren.138-140

Fleming et al. beschreiben in ihren Studien einen zeitabhidngigen Insulineffekt
auf die PKB Phosphorylierung in Blutpldttchen.” Hier wurde ein Anstieg der PKB
Phosphorylierung im Zeitraum einer 30 miniitigen Insulinstimulation demonstriert.
Diesen Ergebnissen widersprechen die von uns erhobenen Daten. Ein zeitabhédngiger
Insulineffekt auf die Signalwege innerhalb der Blutpldttchen konnte von uns nicht
nachgewiesen werden. In unseren Experimenten nahm die Phosphorylierung von
PKB, VASP Ser157, VASP Ser?® und P38 sowie ERK MAPK in der unstimulierten
Kontrolle und den mit Insulin und hitzeinaktiviertem Insulin stimulierten Proben
kontinuierlich im Zeitverlauf ab bzw. im Fall von VASP Ser2¥ kontinuierlich zu (Abb.
4.29). Ein Unterschied zwischen Insulin, hitzeinaktiviertem Insulin und der
unstimulierten Kontrolle war allerdings nicht ersichtlich.

Wir gehen davon aus, dafs die in den vorangegangenen Publikationen
beschriebenen zeitabhdngigen Effekte auf die Prdparation der Blutpladttchen
und/oder ihre Alterung auflerhalb des korperlichen Milieus zurtickzufiihren ist.
Ebenfalls fehlten hier unstimulierte Kontrollen und mit hitzeinaktiviertem Insulin

stimulierte Proben.

5.3. Aggregation und Adhdsion der Blutplittchen

Vorangegangene Arbeiten zeigten eine herabgesetzte Sensibilitit humaner
Blutplattchen fiir Agonisten wie Thrombin, ADP oder Kollagen nach vorhergehender
Insulin Stimulation.®® 70,72 73 Eine verzogerte Akkumulation und Aggregation wurde
fur murine Blutpldttchen nach einer Stimulation mit Insulin nachgewiesen.
Wahrend Touyz wund Schiffrin noch keinen plausiblen Mechanismus der
Insulininduzierten Hemmung der durch Thrombin hervorgerufene Aggregation der
Blutpldttchen anfiihren konnten,”> geht er nach Flemming et al. auf eine
insulininduzierte Aktivierung von PKB und AMPK und eine daraus folgende

Phosphorylierung von eNOS zurtick, die zu einer Akkumulation von cGMP in den
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humanen Blutpladttchen fiihrt.”? Hierdurch kommt es zu der Hemmung der
Pldttchenaggregation. Dieser Anstieg des cGMP Spiegels innerhalb der Blutpladttchen
nach Insulinstimulation und eine daraus folgende Hemmung der Aggregation
wurde ebenfalls von Westerbacka etf. al. beobachtet.” Dem gegeniiber stehen
Ergebnisse, in denen die zusdtzliche Stimulation mit Insulin zu einer gesteigerten
Aggregation der Blutpldttchen nach der Gabe von ADP beobachtet wurde.® ¢ Von
uns konnte weder ein die Aggregation der Blutplidttchen begtinstigender, noch ein
vom Insulin ausgehender inhibierender Effekt auf die gewaschenen humane
Blutpldttchen beobachtet werden. Unsere Ergebnisse zeigen eindeutig die
Abwesenheit einer signifikanten durch Insulin hervorgerufenen Wirkung auf die
Plattchenaggregation und die durch verschiedene Agonisten induzierte Aggregation.
Insulin alleine hatte keinen Einfluf$ auf die Pldttchenaggregation und die durch
Thrombin (0.0025 U/ml), ADP (1 pM) und Kollagen (3 png/ml) hervorgerufene
Aggregation (Abb. 4.8 +4.9).

Eine zentrale Bedeutung in der Aggregation besitzt der Fibrinogenrezeptor
Integrin amnPs. Er bindet in aktiviertem Zustand l6sliches plasmatisches Fibrinogen,
sodafd sich zwischen benachbarten Thrombozyten ,Fibrinogenbriicken” bilden
konnen. Durch wunsere FACS-Analysen war ein auf das reine Insulin
zurtickzufiihrender Einflufs auf das Integrin amPs nicht nachweisbar. Insulin zeigte
keine aktivierende oder inhibierende Wirkung auf Integrin amps (Abb. 4.4 A) und
hatte keine Auswirkung auf die durch Thrombin herbeigefiihrte Aktivierung von
Integrin amBs (Abb. 4.4 B). Weitere Bestadtigung hierfiir erhielten wir durch die von

uns durchgefiihrten durchflufizytometrischen Experimente. Unter konstantem Fluf3
[Scherkraft 1= 0,8 (dyn/cm?)] kam es zu keiner signifikanten Abweichung in der

Pldttchenadhésion an eine Kollagen-beschichtete Oberfldche bei physiologischen und
pathologischen Insulinkonzentrationen (Abb. 4.31).

Die in der vorangegangenen Publikationen beschriebenen Effekte des Insulins
auf das Aggregationsverhalten der Blutpldttchen kann mehrere Ursachen haben.
Neben einem Einflufs der Praparation oder der Alterung der Blutpldttchen aufserhalb
des physiologischen Milieus kann das eingesetzte Insulin bzw. das fiir das Insulin
verwendete Losungsmittel einen Einflufs auf die Aggregation der Thrombozyten

haben. Wie bereits beschrieben fiihrte das mit dem von Humulin® identische
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Losungsmittel von Insuman® rapid® zu einer Aktivierung von Integrin amps. Dies
kann gleichzeitig das Aggregationsverhalten der Blutpldttchen beeinflussen.
Ebenfalls mufS aufgezeigt werden, dafd die in den vorangegangenen Arbeiten in vitro
beschriebenen Effekte des Insulins auf die Aggregation der Blutpldttchen in vivo
nicht beobachtet werden konnen. Fiir Patienten die an Diabetes mellitus oder
Insulinresistenz leiden ist weder eine erhohte Thrombose- noch eine erhohte
Blutungsneigung beschrieben. Es ist nicht auszuschlieffen, daf8 indirekte
insulinabhdngige Effekte auf die Pldttchenaggregation in vivo vorhanden sind, die
durch eine chronisch erhohte Insulinkonzentration im Blut hervorgerufen werden.
Direkte chronische Auswirkungen einer krankhaft erhchten Insulinkonzentration im
Blut sind auch aufgrund der nur sehr kurzen durchschnittlichen Lebensdauer der

Blutpladttchen von acht bis zwolf Tagen wenig wahrscheinlich.

5.4. Ca?* Mobilisierung

Ca?* ist in hohen Konzentrationen im dichten tubuldren System und in dichten
Granula gespeichert. Wahrend der Aggregation der Blutpldttchen wird es an das
Zytosol abgegeben. Es ist eines der drei Komponenten Scherkraft, Fibrinogen und
Ca?*, ohne die Thrombozyten nicht aggregieren konnen. Zwischen der
intrazelluldren Ca?*-Konzentration und dem Stimulierungsgrad der Thrombozyten
besteht eine direkte Korrelation. Uberschreitet die intrazelluldre Ca2* -Konzentration
eine bestimmte Schwelle, so verdndert das Blutpldttchen seine Form und bildet
Pseudopodien aus. Die Ausschiittung von Ca?* in den Extrazelluldrraum begtinstigt
die Bindung von  Fibrinogen an Integrin amPs sowie andere
Gerinnungsmechanismen.

Das von uns verwendete reine Insulin hatte keine Auswirkung auf den Ca?*
Spiegel ruhender Blutpldttchen und auf die durch ADP und Thrombin induzierte
Ca?* Mobilisierung (Abb. 4.10). Gegensétzliche Beobachtungen von Ferreira et al. 124
sprechen von einer 20 %igen Hemmung der ADP-induzierten Ca2* Mobilisierung in
Blutpldttchen durch 100 nM Insulin und durch den P2Y12 Rezeptor Antagonisten
AR-C69931MX. In unseren Experimenten blieb die durch ADP und Thrombin
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stimulierte Kalzium Mobilisierung so gut wie unverdndert nach einer 5mintitigen
Prainkubation mit Insulin in den Konzentrationen von 0.1 nM, 1 nM und 100 nM.
Ebenso wurde in verschiedenen anderen Studien gezeigt, dafy eine Hemmung von
P2Y12 keinen Einfluf8 auf die Ca?* Mobilisierung in Blutpldttchen hat.141, 142
Unterschiedliche  Plédttchenprdparationen und abweichende experimentelle
Bedingungen konnen der Grund fiir diese unterschiedlichen Beobachtungen sein.
Die von uns erhaltenen Daten zu der Ca?* Mobilisierung decken sich mit den
anderen von uns erhobenen Daten, nachdem Insulin zu keiner Formverdnderung,

Aggregation und Aktivierung der Blutplittchen fiihren.

5.5. Thrombozytire Granula

Werden die Blutplédttchen durch Agonisten wie Thrombin oder ADP aktiviert,
kommt es zu einer Sekretion der Speichergranula und damit zur Sekretion des in den
a-Granula gespeicherten P-Selektins und der Expression des P-Selektins auf der
Plattchenoberfldche. Das P-Selektin spielt eine zentrale Rolle bei der sekunddren
Hamostase und bei vaskuldren Reparaturvorgdngen. Fiir die Messung der
Thrombozytenaktivierung ist es geeignet, da es auf der Oberfliche der ruhenden
Blutpldttchen nicht exprimiert wird.

Unsere Messungen zeigten, dafs die Expression des P-Selektins durch Insulin
auf der Oberfliche gewaschener humaner Blutpldttchen nicht herbeigefiihrt wird.
Weder physiologischen (0.1 nM und 1 nM) noch pathologische (100 nM)
Insulinkonzentrationen zeigten hier eine Wirkung (Abb.). Das Gleiche gilt fiir die
Stimulation der gewaschenen Blutplédttchen mit Thrombin (0.01 U). Hier hatte das
Insulin ebenfalls keinen Einfluf8 auf die Thrombin-induzierte P-Selektin Expression
(Abb. 4.7). Diese mittels FACS-Analyse gewonnen Daten decken sich mit denen der
Ca?* Messung. Die Inhaltsstoffe der Granula werden erst ab einem bestimmten
zytoplasmatischen Ca?*-Schwellenwert freigesetzt. Da das Insulin keinen Einflufd auf
das zytoplasmatische Ca?* hat, bleibt auch eine Wirkung auf die thrombozytédren

Granula aus.
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5.6. Insulinrezeptor

Nach Bindung des Insulins an den IR kommt es tiber mehrere
Zwischenschritte zu der Phosphorylierung des Tyrosin 972, welches eine der
Hauptbindungsstellen fiir Proteine der IR-Signalkaskade darstellt.®® Zu den
Proteinen, die am Tyr%? mit dem IR interagieren, gehoren die Insulin Rezeptor
Substrate (IRS) 1 - 4, GAB, IRS5/DOK4 und IRS6/DOKS5.51 Von hier fithren der
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)-Akt/Proteinkinase B Signalweg, der fiir den
Grofiteil der metabolischen Wirkungen des Insulins verantwortlich ist, und der Ras-
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) Signalweg weg.3

Das Vorhandensein des IR auf der Oberfliche der Thrombozyten ist nicht
einwandfrei bewiesen. Obwohl bereits 1979 die spezifische Bindung von
radioaktiven 12°I'Insulin beschrieben®? und aufgrund der dadurch erhobenen Daten
die Anzahl der Insulinbindungsstellen auf der Thrombozytenoberfldche auf ~ 570
geschdtzt wurde, kam es spdter nur zu einem weiteren Nachweis des IR mittels
Western Blot.%® Eine Positivkontrolle wurde hier jedoch nicht verwendet. Das von
uns beobachtete Fehlen eines signifikanten Insulin-abhidngigen Effekts auf die
Aktivierung, Aggregation, Ca?* Mobilisierung und auf die Phosphorylierung der in
der Signalkaskade stromabwirts vom Insulinrezeptor gelegenen Proteine PKB, ERK
und p-38 MAPK deutet auf das Fehlen eines funktionell aktiven IR auf der
Oberfldche der Thrombozyten hin.

Tatsdchlich war es mittels konventionellem Western Blot nicht moglich den
Insulinrezeptor auf den Thrombozyten nachzuweisen. Der Nachweis des IR gelang
uns sowohl in seiner unphosphorylierten, als auch in seiner phosphorylierten Form
auf den von uns als Positivkontrolle verwendeten ECV304 Zellen. Dies zeigt, daf8 das
von uns verwendete Insulin funktionell aktiv und der verwendete Antikorper
funktionsfahig war.

Durch unsere Forschungsergebnisse kann nicht ausgeschlossen werden, dafs
der Insulinrezeptor nicht doch in geringer, mittels konventionellem Western Blot
nicht nachweisbarer Anzahl, auf der Oberfliche der Thrombozyten zur Expression
kommt. Sollte dies der Fall sein, so mufs davon ausgegangen werden, dafs dieser IR

funktionell nicht aktiv ist, da die fiir andere Zelltypen beschriebenen und durch
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Insulin aktivierten Signalwege innerhalb der Thrombozyten durch Insulin weder

aktiviert noch gehemmt werden.

5.7. eNOS in Blutplittchen

Die eNOS Aktivierung wird durch Hormone wie Katecholamine und
Vasopressin und von Thrombozyten ausgeschiitteten Botenstoffen wie Serotonin
und ADP {iiber eine rezeptorvermittelte G-Protein Aktivierung stimuliert.1’® Fur
Skelettmuskel- und Endothelzellen ist eine durch Insulin induzierte Aktivierung von
eNOS!17.118 {iber den Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3-K) Signalweg!1® beschrieben.
Die Synthese von NO im Endothel wird nach der Stimulation mit Insulin tiber einen
schnellen Translationsmechanismus!? und die Induzierung der eNOS
Genexpression!?! gesteuert. Verschiedene vorangegangene Studien weisen eNOS in
den Blutpldttchen wund einen von ihm ausgehenden Effekt auf die
Plédttchenaktivierung nach.” 136 137 Demnach fiihrt Insulin tiber einen NO-G Kinase-
VAMP-3-abhdngigen Signalweg zu der Ausschiittung von vasodilatorischen
Substanzen'43 und stimuliert die NO Synthese in humanen Blutplédttchen.”

Die von uns durchgefiihrten Versuche zeigen nicht nur das Fehlen einer durch
Insulin hervorgerufenen Wirkung auf eNOS in Blutpldttchen. Vielmehr weisen sie
das Fehlen von eNOS in humanen Blutplidttchen nach. Der in unseren Experimenten
und anderen Publikationen verwendete Antikorper gegen P-eNOS Ser!1”7 detektiert
ebenfalls ein anderes Protein mit gleichem Proteingewicht wie P-eNOS, da er selbst
tiir eNOS/- knock-out Méduse ein deutliches Signal zeigte. Hieraus schliefSen wir, dafs

dieser Antikorper unspezifisch an ein anderes Protein gleicher Grofie bindet.

5.8. Wechselwirkung zwischen dem Endothel und den Blutplittchen

Insulin fiihrte in unseren Experimenten zu einem konzentrationsabhingigen
Anstieg von endothelialem NO. Dieser Anstieg des endothelialem NO nach Insulin

Stimulation wurde bereits von mehreren Autoren beschrieben. In unseren

90



5. Diskussion

Experimenten fiihrte dieser des endothelialem NO bei einer pathologischen
Insulinkonzentration (10 nM) zu einer signifikanten Minderung der
Plattchenadhésion an das Endothel (Abb. 4.32). Ahnliche Effekte des endothelialen
NO sind bereits fiir die Bindung von Leukozyten an das Endothel beschrieben.113
Zusammen mit fritheren Berichten, die eine verminderten biologischen
Verfiigbarkeit vaskuldren NOs bei Patienten mit Diabetes aufzeigen, wodurch es zu
einem Anstieg der Plittchenaktivierung in vivo kommt,103-19 schliefien wir, daf$ die
Veranderungen der Pldttchenfunktion bei Diabetikern nicht durch akute Wirkungen
des Insulins auf die Blutpldttchen herbei gefiihrt werden, sondern auf
Veranderungen der endothelialen NO Sekretion durch eine erhohte Insulinresistenz

zuriick zu fiihren sind.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Unter physiologischen Bedingungen spielen die Thrombozyten oder
Blutpldttchen eine zentrale Rolle bei der Erhaltung der Hamostase. Indem sie in
Blutgefdfien beschddigte Bereiche erkennen und sich dort gezielt anheften konnen,
verhindern sie das Austreten von Blut in subendotheliale Bereiche und halten eine
Blutung gering. Intrazelluldre Signalmolekiile kontrollieren das Zusammenspiel der
Plattchenagonisten und der dazugehorigen Rezeptoren und regulieren somit die
Aktivierung der Blutplattchen.

Verschiedene vorangegangene Publikationen demonstrierten sowohl
aktivierende als auch inhibierende Effekte des Insulins auf die Aktivierung,
Adhdsion und Aggregation der Blutpldttchen. Diese durch das Insulin
hervorgerufenen Effekte sollen hauptsédchlich tiber den cGMP und cAMP Signalweg
sowie tiber die Aktivierung von eNOS durch Insulin in den Blutplédttchen wirken.

Unsere Forschungsergebnisse weisen darauf hin, daff ein akuter, durch das
Insulin hervorgerufener Effekt auf die Blutpldttchen sowohl unter physiologischen
wie auch unter pathologischen Glukosekonzentrationen nicht nachweisbar ist.
Insulin zeigte keine Wirkung auf die intrazelluldren Signalmolekiile PKB, VASP, P38
und ERK, welche in der Aktivierung/Hemmung der Blutplédttchen eine wichtige
Rolle spielen. Gleichfalls blieb eine Wirkung auf die Aggregation der Blutpldttchen
und Aktivierung des Oberfldchenrezeptors Integrin amps sowie die Expression von
P-Selektin auf der Oberfldche der Thrombozyten nach der Stimulation durch Insulin
aus. Auch konnte der Insulinrezeptor durch uns auf der Oberfliche der
Thrombozyten weder in seiner unphosphorylierten, noch in seiner phosphorylierten
Form nach der Stimulation mit Insulin nachgewiesen werden. Zusammen mit dem
Fehlen eines direkten, akuten Insulin-abhidngigen Effekts auf die Thrombozyten l&fst
dies auf das Fehlen eines funktionell aktiven Insulinrezeptors auf der Oberfldche der
Thrombozyten schliefien.

Wir konnten zeigen, dafi eNOS in den Blutplittchen nicht vorhanden und
damit seine in anderen Publikationen beschriebene Aktivierung durch Insulin in den
Thrombozyten nicht gegeben ist. Der von uns und in anderen Publikationen

verwendete Antikorper gegen phospho-eNOS erkennt vielmehr ein anderes Protein
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gleicher Grofie, wie wir im Kontrollexperiment mit eNOS-/- knockout Mdusen zeigen
konnten.

Im FlufSlkammerexperiment konnte ein indirekter insulinabhédngiger Effekt auf
die Adhésion der Thrombozyten an das Endothel und ihre Bildung von Aggregaten
beobachtet werden. Die Gabe von pathologischen Insulinmengen fiihrte zu einem
Anstieg der NO Sekretion durch das Endothel, welches hemmend auf die Adhésion

und Aggregation der Thrombozyten wirkte.
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6. Summary

Under physiologic conditions platelets play a central role in upholding the
haemostasis. By recognizing lesions in the vessel walls and attachment to those areas
they prevent an influx of blood into subendothelial areas. Intracellular molecules
mediate the interaction of platelet agonists and their receptors and therefore control
platelet activation.

Several previous publications demonstrated enhancing as well as inhibiting
effects by insulin on platelet activation, adhesion and aggregation. These insulin-
mediated effects are reported to act via the cGMP and cAMP pathway as well as the
activation of eNOS by insulin in platelets.

Our findings show that there is no acute insulin dependent effect on platelet
function under physiologic and pathologic glucose levels. Insulin showed no effect
on the phosphorylation of intracellular markers of platelet activation like PKB, VASP,
P38 und ERK. Furthermore an effect on platelet aggregation and the activation of the
platelet surface receptor integrin amPs and the expression of P-Selectin on the
platelet surface after insulin stimulation was also not detectable. Expression of the IR
was not detectable in platelets which agrees with our other data that insulin-
stimulation did not trigger IR phosphorylation or activation of any insulin-induced
downstream signalling pathways in platelets including eNOS, PKB, ERK, and p-38
MAPK. These data indicate that either there is no functionally active IR expressed in
platelets or that the copy number of IR proteins is too low to activate downstream
signalling systems like PKB and MAPK.

We could also show that eNOS is not present in platelets and that its
activation by insulin, postulated in previous publications, is therefore not given. The
antibody which we employed and which was also used in other publications against
phospho-eNOS recognizes another protein of the same size, which we could
demonstrate in a control experiment with eNOS~/- knock out mice.

However, we could detect an indirect insulin dependent effect on platelet
endothel adhesion and aggregation in our flow chamber experiments. The insulin
induced increase of endothelial NO caused a significant decrease of platelet adhesion
to the endothelial cells.
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7. ABSCHLIESSENDE BEMERKUNGEN

Die hier gezeigten Daten wurden zu dem besseren Verstdndnis der genauen
Wirkung von Insulin auf die Blutpldttchen und der Blutpldttchen-Endothel
Wechselwirkungen erhoben.

Der erste Teil der Versuche befafit sich mit der Wirkung von Insulin auf die
Blutpldttchen unter physiologischen Glukosekonzentrationen. Hier zeigte sich, daf3
Insulin keine Wirkung auf die Aktivierung, Sekretion, Aggregation und die
intrazelluldren Signalwege der Thrombozyten hat. Zugleich konnte nachgewiesen
werde, dafd Insulin die Wirkung von Agonisten wie Thrombin, ADP und Kollagen
weder verstarkt noch inhibiert.

Im zweiten Teil der Versuche wurden die Experimente bei pathologischen
Glukosekonzentrationen wiederholt. Auch hier war keine signifikante Wirkung des
Insulins auf die Thrombozyten nachweisbar. Es mufd darauf hingewiesen werde, daf3
alle Versuche mit Blutpldttchen von gesunden Spendern durchgefiihrt wurden. Um
einen genaueren Einblick in die Pathologie der Diabetes mellitus zu erlangen, wére
es wiinschenswert diese Versuche mit Blutpldttchen von Typ 1 und Typ 2
Diabetikern zu wiederholen um etwaige Unterschiede in ihrer Reaktion auf einen
Insulin-Stimulus aufzuzeigen.

Der dritte Teil dieser Arbeit beschéftigte sich mit der Adhdsion der
Blutplidttchen unter konstantem Flufs an eine Kollagen-beschichtete Oberfldche und
an Endothelzellen. Im Fall der Kollagen-beschichteten Oberfldche lieflen sich keine
signifikanten Unterschiede in der Adhédsion der Blutpldttchen in An- und
Abwesenheit von Insulin nachweisen. Dagegen kam es unter Anwesenheit von
Insulin zu einer signifikanten Verminderung der Adhésion der Thrombozyten an die
Endothelzellen. Dies hatte eine durch das Insulin angeregte gesteigerte NO
Produktion in den Endothelzellen als Ursache. Auch hierbei wire die Wiederholung
dieser Versuche mit Thrombozyten von Patienten mit Typ 1 oder Typ 2 Diabetes

wiinschenswert.
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