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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Thrombozyten

1.1.1 Physiologische Bedeutung der Thrombozyten

Thrombozyten, die im Deutschen auch Blutplattchen genannt werden, sind neben den
Erythrozyten und den Leukozyten ein korpuskuldrer Blutbestandteil. Die bikonvex
geformten Thrombozyten mit einem Durchmesser von circa 2 - 5 um zirkulieren im
Blut fiir 7-10 Tage in einer Konzentration (Konz.) von 150.000 - 400.000 pro pl
(Michelson 2010).

Thrombozytopoiese beschreibt die Entstehung von Thrombozyten aus reifen
Megakaryozyten, welche im Zytoplasma Granula und Demarkationsmembranen
enthalten. Eben diese fusionieren und fiihren so zu einer Demarkierung von
Fragmenten in ThrombozytengrofRe. In reifen Megakaryozyten fusionieren die
Demarkierungsmembranen und die Scherkrafte des Blutes flihren zu einer Freisetzung
der Thrombozyten direkt ins Blut (Deutsch and Tomer 2006, Michelson 2010, Wang
and Zheng 2016). Somit sind Thrombozyten zellkernlose Zellfragmente aus

Megakaryozyten.

Die drei wichtigen sekretorischen Zellorganellen der Thrombozyten sind a-Granula,
dichte Granula (dense bodies, 6-Granula) und Lysosomen (A-Granula) (Blair and
Flaumenhaft 2009, Rivera, Lozano et al. 2009). a-Granula sind die am hé&ufigsten
vorkommende Zellorganelle (Blair and Flaumenhaft 2009). Sie beinhalten sowohl
prokoagulatorische Substanzen wie Adhéasionsmolekiile (P-Selektin, von-Willebrand-
Faktor (vVWF), Thrombospondin, Fibrinogen, Integrine) und Bestandteile der
Gerinnungskaskade (Faktor V, XI und Xlll) als auch Bestandteile des fibrinolytischen
Pathways (Plasminogen) (Harrison and Cramer 1993, Blair and Flaumenhaft 2009).
AuBerdem beinhalten sie immunologisch und infektiologisch wichtige Substanzen, z.B.
Chemokine wie RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted) oder Macrophage Inflammatory Protein-1a (Blair and Flaumenhaft 2009).
Dichte Granula enthalten (berwiegend kleine Molekile wie Adenosindiphosphat

(ADP), Calcium (Ca), Phosphat und Serotonin (McNicol and Israels 1999).
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Die wesentliche Funktion von Thrombozyten besteht in der Hamostase, ergo dem
Verschluss von Ladsionen eines BlutgefdRes. Ist das Endothel eines BlutgefalRes
beschadigt, werden Thrombozyten durch den Kontakt mit subendothelialer Matrix
(Kollagen und vWF) aktiviert und aggregieren. Diesen Vorgang der Thrombusbildung
fasst man unter primarer Hamostase zusammen (vgl. 1.1.2) (Horiuchi 2006). Die
sekundare Hamostase fiihrt Gber die Aktivierung der Gerinnungskaskade zur Bildung
eines ,mechanisch stabilen Blutgerinnsels” aus unl6slichen Fibrinfaden. Zellulare
Reparaturmechanismen verschlieRen den Gewebsdefekt und bauen im Verlauf das

Gerinnsel wieder ab (Golebiewska and Poole 2015).

Thrombozyten spielen jedoch auch eine Rolle im Rahmen von inflammatorischen
Reaktionen, zum einen durch die Freisetzung inflammatorischer Zytokine, wie IL-1a
(Interleukin-1a) oder TGFR1 (Transforming growth factor £1) und Chemokinen, wie
RANTES aus den Granula, zum anderen durch Interaktionen mit Immunzellen, sowohl
des angeborenen (Neutrophile, Monozyten und dendritische Zellen) als auch des
erworbenen Immunsystems (B- und T-Lymphozyten) (vgl. 1.1.3) (Semple, Italiano et al.

2011, Golebiewska and Poole 2015, Lam, Vijayan et al. 2015).

Pathophysiologisch sind Thrombozyten durch die Bildung von arteriosklerotischen
Plaques an der Entstehung vieler Krankheiten beteiligt (z.B. Koronare Herz Krankheit,
Herzinfarkt, Apoplex) und somit auch Angriffspunkt fiir die Therapie dieser

Erkrankungen (Gibbins 2004, Michelson 2010).

1.1.2 Ablauf der priméren Hidmostase
Die Bildung eines Thrombus an der GefaRverletzung lasst sich in einem vereinfachten
Modell in drei Phasen unterteilen: der Initiation, der Extension und der Stabilisierung

(Rivera, Lozano et al. 2009).

Wahrend der Initiationsphase kommt es zum Arrest der Thrombozyten am
exponierten Subendothel. Insbesondere an Kollagen haften Thrombozyten vor allem
Uber den VvWF, was auch zur Induktion von aktivierenden Signalwegen filihrt

(Golebiewska and Poole 2015). Eine weitere Moglichkeit der Aktivierung ist durch
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Thrombin via Protease-aktivierter Rezeptoren (PAR), beispielweise bei einer

thrombotischen oder inflammatorischen Erkrankung (Leger, Covic et al. 2006).

Die Extensionsphase beschreibt die Rekrutierung und Aktivierung von weiteren
Thrombozyten. Durch die initiale Aktivierung kommt es zu einer intrazelluldren
Calciumerhohung. Diese wiederum fiihrt zur Freisetzung des Inhalts der Granula sowie
zur Integration der Oberflachenproteine der Granula in die Thrombozytenmembran
mittels Exozytose (Horiuchi 2006, Golebiewska and Poole 2015). Diese Granula
enthalten u.a. ADP, Thromboxan A, (TXA;), Adrenalin und Thrombin, die beispielsweise
mit ihren G-Protein gekoppelten Rezeptoren interagieren und somit inside-out
Signalling generieren. Das hat unter anderem die Aktivierung von Integrinen wie aibB3
zur Folge (Rivera, Lozano et al. 2009). AuBerdem werden weitere flottierende

Thrombozyten aktiviert und aggregieren so zu einem Thrombus.

Die Stabilisierungsphase verhindert ein verfriihtes Auflosen des Thrombus vor der
abschlieRenden Wundheilung. Binden Integrine und vWF wiederum an Fibrinogen, so
wird die Stabilisierung des Thrombus durch feste Briicken wund die

Thrombozytenaktivierung weiter unterstitzt (Rivera, Lozano et al. 2009).

Parallel dazu ist die negative Regulation von Thrombozyten essenziell, um
unkontrollierte Thrombusbildung zu verhindern. Hierflr wird eine Balance zwischen

Aktivierung und Hemmung benétigt (Rivera, Lozano et al. 2009).

1.1.3 Die Rolle von Thrombozyten im Rahmen von Infektionen und Immunantwort
Angeborenes Immunsystem

Zur Erkennung von Krankheitserregern nutzen Immunzellen sogenannte PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns), welche mittels TLR (Toll-like-Rezeptoren)
erkannt werden (Janeway and Medzhitov 2002). Einer der am besten untersuchten
TLR-Liganden sind Lipopolysaccharide (LPS), welche Bestandteile der Zellmembran von
gramnegativen Bakterien sind. LPS wird von Thrombozyten unter anderem mittels
TLR4 erkannt und gebunden, die daraufhin ausgelosten Signalwege fihren zu einer
Thrombozytenaktivierung, zur Freisetzung von Zytokinen wie IL-1R und TNFa und zur

Interaktion mit anderen Zellen des Immunsystems, beispielsweise Neutrophilen
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(Aslam, Speck et al. 2006, D' Atri and Schattner 2017, Niklaus, Klingler et al. 2022).
Neutrophile bilden dann sogenannte neutrophil extracellular traps (NETs), um
Pathogene einzufangen (Clark, Ma et al. 2007). LPS fihrt zu einer verstarkten
Thrombozytenaggregation durch Thromboxan oder Gber den Glykoprotein VI (GPVI)-
Kollagenrezeptor ausgelost, sowie zur Fibrinogenbindung und Freisetzung von
reaktiven Sauerstoffspezien (ROS). Es scheint, dass LPS durch einen TLR4-PI3K-
Akt/PKB-ERK1/2-PLA; (Phosphoinositide 3-Kinase - Proteinkinase B -Extracellular-signal
Regulated Kinase Phospholipase Ay) abhangigen Signalweg die
Thrombozytenaktivierung verstarkt, da die Effekte von LPS mit einer Phosphorylierung

ebendieser Substanzen assoziiert sind (Lopes Pires, Clarke et al. 2017).

Fir die Stimulation von Thrombozyten via TLR2 wiederum ist beschrieben, dass die
Aktivierung von TLR2 zur Bildung von Thrombozyten-Neutrophilen-Aggregaten fihrt.
AuBerdem kann Uber TLR2 Stimulation der PI3K-Akt/PKB Signalweg aktiviert werden.
Dieser flihrt in Thrombozyten unteranderem zu Aggregation, Adhdsion, Sekretion und

Interaktion mit Leukozyten (Blair, Rex et al. 2009).

Die erste Reaktion des Korpers auf eine Infektion wird als Akut-Phase-Reaktion
bezeichnet. In dieser Phase werden typischerweise Akut-Phase-Proteine produziert,
wie CRP und Fibrinogen. Diese Proteine sind verantwortlich, um das Wachstum von
Mikroben zu hemmen bzw. zu stoppen. Aulerdem wirken sie prokoagulatorisch, um
Pathogene in lokalen Thromben einzufangen. Thrombozyten sind in der Lage eine
Akut-Phase-Reaktion auszulosen (Aggrey, Srivastava et al. 2013). Auch scheint es
logisch, dass GefalRverletzungen eine Akut-Phase-Reaktion auslésen, um eine mogliche
Invasion von Mikroorganismen ins Blutsystem zu verhindern (Morrell, Aggrey et al.
2014). Bislang konnte in Thrombozyten vor allem IL-1R8 als potenter Ausléser der Akut-
Phase-Reaktion nachgewiesen werden (Aggrey, Srivastava et al. 2013). IL-18, welches
nicht in Granula gelagert ist, wird erst durch eine Thrombozytenaktivierung produziert,
indem IL-1R pre-messenger Ribonukleinsdure (mRNA) gespliced wird und in mRNA
Ubersetzt wird. Dieses wiederum wird in pro-IL1B Ubersetzt und durch die Caspase 1
prozessiert und final kann funktionales IL-1RB freigesetzt werden (Lindemann, Tolley et

al. 2001).
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Erworbenes Immunsystem

In Thrombozyten ist die Rolle des angeborenen Immunsystems besser untersucht als
die des erworbenen Immunsystems. Jedoch wissen wir, dass Thrombozyten auch
dieses beispielsweise durch Migration, Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen
beeinflussen (Elzey, Tian et al. 2003, Danese, de la Motte et al. 2004, Morrell, Aggrey
et al. 2014).

Thrombozyten nutzen verschiedene Mechanismen zur Interaktion mit dem
Immunsystem, einerseits mittels Rezeptor-Liganden z.B. CD40 (Cluster of
Differentiation) und CD40L, auch CD154 genannt, andererseits durch die Freisetzung
von Mediatoren aus den Granula (Grewal and Flavell 1998, Elzey, Tian et al. 2003,

Morrell, Aggrey et al. 2014).

Kommt es zu einer vaskuldren Inflammation rekrutieren und aktivieren Thrombozyten
durch die Freisetzung von Chemokinen, wie beispielsweise RANTES, T-Zellen. T-Zellen,
die CD40L auf ihrer Oberfliche exprimieren, wiederum aktivieren durch CD40
Thrombozyten, welche wiederum RANTES freisetzen, so entsteht ein Feedbackloop der
T-Zellrekrutierung (Danese, de la Motte et al. 2004). In den a-Granula von
Thrombozyten ist auBerdem eine relevante Menge an l6slichem CD40L. Werden
Thrombozyten aktiviert, kommt es zum einen zur Freisetzung von CD40L, zum anderen
zur Expression von CD40L an der Thrombozytenoberflache. Lésliches CD40L wiederum
erzeugt durch eine Phosphorylierung von p38 MAP Kinasen, jedoch nicht liber eine
Phosphorylierung von ERK, auch den eben beschriebenen Feedbackloop der T-
Zellrekrutierung (Danese, de la Motte et al. 2004). Zudem konnte eine Verstarkung der
T-Zellimmunitat gegeniber viralen und bakteriellen Angriffen durch thrombozytares
CD40L nachgewiesen werden (Elzey, Tian et al. 2003, Elzey, Schmidt et al. 2008).
Thrombozyten kénnen auBerdem tber CD40L zu einem B-Zell-Isotyp switch und somit
zur Produktion von Immunglobulin G fiihren und die Reifung von dendritischen Zellen
induzieren (Elzey, Tian et al. 2003, Kissel, Berber et al. 2006, Semple, Italiano et al.

2011).
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1.1.4 Aktivierende Systeme in Thrombozyten
Thrombozyten kénnen durch verschiedene Aktivatoren aktiviert werden. Zwei der

wichtigsten Aktivatoren sind Kollagen und Thrombin.

Thrombozyten besitzen verschiedene Rezeptoren, an welche Kollagen bindet. Die zwei
wichtigsten Rezeptoren sind GPVI (Aktivierung der Thrombozyten) und das Integrin
a2B1 (stabile Adhéasion) (Gibbins 2004). Beim ersten Kontakt von Thrombozyten mit
subendothelialem Kollagen binden Thrombozyten, vermittelt durch den vWF, an den

GPIb-V-IX-Komplex oder aunBs (Gibbins 2004).

Bei der Bildung und Stabilisierung von Thromben spielt Thrombin, als vermutlich
effektivster Aktivator von Thrombozyten, eine entscheidende Rolle. Thrombin
induziert unter anderem den shape change, Sekretion, Calciumerhéhung und
Proteinphosphorylierungen. Vor allem die Gg-gekoppelten (Phospholipase C
stimulierende G-Proteine) Rezeptoren PAR1 und PAR4 vermitteln die Thrombin-
induzierten Antworten. Aber auch der GPIb/IX/V Komplex ist ein Angriffspunkt von
Thrombin. In humanen Thrombozyten scheint PAR1 der hauptverantwortliche
Rezeptor fir die Aktivierung zu sein, welcher auch Angriffspunkt des Reagenz

Thrombin Receptor-Activating Peptide 6 (TRAP-6) ist (Rivera, Lozano et al. 2009).

1.1.4.1 MAP Kinasen Signalwege in Thrombozyten

Wahrend Thrombozyten von auflen Uber verschiedene Rezeptoren angesteuert
werden kénnen, lassen sich daraufhin intrazellular verschiedene Signalwege verfolgen.
In vielen Zellen spielen Mitogen aktivierte Protein Kinasen (MAPK) hierbei eine Rolle.
In Thrombozyten wurden bislang 3 Subfamilien der MAPK nachgewiesen: Extracellular-
signal Regulated Kinase (ERK1/2), c-Jun amino-terminal Kinase (JNK abgekirzt) 1/2/3
und die p38 MAP Kinase. Zur Aktivierung dieser MAP Kinasen flhrt typischerweise ein
Signalweg, der mit Ras/Rho beginnt, diese stimulieren die MAPKKKK, diese wiederum
fihren Uber eine Phosphorylierung der MAPKKK zur Phosphorylierung der MAPKK.
Final fiihrt die Phosphorylierung und somit Aktivierung der MAPK durch die MAPKK zu
einer Aktivierung der Zielsubstrate, die auch als MKs (MAPK-aktivierte Proteinkinasen)

bezeichnet werden, und beispielsweise zytoplasmatische oder -skelettale Proteine sind
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(Adam, Kauskot et al. 2008). Im Folgenden wird genauer auf die p38 MAP Kinase und
die ERK1/2 eingegangen.

Die Aktivatoren der p38 MAP Kinase in Thrombozyten sind unter anderem Thrombin
(Kramer, Roberts et al. 1995, Saklatvala, Rawlinson et al. 1996), Kollagen (Saklatvala,
Rawlinson et al. 1996, Borsch-Haubold, Kramer et al. 1997, Mazharian, Roger et al.
2005), TXA; (Saklatvala, Rawlinson et al. 1996) und ADP (Begonja, Geiger et al. 2007).
Die dabei involvierten Upstream-Signalwege sind noch nicht genauer beschrieben und
Gegenstand aktueller, teils kontroverserer Forschung (Canobbio, Reineri et al. 2004,

Mazharian, Roger et al. 2005, Begonja, Geiger et al. 2007).

Auch der Downstream-Signalweg der p38 MAP Kinase ist bislang nicht genau
untersucht. Ein Substrat der p38 MAP Kinase ist die zytosolische Phospholipase A;
(cPLA2), welche fiir die Aggregation relevant ist. Der dazugehorige Signalweg kann
durch niedrige Konzentrationen verschiedener Agonisten wie Thrombin oder Kollagen
induziert werden (Kramer, Roberts et al. 1995, Borsch-Haubold, Kramer et al. 1997,

Canobbio, Reineri et al. 2004).

Fiir die Aggregation, induziert durch niedrige Kollegenkonzentrationen, scheint die p38
MAP Kinase ein notwendiger Teil des Signalwegs zu sein. Dieser Signalweg beinhaltet
u.a. die TXA, Produktion. TXA; erzeugt wiederum ein positives Feedback liber seinen
eigenen Rezeptor (Saklatvala, Rawlinson et al. 1996). Hohe Kollagenkonzentrationen
scheinen bei der Aggregationsinduktion nicht abhdngig von der p38 MAP Kinase
(Saklatvala, Rawlinson et al. 1996). Auf physiologischer Ebene konnte nachgewiesen
werden, dass die p38 MAP Kinase im platelet spreading Uber eine Kollagenmatrix via
o2B1 beteiligt und unabhangig von der Starke der Scherkrafte ist (Mazharian, Roger et
al. 2005). Insgesamt sind jedoch die genauen Signalwege der p38 MAP Kinase, die
durch Kollagen induziert werden, weitestgehend unklar (Mazharian, Roger et al. 2005,

Li, Zhang et al. 2006).

Flir Thrombin ist bekannt, dass die p38 MAP Kinase (iber verschiedene Signalwege
aktiviert wird. Die durch PAR und GPlb-IX-V vermittelte Freisetzung der Granula,
insbesondere TXA; und ADP fiihrt Gber deren Rezeptoren (P2Y12, bzw. TXA,-Rezeptor)
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an den Thrombozyten zur Phosphorylierung der p38 MAP Kinase (vgl. Abb. 1) (Begonja,
Geiger et al. 2007). Niedrige Thrombinkonzentrationen scheinen bei der
Aggregationsinduktion nicht abhangig von der p38 MAP Kinase (Saklatvala, Rawlinson
et al. 1996, Begonja, Geiger et al. 2007).

Thrombin

PAR1& 4

Op

Granula-Freisetzung O

—

Thromboxan
-Rezeptor

p38 > p38-P

Abb. 1 Modell der p38 MAP Kinase-Aktivierung durch Thrombin

Thrombin (insbesondere in hohen Konzentrationen) bindet an Thrombozyten via GPIb-IX-V, PAR1 und
PAR4. Diese Rezeptoren fiihren intrazelluldr zu einer Freisetzung der Granula und somit u.a. von ADP,
welches via P2Y12-Rezeptor, und TXAz, welches via TXA-Rezeptor, intrazelluldr zu einer Phosphorylierung
der p38 MAP Kinase fiihren. Abbildung modifiziert nach (Adam, Kauskot et al. 2008). Lizenz liegt vor.
Adenosindiphosphat (ADP), Glykoprotein (GP), Mitogen-aktiviertes Protein (MAP), Protease-aktivierter
Rezeptor (PAR), Thromboxan A (TXA);

In Thrombozyten kann eine Aktivierung der ERK2 durch Thrombin (Nadal-Wollbold,
Pawlowski et al. 2002), Kollagen (Oury, Toth-Zsamboki et al. 2002, Roger, Pawlowski et
al. 2004), ADP (Garcia, Shankar et al. 2007) und andere Agonisten erfolgen. Im
Gegensatz dazu scheint es, dass die ERK1 durch starke Aktivatoren wie Thrombin oder
Kollagen wenig phosphoryliert wird (Borsch-Haubold, Kramer et al. 1995, Garcia,
Shankar et al. 2007). Eine Erklarung hierfir ist, dass die ERK1 in deutlich niedrigeren
Konzentrationen in Thrombozyten vorkommt als die ERK2 (Borsch-Haubold, Kramer et

al. 1995, Adams 2003, Garcia, Shankar et al. 2007, Adam, Kauskot et al. 2008).

Betrachten wir die intrazelluldren Signalwege, die durch Kollagen induziert werden,
genauer, so zeigen sich abhangig von der verwendeten Konzentration verschiedene

Signalwege. Niedrige Dosen von Kollagen (1 pg/ml) fihren zu einer initialen
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Freisetzung von Adenosintriphosphat (ATP), welches Uber P2X; (ATP-gatted
Kationenkanal) zu einem Calciumeinstrom in die Zelle fiihrt. Uber den P2X:-PKC-
MEK1/2 (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) Signalweg wird die ERK2 aktiviert und die
Myosin Leicht Ketten Kinase phosphoryliert, was auf zelluldarer Ebene zum shape
change und zur Exozytose der Granula fuhrt (Oury, Toth-Zsamboki et al. 2002, Toth-
Zsamboki, Oury et al. 2003). Hohe Dosen von Kollagen (2 pg/ml und mehr) fihren zu
einer Aktivierung der Thrombozyten unabhadngig vom P2X;-Signalweg (Oury, Toth-
Zsamboki et al. 2002, Toth-Zsamboki, Oury et al. 2003). Hier wird einerseits direkt tiber
die Kollagenrezeptoren GPVI und o2Bf1 sowie andererseits indirekt durch die
Kostimulation des P2Y1, ADP-Rezeptors und durch den Gg-gekoppelten TXA,-Rezeptor
vermittelt (vgl. Abb. 2) (Roger, Pawlowski et al. 2004, Adam, Kauskot et al. 2008). Diese
Aktivierung der ERK2 ist essenziell fir die Kollagen-induzierte Aggregation und

Sekretion von Thrombozyten (Roger, Pawlowski et al. 2004).

Kollagen

A

ERK2 = ERK2-P

S

u b 4
PKC‘M EK1/2
Aggregation

Abb. 2 Modell der ERK2-Aktivierung durch Kollagen

In niedrigen Konzentrationen fiihrt Kollagen v.a. via ATP und den P2X:-PKC-MEK-Signalweg zur
Phosphorylierung von ERK2. Liegt jedoch eine hohe Konzentration von Kollagen vor, so wird ERK direkt
iber die GPVI- und a:8i1-Rezeptoren und indirekt iiber ADP aktiviert. Diese Aktivierung kann zur
Aggregation der Thrombozyten fiihren. Abbildung modifiziert nach (Roger, Pawlowski et al. 2004, Adam,
Kauskot et al. 2008). Lizenzen liegen vor.

Adenosindiphosphat (ADP), Adenosintriphosphat (ATP), Calcium (Ca), Extracellular-signal Regulated
Kinase (ERK), Glykoprotein (GP), Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MEK), Proteinkinase C (PKC),
Thromboxan A (TXA);
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Die ERK2 spielt bei der Thrombozytenadhdsion an Kollagen hoher Dichte erst bei
hohen Scherkradften eine Rolle. Dies wird vermutlich v.a. Uber GPIb-vWF vermittelt
(Mazharian, Roger et al. 2005). Es scheint, als wirde in GefdRen mit hohen
Scherkraften initial die Bindung von Thrombozyten (iber den VWF stattfinden, wobei
die ERK2 intrazelluldr bei der Aktivierung dieser Thrombozyten beteiligt ist. Im zweiten
Schritt folgt darauf die irreversible Bindung von Thrombozyten Uber die
Kollagenrezeptoren, wobei hier die p38 MAP Kinase intrazelluldr bei der Aktivierung

beteiligt ist (Mazharian, Roger et al. 2005).

Verwendet man Thrombin in variablen Konzentrationen als Aktivator fuhrt dies zu
einer ERK1/2 Aktivierung, welche entscheidend fir die PAR-vermittelte TXA;
Generierung ist, die wiederum durch den P2Y1,-Rezeptor-vermitteltenen Signalweg
verstarkt wird (Shankar, Garcia et al. 2006). Beim Einsatz hoher
Thrombinkonzentrationen ist bekannt, dass diese Uber die PKC und die MEK1/2 zur
Aktivierung der ERK2 fiuhren (Nadal-Wollbold, Pawlowski et al. 2002). Eine wichtige
Rolle bei der durch Thrombin induzierten ERK2-Phosphorylierung spielt die ADP-
Freisetzung und dessen Wirkung am P2Y1,-Rezeptor (vgl. Abb. 3) (Gurbel, Kuliopulos et
al. 2015). Welcher Signalweg, der Thrombin-PAR1/4 oder der ADP-P2Yi,, jedoch
hauptverantwortlich fiir die Thrombozytenaggregation und -sekretion ist, scheint bis

heute unklar (Gurbel, Kuliopulos et al. 2015).
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Thrombin

‘ PAR1 & 4

(@) PLCR
@ 2
‘ ~—

Src
—
Freisetzung‘___ PKCi Ca T

MEK 1/2
\J

ERK 2 = ERK 2-P

\
Aggregation

Thromboxan A, Generierung

Abb. 3 Modell der ERK2-Aktivierung durch Thrombin

Thrombin bindet an die PAR1 und 4 von Thrombozyten und fiihrt einerseits via PKC-MEK anderseits via
ADP-P2Y12 zur ERK2-Phosphorylierung. Insgesamt ist der ERK-Signalweg sowohl an der Aggregation als
auch an der TXA: Generierung beteiligt. Abbildung modifiziert nach (Adam, Kauskot et al. 2008). Lizenz
liegt vor.

Adenosindiphosphat (ADP), Calcium (Ca), Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK), Mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MEK), Phospholipase C (PLC), Protease-aktivierter Rezeptor (PAR), Proteinkinase C (PKC),
Thromboxan A (TXA);

1.1.4.2 Akt/PKB Signalweg in Thrombozyten

Ein weiteres Molekiil, das Teil intrazelluldrer Signalkaskaden in Thrombozyten ist, ist
die Akt/PKB. Diese wird durch Phosphorylierung nach Stimulation mit z.B. Thrombin
(Barry and Gibbins 2002, Kim, Jin et al. 2004) oder Kollagen (Barry and Gibbins 2002)

aktiviert.

Kollagen bindet unter anderem an den GPVI-Rezeptor der via Syk, PLCy2 und PI3K die
Akt/PKB phosphoryliert und somit aktiviert (Gibbins 2004).

Die Aktivierung durch Thrombin erfolgt vermittelt durch die G-gekoppelten Rezeptoren
PAR1 und PAR4 und miindet auch in der Aktivierung von PI3K (Barry and Gibbins 2002,
Kim, Jin et al. 2004). Eine Aktivierung von Akt/PKB durch PAR1 induziert, ist
Uberwiegend von der G; (Cyclase inhibierende G-Proteine)-Stimulation durch
freigesetztes ADP am P2Y1,-Rezeptor abhangig (Kim, Jin et al. 2004, Resendiz, Kroll et
al. 2007, Gurbel, Kuliopulos et al. 2015). Molekulare Verbindungen zwischen PI3K und
Akt/PKB sind z.B. die PDK1 und 2 (Phosphoinositide-dependent Kinase) (Barry and

11



Einleitung

Gibbins 2002, Kim, Jin et al. 2004). In Thrombin-stimulierten Thrombozyten gibt es
jedoch auch einen weiteren Akt/PKB-Signalweg, der unabhangig von PI3K scheint
(Barry and Gibbins 2002). Hierbei spielt unteranderem die Aktivierung von PLCB1 und
PKC eine Rolle (Barry and Gibbins 2002).

Auch wenn Thrombin und Kollagen verschiede Signalwege aktivieren, so miinden
beide in die Aktivierung von PI3K. Diese ist ein Schliisselmolekil in den intrazelluldren
Signalwegen bei der Aktivierung durch Agonisten (Barry and Gibbins 2002). Das genaue
Downstream-Signalling von Akt/PKB ist bislang jedoch nicht vollstiandig verstanden

(Gibbins 2004).

Auf funktionaler Ebene ist die Akt/PKB nicht nur in der Thrombozytenaggregation
(Chen, De et al. 2004, Woulfe, Jiang et al. 2004) sondern auch in der Aktivierung von
Integrinen (Gibbins 2004) , Granula-Sekretion (Chen, De et al. 2004, Gibbins 2004,
Woulfe, Jiang et al. 2004, Resendiz, Kroll et al. 2007) und Calcium-Regulation beteiligt
(Chen, De et al. 2004). AuRerdem ist die Akt/PKB in diversen Zellen fir die Regulation
des Zell-Survivals, des Zellzyklus und den zellularen Metabolismus relevant
(Romashkova and Makarov 1999, Barry and Gibbins 2002). Beispielsweise ist die
Akt/PKB in Thrombozyten in der Lage die Phosphorylierung der Glykogen Synthase
Kinase (GSK) 3 zu induzieren (Gibbins 2004). Diese wiederum férdert die
Glykogensynthese und so den Transport von Glucose in die Zellen, wodurch der
Zellmetabolismus und das Uberleben der Zelle unterstiitzt wird (Barry, Graham et al.
2003). GSK3 scheint moglicherweise eine negativ regulatorische Funktion in

stimulierten Thrombozyten zu haben (Barry, Graham et al. 2003).
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1.2 Proteasomsystem

1.2.1 Aufbau des Proteasomsystems

Fir die Entdeckung und Erforschung des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) erhielten
Professor Avram Hershko, Professor Aaron Ciechanover und Professor Irwin Rose 2004

den Nobelpreis fir Chemie.

Kappe

195

Basis

208

Abb. 4 Schematische Darstellung des 26S Proteasoms

Das 26S Proteasom besteht aus einer 19S und einer 20S Untereinheit. Die 19S Untereinheit Idsst sich
unterteilen in eine Kappe (lila), die aus Rpn besteht und einer Basis (hellblau), die sich aus Rpn und Rpt
zusammensetzt. Die 20S Untereinheit besteht aus vier Ringen. Die dufleren Ringe (dunkelblau) setzen
sich aus je sieben a Untereinheiten, die inneren Ringe (lachsfarben) aus je sieben f3 Untereinheiten
zusammen. Abbildung modifiziert nach (Gomes 2013). Commons Attribution License liegt vor.
Regulatory particle non-ATPase (Rpn), regulatory particle ATPase (Rpt);

Das Proteasom ist ein Multienzymkomplex, welches bei eukaryotischen Zellen sowohl
im Zytoplasma als auch im Zellkern existiert (Wojcik and DeMartino 2003). Bei
Eukaryoten setzen sich die 26S Proteasome aus einem katalytischen 20S Kernkomplex
und regulatorischen 19S Komplexen zusammen (vgl. Abb. 4). Die 19S Untereinheit
bindet entweder an beiden Enden oder an einem Ende der 20S Untereinheit (Peters

1994, Pickart and Cohen 2004).
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Die 19S Untereinheit besteht aus mehreren Untereinheiten, einer Basis und einer
Kappe (vgl. Abb. 4). Die Basis enthalt sechs ATPase Untereinheiten, sogenannte Rpt
(regulatory particle ATPase), und zwei non ATPase Untereinheiten, Rpn (regulatory

particle non-ATPase) (Gomes 2013).

Die 20S Untereinheit ist als Hohlzylinder geformt, der aus vier aufeinander gestapelten
Ringen mit je sieben Untereinheiten besteht (vgl. Abb. 4). Die zwei duBeren Ringe
bestehen aus je sieben a-Untereinheiten, die inneren hingegen aus je sieben B3-
Untereinheiten. In eukaryotischen Zellen besitzen drei der sieben R-Untereinheiten
katalytisch aktive Proteasen (R1, $2, R5) (Heinemeyer, Fischer et al. 1997, Groll,
Heinemeyer et al. 1999). Die ebengenannten 1, B2 und R5 Untereinheiten sind in
Eukaryoten Bestandteile des sogenannten Standard-Proteasom, auch konstitutives
Proteasom genannt. Wenn Zellen jedoch immunologischen Stress erfahren, werden
Zytokine wie beispielsweise INFy (Interferon y), INFR oder TNFa freigesetzt. Diese
Botenstoffe fllhren in Eukaryoten zum Einbau eines alternativer Satz von aktiven,
interferoninduzierten Untereinheiten (B1i, 82i und B5i) (Akiyama, Yokota et al. 1994,
Hisamatsu, Shimbara et al. 1996, Nandi, Tahiliani et al. 2006). Diese Formation wird
Immunoproteasom genannt. Neben den beiden beschriebenen Proteasomtypen gibt
es auch Kombinationen der Untereinheiten. Die Anzahl der verschiedenen Proteasome

variiert je nach Zelltyp (Marques, Palanimurugan et al. 2009).

1.2.2 Funktionsweise des UPS

Fiir eine konstante Anzahl an zur Verfligung stehender, funktionaler Proteine bedarf es
eines Gleichgewichts zwischen Proteinsynthese und -abbau. Funktionslose oder falsch
gefaltete Proteine werden in eukaryotischen Zellen v.a. im Zytosol polyubiquitiniert

und durch das UPS abgebaut (Hershko, Eytan et al. 1982, Nandi, Tahiliani et al. 2006).

Proteasomaktivatoren

Das proteolytische Zentrum der 20S Untereinheit wird erst durch Bindung von
sogenannten Proteasomaktivatoren (PA), wie PA28aB, PA28y oder dem 19S5
Regulatorkomplex, zuganglich, um eine unkontrollierte Proteolyse in der Zelle zu

verhindern (Glickman, Rubin et al. 1998, Pickart and Cohen 2004).
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Abb. 5 Schematische Darstellung der Funktionsweise des Ubiquitin-Proteasom-Systems
Polyubiquitinierte Proteine werden durch das 26S Proteasom entfaltet und durch dessen proteolytische
Untereinheiten in  Oligopeptide  zerlegt. =~ Created with  BioRender. Lizenz liegt vor.
Ubiquitin (Ub);

Um die Funktionsweise des UPS besser zu verstehen, werden im Folgenden die
verschiedenen Schritte, von der Erkennung eines Proteins bis zur Freisetzung von
Oligopeptiden, sequenziell dargestellt (vgl. Abb. 5). Dies stellt jedoch eine
Vereinfachung dar, da bekannt ist, dass gewisse Prozesse unabhangig von anderen
beobachtet werden kénnen und zeitgleich ablaufen (Pickart and Cohen 2004). Auch
sind bis heute noch nicht alle einzelnen Schritte und Funktionen des

Proteasomsystems vollstandig erforscht und verstanden.

Markierung von Proteinen mit Ubiquitin

Um ein Substrat mit einer spezifisch aufgebauten Polyubiquitinkette zu modifizieren,
sind mehrere enzymatische Schritte notwendig. Es erfolgt zuerst die Ubiquitin-
Aktivierung mittels E1, dann die Ubiquitinkonjugation mittels E2 und zuletzt die
Ubiquitinbindung mittels E3 (Komander and Rape 2012). In der Substratauswahl
spielen E3 Ubiquitin-Ligasen eine zentrale Rolle. Diese binden in Abhdngigkeit von
substratspezifischen Signalen, wobei es auch E3 Enzyme gibt, die mehrere Signale
erkennen (Hershko and Ciechanover 1998, Pickart 2001). Die Polyubiquitinierung ist
das Hauptsignal fiir das 26S Proteasom. Die Substratspezifitat ist jedoch auf Grund der
E3-Substrat-Signal-Interaktionen sehr divers (Pickart 2001). Fiir die Polyubiquitinierung
wird zunéachst eine kovalente Bindung zwischen dem Carboxy-Terminus (C-Terminus)

von Ubiquitin und einem Lysin des Substrates hergestellt, dann wird durch wiederholte
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Bindung von weiterem Ubiquitin an Lysin eine Polyubiquitinkette erstellt (Komander

and Rape 2012).

Erkennung von Polyubiquitinketten und Bindung durch das 26S Proteasom

Um als Substrat fiir das Proteasomsystem in Frage zu kommen, missen zwei
Grundvoraussetzungen erfillt sein: Es braucht ein Zielsignal zur Erkennung, in den
meisten Fallen die Polyubiquitinierung, und eine entfaltete Initiationsregion (Lee,
Schwartz et al. 2001, Prakash, Tian et al. 2004). Mittels Modelsubstraten konnte in
Studien eine hohe Bindungsaffinitat fir Ketten mit einer Lange von vier oder mehr
Ubiquitin demonstriert werden (Thrower, Hoffman et al. 2000). Man nimmt an, dass
fur die Identifizierung und feste Bindung der Polyubiquitinketten eine Interaktion mit
intrinsischen oder transient gebundenen Ubiquitinrezeptoren notwendig ist.
Intrinsische Rezeptoren fiir Ubiquitin im 19S Komplex sind beispielsweise die UIM
(ubiquitin interacting motifs) von Rpnl0 oder die PRU (plextrin-like receptor for
ubiquitin) Domaine von Rpn13 (Husnjak, Elsasser et al. 2008, Schreiner, Chen et al.
2008, Peth, Uchiki et al. 2010). Das Proteasom besitzt viele Bindungsstellen fir
ubiquitinierte Proteine. Unklar ist jedoch, ob bereits alle entdeckt sind und warum es
eine so grofle Anzahl gibt (Collins and Goldberg 2017). Nachdem das Substrat mit der
Ubiquitinkette ans 26S Proteasom gebunden wurde, folgt eine festere Bindung des
Substrates. Diese Hydrolyse ist ATP-abhangig und benotigt eine entfaltete Region im
Protein (Peth, Uchiki et al. 2010). Dies zeigt, dass die Degeneration eines Proteins
sowohl von der Ubiquitinierung als auch von der Proteinkonformation abhangig ist
(Lee, Schwartz et al. 2001). Um eine Zersetzung des Proteasoms selbst oder der
gebundenen Faktoren zu verhindern, haben diese keine entfalteten Segmente

(Fishbain, Prakash et al. 2011, Bard, Goodall et al. 2018).

Entfernung der Ubiquitin-Kette

Zur Entfernung des Ubiquitinsignals besitzt das Proteasom Deubiquitinase-Enzyme.
Das wichtigste scheint Rpn11 zu sein. Dieses spaltet, nach der Substratbindung, durch
Hydrolyse der Isopeptidbindung zwischen dem C-Terminus des Ubiquitins und dem
Substrat-Lysin. Somit wird die Ubigitinmarkierung en bloc entfernt, welches im

Anschluss im Zytoplasma wiederverwendet werden kann (Verma, Aravind et al. 2002,
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Yao and Cohen 2002). Dieser Schritt ist wichtig, um das Substrat effizient in die 20S
Untereinheit zu transportieren. Hierbei scheint eine lange Ubiquitinkette hinderlich

(Verma, Aravind et al. 2002).

Entfaltung von Proteinen durch die 19S Untereinheit

Die 19S Untereinheit katalysiert aktiv die Entfaltung von Proteinen (Grantcharova, Alm
et al. 2001, Lee, Schwartz et al. 2001, Verma, McDonald et al. 2001). Es wird
angenommen, dass die ATPasen Rptl-Rpt6, welche sich an der Basis des 19S
Komplexes befinden, Proteine entfalten (Rubin, Glickman et al. 1998). Der genaue
Entfaltungsprozess in Eukaryoten ist wenig untersucht, jedoch wird angenommen, dass
dieser dem bakteriellen Pendant sehr dhnlich ist (Rubin, Glickman et al. 1998, Wolf and
Hilt 2004). Der 19S Komplex entfaltet bemerkenswert selektiv. Wird ein Substrat mit
mehreren Untereinheiten prasentiert, wird vom 26S Proteasom lediglich die
polyubiquitinierte, gehemmte Untereinheit extrahiert und abgebaut. Der Ubrige
Substratkomplex bleibt aktiv (Verma, McDonald et al. 2001). Dass Proteinkomplexe mit
mehreren Untereinheiten selektiv, in Abhangigkeit von Signalen, remodelliert werden
kdénnen, ist moglicherweise die zentrale Funktion des Proteasomsystems (Pickart and

Cohen 2004).

Offnen der proteolytischen Kammer des 20S Komplexes

In eukaryotischen Zellen ist der Eingang der proteolytischen Kammer durch die Form
der a Ringe verschlossen (Groll, Bajorek et al. 2000). Sowohl in biochemischen als auch
strukturellen Studien konnte gezeigt werden, dass, wenn die C-Terminalen Enden von
Rpt2, Rpt3 und Rpt5 (drei ATPasen des 19S Komplexes) in Taschen zwischen den
Untereinheiten des dulleren a Rings binden, es zu einer Konformationsanderung des
Zwischenraumes zwischen den Untereinheiten und zu einer Rotation der «
Untereinheit kommt (Yu, Smith et al. 2010). Dieser Schritt 6ffnet das Tor zum Eintritt

von Substraten in die proteolytische Kammer des 20S Komplexes.

Translokation des Substrates in den 20S Kernkomplex
Der sogenannte Rptl-Rpt6 Motor besitzt eine hexametrische Struktur und wandelt

chemische Energie von ATP-Bindungen durch Hydrolyse in mechanische Arbeit um,
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welche die Proteinsubstrate von der 19S Kappe in die proteolytische Kammer

Uberfihrt (Bard, Goodall et al. 2018).

Proteolyse in der 20S Untereinheit des Proteasoms

Der 20S Komplex des Proteasoms baut mit seinem im Zentrum gelegenen
proteolytisch aktiven Zentren Proteine zu Oligopeptiden ab (Groll, Ditzel et al. 1997,
Lupas, Flanagan et al. 1997). B1 hat eine Caspase-dhnliche Aktivitdt und spaltet die
entfalteten Peptidketten nach sauren Aminosduren. R2 spaltet mit seiner Trypsin-
dhnlichen Aktivitat nach basischen Aminosdauren und 5 mit einer Chymotrypsin-
dhnlichen Aktivitat nach hydrophoben Aminosduren (Heinemeyer, Fischer et al. 1997,
Groll, Heinemeyer et al. 1999). In Studien mit realen Proteinen zeigte sich jedoch, dass
die aktiven Zentren weitaus weniger spezifisch nach spezifischen Aminosaureresten
spalten, als es die zuvor erwahnte Klassifikation vermuten lasst (Nussbaum, Dick et al.
1998). Die durch die 20S Untereinheit entstandenen Oligopeptide gelangen durch
Diffusion ins Zytoplasma und werden dort zu wiederverwertbaren Aminosauren
zerlegt (Groll, Ditzel et al. 1997, Lupas, Flanagan et al. 1997). Es ist jedoch nicht
zwingend erforderlich das gesamte Protein zu spalten, vielmehr kdnnen beispielsweise
auch nur fehlgefaltete Proteinringe gespalten werden. Dieser Mechanismus wird als
endoproteolytische Spaltung bezeichnet und erklart zum Beispiel die Fahigkeit des
Proteasomsystems aus inaktiven Vorstufen aktive Transkriptionsfaktoren freizusetzen

(Hoppe, Matuschewski et al. 2000, Liu, Corboy et al. 2003).

1.2.3 Funktionen des UPS
Das UPS ist in diversen biologischen Prozessen wesentlich beteiligt (Nandi, Tahiliani et

al. 2006).

Regulation des Zellzyklus

Beispielsweise hat das UPS eine Schlisselrolle im Verlauf des Zellzyklus. Durch die
Steuerung der Level an regulatorischen Proteinen, wie Cyclinen oder Cyclin-
abhangigen Kinase (CDK)-Inhibitoren, konnen Zellen die Mitose-Phase verlassen
(Murray 2004). Grundsétzlich ist das UPS wahrend des gesamten Zellzyklus fir ein

ausreichendes Level an regulatorischen Proteinen verantwortlich (Murray 2004).
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Inflammation

Auch in der inflammatorischen Reaktion ist das UPS durch Elimination von Inhibitor-kB
und somit der Freisetzung von NF-kB (Nuclear Factor ,kappa-light-chain-enhancer” of
activated B-cells) involviert. NF-kB wiederum fiihrt zur Expression von Genen, die fir

die inflammatorische Antwort verantwortlich sind (Karin and Ben-Neriah 2000).

Immunsystem

Um eine Immunantwort auszulosen, missen Zellen mikrobiologische Proteine in
Peptide zerlegen, dies erfolgt durch das UPS. Im Anschluss werden die Peptide mittels
MHC (Major Histocompatibility Complex)-Klasse [|-Molekiilen den CD8+-T-Zellen
prasentiert (Kloetzel 2004). Immunoproteasome weisen im Gegensatz zu
Standardproteasomen eine erhéhte Kapazitat zur Degradierung von Proteinsubstraten
auf, um Zellen gegen ,Proteinstress” zu schiitzen (Seifert, Bialy et al. 2010, Colberg,

Cammann et al. 2020)

1.2.4 Das UPS in Thrombozyten

Auch in den zellkernlosen Thrombozyten findet im Zytosol weiterhin Proteinsynthese
und -abbau statt. Verschiedenen Forschergruppen gelang der Nachweis
proteasomahnlicher Aktivitat in Thrombozyten (Yukawa, Sakon et al. 1991, Yukawa,
Sakon et al. 1993, Ostrowska, Ostrowska et al. 2003, Dangelmaier, Quinter et al. 2005,
Nayak, Kumar et al. 2011). Dangelmaier et al. zeigten, dass spezifische Proteine, wie
beispielsweise Syk, in Thrombozyten ubiquitiniert und durch das UPS zerlegt werden
(Dangelmaier, Quinter et al. 2005, Mitchell, Li et al. 2006). AuBerdem konnte bewiesen
werden, dass die Schliisselbestandteile des UPS in humanen Thrombozyten vorhanden
sind (Brophy, Raab et al. 2008). Hierzu zahlen im 19S5 Komplex die ATPase
Untereinheiten Rpt1-6, die non-ATPase Untereinheiten Rpn1-12, im 20S Komplex al-6,
R1-7 und R1i, B2i und RB5i, fir das Immunoproteasom, sowie PA28a als Regulator
(Colberg, Cammann et al. 2020). Mittels RNA (Ribonukleinsduren)-Sequenzierung
konnte mRNA in Thrombozyten nachgewiesen werden, welche fiir Gene, die Teil des

UPS sind, kodieren (Rowley, Oler et al. 2011).
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Die genaue Funktion und pathophysiologische bzw. physiologische Bedeutung des
Proteasomsystems in Thrombozyten ist jedoch kaum verstanden und Gegenstand
aktueller Forschung. Bezlglich der immunologischen Funktion des Proteasomsystems
in Thrombozyten konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten MHC-Klasse I-Komplexe,
welche mit Peptiden beladen sind, prasentieren. Chapman et al. konnten zusatzlich
noch nachweisen, dass die prasentierten Peptide von T-Zellrezeptoren erkannt werden
und zytotoxische T-Lymphozyten (CD8+) aktivieren (Chapman, Aggrey et al. 2012). Es
gibt einige Untersuchungen zur Proteasomaktivitdt im Zusammenhang mit der
Thrombozytenaktivierung, auf diese wird im Verlauf unter 1.2.6 noch genauer

eingegangen.

1.2.5 Proteasomhemmung
Will man die Funktion, Regulation und Bedeutung des Proteasomsystems evaluieren,

so kdnnen Proteasominhibitoren eingesetzt werden.

Eine Einteilung der Proteasominhibitoren ist nach strukturellen Charakteristika oder
nach der Bindungsmodalitat moglich. Es gibt reversibel kovalent bindende
Proteasomhemmer. Beispiele hierfir sind die Aldehyde, z.B. PSI, B-Lactone oder die
deutlich potenteren Borsdure-Peptide, wie Bortezomib. Nicht-kovalent bindende
Inhibitoren sind beispielsweise zyklische Peptide, capped Peptide wie Ritonavir oder
nicht-Peptide. Aullerdem gibt es irreversibel kovalent bindende Proteasomhemmer,

die a’B’-Epoxyketone wie das Carfilzomib (Beck, Dubiella et al. 2012).

Der erste in der Klinik zugelassene Proteasominhibitor ist Bortezomib, welcher bis dato
therapeutisch unter anderem beim Multiplen Myelom eingesetzt wird (Chauhan,

Hideshima et al. 2005, Scott, Hayden et al. 2016).

Bortezomib (vormals MG-341 oder PS-341 genannt) ist ein borsdurehaltiges Dipeptid,
welches selektiv und potent die B5 und B5i der 20S Untereinheit des 26S Proteasoms
bindet. Hierdurch wird das Proteasom dosisabhdngig und reversibel in seinen
zahlreichen Funktionen gehemmt (Adams, Behnke et al. 1998, Adams 2003, Teicher

and Tomaszewski 2015). Ein neuer Proteasomhemmer ist Carfilzomib, der im Vergleich
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zu Bortezomib gleich potent, jedoch selektiver fir die chymotrypsinartige Aktivitat in

Proteasomen ist (Demo, Kirk et al. 2007).

Die Hemmung des Proteasomsystems nutzt man in der Tumortherapie. Tumorzellen
haben eine erhohte Proliferationsrate und produzieren viele defekte
Zellzyklusproteine. Hemmt man nun das UPS, akkumulieren diese Proteine und der
Zellzyklus kommt zum Erliegen. Unter anderem durch diesen Mechanismus hemmen
Proteasominhibitoren das Tumorwachstum, die Angiogenese und fiihren zur Apoptose

(Hideshima, Richardson et al. 2001, Chauhan, Hideshima et al. 2005).

1.2.6 Proteasomhemmung in Thrombozyten

Um die Bedeutung des Proteasomsystems in Thrombozyten zu untersuchen, wurden
bereits diverse Studien mit unterschiedlichen Proteasominhibitoren durchgefiihrt
(vgl. Tab. 4). Die Aggregation, als physiologische Funktion der Thrombozyten, ausgelost
durch hohe Thrombinkonzentrationen oder Kollagen, scheint in vitro unabhdngig vom
Proteasomsystem (Avcu, Ural et al. 2008, Gupta, Li et al. 2014). Nutzt man jedoch
niedrige Thrombinkonzentrationen oder den schwachen Aktivator ADP wird die
Aggregation durch Proteasominhibitoren in vitro eingeschrankt (Avcu, Ural et al. 2008,
Gupta, Li et al. 2014). In vivo wurde jedoch eine Hemmung der Kollagen-induzierten
Thrombozytenaggregation durch Bortezomib beobachtet (Zangari, Guerrero et al.
2008, Rupa-Matysek, Gil et al. 2014). Betrachtet man den Einfluss von
Proteasominhibitoren auf aktivierende Signalwege in verschiedenen Zelltypen, so wird
man feststellen, dass sich keine einheitliche Aussage treffen lasst. In humanen Tenon's
Fibroblasten hatte Bortezomib beispielsweise keinen Einfluss auf den p38 MAP Kinase
oder den ERK1/2 Signalweg (Chung, Moon et al. 2010). In verschiedenen Tumorzellen
u.a. Myelomzellen hingegen triggerte es die Phosphorylierung der p38 MAP Kinase und
ERK1/2 (Yu, Rahmani et al. 2003, Lioni, Noma et al. 2008, Zhou, Fang et al. 2013). Die
genaue Rolle des Proteasomsystems in Thrombozyten ist jedoch nicht vollstandig

aufgeklart und Gegenstand aktueller Studien.

Kirzlich konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die basale oder Agonist-induzierte

Proteasomaktivitdit und die Polyubiquitinierung in Thrombozyten durch die
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Proteasomhemmung mittels Bortezomib spezifisch in einer dosisabhdngigen Weise
gehemmt wird (Koessler, Etzel et al. 2016). Verwendet man circa 10 nM oder mehr
Bortezomib, so wird eine fast vollstandige Hemmung der Proteasomaktivitat erreicht.
Auch wenn die Induktion der Aggregation, beispielsweise durch ADP oder Kollagen, in
Platelet Rich Plasma (PRP) durch eine Proteasomhemmung unbeeinflusst scheint
(Koessler, Etzel et al. 2016), so ware es moglich, dass die Proteasomaktivitdat andere
funktionelle Effekte vermittelt. Daher ist es essenziell, andere Prozesse der
Thrombozytenaktivierung, wie die Thrombozytenadhdsion, Sekretion oder die

Calciummobilisation genauer zu untersuchen.
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1.3 Zielsetzung

24 r TRAP-6 Kollagen

Bortezomib- \\:':" -
Konzentration \\ o

]
-
S~
~URT
S~

\ N

\ ~ A E S
. 2 (ERc172) (akypxs)
2 >
\ ~

— Sy

Regulie}ung des mitoct?omdrial
Mémbranpotentials N

\ ~
<4 N

P A
Viabilitat Thrombozytenaktivierung

Abb. 6 Schematische Darstellung der Zielsetzung dieser Arbeit

Welchen Einfluss (ibt Bortezomib, als Proteasominhibitor, in verschiedenen Konzentrationen auf
aktivierende Signalwege (via ERK1/2, Akt/PKB oder p38 MAP Kinase), auf die Thrombozytenaktivierung
bzw. auf die Viabilitdt von Thrombozyten aus? Created with BioRender. Lizenz liegt vor.
Proteinkinase B (Akt/PKB), Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK), Thrombin Receptor-Activating
Peptide (TRAP);

Das Ziel dieser Studie ist es, den Einfluss der Proteasomhemmung auf die
Aktivierbarkeit humaner Thrombozyten zu untersuchen (vgl. Abb. 6). Zuerst wurde
dazu die Viabilitdt von Thrombozyten unter Proteasomhemmung mit Bortezomib, in
Konzentrationen von 0,1 nM bis 200 uM, fluorometrisch mit Hilfe des VisionBlue Quick
Cell Viability Kit gemessen. In einem zweiten Schritt wurde die Aggregationsfahigkeit
von humanen Thrombozyten, die durch Kollagen oder TRAP-6 stimuliert wurden,
mittels Lichttransmissions-Aggregometrie unter dem Einfluss der obengenannten
Bortezomibkonzentrationen evaluiert. Und um die intrazelluldren Vorgange genauer zu
verstehen, wurden drei Signalwege, die Phosphorylierung der p38 MAP Kinase, der
ERK1/2 sowie der Akt/PKB, unter der Proteasomhemmung durch variable
Bortezomibkonzentrationen mittels Western Blot-Analyse untersucht. Diese drei
Kinasen sind am intrazelluldaren Signalling bei der Thrombozytenaktivierung durch

Kollagen oder TRAP-6 beteiligt.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethik- und Tierversuchsvotum

Die Ethikkommission der Universitat Wiirzburg genehmigte das Forschungsvorhaben

(Ethikvotum-Nummer: 101/15).

2.2 Material

2.2.1 Chemikalien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Albumin from Bovin Serum (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Ammonium Peroxodisulfate (APS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Ampuwa 50 ml, 10 |

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg

Aqua

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Blotting-Grade Blocker (Nonfat dry milk)

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Bortezomib (Velcade®)

Selleckchem, Miinchen

Bromphenol Blau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Calcium Chloride Dihydrate

Merck KGaA, Darmstadt

D-(+)-Glucose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Dimethylsulfoxid Hybri-max ® (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Essigsaure

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-

tetraessigsdure (EGTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Glycerin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Glycin Merck KGaA, Darmstadt
Methanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Natriumchlorid (NaCl, Sodium chloride)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Natriumcitrat (Tri-Sodium Citrate dihydrate)

Merck KGaA, Darmstadt
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Ponceau S Solution

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Chemikalien

Hersteller

Rotiphorese ® Gel (30 % Acrylamidstammldsung

mit 0,8 % Bisacrylam)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Salzsaure (HCI)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Trichloressigsaure (TCA)

Merck KGaA, Darmstadt

Trizma Base (Tris(hydroxymethyl)aminomethane)

Merck KGaA, Darmstadt

Tween ® 20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Tyrode's Salt Solution (TSS) mit NaHCOs

Merck KGaA, Darmstadt
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2.2.2 Puffer und Lésungen

Zusammensetzung

10 x Tris Buffered Saline (TBS)

24,2 g Trizma Base
80 g NaCl

pH mit HCl auf 7,6 adjustieren

3 % Milch

3 g Blotting milk in 100 ml TBS-Tween

CGS-Puffer pH 6,5

120 mM NacCl
12,9 mM Natriumcitrat
30 mM D-Glucose

Aqua

Elektrophoresepuffer

11 Ampuwa

6 g Trizma Base
14,5 g Glycin
10 mI SDS 10 %

Ponceau S-Farbung

0,1 % Ponceau in 5 % Acetessigsaure

SDS-Stopp-Lésung 3 x, nach Laemmli

2,42 g Trizma Base in 70ml Aqua, pH 6,7;
6gSDS6 %

15 ml Glycerin 15 %

3 mg Bromphenol Blau

1/10 2-Mercapotoethanol

TBS-Tween 100 ml 10 x TBS
900 ml Ampuwa
500 pl Tween®
Transferpuffer 4| Ampuwa
11 Methanol

15,17 g Trizma Base

72,5 g Glycin
Trizma Base (Tris-HCI) 3 M pH 8,9 Trizma Base
Trizma Base (Tris-HCl) 0,5 M pH 6,7 Ampuwa
HCl

Tyrode’s Salt Solution (TSS)

CaClax 2 H20 2,65 g/I, MgCla x 6 H,0 0,214 g/I,
KCl 0,2 g/I, NaHCO31 g/I, NaCl 8,0 g/I, NaH2PO4
0,05 g/I, D-Glucose 1 g/l, pH 7,2-7,6)
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2.2.3 Kits Hersteller

Amersham ECL (Enhanced Chemoluminescence) Amersham Pharmacia Biotech, GE Healthcare,

Western Blotting Detection Kit Piscataway, NJ, USA

PageRuler Prestained Protein Ladder™ Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
VisionBlue™ Quick Cell Viability Fluorometric Bio Vision Incorporated, Milpitas, USA
Assay Kit

2.2.4 Antikérper, Inhibitoren und Aktivatoren

2.2.4.1 Primdr- und Sekunddrantikérper fiir den Western Blot

Tab. 1 Fiir den Western Blot verwendete Primdr- und Sekunddrantikérper

Proteinkinase B (Akt/PKB), Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK), Heavy and light chains (H+L),
gamma-immunglobulin (IgG), monoklonaler Antikérper (mAb), Mitogen-aktiviertes Protein (MAP),
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK), polyklonaler Antikdrper (pAb);

Bezeichnung Antikorper Verdiinnung | Hersteller
Blotting Grade goat Anti-rabbit IgG 1:3.000 Bio-Rad Laboratories Inc.,
(H+L)- Horseradish Peroxidase Conjugate Miinchen

(Katalognummer: 1706516)

Pan-Actin Rabbit mAb 1:1.000 New England Biolabs GmbH,
(Katalognummer: 84565) Frankfurt
Phospho-Akt/PKB (Serin473) Rabbit mAb 1:2.000 New England Biolabs GmbH,
(Katalognummer: 40608S) Frankfurt
Phospho-p38 MAP Kinase Rabbit pAb 1:1.000 New England Biolabs GmbH,
(Threonin180/Tyrosin182) Antibody Frankfurt

(Katalognummer: 9211L)

Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) Rabbit mAb | 1:2.000 New England Biolabs GmbH,
(Threonin202/Tyrosin204) Frankfurt

(Katalognummer: 4370S)
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2.2.4.2 Inhibitoren und Aktivatoren Hersteller

Kollagenreagenz Horm® in vitro Takeda Pharma GmbH, Wien, Osterreich
SFK-Losung zum Verdiinnen von Kollagen Takeda Pharma GmbH, Wien, Osterreich
TRAP-6 Reagent Bachem, Bubendorf, Schweiz

Calcium lonophor LabiTec, Ahrensburg
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2.2.5 Gerdte und Software

Hersteller

APACT 4004 (Aggregometer)

Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen

APACT LPC-Software Version 1.21c

Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen

BioRender.com

BioRender, Toronto, Kanada

Digitaler Magnetrihrer: D6010

neolab Migge GmbH, Heidelberg

Ecomax X-Ray Film Processor

Protect GmbH & Co. KG, Oberstenfeld

Excel 2003, 2010, 2016, 2022

Microsoft Corporation, Redmond, USA

FL300 Umlauf-/Umwalzkihler

Julabo GmbH, Seelbach

Fluoroskan Ascent

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Fluoroskan Ascent Software Version 2.6

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

GraphPad

GraphPad Software, San Diego, CA, USA

HI 2211 pH/ORP Meter

Rhein

Image J 1.49v

National Institutes of Health, USA

MFC-9460CDN (Scanner, Drucker)

Brother International, GmbH, Bad Vilbel

Photoshop Version 12.0

Adobe, Dublin, Irland

Pipetman Classic® P2, P10, P20, P200, P1000

Gilson, Middleton, USA

Pipettierhelfer 8-5010

neolab Migge GmbH, Heidelberg

PowerPac™ Universal Power Supply

Bio-Rad Laboratories Inc., Miinchen

PowerPoint 2022

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Prazisionswaage PLJ 3500-2NM

Kern & Sohn GmbH, Balingen

Reagenzglasschiittler Vortex-genie 2

Scientific Industries, Inc., New York, USA

Shaker DRS-12

neolab Migge GmbH, Heidelberg

Sysmex KX-21N

Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt

Thermomixer comfort 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Trans-Blot® Cell

Bio-Rad Laboratories Inc., Minchen
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Gerdte und Software Hersteller

TV 200Y, Standard Twin-Plate Wide Format Mini Scie-Plas Ltd, Cambridge, England

Gel Electropheresis Unit

Wasserbad WNB7 Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach
Word 2003, 2010, 2016, 2022 Microsoft Corporation, Redmond, USA
Zentrifuge Mikro 200 Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
Zentrifuge Universal 320R Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
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2.2.6 Gebrauchsmaterial

Hersteller

96 Well Microplate, F-bottom (chimney well),

black

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Biosphere Filter Tips 20 ul, 200 pl, 1.000 pl

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Blotting Paper 330 g/m?

Fa. Hartenstein, Wiirzburg

CELLSTAR® Serological Pipettes 5 ml, 25 ml

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen

CELLSTAR® Centrifuge Tubes 12 ml, 50 ml

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,

Osterreich

Desinfektionsmittel: Sterilium® classic pure

Bode Chemie GmbH, Hamburg

Fuji Medical X-Ray Film 100 NIF 13x18

Fujifilm Corporation, Tokyo, Japan

Gelloader Pipettenspitze 200 pl

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Handschuhe: SensiCare Ice®

Medline Industries, Inc., Mundelein, USA

Kivetten fur Aggregometer APACT 4004

Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen

Multipette plus

Eppendorf AG, Hamburg

Overhead Kopierfolien

Soennecken eG, Overath

Parafilm®

Pechiney Plastic Packaging, Measha, USA

Pipetman (Pipette)

Gilson, Middleton, USA

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

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen

Rontgenkassette

Fa. Hartenstein, Wirzburg

Safe-Locke Tubes

Eppendorf AG, Hamburg

SafeSeal GefaR 1,5 ml, 2 ml

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Safety-Multifly®-Kaniile, 0,9 x 19 mm

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Skalpell: Feather disposable Scalpel NO.10

Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan

S-Monovette® 10 ml 9NC (Citrat)

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht

Transparente Prospekthiillen

Soennecken eG, Overath

Whatman® Protran® nitrocellulose membranes BA

850,45 pm

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
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2.3 Methoden

2.3.1 Gewinnung einer humanen Blutprobe
Es wurde venodses Vollblut von gesunden, erwachsenen freiwilligen Personen
gewonnen, die nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung ihre Blutspende fir

dieses Forschungsprojekt zur Verfligung stellten.

Nach grindlicher Hautdesinfektion erfolgte die Punktion einer gestauten Cubitalvene
mit Hilfe einer Safety-Multifly-Kanile. Das Blut wurde langsam und unter wenig
Aspiration in 10 ml Citrat-Monovetten entnommen, um die Thrombozyten nicht durch
Scherkrafte zu praaktivieren. Auf eine vollstandige Flllung der Monovetten wurde
geachtet, um ein Verhaltnis von 1 zu 10 zwischen Blut und 3,2 %-iger Tri-Natriumcitrat-

Losung zu erhalten.

2.3.2 Prdparation und Waschen von Thrombozyten

10 ml Vollblut wurden umgehend mit 60pul 0,5M EGTA versetzt, um einer
Thrombozytenaktivierung durch freie Calciumionen wahrend der
Thrombozytenpraparation entgegenzuwirken. Es folgte eine Zentrifugation in der
Hettich Universal 320R bei 330 x g fiir 5 Minuten (min) bei Raumtemperatur (RT).
Diese resultierte in einer Phasentrennung: Erythrozyten setzten sich im unteren Teil
des Réhrchens ab, dariiber bildete sich eine Schicht aus Leukozyten. Als Uberstand
bleibt PRP. Letzteres wurde mittels Pipette abgenommen und im Falle mehrerer
Blutproben vom selben Spendenden in ein Greiner-Réhrchen zusammengefiihrt, um
anschlieRend gleichmalig auf mehrere Rohrchen verteilt zu werden. Diese wurden in
der Hettich-Zentrifuge Universal 320R bei 430 x g bei Raumtemperatur fir 10 Minuten
zentrifugiert. Dies flhrte dazu, dass schwere Teilchen, vor allem Thrombozyten, am
Boden ein Pellet bilden. Das liberstehende Plasma wurde abpipettiert und das Pellet
mit 5 ml CGS-Puffer je Rohrchen resuspendiert. Um weitere Plasmareste zu entfernen,
erfolgte eine erneute Zentrifugation, analog zur zweiten Zentrifugation, allerdings fir
5 Minuten. Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und das Sediment mit
TSS resuspendiert. Das finale Produkt, die gewaschenen Thrombozyten (washed
platelets, WP), wurde zum Schluss in ein Réhrchen zusammengefihrt und fir die

weiteren Versuche eingesetzt (Schwarz, Geiger et al. 1999).
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Je nach Versuch wurde eine Thrombozytenkonzentration von 3 x10%/ml bzw.
5x 108/ml eingestellt. Hierzu wurde die Konzentration der WP mit Hilfe des
Hamatologie-Analyseautomaten Sysmex KX-21N bestimmt und mit TSS eine

entsprechende Verdiinnung durchgefiihrt.

2.3.3 Proteasomhemmung mittels Bortezomib

Fiir die Hemmung des Proteasomsystems wurde Bortezomib in verschiedenen
Konzentrationen verwendet. Der breite Konzentrationsbereich wurde gewahlt, um
sowohl den pharmakologischen Wirkbereich, welcher im nM-Bereich liegt, als auch
dariberhinausgehende Spiegel abzudecken (Teicher and Tomaszewski 2015). Die
Stammlésung 100 mM, in DMSO geldst, wurde bis zu einer Endkonzentration von
10 mM zu 50 % mit DMSO und zu 50 % mit Aqua destillata verdiinnt, um eine optimale
Losung zu gewahrleisten. Fir Konzentrationen kleiner als 10 mM wurde nur Aqua zum
Verdinnen verwendet (vgl. Tab. 2). Die Inkubation der WP erfolgte mit diesen

Verdiinnungen (fur Details vgl. 2.3.3, 2.3.5, 2.3.6.1).

Tab. 2 Bortezomibverdiinnungsreihe
Dimethylsulfoxid (DMSO), Mol (M),

Konzentration des Verdiinnung zur Herstellung des Endkonzentration in der Probe
Bortezomibansatzes | Bortezomibansatzes (bei einer Verdiinnung von
1:100)
20 mM 2 pul 100 mM Bortezomib + 4 ul Aqua + 200 uM
4 ul DMSO
10 mM 1 ul 100 mM Bortezomib + 4,5 pl Aqua + | 100 uM
4,5 ul DMSO
1mM 1 ul 10 mM Bortezomib + 9 pl Aqua 10 uM
100 uM 1 ul 1 mM Bortezomib + 9 pl Aqua 1uM
10 uM 1 ul 100 uM Bortezomib + 9 pl Aqua 100 nM
1uM 1 ul 10 uM Bortezomib + 9 pl Aqua 10 nM
100 nM 1 ul 1 uM Bortezomib + 9 pl Aqua 1nM
10 nM 1 ul 100 nM Bortezomib + 9 ul Aqua 0,1 nM

33



Material und Methoden

2.3.4 Cell Viability

Die Zellviabilitat wurde fluorometrisch mit Hilfe des VisionBlue Quick Cell Viability Kit,
der die metabolische Umsetzung von Resazurin zu Resorufin erfasst, gemessen (Riss,
Moravec et al. 2013). Der Grad der Fluoreszenz dient als Indikator fiir die Aktivitat des
Zellmetabolismus (Page, Page et al. 1993). Hierflr wurden WP in einer Konzentration
von 5*108/ml mit Puffer, mit den in Tab. 2 genannten Konzentrationen von Bortezomib
oder mit 10 uM Calcium lonophor A23187 versetzt und fir 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Calcium lonophor A23187 hemmt die mitochondriale
Aktivitat und induziert die Apoptose (Leytin, Allen et al. 2009). Danach wurden die
Proben mit 1 mM CaCl; rekalzifiziert, um das durch EGTA gebunden Calcium wieder fir
die Aggregation zur Verfligung zu stellen. Eine zweite Negativkontrolle ohne

Inkubationszeit wurde ebenso mitgefihrt.

Ex = 530-570 nM
Em =590 -620 nM

-

X —

.

27100l 10 pl VisionBlue™

l
!

B

Abb. 7 Workflow fiir die Viabilitdtsmessung mittels VisionBlue Quick Cell Viability Kit

WP wurden mit Puffer, verschiedenen Bortezomibkonzentrationen oder 10 uM Calcium lonophor A23187
versetzt. Nach einer 60-mintitigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden je Probe 100 ul in die
Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Zu jeder Probe wurde mit 10 ul VisionBlue Reagenz gegeben. Es folgte
eine zweite Inkubation fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur und 15 Minuten bei 37°C. Im Anschluss wurde
die Fluoreszenzintensitidt mit einer Ex bei 560nm und einer Em bei 590 nm gemessen.
Created with BioRender. Lizenz liegt vor. Emission (Em), Extinktion (Ex), washed platelets (WP);

Alle Proben wurden im Anschluss in eine schwarze, 96 Well-Mikrotiterplatte pipettiert
und mit 10 pl VisionBlue Reagenz versetzt, welches Resazurin enthalt. Dieses wurde
von metabolisch aktiven Thrombozyten wahrend der Inkubationszeit von 60 Minuten
bei Raumtemperatur und 15 Minuten bei 37°C im Dunklen zu Resorufin, das pink
fluoresziert, verstoffwechselt. Die anschlieBende Messung der Fluoreszenzintensitat
erfolgte mit einem geeigneten Filter bei 560 nm Extinktion und 590 nm Emission

(vgl. Abb. 7) (Riss, Moravec et al. 2013).
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2.3.5 Lichttransmissions-Aggregometrie

Um die physiologische Funktionsfahigkeit der Thrombozyten zu testen, wurde die
Lichttransmissions-Aggregometrie nach Born eingesetzt. Diese basiert auf dem Prinzip
der gesteigerten  Transmission von Licht durch das Medium bei
Thrombozytenaggregation (Born 1962, Christie, Avari et al. 2008). Die Transmission
von TSS, welche als Puffer der WP verwendet wurde, entspricht dabei einer
Aggregation von 100 %. Eine Aggregation von 0% hingegen bezieht sich auf die

Lichttransmission fiir die Suspension von WP (Christie, Avari et al. 2008).

Fur die Messungen wurden WP in einer Konzentration von 3,0¥10%/ml mit
verschiedenen Bortezomibkonzentrationen, wie in Tab. 2 beschrieben, versetzt und fir
60 Minuten bei Raumtemperatur und 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Zusatzlich wurde
eine Negativkontrolle ohne Bortezomib und ohne Aktivator mitgefiihrt, genauso wie
eine  Positivkontrolle mit dem jeweiligen Aktivator zur Prifung der

Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten.

Fir die Messung im APACT 4004 wurden Kivetten mitsamt Rihrer auf 37°C erwarmt.
Vor jeder Messung wurde eine Eichkurve mit 200 ul TSS erstellt. In eine Kilivette
wurden je 200 ul WP gegeben und die Messung bei 740 nm gestartet. Nach circa
20 Sekunden erfolgte eine Rekalzifizierung mit 1 mM CaCl,. Direkt im Anschluss
wurden die Stimulatoren 5 pg/ml Kollagen bzw. 10 uM TRAP-6 in die Kivetten
pipettiert. Bei unstimulierten Kontrollen entfiel dieser Schritt. Die prozentuale
Transmissionsanderung, welche der Aggregation entspricht, wurde flir insgesamt
5 Minuten bei 37°C unter kontinuierlichem Riihren mit 1000 Umdrehungen pro Minute

gemessen.
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2.3.6 Western Blot-Analyse

Mittels Western Blot-Analyse kdnnen Proteingemische zum Nachweis einzelner
Proteine aufgetrennt werden (Laemmli 1970, Egger and Bienz 1994). Hierflr wurden
folgende Schritte nacheinander durchgefiihrt: Gelelektrophorese, Membrantransfer

und Proteinnachweis (Egger and Bienz 1994).

2.3.6.1 Aufbereitung der Proben flir die Western Blot-Analyse

WP in einer Konzentration von 3,0¥108/ml wurden zu je 100 pl auf Eppendorf-Cups
verteilt. Bestimmte Proben wurden mit verschiedenen Konzentrationen Bortezomib
(vgl. Tab. 2) versetzt und fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur und im Anschluss fir
15 Minuten bei 37°C inkubiert. Es erfolgte die Rekalzifizierung mit 1 mM CaCl,, wie
bereits in den Vorkapiteln beschrieben, und die Stimulation mit 5 pg/ml Kollagen oder

10 uM TRAP-6 flir 2 Minuten bei 37°C.

Als Negativkontrolle wurden zwei unstimulierte Proben von WP mitgefiihrt, eine Probe
davon inkubiert fir 15 Minuten bei 37°C, die andere Probe fir 60 Minuten bei
Raumtemperatur und fir 15 Minuten bei 37°C. Die 2-minitige Inkubation mit einem
Stimulator entfiel. Des Weiteren wurden fiir eine Positivkontrolle WP ohne Bortezomib
nach Inkubation fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur und fir 15 Minuten bei 37°C mit

5 pg/ml Kollagen oder 10 uM TRAP-6 fiir 2 Minuten bei 37°C stimuliert.

Bei allen Proben wurde die Inkubationszeit durch SDS-Stopp-Puffer nach Laemmli
(Laemmli-Ansatz + 1:10 2-Mercaptoethanol) beendet (Laemmli 1970). Dieser
beinhaltet 2-Mercaptoethanol zur Reduktion von Disulfidbriicken, SDS zur
Proteindenaturierung und negativen Markierung, Bromphenolblau, um die Proben
sichtbar zu machen, sowie Glycerin zum Erhéhen der Dichte (Egger and Bienz 1994).
Durch ein Erhitzen auf 95°C fur 5 Minuten wurden die Proben in ihre lineare Struktur

zerlegt. Bis zur Durchfiihrung der Western Blot-Analyse lagerten die Proben bei -25°C.

2.3.6.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Fir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden Gele im
Gelkammersystem von Biorad gegossen, die aus einem oberem, 5 %-igem Sammelgel

und einem unterem, 10 %-igem Trenngel bestanden. Fir die genaue

36



Material und Methoden

Zusammensetzung siehe Tab. 3. Als Katalysator fur die Acrylamidpolymerisation
wurden APS und TEMED zugegeben (Riichel, Steere et al. 1978). Um eine vollstindige
Polymerisation sicherzustellen, wurden die Gele fiir mindestens 12 Stunden bei 4°C

gelagert.

Tab. 3 Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele
Ammonium Peroxdisulfat (APS), Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Substanzen Sammelgel 5 % Trenngel 10 %
Aqua 9,93 ml 15,8 ml

30 % Acrylamid 0,8 % Bisacrylam 2,46 ml 10 ml

0,5 M Trizma Base pH 6,7 1,88 ml -

3 M Trizma Base pH 8,9 - 3,76 ml

10 % SDS 150 pl 300 ul

10 % APS (0,1 g/ml) 150 pl 300 pl

TEMED 7,5 ul 15 ul

Die, wie unter 2.3.6.1 beschrieben aufbereiteten, gefrorenen Proben wurden fiir eine
Minute bei 65°C aufgetaut und im Anschluss fir 10 Sekunden bei maximaler
Umdrehung in der Hettich-Zentrifuge Mikro 200 abzentrifugiert, damit das beim
Auftauen entstandene Kondenswasser der Probe wieder zugefiihrt wurde. Direkt vor
dem Beladen des Gels, mit 20 ul je Tasche, wurden die Proben kurz und griindlich
mittels Vortex durchmischt. Zur Ermittlung des Molekulargewichts der Banden und
somit zur Identifikation der Proteinbanden wurde der Marker PageRuler mitgefihrt.
Dieser wurde entsprechend der Proben mit SDS-Stopp-Puffer verdiinnt und ebenfalls
auf das Gel aufgetragen. Die Gele wurden in den Elektrophoresepuffer gesetzt und
eine Spannung von 80 Volt angelegt, damit sich nach circa 45 Minuten die
denaturierten Proteine an der Grenze zwischen Sammel- und Trenngel konzentrieren.
Danach wurde die Spannung auf 150 Volt erhoht und die Proteine trennten sich ihrer

GroRe entsprechend im Trenngel auf.
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2.3.6.3 Ubertragung der Proteine auf Nitrozellulosemembran mittels Western-Blot
Verfahren

Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine

Nitrozellulosemembran in der Trans-Blot Cell von Bio-Rad Laboratories transferiert

(Kyhse-Andersen 1984). Der Transfer erfolgte bei 1.000 Milliampere (mA) flr eine

Stunde. Um Proteinschaden durch die entstehende Hitze zu vermeiden, wurde ein

Kihler in die Trans-Blot Cell eingebracht und ein Rihrer sorgte fiir eine gleichmaRige

Temperaturverteilung.

Um eventuelle Ungenauigkeiten beim Pipettieren direkt zu erkennen und zur Kontrolle
des Proteintransfers, wurden die Banden auf der Nitrozellulosemembran mittels
0,1 %-igem Ponceau S in 5 % Acetessigsaure gefarbt und fotodokumentiert (Romero-
Calvo, Ocon et al. 2010). Im Anschluss wurde die Farbung mittels TBS Tween unter

kontinuierlichem Schwenken abgewaschen.

2.3.6.4 Immunologischer Proteinnachweis

Nach dem Proteintransfer wurden die zu identifizierenden Proteine mittels
Primdrantikorper markiert (vgl. Tab. 1) (Renart, Reiser et al. 1979). Um unspezifische
Bindungen der Antikdrper zu vermeiden, wurde die Membran mit 5 %-igem BSA in TBS
Tween flr 20 Minuten unter standiger Agitation auf dem Schiittler bei
Raumtemperatur geblockt. AbschlieBend folgte die Inkubation mit einem
Primarantikorper (vgl. Tab. 1) in 5 %-igem BSA in TBS Tween bei 4°C fur 16 Stunden.
Ungebundene Primarantikorper wurden dreimal mit TBS Tween fir je 5 Minuten auf
dem Schiittler abgewaschen. Der Sekundarantikorper anti-rabbit IgG, der an eine
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt war, inkubierte, in 5 %-igem BSA in TBS Tween
gelést, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schittler. Uberschiissige
Antikorper wurden im Anschluss mit TBS Tween flinfmal fiir je 10 Minuten

abgewaschen.

Zur Detektion wurde das ECL-Analysesystem von Amersham genutzt, welches auf
Chemolumineszenz basiert. Dabei wurde Luminol in seine oxidierte Form umgesetzt,

katalysiert von der Meerrettich-Peroxidase des Sekundarantikdrpers (Whitehead,
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Kricka et al. 1979). Bei der Rickkehr in den Grundzustand wurde Licht mit einem
Maximum bei der Wellenlange von 428 nm emittiert (Whitehead, Kricka et al. 1979).
Das zugegebene Phenol verstarkte und verlangerte die Dauer des Lichtsignals. Die
beiden Reagenzien des ECL-Analysesystems wurden zusammengemischt und fiir eine
Minute auf die Nitrozellulosemembran gegeben. Diese Inkubationszeit wurde durch
Abtupfen mit Blot-Papier beendet. Die Darstellung erfolgte auf Rontgenfilmen mittels
Rontgenfilmentwickler Ecomax X-Ray Film Processor in der Dunkelkammer, um ein
Ausbleichen der Rontgenfilme zu verhindern. Die Rontgenfilme wurden fir jeweils 5
bis 30 Sekunden auf mit Folie bedeckten Membranen gelegt. Das Lichtsignal schwarzte
die Stellen auf dem Rontgenfilm, an welchen Primar- und Sekundarantikérper
gebunden hatten. Die Blots wurden quantitativ densitometrisch mittels Image J nach

unkalibrierter optischer Dichte analysiert.

Um eine gleichmaRige Auftragung der Proteinmenge zu gewahrleisten, wurde eine
Normalisierung mittels des Housekeeping-Proteins Aktin durchgefiihrt (Romero-Calvo,
Ocon et al. 2010). Hierfir wurden die Membranen mit 3 %-iger Milchlésung fir
20 Minuten geblockt. AnschlieRende folgte eine Inkubation mit dem Aktin-Antikorper,
der in 3 %-iger Milchlésung gelést war, bei 4°C fiir 16 Stunden. Uberschissiger
Primarantikorper wurde mit TBS Tween dreimal fir je 5 Minuten auf dem Schittler
abgewaschen. AnschlieRend folgte eine Inkubation fiir eine Stunde mit dem
Sekundarantikorper anti-rabbit 1gG. Alle weiteren Schritte inklusive Auswertung

erfolgten wie bereits oben beschrieben.

2.3.7 Statistische Auswertung

Zur Datenerfassung wurde Excel 2016 der Firma Microsoft verwendet. Die statistische
Auswertung erfolgte zusammen mit PD Dr. Anna Kobsar mit Hilfe des Statistik-
Programms GraphPad PRISM 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Die
Uberpriifung der Normal-Verteilung der Messergebnisse wurde mit dem Shapiro-Wilk-
Test durchgefiihrt. Unterschiede in den Varianzen zwischen verschiedenen Gruppen
wurde mit one-way analysis of variance (ANOVA) erfasst, gefolgt von dem post-hoc

Tukey-Kramer-Test. Das Signifikanzniveau wurde als p < 0,05 definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Bortezomib auf die Viabilitdt von Thrombozyten

Zunachst wurde untersucht, welchen Effekt die Proteasomhemmung durch
Bortezomib auf die Viabilitat von WP ausibt. Hierfiir wurde das Reagenz VisionBlue
eingesetzt, das Resazurin enthalt. Dieses wird von metabolisch aktiven Zellen zum pink
fluoreszierenden Produkt Resorufin verstoffwechselt. Das AusmaR der Fluoreszenz ist
somit ein Indikator fir die Aktivitat des Zellmetabolismus (Page, Page et al. 1993). Da
es sich bei proteasomabhdngigen Mechanismen eher um langsame und zeitlich
verzogerte Prozesse handeln dirfte, wurde eine relativ lange Inkubationszeit von 60

Minuten bei Raumtemperatur mit Bortezomib analog zu fritheren Studien gewahlt

*
*
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(Koessler, Etzel et al. 2016).
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Abb. 8 Einfluss von BO auf die Viabilitéit von unstimulierten WP

WP wurden fiir 60 min bei RT mit verschiedenen BO-Konzentrationen oder Calcium lonophor A23187, als
Negativkontrolle, inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben mit dem VisionBlue Reagenz versetzt. Es
folgte die Messung der Fluoreszenz bei einer Extinktion von 560 nm und einer Emission von 590 nm.
(Gezeigt sind die Mittelwerte *+ S.E.M.; Anzahl n=5; *:p<0,05 verglichen mit WP 60 min.)
Bortezomib (BO), Minuten (min), Mol (M), Anzahl (n), p-Wert (p), Resorufin Fluoreszenz Units (RFU),
Raumtemperatur (RT), Standard Error of the Mean/Standardfehler (S.E.M.), washed platelets (WP);

Frische WP zeigten eine Fluoreszenz von 113,2 + 3,6 RFU (Resorufin Fluoreszenz Units)
(vgl. Abb. 8). Eine Prainkubation mit TSS flir 60 Minuten bei Raumtemperatur fihrte zu
keiner signifikanten Anderung der Fluoreszenz, genau wie die Prdinkubation mit
Bortezomibkonzentrationen von 0,1nM bis 10 uM. Eine Erniedrigung der
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Fluoreszenzwerte auf 100,4 + 4,8 und 94,8 + 4,2 RFU war bei 100 uM und 200 uM
Bortezomib zu beobachten. Wurden WP mit 10 uM Calcium lonophor A23187
prdinkubiert, wodurch die mitochondriale Aktivitdit gehemmt und die Apoptose
induziert wird (Leytin, Allen et al. 2009), zeigte sich ein deutlicher Abfall des

Fluoreszenzlevels auf 32,1 + 4,1 RFU.

3.2 Einfluss von Bortezomib auf die Thrombozytenaggregation

3.2.1 Wirkung von Bortezomib auf unstimulierte Thrombozyten

Im Folgenden wurde der Einfluss von Bortezomib auf die Thrombozytenfunktion mit
Hilfe der Lichttransmissions-Aggregometrie evaluiert. Im ersten Schritt wurde getestet,
ob Bortezomib selbst eine Aggregation auslésen kann. Es zeigte sich, dass bei den
verwendeten Bortezomibkonzentrationen mit einer Inkubationszeit von 60 Minuten

jeweils keine Aggregation induzierbar ist (vgl. Abb. 9).
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Abb. 9 Einfluss von Bortezomib auf die Aggregation von unstimulierten WP
WP wurden fiir 60 min bei RT mit verschiedenen Bortezomibkonzentrationen inkubiert. Im Anschluss
wurde die Lichttransmissions-Aggregometrie  ohne  weitere  Induktorzugabe  durchgefiihrt.

A) Repriisentative Aggregationskurven (Gezeigt sind die Mittelwerte fiir drei ausgewdhlte
Bortezomibkonzentrationen im zeitlichen Verlauf; n=4)

B) Aggregationswerte (Gezeigt sind die Mittelwerte + S.E.M. als Endpunktmessung nach 300 s;
n=4)

Mol (M), Minuten (min), Anzahl (n), Raumtemperatur (RT), Sekunden (s), Standard Error of the
Mean/Standardfehler (S.E.M.), washed platelets (WP);

3.2.2 Wirkung von Bortezomib auf die Kollagen-induzierte Aggregation von
Thrombozyten

Im zweiten Schritt wurde der Einfluss von Bortezomib auf die durch Kollagen induzierte

Aggregation untersucht. Hierfir wurden WP mit Bortezomibkonzentrationen von

0,1 nM bis 200 uM fir 60 Minuten inkubiert und danach mit 5 pg/ml Kollagen

stimuliert (vgl. Abb. 10).
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Abb. 10 Einfluss von Bortezomib auf die mit 5 ug/ml Kollagen induzierte Aggregation
WP wurden fiir 60 min bei RT mit verschiedenen Bortezomibkonzentrationen inkubiert. Im Anschluss
wurde die Lichttransmissions-Aggregometrie mit 5 ug/ml Kollagen als Induktor durchgefiihrt.

A) Reprisentative Aggregationskurven (Gezeigt sind die Mittelwerte fiir drei ausgewdhlte
Bortezomibkonzentrationen im zeitlichen Verlauf; n=4)

B) Aggregationswerte (Gezeigt sind die Mittelwerte + S.E.M. als Endpunktmessung nach 300 s;
n=4)

Mol (M), Minuten (min), Anzahl (n), Raumtemperatur (RT), Sekunden (s), Standard Error of the
Mean/Standardfehler (S.E.M.), washed platelets (WP);

Ohne Bortezomib wurde eine Aggregation von 89,8 + 1,7 % erreicht. Vergleichbare
Werte wurden bei den Proben, die mit 0,1 nM bis 200 uM Bortezomib inkubiert

wurden, gemessen (vgl. Abb. 10B).
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3.2.3 Wirkung von Bortezomib auf die TRAP-6-induzierte Aggregation von
Thrombozyten

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Einfluss von Bortezomib auf die durch

TRAP-6 induzierte Aggregation untersucht. Daflir wurden WP mit 0,1 nM bis 200 uM

Bortezomib inkubiert und im Anschluss mit 10 uM TRAP-6 stimuliert (vgl. Abb. 11).
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Abb. 11 Einfluss von Bortezomib auf die mit 10 uM TRAP-6 induzierte Aggregation
WP wurden fiir 60 min bei RT mit verschiedenen Bortezomibkonzentrationen inkubiert. Im Anschluss
wurde die Lichttransmissions-Aggregometrie mit 10 uM TRAP-6 als Induktor durchgefiihrt.

A) Repriisentative Aggregationskurven (Gezeigt sind die Mittelwerte fiir drei ausgewdhlte
Bortezomibkonzentrationen im zeitlichen Verlauf; n=5)

B) Aggregationswerte (Gezeigt sind die Mittelwerte + S.E.M. als Endpunktmessung nach 300 s;
n=5)

Mol (M), Minuten (min), Anzahl (n), Raumtemperatur (RT), Sekunden (s), Standard Error of the
Mean/Standardfehler (S.E.M.) Thrombin Receptor-Activating Peptide (TRAP), washed platelets (WP);
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Im Ansatz ohne Bortezomib ergab sich im Endpunkt eine Aggregation von 91,2 + 1,2 %.
Die Werte blieben bei Inkubation mit Bortezomib in einer Konzentration von 0,1 nM

bis 200 uM unverandert (vgl. Abb. 11B).

3.3 Einfluss von Bortezomib auf aktivierende Signalwege

3.3.1 Dosisabhédngige Wirkung von Bortezomib auf die Phosho-p38 MAP Kinase

Im Aktivierungsprozess von Thrombozyten sind verschiedene Signalwege involviert, die
zum Teil in der Phosphorylierung verschiedener Kinasen miinden. Beispielsweise wird
durch die Stimulation mit den Agonisten Kollagen oder TRAP-6 ein Anstieg der
Phosphorylierung der p38 MAP Kinase erzielt (Kramer, Roberts et al. 1995, Mazharian,
Roger et al. 2007). Um den Einfluss der Proteasomhemmung durch Bortezomib auf
Signalwege der Thrombozytenaktivierung zu evaluieren, wurden WP mit
unterschiedlichen Bortezomibkonzentrationen inkubiert und danach die basale und die
Agonist-induzierte Phosphorylierung der p38 MAP Kinase mittels Western Blot-Analyse
bestimmt (vgl. Abb. 12).
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Abb. 12 Phosphorylierung der p38 MAP Kinase in WP nach Inkubation mit verschiedenen BO-

Konzentrationen

A) Basale Werte. B) Induktion  mit  Kollagen. C) Induktion mit  TRAP-6.
WP wurden fiir 60 min bei RT mit verschiedenen BO-Konzentrationen inkubiert. Anschliefend wurden die
Thrombozyten mit 5 ug/ml Kollagen bzw. 10 uM TRAP-6 stimuliert. Zum Vergleich wurden zwei Proben
WP ohne Induktor mit einer Inkubationszeit von 0 bzw. 60 min bei RT mitgefiihrt. Bei allen Proben folgte
die Zelllyse mit Laemmli-Puffer und die Analyse der Phospho-p38 MAP Kinase mittels Western Blot. Zur
Normalisierung wurde eine Aktinkontrolle mitgefiihrt. Zur Quantifizierung wurde Image J verwendet.
(Gezeigt sind die Mittelwerte + S.E.M.; n=6; *p:< 0,05 verglichen mit den unstimulierten, basalen
Werten.)

Arbitrary Units (AU), Bortezomib (BO), Mol (M), Mitogen-aktiviertes Protein (MAP), Minuten (min),
Anzahl (n), p-Wert (p), Raumtemperatur (RT), Standard Error of the Mean/Standardfehler (S.E.M.),
Thrombin Receptor-Activating Peptide (TRAP), washed platelets (WP);
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Die 60-minttige Inkubationszeit dnderte die basale Phosphorylierung der p38 MAP
Kinase von 0,47 £ 0,01 arbitrary units (AU) nicht, genauso wie die Inkubation mit

Bortezomibkonzentration von 0,1 nM bis 200 uM (vgl. Abb. 12A).

Nach Stimulation der WP mit 5 pug/ml Kollagen ergab sich ein Anstieg der basalen
Phosphorylierung von 0,54 +0,02 AU auf 0,65+0,02 AU (vgl. Abb. 12B), nach
Stimulation mit 10 uM TRAP-6 kam es zu einer Erhdhung auf 0,67 + 0,02 AU (vgl. Abb.
12C). Bortezomibkonzentrationen von 0,1 nM bis 200 uM hatten dabei keinen Einfluss
auf den Kollagen- oder TRAP-6-induzierten Phosphorylierungsgrad der p38 MAP Kinase
(vgl. Abb. 12B und C).

3.3.2 Dosisabhdngige Wirkung von Bortezomib auf die Phospho-ERK1/2

Die ERK1/2 wird ebenfalls nach Aktivierung mit Agonisten, wie beispielsweise Kollagen,
verstarkt phosphoryliert (Mazharian, Roger et al. 2007). Analog zu 3.3.1 wurden WP
mit verschiedenen Bortezomibkonzentrationen inkubiert und im Anschluss die
Agonist-induzierte Phosphorylierung der ERK1/2 mittels Western Blot-Analyse

gemessen (vgl. Abb. 13).
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Abb. 13 Phosphorylierung der ERK1/2 in WP nach Inkubation mit verschiedenen BO-Konzentrationen
A) Basale Werte. B) Induktion mit Kollagen. C) Induktion mit  TRAP-6.
WP wurden fiir 60 min bei RT mit verschiedenen BO-Konzentrationen inkubiert. Anschliefend wurden die
Thrombozyten mit 5 ug/ml Kollagen bzw. 10 uM TRAP-6 stimuliert. Zum Vergleich wurden zwei Proben
WP ohne Induktor mit einer Inkubationszeit von 0 bzw. 60 min bei RT mitgefiihrt. Bei allen Proben folgte
die Zelllyse mit Laemmli-Puffer und die Analyse der Phospho-ERK1/2 mittels Western Blot. Zur
Normalisierung wurde eine Aktinkontrolle mitgefiihrt. Zur Quantifizierung wurde Image J verwendet.
(Gezeigt sind die Mittelwerte + S.E.M.; n=5; *p:< 0,05 verglichen mit den unstimulierten, basalen
Werten; +: p < 0,05 verglichen mit den Kollagen-/TRAP-6-stimulierten Werten ohne BO-Zugabe.)
Arbitrary Units (AU), Bortezomib (BO), Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK), Mol (M), Minuten
(min), Anzahl (n), p-Wert (p), Raumtemperatur (RT), Standard Error of the Mean/Standardfehler (S.E.M.),
Thrombin Receptor-Activating Peptide (TRAP), washed platelets (WP);
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Weder die alleinige Inkubation mit Puffer noch eine Inkubation mit
Bortezomibkonzentrationen von 0,1 nM bis 200 uM fiihrte zu einer Anderung der

basalen Phosphorylierung der ERK1/2 von initial 0,25 + 0,04 AU (vgl. Abb. 13A).

Die Stimulation der WP durch 5pg/ml Kollagen fiihrte zu einem Anstieg der
Phosphorylierung der ERK1/2 von 0,25 + 0,03 AU auf 0,74 £ 0,02 AU (vgl. Abb. 13B).
Mit 10 uM TRAP-6 als Stimulator stieg der Grad der Phosphorylierung von
0,30 £ 0,06 AU auf 1,23 +0,4 AU (vgl. Abb. 13C). Wurde das Proteasomsystem durch
Bortezomib in Konzentrationen von 0,1 nM bis 10 uM gehemmt, ergab sich keine
Anderung in der Kollagen- oder TRAP-6-induzierten Phosphorylierung der ERK1/2. Bei
hohen Konzentrationen von 100 uM oder 200 uM Bortezomib zeigte sich eine
signifikant verminderte Phosphorylierung der ERK1/2 nach Induktion mit Kollagen auf
0,61+0,04 AU bzw. 0,53+0,03 AU, bei Stimulation mit 10 uM TRAP-6 auf
1,07 £ 0,05 AU bzw. 1,09 + 0,04 AU.

3.3.3 Dosisabhdngige Wirkung von Bortezomib auf die Phospho-Akt/PKB

Als weitere Kinase wurde die Phosphorylierung von Akt/PKB in Thrombozyten unter
Proteasomhemmung durch Bortezomib analysiert. Die Aktivierung durch Induktoren,
wie beispielsweise Kollagen, flhrt bekanntermallen zu einer Steigerung der
Phosphorylierung von Akt/PKB (Barry and Gibbins 2002). Hierzu wurden WP fir
60 Minuten mit Bortezomib inkubiert. Im Anschluss wurde mittels Western Blot-

Analyse die Agonist-induzierte Phosphorylierung von Akt/PKB bestimmt (vgl. Abb. 14).
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Abb. 14 Phosphorylierung von Akt/PKB in WP nach Inkubation mit verschiedenen BO-Konzentrationen
A) Basale Werte. B) Induktion mit Kollagen. C) Induktion mit  TRAP-6.
WP wurden fiir 60 min bei RT mit verschiedenen BO-Konzentrationen inkubiert. Anschliefend wurden die
Thrombozyten mit 5 ug/ml Kollagen bzw. 10 uM TRAP-6 stimuliert. Zum Vergleich wurden zwei Proben
WP ohne Induktor mit einer Inkubationszeit von 0 bzw. 60 min bei RT mitgefiihrt. Bei allen Proben folgte
die Zelllyse mit Laemmli-Puffer und die Analyse der Phospho-Akt/PKB mittels Western Blot. Zur
Normalisierung wurde eine Aktinkontrolle mitgefiihrt. Zur Quantifizierung wurde Image J verwendet.
(Gezeigt sind die Mittelwerte + S.E.M.; n=6; *:p < 0,05 verglichen mit den unstimulierten, basalen
Werten; +: p < 0,05 verglichen mit den Kollagen-/TRAP-6-stimulierten Werten ohne BO-Zugabe.)
Proteinkinase B (Akt/PKB), Arbitrary Units (AU), Bortezomib (BO), Mol (M), Minuten (min), Anzahl (n), p-
Wert (p), Raumtemperatur (RT), Standard Error of the Mean/Standardfehler (S.E.M.), Thrombin
Receptor-Activating Peptide (TRAP), washed platelets (WP);
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Die basale Phosphorylierung von Akt/PKB mit 0,33 +0,01 AU blieb durch eine
Inkubation mit Puffer und auch durch eine Inkubation mit Bortezomib in

Konzentrationen von 0,1 nM bis 200 uM unbeeinflusst (vgl. Abb. 14A).

Die Phosphorylierung von Akt/PKB stieg durch Induktion mit 5 pg/ml Kollagen von
0,31+0,03 AU auf 0,42 +0,01 AU an (vgl. Abb. 14B). Wurden WP mittels 10 uM
TRAP-6 stimuliert, erhdhte sich die Phosphorylierung auf 0,85+ 0,02 AU (vgl. Abb.
14C). Es zeigte sich keine signifikante Anderung in der Kollagen- oder TRAP-6-
stimulierten Phosphorylierung bei einer Hemmung des Proteasomsystems mit
Bortezomibkonzentrationen von 0,1 nM bis zu 10 uM. Bei Inkubation mit 100 uM und
200 uM Bortezomib und Induktion mit Kollagen erniedrigte sich die Phosphorylierung
der Akt/PKB signifikant auf 0,36 + 0,02 AU und 0,32 + 0,1 AU, bei Induktion mit TRAP-6
auf 0,78 £0,2 AU und 0,74 £ 0,02 AU.
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4 Diskussion

Das Proteasomsystem spielt unter anderem bei der Regulation des Zellzyklus, bei
inflammatorischen und immunologischen Antworten sowie beim Abbau von
ubiquitinierten Proteinen eine wichtige Rolle (Nandi, Tahiliani et al. 2006). Bisher
wurden die Funktionen des Proteasomsystems vor allem an zellkernhaltigen und
Tumorzellen erforscht (Chauhan, Hideshima et al. 2005, Kraemer, Weyrich et al. 2013).
Auch in den zellkernlosen Thrombozyten gibt es einen aktiven Proteinsyntheseapparat
(Thon and Devine 2007, Weyrich, Schwertz et al. 2009) sowie ein funktionierendes
Ubiquitinierungssystem. Dieses markiert Proteine zum Abbau und zerlegt diese in
Aminosauren, um in den Zellen ein Gleichgewicht zwischen Proteinsynthese und -
abbau zu gewahrleisten (Dangelmaier, Quinter et al. 2005, Karim, Vemana et al. 2015).
Die Bestandteile des zum Proteinabbau bendétigten Proteasomsystems, insbesondere
die katalytische 20S Untereinheit, wurden in Thrombozyten nachgewiesen (Zhang,
Rogalski et al. 2011, Klockenbusch, Walsh et al. 2014). Eine Aktivierung des
Proteasomsystems kann durch eine Agonisten-induzierte Aktivierung von
Thrombozyten erfolgen (Nayak, Kumar et al. 2011, Gupta, Li et al. 2014, Koessler, Etzel
et al. 2016). Die genaue Bedeutung des Proteasomsystems fir die
Thrombozytenphysiologie und -pathophysiologie ist allerdings noch nicht umfassend

aufgeklart.

Die Verfugbarkeit spezifischer Proteasominhibitoren ermoglicht die Evaluation
funktioneller Systeme in Zellen, auch in Thrombozyten, in Abhangigkeit von der
Proteasomaktivitdt. Ein hochpotenter Proteasominhibitor ist Bortezomib, welcher
spezifisch die 20S Untereinheit der 26S Proteasomen blockiert (Adams, Behnke et al.
1998, Teicher and Tomaszewski 2015). Bortezomib inhibiert die Zellproliferation und
induziert, Uber NF-kB vermittelt, die Apoptose in Myelomzellen (Hideshima,
Richardson et al. 2001). AuBRerdem macht es diese Zellen anfalliger fir DNA-
schadigende Chemotherapeutika (Mitsiades, Mitsiades et al. 2003). So werden die
Eigenschaften von Bortezomib sowohl klinisch in der Tumortherapie, beispielsweise
des Multiplen Myeloms, als auch fir experimentelle Untersuchungen genutzt

(Koessler, Etzel et al. 2016, Scott, Hayden et al. 2016). Die genauen pharmakologischen
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Wirkungen von Bortezomib auf humane Thrombozyten sind jedoch bislang noch nicht

umfassend beschrieben.

In einer vorausgegangenen Studie wurden daher die Dosis-Wirkbeziehungen von
Bortezomib in Bezug auf die Proteasomaktivitdit und die Ubiquitinierung in
Thrombozyten erarbeitet (Koessler, Etzel et al. 2016). Es konnte gezeigt werden, dass
die basale Proteasomaktivitat in WP konzentrationsabhangig durch 10 nM oder héhere
Dosen von Bortezomib unterdriickt wird. Die durch 10 ug/ml Kollagen zusatzlich
induzierte Aktivierung des Proteasomsystems wurde durch 1 nM Bortezomib komplett
unterbunden. Konzentrationen von lber 1 nM fiihrten sogar zu einem Absinken unter
das Basalniveau (Koessler, Etzel et al. 2016). Auch in anderen Versuchen wurden
pharmakologische Effekte von Bortezomib im nanomolaren Bereich beobachtet (Piva,
Ruggeri et al. 2008). Des Weiteren wurde die Wirkung von Bortezomib auf die
Ubiquitinierung in WP untersucht (Koessler, Etzel et al. 2016). Eine Aktivierung dieser
mittels 10 pg/ml Kollagen oder 10 uM TRAP-6 stimulierte die Polyubiquitinierung.
Bortezomibkonzentrationen von 0,1 bis 10 nM hatten keinen Einfluss auf die basale
oder durch Kollagen induzierte Polyubiquitinierung in WP. Eine Inkubation mit 100 nM
oder mehr Bortezomib fiihrten jedoch zu einer Akkumulation polyubiquitinierter
Proteine (Koessler, Etzel et al. 2016). Uberdies zeigte sich, dass die durch 10 ug/ml
Kollagen induzierte Aggregation von Thrombozyten in PRP durch Proteasomhemmung
mittels Bortezomib in Konzentrationen von 10 nM bis 100 uM nicht beeinflusst wird

(Koessler, Etzel et al. 2016).

In dieser Arbeit wurden nun WP untersucht, um spezifische Effekte in den
Thrombozyten nachzuweisen und den Einfluss von kontaminierenden Faktoren aus
dem Plasma zu minimieren. Fir die Praparation wurde eine in der experimentellen
Thrombozytenforschung gangige Methode unter Verwendung von CGS-Puffer und TSS

eingesetzt (vgl. 2.3.2).
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4.1 Abnahme der Thrombozytenviabilitat durch supramaximale
Proteasomhemmung

Vor Durchfihrung von weiterfilhrenden Untersuchungen der Signalwege wurde
gepruft, inwieweit Bortezomib toxische Effekte auf WP auslibt. Hierfir wurde der
schwach fluoreszierende zellpermeable Redoxindikator Resazurin, ein blauer Farbstoff,
verwendet. In viablen Zellen mit aktivem Stoffwechsel und intakter mitochondrialer
Funktion wird dieser zu fluoreszierendem Resorufin reduziert (Page, Page et al. 1993).
Andere Studien hatten dargelegt, dass von Bortezomib eine zytotoxische Wirkung auf
Myelomzellen ausgeht. Bereits 15-30 nM Bortezomib fiihrten zu einer verminderten
Zellviabilitat, die mit der Resazurin-Methode gemessen wurde (Salem, McCormick et
al. 2015). In den WP hatten Bortezomibkonzentrationen von 0,1 nM bis 10 uM keinen
Einfluss auf den Resazurin-abhdngigen Stoffwechsel. In Konzentrationen von 100 uM
bzw. 200 uM erniedrigte Bortezomib dagegen die Viabilitdat um circa 10-20 %, was auf
toxische Effekte in diesen suprainhibitorischen Bortezomibkonzentrationen hindeutet.
Unterstiitzt wird diese Schlussfolgerung auch durch die partielle Reduktion der ADP-
induzierten Aggregation bei einer Inkubation mit Konzentrationen von lber 100 uM
Bortezomib (Koessler, Etzel et al. 2016). In anderen Arbeiten wurde in Thrombozyten
unter Einfluss von 25 uM Bortezomib eine verstarkte Annexin V-Bindung und ein Abfall
des mitochondrialen Transmembranpotentials gemessen, was die Induktion der

Apoptose impliziert (Nayak, Kulkarni et al. 2013).

Die verminderte Fluoreszenz nach Inkubation mit hoheren Bortezomibkonzentrationen
weist auf eine gestorte Mitochondrienfunktion hin. Es ist auch bekannt, dass die
beiden durch hohe Dosen Bortezomib gehemmten Proteinkinasen ERK1/2 und
Akt/PKB (vgl. 4.3) eine wesentliche Rolle in der Regulation der Gber Mitochondrien
induzierten Apoptose spielen. Die beiden Kinasen phosphorylieren pro-apoptotische
Proteine, unter anderem das BAD-Protein (BCL-XL/BCL-2 Associated Death Promotor).
Dies fuhrt dazu, dass phosphorylierte BAD-Proteine von den Poren-Proteinen, BCL-XL
und BCL-2, fernbleiben oder durch das Proteasom-System zerstort werden (Kennedy,
Kandel et al. 1999, Cook, Stuart et al. 2017). Die Bortezomib induzierte-Hemmung von

ERK1/2 und Akt/PKB vermindert in der Folge offensichtlich die Phosphorylierung von
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BAD-Proteinen, und erlaubt der nicht-phosphorylierten Form der BAD-Proteine die
Bindung an BCL-XL und BCL-2. Diese Bindung fiihrt zur Offnung der Poren in der
dulReren Membran der Mitochondrien, gefolgt von einer mitochondrialen Schwellung,
Reduzierung des Membranpotenzials und der Freisetzung von Cytochrom C. Das
Letztere |6st unwiderruflich eine Apoptose aus (Kennedy, Kandel et al. 1999, Cook,

Stuart et al. 2017, Urbani, Prosdocimi et al. 2020).

4.2 Aggregationsfihigkeit humaner Thrombozyten unter Proteasomhemmung

In vorangegangenen Projekten wurde die Wirkung von Bortezomib auf die
Aggregation, als eine der wichtigsten physiologischen Funktionen von Thrombozyten,
in PRP untersucht (Koessler, Etzel et al. 2016). Nachdem das umgebende Milieu
wesentlichen Einfluss auf die Thrombozytenreaktivitat haben kann (Koessler, Niklaus
et al. 2019), ist es von groRer Bedeutung Aggregationsstudien auch mit WP
durchzufiihren. Eine potente Aktivierung von Thrombozyten initiilert eine
Formveranderung, shape change genannt, und eine nachfolgende
Konformationsanderung des Fibrinogenrezeptors auf der Thrombozytenoberflache,
was final in der irreversiblen Thrombozytenaggregation endet (Shattil, Hoxie et al.
1985). Die Aggregationsfahigkeit wurde mit den Induktoren Kollagen oder TRAP-6, in
Konzentrationen durchgefiihrt, die erwartungsgemaR in WP zu einer stabilen
Aggregation flihren. Bortezomib beeinflusste, selbst in den mutmaRlich toxischen
Konzentrationen von (iber 100 uM, die irreversible Aggregation nicht und fiihrte auch
nicht zu einer spontanen Induktion der Aggregation, konkordant zu den friheren
Ergebnissen mit PRP (Koessler, Etzel et al. 2016). Diese Resultate implizieren, dass ein
aktives Proteasomsystem offenbar keine zwingende Voraussetzung fiir die Auslésung
einer Aggregation durch die potenten Induktoren Kollagen oder TRAP-6 von

Thrombozyten ist.

In  einer nachfolgenden Untersuchung wurden langerfristige Effekte der

Proteasomhemmung durch eine Inkubation von 24 Stunden evaluiert (Klingler, Niklaus

et al. 2021). Interessanterweise ergab die verlangerte Inkubation der

Proteasomhemmung eine Verstirkung der Aggregation mit den verwendeten

Agonisten, mit 1,5 - 5,0 ug/ml Kollagen, 18,75 - 28,75 ng/ml Convulxin und 562,5 -
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937,5 ug/ml Ristocetin (Klingler, Niklaus et al. 2021). Ebenso konnte gezeigt werden,
dass es unter der langeren Inkubation mit Bortezomib zu einer erhéhten Adhasion an
einer mit Agonisten-beschichteten Oberflaiche kommt. Eine mégliche Erklarung hierflr
ware, dass eine Proteasomhemmung in Thrombozyten zur Hemmung der
inhibitorischen Signale fuhrt. Es konnte wunter anderem eine reduzierte
Fibrinogenbindung vermittelt durch DEA/NO (Diethylamine
nonoate/Stickstoffmonooxid) gezeigt werden (Koessler, Schuepferling et al. 2019,
Klingler, Niklaus et al. 2021). Es muss jedoch bedacht werden, dass funktionale Effekte
von geringgradig verminderten inhibitorischen Signalwegen durch starke
Thrombozytenaktivierung, beispielsweise mit 10 puM TRAP-6, wie in den hier

durchgefihrten Experimenten verwendet, kaschiert werden.

Die Auswirkung einer Proteasomhemmung auf die Thrombozytenaggregation war
bereits Gegenstand friherer Studien, welche mit diversen Thrombozytenproben
(Vollblut, PRP oder WP) und verschiedenen Aktivatoren in variablen Konzentrationen
zu teils kontroversen Ergebnissen fiihrten (Uberblick in Tab. 4). Gupta et al.
untersuchten den Einfluss von Bortezomib auf die Thrombin-induzierte
Thrombozytenaggregation. Bei geringen Thrombinkonzentrationen zeigte sich eine
Hemmung der Thrombozytenaggregation. Bei hohen Thrombinkonzentrationen blieb
die Aggregation unbeeinflusst, konkordant zu dieser Arbeit. Dies ldsst sich durch die
verschiedenen  Signalwege  erklaren, die in  Abhadngigkeit von  der
Thrombinkonzentration eine entscheidende Rolle spielen. In geringen Konzentrationen
erfolgt die Induktion der Aggregation durch Thrombin tGiberwiegend durch den GPIb-IX-
V Rezeptorkomplex, indem dieser herunterreguliert wird. Bortezomib jedoch
stabilisiert diesen an der Thrombozytenoberflache. Bei hohen
Thrombinkonzentrationen wird die Aggregation via PAR1 vermittelt, der auch als
Rezeptor von TRAP-6 dient. Bortezomib beeinflusst die Aggregation tGber PAR1 nicht,

Ubereinstimmend mit den eigenen erhobenen Ergebnissen (Gupta, Li et al. 2014).
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Tab. 4 Ubersicht iiber Studien zur Aggregationsféhigkeit unter Proteasomhemmung
Bortezomib (BO), Tage (d), Stunden (h), Minuten (min), platelet rich plasma (PRP), washed platelets (WP)

Proteasominhibitor | Dosierung des Aggregation Art und Ursprung Quelle
Form der Thrombozyten- unter Thrombozytenprobe
Verabreichung aktivators Proteasom-
(Inkubationszeit) inhibition
BO in vitro (1 h) 5 pg/ml Kollagen Unverdndert WP - human - gesund | Diese Arbeit
10 uM TRAP-6 Unverandert
BO in vitro (24 h) 1,5-5,0 pg/ml Verstarkt Vollblut - human - (Klingler, Niklaus
Kollagen gesund et al. 2021)
BO (50 nM, 100 0,5-1 pg/ml Gehemmt PRP und WP - human | (Colberg,
nM) oder MG132 Kollagen - gesund Cammann et al.
10 uM in vitro (1 h 2021
uMin vitro (1 h) 10 uM TRAP-6 Gehemmt PRP- human - gesund )
BO in vitro (2 h) 3 pug/ml Kollagen Unverdndert PRP - human - (Avcu, Ural et al.
d 2008
1 U/l Thrombin Unverandert gesun )
Epoxomicin in vitro | 1,2 ug/ml Gehemmt PRP - human - (Grundler, Rotter
(15 min) Kollagen gesund et al. 2016)
PSl in vitro (15, 30, 5 ug/ml Kollagen Unverandert Vollblut - Ratten - (Ostrowska,
60 min) gesund bzw. mit Wojtukiewicz et
renovaskularer al. 2004)
Hypertension (2K1C)
PSl in vivo (10 min) | 5 ug/ml Kollagen Gehemmt Vollblut - Ratten mit (Ostrowska,
renovaskularer Wojtukiewicz et
Hypertension (2K1C) | al. 2004)
BO invivo (4, 7, 2 ug/ml Kollagen Gehemmt PRP - human - (Rupa-Matysek,
10d) Myelom-patienten/- | Gil et al. 2014)
innen
BOinvivo (1, 4 d) 10 pg/ml Kollagen | Gehemmt PRP - human - (zangari,
Myelom-patienten/- | Guerrero et al.
innen 2008)
BO in vitro (30 min) | 0,025 U Thrombin | Gehemmt WP - human- gesund | (Gupta, Li et al.
2014
0,1 U Thrombin Unverandert )
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Avcu et al. zeigten im Rahmen einer in vitro Studie, dass Bortezomib in niedrigen pM-
Konzentrationen, analog zu den prasentierten Daten, keine Auswirkung auf die
induzierte Lichttransmissions-Aggregometrie aufweist. Lediglich bei
Bortezomibkonzentrationen von 20 oder 40 uM kam es unter dem schwachen
Induktor 5 uM ADP zur Einschrankung der Aggregierbarkeit. Die durch 1 U/ml
Thrombin bzw. 3 pg/ml Kollagen induzierte Aggregation wurde, konkordant zu den
Ergebnissen dieser Studie, nicht gehemmt (vgl.Tab. 4). Jedoch verminderte
Bortezomib in allen verwendeten Dosierungen ab 2,5 uM die ATP-Freisetzung unter

Kollagenstimulation (Avcu, Ural et al. 2008).

Colberg et al. konnten eine verminderte Thrombozytenaggregation sowohl in WP als
auch in PRP unter Proteasomhemmung mit 50 bzw. 100 nM Bortezomib mit niedrig
dosiertem Kollagen (0,5 - 1 uM) nachweisen (vgl. Tab. 4) (Colberg, Cammann et al.
2021). In unserer Studie waren beim Einsatz von hohen Kollagendosen (5 ug/ml) die
Thrombozytenaggregation unter den gleichen Bortezomibdosen in WP unverandert.
Ein moglicher Erklarungsansatz fiir die unterschiedlichen Ergebnisse bei verschiedenen
Kollagendosierungen ist, dass intrazellular je nach Dosierung andere Signalwege zur
Aggregation fuhren. Niedrige Kollagendosierungen fiihren via p38 MAP Kinase-TXA;
und ERK2 zur Aggregation, wohingegen hohe Dosen Kollagen via P2Y1;- und TXA;-ERK-
Signalwegen und unabhdngig von p38 MAP Kinase die Aggregation induzieren
(vgl. 1.1.4.1) (Saklatvala, Rawlinson et al. 1996, Oury, Toth-Zsamboki et al. 2002, Toth-
Zsamboki, Oury et al. 2003).

Eine Vorstudie von Zangari et al. ergab einen signifikanten Abfall der Aggregation ex
vivo, sowohl durch 10 uM ADP als auch durch 10 pg/ml Kollagen induziert, einen Tag
nach einer Bortezomibinfusion, die Patienten/-innen mit refraktirem Multiplem
Myelom als Singletherapeutikum erhielten (vgl. Tab. 4) (Zangari, Guerrero et al. 2008).
Vergleichbare Ergebnisse zeigte eine prospektive Studie mit Myelompatienten/-innen
von Rupa-Matysek et al., welche die Wirkung von Bortezomibgaben auf die
Lichttransmissions-Aggregometrie ex vivo unter Verwendung von 5uM ADP,

1,25 mg/ml Ristocetin und 2 pug/ml Kollagen als Induktoren untersucht. Dabei wurde
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im Rahmen eines wiederholten Therapiezyklus eine leichte Abschwachung der
Aggregation nachgewiesen, nicht aber bei einer Kombinationstherapie von Bortezomib
mit Thalidomid (vgl. Tab. 4). Eine Hemmung der Aggregation, induziert mit 2 pug/ml
Kollagen, wurde dabei von initial circa 60 % auf 45 % nach 11 Tagen angegeben (Rupa-
Matysek, Gil et al. 2014). Bei der Therapie des Multiplen Myeloms werden bei
wiederholter Gabe von Bortezomib bei der standardmaRigen Dosierung von 1,3 mg/m?
Koérperoberflaiche Plasmakonzentrationen von 232 bis 312 nM (entsprechend 89 bis
120 ng/ml) erreicht (Velcade®Fachinformation). In der hier durchgefiihrten in vitro

Studie lieB sich im nM-Bereich keine Beeinflussung der Aggregation erkennen.

Ergdnzend hierzu gibt es eine tierexperimentelle Studie durchgefiihrt von Ostrowska et
al., die sowohl in vivo als auch in vitro Gaben des Proteasominhibitors PSI| untersucht
(Ostrowska, Wojtukiewicz et al. 2004). Das den mit PSI behandelten Ratten
entnommene Blut zeigte auch eine verminderte Kollagen-induzierte Aggregation,
obwohl keine signifikante Hemmung der 20S Proteasomaktivitdit nachgewiesen
werden konnte. Wurden jedoch Thrombozyten dieser Ratten in vitro mit PSI
behandelt, wurde die 20S Proteasomaktivitdt gehemmt, aber die durch Kollagen
induzierte Aggregation blieb unbeeinflusst, in Ubereinstimmung mit den in vitro
Ergebnissen dieser Studie (vgl. Tab. 4). Klinisch interessant ist, dass sich die
Thrombusformation in Ratten mit renovaskuldrer Hypertension mit PSI hemmen liel3.

(Ostrowska, Wojtukiewicz et al. 2004).

Es ist aber zu beachten, dass die Studien von Rupa-Matysek et al., Colberg et al. und
Grundler mit PRP und weniger potenten Induktorkonzentrationen durchgefiihrt
wurden. AulBerdem zeigte sich eine relativ starke Streuung der interindividuellen
Aggregationswerte und Unterschiede, die eher schwach ausgepragt waren.
Insbesondere die Art der Thrombozytenprobe scheint zu unterschiedlichen
Ergebnissen zu fihren. Eine mogliche Erklarung hierflr liefert die kdirzlich
durchgefihrte Studie von Ghansah et al. zur Evaluation des Einflusses von Bortezomib
auf unterschiedliche Thrombozytenproben (PRP und gel-filtrierte Thrombozyten). Sie
konnten einen prokoagulatorischen Thrombozytenphanotyp, durch mitochondriale

Membrandepolarisation, Phosphatidylserin-Expression und erhohte
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Thrombinproduktion, in Proben ohne Plasmaproteine ausmachen. Bereits kleine
Mengen Humanalbumin waren in der Lage diese Effekte von Bortezomib
abzuschwéachen (Ghansah, Debreceni et al. 2021). Es ist bekannt, dass Bortezomib in
therapeutischen Konzentrationen zu circa 80 % an humanen Plasmaproteinen
gebunden ist, somit scheint das die Thrombozyten umgebende Milieu einen
entscheidenden Einfluss auf die Wirkung von Bortezomib auf Thrombozyten zu haben
(Velcade®Fachinformation). Darlber hinaus kdonnen bei multimodal behandelten
Patientengruppen krankheitsbedingte und begleitmedikamentos-bedingte Effekte auf
die Thrombozytenfunktion nie komplett ausgeschlossen werden. Denkbar sind dariber
hinaus indirekte Stérungen der Thrombozytenintegritat, die in vivo liber eine Stérung
des Endothels oder der Megakaryozytenfunktion vermittelt werden kénnen (Rupa-

Matysek, Gil et al. 2014).

4.3 Keine wesentliche Beeinflussung der aktivierenden Signalwege durch die
Proteasomhemmung

Thrombozyten kénnen Uber zahlreiche Rezeptorsysteme und Signalwege stimuliert
werden (Adam, Kauskot et al. 2008, Senis, Mazharian et al. 2014, Gurbel, Kuliopulos et
al. 2015). Aufgrund gegenregulatorischer Mechanismen fiihrt nicht jede Stimulation
zwangslaufig zu einer Aggregation. Daher war es besonders wichtig, zusatzlich zu den
Aggregationsstudien, den dosisabhangigen Einfluss von Bortezomib auf aktivierende

Signalwege zu analysieren.

Die Zunahme der Phosphorylierung von p38 MAP Kinase an Threonin®® und Tyrosin'?,
der ERK1/2 an Threonin?®? und Tyrosin?®* und der Akt/PKB an Serin*’3 nach Stimulation
mit Kollagen oder TRAP-6 bestatigt, wie bereits in diversen anderen Studien
beschrieben, die Beteiligung dieser Kinasen in den aktivierenden Signalwegen der
Thrombozyten (Kramer, Roberts et al. 1995, Barry and Gibbins 2002, Toth-Zsamboki,
Oury et al. 2003, Mazharian, Roger et al. 2007, Adam, Kauskot et al. 2008)

Bortezomib war in Konzentrationen, die das Proteasomsystem komplett hemmen,
nicht in der Lage das basale oder das durch Kollagen bzw. TRAP-6 induzierte Niveau

der p38 MAP Kinase-Phosphorylierung zu verandern. Dies impliziert, dass die
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Aktivierung des p38 MAP Kinase Signalwegs in den Thrombozyten unabhdngig vom

Grad der Proteasom-Aktivitat gesteuert wird.

In Zellkulturen von humanen Tenon's Fibroblasten zeigte sich auch keinen Einfluss von
5 uM Bortezomib auf die Phosphorylierung der p38 MAP Kinase (Chung, Moon et al.
2010). Interessanterweise triggerte Bortezomib dagegen die Phosphorylierung der
p38 MAP Kinase in einigen zellkernhaltigen Zellen, wie beispielsweise in Myelom-
Zelllinien (Zhou, Fang et al. 2013), in Plattenepithelkarzinomzellen des Osophagus
(Lioni, Noma et al. 2008) und in der humanen leukdmischen Zelllinie K562 (Yu,

Rahmani et al. 2003).

Die Proteasomhemmung verdnderte die basale Phosphorylierung der ERK1/2 nicht,
vergleichbar mit der p38 MAP Kinase. Unter Stimulation durch Kollagen oder TRAP-6
zeigten sich nun bei sehr hohen Bortezomibkonzentrationen von 100 uM oder mehr
ein leichter Abfall der Phosphorylierung der ERK1/2. In der Literatur werden variable
Effekte der Proteasomhemmung auf Phospho-ERK1/2 fiir verschiedene Zelltypen
beschrieben. Beispielsweise hatte Bortezomib keinen Einfluss auf die basalen Level in
der humanen leukdamischen Zelllinie K562 (Yu, Rahmani et al. 2003) und in humanen
Zellkulturen von Tenon's Fibroblasten (Chung, Moon et al. 2010). Aber es steigerte die

Phosphorylierung wiederum in Myelomzellen (Zhou, Fang et al. 2013).

Analog zu ERK1/2 hatten nur 100 uM und 200 uM Bortezomib das Potential den Grad
der Phosphorylierung von Akt/PKB in aktivierten Thrombozyten zu reduzieren. Im
Vergleich dazu senkte Bortezomib in Zellen des hepatozelluldren Karzinoms die basale
Akt/PKB-Phosphorylierung zeit- und dosisabhangig (Yu, Hou et al. 2013). In humanen
Zellkulturen von Tenon's Fibroblasten erniedrigte Bortezomib die durch den
transforming growth factor [ induzierte Phosphorylierung, aber nicht die basalen Level
von Akt/PKB (Chung, Moon et al. 2010). Insbesondere fir die Aktivierung von Akt/PKB
ist bekannt, dass diese direkt mit Prozessen verkniipft ist, die essenziell fliir den
Zellmetabolismus und fir die Zellviabilitat sind (Edinger and Thompson 2002, Song,
Ouyang et al. 2005). Daher unterstreicht der Befund der herabgesetzten Akt/PKB-
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Phosphorylierung bei supramaximalen Bortezomibkonzentrationen die verminderte

thrombozytare Viabilitat (vgl. 4.1).

Neben den hier betrachteten, klassischen aktivierenden Signalwegen wie ERK1/2 und
Akt/PKB wurde in einer anderen Studie von Grundler et al. der Einfluss der
Proteasomaktivitdit auf den NFkB-Signalweg analysiert. Der Proteasominhibitor
Epoxomicin war in der Lage, die Kollagen-induzierte Aggregation in PRP partiell zu
vermindern (vgl. Tab. 4). Die Proteasominhibition verringerte dabei die Spaltung von
NFkB-Inhibitor o (IkBa) und somit die NFkB-Aktivitdt in Kollagen-stimulierten
Thrombozyten. In der Studie bleibt allerdings unklar, wie die ausgewahlten
Epoxomicinkonzentrationen (1-10 uM) im Hinblick auf ihre Spezifitat fur die

Proteasomhemmung zu bewerten sind (Grundler, Rotter et al. 2016).

Insgesamt erscheint, dhnlich wie die Aggregation, auch die Stimulierbarkeit von
wesentlichen  aktivierenden  Signalwegen in  Thrombozyten durch die
Proteasomhemmung nicht beeinflusst zu sein. Aktivierende Signalwege haben
vermutlich in zellkernhaltigen, schnell wachsenden Zellen, wie z.B. Tumorzellen, eine
andere Rolle als in zellkernlosen, sich nicht teilenden Thrombozyten. Zusatzlich scheint
das Proteasomsystem abhdngig vom Zelltyp spezifisch in intrazelluldre und

metabolische Prozesse involviert zu sein (vgl. Abb. 15).
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Abb. 15 Schematische Darstellung der Zusammenfassung dieser Arbeit

Hohe Bortezomibkonzentrationen (100 uM und 200 uM) fiihren zu einer reduzierten Viabilitét von
humanen Thrombozyten sowie zu einer Hemmung der aktivierenden Signalwege, stimuliert durch
Kollagen oder TRAP-6, via ERK1/2 und Akt/PKB, welche wiederum durch die Regulierung des
mitochondrialen Membranpotentials Einfluss auf die Viabilitét nehmen. Der Signalweg via p38 MAP
Kinase bleibt auch bei hohen Bortezomibkonzentrationen unbeeinflusst. Created with BioRender. Lizenz
liegt vor.

Proteinkinase B (Akt/PKB), Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK), Mol (M), Mitogen-aktiviertes
Protein (MAP), Thrombin Receptor-Activating Peptide (TRAP);

4.4 Hamostaseologische Wirkung der Proteasominhibition

Die Ergebnisse, der hier durchgefiihrten in vitro Studie, missen nicht zwingend die
pharmakologische in vivo Wirkung widerspiegeln. Ein Grund hierflir ist, dass
Thrombozyten (iber andere Blutzellen und Uber das Endothel, die durch die
Proteasomhemmung verandert werden, indirekt in ihrer Funktion beeinflusst werden
konnen. Den aktivierenden Signalwegen und der Aggregation stehen dabei
inhibitorische Gegenregulationsmechanismen gegenuber, die fir die
Thrombozytenintegritat in vivo sehr bedeutsam sind (Smolenski 2012). Bisherige
Untersuchungen der inhibitorischen Signalwege unter Proteasomhemmung in vivo
konnten kein eindeutigen Effekt von Bortezomib auf das vendse Thromboserisiko
nachweisen. Konkordant zur hoheren Thrombozytenaktivitdt in vitro gibt es in
Einzelfdllen einige Hinweise auf eine mogliche erhdhte Inzidenz von arteriellen
kardiovaskuldren Ereignissen und ischamischen Herzinfarkten (Hassan, Palaskas et al.

2018), wenn gleich umfassende, abschliefRende Daten fehlen. Unter anderem waren
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allerdings Patienten/-innen mit entsprechenden Risikoprofilen in den groRen

klinischen Studien mit Bortezomib ausgeschlossen.

Bei der Therapie mit dem neueren Proteasominhibitor Carfilzomib, mit starkerer
selektiver Hemmung der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitat, traten anders als bei
Bortezomib vermehrt Myokardinfarkte auf (Stewart, Rajkumar et al. 2015, Laubach,
Moslehi et al. 2017). Weitere Studien, die den Einfluss von Carfilzomib oder anderen
neuen Proteasominhibitoren auf die Thrombozytenfunktion untersuchen, waren daher

von besonderem Interesse.

4.5 Methodische Herausforderungen und Einschrankungen

Mit der Durchfihrung dieser Studie waren auch methodische und experimentelle
Herausforderungen verbunden. Fiir die Inkubationszeit mit Bortezomib wurde eine
Dauer von 60 Minuten ausgewahlt, da proteasomabhéangige Prozesse mutmalilich
langsam und protrahiert ablaufen. Die experimentelle Herangehensweise orientierte
sich dabei an Vorstudien, die valide und reproduzierbare Ergebnisse bei
Untersuchungen  zur  Proteasomaktivitat  und Polyubiquitinierung  unter
Bortezomibinkubation gezeigt hatten (Koessler, Etzel et al. 2016). In anderen
Aggregationsstudien wurden Effekte auch nach Inkubationszeiten von 60 oder

120 Minuten nachgewiesen (Avcu, Ural et al. 2008).

Das Waschen der Thrombozyten selbst ist ein kritischer Prozess, verbunden mit dem
Risiko einer funktionellen Beeintrachtigung oder einer Praaktivierung der
Thrombozyten. Allerdings war es, insbesondere fiir die Analyse von Signalwegen
mittels Western Blot-Analyse notwendig, mégliche Stoérfaktoren aus dem Plasma zu
minimieren. Im Vergleich zu frisch pradparierten Proben zeigten sich in den
Kontrollansdtzen stets auch nach 60-minitiger Inkubation, sowohl bei den
Aggregationsstudien wie auch bei der Analyse der Signalwege, keine Anderung der
Wertelagen, sodass von zuverlassigen Ergebnissen auszugehen ist. Dabei wurden bei
den  Aggregationsmessungen  Werte erreicht, wie sie bei normaler

Thrombozytenfunktion zu erwarten sind.
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4.6 Ausblick

In dieser in vitro Studie mit einstlindiger Inkubationszeit konnten wir keinen
wesentlichen Einfluss von Bortezomib auf die Aktivierung und Aggregation von WP
Uber klassische Induktionswege feststellen, sofern Bortezomib in nM-Konzentrationen,
die bereits zu einer vollstandigen Proteasomhemmung fiihren (Koessler, Etzel et al.
2016), eingesetzt wird. Supramaximale Konzentrationen von Bortezomib im
hoheren uM-Bereich fiihren dagegen zur unspezifischen Beeintrachtigung des
Resazurin-abhdngigen Metabolismus in Thrombozyten. Diese Dosis-Wirkungs-
Verhaltnisse sind fir die experimentelle Forschung mit Thrombozyten zur weiteren

Aufklarung der Proteasomfunktion sehr relevant.

In einer erganzenden Studie wurde zeitverzogerte Prozesse der Proteasomhemmung
in Thrombozyten durch eine eintédgige Inkubationszeit von Vollblut mit Bortezomib
evaluiert (Klingler, Niklaus et al. 2021). Hierbei konnte gezeigt werden, dass die ADP-
vermittelte Aggregation sowie die Expression und Aktivitat der purinergen Rezeptoren

P2Y1, P2Y12 und P2X1 unverdndert bleibt.

Neben den aktivierenden Signalwegen wird die Thrombozytenintegritat auch lber
inhibitorische Signalwege reguliert (Smolenski 2012). Hierzu konnten Klingler et al.
zeigen, dass trotz unverdnderter GPlb Rezeptor Expression auf den Thrombozyten,
Thrombozyten unter der langfristigen Proteasomhemmung von 24 Stunden eine
verstarkte Adhdsion auf mit Agonisten-beschichteten Oberflaichen aufweisen (Klingler,
Niklaus et al. 2021). Ebenso wurden inhibitorische Signalwege u.a. die vasodilator-
stimulated phospho-protein (VASP)-Phosphorylierung und die NO-induzierte Inhibition
von Fibrinogen leicht reduziert. Diese Ergebnisse unterstiitzen wiederum die
Untersuchungen von Koessler et al., welche daraufhin deuten, dass die cGMP-
(cyclisches Guanosinmonophosphat) oder cAMP-abhangigen (cyclisches
Adenosinmonophosphat) Signalwege auch bereits durch kiirzere Proteasomhemmung
attenuiert werden und die Reaktivitit von Thrombozyten gegeniiber NO oder
Prostaglandinen abgeschwacht wird (Koessler, Schuepferling et al. 2019). Diese
Botenstoffe spielen aber gerade im Zusammenspiel der Thrombozyten mit dem

Endothel eine besondere Rolle. Eine Storung der Thrombozytenregulierung durch
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Bortezomib konnte dabei auch zur Triggerung von kardiovaskuldren Ereignissen
beitragen. In weitere Studien sollten daher auch die neueren Proteasominhibitoren,
beispielsweise Carfilzomib, die z.T. ein andere Wirkspezifitit gegeniliber den

Proteasom-Untereinheiten aufweisen, einbezogen werden (Beck, Dubiella et al. 2012).

Wie unter 1.1.3 und 1.2.3 beschrieben, spielen sowohl Thrombozyten aus auch das
UPS eine Rolle im Rahmen von Inflammation und Infektion. Bislang wird ein
Zusammenhang des Proteasomsystems mit der Expression von MHC-Klasse I-
Molekiilen an der Thrombozytenoberflache vermutet. Welche genaue Rolle das
Proteasomsystem von Thrombozyten bei inflammatorischen Reaktionen spielt, ist
bislang weitestgehend unerforscht (Trugilho, Hottz et al. 2017, Colberg, Cammann et

al. 2020).

Ein anderer Ansatz ergibt sich auch fir die Transfusionsmedizin. Die Lagerung von
Thrombozytenkonzentraten fihrt zum Abbau von funktionell relevanten Proteinen,
wie z.B. fir die Abnahme der Phosphodiesterase 5A-Aktivitat gezeigt (Kobsar, Putz et
al. 2014). Damit gehen funktionelle Defizite der Thrombozyten einher, als storage
lesion bezeichnet. Eine Studie von Colberg et al. konnte eine gleichbleibende
Expression von allen katalytischen Untereinheiten des Standard- und des
Immunoproteasoms in Thrombozytenkonzentraten wahrend einer Lagerung von
sieben Tagen nachweisen. Ebenso zeigte sich die Proteasomaktivitat an Tag eins und
sieben der Lagerung unverandert (Colberg, Cammann et al. 2021). Figt man
Bortezomib zum Thrombozytenkonzentrat hinzu, so blieb die Ubiquitinierung von
Proteinen nach 24 Stunden konstant. Colberg et al. vermuten, dass alternative
Degenerationswege als Kompensationsmechanismus aktiviert werden (Colberg,
Cammann et al. 2021). Auch wenn sich Fragen nach Toxizitdt und Praktikabilitat
stellen, konnten sich durch einen Proteasomhemmstoff als Additivum in
Thrombozytenkonzentraten moglicherweise proteindegenerative Prozesse durch das
UPS bei gleichzeitiger Erhaltung der Thrombozytenfunktion unterdriicken lassen. Wie
Colberg et al. gezeigt haben, lassen sich auf diese Weise auch Langzeitwirkungen der
Proteasomhemmung in Thrombozyten weiter untersuchen, da

Thrombozytenkonzentrate liber eine Zeitdauer von mehreren Tagen gelagert werden.
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5 Zusammenfassung

Bortezomib, ein selektiver und potenter Proteasominhibitor, wird experimentell in der
Tumorzellforschung sowie therapeutisch in der Therapie des Multiplen Myeloms
eingesetzt. Die Wirkung auf die Thrombozytenfunktion war bislang unzureichend
untersucht. Daher evaluiert diese Studie die dosisabhangige Wirkung von Bortezomib
auf die Viabilitdt, die Aggregation von gewaschenen Thrombozyten und auf

aktivierende Signalwege in gewaschenen Thrombozyten.

Die Thrombozytenviabilitdit war bei hohen Bortezomibkonzentrationen von 100 -
200 uM vermindert. Passend dazu verminderten 100 - 200 uM Bortezomib die
Phosphorylierung der ERK1/2 und der Akt/PKB in humanen Thrombozyten. Im
Gegensatz dazu hatten diese hohen Bortezomibkonzentrationen keinen Einfluss auf
das Niveau der p38 MAP Kinase-Phosphorylierung in aktivierten Thrombozyten. Die
Thrombozytenaggregation, induziert durch hohe Konzentrationen von Kollagen oder

TRAP-6, blieb unter 0,1 nM - 200 uM Bortezomib unverandert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Bortezomib weder die essenziellen,
aktivierenden Signalwege noch die Initialisierung der Aggregation relevant beeinflusst.
Das zeigt, dass diese Prozesse in Thrombozyten nicht abhangig von der
Proteasomaktivitdt sind. Supramaximale Inhibierung des Proteasomsystems mit
Bortezomibkonzentrationen von 100 uM oder mehr fiihren moglicherweise zu
veranderter Thrombozytenreaktionsfahigkeit, welche unter Umstanden durch
unspezifische und potenziell toxische Effekte mit erniedrigter Zellviabilitat verursacht

werden (vgl. Abb. 15).
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