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1. Einleitung
1.1 Atherosklerose und Thrombozyten

Atherosklerose und damit assoziierte Folgeerkrankungen zéhlen zu den fiihrenden Ur-
sachen fiir Morbiditidt und Mortalitit in der industrialisierten Welt!'!. Die Entstehung
und das Fortschreiten der Erkrankung, die sich z.B. als Herzinfarkt an den Koronararte-
rien oder als Schlaganfall an den hirnversorgenden Gefdflen manifestiert, werden durch
verschiedene systemische Risikofaktoren begiinstigt. So wirken sich Bluthochdruck,
Hyperlipiddmie, Tabakkonsum, Adipositas und Diabetes mellitus ungiinstig auf das
Fortschreiten der Krankheit aus!). Der Pathogenese liegen ein gestorter Lipidstoffwech-
sel mit Ansammlungen von Lipoproteinen in der Arterienwand sowie eine chronische
Entziindungsreaktion mit Fehlregulation des Immunsystems zugrunde. Die Entziin-
dungsreaktion entwickelt sich auf dem Boden endothelialer Dysfunktion und in Berei-
chen mit gestorter Durchblutung™. Dabei kristallisierte sich in den letzten Jahren eine

(4, 5]

entscheidende Rolle fiir Thrombozyten in der Pathogenese von Atherosklerose So-

wie der Entstehung inflammatorischer Erkrankungen heraus'® .

Thrombozyten sind kernlose Zellen mit einem Durchmesser von 1-3pm. Nach der Bil-
dung durch Abschniirung aus Megakaryozyten des Knochenmarks zirkulieren sie ca. 7
Tage im Blut, bevor sie v.a. in der Milz durch Phagozytose abgebaut werden'®. Thre
physiologische Aufgabe besteht in der Einleitung der Hamostase, ein Vorgang, der die
Blutung nach GefiBverletzungen stoppt. Uber die geschidigte Endothelzellbarriere
kommt es zum Freiliegen subendothelialer extrazelluldrer Matrix (EZM). Deren Kom-
ponenten, unter anderem Laminin, Fibronectin, Kollagen und von Willebrand Faktor,
interagieren mit entsprechenden Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfliche und fiih-
ren dadurch zur Adhdsion und Aktivierung. Neben Integrinen spielen auch thrombozyté-
re Glykoproteine, die als Adhésionsrezeptoren fungieren, eine entscheidende Rolle™. So
vermittelt Kollagen seine Wirkung tiber GP VI und Integrin a,f3;, vWF tiber GPIb-V-I1X,
Fibronectin bindet an das Integrin osB;, Laminin an Integrin o¢f;!'*'?. Der Komplex
GPIIb/IIa auf aktivierten Thrombozyten gibt Bindestellen fiir 16sliches Fibrinogen frei
und ermoglicht dadurch die Briickenbildung zwischen zwei Blutplittchen, ein unerldss-

licher Schritt fiir die primire Aggregation’”’.
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Abb. 1: Vorginge wihrend der Adhésion und Aktivierung am defekten Endothel mit freiliegender EZM.
Schematisch dargestellt sind wichtige Liganden und Rezeptoren. Unter Flussbedingungen werden die

Thrombozyten durch Interaktion mit GPIb-V-IX ,gefangen®, die feste Adhdsion wird durch GPVI und

die Integrine asf; und a,f; vermittelt. Modifiziert nach Jackson, S.p

Infolge des Kontakts mit der GefaBwand dndern Thrombozyten ihre typische diskoide
Form und bilden Pseudopodien aus (shape change). Dariliber hinaus sezernieren sie In-
haltsstoffe aus ihren Speichergranula, u.a. ADP und Thromboxan A,. Zudem werden
weitere 10sliche Agonisten, wie der Gerinnungsfaktor Ila und Thrombin, aus geschédig-
ten Endothelzellen freigesetzt!”. Sie fithren autokrin zu einer Verstirkung der Aktivie-
rung und weiterer Anreicherung von Thrombozyten. Die anschlieBende Aggregation der
Plattchen unter Ausbildung von Fibrinogenbriicken fiihrt zur Bildung eines stabilen
Thrombus und trdagt zum Verschluss des Endotheldefektes bei. Den genannten 16slichen
Substanzen ist gemeinsam, dass sie ihre Wirkung iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
vermitteln!'"". Diese sind heptahelikal in der Zellwand verankert und auf zytoplasmati-
scher Seite an G-Proteine gekoppelt. Die heterotrimeren G-Proteine bestehen aus einer
a- und einer Py-Untereinheit. Sie erfahren nach der Aktivierung des Rezeptors eine
Konformationsdnderung und kénnen dadurch unterschiedliche Effektoren regulieren. Es
existieren drei Subfamilien, Gs-Proteine mit cAMP abhédngigen Reaktionen, Gj-Proteine
als inhibitorisch wirksame Untergruppe sowie Gg-Proteine, deren Aktivierung an die

Phospholipase C gekoppelt ist.



Thrombozyten interagieren nicht nur mit entziindlich verdnderten Zellen!"”!, sie erfahren
auch eine Aktivierung durch inflammatorische Stimuli und setzen darauthin Zytokine
und Chemokine in ihre Umgebung frei''>'". Diese wiederum greifen in das entziindli-
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che Geschehen ein und erhalten es aufrecht!” '*!. Des Weiteren sezernieren Blutplittchen

Wachstumsfaktoren, wie z.B. PDGF, welche sowohl das Wachstum glatter Muskelzellen
(SMCs) als auch die Angiogenese in atherosklerotischen Plaques fordern!'”.

Die beschriebenen Mechanismen und Vorgdnge am defekten Endothel finden nicht nur
im Rahmen der physiologischen Himostase, sondern auch unter pathophysiologischen
Bedingungen statt. Insbesondere bei kardiovaskuldren Erkrankungen, die mit einem
geschiddigten Endothel bzw. endothelialer Dysfunktion einhergehen, fiihren sie zur
Thrombus- bzw. Plaqueformation'””. Die prothrombotische und proinflammatorische
Funktion und die Tatsache, dass Thrombozyten schon vor dem Manifestwerden der
Atherosklerose die ersten adhérierenden Blutzellen am Gefillendothel sind, unterstrei-
chen ihre wichtige Rolle im Prozess der Atheroskleroseentstehung'® '* *'!. In der Be-
handlung kardiovaskuldrer Erkrankungen, speziell der koronaren Herzkrankheit (KHK),
kommen Thrombozytenhemmer heute daher standardmiBig zum Einsatz**. Thre Wir-
kung entfalten die géingigsten Medikamente iiber Hemmung der thrombozytdren Cyc-
looxygenase COX-1 (ASS), Blockade des P2Y,-Rezeptors (Clopidogrel, Prasugrel,
Ticagrelor), oder als blockierende Antikérper am Glykoproteinkomplex GPIIb/IIla
(Abciximab, Eptifibatide, Tirofiban).

1.2 Fractalkin

Chemokine sind eine gro3e Gruppe niedermolekularer Proteine. IThr Name leitet sich ab
von ihrer Figenschaft, Zellen, speziell Leukozyten, zu Orten entziindlicher Aktivitit zu

23- 241 Chemokine vermitteln pleiotrope Effekte, u. a.

dirigieren: Chemotactic cytokines
in den Bereichen Angiogenese, Himatopoiese, Ubertragung von Viruserkrankungen und
Lymphozyten-Transport™>. Zusitzlich zu ihrer Hauptaufgabe, der Inmunabwehr, indu-
zieren viele auch proinflammatorische und proatherosklerotische Effekte!'® > Die
Benennung der Vertreter erfolgt systematisch. Nach der hochkonservierten Anordnung
der beiden Cystein Aminosduren (C) und der zusétzlich zwischen ihnen angeordneten

Aminosduren (X) am N-terminalen Ende des Proteins werden sie in vier Gruppen einge-

teilt (Abb. 2). An das Gruppenkiirzel (C, CC, CXC, CX3C) wird ein R fiir Rezeptor



oder ein L fiir Ligand angehéngt, gefolgt von einer Zahl™”. Die Signaliibertragung er-
folgt iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben Transmembranhelices. Bis heute
sind 50 verschiedene humane Chemokine bekannt. Der einzige Vertreter der zuletzt ent-

deckten Gruppe mit dem CX3C-Motiv ist CX3CL1, auch bekannt als Neurotactin oder

75 G
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Abb. 2: Schematische Struktur der Chemokine mit jeweils typischer Anordnung der beiden Cystein (C)

Aminosiduren am N-Terminus des Proteins; unten: Fractalkin; Kohidai, L; 20088

Die Erstbeschreibung von Fractalkin brachte 1997 neben der Einfiihrung einer neuen
Chemokin-Klasse auch eine strukturelle Neuheit mit sich, da es sich durch den Aufbau
von anderen Chemokinen unterscheidet. Mit einem muzindhnlichen, membranveranker-
ten Proteinstrang, der die Chemokindomaéne tragt, liegt es membrangebunden vor, kann
jedoch durch Proteolyse auch als l6sliches Chemokin freigesetzt werden™?. Neben En-
dothelzellen und glatten Muskelzellen exprimieren im Blut zirkulierende natiirliche Kil-
lerzellen, Monozyten und Makrophagen sowie Leukozyten und Thrombozyten den Re-
zeptor fiir Fractalkin, CX3;CR1, auf ihrer Oberfliche®®*. Die Expression des Chemokins
wird durch entziindungsfordernde Stoffe reguliert und ist gesteigert unter pathologi-
schen Verhiltnissen, so in atherosklerotischen Plaques, bei koronarer Herzkrankheit und

endothelialer Dysfunktion®*>"

. Die membranstindige Form agiert als Adhdsionsmole-
kiil und sorgt als Antwort auf inflammatorische Reize fiir eine vereinfachte Adhésion
und Migration von Zellen, die den Fractalkin-Rezeptor tragen. Dies wurde sowohl unter

statischen Bedingungen als auch bei physiologischen Flussraten im GefaBsystem ge-



zeigt®™®*?1. Schon frith wurde membrangebundenes CX;CL1 mit der erleichterten Adhé-

sion und Migration von Leukozyten in Verbindung gebracht!*’".

l l Fractalkin l l

Anheftung Aktivierung Adhasion Migration % Fractalkine
Selectin Chemokine ¥ Selectin
Integrin © CCLs, CXCLs

Abb. 3: Schematisches Modell der Fractalkin-vermittelten, erleichterten Leukozyten-Migration: Fractal-
kin liegt membrangebunden auf Endothelzellen vor und vermittelt Selectin- und Integrin-unabhingig die
Rekrutierung der Leukozyten; Verstirkung der Integrin-Wirkung durch CX;CR1-Fractalkin-Interaktion

mit nachfolgender Extravasation der Leukozyten; nach Umehara, H., et al.l*l

Fractalkin fiihrt zudem zu einer rezeptorabhéngigen und -unabhidngigen Thrombozyten-
aktivierung, die in vermehrter P-Selectin Expression resultiert!*?): Entziindlich verénder-
te Endothelzellen exprimieren vermehrt CX;CL1, welches Thrombozyten iiber den
Fractalkin-Rezeptor abfiangt und aktiviert. Daraufhin priasentieren die aktivierten Blut-
pléattchen P-Selectin auf der Oberflache, welches entscheidend fiir die initiale Bindung
der Leukozyten unter arteriellen Scherraten ist. Im Folgenden fiihrt diese Interaktion zur
festen Adhdsion und Migration der Leukozyten, die zudem {iber deren eigenen Rezeptor

fiir Fractalkin getriggert wird™>.



1.3 Mfg-e8

Glykoproteine sind Proteine mit einer oder mehreren kovalent gebundenen Kohlehyd-
ratgruppen, die durch co- oder posttranslationale Glykosilierung an das Protein gebun-
den werden. Lactadherin oder milk fat globule EGF Faktor 8 (mfg-ed8) ist ein hauptséch-
lich durch Phagozyten und Endothelzellen sezerniertes Glykoprotein, das in Tier und
Mensch einen leicht unterschiedlichen Aufbau aufweist'* *. Die humane Form des
Proteins besteht aus drei Doménen, einer EGF-dhnlichen Doméne sowie zwei Discoi-

din-Dominen!*!

. 1990 wurde das Glykoprotein erstmalig im Oberflachenepithel von
laktierenden Brustdriisen der Maus beschrieben. Die spitere Benennung in mfg-e8
zeugt sowohl davon, als auch von der Sequenzéihnlichkeit zum epidermalen Wachstums-
faktor (EGF) und zum Gerinnungsfaktor V und VIII'***"). Die Ahnlichkeit mit den Fak-
toren V/VIII bezieht sich auf die C-terminale Doméne. Sie kann an anionische Phos-
pholipide wie Phosphatidylserin (PS) binden. Am N-terminalen Ende findet sich eine
Cystein-reiche EGF Doméne (siche Abb. 4). Diese beinhaltet ein Arginin-Glycin-
Aspartat (RGD)-Motiv, liber welches mit den Integrinen a3 und a,Bs Zelladhédsion und
Signaltransduktion vermittelt werden kann'*” **. Mithilfe des Phosphatidyl-bindenden
C-Terminus trigt Lactadherin zur Clearance apoptotischer Zellen beil** *** *"). Dariiber
hinaus kann mfg-e8 via FV/VIII-Bindungsdoméine auch an Kollagen binden und fordert
so den Umsatz der EZMPY,
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Struktur von mfg-e8. Das humane Glykoprotein besitzt am N-
Terminus eine EGF-Doméne (bzw. zwei bei der bovinen und murinen Form), die eine RGD-Doméne
beinhaltet. Uber diese erfolgt die Kontaktaufnahme mit Makrophagen bzw. deren Integrinen. Die beiden
C-Doménen dhneln in ihrer Sequenz den Gerinnungsfaktoren V und VIII, sie kénnen Phosphatidylserin
(PS) auf Zellen erkennen und daran binden. So kann mfg-e8 als Bindeglied zwischen apoptotischer Zelle

und phagozytierender Zelle seine Hauptaufgabe wahrnehmen: die Beseitigung apoptotischer Zellen als

Opsonin zu verstirken. Modifiziert nach Kusonoki, R.?

Mfg-e8 wird von unterschiedlichen Zelltypen unter anderem in Gehirn, Herz, Niere,
Lunge und Milz exprimiert und erfiillt diverse Aufgaben im Bereich der Zell-Zell-
Interaktion™” ** >, Beispielsweise fordert es die Angiogenese durch VEGF-induzierte
Proliferation in Endothelzellen, reguliert die Migration von Epithelzellen im Darm und
der Brustdriise und erfiillt diverse weitere Rollen in den Bereichen Immunmodulation
und Apoptose®” "1 Pathophysiologisch tritt das Glykoprotein auch in Zusammen-
hang mit Atherosklerose auf, Wirkungen sind vor allem auf das kardiovaskuldre Remo-
deling beschrieben™®. Weiterhin wurde eine antikoagulatorische Wirkung von Lactad-
herin berichtet sowie der mogliche Einsatz zur Phosphatidylserin-Quantifizierung

aufgrund der PS-Bindestelle?”’.



1.4 Ausblick

Interessanterweise wurde eine mogliche Wechselwirkung von Fractalkin und mfg-
e8 beschrieben. So kann die Expression von mfg-e8 in Microglia und Peritone-
almakrophagen von Ratten durch das Chemokin Fractalkin induziert werden'** *.
Dieser Zusammenhang zwischen CX3CL1 und mfg-e8 ist gerade am Gefall wegen
der moglichen Interaktion mit Blutplittchen interessant. Unter Umstinden kann
mfg-e8 dort mit Thrombozyten interagieren.

Ziel dieser Arbeit ist es, zunédchst ndher auf die Bedeutung von Fractalkin und
dessen Signalweg am Thrombozyten einzugehen. Insbesondere soll untersucht
werden, ob P2Y |, und CX;CRI1 intrazelluldr eine dhnliche Signalkaskade aufwei-
sen. Weiterhin sollen erste Versuche mit mfg-e8 Aufschluss iiber dessen bislang
nicht beschriebene Interaktion mit Blutplittchen iiber das RGD-Motiv geben. Die-
se Versuche konnten dann die Grundlage fiir weitere Experimente zum besseren

Verstindnis eines bislang nicht beschriebenen Mechanismus der frithen Athero-

skleroseentstehung darstellen.



2. Material und Methoden

2.1 Puffer und Losungen

ACD-Puffer

Acid-Citrat [3,8 mM], Dextrose [125 mM]

Blocking-Losung

0,1% TBS-Tween mit 5%igem ECL'"-Blocking

Agent (Amersham)

DTT Dithiothreitol [1,25mM]

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N*-2-ethanesulfonsdure
[IM]

Loading Buffer Tris-HCI [187,5mM], pH 6,8, 6%(w/v) SDS,

30%(w/v) Glycerol, 0,03%(w/v) Bromphenol blue

PBS-Puffer, 0,01M

D-Glucose [5,5mmol/1], 0,5% BSA

Sample Buffer

Loading Buffer + DTT

TBS-Tween, 0,1%

Tris-HCI [20 mmol/L], NaCl [150 mmol/L], 0.05%
Tween 20; pH 7.6

Translocation-Puffer

Tris-HCI, 200 mmol/L [pH 6.7]; 15% [vol/vol] glyc-

erol; 6% [wt/vol] sodium dodecyl sulfate

Tyrodes-Puffer 1

NaCl [132mM], KCI [4mM], NaHCO; [11,9mM],
NaH,PO4 [0,36mM], Glucose [10mM]; pH 6,5

Iml PRP/1,5 ml Puffer

Tyrodes-Puffer 2

NaCl [132mM], KCI [4mM], NaHCO; [11,9mM],
NaH,PO4 [0,36mM], Glucose [10mM]; pH 7,4;




2.2 Herstellung gewaschener Thrombozyten aus Vollblut

Die Versuche wurden mit Blut von freiwilligen, gesunden Probanden im Alter
zwischen 22 und 46 Jahren durchgefiihrt. Sie standen zu diesem Zeitpunkt nicht
unter dem Einfluss von Medikamenten, welche die Thrombozytenfunktion beein-
flussen. Die Proben wurden durch Punktion der Vena cubitalis mit einer 21G Na-
del gewonnen. Hierbei wurden die ersten Sml des erhaltenen Blutes verworfen,
um eine spontane Pldttchenaggregation infolge des Kontakts von Gerinnungsfak-
toren mit dem Blut durch die induzierte Gefdverletzung zu verhindern. Zur Ge-
winnung von gewaschenen Thrombozyten wurde das Blut in Monovetten mit

ACD-Puffer im Verhiltnis 1ml Puffer/4ml Blut gesammelt.
2.2.1 Plittchen-reiches Plasma (PRP)

Zunichst wurde durch Zentrifugation (400g, 17min, Raumtemperatur, keine Ab-
bremsung; Eppendorf-Centrifuge 5810R, Eppendorf) des Vollblutes Pléttchen-
reiches-Plasma (PRP, Platelet rich plasma) hergestellt. Infolge der Zentrifugation
kommt es zur Auftrennung des Vollblutes in Erythrozyten, PRP und die dazwi-
schen befindliche Grenzschicht der Leukozyten. Um eine unerwiinschte Aktivie-
rung der Thrombozyten zu vermeiden, wurde die Zentrifugation ohne Abbrem-
sung durchgefiihrt. Mithilfe einer Pipette wurde das PRP ohne Stérung der

anderen Schichten abgenommen und in 15ml Kunststofffalcons gegeben.
2.2.2 Thrombozytenisolierung

Um Plasma-freie, sogenannte gewaschene Thrombozyten zu erhalten, folgte die
Zugabe von 0,02U/ml Apyrase (Adenosin 5°-triphosphat Diphosphohydrolase,
Sigma-Aldrich), 0,005uM PGE, (Sigma-Aldrich,) und HEPES (Calbiochem) -
modifiziertem Tyrodes-Puffer 1 zum PRP. Prostaglandin E; beugt dabei einer vo-
riibergehenden Plittchenaktivierung wihrend der Aufbereitung vor. Die Apyrase
hingegen hydrolysiert bereits freigesetztes ADP und erhélt sowohl die Integritét

von Thrombozyten gegeniiber ADP, als auch die diskoide Form der Plittchen!®!),

10



Durch einen sich direkt anschlieBenden zweiten Zentrifugationsschritt (400g,
10min, 21°C, mittlere Beschleunigung, keine Abbremsung) bildet sich ein Pellet.
Der Uberstand, das Plittchen-arme Plasma (Platelet-poor Plasma, PPP) wurde
mit einer Pipette ohne Zuriicklassen von Resten abgenommen. Das Pellet wurde
mit 0,5ml Tyrodes-Puffer 1 und 0,5ml Tyrodes-Puffer 2 resuspendiert. Nachfol-
gend wurden zur Vermeidung von Aktivierung erneut 0,02U/ml Apyrase hinzuge-

geben.
2.2.3 Thrombozytenaufbereitung und -reinheit

Um eine mdglichst gute Vergleichbarkeit zwischen den Probanden zu gewéhrleis-
ten, wurde in den Proben eine einheitliche, physiologische Thrombozytenzahl von
300.000/ul angestrebt. Hierfiir wurde die Thrombozytenzahl mit Hilfe eines au-
tomatischen Analysegerites (Sysmex XT2000i1V, Sysmex Deutschland GmbH)
bestimmt und durch Zugabe von Tyrodes-Puffer 2 auf obige Anzahl verdiinnt. Die
Proben wurden nun fiir 60 Minuten in ein 37°C warmes Wasserbad gestellt. Es
folgte die Zugabe und 30-miniitige Inkubation mit CaCl, (ImM) und MgCl,
(1ImM).
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Measure Item

Item Data Unmt
e C.01 - JoAsZuC

%x 1ok TJ

LYMPH# ---=  10A3/uL

MONO# ---=  10A3/uL

EO# -——— 1043 /ul

BASO# -===  10A3/uL WBC Flag

NEUT® - % WBC Abn Scg -
LYMPH% k3

MONO% %

EO% %

BASO% —— %

REC 0.01 * 10A6/ul ;l

HGB 0.0 - g/dL

HCT 0.1 * % REC/RET Flag

MoV 100.0 * fL RBC Abn Dst A
MCH 0.0 * pg

MCHC 0.0 * g/dL

PLT 79 1043/uL

PLT-I 79 10A3/ul

PLT-0 84 10A3/uL ;]
ROW-SD ———— fL

ROW-CV sans] % PLT Flag

POW 0.1 fL

MPV 8.7 - fL

P-LCR 16.6 %

PCT 0.07 - %

RET% —— % =
RET# 0.0063 * 10A6/uL

IRF -——— %

LFR %

MFR %

HFR %

Abb. 5: Ausschnitt aus Sysmex-Bildschirmansicht bei Messung der aufgereinigten Probenldsung.

Rot umrahmt WBC = Leukozyten.

Die Erstellung des Differentialblutbildes im Sysmex beruht auf den Grundlagen
der Durchflusszytometrie. Fiir die Bestimmung der Thrombozytenzahl wurde das
fiir die Blutpléttchen spezifische Fluoreszenzsignal im RET-Kanal verwendet.
Eine Interaktion mit vorhandenen Kryoglobulinen wurde durch eine Messung bei
41°C vermieden. Aus der beispielhaften Abbildung (Abb. 5) wird ersichtlich, dass
sich aufler Blutpldttchen nahezu keine anderen Zellen in der aufgereinigten Probe
befinden. Somit sind beobachtete Adhdsionseffekte nicht auf vorhandene Leuko-
zyten zuriickzufiihren.

Einstellungen und Dauer der beiden Zentrifugationsschritte sowie die Menge der
zugegebenen Aggregationshemmstoffe Apyrase und PGE; wurden in einer Reihe
von Vorversuchen ermittelt. Dabei wurde sowohl auf bereits vorhandene Protokol-
le in der Literatur ] als auch auf Erfahrungen mit der Herstellung gewaschener
Thrombozyten von Wistar-Ratten aus der eigenen Arbeitsgruppe zurlickgegriffen.
Die Herstellung gewaschener humaner Thrombozyten konnte so protokolliert in

der Arbeitsgruppe etabliert werden.
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2.3 Western blot

Die aufbereiteten gewaschenen Thrombozyten wurden zu 9 Aliquots von 250ul in
Eppendorf-Cups pipettiert. Zur Stimulation der Thrombozyten wurden ADP
(1,5mM; Sigma-Aldrich), rekombinantes menschliches Fractalkin (CX;CL1;
250pug/ml; R&D Systems) und rekombinantes menschliches mfg-e8 (0,1png/ul;

R&D Systems) in verschiedenen Konzentrationen verwendet.

2.3.1 Herstellung der Proben mit Fractalkin

Tab. 1: Pipettierschema fiir Western blot Proben mit Fractalkin

1. Basal (unstimuliert)

2. 5uMADP
3. 10 uM ADP
4. 1ug/ml FKN

5. 2 ug/ml FKN

6. 1pug/mlFKN+ 5uM ADP

7. 1pug/mlFKN + 10 uM ADP

8. 2pug/mlFKN+ 5 uM ADP

9. 2 pug/ml FKN + 10 uM ADP

Die Inkubationszeit betrug jeweils 5 Minuten fiir ADP und Fractalkin, wobei den
Proben 6 — 9 zuerst Fractalkin, dann ADP zugesetzt wurde (siehe Tab. 1). Zur
Gewihrleistung einer einheitlichen Proteinkonzentration in den unterschiedlichen
Proben wurde schlieBlich Tyrodes-Puffer 2 bis zu einem Endvolumen von 300ul
zugesetzt. Im Anschluss daran wurden jeweils 50ul jeder Probe mit 50ul Translo-
cation-Puffer  versetzt, wodurch ein Abstoppen der Thrombozyten-
Aktivierungsreaktion stattfand. Nach sorgfiltiger Durchmischung wurden die Ep-
pendorf-Cups mit den enthaltenen Proben bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C

aufbewabhrt.
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2.3.2 Herstellung der Proben mit mfg-e8

Tab. 2: Pipettierschema fiir Western blot Proben mit mfg-e8

[

Basal (unstimuliert)
2. 5uMADP
3. 10 uM ADP
4. 20uM ADP

5. 250ng/ml mfg-e8
6. 500ng/ml mfg-e8

7. 5 uM ADP + 250ng/ml mfg-e8
8. 10 uM ADP + 250ng/ml mfg-e8
9. 20uM ADP + 250ng/ml mfg-e8

10. 5 uM ADP + 500ng/ml mfg-e8
11. 10 uM ADP + 500ng/ml mfg-e8
12. 20uM ADP + 500ng/ml mfg-e8

Die gewaschenen Thrombozytenproben wurden jeweils 5 Minuten mit ADP und
mfg-e8 inkubiert, die Proben 7 - 12 zundchst mit ADP, dann mit mfg-e8 versetzt.
Fiir vergleichbar gro3e Proteinmengen in den Proben wurde Tyrodes-Puffer 2 bis
zum Gesamtvolumen von 100ul aufgefiillt. Jeweils 50ul Probe und 50ul Translo-
cation-Puffer wurden sorgfiltig vermischt und die Cups bei -20°C gelagert.

2.3.3 Western blot Analyse

Die Proben fiir die Western blot-Analyse (aufbereitete gewaschene Thrombozyten,
siche 2.3.1) wurden zunéchst auf Eis langsam aufgetaut und danach 10 Minuten
bei 10.000g und 4°C zentrifugiert (Hettich Universal 320R, Hettich-Zentrifugen).
Jeder der Reaktionsansédtze wurde in drei Aliquots zu je 20ul aufgeteilt. Anschlie-
Bend wurden die Proben mit Sample Buffer versetzt und 5 Minuten bei 95°C de-
naturiert.

Auf einem 12%igem SDS-Polyacrylamidgel von 1,5mm Dicke wurden pro Gelta-
sche 33ul Probe aufgetragen. Erster Schritt des Western blot ist die elektrophoreti-
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sche Auftrennung der Proteine unter reduzierenden Bedingungen. Zur Bestim-
mung des Molekulargewichts der Proteine dienten die beiden Vergleichsskalen
Prestained Protein Marker (Cell Signaling) und Precision Plus Protein'™ Stan-
dards (Bio-Rad) als Standard.

In einer mit eisgekiihltem Transferpuffer gefiillten Blotkammer schloss sich nun
das sogenannte Blotting an. Die Proteine wurden dabei vom Gel iiber eine senk-
recht dazu angelegte Spannung von 100V iiber 90 Minuten auf eine PVDF-
Membran (Immun-Blot® 0,2uM, Bio-Rad) iibertragen. Auf den Transfer folgte die
Inkubation der Membran in Blocking-Losung fiir eine Stunde bei Raumtempera-
tur. Dadurch sollten alle unspezifischen Bindungsstellen fiir den priméren Anti-
korper auf der Membran blockiert werden. AnschlieBend wurden die Membranen
mit den in TBS-T verdiinnten priméren Antikorpern bei 4°C iiber Nacht unter
Schwenken inkubiert. Zum Einsatz kamen Antikérper gegen Phospho-Akt (Serm)
(1:1000), Phospho-Akt (Thr’*®) (1:1000), Akt (pan) (1:2000) (alle Cell-Signaling)
und GAPDH (abcam) (1:50.000).

Am folgenden Tag wurde die Membran dreimal fiir je 10 Minuten in TBS-T unter
Schwenken gewaschen. SchlieBlich wurde der als sekundirer Antikorper fungie-
rende Anti-rabbit IgG-HRP-Antikorper (1:10.000; Cell-Signaling) fiir eine Stunde
Inkubation hinzugegeben. Seine Kopplung an Meerrettich-Peroxidase (HRP)
machte den Nachweis des Protein-Antikorper-Komplexes mittels Chemilumines-
zenz-Reaktion moglich. Nach Abwaschen des Sekundérantikorpers (dreimal je 10
Minuten in TBS-T) konnten die Banden daher mithilfe von Detektionsreagenzien
(ECL Plus™ und ECL, Amersham) und einer Entwicklermaschine auf Autoradio-
graphiefilmen (Hyperfilm™ ECL, Amersham) sichtbar gemacht werden. Die den-
sitometrische Auswertung erfolgte mit Scion Image for Windows Beta 4.0.2 (Sci-

on Cooperation).
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2.4 Flusskammer

2.4.1 Prinzip und Aufbau der Flusskammer

Die Flusskammer stellt eine etablierte Methode zur Untersuchung von Zelladhési-
on an Oberflichen unter physiologischen Flussbedingungen dar. Dabei konnen
Scherkrifte, wie sie im Blutgefdll zu erwarten sind, simuliert werden. In der vor-
liegenden Arbeit wurde die Thrombozytenadhdsion unter arteriellen Flussbedin-
gungen untersucht. Die Versuche wurden mit einer Parallelplattenflusskammer
vom Typ FCS2 Closed Chamber System (Bioptechs Inc.) durchgefiihrt. Boden
und Deckel des Systems bestehen aus einem zusammenschraubbaren, auslaufsi-
cheren Metallkorpus. Dieser verfiigt iiber Adapter fiir ein Zu- und Ablaufsystem
der zu perfundierenden Fliissigkeit. In den Deckel des Korpus ist ein Glasfenster
eingearbeitet, das eine Sichtkontrolle der Versuche durch ein Mikroskop ermdg-
licht. Die eigentliche Flusskammer besteht aus zwei Glasplittchen (Cover Slips,
Bioptechs Inc.) von 25mm Durchmesser. Zwischen beiden wird ein 0,5mm dicker
Dichtungsring aus Silikon mit einer rechteckigen Aussparung von 14 x 22mm
(Gasket, Bioptechs Inc.) durch eine Haltevorrichtung befestigt. Der Abstand der
Pléttchen definiert die Hohe, die Aussparung des Dichtungsrings die Fliche der
Kammer (siche Abb. 6).
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1 Cover Slip
2 Oberer Dichtungsring
3 Mikroaquadukt Deckglas

; . l Abfluss
4 Unterer Dichtungsring

Abb. 6: Komponenten der FCS2, Closed Chamber System Bioptechs Inc.; a) Aufbau der Fluss-
kammer: 1) Kammerdeckel, mit 2) Zu- und Abflussrohrchen, 3) oberer Silikondichtungsring, 4)
Mikroaquidukt-Deckglas, 5) unterer Dichtungsring, entspricht Abb. 4b), 6) Cover-Slip, 7) Kam-
merbasis; 1) und 7) bilden den Metallkorpus; b) verwendeter unterer Dichtungsring mit rechtecki-
ger Aussparung; c¢) Funktionsweise des Kammerhohlraums. Zur besseren Darstellung liegt das
Cover Slip oben (in der Flusskammer unten, siche a)), das durchsichtige Deckglas ist grau einge-
farbt; rote Pfeile zeigen die Flussrichtung wéhrend der Perfusion an; modifiziert nach Bioptechs

Inc.

Der Zulauf wurde tiber einen Dreiwegehahn mit einer 50ml Spritze verbunden,
die fiir den Gebrauch in einer Spritzenpumpe geeignet ist, der Ablauf erfolgte iiber
einen kleinen Schlauch in ein Falconr6hrchen. Die Scherrate betrug dabei 1000/s,
entsprechend den Abscherkriften von Arterien mittlerer GroBe unter physiologi-
schen Bedingungen, wie dies auch in entsprechenden Vorarbeiten der Arbeits-

gruppe iiblich wart*?.
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2.4.2 Probenpriparation

Fiir die Cover Slips wurde zunichst eine Verdiinnungslosung hergestellt.

Tab. 3: Zusammensetzung der Verdiinnungslosungen fiir Cover Slips mit resultierender Endkon-

zentration
Cover Slip Verdiinnungslosung Endkonzentration
Fibrinogen-Beschichtung 2,4g Fbg/240ml PBS 10mg/ml Fbg
Negativ-Kontrolle 1,5g BSA/75ml PBS 2% BSA

In Petrischalen mit einem Fassungsvolumen von 6ml wurden die Cover Slips 2h
bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schwenken inkubiert. Es folgten zwei
Waschschritte mit PBS und das Blocken der unspezifischen Bindungsstellen mit
2% BSA fiir 2h bei Raumtemperatur. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS
wurden die Cover Slips unter sterilen Bedingungen zum Trocknen ausgelegt. Zur
Aufbewahrung wurden die beschichteten Glasplittchen bei 4°C im Kiihlschrank
gelagert.

Die Flusskammerversuche wurden mit gewaschenen humanen Thrombozyten
durchgefiihrt. Die Herstellung erfolgte wie in 2.2 beschrieben. Die Konzentration
von CaCl, wurde auf 2mM festgelegt und die Suspension schlieBlich auf eine
Thrombozytenzahl von 150.000/ul eingestellt. Um eine vorzeitige Aktivierung der
Thrombozyten durch die hohere Calciumionenkonzentration zu verhindern, wurde
die Inkubationszeit fiir CaCl, und MgCl, auf 15min verkiirzt. Sml je Probe wur-
den unstimuliert belassen oder vor Versuchsbeginn mit mfg-e8 (100ng/ml) ver-

setzt.
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2.4.3 Durchfiihrung der Versuche

Das Flusskammersystem wurde ordnungsgemall nach Herstellerangaben mit un-
beschichteten bzw. prédparierten Cover Slips (siehe 2.4.2) zusammengesetzt. Fiir
jeden Versuch wurde ein neues Cover Slip eingesetzt. AnschlieBend wurden
Schlauch und Kammer mit PBS-Puffer entliiftet. Die Thrombozytensuspension
wurde direkt nach Inkubation mit MgCl, und CaCl, vorsichtig in eine Perfusor-
spritze aufgezogen und diese in eine Spritzenpumpe eingespannt. Fiir 6 Minuten
durchlief die Suspension mit einer Geschwindigkeit von 20ml/h die Flusskammer.
Im Anschluss folgte die Spiilung der Kammer mit PBS-Puffer (6 Minuten,
20ml/h) zur Entfernung der nicht adhédrenten Pldttchen. Zur Versuchsbeobachtung
diente ein invertiertes Mikroskop (TE 2000-S, Nikon), auf dem die Flusskammer
angebracht war. Die Dokumentation erfolgte durch die angeschlossene Digital-
Kamera (DS-2 M, Nikon), die mit einem Computer verbunden war. Mit Hilfe ei-
ner Software (NIS Elements F 2.2; Nikon) wurden in einem festgelegten Raster 6
Gesichtsfelder fotografiert und fiir die Auszidhlung gespeichert und ausgedruckt.
Aus den Zahlenwerten der 6 Gesichtsfelder wurde das arithmetische Mittel gebil-
det. Die Mittelwerte der stimulierten und unstimulierten Proben wurden einander

gegeniibergestellt.

2.5 Durchflusszytometrie (FACS)

2.5.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein optisches Messverfahren zur Charakterisierung
der Eigenschaften von Einzelzellen oder Zellpopulationen. Als FACS® (Flu-
orescence activated cell sorting) kommt sie in Klinik und Forschung standardmé-
Big zum Einsatz. Fiir die Analyse miissen die zu messenden Zellen in Suspension
vorliegen. Diese wird, durch einen Hiillstrom fokussiert, kontinuierlich durch ein
Ansaugsystem in eine Messzelle transportiert, sodass die Zellen diese einzeln hin-
tereinander passieren!®. Hier kreuzt die Probe den Messpunkt, einen Laserstrahl

von 488nm Wellenldnge, der im rechten Winkel zum Zellfluss angeordnet ist.
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Photodioden erfassen das von den Zellen in charakteristischer Weise reflektierte
Streulicht. Dabei werden zwei Hauptrichtungen registriert: In einem Engwinkel
zum Laser das Vorwirtsstreulicht (forward scatter; FSC) und orthogonal dazu das
Seitwértsstreulicht (side scatter, SSC). Wahrend das Vorwiértsstreulicht proportio-
nal zur ZellgroBe ist, korreliert die Seitwiértsstreuung mit der Granularitit der Zel-
len'®. Zudem kann bei der Passage durch das Laser-Licht Fluoreszenz erzeugt
und erfasst werden. Spezielle, beispielsweise gegen Oberflichenantigene der Zelle
gerichtete Antikorper werden mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt, die bei Anre-
gung durch den Laser Licht bestimmter Wellenldngen abgeben. Auf diese Weise
konnen sowohl die Morphologie als auch spezifische Eigenschaften der Zelle be-

stimmt werden.
2.5.2 Herstellung der Proben

Zunichst erfolgte an gesunden, freiwilligen Probanden die Blutentnahme durch
Punktion der Vena cubitalis. Die Probanden hatten innerhalb einer Woche vorher
keine Medikamente zu sich genommen, die die Thrombozytenfunktion beeinflus-
sen. Nach der Abnahme des Vollbluts in 3ml-Citrat-Réhrchen (3,8% Natrium-
Citrat) erfolgte die weitere Verarbeitung zu PRP (siehe 2.2.1). Vor dem Versetzen
mit dem jeweiligen Antikorper fand bei einem Teil der Proben eine Stimulation
mit ADP (10uM) statt. Zusétzlich wurde allen Proben mit Ausnahme der Kontrol-
le mfg-e8 (10png/ml) zugegeben. Die kumulative Inkubationszeit war dabei auf 5
Minuten beschridnkt. Die Versuchsansitze befanden sich in Glaskiivetten und
wurden mit einem kleinen Magneten bei 37°C kontinuierlich geriihrt. Anschlie-
Bend folgte die Zugabe eines von drei Antikérpern. Die Inkubation fand fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur und lichtgeschiitzt statt. Ein Iso-FITC-/Iso-PE Anti-
korper diente zur Darstellung der unspezifischen Antikorperbindung. Bei Throm-
bozytenaktivierung wird aus den a-Granula vermehrt P-Selectin ausgeschiittet und
auf der Oberflidche exprimiert. Es kann mit dem gegen P-Selectin gerichteten An-
tikorper CD62P PE (BD Biosciences) detektiert werden, der hier zum Einsatz
kam. Fiir Versuche zur PAC-1-Bindung wurde der PAC-1 FITC Antikorper (BD
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Biosciences) verwendet. Zum Monitoring der mfg-e8 Bindung wurde ein anti-
HIS-Antikorper mit AF 488 Labeling (Penta His Alexa Fluor 488; Qiagen) einge-
setzt, da das verwendete mfg-e8 einen HIS-Tag besall. Die im PRP enthaltenen
Blutplittchen wurden schlieBlich 10 Minuten bei Raumtemperatur in Methanol-

freiem Formaldehyd (1,5%) fixiert, mit PBS-Puffer verdiinnt und der FACS®-

Analyse zugefiihrt.
Citrat-Vollblut
\
PRP
A lSmin\ 2,5min
unstimuliert ADP [10uM] mfg-e8 [10ug/ml] ADP [10uM]
@n‘in
Antikérper Iso-FITC, PAC-1-FITC, CD62P PE, anti-HIS AF488 mfg-e8
[10ug/ml]

10min Inkubation, lichtgeschiitzt
Formalin-Fixierung
10min Inkubation

PBS-Puffer Verdiinnung

Abb. 7: Protokoll zur Thrombozytenfarbung mit und ohne vorherige Stimulation fiir FACS®-
Analyse; nach Aufbereitung folgte die Zugabe der verschiedenen Antikorper: Iso-FITC/Iso-PE
diente als Markierung der Hintergrundbindung, PAC-1-FITC und CD62P PE sind Marker der
Thromobozytenaktivierung, anti-HIS AF488 wurde fiir die mfg-e8 Bindung verwendet
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2.5.3 Auswertung der Messergebnisse

Die Auswertung erfolgt typischerweise mit Dot Plots. In diesen Diagrammen
werden Ereignisse in Form einer Punktewolke aufgetragen. Jeder Punkt entspricht
einem aufgezeichneten Ereignis (Event), also einer Zelle. Die X-Achse entspricht
dabei dem FSC, die Y-Achse dem SSC. Eine andere Moglichkeit der Darstellung
bieten Histogramme, in welchen die gezéhlten Ereignisse gegen einen weiteren
Parameter wie Fluoreszenz aufgetragen werden (siche Abb. 8). Da nur bestimmte
Zelleigenschaften als Teil der Messergebnisse in die Auswertung einflie3en, ldsst
sich die Datenmenge bereits durch die Wahl von Voreinstellungen einschrinken.
Diese Vorauswahl wird als Gate bezeichnet und kann am FACS®-Gerit gespei-
chert werden. Alle Messungen in dieser Arbeit wurden am FACS®-Calibur (Bec-
ton Dickinson) bei niedriger Flussrate durchgefiihrt. Im ,, Thrombozytengate*
wurde die zu messende Thrombozytenzahl auf 20.000 begrenzt. Der Leerwert
wurde auf eine mittlere Fluoreszenz von 10 eingestellt und schlieBlich optisch von
den Messgraphen subtrahiert. Die mittlere Fluoreszenz wurde mit CELLQuest

Software, Version 3.1f (BD Biosciences) analysiert.
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unstimuliert

SSC
CD62P

Isotype control

\ 4

Isotype control - CDh62P

Abb. 8: Originalabbildungen durchflusszytometrischer Analysen mit unstimulierten Thrombozy-
tenproben; a) Dotblot Darstellung, links: mit markiertem Thrombozytengate; rechts: mit dem An-
tikdrper CD62P PE markierte Thrombozyten; b) Histogramm Darstellung, links: Fluoreszenzinten-

sitdt der Isotypenkontrolle; rechts: Fluoreszenzintensitit der markierten Blutplittchen
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2.6 Statistische Auswertung

Soweit nicht anders gekennzeichnet, sind alle Daten als Mittelwerte = Standard-
fehler (SEM) angegeben. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Student’s-t-
Test fiir paarige oder unpaarige Stichproben oder mit Hilfe der einseitigen Vari-
anzanalyse (analysis of variance, ANOVA) bei Vergleichen von mehr als zwei
Gruppen. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 wurde als signifikant be-

trachtet, eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.01 als hochsignifikant.
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3. Ergebnisse
3.1 PI3-Kinase vermittelter Signalweg iiber P2Y12

Humane gewaschene Thrombozyten wurden mit ADP inkubiert und anschlieBend
fiir Western blot Versuchsreihen aufbereitet. Die Bindung von ADP an den P2Y ,-
Rezeptor auf der Oberfliche der Blutpléttchen bewirkt iiber die Gg,-Untereinheit
des intrazellulair an den Rezeptor gekoppelten G-Proteins die Aktivierung der

PI3K und die Phosphorylierung von Ser*”* und Thr’®.

== g

Abb. 9: Ausschnitt aus dem G-Protein gekoppelten PI3-Kinase-Signalweg: Die G,-Untereinheit

Ser473

Thraos

73 (p)
Sert \P/

-
308 |
Thr \P>

aktiviert PI3K, nachfolgend kommt es zur Phosphorylierung der Proteinkinase B (Akt); Ser*”® und

Thr’® gehen in den phosphorylierten Zustand iiber

Die Aktivierung von Thrombozyten durch den starken Plattchen-Agonisten ADP
zeigte einen konzentrationsabhéngigen Verlauf (siche Abb. 10). Dies wird ersicht-
lich am Ergebnis der Auswertungen fiir Ser*””. Die Zugabe von 5uM ADP fiihrte
zu einer hochsignifikanten (p<0.001) PI3-Kinase Aktivierung. Verdoppelung der
Konzentration auf 10uM ergab eine weitere Aktivititssteigerung verglichen mit
SuM (p<0.05). Dieses Ergebnis konnte in Ansédtzen auch fiir die Bindungsstelle

Thr'® an Akt nachgewiesen werden. Die Zugabe von 5uM ADP erbrachte eine
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signifikante Aktivierung gegeniiber unstimulierten Proben. Die Erhéhung der
ADP-Konzentration auf 10uM driickte sich hingegen nicht in einer signifikanten

308 nicht nur die

Steigerung aus (p=0.19). Auffillig war hier bereits, dass flir Thr
Konzentrationsabhidngigkeit unter Signifikanzniveau blieb. Im Vergleich mit

Ser*” fiel auch die absolute Phosphorylierung schwicher aus.

0.9+ - 0.9
0.8+ 0.84
0.7+ 0.74
g 0.6+ g 0.6+
2 0.5+ QE- 0.5+ ns
> __
';h 0.4+ Sh 0.4+ *
& 0.3- £ 0.3
0.2- 0.24
0.1+ 0.1+
0.0~ 0.0~
a) basal 5uM ADP 10pM ADP b) basal 5uM ADP 10pM ADP

Abb. 10: Konzentrationsabhingige PI3-Kinase Aktivierung iiber P2Y,; a) phosphoryliertes Ser*”

b) phosphoryliertes Thr*™; n=9, *p<0.5, ***p<0.001, ns nicht signifikant
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3.2 Fractalkin induzierte PI3K Aktivierung

Um zu {iberpriifen, ob der FKN vermittelte Signalweg &hnlich wie der P2Y12
Signalweg ebenfalls {iber PI3K mediiert wird, wurden Proben stimuliert und Wes-
tern blots zugefiihrt. In den Western blot Experimenten kamen Antikorper gegen
phosphoryliertes Ser*”® und Thr'® zum Einsatz. Das AusmaB der Thrombozyten-
aktivierung ist proportional zur Haufigkeit der Phosphorylierungen an diesen Stel-
len und somit zur Menge der gebundenen Antikorper und kann quantitativ ermit-

telt werden.

a)
kDa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 kDa
250" «——
150 —
100 —
75 [— G  S— TR  S—  — . — —  —
— e em— | — _—> 60
50 ——
37 —
1 2 3 4 5 6 7 8 9
b)
e e —
ADP - 5uM 10puM - - 5uM 10pM 5uM 10puM
FKN - - - lpg/ml 2pg/ml 1pg/ml Lpg/ml 2pg/ml 2pg/ml

Abb. 11: a) Originalabbildung eines Western blot mit gewaschenen Thrombozyten, repriasentativ
fiir n=10 in die Auswertung eingegangene blots. Links aufgetragen die Bio-Rad® Standard Skala
zur Ermittlung der Proteinmasse; bei ca. 85kDa Bande mit unspezifischer Bindung; — Bande fiir
das Signal des Antikorpers Phospho-Akt(Ser'”) bei 60kDa; b) VergroBerte Phospho-Akt(Ser?’?)-
Bande mit Aufschliisselung der Banden nach zugegebenen Agonisten der Thrombozytenaktivie-

rung.
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Um unterschiedliche Proteinmengen in den einzelnen Proben normalisieren zu
konnen, wurde die ubiquitdr vorkommende Akt(pan), die totale Menge endogener
Akt-Proteine, verwendet (sieche Abb. 12). Diese Banden geben im Sinne einer
Ladungskontrolle quantitativ den Proteingehalt der jeweiligen Proben wieder (sie-

he in Abb. 11).

kDA AK

a) —— — D D S— N — 6,0 Serd73

Akt(pan)

c) ---------.“ 37 GAPDH

ADP ) 5uM  10uM  20uM - g SuM  10uM  20uM  5uM  10pM  20uM

FKN - i J . lug/ml 2pg/ml 1pg/ml 1pg/ml  1ug/ml  2ug/ml  2pg/ml  2pg/ml

Abb. 12: Originalabbildungen des Western blots eines Probanden mit ausgewidhlten Banden; a)
Bande fiir das Signal mit AK Phospho-Akt(Ser*”®) bei 60kDa; b) Bande fiir das Signal mit AK
Akt(pan) bei 60kDa; ¢) Bande fiir das Signal mit AK GAPDH bei 37kDa

Zur Konzentrationsfindung von ADP wurden auch einige Western blots mit zu-
sdtzlichen Proben angefertigt (siche Abb. 12). In diesen Versuchen war die Steige-
rung der ADP-Konzentration auf 20uM ADP untersucht worden. Hier konnte in
der statistischen Auswertung jedoch keine Auswirkung auf die Fractalkin-
Wirkung im Sinne einer stirkeren additiven Aktivierung nachgewiesen werden.
Daher wurden die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit nicht weiter berticksich-

tigt.
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3.2.1 ADP-unabhingige aktivierende Wirkung

Die Stimulation von gewaschenen humanen Thrombozyten mit dem Chemokin
Fractalkin induzierte eine Aktivierung der PI3Kinase und fiihrte zur Akt-
Phosphorylierung. Diese wurde mittels der Phosphorylierung an Ser*”” und Thr’®®
indirekt gemessen und war gegeniiber den Kontrollproben mit unstimulierten
Thrombozyten signifikant erhoht. Bereits optisch ist anhand der Western blot das
unterschiedliche Ausmafl der Aktivierung der PI3Kinase nach Stimulation mit

ADP bzw. mit Fractalkin zu erahnen (Abb. 11 und Abb. 12).
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Abb. 13: Phosphorylierung an Ser'”. Basal entspricht unstimulierten und somit nicht aktivierten

Thrombozyten. a) Signifikanter Anstieg der Aktivierung nach Stimulation mit FKN (1pg/ml).

Vergleiche dazu Stimulation mit ADP (5uM); n=9; b) Konzentrationsabhédngig unterschiedlicher

Anstieg der Aktivierung nach Stimulation mit Fractalkin (1pg/ml) und (2pg/ml); n=9; *p<0.05

vs. basal; **p<0.01 vs. basal; ***p<0.001 vs. basal
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Die Zugabe von 1pg/ml Fractalkin zu primér nicht stimulierten Thrombozyten
erbrachte eine signifikant erhdhte Rate der Phosphorylierung an Ser” (p<0.05).
Die Zugabe von S5uM ADP zeigte ein hoheres Signifikanzniveau (p<0.001) (sieche
Abb. 13). Um die Fractalkinwirkung auf die bei ADP vorhandene Konzentrations-
abhédngigkeit zu testen, wurden die gewaschenen Thrombozyten mit Fractalkin
unterschiedlicher Konzentrationen, 1pg/ml sowie 2pg/ml, versetzt. Die Erh6hung
der Fractalkin-Konzentration auf 2ug/ml erbrachte eine signifikante Steigerung
der Aktivierung (p<0.01) verglichen mit dem basalen Wert. Der Vergleich 1pg/ml
zu 2pg/ml blieb jedoch unter Signifikanzniveau (p=0.279), sodass eine direkte
Konzentrationsabhédngigkeit der Fractalkinwirkung nicht nachgewiesen werden

konnte.
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Abb. 14: a) Phosphorylierung an Thr’®; b) Ergebnis fiir Konzentrationsabhingigkeit an Thr’”,

n=9 **p<0.01 vs. basal; ns nicht signifikant vs. basal

Die Inkubation der gewaschenen Thrombozyten weder mit 1ug/ml noch mit
2pg/ml Fractalkin erzielte gegeniiber nicht stimulierten Proben eine signifikante
Phosphorylierung an Thr’®® (Abb. 14). Auch nach Zugabe von 5uM ADP zu un-
stimulierten Plittchen fiel die Aktivierung sowohl absolut als auch auf Signifi-
kanzniveau weniger deutlich aus als bei Zugabe des Antikorpers gegen phospho-

ryliertes Ser*”? (p<0.01).
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3.2.2 Potenzierung der ADP-induzierten Thrombozytenaktivierung

Gewaschene Thrombozyten wurden nicht nur alleine mit Fractalkin, sondern nach
Vorinkubation mit Fractalkin zusétzlich mit ADP stimuliert. Dies sollte die Frage
kldren, ob Fractalkin durch Bindung an seinen Rezeptor einen additiven Effekt zur
ADP-induzierten Aktivierung des P2Y,-Rezeptors bewirkt. Die Ergebnisse aus
den vorangegangenen Untersuchungen wiesen darauf hin, dass beide Agonisten
thre Wirkung auf Thrombozyten zumindest zum Teil iiber den PI3K-Signalweg
entfalten. Zugabe beider Substanzen zu gewaschenen Plittchen kann potentiell
eine noch stirkere Aktivierung bewirken. Daher wurden fiir diese Versuche die

Thrombozyten nacheinander zunédchst mit Fractalkin, dann mit ADP versetzt.
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Abb. 15: Potenzierung der ADP-induzierten PI3-Kinase Aktivierung nach Vorinkubation mit
Fractalkin; n=9, ***p<0.001, *p<0.05, ns= nicht signifikant a) an Ser*”*; b) an Thr*®®

Verglichen mit der alleinigen Wirkung von ADP wird die Aktivierung der Platt-
chen durch Vorinkubation mit Fractalkin gesteigert. Bei Zugabe von 5uM ADP
zeigt sich, wie bereits beschrieben, eine signifikante Aktivierung gegeniiber den
unstimulierten Proben (p<0.001). Wurden die gewaschenen Thrombozyten vor der
Zugabe von SuM ADP mit 2pug/ml Fractalkin versetzt, nahm die absolute Aktivie-
rung zu. Durch die Gabe beider Agonisten konnte gegeniiber der alleinigen ADP-

Wirkung eine signifikant stirkere Aktivierung (p<0.05) nachgewiesen werden.
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473

Wiederum trat dieser Effekt nur fiir die Bindungsstelle Ser 308

auf, an Thr’™" war

keine signifikante Potenzierung der ADP-Wirkung durch Fractalkin zu sehen.

33 Effekt von mfg-e8 auf PI3K-Signalweg

Aufgrund der Ergebnisse der Western blot-Versuche mit Fractalkin als schwach
wirksamem Agonist am Thrombozyten kam die Frage auf, ob und wenn ja wie
auch das Opsonin mfg-e8 einen aktivierenden Einfluss ausiiben kann. Die Vorge-
hensweise wurde dhnlich den Versuchen mit Fractalkin gewdhlt, gewaschene
Thrombozyten wurden mit dem Glykoprotein versetzt. Die Konzentrationen von
mfg-e8 wurden zu 250ng/ml und 500ng/ml gewéhlt. AuBerdem wurde getestet, ob
es eine potenzierende Wirkung von mfg-e8 zusammen mit ADP an Thrombozyten

gibt, indem die Proben mit jeweils beiden Substanzen versetzt wurden.
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Abb. 16: a) Originalabbildung eines Western blot mit gewaschenen Thrombozyten, reprasentativ
fiir n=4 in die Auswertung eingegangene blots. Links aufgetragen die Bio-Rad" Standard Skala zur
Ermittlung der Proteinmasse in kDa. Bei ca. 60kDa deutlich sichtbare Bande fiir Phospho-
Akt(Ser'”); b) VergroBerte Phospho-Akt(Ser'’*)-Bande mit Aufschliisselung nach zugegebenen

Agonisten und Konzentrationsangaben.

Es zeigte sich, dass ein von ADP unabhéngiger, proaktivierender Effekt vorhanden
ist. Sowohl die Stimulation mit 250ng/ml mfg (p=0.01), als auch mit 500ng/ml
erbrachten signifikante Ergebnisse (p=0.03). Die niedrige Anzahl von n=4 Wes-
tern blots limitiert hierbei die Aussagekraft. In Hinblick auf die Potenzierung der
mfg-e8 Wirkung nach Vorinkubation mit ADP zeichnet sich ein Trend ab, der fiir
einen additiven Effekt spricht, dieser ist jedoch noch nicht signifikant (sieche auch

Abb. 17).
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Abb. 17: Phosphorylierung an Ser*”® nach Stimulation mit ADP bzw. mfg-e8; Signifikante Akti-
vierung nach Stimulation mit mfg-e8 (250ng/ml und 500ng/ml). Vergleiche dazu Stimulation mit

ADP (5uM) hochsignifikant; n=4; *p<0.05 vs. basal, ***p<0.001 vs. basal, ns nicht signifikant

34 Effekte auf Thrombozyten unter arteriellen Scherbedingungen

Fiir die Fragestellung, inwiefern mfg-e8 gewaschene humane Thrombozyten unter
arteriellen Scherbedingungen beeinflusst, wurden mit mfg-e8 stimulierte oder
unstimulierte Proben in einer Flusskammer als Suspension iiber Fibrinogen-

beschichtete Slides perfundiert.
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3.4.1 Unstimulierte oder mit Kollagen stimulierte Thrombozyten

Um zu zeigen, dass die Thrombozyten nicht an unbeschichteten Slides adhérieren,
wurden zundchst Negativkontrollen angefertigt. Hierfiir kamen Cover Slips zum
Einsatz, an denen die unspezifischen Bindungsstellen mit BSA geblockt worden

waren.

Abb. 18: Zwei reprisentative Aufnahmen fiir n=6; Flusskammerversuch mit BSA-geblockten Cover-
Slips. Keine sichtbare Thrombozytenadhdsion im Blickfeld; — deutet auf Artefakte durch die Einstel-

lung des Mikroskops, identisches Vorkommen auf beiden Bildern; Originalvergroferung x 40

An diesen Negativproben war erwartungsgemal keine signifikante Thrombozy-
tenadhésion festzustellen (siehe Abb. 18). An Cover-Slips, deren Oberfliche mit
Fibrinogen beschichtet worden war, konnten hingegen adhdrente Thrombozyten
beobachtet werden, selbst ohne Zugabe von stimulierenden Agonisten wie

Thrombin, Kollagen oder ADP (siehe Abb. 19).
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Abb. 19: Adhérenzversuch in der Flusskammer auf Cover Slips, beschichtet mit 10mg/ml Fbg;
links stimulierte Thrombozyten (Kollagen [10ng/ml]); rechts nicht stimulierte Thrombozyten;
VergroBerung 40x

Bei Thrombozyten, die mit Kollagen vorstimuliert worden waren, war die Anzahl
adhérenter Pléttchen deutlich hoher (Daten nicht gezeigt). Nach dem Spiilen der
Kammer mit PBS-Puffer wurden sie ausgezihlt, zehn Versuchsdurchldufe wurden
in die Auswertung einbezogen. Proben wurden verworfen, wenn eine Aggregat-
bildung der Pldttchen in Suspension im Sinne einer Voraktivierung schon in der
Perfusorspritze bedingt durch die Aufbereitung eingetreten war. Der Zahlenwert
der unstimulierten Probe wurde als Referenzwert mit 100% festgesetzt, die abso-

luten Zahlen adharenter Pliattchen wurden relativ dazu in Prozent wiedergegeben.
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Abb. 20: Detailaufnahme von Adhérenzversuchen in der Flusskammer: mit Kollagen [10pug/ml]

vorstimulierte Thrombozyten; VergroBerung 20x

3.4.2 Mfg-e8 stimulierte Thrombozyten

In den Vorversuchen hatte sich die Flusskammer als geeignete Methode erwiesen,
die Aktivierung der gewaschenen Pléttchen durch bekannte Agonisten nachzuwei-
sen. Aufgrund der positiven Ergebnisse der Western blot Versuche wurde als
ndchster Schritt die Untersuchung der mfg-e8 Wirkung am Thrombozyten im arte-
riellen Gefall gewidhlt. Verglichen wurde die Anzahl adhédrenter Thrombozyten der
mit mfg-e8 stimulierten Proben (,,mfg-e8) mit denen ohne Zugabe von mfg-e8

(,,unstimuliert®).
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Abb. 21: Originalabbildungen aus Flusskammerversuchen mit arterieller Flussrate; linke Seite
unstimulierte Proben mit adhdrenten Thrombozyten, rechte Seite mit mfg-e8 stimulierte Proben;

VergroBerung 20x

Es zeigte sich unerwartet, dass signifikant weniger der mit mfg-e8 versetzten
Thrombozyten unter arteriellen Flussparametern auf der Fibrinogen-beschichteten
Oberflache adhérierten (p=0.01). Der prozentuale Mittelwert fiir die unstimulier-
ten Plattchen wurde als Referenz gesetzt und betrug 100% (mean + SEM = 100.0
+ 0.2108), der prozentuale Mittelwert der adhérenten Thrombozyten aus den mfg-
e8 Proben war 70,5% (mean + SEM = 70.52 + 10.24).
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Abb. 22: Signifikante Abnahme der Adhésion gewaschener Thrombozyten auf einer Fibrinogen-
beschichteten Oberfldche [10mg/ml]; Zugabe von mfg-e8 gegeniiber unstimulierten Thrombozy-

ten; Adhésion basal entspricht 100%; n=10; p=0.01

3.5 Effekte von mfg-e8 auf die GPIIb/IIla Aktivierung

3.5.1 Aktivierung nicht vorstimulierter Thrombozyten

Auf der Oberfldche von aktivierten Thrombozyten konnen vorhandene Bindungs-
stellen fiir den Fibrinogenrezeptor GPIIb/Illa mittels FACS®-Analyse dargestellt
werden. Der Rezeptor erfahrt durch Aktivierung des Thrombozyten eine Konfor-
mationsdnderung und geht damit in seinen aktivierten Zustand iiber. Vorzugsweise
wird zur Detektion dieser Zustandsdnderung ein PAC-1 Antikorper eingesetzt, der
an das Integrin GPIIb/II1a erst bindet, wenn dieses im aktivierten Zustand vorliegt.
Je stirker die Thrombozyten aktiviert werden, desto mehr aktivierte Bindestellen
stehen zur Verfiigung. Mittels Durchflusszytometrie wurden diese sichtbar ge-

macht.
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Abb. 23: Originalabbildungen der FACS®-Analysen von mit mfg-e8 [10pg/ml] stimulierten
Thrombozytenproben a) Darstellung der Interaktion von mfg mit Thrombozyten: Detektion von
mfg, welches mit einem His-Tag zur Bindung des Antikoérpers versehen ist und damit verbundene
gesteigerte Thrombozytenaktivierung, sichtbar durch eine gesteigerte P-Selectin-Expression; b)
linkes Bild stellt die mfg-e8 Bindung dar, rechtes Bild die Fluoreszenzintensitdt der aktivierten
Thrombozyten c) links Isotypenkontrolle zur Darstellung der Hintergrundbindung, rechts unsti-

mulierte Thrombozyten zum Vergleich der P-Selectin-Bindung gegeniiber stimulierten Pléttchen.
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Abb. 24: PAC-1 Bindung an primér unstimulierten Thrombozyten, PAC-1 Bindung basal = 100%;
nach Zugabe von mfg-e8 signifikanter Anstieg der PAC-1 Bindung *p<0.05 vs. ohne mfg-e8

An den primér nicht stimulierten Thrombozyten zeigt sich eine Zunahme der
PAC-1-Bindung von 100% (100.0 = 0.577 SEM) auf 111% (111.6 = 4.93 SEM)
nach Stimulation mit mfg-e8 (p<0.05).

44



3.5.2 Aktivierung ADP-vorstimulierter Thrombozyten

Fiir die folgenden Versuche wurden die Bindungsstellen nicht nur der unstimulier-
ten Thrombozyten gemessen, sondern auch im Vergleich mit ADP vorstimulierten
Pléattchen. Der Zusatz von mfg-e8 zu den Proben bewirkte eine Abnahme von
100% (100.0 + 0.577 SEM) auf 84% (84.06 + 2.88 SEM) PAC-1-Bindung
(p<0.001).
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Abb. 25: Abnahme der PAC-1-Bindung nach ADP Stimulation und zusétzlicher Inkubati-

on mit mfg-e8; ***p<0.001 vs. ohne mfg-e8
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersuchte den intrazelluldren Signalweg des Chemokins
Fractalkin an humanen Thrombozyten. Aufbauend darauf sollte aufgezeigt wer-
den, ob der thrombozytire ADP-Rezeptor P2Y, und der Rezeptor fiir Fractalkin,
CX;3CRI1, eine dhnliche intrazelluldre G-Protein-Kopplung und Signalkaskade
aufweisen. Um eine proaktivierende Wirkung des Chemokins nachzuweisen, wur-
de mittels Western blot insbesondere untersucht, ob es zu einer Aktivierung der
PI3K kommt. Des Weiteren beschéftigt sich die Arbeit mit der Interaktion von
mfg-e8 und Thrombozyten. Nach Zugabe des Proteins zu gewaschenen Throm-
bozyten wurden Western blots angefertigt. Die Aktivierung des GPIIb/Illa durch
mfg-e8 wurde in der Durchflusszytometrie untersucht. Inwiefern mfg-e8 das Ver-
halten der Blutpléttchen unter arteriellen Flussbedingungen beeinflusst, wurde in

der Flusskammer studiert.

Das Chemokin Fractalkin bindet an einen einzelnen, fiir CX3CL1 spezifischen
Rezeptor, CX3CR1. Es handelt sich hierbei um einen G-Protein gekoppelten Re-
zeptor mit einer inhibitorischen Untereinheit (G;)!*”). Die Bindung des Liganden
Fractalkin an CX3CR1 fiihrt zur Aktivierung des Rezeptors und auf der zytoplas-
matischen Seite kommt es zur Abspaltung des Px-Komplexes von der oy-
Untereinheit. Die Arbeitsgruppe konnte in fritheren Untersuchungen bereits zei-
gen, dass die Fractalkin-induzierte Aktivierung der a;-Untereinheit zur Hemmung
der Adenylatzyklase im Thrombozyten fiihrt*”. Die zytosolische cAMP-
Konzentration féllt ab, wodurch eine geringere Aktivierung der PKA resultiert.
Folge ist eine verminderte Phosphorylierung von VASP (Vasodilatator-
stimuliertes Phosphoprotein). Die phosphorylierte Form dieses Proteins bewirkt
eine Hemmung der Thrombozytenaktivierung!®. Fractalkin induziert iiber diese
Signalkaskade eine Inhibition der Thrombozytenhemmung, was zu einer gestei-
gerten Aggregabilitit und Sekretion von weiteren Agonisten flihrt (siehe auch

Abb. 26). Die Vorginge, die am Thrombozyten zur Aktivierung und Aggregation
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fiihren, sind komplex. Eine wichtige Rolle spielen die ADP-Rezeptoren P2Y; und
P2Y, auf der Oberfldche der Thrombozyten wobei letzterem eine Schliisselrolle
zukommt!®®!. Der Rezeptor fiir Fractalkin, CX;CR1, gleicht dem ADP-Rezeptor in
Struktur und intrazelluldrer Kopplung. Neben der anti-inhibitorischen ist jedoch
auch eine pro-aktivierende Wirkungsweise fiir die Signaliibertragung durch den
P2Y,-Rezeptor beschrieben: Vermittelt iiber die Py-Untereinheit des G-Proteins
kommt es zur PI3-Kinase Aktivierung und zur Akt-Phosphorylierung'®’’. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Fractalkin iiber den Fractalkinrezeptor an hu-
manen Thrombozyten die PI3K aktiviert. Nach Zugabe von Fractalkin zu gewa-
schenen Thrombozyten wurde gegeniiber unstimulierten Proben eine signifikante

Akt-Phosphorylierung an Ser*”

im Western blot beobachtet. Dieser Effekt war
iiberdies unabhidngig von einer ADP-Zugabe. Die G,-Untereinheit ist demnach
wie beim ADP-induzierten Signaling an der Signaliibertragung durch Fractalkin

beteiligt.

Zur vollen Enzymaktivierung der Proteinkinase B wird eine Aktivierung an Thr®

4
und an Ser*”?

postuliert®”. Demgegeniiber konnte in den Versuchsreihen fiir diese
Arbeit eine signifikante Akt-Phosphorylierung nur an Ser*”® nachvollzogen wer-
den. Somit scheint die Phosphorylierung an Ser*” die wichtigere fiir die Fractal-
kin-induzierte Akt-Aktivierung darzustellen. Ahnlich wurde dies durch O Toole et
al. fir die durch Tumornekrosefaktor a (TNF-a) induzierte PI3K-Aktivierung an

[68

einer Fibrosarkom-Zelllinie beschrieben!®®. Am nicht-kleinzelligen Bronchialkar-

zinom hingegen geht die Akt-Phosphorylierung mit einer reinen Thr’®-

Phosphorylierung einher'®”’.

Die Ergebnisse mehrerer Arbeiten bekréftigen die vorliegenden Befunde, jedoch
wurde bislang die Aktivierung des oben beschriebenen Signalweges an anderen
Zelllinien beschrieben. So zeigte Lyons et. al in vivo und in vitro die zeitabhéngi-
ge Phosphorylierung der Proteinkinase B nach Zugabe von Fractalkin zu Gliazel-
len'™. In einer anderen Studie konnte Hao et. al zeigen, dass Fractalkin iiber den

PI3K/Akt-Signalweg Uberaktivierung und Apoptose, ausgeldst durch hohe ATP-

47



Konzentrationen, abschwécht und so neuroprotektiv in Microglia wirkt!”"l. Auch
in CX3CR1-exprimierenden Zelllinien des humanen klarzelligen Nierenzellkarzi-
noms bewirkt die Stimulation mit Fractalkin eine Aktivierung des PI3K-
Signalwegs, letztlich fiihrt dies zur Akt-Phosphorylierung an Ser*” und Thr**".
Shulby et. al konnte auf humanen Prostatakarzinomzellen den Fractalkinrezeptor
CX3CR1 und die Induktion des PI3K/Akt-Signalwegs durch Fractalkin nachwei-

Sel’l[73].

Der ADP-Rezeptor P2Y, und der Fractalkinrezeptor CX3CR1 weisen als G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren Homologien auf. Die Ergebnisse dieser Arbeit
weisen darauf hin, dass eine dhnliche intrathrombozytire Kopplung der Signalwe-
ge besteht. Dies ist insbesondere von Interesse, wenn der P2Y,-Rezeptor phar-
makologisch blockiert sein soll. In diesem Fall konnte Fractalkin die Rezeptorblo-
ckade durch eine Aktivierung des G.-abhingigen Signalwegs umgehen und zu
einer Thrombozytenaktivierung fithren. Tatséchlich zeigt sich bei KHK-Patienten
unter Clopidogreleinnahme, dass erhohte Fractalkinspiegel im Plasma mit einem
erhohten Thrombozytenaggregationsindex (PRI) verbunden sind”¥. Der PRI wird
als Messinstrument zum klinischen Monitoring der Wirksamkeit von Thrombozy-
tenaggregationshemmern eingesetzt'®, ein erhdhter PRI korreliert mit einer

weniger starken Plattchenhemmung.

Patienten mit KHK erhalten ADP-Rezeptorblocker wie Clopidogrel, Prasugrel
oder Ticagrelor zumeist nach einer Koronarintervention bzw. zur Sekundérpro-

[ Eine suffiziente Thrombozyteninhibition ist hier essentiell und eine

phylaxe
abgeschwichte Clopidogrelwirkung kritisch, da sie das Risiko von Restenosen
nach Koronarstentimplantation erh6ht. Ein Viertel bis ein Drittel der Patienten, die
Clopidogrel einnehmen, gelten als ,,poor-responder“. Sie haben ein erhohtes Ri-
siko fiir ein erneutes kardiales Ereignis oder Stentthrombosen!’®’®!. Dabei sind
bislang nicht alle Ursachen fiir die abgeschwiéchte Clopidogrelwirkung be-
kannt’*). Davon betroffen sind insbesondere Patienten, die auch an typischen Be-

gleiterkrankungen der koronaren Herzkrankheit, wie z.B. Diabetes mellitus, Herz-
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oder Niereninsuffizienz leiden. Sowohl in experimentellen (Tier-)Modellen als
auch im Serum von Patienten mit diesen Erkrankungen waren erhohte Fractalkin-

20,79-81) 1 okal erhohte Chemokin- und Fractalkinkonzentrati-

spiegel nachweisbar!
onen finden sich im entziindlich verdnderten und geschidigten GefaBBendothel
sowie in atherosklerotisch veridnderten GefiBen und Plaques® **). Neben der Ex-
pression in humanen atherosklerotischen Plaques®™ ! konnte Ikejama et al. er-
hohte Serumfractalkinspiegel mit einem erhohten Risiko fiir eine Ruptur der
Plaque in Zusammenhang bringen®". Andererseits wird in Mausen mit Fractalkin-
rezeptor-Knockout (CX3CR17) eine signifikant schwichere Ausbildung von

atherosklerotischen Lisionen beobachtet™” .

Gleiches gilt fiir Fractalkin-
defiziente Tiere, diese sind zudem weniger anfallig fiir Reperfusionsschidden nach
zerebraler Ischimie™. Sowohl systemische als auch lokal erhohte Fractalkinkon-
zentration scheinen demnach zum Fortschreiten von Atherosklerose und koronarer

Herzkrankheit beizutragen.

Zentrale Schritte der frithen Atheroskleroseentstehung sind die Einwanderung von
Monozyten und Leukozyten an Orte endothelialer Dysfunktion. Es konnte gezeigt
werden, dass Fractalkin und sein Rezeptor CX3CRI1 eine wichtige Rolle bei der
Monozytenadhdsion und —akkummulation in atherosklerotischen Plaques
spielen!*” *) Dariiber hinaus bewirkt Fractalkin eine erleichterte Adhésion und
Migration von Leukozyten in geschidigtes Endothel™ *%,

Wir untersuchten parallel in unserer Arbeitsgruppe die Wirkungen des Glykopro-
teins mfg-e8. Leonardi-Essmann et al. wies flir mfg-e8 und Fractalkin bereits ei-
nen direkten Zusammenhang nach: Auf Fractalkinstimulation hin wird in Mikrog-

lia verstirkt mfg-e8 exprimiert!*”!

. Dies bewirkt eine vermehrte Phagozytose
apoptotischer Zellen, da mfg-e8 an diese mit Hilfe seiner RGD-Domaéne bindet
und so ,,markiert®. Mit seiner PS-Doméne bildet es eine Art Briicke zu Makropha-
gen und erleichtert die Phagozytose!*". Weiterhin ist bekannt, dass thrombozytire

Mikropartikel mfg-e8-vermittelt beseitigt werden™".
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Angesichts dieser Vorbefunde sollte nun geklirt werden, ob hohe Fractalkinkon-
zentrationen im GefdBsystem ebenfalls erhohte mfg-e8-Konzentrationen bewirken

und ob mfg-e8 mit Thrombozyten interagiert.

HAECs (human arterial endothelial cells) wurden mit Fractalkin in verschiedenen
Konzentrationen iiber 24h inkubiert. Es zeigte sich eine erhohte mfg-e8-
Expression der stimulierten Zellen im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen
(Daten der Arbeitsgruppe, nicht gezeigt). In weiteren in vitro Versuchen, soge-
nannten ,,static adhesion assays“[gz], konnte eine signifikant stirkere Thrombozy-
tenadhédsion an mfg-e8 beschichteten Oberflichen gegeniiber Kontrolloberflichen

nachgewiesen werden.

Welche Rezeptoren konnten fiir diese Interaktion verantwortlich sein? Die
Thrombozytenadhédsion am Gefdlendothel lduft unter arteriellen Scherbedingun-
gen in mehreren Schritten und mit Hilfe verschiedener Rezeptoren ab. Vereinfacht
kann man den Vorgang in drei Schritte aufteilen. Im ersten findet die Kontaktauf-
nahme des thrombozytiren vWF-Rezeptors GPIb-V-IX mit kollagenimmobilisier-
tem vWF am Endothel statt®. Die Stabilisierung im nichsten Schritt wird vor
allem durch GPVI vermittelt. Fiir die feste Adhésion sind schlielich Integrine,
vorwiegend aktiviertes GPIIb/Illa, verantwortlich®. Unsere Hypothese lautete,
dass mfg-e8 potentiell als Mediator zwischen aktivierten Thrombozyten und En-
dothelzellen fungieren konnte: Thrombozyten besitzen RGD-Domédnen in den
Integrinen oauPs (GPIIb/Illa) und avBs (Vitronektin-Rezeptor). Eine weitere Bin-
dungsmoglichkeit an die C-Doméne von mfg-e8 ist Phosphatidylserin, das auf
diverse Stimuli hin, z.B. Thrombin oder Kollagen auf der Thrombozytenoberfla-

d[94

che prisentiert wird”*. Shi et al. beschreibt iiber diese Doméne in Miausen in vivo

eine kompetitive Blockade der PS-Bindestellen an Thrombozyten, die die FXa-
und Thrombinproduktion und somit die Himostase hemmen®> *®!.

Ob dariiber hinaus iiber die RGD-Doméne von mfg-e8 eine Interaktion zu einer

Thrombozytenstimulation fiihren kann, wurde unter anderem in Western blot und
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durchflusszytometrischen Versuchen untersucht. Tatsdchlich zeigte sich eine mfg-
e8 induzierte Aktivierung (Akt-Phosphorylierung an Ser'’”, PAC-1-Bindung).
Jinushi et al. wiesen bereits darauf hin, dass an Melanomzelllinien durch Zugabe
eines mfg-e8 Antikorpers Integrin-vermittelt die Akt-Aktivierung abgeschwicht

wird.

Jedoch bewirkte die Zugabe von mfg-e8 bei bereits vorstimulierten Thrombozyten
eine Abnahme der PAC-1-Bindung. Eine mogliche Erkldarung hierfiir kdnnte eine
kompetitive Inhibition der Ligandenbindungsstelle durch mfg-e8 am aktivierten
GPIIb/II1a sein. Dass von mfg-e8 eine Wirkung auf intrazellulidre Signalwege aus-

43, 56

gehen kann, wurde auch in anderen Studien beschrieben'*" >, Eine Wirkung auf

Thrombozyten in einer dhnlichen Form kommt demnach, insbesondere in Hin-

[97

blick auf ein mégliches Outside-in-signaling iiber GPIIb/IIIa®"), durchaus in Be-

tracht.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden Versuche in einer Flusskammer zur Simulati-
on einer Situation im GefdBendothel durchgefiihrt. Die Adhdsion der Thrombozy-
ten an Fibrinogen-beschichtete Oberflaichen nahm dabei nach Stimulation mit
mfg-e8 signifikant ab. Unter der Annahme einer RGD-vermittelten Interaktion
zwischen Blutpléttchen und dem Glykoprotein wire der Befund mit einer Konkur-

renzsituation an der Fibrinogenbindungsstelle vereinbar.

Letztendlich ist die Rolle von mfg-e8 am Gefdl3 bislang nur unzureichend er-
forscht. Brisette et. al. beschreibt eine Schliisselrolle des Glykoproteins in der
Freisetzung durch apoptotische Endothelzellen unter anderem bei Atherosklerose.
Makrophagen werden demzufolge in anti-inflammatorische Zellen umprogram-
miert und tragen so zur Zellhomdostase bei”™®!. Weiterhin scheint sich ein lokaler
mfg-e8-Mangel im Rahmen der Atheroskleroseentstehung negativ auszuwirken.
Ait-Oufella et. al. zeigten im Tiermodell, dass dies zu einer systemischen als auch
Plaque-lokalisierten Akkumulation von Zelldebris fiihrt"®”. Die Arbeit von Dai et.

al. bestétigt diese Ergebnisse, mfg-eS'/ -Maéuse fielen durch vermehrte nekrotische
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Plaques und eine héhere Anzahl apoptotischer Zellen auf!'®”. Inwiefern diese Er-
gebnisse auf Menschen iibertragbar sind — welche Bedeutung hat z.B. mfg-e8 im
akuten Myokardinfarkt? — ist bislang unklar. Weiterhin stellt sich aufgrund der
aktuellen Ergebnisse die Frage, welche Rolle mfg-e8 als Adhésionsprotein in der

frithen Atheroskleroseentstehung einnimmt.

Besteht in vivo tatsdchlich eine vermehrte mfg-e8-Expression an Orten hoher
Fractalkinkonzentration und wirkt sich diese in der Tat verstirkend auf die

Thrombozytenadhédsion am GefdBendothel aus?

Mit Fractalkin und mfg-e8 stehen zwei vermeintlich unscheinbare Substanzen im
Fokus dieser Arbeit, die sowohl unabhéingig voneinander, als auch in Interaktion
miteinander interessante Ansatzpunkte zur weiteren Erforschung der frithen

Atheroskleroseentwicklung bieten.
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Abb. 26: Aktivierung der transmembrandren G-Protein gekoppelten Rezeptoren, P2Y; und P2Y,
durch ADP; Kopplung von P2Y; an G, bewirkt Sekretion und Aggregation der Plittchen {iber
Phospholipase C (PLCp) via Calcium-Efflux; P2Y;; und CX;3;CR1 hingegen sind an G,; gekoppelt,
dieses wirkt inhibitorisch auf die Adenylatzyklase. Die cAMP-Produktion wird abgeschwécht, die
Aktivierung der Proteinkinase A unterbleibt. Weniger VASP wird phosphoryliert und bewirkt eine
weniger starke Thrombozyteninhibition; die Gg,-Untereinheit sorgt fiir eine Aktivierung der PI3K
mit nachfolgender Phosphorylierung von Akt; Thienopyridine sind ADP-Rezeptorblocker und

verhindern die proaktivierende und -aggregatorische Wirkung von ADP.
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5. Zusammenfassung

Die genauen Mechanismen der frithen Atheroskleroseentstehung sind Thema in-
tensiver Forschungsarbeit. Hierbei hat sich in den letzten Jahren eine zunehmend
wichtige Rolle fiir Thrombozyten herauskristallisiert. Sie spielen nicht nur in der
Hémostase, sondern auch bei immunologischen und entziindlichen Erkrankungen
eine wichtige Rolle. Aktivierte Blutplattchen interagieren auf vielfdltige Weise mit
unterschiedlichen Zellen ihrer Umgebung — Endothelzellen, glatten Muskelzellen
oder Leukozyten — wodurch es auf beiden Seiten zur Freisetzung von Botenstof-
fen und nachfolgend zur Aktivierung diverser Signalwege kommt. Auf der
Thrombozytenoberflache finden sich u.a. Rezeptoren fiir das Chemokin Fractalkin
(CX3CL1). Dieses wurde bereits mit Thrombozytenaktivierung und Leukozy-
tenadhédsion am Endothel in Verbindung gebracht. In dieser Arbeit konnte erstmals
gezeigt werden, dass der thrombozytire ADP-Rezeptor P2Y |, und der Rezeptor
fiir Fractalkin, CX3CR1, eine dhnliche intrazelluldre G-Protein-Kopplung und
Signalkaskade aufweisen, die in der Aktivierung der PI3K miindet. Der Effekt ist
unabhingig von einer ADP-Zugabe und wird iiber G,, vermittelt, so dass hieriiber
eine Blockung des P2Y;-Rezeptors durch z.B. Clopidogrel umgangen werden
konnte. Des Weiteren ist bekannt, dass Fractalkin die Expression des Glykopro-
teins mfg-e8 beeinflusst. Inwiefern mfg-e8 einen Einfluss auf Thrombozyten hat,
ist bislang nur unzureichend erforscht. In der vorliegenden Arbeit konnte eine
proaktivierende Wirkung von mfg-e8 auf Thrombozyten nachgewiesen werden:
Sowohl im Western blot (Aktivierung der PI3K) wie auch durchflusszytometrisch
(Aktivierung des GPIIb/IIla). Unter arteriellen Flussbedingungen schwichte mfg-
e8 die Bindung von Thrombozyten an Fibrinogen-beschichtete Oberfldchen ab.
Welche Rezeptoren an dieser Interaktion beteiligt sind, ist derzeit nicht geklart.
Sowohl mfg-e8 als auch Fractalkin stellen interessante, thrombozytenaktivieren-
den Substanzen dar, deren Einfluss aufeinander und auf das GefaBBsystem weiter-

fiihrender Untersuchung bedarf.
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6. Abkiirzungen und Einheiten

Abkiirzungen

Abb. Abbildung

ACS Acute coronary syndrome, akutes Koronarsyndrom
ADP Adenosindiphosphat

AK Antikorper

Akt Proteinkinase B

ASS Acetylsalicylsdure

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

CaCl,  Calciumchlorid

ERK Extracellular Signal-Regulated Kinase
FACS  Fluorescence activated cell sorting

Fbg Fibrinogen

FITC Fluoreszenz-Isothiocyanat

FKN Fractalkin

FSC Forward Scatter

FXa Gerinnungsfaktor Xa

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Gg, By-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins
GKR G protein-coupled receptor kinase 2

GP Glykoprotein

HAEC  Human Aortic Endothelial Cells

HRP Horseradish Peroxidase

KHK Koronare Herzkrankheit

LY LY294002

MDC Macrophage-derived Chemokine

Mean Mittelwert

Mfg-e8 Milk Fat Globule EGF Faktor 8, Lactadherin
MgCl,  Magnesiumchlorid

PBS Phosphat gepufferte Salzlosung
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PCI

PDGF
PGE,

PI3K
PKA
PKB
PVDF
PRI
RCC
RGD
SDS
SDF-1a
SEM
Sert7?
SMC
SSC
The®
u.a.
v.a.
VASP
VS.
vWF

Percutaneus Coronary Intervention, Perkutane
Koronarintervention

Platelet Derived Growth Factor
Prostaglandin E;

pH-Wert
Phosphoinositid-3-Kinase
Proteinkinase A

Proteinkinase B
Polyvinyl-Difluorid

Platelet reactivity index

Renal Cell Carcinoma
Arg-Gly-Asp, Arginin-Glycin-Aspartat
Sodium-dodecylsulfate

Stroma cell-derived Factor 1a
Standard Fehler des Mittelwertes
Serin an Position 473

Smooth Muscle Cell

Side Scatter

Threonin an Position 308

unter anderem

vor allem
Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein
versus

von-Willebrand-Faktor

Wortmannin
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Einheiten
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