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1. Einleitung
1.1 Diabetes - Kardiovaskuldre Bedeutung

Diabetes mellitus wurde frither als eine klassische endokrinologische Erkrankung
angesehen. Besonders seit den letzten Jahren richtet sich das Augenmerk aufgrund der
guten Beeinflussungsmoglichkeiten des Blutzuckers und der damit verbundenen
Reduktion metabolischer Komplikationen auf die heutige Haupttodesursache
diabetischer Patienten, dem Auftreten kardiovaskuldrer Manifestationen, woran mehr
als 75% der Diabetiker letztlich versterben. Sie sind mittlerweile die direkten und
indirekten Hauptkostenverursacher dieser Krankheit - sowohl in medizinischer als auch
in sozialer Hinsicht '. Somit vollzog sich ein Umdenken vom starren kategorialen
Einordnen der weit verbreiteten Volkskrankheit hin zur Fokussierung wichtiger damit
einhergehender pathologischer Verdnderungen.

Nicht zuletzt wegen der bedrohlichen Zunahme der kardiovaskuldren Mortalitéit unter
Diabetikern wurde das Interesse der Forschung auf die Zusammenhinge zwischen
dieser  Erkrankung endokrinologischen  Ursprungs einerseits und deren
Auswirkungsmechanismen auf Herz und Gefil3e andererseits gelenkt.

Patienten mit Diabetes mellitus haben im Vergleich zu nicht-diabetischen Menschen ein
bis zu vierfach erhohtes Risiko, eine kardiovaskuldre Erkrankung, wie zum Beispiel

Herzinfarkt oder Schlaganfall, zu erleiden 2:3

, wobei die Komplikationsrate nach
Herzinfarkt unter Diabetikern gegeniiber Nicht-Diabetikern ebenfalls erhoht ist :

Auflerdem ist die 7-Jahres-Inzidenz eines Herzinfarkts unter Patienten, die bereits eine
bestehende KHK haben, fast gleichzusetzen mit der von kardial unvorbelasteten

Diabetikern > (Abb.1).
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Abb.1: Kaplan-Meier Wahrscheinlichkeitsverteilung des Versterbens an koronarer Herzerkrankung bei
1059 Personen mit Typ Il Diabetes mellitus und 1378 nicht-diabetischen Menschen mit oder
ohne vorangegangenem Myokardinfarkt (Aus: Haffner SM, Lehto S, Ronnemaa T, Pyorala K,
Laakso M. Mortality from coronary heart disease in subjects with type 2 diabetes and in
nondiabetic subjects with and without prior myocardial infarction. N Engl J Med.
1998;339:229-234)

Es gibt viele Hypothesen und Arbeiten, die sich mit den Ursachen dieser
Risikoerhohung beschiftigen, die wesentlich zur vermehrten Hospitalisierung
Betroffener beitrdgt. Kernpunkte sind die verstirkte Thrombozytenaktivierung in
Kombination mit verminderter endogener Plittcheninhibition und die endotheliale

Dysfunktion.

1.2 Kardiovaskulédre Erkrankungen

1.2.1 Epidemiologie

Kardiovaskuldre Erkrankungen spielen eine herausragende Rolle in Bezug auf
Morbiditéit und Mortalitét in der westlichen Welt. Sie werden wahrscheinlich innerhalb
der néchsten 15 Jahre weltweit die Haupttodesursache darstellen. Griinde fiir die
bedrohliche Zunahme werden unter anderem in dem rasanten Anstieg der Inzidenz von

Wohlstandskrankheiten wie Diabetes mellitus und Ubergewicht gesehen. Bereits jetzt



sind kardiovaskulédre Erkrankungen in Europa die héufigste Todesursache bei Midnnern
unter 65 Jahren und die zweithiufigste bei Frauen °. Unter derartigen Erkrankungen
werden hauptséchlich die ischimische Herzerkrankung, Schlaganfall und die periphere
arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) subsumiert. Pathophysiologisch gesehen ist die
Atherosklerose der gemeinsame Nenner, auf den diese GefdBkrankheiten gebracht
werden konnen. Angetriecben durch die bedrohlichen Auswirkungen dieser
GefiBverdnderungen stellen neue Erkenntnisse beziiglich der Pathogenese eine grofie
Herausforderung dar, durch medikamentdses Eingreifen an den Schliisselstellen eine

bestmogliche Behandlung, optimalerweise schon von Risikofaktoren, zu erzielen.

1.2.2 Atherosklerose

Wie bereits erwihnt, ist die Atherosklerose der Verursacher samtlicher kardiovaskulirer
Erkrankungen. Hinsichtlich des Verstidndnisses der Atherosklerose-Entstehung hat sich
in letzter Zeit ein enormer Wandel ergeben, weg von der bloBen Lipidakkumulation in
der arteriellen GefdBwand hin zu einer Reihe hochspezifischer zelluldrer und
molekularer Reaktionen im Rahmen einer entziindlichen Erkrankung ",

Die klassische ,,response-to-injury“-Hypothese, die die Verletzung des Endothels und
somit eine Art Schrankenstérung zwischen Blutfluss und Gefif} als den ersten Schritt
der Atherosklerose-Entstehung postulierte, wurde durch ein neues Konzept abgeldst.
Dieses stellt die endotheliale Dysfunktion, die mit einer erhohten Permeabilitit
samtlicher im Blut geloster Substanzen durch die Endothelzellen einhergeht, also nicht
die strukturelle Beschiddigung endothelialer Zellen, in den Mittelpunkt 9

Doch wie kommt es zur Initiierung einer derartigen Inflammation und einer daraus
resultierenden endothelialen Dysfunktion?

Zu den mitverantwortlichen Bestandteilen zéhlt ein erhohter LDL-Spiegel, die damit
verbundene Infiltration der Intima und der anschlieBenden oxidativen Veridnderung des
Proteins, welche eine Reihe weiterer Aktivierungsmechanismen nach sich zieht, zum
Beispiel die Freisetzung von Phospholipiden, die wiederum Endothelzellen aktivieren °.
Daraus ergibt sich ein Teufelskreis, wobei ein Ereignis das andere bedingt. Letztlich

stellt die inflammatorische Antwort seitens des GefiBles die gemeinsame Endstrecke



dar. Hauptkomponente in der Aufrechterhaltung dieser Entziindungsreaktion ist vor
allem die Anhdufung von Monozyten / Makrophagen und Lymphozyten in der Intima
groBer Arterien . Diese Blutzellen konnen vermutlich durch die Expression
spezifischer Rezeptoren, besonders von VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1),
die typischerweise bei Hypercholesterindmie verstédrkt exprimiert werden, zundchst an
der GefidBBwand adhirieren, um anschlieBend in die Intima zu gelangen.

Lange Zeit war man sich allerdings nicht ganz im Klaren, welche Zellen des Blutes nun
wirklich als erste eine Interaktion mit dem Endothel eingehen und die Voraussetzungen
fiir die Adhision anderer Zellen schaffen wiirden. Die Annahme, dass Leukozyten als
klassische Entziindungszellen als erstes zur Stelle sein wiirden, war naheliegend. Diese
Hypothese wurde jedoch in einer Veroffentlichung von Massberg et al. im Jahre 2002
grundlegend in Frage gestellt. Sie identifizierten Thrombozyten als erste Blutzellen, die
am Brennpunkt endothelialer Aktivierung ankommen. Hierbei kristallisierten sich
Glykoprotein (GP) Iba, welches an von Endothelzellen exprimierten vVWF (von
Willebrand Faktor) und P-Selectin bindet und zum initialen Kontakt unter hohen
Scherkriften beitrdgt, und GPIIb/IIIa, welches fiir die dauerhafte Adhédsion am Endothel
verantwortlich ist, als essentiell heraus 1 Durch die Endothelbindung und die damit
verbundene Aktivierung der Thrombozyten werden aus den o-Granulae, aus
Lysosomen, dem kanalikuldren System bzw. dem Cytosol der Blutplittchen eine ganze
Reihe von Faktoren sezerniert bzw. exprimiert. Dazu gehdren unter anderem
Adhisionsproteine (z.B. Fibrinogen, Fibronectin, vWF, Thrombospondin, Vitronectin,
P-Selectin), Wachstumsfaktoren (z.B. RANTES [regulated on activation, T-cell
expressed and secreted; CCLS], PF4 [platelet factor 4; CXC4], SDF-1a [stromal cell-
derived factor-la; CXCL12], epithelial neutrophil-activating protein 78 [CXCS5]),
Cytokine (z.B. IL-1pB, CD40-Ligand, B-Thromboglobulin) und Koagulationsfaktoren
(z.B. Faktor V, Faktor XI, PAI-1, Plasminogen, Protein S). Cytokine, wie CD40L und
IL-1B, bewirken wiederum die verstirkte endotheliale Oberflichenexpression von
VCAM-1, ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1) und die Ausschiittung von
Chemokinen wie MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1; CCL2) und Interleukin-8
(IL-8; CXCLS8) seitens des Endothels '"'.  VCAM-1 und MCP-1 sowie das vom

13-15

aktivierten Endothel exprimierte Fractalkine (CX3;CL1) spielen fiir die Monozyten-



Rekrutierung und die darauf folgende Transmigration der Zellen in die Intima eine

zentrale Rolle (Abb.2).

Sekretion Plaquebildung
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Abb.2:  Modell der durch Thrombozyten getriggerten Atherosklerose-Entstehung. Aktivierte Pliittchen
rollen entlang der endothelialen Einzelzellschicht und adhdirieren dann fest an das Endothel.
Dabei setzen sie pro-inflammatorische Komponenten (IL-15, CD40L) frei und induzieren einen
pro-atherogenen Phdnotypen der Endothelzellen. Folglich rekrutieren adhdirente Thrombozyten
zirkulierende Leukozyten und veranlassen diese iiber Rezeptorinteraktionen und parakrine
Signalwege zur Transmigration sowie zur Schaumzellformation. (Aus: Gawaz M, Langer H, May

AE. Platelets in inflammation and atherogenesis. J Clin Invest. 2005;115:3378-3384.)

In den letzten Jahren wird zudem dem CXC-Chemokin SDF-lo eine immer
bedeutendere Rolle zugeschrieben, nicht nur hinsichtlich der Lymphozyten-/
Monozyten-Rekrutierung zu Orten vaskuldrer Schidigung 121619 "Erst kiirzlich wurden
Thrombozyten als die mafigebliche, akute Quelle der SDF-1a-Sekretion beschrieben,
wihrend durch endotheliale Beschidigung luminal freigelegte glatte Muskelzellen
(SMC = smooth muscle cells) erst Stunden nach Verlust endothelialer Intaktheit mit der
Freisetzung des Chemokins beginnen * und damit die Rekrutierung von Progenitor-
Zellen aus dem Knochenmark zu Reparatur-, Remodeling- und Revaskularisations-
Prozessen fordern 2! 22,

Daneben ist aber auch P-Selectin ein zentrales Glykoprotein, das einerseits, wenn
endothelial exprimiert, mageblich zur Endothel-Thrombozyten-Interaktion beitrégt,

andererseits, bei Expression auf Plittchen, fiir die Thrombozyten-Leukozyten-

Interaktion essentiell ist °.



Es ldsst sich also ableiten, dass die endotheliale Dysfunktion in Verbindung mit dem
Vorhandensein aktivierter Thrombozyten und der daraus resultierenden Sekretion
zahlreicher Chemokine zentrale Faktoren in der Entstehung und Aufrechterhaltung
vaskulirer Inflammation bzw. Atherosklerose sind %,

Diese beiden Faktoren sind die Bindeglieder zwischen Atherosklerose, also

kardiovaskulédrer Schiddigung, und Diabetes.

1.3 Endotheliale Dysfunktion

Das Endothel nimmt eine wichtige Stellung bei der Sicherung der Intaktheit von
GefiBen ein. Die Endothelzellen bilden eine dichte Einzelzellschicht, welche die
GefidBBwand auskleidet und den Blutstrom von den thrombogenen Strukturen (unter
anderem vWF, Kollagen, Fibronectin, Thrombospondin, Vitronectin, Laminin) des
Subendothels trennt. Die Definition endothelialer Intaktheit (= Endothelfunktion)
beinhaltet unter anderem die Sekretion vasoaktiver Substanzen zum Erhalt einer nicht-
thrombogenen Oberfliche, zur Regulation des Gefidfitonus iiber Wirkorte an den glatten
Muskelzellen der Media, zur Modifikation von Entziindungsreaktionen, zur Inhibition
subendothelial gelegener glatter Muskelzellen *° und zur Gewihrleistung eines
kontinuierlichen Blutflusses. Zu diesen essentiellen Substanzen gehoren vasodilatorisch
wirkende Stoffe, wie zum Beispiel Stickstoffmonoxid (NO), Prostacyclin (PGl2),
,Endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) als auch Mediatoren mit
konstriktivem Effekt (Thromboxan A2 [TxA;], Angiotensin II [ATII], Endothelin [ET-
1.

Seit etwa 25 Jahren ist NO Gegenstand intensiver Forschung, nicht zuletzt aufgrund der
therapeutischen Moglichkeiten, die sich aus dem besseren Verstindnis der Herkunft und
pleiotropen, protektiven Wirkungsweise dieses Mediators ergaben.

Im Jahre 1980 wurde erstmalig die Bedeutung des endothelialen NO festgestellt,
nachdem Furchgott und Zawadzki anhand isolierter Kaninchen-Aorten die Freisetzung
einer  vasodilatierenden, endothelabhingigen  Substanz als Reaktion auf
Acetylcholin(ACh)-Exposition nachgewiesen hatten % Nach dieser initialen

Beobachtung wurde die Substanz zunichst rein deskriptiv ,,Endothelium-derived



relaxing factor* (EDRF) genannt, bis genauere Untersuchungen die molekulare Formel
identifizierten und eine Anderung der Nomenklatur veranlassten, nimlich vom EDRF
hin zum NO %',

Der Ausdruck endotheliale Dysfunktion im weiteren Sinne umfasst also sdmtliche
pathologische Zustinde des Endothels, seien es Storungen des antiinflammatorischen
oder antikoagulatorischen Potentials oder Verdnderungen in der Regulierung vaskulidren
Wachstums. Immer o6fter wird diese Bezeichnung jedoch spezifisch zum Ausdruck der
gestorten  endothelabhiéngigen  Vasorelaxation aufgrund der  verminderten
Bioverfiigbarkeit endothelialen NOs verwendet ** Dieser Mangel kann bedingt sein
durch eine abgeschwichte NO-Syntheseleistung und / oder durch eine verstirkte NO-
Inaktivierung in Folge vermehrten Vorhandenseins oxidativen Stresses (ROS = reactive
oxygen species) im Rahmen von Hypertension, Hypercholesterindmie, Diabetes und

Rauchen *° (Abb.3).

Diabetes mellitus
Hypertension
Hypercholesterinamie
Nikotin
Hyperhomocysteindmie

Endothelzelle

l

INo {l ROS

l

Vasokonstriktion

Proliferation glatter Muskulatur
Thrombozytenaggregation
Inflammation

Abb.3: Endotheliale Dysfunktion und NO. Beim Vorliegen klinischer Syndrome, die mit endothelialer
Dysfunktion einhergehen, kommt es zu einer verringerten endothelialen NO-Sekretion und / oder
zu einer gesteigerten Bildung freier Radikale (ROS = reactive oxygen species). Dies resultiert in
einer verminderten Bioverfiigharkeit von NO, wodurch die regulatorischen Funktionen des
Endothels gestort werden. NO-Mangel fiihrt zu Vasokonstriktion, Proliferation glatter

Muskelzellen, Thrombozytenaggregation und Adhdsion inflammatorischer Zellen. (Aus: Russo



G, Leopold JA, Loscalzo J. Vasoactive substances: nitric oxide and endothelial dysfunction in

atherosclerosis. Vascul Pharmacol. 2002;38:259-269.)

Im klinischen Auftreten werden immer mehr kardiovaskuldre Risikofaktoren
identifiziert, die mit eben dieser endothelialen Dysfunktion einhergehen. Dazu gehoren
Atherosklerose, Bluthochdruck, Hypercholesterinimie, Rauchen,
Hyperhomocysteindmie, pulmonale Hypertension, Herzinsuffizienz und Diabetes

mellitus .

Verifiziert wurde dieser NO-Mangel unter anderem durch die
abgeschwichte vasodilatorische GefdBantwort auf ACh-Exposition beziehungsweise

durch eine reduzierte Fluss-induzierte Relaxation.

1.4 Thrombozytenaktivierung

Abb.4: Elektronenmikroskopie — Ruhender Thrombozyt -> Aktivierter Thrombozyt

(www.perfusion.com)

Wie reagieren nun Thrombozyten, die bei traumatischen Einwirkungen auf die
GefiBwand in Verbindung mit I6slichen Plasmakomponenten mafgeblich zur
Abdichtung der Lision und Blutstillung beitragen, auf die reduzierte Freisetzung von
endogenem NO / PGI, und eine endotheliale Dysfunktion, also auf einen
kontinuierlichen Verlust der GefiaBwandintegritit, wie sie im Rahmen sdmtlicher

kardiovaskulédrer Erkrankungen auftritt?



Um dies beantworten zu konnen, mussten zunidchst unter anderem folgende
Fragestellungen beriicksichtigt werden:
a) Inwieweit beeinflusst endothelial gebildetes NO die Thrombozytenfunktion?
Hier ist die sehr kurze Halbwertszeit (HWZ) von NO im physiologischen

233132 e begrenzte Plittchenanzahl, die

Umfeld von nur wenigen Sekunden
tiberhaupt in den kritischen Wirkungsbereich des endothelial sezernierten NOs
gelangt, und die starke Affinitit von Hidmoglobin fiir Stickstoffmonoxid zu

beriicksichtigen ****,

Die zunichst nicht eindeutigen Ergebnisse von in vitro-Untersuchungen =
konnten durch in vivo-Demonstrationen gekldrt werden. So zeigten Schdfer et al.
eine signifikante Thrombozytenaktivierung bei gesunden Probanden nach
Infusion eines NO-Synthase-Inhibitors und umgekehrt die Reversibilitét dieses

36 Also kann davon

Aktivierungszustandes durch Gabe eines NO-Donors
ausgegangen werden, dass es eine direkte Verbindung zwischen NO-
Bioverfiigbarkeit und Plittchenaktivierung in vivo gibt, die akut auf Stérungen
reagiert.

b) Kann thrombozytir gebildetes NO das endotheliale Defizit ausgleichen?
Nachdem die Expression einer konstitutiven NO-Synthase (cNOS) in

3738;39:40
Thrombozyten vermutet worden war ~” 3%

, folgten Untersuchungen an
Plittchen beziiglich ihrer Kapazitit, NO freizusetzen. Es gibt einige Ergebnisse

dariiber, dass sowohl ruhende als auch zum Beispiel durch Kollagen aktivierte

41-43 42:44

Thrombozyten messbare Mengen an NO produzieren konnen
Andererseits zeigten Schdfer et al. durch die selektive Pravention endothelialer
Dysfunktion durch die Verwendung GCH (=GTP-Cyclohydrolase-I) -transgener
Miuse, die GCH gezielt im Endothel iiberexprimieren und vor einer
Endotheldysfunktion bei Diabetes mellitus geschiitzt sind, und der damit
verbundenen Aufrechterhaltung endothelialer NO-Bioverfiigbarkeit im Diabetes
eine signifikante Reduktion der Thrombozytenaktivierung und somit den
ausschlaggebenden Einfluss vor allem endothelialen NOs auf die
Pliittchenfunktion in vivo *. Nun konnte mit Hilfe neuer Protokolle, die eine

bessere Aufreinigung von Thrombozyten ermdoglichen, gezeigt werden, dass

sowohl humane als auch murine Blutplittchen gar keine eNOS beziehungsweise



iNOS exprimieren *°. Somit muss davon ausgegangen werden, dass die
entscheidende Bedeutung auf die Thrombozytenfunktion dem endothelial

gebildeten NO obliegt.

Wie macht sich nun die Aktivierung zirkulierender Thrombozyten bemerkbar?

Fibrinogen-
Rezeptor

P-Selectin
GPllb-llla

Komplex

.. —»pTG,PF4

GPIb-1X

GPlo-IX Komplex

Komplex

Ruhender Thrombozyt Aktivierter Thrombozyt

Abb.5: Charakteristische Oberflichenmarker der Plittchenaktivierung: nach Aktivierung erfolgt eine
verstdrkte Expression von Glykoprotein-(GP-)rezeptoren auf der Zelloberfliche. (Aus: Vinik Al
Erbas T, Park TS, Nolan R, Pittenger GL. Platelet dysfunction in type 2 diabetes. Diabetes Care.
2001;24:1476-1485.)

Blutplittchen exprimieren eine ganze Reihe von Membranglykoproteinen, die, wenn sie
mit ihren Liganden wie zum Beispiel ADP, vWF oder Kollagen in Kontakt kommen,
eine Signalkaskade in Gang setzen, das sogenannte ,outside-in signaling®. Dies
beinhaltet Ionenverinderungen, Proteinkinasenaktivierung, Polymerisation des
Cytoskeletts und Aktivierung des Arachidonsduremetabolismus. Das alles miindet im
winside-out signaling“, der Aktivierung des Glykoproteins IIb/Illa, das eine sterische
Konformationsidnderung vollzieht und dabei eine hoch-affine Bindungsstelle fiir RGD-
(Arginin-Glycin-Asparagin) beinhaltende Liganden, wie Fibrinogen oder vWF,
freilegt. Zudem ergeben sich weitere Veridnderungen wihrend der Aktivierung, die sich
vor allem in der Freisetzung von Adhisionsproteinen und proinflammatorischen
Substanzen aus thrombozytiren Zellorganellen #uflern (Abb.5). An dieser
Freisetzungsreaktion sind unter anderem das offene kanalikuldre System, die

Lysosomen, das dichte tubuldre System und insbesondere die a-Granulae beteiligt. Die

10



o-Granulae beinhalten samtliche die Inflammation aufrechterhaltende Substanzen, wie
PDGF (platelet-derived growth factor), der unter anderem die Migration und
Proliferation glatter Muskelzellen anregt, PF4, IL-1, B-Thromboglobulin, CD40L und
viele mehr, die zumeist von Megakaryozyten synthetisiert beziechungsweise zu einem
geringeren Teil auch aus dem Blutplasma mittels Endozytose aufgenommen werden o,
Ein weiterer essentiell wichtiger Bestandteil der a-Granulae ist das P-Selectin (CD62-
P), welches nach der Aktivierung von Plittchen und ihrer konsekutiven Degranulation
auf der Oberfliche nachweisbar ist. P-Selectin ist also ein aktivierungsabhingiger
Rezeptor, der mafBigeblich zur Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion beitrigt * und
unter in vivo-Bedingungen rasch wieder von der Thrombozytenoberfliche eliminiert
wird **. Zudem ist die vermehrte Bildung von thrombozytiren Mikropartikeln (PMPs)
ein weiterer Marker fiir Thrombozytenaktivierung. Sie entstehen durch Abschniirung
von der Plittchenplasmamembran und beinhalten viele thrombozytire
Adhisionsmolekiile und  proinflammatorische = Faktoren, wodurch sie zur
Aufrechterhaltung des Aktivierungszustandes beitragen /%",

Eine Reihe von Untersuchungen belegen eine Thrombozytenaktivierung u.a. bei

5455

pAVK 52, instabiler Angina pectoris (AP) 53 , chronischer Herzinsuffizienz (CHF) ,

59-61 62;63

Schlaganfall ***’, Hypercholesterinimie °’~*, Hypertension und Diabetes

1.5 Interaktion Gefidl3 — Thrombozyt

Wie bereits an anderer Stelle aufgezeigt, findet die Interaktion zwischen Gefdll und
Thrombozyten iiber Mediatoren und Rezeptoren statt, die sowohl seitens des Endothels
als auch seitens der Blutplittchen sezerniert bzw. exprimiert werden und im Idealfall
einen Zustand ungestorter Zirkulation herstellen.

Warum gelangen nun ausgerechnet Blutplittchen in die unmittelbare Néhe der
GefiBBwinde, wodurch sie, um einen storungsfreien Blutfluss zu gewéhrleisten,
besonders von der Intaktheit dieser abhéingig sind?

Dies hat unter anderem mit dem Blutfluss an sich und den dabei wirkenden Kriften zu
tun. Der Transport von Thrombozyten hin zur GefidBwand erfolgt durch zwei Prozesse,

Diffusion und Konvektion. Diffusion bedeutet in diesem Zusammenhang, dass die
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Plattchen wie auch alle anderen zelluliren Bestandteile im Blut Brown’sche
Eigenbewegungen innerhalb der Hauptflussrichtung ausfiihren. Konvektion hingegen ist
die Bewegung mit der Stromung. Pléttchen sind hinsichtlich dieser beiden Parameter
aufgrund ihrer geringen GroBe von nur 2-4um * und ihrer irreguliren Form ® dafiir
pradestiniert, im Blutfluss zur Peripherie zu gelangen, wo maximale Scherkrifte an der
GefalBwand herrschen.

Durch die Scherkrifte, die auf die GefiBwinde wirken, wird unter anderem auch die
endotheliale NO-Synthase reguliert. In Bereichen, an denen normale laminare
Scherkrifte herrschen, sind hohe NO-Pegel anzutreffen, wihrend an kritischen Punkten,
wie zum Beispiel Gabelungen oder Plaques, an denen durch Verwirbelung des
Blutstroms erhohte Krifte wirken, eine verminderte NO-Bioverfiigbarkeit vorzufinden
ist %

Schlussfolgernd kann man also zusammenfassen, dass ein Defizit in der endothelialen

Mediatorfreisetzung direkten Einfluss auf zirkulierende Thrombozyten hat.

1.6 Besonderheiten der Thrombozytendysfunktion bei Diabetes mellitus

Thrombozyten sind bei einer diabetischen Stoffwechsellage besonders gegeniiber einer
Aktivierung sensibilisiert, was sich unter anderem in erhohter Adhésionsbereitschaft,
verstarkter Produktion von Prostanoiden und oxidativen Radikalen, verminderter

NO-Freisetzung 67 erhohter cytosolischer Calciumbereitstellung % beladeneren,

69-71
0 , vermehrter Anzahl

reaktionsfreudigeren o-Granulae, grolerem Plittchenvolumen
von GPIIb/lIa, verstirkter Glykosylierung von Membranglykoproteinen, veridnderter
Membranfluiditdt und verstirkter Bindung adhésiver, RGD-beinhaltender Liganden
bemerkbar macht "% Zu der thrombozytiren Hyperreagibilitit tragen sicherlich auch
metabolische Parameter bei, die beim Diabetes entgleist sind. Erhohter Blutzucker ist
hier ein starker Stimulus, der die Produktion von Thromboxan und Thrombin fordert
und zur verstirkten Entstehung oxidativen Stresses und zur Bildung von AGEs
(advanced glycation end products) fiihrt. Diese Endprodukte tragen zur verstirkten

Plittchenaktivierung und iiber spezifische Rezeptoren, sogenannten RAGEs (Receptor

for acvanced glycation end products), zur Endotheldysfunktion bei 3 (Abb.6).
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Doch ldsst sich die Thrombozytendysfunktion im Diabetes keineswegs allein auf die

metabolische Komponente zuriickfithren, denn selbst bei gut eingestelltem Blutzucker

kann eine gesteigerte Thrombozytenaktivierung nachgewiesen werden '*. Sogar bei

gesunden Personen, die ein erhohtes Risiko haben, einen Insulin-abhingigen Diabetes

(IDDM) zu entwickeln, kann man eine vermehrte Plittchendysfunktion feststellen, noch

bevor es metabolische Hinweise auf eine Pathologie gibt .

g

g 1

Hyperglykdmie - Hyperinsulindmie - Insulinresistenz

4

Oxidativer Stress, PKC-Aktivierung, RAGE-Aktivierung

Endothelzellen

\
SEETEEE

IYG)
T ATH Ino Fibrinogen-Aktivierung
ﬂ X ﬂTissue factor Vernetzung
ET-1
] PGl, Aggregation
v NO f PAL1 Fibrin-Ablagerung
ﬂﬂNFKB—Aktivierung il
Vasokonstriktion AP-1 Aktivierung
TET1 N Y S
rombozyten-
v Thrombose | +——— ( I aktivierung
Inflammation v /
v

Abb.6: Durch das verstirkte Vorliegen oxidativen Stresses, Aktivierung der Proteinkinase C (PKC)

sowie des Rezeptors fiir ,,advanced glycation end products” (RAGE) fiihrt die im Diabetes

mellitus vorliegende metabolische Dysfunktion zur Aktivierung von Endothelzellen und

Thrombozyten. Dies resultiert in einem pro-thrombotischen, pro-inflammatorischen Milieu und

tragt zur Atheroskleroseentstehung bei. NO = Stickstoffmonoxid; NF-«kB = nuclear transcription

factor-kB; AP-1 = activator protein-1; PGI, = Prostacyclin; PAI-1 = Plasminogen Aktivator

Inhibitor-1. (Aus: Ferroni P, Basili S, Falco A, Davi G. Platelet activation in type 2 diabetes
mellitus. J Thromb Haemost. 2004;2:1282-1291.)
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1.7 Stickstoffmonoxid — NO

Seit 1980, als unter anderem Furchgott und Zawadzki die Bedeutung von EDRF / NO
auf die endothelabhiingige GefiBtonusregulation postulierten *°, wurden viele weitere
physiologische Bereiche beschrieben, in denen dieser Botenstoff wirkt. So beziehen
sich die pleiotropen Effekte von NO nicht nur auf die Regulation des Gefif3tonus und
des Blutdrucks iiber das Endothel, vielmehr spielt Stickstoffmonoxid unter anderem
auch eine Rolle im ZNS als Neurotransmitter. In der Peripherie ist es an der neurogenen
GefidBdilatation beteiligt und reguliert sdmtliche gastrointestinale, pulmonale und
urogenitale Funktionen. Es trigt zur Kontrolle der Thrombozytenaggregation und
kardialer Kontraktilitit bei. Des Weiteren wird es in groler Menge im Rahmen von
immunologischen Reaktionen aufgrund seines zytotoxischen Potentials unter anderem
von aktivierten Makrophagen freigesetzt '°. 1992 wurde es von der Zeitschrift Science
zum ,Molecule of the year* gekiirt, und gerade in den letzten Jahren explodiert
geradezu die Anzahl der Veroffentlichungen iiber die Substanz, ganze Symposien und
Journaltitel werden ihr gewidmet. Ein weiterer Hohepunkt war die Verleihung des
Nobelpreises 1998 an Furchgott, Ignarro und Murad fiir ihre Verdienste um die

Forschung iiber Stickstoffmonoxid '"".

1.7.1 L-Arginin-NO-cGMP-Signalweg

Die verstirkte Forschung nach der genaueren Identifikation von EDRF fiihrte gegen
Ende der 80er Jahre zur Entdeckung eines im Gefidl lokalisierten Enzyms, der NO-
Synthase (NOS), das NO aus der Aminosdure L-Arginin synthetisiert ®. NADPH,
Flavin-Mononukleotide (FMN), Flavin-Adenin-Dinukleotide (FAD),
Tetrahydrobiopterin (BH4) und Calcium-Calmodulin sind Kofaktoren, die fiir die NO-

Synthese bendtigt werden.
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Abb. 7: L-Arginin-NO-cGMP-Signalkaskade. NO = Stickstoffmonoxid; sGC = losliche Guanylatcyclase;
GTP = Guanylyl-Triphosphat; cGMP = cyclisches Guanylyl-Monophosphat; (Aus: Friebe A,
Koesling D. Regulation of nitric oxide-sensitive guanylyl cyclase. Circ Res. 2003;93:96-105.)

Mittlerweile kennt man drei verschiedene Isoformen des Enzyms, die zu 50% identische
Aminosiduresequenzen aufweisen und die von unterschiedlichen Genen auf
verschiedenen Chromosomen codiert werden **. Zwei davon sind konstitutiv und eine
ist durch immunologische Stimuli induzierbar (iNOS / NOS II). Die konstitutive NOS
(cNOS), die als Erstes im Endothel entdeckt wurde, wird als eNOS (= NOS III)
bezeichnet. Das im ZNS und im peripheren Nervensystem exprimierte Enzym wird
nNOS (= NOS I) genannt. Allerdings ist die Einteilung in endotheliale, neuronale und
induzierbare NO-Synthasen eine starke Vereinfachung, denn die Ausschlielichkeit der
Lokalisation auf den benannten Gewebetypen ist keineswegs gegeben.

Eine Reihe von biochemischen und physikalischen Mediatoren stimuliert die
Aktivierung der eNOS im Endothel. Dazu gehoéren die Ca2+—abh'angigen Aktivatoren
Acetylcholin / Bradykinin, Thrombin, Substanz P und ADP, sowie die Ca’*-
unabhingig wirkende Schubspannung (Shear stress), isometrische und pulsatile
Dehnung 8185 Gerade diese kontinuierliche Aktivierung der NOS durch den Blutfluss

an sich ist im GefdB physiologisch bedeutsamer als die Calcium-abhingige Stimulation.
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NO bleibt bis zu einer Temperatur von -152°C im gasformigen Zustand *° und
diffundiert relativ gut durch biologische Membranen ="' das heiBit es gelangt sowohl
in die subendothelial gelegenen glatten Muskelzellen der Gefil3e als auch in das Cytosol
von Zellen, die endoluminal unmittelbare Nihe zum Endothel haben, also vor allem von
Thrombozyten.

Die NO-sensitive Guanylatcyclase, die zur Differenzierung von einer weiteren,
membrangebundenen Form auch 16sliche oder cytosolische Guanylatcyclase (sGC)
genannt wird, ist der wichtigste Rezeptor fiir NO und befindet sich in relativ hohen
Konzentrationen vor allem in glatten GefdBmuskelzellen, in Thrombozyten, aber auch
in Lungen-, Nieren- und Hirngewebe % Das Enzym hat eine prosthetische Him-
Gruppe, die als Bindungsstelle von NO dient. Dieser NO-Hiam-Komplex fiihrt zur
Konformationsdnderung und resultiert in einem bis zu 200fachen Anstieg der
katalytischen Aktivitit des Enzyms, ndmlich zur Umwandlung von GTP zu cGMP. Der
Anstieg von cGMP bewirkt die Aktivierung cGMP-abhéngiger Proteinkinasen, lonen-

89-92

Kandlen und Phosphodiesterasen und fiihrt somit letztlich unter anderem zur

Relaxation glatter Muskelzellen 93:94

93T (Abb.7/8).

sowie zur Inhibition der Plittchenaggregation

BlutgefaB mit
Thrombozyten

Thrombozyten

: Aggregations-
Scherkréfte &=~ hemmung
Hormone

Vasodilatation

Abb.8:  Rolle von cGMP in Geféifsmuskulatur und Thrombozyten
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Voraussetzung fiir die NO-Bindung und die konsekutive Aktivierung der sGC ist
allerdings das Vorliegen eines Ham-FEisen (II)-Komplexes, denn sobald das Him
wegfillt beziehungsweise das Ham-Eisen in oxidiertem Zustand [Felll] vorliegt, kann
NO das Enzym nicht mehr aktivieren *°.

Zusitzlich hat endothelial-gebildetes NO Einfluss auf Leukozyten-Chemotaxis, auf die
Expression von vaskuldren und leukozytdren Adhisionsmolekiilen und letztlich auf die

Adhision von Leukozyten an die Gefiwand **7 (Abb.9).

Zielstrukturen und Wirkungen von NO

Zielstrukturen Wirkungen

Endothel Regulation der Permeabilitdit
Inhibition der Leukozytenadhdsion
Verstirkte Migration
Erhohte Proliferation

Glatte Gefdfsmuskulatur Relaxation
Hemmung der Proliferation
Verminderte Migration

Thrombozyten Reduktion der Aktivierung
Verminderte Aggregation
Abgeschwdchte Adhdsion

Leukozyten Hemmung der Adhdsion

Verhinderung von Diapedese

Abb.9: Zielstrukturen und Wirkungen von NO (Aus: Russo G, Leopold JA, Loscalzo J. Vasoactive
substances: nitric oxide and endothelial dysfunction in atherosclerosis. Vasc Pharmacol.

2002;38:259-269.)

Mit dem durchflusszytometrischen Nachweis der NO / Prostacyclin-abhingigen
Phosphorylierung des Phosphoproteins VASP (Vasodilator-stimulated phosphoprotein),
das in hohen Konzentrationen in Thrombozyten vorhanden ist, wurde es moglich, direkt
den Einfluss endothelialen NOs auf Blutplittchen zu bestimmen % (Abb.10). Dies fand
auch in dieser Arbeit Anwendung.

VASP ist ein intrazelluldres, 46-50-kD grofles Protein, welches eine Schliisselposition
bei den beiden wichtigsten inhibitorischen Signalwegen einnimmt. Die

Phosphorylierung von VASP an den Positionen Serin-157, Serin-239 und in geringerem

17




Ausmal} auch von Threonin-278 als Antwort auf die Einwirkung der durch cyclische
Nukleotide regulierten Aktivierungs-Antagonisten NO und Prostacyclin korreliert mit
der Plittcheninhibition und geht mit abgeschwichter Fibrinogen-Bindung und

verminderter Thrombozytenaggregation einher %',

<+— Acetylcholin, Bradykinin
eNOS ( <+«—— Shear stress, isometrische Dehnung

NO
sGC ( eNOS Aktivierung:
cGMP £
Ca?*-abhingig
1 Ca’*-unabhingig
cGK
VAS P STrl 57 STr23‘) ’T'li)r278 VAS P
EVHI | PRR | EVH2 lC

| |
@ @

Abb. 10: Mechanismus der VASP-Aktivierung (VASP = Vasodilator-stimulated phosphoprotein)
(Aus: Schafer A, Widder J, Eigenthaler M, Ertl G, Bauersachs J. Reduced basal nitric oxide
bioavailability and platelet activation in young spontaneously hypertensive rats. Biochem

Pharmacol. 2004,67:2273-2279.)

1.7.2 NO-Defizienz bei Diabetes mellitus

Es sind zahlreiche Faktoren bekannt, die bei Diabetes zu einer verringerten
endothelialen NO-Bioverfiigbarkeit fithren. Zu dieser Reduktion trigt oxidativer Stress
bei, insbesondere in Form von Superoxid-Anionen (O;), welche im Endothel als auch
in den glatten perivaskuldren Muskelzellen verstirkt gebildet werden 192 Die vermehrte
Produktion dieser reaktiven Sauerstoffradikale durch hochregulierte Xanthin- und vor
allem NAD(P)H-Oxidasen %6 wird durch simtliche kardiovaskuldre Risikofaktoren wie
Rauchen, Bluthochdruck, Hypercholesterinimie und eben Diabetes, wobei in diesem

103

Fall der erhohte Blutzuckerspiegel eine entscheidende Rolle spielt ", verantwortet 104,
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Superoxid reagiert bevorzugt mit NO zu Peroxynitrit (ONOQ"), das wiederum einen
essentiellen Kofaktor der eNOS, Tetrahydrobiopterin (BH.), oxidiert und somit zu einer
Verianderung des Enzyms, der sogenannten eNOS-Entkopplung (= eNOS-uncoupling)
fiihrt. Zu einer solchen Entkopplung kann es auch beim Fehlen des Ausgangssubstrates
L-Arginin kommen '*>'%,

Trotz einer verstirkten eNOS-Expression im diabetischen Endothel '*"*'%® kommt es
durch die Entkopplung, die auch bei anderen Risikofaktoren fiir Atherosklerose, wie

zum Beispiel Bluthochdruck und Hypercholesterinimie zu beobachten 109

ist, zur
Verinderung des Endsubstrates, ndmlich vom vasoprotektiven NO hin zur Produktion

gefiBschidlichen Superoxids durch die eNOS selbst '’ (Abb.11).

Kardiovaskulare Risikofaktoren
-Diabetes
-Hypercholesterinamie
-Hypertension

-Nikotin
Hochregulation von Hochregulation
NADPH-Oxidasen von eNOS

T~ e
| go OO>
2

Verstarkter Oxidative Schadigung
Oxidativer Stress Von eNOS u./od. BH,

Abb.11: Potentielle Mechanismen durch die kardiovaskulire Risikofaktoren zu endothelialer Dysfunktion
fiihren. Oft sind sowohl NADPH-Oxidasen als auch eNOS hochreguliert. Deren Produkte fiigen
sich zu ONOO', welches BH4 oxidiert bzw. der eNOS direkt oxidativen Schaden zufiigt. Auf diese
Weise wird die funktionale NOS in ein dysfunktionales, Superoxid-produzierendes Enzym
umgewandelt, welches selbst zur vaskuldren Schidigung beitrdgt. (Aus: Forstermann U, Munzel
T. Endothelial nitric oxide synthase in vascular disease: from marvel to menace.Circulation.

2006;113:1708-1714.)
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1.7.3 Therapeutische Beeinflussung des NO/cGMP-Signalwegs

Wie beschrieben spielt die verminderte Bioverfiigbarkeit von NO eine entscheidende
Rolle in Bezug auf den Gefil3- und Thrombozytenstatus beim Diabetes mellitus. Daraus
ergibt sich die Frage, mit welchen therapeutischen Mafnahmen in das NO-System
eingegriffen werden kann.

Die wohl populérsten sGC-aktivierenden Medikamente sind die organischen Nitrate.
Sie werden vor allem zur Angina pectoris -Behandlung eingesetzt und substituieren das
Defizit an endogenem NO. Als nachteilig erwies sich jedoch bei dieser Therapie das
Fehlen klinisch relevanter antithrombozytirer Effekte % sowie die Entwicklung einer
Toleranz des NO-Rezeptors nach mehrmaliger Einnahme des Medikaments. Dieser
Gewohnungseffekt ist womdglich bedingt durch Verdnderungen beziiglich
enzymatischer Metabolisierung, einer verstirkten Inaktivierung von NO durch

vermehrte Superoxidbildung H

oder anderer entgegensteuernder Mechanismen. Die
eben erwihnte Superoxidbildung wird durch das Vorliegen einer Dysfunktion des
Enzyms, dem sogenannten ,,eNOS uncoupling®, das in einigen kardiovaskuldren
Erkrankungen vorliegt, verstdrkt. Das Enzym produziert dann selbst Superoxide und
zeigt eine vermehrte Produktivitit '>''*. Deshalb richtet sich die Aufmerksamkeit
immer mehr auf eine neue Gruppe von Medikamenten, die die sGC tiber andere
Mechanismen aktivieren konnen. Die erste Substanz dieser Klasse der sGC-
Aktivatoren, YC-1, zum Beispiel hat die Fihigkeit, die sGC NO-unabhingig zu
stimulieren beziehungsweise das NO-Restsignal zu verstirken, weshalb YC-1 auch als
,-INO-sensitizer bezeichnet wird. Vom Wirkprinzip her sehr dhnlich, von der Potenz
jedoch nochmals stirker ist BAY 41-2272. BAY 58-2667 ist ebenfalls ein sGC-
Aktivator, der allerdings im Gegensatz zu NO, YC-1 und BAY 41-2272 das Enzym
sowohl im oxidierten Zustand als auch ohne das Vorhandensein der Hidm-Gruppe
aktivieren kann **'°. Vorteile ergeben sich bei diesen Substanzklassen insbesondere
beziiglich der antithrombozytiren FEigenschaften, da sie durch die Elevation
intrazelluldrer cGMP-Spiegel zu einer breit gefdcherten Inhibition thrombozytirer
Funktionen, einschlieBlich Adhésion, Degranulation, Aggregation und verminderter

Expression proinflammatorischer Oberflachenmolekiile, also zur Pridvention der
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Entwicklung atherosklerotischer Verinderungen unter anderem im Diabetes

’

mafgeblich beitragen.

1.7.4 Ataciguat (HMR 1766)

Ataciguat gehort ebenfalls zur neuen Substanzgruppe direkter sGC-Aktivatoren
(Abb.12). Es kann das Enzym, dhnlich wie BAY 58-2667, sowohl unabhingig von NO
beziehungsweise unabhingig vom Vorhandensein der H@m-Gruppe als auch im

oxidierten Zustand des Eisens [Fe(III)] aktivieren.

-

)
O=—5=—70
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Abb.12: Strukturformel des Anthranilinsdure — Derivates Ataciguat ( Aus : Schindler U, Strobel H,
Schonafinger K, Linz W, Lohn M, Martorana PA, Rutten H, Schindler PW, Busch AE, Sohn M,
Topfer A, Pistorius A, Jannek C, Mulsch A. Biochemistry and pharmacology of novel anthranilic
acid derivatives activating heme-oxidized soluble guanylyl cyclase. Mol Pharmacol. 2006; 69:
1260-1268).

Eine Arbeit von Witte et al. aus dem Jahre 2004 weist bereits auf die Mdoglichkeit hin,

dass genau dieser oxidierte Zustand der sGC, der eine Desensibilisierung gegeniiber NO

darstellt und zum Beispiel durch vermehrtes Vorhandensein von Sauerstoffradikalen
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verursacht sein konnte, im Diabetes fiir das verminderte Ansprechen von Aortenringen
auf exogenes NO in Betracht gezogen werden kann ''®. Ataciguat ist also eine viel
versprechende Substanz, die in pathologischen Verinderungen seitens der Gefil3e,
speziell beim Vorliegen Ham-oxidierter, desensibilisierter sGC, durch die Mdoglichkeit
des Funktionserhaltes des Enzyms die vorliegende endotheliale Dysfunktion
beeinflussen kann.

Wie bereits erwiéhnt, tragen Thrombozyten mafgeblich zur Entwicklung pathologischer
vaskuldrer Verdnderungen im Diabetes bei. Da auch sie groBe Mengen an sGC, also
potentieller Angriffspunkte fiir Ataciguat, verfiigen, wird im Rahmen dieser Arbeit der

Einfluss von Ataciguat auf die Thrombozytenaktivierung im Diabetes untersucht.
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2. Methodik

2.1 Tiere

Minnliche Wistar Ratten (250-300g, Harlan-Winkelmann, Borchen, Deutschland)
(Abb.13) wurden in Kifigen gehalten, in denen sie freien Zugang zu Wasser und
angemessenem Futter hatten. Die Umgebungstemperatur betrug 20-22°C, ein

12stiindiger Tag-Nacht- (= Hell-Dunkel-) Rhythmus wurde eingehalten.

3

Abb.13: Wistar-Ratte

Der Gebrauch dieser Versuchstiere entspricht internationalen Standards sowie dem
deutschen Tierschutzgesetz und wurde vom Tierschutzbeauftragten der Universitit
Wiirzburg iiberwacht.

2.1.1 Diabetesinduktion durch Streptozotocin (STZ)

Durch eine einzelne intravendse Injektion von Streptozotocin (STZ; 50mg/kg

Korpergewicht [KG] i.v.) wurde die Zerstorung der pankreatischen Inselzellen und

dadurch eine anhaltende Hyperglykdmie erreicht.
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STZ (10mg/mL, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) wurde vor der jeweiligen
Anwendung frisch in sterilem Natrium-Citrat-Puffer (0.025mol/L, pH 4.5) gelost und
binnen 10 Minuten unter Isofluran-Narkose verabreicht.

Der Blutzuckerspiegel wurde zwei Wochen nach der Injektion durch ein
Blutzuckermessgerit Ascensia Elite (Bayer-Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland)
kontrolliert. Hierfiir wurde ein Blutstropfen durch Anritzen des Schwanzes und der
darin verlaufenden Vene mittels Skalpell gewonnen. Das Vorhandensein des Diabetes
mellitus wurde konstatiert, wenn sowohl der nach 2 als auch der nach 4 Wochen
gemessene Blutzuckerspiegel, wobei letzterer kurz nach der finalen Blutentnahme
bestimmt wurde, iiber 20mmol/L (= 360mg/dL) betrug.

Die Einteilung der Tiere in eine Placebo- bzw. Ataciguat-behandelte Gruppe erfolgte

randomisiert.

2.1.2 Ataciguat -Behandlung

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf den Auswirkungen der chronischen Stimulation
der sGC durch Ataciguat auf die Thrombozytenaktivierung bei vorliegendem Diabetes.
Jedoch ist es naheliegend, in diesem Zusammenhang auch ein Auge auf die etwaigen
Auswirkungen nach Akut-Gabe des Medikaments auf Thrombozyten zu werfen,
weshalb im Rahmen dieser Arbeit auch einige Versuche zu dieser Fragestellung

durchgefiihrt wurden.

2.1.2.1 In vitro-Inkubation

Zur Untersuchung von in vitro-Wirkungen von Ataciguat wurde bereits gewonnenes

PRP (Herstellung siehe unten) fiir 5 Minuten mit dem sGC-Aktivator (10umol/L)

inkubiert. AnschlieBend wurden sowohl durchflusszytometrische als auch

aggregometrische Messungen durchgefiihrt.
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2.1.2.2 Akut-Gabe

Ob Ataciguat auch nach einmaliger Gabe eine Wirkung zeigen wiirde, wurde getestet,
indem sowohl einigen Kontroll- als auch diabetischen Tieren eine einmalige Dosis des
Medikaments verabreicht (10mg/kg Korpergewicht iiber Schlundsonde) und bereits 2
Stunden spiter die Blutentnahme, wie weiter unten beschrieben, durchgefiihrt wurde.
Bei einigen dieser Versuche wurde das Material zusitzlich mit dem NO-Donor DEA-
NONOate (Ipmol/L) 10 Minuten vor der anschlieBenden Fixation (siehe unten)

stimuliert.

2.1.2.3 Chronische Verabreichung

Die Ataciguat-Medikation (Sanofi-Aventis, Frankfurt/Main, Deutschland) mittels
Sondenfiitterung (10mg/kg Korpergewicht, 2x tdglich) wurde nach 2wochigem
Vorliegen des Diabetes begonnen. Dabei wurde ein 12stiindiger Abstand zwischen den
beiden tdglichen Applikationen des Wirkstoffes eingehalten, um einen konstanten
Blutspiegel des Medikaments zu erreichen. Nach weiteren zwei Wochen, also nach
2wochiger Medikamenten-Gabe, wurde durch Blutentnahme aus der Vena cava inferior
Material fiir durchflusszytometrische Messungen gewonnen. Um eine mogliche
Beeinflussung der Messergebnisse durch Akut-Effekte der Substanz zu vermeiden,
wurde den Tieren letztmalig 12 Stunden vor der Tétung die entsprechende Behandlung

verabreicht.
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2.2 Durchflusszytometrische Untersuchung der Blutpléttchen

> .
Abb.14: FACSCalibur, Becton Dickinson

Die ,,FACS“- Analyse (FACS = Fluorescence-Activated Cell Sorter, Abb.14) gehort
heutzutage zu einer der Standardmethoden in der Thrombozytenfunktionsdiagnostik.
Das in den spiten sechziger Jahren entwickelte Verfahren ermdglicht es, Einzelzellen
bzw. Zellpopulationen nach bestimmten Eigenschaften zu charakterisieren " Durch
die Verwendung von mit Fluorochromen markierten monoklonalen Antikorpern erfolgt
der Nachweis thrombozytirer Membranglykoproteine beziehungsweise intrazelluldrer
Effektorproteine mittels typischer Absorptions- / Emissionsmuster bestimmter
Wellenldngenbereiche. Diese charakteristischen Lichtspektren konnen durch
Laserdetektion der an den Antikdrpern gebundenen fluoreszierenden Substanzen
erzeugt und erfasst werden. In dieser Arbeit kamen hierbei nur Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC)-konjugierte Antikorper zum Einsatz. Es gibt jedoch ein relativ
breites Spektrum an sogenannten Fluorochromen, wovon jedes einen optimalen
Detektions-Lichtwellenbereich besitzt. Die Absittigung der Proben durch Antikorper-
Hinzugabe wird durch die Wahl hoher Inkubationskonzentrationen erreicht, was dann
spiter bei der durchflusszytometrischen Messung idealerweise ein deutliches Signal zur

Folge hat.
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Die Charakterisierung der Thrombozytenpopulation als solche erfolgte zunéchst durch
die Detektion der fiir diese Zellen typischen Lichtphdnomene, die bei einem konstanten
Fluss durch einen Laserstrahl (488nm Wellenldnge) durch spezifische Photodioden
registriert wurden. Das Vorwirtsstreulicht (,.foreward scatter, FSC, Lichtbeugung) ist
proportional zur Zelloberfliche, stellt also die ZellgroBe dar, wihrend das
Seitwirtsstreulicht (,,side scatter*, SSC, Lichtbrechung und Reflexion) proportional zur
Zellkomplexitidt oder —granularitiit ist. Gleichzeitig zu diesen beiden Parametern wird
durch die Antikorperfiarbung auch noch die Fluoreszenz-Intensitit der Zellen gemessen.
Hierdurch wird also binnen kiirzester Zeit sowohl eine Zellpopulation bestimmt als auch

deren Eigenschaften klassifiziert (Abb.15).
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Abb.15: Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie: Charakterisierung einer mit Antikorpern gefdrbten
Probe: mittels Laserdetektion werden fiir den jeweiligen Antikorper charakteristische
Lichtspektren erfasst und zudem die Zellpopulation durch spezifische Lichtphdnomene

charakterisiert.

In der Auswertung wurden jeweils zundchst Diagramme erstellt, in denen FSC- und
SSC-Intensitidt gegeneinander aufgetragen wurden. Bei dieser Darstellung entspricht
jeder Punkt genau einer Zelle. Gleichzeitig wurden Histogramme generiert, bei denen
auf der Abszisse die Fluoreszenzintensitit logarithmisch abzulesen und auf der Ordinate

die Anzahl der mit Farbstoff markierten Zellen zu sehen ist (Abb.16).
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Abb.16: Originalabbildungen von durchflusszytometrischen Auswertungsdiagrammen; a) Dotblot mit

Thrombozyten-Gate; b) Histogramm von einer mit Fibrinogen-Antikorper markierten Probe

Alle durchflusszytometrischen Messungen innerhalb dieser Arbeit erfolgten an einem

FACSCalibur (Becton-Dickinson) bei niedriger Flussrate. Die zu messende
Thrombozytenzahl innerhalb des vorher festgelegten ,,Thrombozyten-Gates* wurde auf

20.000 festgelegt.
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2.2.1 Thrombozytire Aktivierungsmarker

Wie in der folgenden Abbildung zu sehen ist, gibt es eine Vielzahl von Aktivatoren, die
an Rezeptoren von Thrombozyten binden und eine initiale Aktivierung auslosen konnen

(Abb.17).

ADP Thrombin TxA

2
Epinephrin Collagen

Serotonin

Fibrinogen

Endothelzelle

Abb.17: Thrombozytire Aktivierungsmarker: eine Vielzahl von Aktivatoren ist in der Lage, an bestimmte
thrombozytdre Rezeptoren zu binden und eine Oberflichenexpression von Adhdsionsmolekiilen bzw. eine
Konformationsinderung von Rezeptoren und somit eine Pldttchenaktivierung hervorzurufen.
Beeinflussung der Thromobzytenaktivierung durch erhohte Bioverfiigbarkeit von NO und daraus

resultierender VASP-Phosphorylierung.

Diese Aktivierung resultiert hauptséchlich in zwei Effekten:

1. In der Konformationsidnderung von GPIIb/Illa, das am nicht aktivierten
Thrombozyten im niedrigaffinen Funktionszustand vorliegt und somit kein
losliches, plasmatisches Fibrinogen binden kann, hin zum aktivierten,
hochaffinen Funktionszustand des Rezeptors. Erst gebundenes Fibrinogen
ermoOglicht die Briickenbildung zwischen aktivierten Pldttchen und eine
konsekutive Aggregation.

2. In der Oberflidchenexpression von Adhisionsmolekiilen wie P-Selectin oder
CD40-Ligand; durch die Integrin-, Selektin-, bzw. CD40L-Expression wird die

Adhiésion an Leukozyten und Endothelzellen ermoglicht, was im Rahmen dieser
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Arbeit zur Messung von Thrombozyten-Zell-Aggregaten mit Hilfe der CD42d-

Bestimmung genutzt wurde.

Die Abbildung zeigt auBerdem die enge Beziehung zwischen Plittchen-Aktivierung und
Anwesenheit von NO. Durch eine erhohte Bioverfiigbarkeit von NO und der daraus
resultierenden VASP-Phosphorylierung kann demnach die Thrombozyten-Aktivierung
beeinflusst werden.

Um die eben beschriebene Abhingigkeit der Aktivierungsmarker vom Ausmal} der
VASP-Phosphorylierung zu betrachten, wurde parallel zur VASP-Phosphorylierung
auch die Anwesenheit einiger auf der Thrombozytenoberfliche exprimierter
Aktivierungsmarker bestimmt:

Fibrinogen als Bindungssubstrat von GPIIb/IIla, CD62P und CD42d;

Zur Messung des Liganden von GPIIb/Ila, Fibrinogen, wurde ein spezifischer
Antikorper verwendet, durch den ein bereits hochaffiner, aktivierter Zustand des
Rezeptors vorausgesetzt werden konnte.

P-Selectin (CD62P) ist ein Glykoprotein, das in den o-Granulae von Thrombozyten
intrazellulédr vorliegt und wihrend der Sekretion im Rahmen einer Aktivierung an die
Membranoberfliche transloziert wird. Durch die Detektion dieses Proteins konnte von
einer verstiarkten Degranulation ausgegangen werden.

CD42d (GPV) ist ein Bestandteil des CD42a-d-Komplexes, der als Rezeptor fiir den von
Willebrand Faktor und Thrombin fungiert. Er vermittelt unter anderem die unter hohen
Scherkriften stattfindende Pléittchenadhidsion an die subendotheliale Matrix, die bei
endothelialer Schiddigung freigelegt wird. Wihrend P-Selectin sowie gebundenes
Fibrinogen neben Blutplittchen auf unterschiedlichen Zellpopulationen, unter anderem
auch auf Endothelzellen, nachzuweisen sind, ist CD42d ein Marker, der nur auf
Thrombozyten und Megakaryozyten exprimiert wird und sich demzufolge zur

eindeutigen Identifikation dieser Blutbestandteile eignet.

30



2.2.2 Blutentnahme

Das Abdomen der Versuchstiere wurde in tiefer Narkose, die mittels Isofluran-
Inhalation erreicht wurde, ertffnet. Die Blutentnahme in 3mL-Citrat-Rohrchen (3.8%
Natrium-Citrat) erfolgte durch Punktion der Vena cava inferior, die nach Durchtrennung

der Muskelschichten und Seitverlagerung der Darmschlingen freigelegt wurde.

2.2.3 Probenaufbereitung fiir Messungen im Vollblut

Das gewonnene Citrat-Vollblut wurde mit PBS (Ca®™*- und Mg2+— frei, angereichert mit
D-Glucose [5.5mmol/L] und 0.5% BSA) verdiinnt. Insgesamt wurden fiinf verschiedene
thrombozytire = Marker  mittels  Zugabe von  spezifischen  Antikérpern
durchflusszytometrisch gemessen (Abb.18).

Die Bestimmung des an den Thrombozyten gebundenen Fibrinogens erfolgte durch 10-
miniitige Inkubation der entsprechenden Probe mit einem FITC-markierten Anti-
Fibrinogen-Antikdrper (W AK-Chemie, Bad Soden, Deutschland) bei 37°C.

Um die Expression des Oberflichenproteins P-Selectin zu messen, wurde verdiinntes
Vollblut mit einem polyklonalen Kaninchen Anti-P-Selectin (CD62P)-Antikorper
(Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) ebenfalls 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Hierauf folgte die Hinzugabe eines Sekundirantikorpers,
ndmlich eines FITC-markierten Ziegen Anti-Kaninchen-IgG-Antikorpers (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania). Bei den CD62P- gefiarbten Proben
erfolgte die Préparation einer zusitzlichen, jeweils nur mit dem Sekundirantikorper
markierten Vergleichsprobe, um bei der anschlieBenden durchflusszytometrischen
Messung die unspezifische Bindung des jeweiligen Sekundirantikdrpers bestimmen zu
konnen.

AuBerdem wurde ein Anti-Ratten CD42d monoklonaler FITC-gekoppelter Antikorper
(Becton Dickinson) verwendet. CD42d gilt als Pléttchen-spezifischer Marker und wurde
im Rahmen dieser Arbeit zur Detektion zirkulierender Thrombozyten-Zell-Aggregate
(PCA) und thrombozytirer Mikropartikel (PMP) verwendet. Um auch hier die

Verfilschung der Messergebnisse durch unspezifische Bindung des Antikorpers zu
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vermeiden, wurde eine zuséitzliche Kontrolle mit einem FITC-gekoppelten Maus 1gG2a
monoklonalen Isotyp-Kontroll-Antikorper markiert.

Zusitzlich erfolgte eine in vitro-Stimulation einer gesonderten Probe mit ADP (10uM),
um einen etwaigen Anstieg der PCA beziehungsweise PMP detektieren und somit
Aussagen zur Reaktivitidt der Pléttchen auf duflere Reize hin treffen zu konnen. Hierzu
wurde ADP in entsprechender Konzentration vor der CD42d-Antikorper-Farbung zum
Vollblut hinzugegeben. Die Inkubationszeit betrug 5 Minuten. AnschlieBend wurde mit
den Proben wie bereits beschrieben verfahren.

Nach entsprechender Inkubationszeit der jeweiligen Messproben wurden die in den
Vollblutproben enthaltenen Thrombozyten mit Methanol-freiem Formaldehyd (1.5%)
fr 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und anschlieBend an einem Becton
Dickinson FACSCalibur bei niedriger Flussrate analysiert.

Ein gesondertes Protokoll war fiir die Vorbereitung von Proben fiir die anschlieende
FACS-Messung von phosphoryliertem VASP nétig, da sich dieses Protein im Inneren
der Plittchen befindet. Zur intrazelluldren Farbung wurden die Blutproben zunéchst mit
Methanol-freiem Formaldehyd (1.5%) 5 Minuten lang fixiert, dann mit Triton X100
(2% Finalkonzentration) iiber 10 Minuten permeabilisiert und schlieBlich mit PBS
verdiinnt. Nachdem die vorbereitete Probe in zwei Fraktionen aufgeteilt worden war,
fand die eigentliche Antikorper-Fiarbung statt. Hierfiir wurde jeweils eine der Proben bei
Raumtemperatur 45 Minuten lang mit dem entsprechenden Antikorper markiert.

Dies geschah durch die Zugabe von FITC-markierten Antikdrpern gegen
phosphoryliertes VASP Ser* (16C2 Antikorper [500ug/mL], nano tools, Tenningen,
Deutschland) beziehungsweise gegen phosphoryliertes VASP Ser'” (5C6 Antikorper
[500ug/mL] nano tools). Zu der 16C2- bzw. 5C6- markierten Probe wurde jeweils eine
zugehorige Probe vorbereitet, bei der der jeweilige FITC-gekoppelte Antikorper mit
einer absittigenden Dosis eines spezifisch blockierenden Phospho-Peptids mindestens
30 Minuten bei 4°C vorinkubiert worden war. Die Vorbereitung dieser Kontrollen
erfolgte, wie auch schon bei der Farbung mit anderen Antikorpern erwéhnt wurde, um
die unspezifische Bindung, die willkiirlich auf eine mittlere Fluoreszenz des Wertes 10
gesetzt wurde, zu beriicksichtigen und einen Vergleich zwischen den verschiedenen

Behandlungsgruppen zuzulassen.
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Thrombozytenfarbungen zur durchflusszytometrischen Analyse

Fibrinogen, CD62p, CD42d VASP
Citrat-“aollblut Citrat-vollblut
PESFGIucosé—\*'erdunnung Formalin:Fixierung
+ 1 Smin
Primrantikérper FES/Glucose-Verdinnung
| 8min Inkubation 1
gaf. Sekundarantikdrper 2% Triton
- 2min Inkubation 1 10min
Formalin-Fixierung FBS/Glucose-YVerdinnung
PEISIGIucosé-\f'erd['mnung An:iké’:mérﬁrhung
1 L 45min Inkubation, RT
Durchflusszytometrische Analyse Durchflusszytometrische Analyse

Abb.18: Schema fiir Thrombozytenfirbungen zur durchflusszytometrischen Analyse

2.2.4 Gewinnung von Thrombozyten-reichem Plasma (platelet rich plasma / PRP) zu

Stimulationszwecken

Ein groBer Vorteil der durchflusszytometrischen Messung von Vollblutproben ist, dass
nur kleinste Mengen an Probenmaterial bendtigt werden. Hieraus ergab sich die
Gelegenheit, aus dem verbleibenden Vollblut (aus einem ca. 250g schweren Tier
gewinnt man durchschnittlich 9mL Blut) zusétzlich PRP herzustellen.

Dies geschah durch Zentrifugation des Citrat-Vollblutes (12min, 180g, Eppendorf-
Centrifuge 5415C), das in 1,5mL - Portionen in Eppendorf-Cups aufgeteilt wurde.
Danach konnte der Uberstand in Form von PRP abpippetiert und in einem 15mL
Falcon-Rohrchen gesammelt werden. Vor der in vitro-Stimulation wurde eine
Inkubations- und Ruhezeit des gewonnenen Materials von 15 Minuten bei 37°C im
Wasserbad beriicksichtigt. Zur Detektion der Stimulation des PRP wurden Anti-
Fibrinogen und Anti-P-Selectin-Antikorper verwendet.

Vor der jeweiligen Antikorper-Inkubation fand eine Stimulation mit verschiedenen
Konzentrationen an ADP (5uM und 10uM) statt. Die Proben, eine unstimulierte und die
beiden mit dem Induktor versehenen Proben, befanden sich hierfiir in Glaskiivetten und
wurden durch einen kleinen Magneten bei 37°C 6 Minuten lang geriihrt. Danach wurde

das Material analog der oben beschriebenen Vollblut-Methode weiterverarbeitet.
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Zur Untersuchung von in  vitro-Wirkungen von  Ataciguat auf den
Phosphorylierungsstatus von VASP wurde bereits gewonnenes PRP fiir 5 Minuten mit
dem sGC-Aktivator (1umol/L) inkubiert und zum Teil anschlieend zusétzlich mit dem

NO-Donor DEA-NONOate (1umol/L) stimuliert.

2.2.5 Durchflusszytometrische Messung der vorbereiteten Proben

Die Analyse der Proben fand an einem FACSCalibur von Becton Dickinson bei
niedriger Flussrate statt. Die Thrombozytenpopulation konnte durch Einstellung eines
bestimmten Gates, welches die charakteristische Vorwirts- und Seitwirts-Streulicht-
Eigenschaften dieser Blutzellen beriicksichtigte, identifiziert werden. Innerhalb dieses
Gates war die Detektion von 20.000 Plittchen notig, bevor die jeweilige Messung
abgeschlossen wurde. Die Analyse der mittleren Fluoreszenz fand unter Benutzung von
CELLQuest Software, Version 3.1f statt.

Der Leerwert im Falle von Fibrinogen bzw. die unspezifische Bindung der Antikorper
wurde durch entsprechend vorbereitete Proben willkiirlich auf eine mittlere Fluoreszenz
von 10 eingestellt und letztlich optisch von den eigentlichen Messgraphen subtrahiert.
Im Rahmen der Studie erlaubte dies den Vergleich von Blutproben verschiedener
Zeitpunkte untereinander.

Zur Bestimmung der Thrombozyten-Zell-Adhision (PCA) wurde die Leukozyten- bzw.
Erythrozytenpopulation durch die fiir diese Zellen typische Vorwirts-Seitwirts-
Streulicht-Verteilung charakterisiert. Alle CD42d-positiven Ereignisse innerhalb dieser
Population wurden als Plittchen-Zell-Aggregate gewertet. Auch hier wurde die
Erfassung von 20.000 Zihlern innerhalb des Gates als Messendpunkt vorgegeben.

Die Messung von thrombozytiren Mikropartikeln (PMP) erfolgte durch die
Registrierung aller Zellen in der Vollblutprobe so lange, bis im Pléttchen-Gate 20.000
Thrombozyten gezéhlt wurden. Mikropartikel wurden anschliefend durch ein FSC- und
SSC-Gate charakterisiert, welches auf jeder Achse kleiner als 10 war, was bedeutet,
dass sie auBlerhalb jeglicher definierter Zellpopulation lagen. Die zweite Voraussetzung,
die diese Zellbestandteile erfiillen mussten, war die CD42d-Positivitit innerhalb der

Mikropartikel-Region. Die Summe der PMP wurde letztendlich prozentual als das
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Verhiltnis CD42d-positiver Mikropartikel zu allen CD42d-positiven Ereignissen

ausgedriickt.

2.3 Aggregometrische Untersuchung von Thrombozyten

Abb.19: 8-Kanal Aggregometer (Molab, PAP-SE)

Um die Stdrke der Aggregation von Thrombozyten auf verschiedene Stimuli zu messen,
wurde eine der gebrduchlichsten Methoden angewandt: das Verfahren nach Born, 1962
erstmalig beschrieben ''. Hierbei wird die Anderung der Lichtdurchlissigkeit der
Proben durch Zugabe von aggregationsauslosenden Induktoren genutzt.

Es basiert auf folgendem Prinzip: Durch Verwendung einer geeigneten Referenzprobe,
PPP (= platelet poor plasma) bei Versuchen mit PRP (= platelet rich plasma), die in den
Messkanal eingebracht wird, wird der optische Wert, also die Lichtdurchldssigkeit im
Falle einer 100%igen Aggregation, festgelegt. Das anschlieBende Einbringen der
Partikelsuspension, also der eigentlichen Messprobe, stellt dann zunZchst den Nullwert
dar.

Ein Messkanal besteht aus einer Lichtquelle und einer gegeniiberliegenden Photozelle,
zwischen die die jeweilige Probe gestellt wird. Diese befindet sich in einer gldsernen
Messkiivette und wird von einem kleinen Riithrmagneten bei konstanter
Umdrehungszahl (900/min) geriihrt. Durch Hinzufiigen geeigneter Induktoren kann

dann eine Aggregatbildung ausgelost werden. Dabei nimmt die Triibung ab, was
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folglich von der Messzelle als Zunahme der Lichttransmission registriert wird (Abb19-

21).

Abb.20: Prinzip der Aggregometrie mittels Lichttransmission (I)

Der Grad der Triibungsidnderung der Probe ist letztlich das Maf fiir die Aggregation,
welche {iber ein Auswertungsprogramm als Funktion der Zeit in Form einer

Aggregationskurve zu sehen ist.
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Abb.21: Prinzip der Aggregometrie mittels Lichttransmission (1)
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Die Aggregationskurven sind charakteristisch fiir die jeweilig hinzugefiigten
Induktoren, sie geben teilweise Aufschluss auf ablaufende Prozesse im Verlauf der
Aggregatbildung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ADP als Hauptreagenz verwendet.

Das typische Muster bei Verwendung von ADP als Induktor ist zunichst eine Abnahme

« 19 pezeichnetes Phinomen, welches auf

der Lichttransmission, ein als ,,shape change
einer initialen Forminderung der Thrombozyten, nidmlich der Ausbildung von
Zellausldufern im Rahmen der frilhen Aktivierungsphase, beruht. Dieser Vorgang ist
nur von kurzer Dauer und geht in die eigentliche primére, reversible Aggregationsphase
tiber.

Wihrend bei humanen Proben ab einer gewissen ADP-Konzentration eine biphasische
Reaktion beobachtet werden kann, das heiBt ein Ubergang von der primiren, noch
reversiblen Phase iiber ein Plateau in eine sekundire, irreversible Aggregation, kann bei

Nagetieren eine sekundire Aggregation nicht ausgeldst werden '2%'2!,

2.3.1 Probengewinnung

Die Herstellung von PRP fiir die lichtaggregometrischen Untersuchungen erfolgte
analog der bereits beschriebenen Gewinnung von plittchenreichem Plasma zu
Stimulationszwecken mit anschlieBender Rezeptorbestimmung am FACS. Die
Zentrifugationsvorgaben lauteten 12 Minuten bei 21°C, 180g, mittelgradiger
Beschleunigung und keinerlei Abbremsung, um eine ungewollte Aktivierung des
Probenmaterials und somit Priparationsartefakte bestmoglich zu vermeiden. Nach dem
Abpipettieren des sich gebildeten Uberstandes musste der verbleibende Rest nochmals
hirter zentrifugiert werden (Eppendorf-Centrifuge 5415C, 6 Minuten, 720g), um den fiir
die Aggregometrie notigen Leerwert (= PPP) zu generieren. Zur Minimierung
moglicher Verunreinigungen der Nullprobe wurde im Anschluss an die zweite
Zentrifugation der dadurch gewonnene und separierte Plasmaiiberstand nochmals bei

15800g fiir 2 Minuten zentrifugiert.
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2.3.2 Probenaufbereitung

Da sich ein tendenzieller Unterschied sowohl in der Thrombozytengrofie (MPV) als
auch in der Thrombozytenzahl im Vollblut sowie im daraus gewonnenen PRP zwischen
diabetischen und nicht-diabetischen Tieren abzeichnete, sollte zu Aggregationszwecken
die Plittchenzahl auf 500.000/uL angeglichen werden. Nachdem die Thrombozytenzahl
im PRP durch ein manuell bedienbares Messgerit bestimmt und unverdiinntes PRP fiir
die Aggregometrie zur Messung der Aggregation auf drei verschiedene Konzentrationen
von ADP zuriickbehalten worden war, wurde der Rest mit tédglich neu vorbereiteten
Tyrode-Puffer (pH 7.4, 0,1% BSA/Glucose) verdiinnt. Im gleichen Verhiltnis wurde fiir
diese Messungen auch das PPP, das zum Setzen des Nullwertes gebraucht wurde, mit
entsprechenden Puffermengen versehen.

Die Verwendung von Puffer anstatt PPP zur Einstellung einer konstanten Plittchenzahl
in den Messproben hatte mehrere Griinde:

1. Es zeigte sich kein Unterschied im Ausmall der maximalen Aggregation bei
Proben, die mit Puffer beziehungsweise mit PPP verdiinnt und zu denen
anschlieBend die gleiche ADP-Konzentration hinzugegeben wurde.

2. Durch den Gebrauch von Puffer als Verdiinnungsreagenz konnte ein groferes
Volumen gewihrleistet werden, da die Gewinnung von PPP nur begrenzt
moglich ist.

3. Eine etwaige artifizielle Verunreinigung der PRP-Proben durch Mediatoren, die
beim harten Zentrifugieren bei der Herstellung des PPP des jeweiligen
Unterstandes zu Verdiinnungszwecken frei werden, sollte vermieden werden.

Zur bestmoglichen Vermeidung inhomogener Verdiinnung wurde bei den bereits
verdiinnten Proben nochmals die Thrombozytenzahl bestimmt. Bei einer Abweichung
von mehr als *= 15% wurde die jeweilige Messung in der Auswertung nicht

beriicksichtigt.
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2.3.3 Messung

Als Induktoren kamen bei dieser Arbeit hauptsédchlich ADP (Sigma, 1,5mM), aber auch
Thrombin (Roche, 30U/mL), Collagen (Mélab, 1,9mg/mL) und A23187 (= Calcium-
Ionophor, geldst in Ethanol) versuchsweise zum Einsatz.

AuBerdem wurde rekombinantes Ratten-Fractalkine (rrCX3C, R&D Diagnostics,
Minneapolis, MN), ein proaggregatorisch wirkendes Chemokin 1 zur Vorstimulation
von Proben verwendet. Hierzu wurden Proben mit Fractalkine unterschiedlicher
Konzentration (Ipg/mL bzw. 2ug/mL) unter Sminiitigem Riihren inkubiert und
anschliefend mit der Konzentration ADP versehen, welche bei der vorangegangenen
Messreihe des gleichen Tieres eine ca. 40%ige Aggregation ausgelost hatte.

Alle Messungen wurden an einem §8-Kanal-Aggregometer (Molab, PAP-8E)
durchgefiihrt. Die Dauer der Messungen war auf 6 Minuten beschrinkt, eine Sminiitige
Inkubationszeit der in den Kiivetten befindlichen Proben bei 37°C unter Riihren vor den
jeweiligen Messungen wurde beriicksichtigt.

Zur Untersuchung von in vitro-Wirkungen von Ataciguat auf die Aggregabilitit von
Thrombozyten wurde bereits gewonnenes PRP fiir 5 Minuten mit dem sGC-Aktivator

(10pmol/L) inkubiert.

2.4 Bestimmung deskriptiver Daten

2.4.1 Metabolische Parameter

Zur Bestimmung des Gewichts wurden die narkotisierten Tiere vor der Totung
gewogen. Aullerdem wurde der Blutzucker wie bereits erwdhnt zweimalig bestimmt,
einmal direkt aus Blut der Schwanzvene und schlieBlich aus entnommenem Citrat-Blut.
Des Weiteren wurde von jedem Tier Plasma hergestellt, indem zusétzlich zu Citrat auch
ein EDTA-gepuffertes Rohrchen abgenommen wurde. Das Blut wurde zentrifugiert
(AvantiTM J-251 Centrifuge, Beckman Coulter; 3000g, 10min, 4°C) und der Uberstand
anschlieend abpippetiert. Das gewonnene Plasma wurde in einem Eppendorf-Cup

sofort in fliissigem Stickstoff konserviert und in einem -80°C-Kiihlschrank aufgehoben.
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2.4.2 Hiématologische Parameter

Aus dem EDTA-gepufferten Rohrchen wurde vor der Plasmagewinnung 300uL
Material abpippetiert und daraus laborchemisch ein kleines Blutbild angefertigt. Bei
diesem gingen sowohl die Leukozyten- sowie die Thrombozytenzahl als auch die
Erfassung des mittleren Plittchenvolumens (mean platelet volume = MPV) in die
Auswertung ein.

Um zudem einen Uberblick iiber einige Gerinnungsparameter zu erhalten und dadurch
eventuell Riickschliisse auf eine verstirkte Aktivierung bzw. Aggregationsbereitschaft
der Plittchen seitens dieser Komponenten ziehen zu konnen, wurde 1mL vom Citrat-
blut ebenfalls laborchemisch untersucht. Daraus wurden INR (international normalized
ratio), PTT (partielle Thromboplastinzeit) und sFbg (im Plasma gelostes Fibrinogen)

bestimmt.

2.4.3 Milzvolumen / -gewicht

An zusitzlichen Werten wurden sowohl das Milzvolumen als auch das Milzgewicht in
Relation zum jeweiligen Korpergewicht der einzelnen Tiere bestimmt. Anlass hierfiir
war ein sich abzeichnender, jedoch nicht signifikanter Unterschied in der
Thrombozytenkonzentration zwischen diabetischen und nicht-diabetischen Tieren (sieche
unten —  Ergebnisse). FEine Verdnderung der Milz als Organ der

22 war in diesem

Blutplittchenspeicherung sowie der Thrombozytenelimination
Zusammenhang ein naheliegender Gedanke, der durch diese Messung geklirt werden
sollte. Zunichst wurde das Organ beim getdteten Tier entnommen und gewogen. Zur
Beriicksichtigung des jeweiligen Gesamtgewichts des Tieres wurde dann das
Milzgewicht mit diesem in Relation gebracht.

AuBlerdem wurde das Volumen des Organs bestimmt, indem das

Verdringungsvolumen, das sich beim Einbringen in ein mit 1mL Wasser gefiillten

® pa
Nunc™-Rohrchens ergab, gemessen wurde.
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2.5 Statistik

Soweit nicht anders gekennzeichnet, sind alle Daten als Mittelwerte + Standardfehler
(SEM) angegeben. ,,n* reprisentiert die Anzahl unterschiedlicher Tiere. Die statistische
Analyse erfolgte mit dem Student’s-t-Test fiir paarige oder unpaarige Stichproben oder
mit Hilfe der einseitigen Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) bei
Vergleichen von mehr als zwei Gruppen. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05

wurde als signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Chronische Effekte von Ataciguat (HMR 1766)

3.1.1 Durchflusszytometrische Messungen in vivo

3.1.1.1 Aktivitdtsbestimmung des cGMP-getriggerten Signalwegs

Um dem vermeintlichen Hauptangriffspunkt des verabreichten Medikaments, der
lIoslichen Guanylatcyclase (sGC), Rechnung zu tragen, wurde das AusmalBl der
Phosphorylierung des intrazelluldren Proteins VASP bestimmt. Dieser Wert korreliert
groBtenteils mit der Stdrke der Aktivitit des dazugehorigen NO — cGMP — VASP —
Signalwegs (Abb.22).

% GTP

&

HMR1766 @, YASP
\

P-VASP

NO

Abb.22: NO — cGMP — VASP - Signalweg

Am aussagekriftigsten ist in diesem Zusammenhang der Phosphorylierungsstatus der

Aminosédure Serin an Position 157 und 239.
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Abb.23: Basale VASP-Phosphorylierung an Position 157(a) und 239 (b) bei Thrombozyten gesunder
Kontrolltiere und diabetischer Ratten, die entweder mit Placebo oder mit dem sGC-Aktivator

HMR 1766 behandelt wurden; n = 10 — 16, *P<0.05 vs Kontrollen und STZ-HMR1766.

Es konnte gezeigt werden, dass an beiden Positionen eine signifikant gesteigerte
Phosphorylierung bei Ataciguat-behandelten im Vergleich zu Placebo-behandelten
diabetischen Tieren vorliegt (Abb.23). Dieses Ergebnis stimmt mit der
Ausgangshypothese, ndmlich der positiven Beeinflussung der im Diabetes reduzierten

Aktivitdt des NO — cGMP — VASP — Signalwegs, iiberein.

3.1.1.2 Bestimmung thrombozytérer Oberflachenaktivierungsmarker

Aufgrund der Arbeit mit Blut von Ratten war die Auswahl an Antikérpern zur
Darstellung von Oberflichenmarkern thrombozytirer Aktivierung begrenzt. Trotzdem

wurde versucht, ein relativ breit gefichertes Spektrum von Aktivierungsmarkern

zusammenzustellen, die auf unterschiedliche Weise aktiviert bzw. exprimiert werden.

3.1.1.2.1 Fibrinogen, P-Selectin, CD42d
Eine gesteigerte Fibrinogen-Bindung bei Proben diabetischer Tiere im Vergleich zu

gesunden Kontrollen bestitigte zunéchst die der Arbeit zugrunde liegende Annahme,

nidmlich eine gesteigerte Aktivierung von Thrombozyten im Diabetes per se.
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Der signifikante Riickgang gebundenen Fibrinogens bei Thrombozyten von HMR 1766-
behandelten Ratten, der demzufolge mit einer geringeren Expression bzw. mit einem
verminderten Aktivierungszustand des Glykoproteins IIb/Illa gleichgesetzt werden
kann, war ein weiterer Hinweis auf die Reversibilitit der Plittchenaktivierung durch
chronische Stimulation der 16slichen Guanylatcyclase. Zusitzlich bestitigte dies,
zusammen mit der vorher beschriebenen verstirkten VASP-Phosphorylierung,
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die bereits eine indirekt proportionale Korrelation

zwischen diesen beiden Parametern nachgewiesen haben 100:123 (Abb.24).
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Abb.24: Bestimmung der Thrombozytenaktivierung mittels Ausmaf} der Fibrinogenbindung an aktiviertes
Glykoprotein IIb/Illa bei Plittchen nicht-diabetischer Kontrollen und diabetischer Ratten, die
entweder mit Placebo oder HMR1766 behandelt wurden; n = 10 — 16; *P<0.05 vs Kontrollen
und STZ-HMR1766.

Ein typisches durchflusszytometrisches Histogramm zeigt die Linksverschiebung des mit dem
sGC-Aktivators behandelten Tieres (blaue Kurve) im Vergleich mit der Kurve einer
diabetischen, nicht behandelten Ratte (rote Kurve). Die graue Fliche reprisentiert die

Fibrinogen-Bindung eines Kontrolltieres.

Die Abbildung eines typischen Histogramms einer durchflusszytometrischen Messung
veranschaulicht nochmals die deutliche Linksverschiebung der Kurve eines
medikamentds behandelten Tieres im Vergleich zu einem Placebo-Tier.

Des Weiteren konnte eine Reduktion der Expression von P-Selectin bei Ataciguat-

behandelten Tieren auf das gleiche Niveau gesunder Ratten beobachtet werden. Auch
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hier soll die Originalabbildung eines FACS-Histogramms den signifikanten Unterschied

verdeutlichen (Abb.25).
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Abb.25.: Bestimmung der Thrombozytenaktivierung mittels Darstellung der Oberflichenexpression von P-
Selectin (CD62P) auf Pldttchen nicht-diabetischer Kontrolltiere im Vergleich zu diabetischen
Ratten, die entweder mit Placebo oder HMR1766 behandelt wurden; n = 10 — 16; *P<0.05 vs
Kontrollen und STZ-HMR1766.
Eine typische durchflusszytometrische Kurve zeigt wiederum die Linksverschiebung bei der
Messung der CD62P-Oberflichenexpression eines mit HMRI1766-behandelten Tieres (blaue
Kurve) im Vergleich zum diabetischen Tier (rote Kurve). Die graue Fldche reprdsentiert die

Oberflichenexpression von P-Selectin bei einer Kontrollratte.

Als weiterer thrombozytirer Marker wurde in der Messreihe CD42d betrachtet. Dessen
Expression war weder im Diabetes an sich erhoht, noch konnte eine Veridnderung durch
die Behandlung mit dem sGC-Aktivator festgestellt werden. Jedoch waren Unterschiede
in der CD42d-Expression und der mittleren Fluoreszenzstirke bei Thrombozyten von
Kontrolltieren zu beobachten. Dies konnte allerdings im Folgenden genutzt werden zur
Bestimmung der Adhision von Thrombozyten mit anderen Zellen (PCA) und zur
Detektion von thrombozytiren Mikropartikeln (PMP). Die zugrunde liegende
Vergleichbarkeit der basalen Expression und Fluoreszenz bei diabetischen und HMR
1766-behandelten Tieren lief deshalb eine direkte Gegeniiberstellung der darauf
aufbauenden Messungen zu, wohingegen die Messungen der Kontrolltiere fiir diese

Auswertung nicht beriicksichtigt werden konnten.
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3.1.1.2.2 Thrombozytire Mikropartikel (PMP), Thrombozytenadhdsion an nicht-
thrombozytire Blutzellen (PCA)

Es gibt einige etablierte = Moglichkeiten, thrombozytire  Mikropartikel

124;125

durchflusszytometrisch zu erfassen . Im Rahmen dieser Arbeit wurde die bereits

im Methodikteil beschriebene Variante der Vollblutmessung angewandt (Abb.26).
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Abb.26: Thrombozytire Mikropartikelbildung unter in vivo —Bedingungen, Prozentuale Angabe CD42*
Mikropartikel im Verhiiltnis aller CD42" Ereignisse in Vollblut; n = 10 — 16; *P<0.05 vs
Placebo;

Hinsichtlich des Vorhandenseins thrombozytirer Mikropartikel zeigte sich ein
signifikanter Unterschied bei der Betrachtung von Material diabetischer gegeniiber
Ataciguat-behandelter Tiere. Die deutlich reduzierte Anzahl von PMPs im Vollblut von
Tieren, bei denen die 16sliche Guanylatcyclase medikamentds chronisch aktiviert
wurde, stellte einen weiteren Hinweis auf die mogliche Reduktion des
Aktivierungszustandes von Blutplittchen im Diabetes dar. Auch die verminderte
Detektion thrombozytirer Zellaggregate mit anderen Zellen, also Erythrozyten und
Leukozyten, bei Probenmaterial von HMR 1766-behandelter Ratten im Vergleich zu
diabetischen Kontrolltieren kann als verminderte Aktivitit von Plittchen unter

chronischer Guanylatcyclase-Aktivierung gedeutet werden (Abb.27).
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Abb. 27: Thrombozytenaggregation mit nicht-thrombozytdren Blutzellen, dargestellt als das Verhdltnis
CD42* Ereignisse innerhalb der Leukozyten-/Erythrozytenpopulation; n = 10 -16; **P<0.01 vs
Placebo;

3.1.2  Durchflusszytometrische Messungen in vitro

In vitro —Messungen haben den Nachteil, dass das Probenmaterial vor den jeweiligen
Versuchen hiufig speziell aufbereitet werden muss und somit nicht mehr im ,,nativen*
Zustand vorliegt. Es werden also Ergebnisse unter Bedingungen herbeigefiihrt, die vom
urspriinglichen physiologischen Modell entfernt sind. Allerdings bieten aber genau
diese Messungen die Moglichkeit, zum Beispiel das Ausmal} der Aktivierbarkeit bzw.
der Reaktivitit unter vergleichbaren Bedingungen auszuloten.

Die im Folgenden gezeigten Ergebnisse aus Messungen, bei denen Vollblut bzw. PRP
der verschiedenen Tiergruppen mit ADP stimuliert wurde, sind besonders interessant.
Eingedenk der Tatsache, dass das Medikament im Vorfeld chronisch verabreicht wurde,
also keine Akut-Effekte zu erwarten waren, war es interessant, inwieweit ungeachtet
dieses Einwands trotzdem Potential zu unterschiedlichen Reaktionen vorhanden sein

wiirde und, vor allem, in welche Richtung diese gehen wiirden.
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3.1.2.1 ADP-induzierte Stimulation von Vollblut

Die Stimulation von Vollblutproben mit 10umol/L. ADP ergab eine signifikant
gesteigerte Bildung von Mikropartikeln seitens der Thrombozyten diabetischer

Placebotiere im Vergleich zu Plittchen medikamentds behandelter Tiere (Abb.28).
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Abb.28: Darstellung der Thrombozytenreaktivitit nach chronischer Ataciguat-Behandlung durch
Messung der Bildung thrombozytirer Mikropartikel als Reaktion auf ADP-Stimulation (10 uM)

im Vergleich zu Material diabetischer Placebotiere; n = 6 — 10; *P<0.05 vs Placebo;

Da diese Messung wieder auf der basalen CD42-Expression der Thrombozyten beruhte,

konnte auch hier die nicht-diabetische Kontrollgruppe nicht beriicksichtigt werden.

3.1.2.2 ADP-induzierte Stimulation von PRP

Die durch ADP getriggerte Stimulation von Thrombozyten in PRP wurde anhand des
Ausmales der Expression von P-Selectin bestimmt.

Es zeigte sich eine signifikant verringerte Expression von P-Selectin bei beiden ADP-
Konzentrationen bei Material behandelter Tiere im Vergleich zu diabetischen
Placebotieren. Die Oberflichenexpression bei Thrombozyten HMR 1766-gefiitterter

Ratten stellte sich auf dem Niveau der Kontrolltiere ein (Abb.29).
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Abb.29: ADP-induzierte P-Selectin (CD62P) Oberflidchenexpression im PRP chronisch mit HMR 1766
behandelter Tiere im Vergleich mit Kontroll- und Placebogruppe; n = 6 — 10; "P<0.05 vs STZ
(10uM ADP), “"P<0.01 vs STZ (10uM ADP);

Die Ursache fiir die reduzierte Stimulierbarkeit von Plittchen behandelter Tiere
hinsichtlich der P-Selectin-Expression konnte in dem bereits in vivo vorliegenden
verminderten Aktivititsstatus der Thrombozyten gesucht werden. Hypothetisch wire

eine gesteigerte Integritit und somit eine grofere Aktivierungsschwelle denkbar.

3.1.3 Aggregometrie

Die Etablierung der Aggregometrie zur Diagnostik der Thrombozytenfunktion bei
Ratten bedurfte einiger Zeit und ist bis dato unter anderem aufgrund unterschiedlicher
Rezeptoren und Aktivierungsmechanismen nur fiir ADP als Induktor und fiir PRP als
Probenmaterial annidhernd standardisiert.

Wesentliche Fragestellungen, die sich im Vorfeld wihrend der Etablierungszeit ergaben
und die es zu beantworten galt beziehungsweise die zum Teil noch im Raum stehen,
sollen im Folgenden kurz erldutert werden:

Bei der im Methodikteil beschriebenen Gewinnung von PRP stellte sich in der
anschlieBenden Bestimmung der Thrombozytenkonzentration ein Unterschied im

Material nicht-diabetischer  Kontrolltiere zu Proben diabetischer Placebo-
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beziehungsweise diabetischer, behandelter Tiere heraus. Letztere zeigten einen
signifikant geringeren Anteil von Thrombozyten im durch Zentrifugation gewonnenen

PRP (Abb.30).
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Abb.30: Thrombozytenzahl im PRP der verschiedenen Versuchsgruppen, n=13-22; “"P<0.01 vs

Kontrolle;

Die Ursache dieses Phianomens ist unbekannt. Eine mogliche Erkldrung konnte aber das
zwischen den Gruppen divergierende Plittchenvolumen bieten (siehe unten). Bei der
Zentrifugation wiirden demnach groBere (= aktivierte) Thrombozyten in das Prizipitat
zu den anderen Zellbestandteilen des Blutes gelangen und somit beim anschliefenden
Abpippetieren des Uberstandes (= PRP) nicht beriicksichtigt werden, wodurch Plittchen
verloren gingen. Diese Hypothese konnte teilweise durch die durchflusszytometrisch
durchgefiihrte Bestimmung der Thrombozytenzahl im Unterstand bestétigt werden

(Abb.31).
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Abb.31: Prozentuale Darstellung des Thrombozytenanteils in Relation zu anderen zelluliren
Bestandteilen im Unterstand (= zuriickbleibendes Material nach stattgefundener Zentrifugation

und nach Abpippetieren des Uberstandes [= PRP] ); n = 5-12;"P<0.01 vs STZ;

Allerdings zeigt das Messergebnis lediglich einen erhohten Pléttchenverlust zugunsten
des Unterstands fiir Proben diabetischer Placebotiere, wihrend dies fiir das Material
Ataciguat- behandelter Tiere augenscheinlich nicht zutrifft.

Eine weitere Frage baute auf dem eben geschilderten Problem auf, ndmlich inwieweit
man durch eine Normierung der Thrombozytenkonzentration durch Verdiinnung den
Aggregationsverlauf bzw. das Ausmal} der Aggregation beeinflussen wiirde. Aufgrund
dieser Unklarheit wurden sowohl Messungen mit nativem, also unverdiinntem, als auch

mit auf eine Konzentration von 500.000/uL normierten PRPs durchgefiihrt.

3.1.3.1 ADP-induzierte Aggregation nativen PRPs

Der Kurvenverlauf zeigt einen signifikant stirkeren Aggregationsverlauf bei PRP nicht-

diabetischer Kontrolltiere im Vergleich zu diabetischen Placeboratten. Betrachtet man

die Proben HMR 1766-behandelter Tiere, so verlduft deren Aggregationskurve im
Bereich der Messwerte diabetischer Ratten (Abb.32).
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Abb.32: ADP-induzierte Aggregation von unverdiinntem PRP der verschiedenen Untersuchungsgruppen;
n = 10-16, "P<0.05 Kontrolle vs STZ-HMR1766 / STZ;

Dieses Phianomen der verstirkten Aggregabilitit von PRP gesunder Kontrolltiere im
Vergleich zu diabetischen Ratten ist nicht neu 126127 Dje Ursachen hierfiir sind nicht

genau bekannt und konnten auch im Rahmen dieser Arbeit nicht genauer untersucht

werden.

3.1.3.2 ADP-induzierte Aggregation normierten PRPs

Bei auf 500.000/uL Thrombozytenzahl angeglichenen PRPs zeigten sich
andeutungsweise Unterschiede zwischen den drei Gruppen, die jedoch nicht signifikant
sind. Die Verteilung der Aggregationsstirke stellte sich wie bei der Betrachtung nativen
Materials dar, die Kontrollen wiesen den stirksten, diabetische Tiere den schwichsten
Aggregationsverlauf auf, wéhrend die Proben HMR 1766-behandelter Tiere eine
Mittelstellung einnahmen (Abb.33).
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Abb.33: ADP-induzierte Aggregation auf 500.000Thr/uL normierten PRPs; Darstellung des Ausmafes

der Aggregation als Reaktion auf verschiedene ADP-Konzentrationen der drei

Untersuchungsgruppen; n=12-21;

Die Zunahme der Aggregabilitit aller Gruppen war der auffilligste Unterschied, der

sich durch die Verdiinnung der Proben mit Hepes-Puffer (pH 7,4) ergab (Abb.34).
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Abb.34: Originalabbildungen von Aggregationskurven eines Kontrolltieres. Vergleich zwischen auf

500.000/uL verdiinnten und nativen Material. Kurven 1-3: PRP unverdiinnt, Stimulation mit

2/4/6uM ADP; Kurven 4-6: PRP auf 500.000/uL verdiinnt, Stimulation mit 2/4/6uM ADP.
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Auch hierfiir bleiben die Ursachen noch zu ergriinden, denkbar ist ein stidrkerer
Aggregationsverlauf aufgrund der groeren Substanzmenge des Induktors, die jedem
einzelnen Thrombozyten zur Verfiigung steht. Falls diese Annahme zutrife, wiirde dies
allerdings ~ umgekehrt  heilen, dass durch die  signifikant  hohere
Thrombozytenkonzentration bei den unverdiinnten Proben nicht-diabetischer Kontrollen
eine geringere Aggregation als bei den beiden anderen Gruppen zu beobachten sein
miisste, was nicht der Fall war (siche oben).

Inwieweit das Plasma und darin enthaltene Faktoren, die auf die Aggregation einwirken,
Einfluss auf die Messergebnisse haben, konnte unter anderem durch die Wiederholung
der Messungen mit gewaschenen Thrombozyten als Probenmaterial geklidrt werden.
Diese Moglichkeit wiirde die angewandte Methodik allerdings noch weiter von den
physiologischen Gegebenheiten entfernen: Um bei in Puffer gelosten, gewaschenen
Thrombozyten noch eine Aggregation durch den Induktor ADP zu erreichen, miissen
Substanzen, wie zum Beispiel Fibrinogen, artifiziell zugesetzt werden. Hinzu kéme
zudem eine durch mehrmaliges Zentrifugieren lingere Aufbereitungszeit und hohere

Wahrscheinlichkeit zusitzlicher Aktivierung der Pléttchen durch die Bearbeitung.

3.1.3.3 Fractalkine als proaggregatorischer Zusatz

Die Ergebnisse der aggregometrischen Messungen geben einige Fragen auf. Durch
bereits zugrunde liegende Konstellationen, wie dem nicht eindeutig zu kldrenden
Phinomen der Veridnderung der Ergebnisse durch Verdiinnung beziehungsweise des
starkeren Aggregationsverlaufs von Material nicht-diabetischer Kontrollen, konnten die
Ergebnisse fiir das Material Ataciguat-behandelter Tiere nicht wirklich eingeordnet
werden.

Sollte die Anniherung an die Kurven der gesunden Kontroll-Ratten als Verbesserung
des Thrombozytenstatus durch Behandlung zu deuten sein, obwohl das ja hiefe, eine
hohere Aggregationsbereitschaft der Plittchen im PRP als positives Resultat zu
deklarieren?

SchlieBlich wurde entschieden, noch eine weitere aggregometrische Messung

durchzufiithren. Hierbei wurden gleiche Thrombozytenkonzentrationen und gleiche
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Aggregationsstirken der verschiedenen Proben generiert, um dann eine etwaige weitere
Verstiarkung durch Inkubation mit dem Chemokin Fractalkine zu beobachten.
Motivation fiir diesen Versuch lieferten Labor-interne Ergebnisse, die zeigten, dass der
Fractalkine-Rezeptor auch auf Blutplittchen exprimiert wird und dass das
Vorhandensein von Fractalkine Einfluss auf die Pléttchenaktivierung hat und vor-
aktivierte Thrombozyten verstirkt auf Kostimulation mit Fractalkine reagieren .

Bei der Auswertung dieser Messungen, wobei die Zunahme der Aggregation prozentual
zum Ausgangswert ausgedriickt wurde, zeigte sich eine signifikant reduzierte
Aggregationssteigerung von Proben medikamentds behandelter Tiere auf eine
Inkubationskonzentration von 2ug/mL  Fractalkine gegeniiber diabetischer
Placeboratten. Hingegen ergab sich bei dieser Konzentration keine Signifikanz bei den
Ergebnissen von Kontrolltieren. Auch bei einer Fractalkinekonzentration von 1pug/mL
zeigte sich zwar eine tendenziell geringere Verstirkung der Aggregabilitit bei der
Placebo- und der HMR 1766- Gruppe gegeniiber den Kontrollen, jedoch war diese
Beobachtung nicht signifikant (Abb.35).
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Abb.35: Darstellung der prozentualen Zunahme der Thrombozytenaggregation als Reaktion auf
Inkubation mit Fractalkine; Vergleich zwischen Kontroll-, diabetischer Placebo- und
diabetischer, mit HMR 1766 -behandelter Gruppe; n=9-15; "P<0.05 vs STZ (2ug/mL

Fractalkine);
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3.2 Akut-Effekte von Ataciguat

3.2.1 Durchflusszytometrische Messungen

Die durchflusszytometrischen Messungen hinsichtlich der Akut-Effekte von HMR 1766
beruhen alle auf dem Nachweis des Phosphorylierungsstatus von VASP.

Zunichst zeigte die in vitro Stimulation von PRP mit dem NO-Donor DEA-NONOate
(1umol/L) eine signifikant erhthte VASP-Phosphorylierung bei Thrombozyten von
Kontroll-Tieren, wohingegen der Phosphorylierungsstatus des Proteins bei Pléttchen
diabetischer Tiere signifikant reduziert war. Dies deutet auf eine deutlich verminderte
Sensitivitdt von Thrombozyten im diabetischen Tiermodell gegeniiber exogenem NO

hin (Abb.37).
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Abb.37: Thrombozytire VASP-Phosphorylierung nach in vitro Stimulation von PRP von Kontrolltieren
und diabetischen Ratten mit HMR 1766 (10umol/L) oder DEA-NONOate (lumol/L) oder
beidem. n=10-16; Prozentuale Darstellung der Ergebnisse im Vergleich zu unstimulierter

VASP-Phosphorylierung; n=5-7; *P<0.05 vs Kontrollen und STZ-HMR 1766.



Die Inkubation von PRP der beiden Vergleichsgruppen mit HMR 1766 (10umol/L)
resultierte zum einen in einem verstirkten Phosphorylierungsgrad von VASP verglichen
mit dem Ausmall der vorangegangenen DEA-NONOate-Stimulierung. Zum anderen
verbesserte das Medikament die NO-Sensitivitit der diabetischen Thrombozyten auf das
Niveau des Materials, das von nicht-diabetischen Kontrolltieren gewonnen worden war.
Die Ergebnisse durchflusszytometrischer Untersuchungen im Vollblut von Tieren, die
2h zuvor eine einmalige, enteral applizierte Dosis von HMR 1766 erhielten (10mg/kg
KG), zeigen, dass das Ansprechen auf NO bei der Betrachtung des VASP-
Phosphorylierungsstatus diabetischer, akut behandelter Tiere mit dem Material von

unbehandelten Kontrolltieren vergleichbar ist (Abb.38).
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Abb.38: Auswirkung nach einmaliger, vor 2h erfolgter in vivo Gabe von HMR 1766 (10 mg/kg KG) auf
NO-Sensitivitit bei Thrombozyten diabetischer und nicht-diabetischer Ratten; Prozentuale

Darstellung der Ergebnisse im Vergleich zur unstimulierten VASP-Phosphorylierung; n=5-7;
*P<0.05 vs Kontrolle und STZ-HMR 1766.



3.2.2 Aggregometrie

Die ADP-induzierte Plittchenaggregation bei PRP diabetischer Ratten, die eine
einzelne, enteral verabreichte Dosis von HMR 1766 (10mg/kg KG) 2h vor der finalen
Blutentnahme erhielten, zeigte ein signifikant verringertes Ausmall im Vergleich zu
PRP unbehandelter diabetischer Tiere.

Eine 5miniitige in vitro -Inkubation diabetischen Materials mit HMR 1766 (10umol/L)
vor der ADP-getriggerten Induktion der Aggregation resultierte in einer fast

vollstindigen Unterdriickung der Thrombozytenaggregation (Abb.39).
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Abb.39: Akute Inhibition der ADP-induzierten Thrombozytenaggregation in PRP diabetischer Ratten, die
eine einmalige Dosis von HMR 1766 2h vor finaler Blutentnahme erhielten und in PRP
diabetischer Tiere, welches Sminiitig in vitro mit HMR 1766 (10umol/L) vor
Aggregationsinduktion mit ADP inkubiert wurde; n=8—12, *P<0.05, **P<0.01 vs STZ.
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3.3  Deskriptive Daten

Zum Ausschluss bzw. zur Detektion womoglich Einfluss nehmender Faktoren seitens
hidmatologischer oder metabolischer Komponenten sowie anderer moglicher

Einflussgroflen wurden zusétzlich einige andere Parameter bestimmt.

3.3.1 Metabolische Parameter

Da der Blutzuckerspiegel eines der Einschlusskriterien fiir die Teilnahme an den
Experimenten darstellte, sei hier nochmals dokumentiert, dass dieser bei der finalen
Blutentnahme bei beiden diabetischen Gruppen deutlich tiber der geforderten Marke
von 360mg/dL lag.

Das initiale Gewicht vor der Einteilung in Placebo-, Kontroll- bzw. Behandlungsgruppe
betrug zwischen 300-350g. Im Laufe der 4wochigen Diabetes-Dauer von Placebo-

sowie Behandlungsgruppe zeichnete sich eine deutliche Gewichtsabnahme ab.

Kontrolle STZ STZ
Placebo HMR 1766
Blutzucker [mg/dL] 147+5.8 51849 502+11
Korpergewicht [g] 354+5.6 244+4 " 24545 "

"P<0.01 vs Kontrolle

Diese beiden Parameter blieben durch die Gabe des sGC-Aktivators HMR 1766

erwartungsgemél unbeeinflusst.

3.3.2 Hiématologische Parameter

Hinsichtlich der Thrombozyten- und Leukozytenkonzentration ergaben sich bei den drei

zu vergleichenden Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Allerdings sei darauf

hingewiesen, dass sich eine zwar nicht signifikante, jedoch deutlich geringere

Plattchenzahl im Vollblut diabetischer Tiere abzeichnete.
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Kontrolle STZ STZ

Placebo HMR 1766
Thrombozyten [n*1000/uL] 673+35 599+43 570+34
Leukozyten [n*1000/uL] 5.620.5 5.1£0.5 4.8+0.3
Mittleres Thrombozyten- | 6.02+0.09 6.23£0.09 5.97+0.04"

volumen [fL]

**P<(0.01 vs STZ Placebo

Gleichzeitig zur Messung der Thrombozytenzahl wurde die Gelegenheit
wahrgenommen, das mittlere Pldttchenvolumen zu bestimmen. Anlass hierfiir waren
unter anderem bestehende Daten und Theorien iiber verinderte Volumina im Diabetes
69:128

In der Tat bestitigte sich eine signifikante Diskrepanz im Thrombozytenvolumen
diabetischer Tiere im Vergleich zu dem nicht-diabetischer Kontrollratten. Zusétzlich
zeigte sich bei den medikamentds behandelten diabetischen Tieren ein
Pléattchenvolumen, welches auf dem gleichen Niveau gesunder Ratten lag und somit
gegeniiber der Placebogruppe signifikant reduziert war.

Angesichts der schon bestehenden Arbeiten {iiber Unterschiede im mittleren
Thrombozytenvolumen (= MPV) im Diabetes, die auf einen stidrkeren
Thrombozytenumsatz, auf das Vorliegen unreifer Thrombozyten im Blut
beziehungsweise auf einen gesteigerten Aktivierungsgrad von Plittchen bei dieser
Krankheit hindeuten, fiigt sich die vorliegende Messung in die Reihe der Ergebnisse
ein, die einen Riickgang der Thrombozytenaktivitit im Diabetes durch die chronische
Stimulation der sGC zeigen.

Im Hinblick auf die Gerinnungsparameter INR, PTT und sFbg ergab sich Unerwartetes:
Zwar zeigte sich bzgl. des INR kein signifikanter Unterschied zwischen den drei
Gruppen, allerdings stellten sich bei der Betrachtung der PTT- und sFbg-Werte
signifikante Unterschiede von der Kontrollgruppe zu den beiden diabetischen Gruppen
heraus. Diese waren nicht, wie im Vorfeld des Ofteren beschrieben, mit einem
gesteigerten Gerinnungsstatus beim Diabetes vereinbar 12 Geradezu Gegenteiliges war
zu beobachten, ndmlich eine signifikante Verldngerung der PTT und ein ebenfalls
signifikant verringertes Vorhandensein an 16slichem Fibrinogen beim Vorliegen der

Krankheit (Abb.40).
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Abb.40: Laborchemische Messung von INR, PTT und loslichem Fibrinogen (sFbg); Vergleich zwischen
diabetischer Placebo-, mit HMR 1766-behandelter sowie Kontrollgruppe; n=13-23; PTT:
"'P<0.01 STZ vs Kontrolle; "P<0.05 STZ-HMR 1766 vs Kontrolle; sFbg: ~P<0.01 STZ / STZ-
HMR 1766 vs Kontrolle;

Diese zur gingigen Meinung kontriren Ergebnisse sind, in sich gesehen, jedoch
stimmig und konnen mit den ebenfalls unerwarteten aggregometrischen Daten in
Einklang gebracht werden. Fine Erkldrung fiir dieses Phdnomen, das so gar nicht in das
bisherige Bild einer verstirkten Koagulation bei diabetischen Patienten passt, muss

jedoch noch ergriindet werden.
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3.3.3 Milzgewicht / -volumen

Die Bestimmung des Milzgewichts beziehungsweise —volumens sollte kldren, ob eine
Diskrepanz dieser Werte zwischen den verschiedenen Tiergruppen vorliegen wiirde.
Dies wiirde eine Erkldrung fiir den sich abzeichnenden Unterschied in der Plittchenzahl
diabetischer zu nicht-diabetischer Tiere (siehe oben) bieten und die Hypothese festigen,
dass eine verstirkte Selektion der groBen, teils beschidigten Thrombozyten im
diabetischen Krankheitsbild durch die Milz vorliegen und eine Vergroferung
beziehungsweise Gewichtszunahme des Organs zur Folge haben konnte.

Zundchst wurde das Milzvolumen per se bestimmt. Hier zeigte sich ein signifikant
geringeres Volumen der Organe diabetischer Placebotiere im Vergleich zu
Kontrolltieren. Die Volumina der Milzen der Ataciguat-behandelten Tiere nahmen eine
Mittelstellung ein, es zeigte sich jedoch keine Signifikanz zu einer der beiden anderen

Gruppen (Abb.41).
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Abb.41: Vergleich der Milzvolumina; n=6-13; *P<0.01 STZ vs Kontrolle;

Um allerdings auch noch das jeweilige Korpergewicht der Tiere zu beriicksichtigen, das
diabetischer Ratten war ja signifikant geringer als das gesunder Kontrolltiere (siehe
oben), wurde dieses mit dem Milzgewicht beziehungsweise —volumen in Relation

gesetzt (Abb.42).
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Abb.42: Vergleich des Milzgewichtes bzw. des Milzvolumens in Relation zum jeweiligen Korpergewicht;

n=11-25;

Hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede, demnach muss oben beschriebene

Hypothese eher verworfen werden.
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4. Diskussion

Mit der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studie konnte erstmalig gezeigt
werden, dass die Gabe des sGC-Aktivators Ataciguat (=HMR 1766) bei diabetischen
Ratten eine Signalverstdrkung des endogenen Thrombozyten-inhibierenden NO/cGMP-
Signalwegs bewirkt und dariiber die Plittchenaktivierung in vivo vermindert wird.

Hierdurch konnte, wie auch schon in Vorarbeiten ¢13%13!

gezeigt, der maBgebliche
Einfluss von NO und der dazugehdrigen  Signalkaskade auf die
Thrombozytenaktivierung per se belegt werden. Des Weiteren wird die Reversibilitiit
der im Diabetes vorliegenden, verstirkten Thrombozytenaktivierung demonstriert.

Die viel beschriebene reduzierte NO-Bioverfiigbarkeit im Diabetes, die zu einer
abgeschwichten Signaltransduktion durch den endogenen Thrombozyten-inhibierenden
NO/cGMP-Signalweg fiihrt, wird hauptsichlich der endothelialen Dysfunktion und
daraus resultierender verminderter Produktion endothelialen NOs
zugeschrieben %313 Das konsekutiv gesteigerte Ansprechen von Blutplittchen auf
aktivierende Faktoren kann, jedenfalls zum Teil, fiir das Vorliegen vermehrt aktivierter
Thrombozyten beim Diabetes verantwortlich gemacht werden.

Bereits in vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die akute Inhibition
der NO/cGMP-Signalkaskade eine Aktivierung zirkulierender Thrombozyten bereits
nach kurzer Zeit bewirkt. Dies war sowohl bei gesunden Probanden als auch bei Nagern
der Fall **'°  Eine dauerhafte Unterbrechung des endogenen Thrombozyten-
inhibierenden Signalwegs hat eine verstirkte Adhision zirkulierender Thrombozyten an

intaktem Endothel zur Folge **'!

, wihrend der Funktionserhalt dieses Signalwegs im
frithen Diabetes eine Thrombozytenaktivierung bei diabetischen Miusen verhindert 1o,

Andere Arbeiten weisen zudem auf das Vorliegen einer signifikanten Entkopplung der
eNOS, dem Hauptlieferanten endothelialen NOs, im Diabetes hin. Dies resultiert dann
in einer durch das  entkoppelte  Enzym  verursachten  Superoxid-
Radikalbildung >"1O#19137138 © Deshalb  riickten  initiale  Bestrebungen  einer
Herbeifiihrung einer Verstirkung der eNOS-Expression bzw. der Aktivititsverstirkung

139;140
des Enzyms "

aufgrund moglicher paradoxer, kontraproduktiver Verdnderungen in
den Hintergrund. Eine andere Strategie war vonnoten, das oben beschriebene Phinomen

der Entkopplung zu umgehen.
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Dies kann durch die Verwendung eines direkten sGC-Aktivators, wie zum Beispiel dem
Anthranilinsdure-Derivat HMR 1766, welches die him-oxidierte Form der sGC NO-
unabhiingig aktiviert, erreicht werden **'*'. Die pharmakologische sGC-Aktivierung
bringt antithrombozytéire Eigenschaften mit sich, indem sie den thrombozytiren cGMP-
Spiegel erhoht. Dieser ist der wichtigste Botenstoff zur Vermittlung NO-getriggerter
Effekte in Blutplittchen "*'*,

Aufgrund des immensen Wissenszuwachses beziiglich der essentiellen Bedeutung von
Stickstoffmonoxid und der Intaktheit der NO-abhingigen Signalkaskade sowie des
Wissens um die Dysfunktion dieses Schliisselweges bei diversen Volkskrankheiten
SLT6:105145:146 - qor im letzten Jahrzehnt erreicht wurde, gewinnt die Entwicklung NO-
unabhéngiger sGC-Aktivatoren immer mehr an Bedeutung. Ein von der Wirkungsweise
HMR1766-dhnlicher Wirkstoff, BAY 58-2667, der die I&sliche Guanylatcyclase
ebenfalls NO-unabhingig und im oxidierten Zustand aktiviert, ist besser untersucht und
dessen Effekte mehrfach beschrieben '*'*1471%¢. Allerdings ist auch im Rahmen dieser
Arbeiten schwerpunktmiBig die Verbesserung der Gefalfunktion bei Krankheitsbildern
beschrieben, die mit endothelialer Dysfunktion einhergehen. Somit erweitert die
vorliegende Arbeit, die sich ja vornehmlich mit der Thrombozytenaktivierung bei
Diabetes und deren mogliche Beeinflussung durch medikamentdse Aktivierung der sGC
im diabetischen Tiermodell beschiftigt, das Spektrum von der blo3en Fokussierung auf
Gefidle hin zu einer ganzheitlicheren Betrachtung der Wirkung und damit zu
erreichender Moglichkeiten dieser Medikamentengruppe vor dem Hintergrund einer
bestehenden chronischen Erkrankung.

Im Rahmen dieser Arbeit wird gezeigt, dass die akute Gabe von HMR 1766 die
Plittchenfunktion {iiber den NO/cGMP/VASP-Signalweg verbessert und die
Thrombozytenreaktivitdt vermindert. Die Ergebnisse der in vitro und der akuten in vivo
Experimente legen den Schluss nahe, dass die Stimulierung der sGC durch HMR 1766
bei diabetischen Ratten unabhiingig vom Vorliegen einer sGC-Dysfunktion funktioniert.
Des Weiteren liefert die vorliegende Studie den ersten in vivo — Beweis fiir die
Verbesserung des endogenen, Plittchen-inhibierenden NO/cGMP-Signalwegs durch
chronische sGC-Stimulation, was durch die verstirkte VASP-Phosphorylierung und die
verringerte Thrombozytenaktivierung bei diabetischen Ratten gezeigt werden konnte.

Die chronische sGC-Stimulation unter in vivo Bedingungen reduzierte sowohl die
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Aktivierung des Glykoproteins IIb/Illa (was iiber die Fibrinogenbindung bestimmt
wurde) als auch die Degranulation der Plittchen (was anhand verminderter P-Selectin-
Oberflichenexpression zum Ausdruck kam). P-Selectin nimmt auBlerdem bei der
Plittchenadhésion ans Endothel sowie an der Thrombozyten-Leukozyten-Adhésion eine

157;158

wichtige Rolle ein . Thrombozyten, die P-Selectin auf der Oberfliche exprimieren,

sind an der Interaktion aktivierter Plidttchen mit Leukozyten und an der

9;159

Atheroskleroseentstehung mafgeblich beteiligt . Bereits durchgefiihrte Studien

konstatierten eine mogliche Inhibition von P-Selectin- und CD40-Ligand-
Oberflichenexpression durch cAMP / cGMP-abhingige Proteinkinasen 10 deren
Aktivierung iiber das Ausmal} vorliegender VASP-Phosphorylierung dargestellt werden

161
kann

. Im FEinklang mit diesen Ergebnissen reduzierte die chronische sGC-
Aktivierung durch HMR 1766 die Thrombozytenaggregation mit nicht-thrombozytiren
Blutzellen und verminderte die Anzahl zirkulierender thrombozytirer Mikropartikel. In
vitro Versuche mit HMR 1766 zeigten eine gesteigerte sGC-Aktivitit, jedoch keine
Verbesserung hinsichtlich NO-Sensitivitét.

Im Gegensatz dazu verbesserte allerdings die in vivo Gabe von HMR 1766 die
Sensitivitit von Blutplittchen auf exogenes NO. Interessanterweise stellte sich ein
dhnliches Muster bei isolierten Aortenringen dieser Tiere dar, bei denen HMR 1766 die
Vasorelaxation gegeniiber exogenem NO verbesserte und das Vorliegen oxidativen
Stresses reduzierte '®. Ein gestortes Ansprechen von Blutplittchen auf NO ist ein
pradiktiver Wert fiir eine gesteigerte Mortalitdt und kardiovaskuldre Morbiditdt bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom B Die verbesserte Sensitivitit gegeniiber NO,
die durch die Langzeitbehandlung mit einem sGC-Aktivator im Diabetes erreicht
werden kann, konnte demzufolge das Auftreten solcher kardiovaskulérer
Komplikationen verringern.

Diabetische Patienten haben ein erhohtes Risiko fiir die Entstehung von Atherosklerose
und Thrombosen. Die vermehrte Degranulation von Thrombozyten bei Patienten mit
Diabetes ist mit einem Fortschreiten der proatherogenen Verdnderungen der
GefiBwinde assoziiert '®. Die chronische Aktivierung der sGC durch HMR 1766 bei
diabetischen Ratten reduzierte das Ansprechen von Thrombozyten auf ADP. Erhohte
Blutzuckerspiegel wurden bereits als unabhingige Vorhersagewerte fiir Pléttchen-

abhiingige Thrombosen bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung identifiziert '®*,
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AuBerdem ldsst sich bereits ein signifikant gesteigertes Vorhandensein thrombozytirer
Aktivierungsmarker bei Individuen nachweisen, die lediglich bzgl. des Vorhandenseins
von Inselzellantikorpern positiv getestet wurden, noch bevor es zur Manifestation einer
diabetischen Erkrankung kam. Dies deutet auf eine bereits in einem sehr frithen Stadium
der diabetischen Erkrankung vorliegende Thrombozytenaktivierung hin " Dieses
Phinomen wird im klinischen Alltag dadurch bestitigt, dass tatsdchlich Patienten mit
Typ 2-Diabetes ohne vorhergegangenem kardiovaskulirem Ereignis annéhernd das
gleiche Risiko haben, einen Herzinfarkt zu erleiden, wie es bei nicht-diabetischen
Patienten, die bereits einen Herzinfarkt hatten, der Fall ist S,

Schlussfolgernd lédsst sich ableiten, dass aktivierte Thrombozyten einen wesentlichen
Anteil an der gesteigerten Morbiditéit und Mortalitit diabetischer Patienten haben, da die
meisten dieser Patienten an kardiovaskuldren atherothrombotischen Ereignissen
versterben ' Kiirzlich wurde gezeigt, dass die Aktivierung von Thrombozyten einer

9;10

der initialen Schritte der Atherogenese ist und dass die Inhibition der

Plittchenaktivierung-/adhésion sowie der Leukozytenadhision der Plaqueentwicklung

vorbeugt 10

Fir die Thrombozyten diabetischer Patienten ist eine Vielzahl von
Abnormalititen charakteristisch, unter anderem ein gesteigertes MPV, eine vermehrte
Expression von Adhisionsmolekiilen auf der Plittchenoberfliche und ein erhohtes
Potential zur Exkretion von Vasokonstriktoren. Die Atiologie dieser Abnormalititen
wird sdmtlichen Veridnderungen, die im diabetischen Milieu vorzufinden sind,
zugeschrieben. Diese Verinderungen beinhalten die endotheliale Dysfunktion, die zu
einer verringerten endogenen Pléttcheninhibition und einer gesteigerten Sensitivitit
gegeniiber thrombozytidren Agonisten beitrdgt, oxidativen Stress, dem gesteigerten
Vorliegen von advanced glycation end products (AGEs), die den thrombozytiren
Metabolismus direkt beeinflussen bzw. Anteil an ungiinstigen, strukturellen
Veridnderungen in den GefdBwinden haben, sowie dem Vorhandensein einer
Entziindungskonstellation.

In dieser Arbeit konnte durch die Verstirkung der NO-vermittelten Plittcheninhibition
durch chronische sGC-Aktivierung ein verringertes MPV, eine verminderte
Fibrinogenbindung an GP IIb/Illa und eine verminderte Oberflichenexpression des
Adhisionsmolekiils P-Selectin gezeigt werden. Diese Ergebnisse deuten alle darauf hin,

dass der Verlust einer chronischen, NO-vermittelten Thrombozyteninhibition zur
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gesteigerten Affinitit von Plittchen auf aktivierende Stimuli im Diabetes beitrdgt und
dass diese gesteigerte Affinitit medikamentos beeinflussbar ist.

Trotz dieser insgesamt sehr zufriedenstellenden Ergebnisse seitens positiver
Beeinflussungsmoglichkeit der gesteigerten Thrombozytenaktivierung im diabetischen
Tiermodell durch medikamentose Aktivierung der sGC bleiben einige Fragen offen, die
wihrend dieser Arbeit auftraten. Deren Beantwortung bleibt Spekulation, in einigen
Fillen wiirden ergiinzende Untersuchungsmethodiken, die sich teilweise auch schon in
der Etablierung befinden, eventuell Antworten liefern.

Aufgrund der auf Tierexperimenten basierenden Arbeit ist man auf das Vorhandensein
von Techniken und Substanzen, wie zum Beispiel Antikdrpern, angewiesen, die auf
diese Gegebenheit abgestimmt sind. Zwar ist das vorliegende Wistar-Rattenmodell weit
verbreitet, dennoch gibt es nur eine beschrinkte Auswahl an Antikoérpern zur
Darstellung  spezifischer Aktivierungsmarker beziehungsweise zur Detektion
bestimmter Zellpopulationen. Bei der vorliegenden Arbeit konnte deshalb hinsichtlich
durchflusszytometrischer Versuche nur auf eine begrenzte Anzahl bereits etablierter
Aktivierungsmarker zuriickgegriffen werden. Dies wird besonders deutlich, wenn man
die Detektion der Adhédsion von Thrombozyten an nicht-thrombozytire Blutbestandteile
betrachtet. Urspriinglich war hier die spezifische Darstellung der Aggregatbildung von
Blutplittchen mit Leukozyten vorgesehen. Die Versuche, dies mit einer
Zweifachfirbung aus Kombination eines Thrombozyten- und eines Leukozyten-
spezifischen Antikorpers zu erreichen, scheiterten an der zu ungenauen Bindung des
zuletzt erwihnten Antikorpers an dessen eigentliche Zielgruppe. Somit musste diese
Bestrebung verworfen und eine etwas unspezifischere Darstellung der Aktivierung in
Kauf genommen werden.

Zudem werden in dieser Arbeit keinerlei plasmatisch vorliegende, thrombozytire
Aktivierungsmarker bestimmt. Man denke nur an die Messung von z.B. Thromboxan-
Metaboliten, f-Thromboglobulin, Platelet Factor 4, Serotonin, P-Selectin oder CD40L
als  zusitzliche Parameter eines 1im Diabetes vorliegenden  verstirkten
Aktivierungsmilieus beziehungsweise von im diabetischen Plasma vermehrt
vorzufindender Gerinnungsmarker, wie zum Beispiel Prothrombin-Aktivierungs
Fragment 1+2, Thrombin-Anti-Thrombin-Komplexe und Gerinnungsfaktoren [Faktor

VII, VIII, XI, XII, von Willebrand Faktor, Kallikrein], Plasminogen Activator Inhibitor
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Type I (PAI-1) oder dem verminderten Vorliegen von antikoagulatorischem Protein C
166170 Obwohl zahlreiche Proben an Plasma der verschiedenen Tiergruppen gewonnen
und tiefgefroren aufbewahrt wurden, scheiterten die meisten Messungen einerseits an
den fiir Tiermaterial nicht zur Verfiigung stehenden Nachweismethodiken, andererseits
konnten bei der Anwendung von Nachweisstandards fiir humanes Material keine
standardisierten Normgrenzen als Referenz gefunden werden.

Unklar bleiben bis dato auch die Ergebnisse der Aggregabilititsmessungen und deren
Interpretation. Eigentlich wire bei dem bereits erwédhnten prokoagulatorischen Milieu
im Diabetes doch eine konsekutiv gesteigerte Thrombozytenaggregation zu erwarten,
wie sie auch schon mehrfach beschrieben wurde '"'7., Allerdings sind die kontroversen
Resultate der innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrten aggregometrischen Messungen
nicht neu und somit nicht ganz iiberraschend. Zwar wird oft von einer verstirkten
Aggregabilitit im Diabetes berichtet, als Versuchsmaterial werden jedoch durchgehend
gewaschene Thrombozyten verwendet. Kommt PRP zum FEinsatz, Zhneln die Ergebnisse
meist den hier vorliegenden 27417,

Liegt die beim Diabetes vorherrschende verminderte Aggregabilitit von PRP somit an

Substanzen, die im Plasma gelost sind? Dieser Hypothese nachzugehen wire sehr

reizvoll, hitte allerdings den Rahmen dieser Arbeit gesprengt.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die giinstigen Auswirkungen der chronischen
Aktivierung der l6slichen Guanylatcyclase durch HMR 1766 auf die Regulation der
Thrombozytenaktivitit im experimentellen Diabetes mellitus.

Es konnte die zugrunde liegende Hypothese eines aktivierten Zustands von
Thrombozyten im Diabetes bestitigt und dariiber hinaus die Reversibilitdt dieser
Aktivierung durch medikamentose, direkte, NO-unabhingige, chronische Stimulation
der sGC, dem Schliisselenzym zur Vermittlung endogener NO-Wirkung, gezeigt
werden. Hierzu wurden mit Hilfe durchflusszytometrischer Bestimmungen in frisch
entnommenem Vollblut verschiedene thrombozytire Marker analysiert. Zum einen
deuteten die Ergebnisse auf eine verminderte NO-Bioverfiigbarkeit beziehungsweise
eine verringerte Aktivitit des Effektorenzyms im Diabetes und eine gesteigerte Aktivitiit
des Enzyms bei HMR 1766-behandelten Versuchstieren hin, zum anderen konnte ein
Riickgang der Expression thrombozytidrer Aktivierungsparameter in Richtung des
Niveaus gesunder Kontrollen bei Thrombozyten der Tiere gezeigt werden, die den GC-
Aktivator erhielten. Dariiber hinaus stellte sich eine verminderte Aktivierbarkeit auf
externe Stimuli bei in vitro Versuchen in Vollblut als auch in PRP heraus. Bei
aggregometrischen Untersuchungen mit PRP zeigte sich eine verminderte Aggregation
als Reaktion auf Fractalkine-Inkubation und anschlieende direkte Stimulation mit ADP
bei dem Material HMR 1766 behandelter Tiere. Zur Untersuchung von Akut-Effekten
der Substanz wurden Proben gesunder beziehungsweise diabetischer Tiere teils direkt
mit dem Medikament inkubiert, und es wurde einmalig medikamentds behandelten
Tieren Blut entnommen. Hier stellte sich eine verminderte ADP-induzierte Aggregation
bei behandelten Proben heraus, zudem zeigten sich positive Akut-Effekte hinsichtlich
der basalen als auch der mit einem NO-Donor stimulierten VASP-Phosphorylierung.
Bei der Betrachtung hidmatologischer und metabolischer Parameter fiel bei sonst
unauffilligen Ergebnissen das MPV auf, das im Diabetes erhoht, nach Behandlung mit
dem GC-Aktivator jedoch wieder auf Kontrollwerte reduziert war.

Die vielversprechenden Ergebnisse konnten ein Schritt zur Etablierung dieser Substanz
als zukiinftiges Medikament zur Pridvention beziehungsweise Behandlung

kardiovaskuldrer Komplikationen bei Diabetes sein.
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