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2.1 Zusammenfassung — Deutsch

Der Blutkreislauf ist a's wichtigstes Transportsystem im menschlichen Korper essentiell fur
die Versorgung der Gewebe und Organe mit Sauerstoff, Nahrstoffen, Hormonen etc. Zwel
Zelltypen, die eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung eines funktionell intakten
Blutgefalisystems spielen, sind Thrombozyten, die zentralen Mediatoren der Blutgerinnung,
und Endothelzellen, welche die luminale Seite der Gefédwande auskleiden. Diese beiden
Zellen sind aber auch wesentlich an der Pathologie der Atherosklerose und kardiovaskulérer
Erkrankungen beteiligt. Durch direkte und indirekte Interaktionen beeinflussen sich diese
beiden Zelltypen gegenseitig und regulieren ihre Aktivitét. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
eine Analysenmethode entwickelt, welche den Funktionszustand der Thrombozyten
guantitativ erfald. Sowohl die Aktivierung als auch die Hemmung humaner Thrombozyten
wird durch die Phosphorylierung spezifischer Signalproteine reguliert. Basierend auf der
Verwendung phosphorylierungsspezifischer Antikorper und der Durchfluf3zytometrie wurde
eine Methode etabliert, welche die Proteinphosphorylierung auf Einzelzellebene erfalt,
schnell quantifizierbare Ergebnisse liefert und fur die Analyseim Vollblut geeignet ist. Dadie
Sekretion von Endothelfaktoren den Phosphorylierungszustand dieser Proteine in den
Thrombozyten beeinflul¥, kann die Methode auch dazu verwendet werden, indirekt
Ruckschlisse auf den Funktionszustand der Endothelzellen zu gewinnen. In einer ersten
Klinischen Anwendung wurde die Methode eingesetzt, um den Therapieverlauf der
antithrombotischen Medikamente Ticlopidin und Clopidogrel, welche gezielt die ADP-
induzierte Thrombozytenaktivierung hemmen, zu verfolgen und das Antwortverhalten von
Patienten auf diese Medikamente zu messen. Mehrere Personen, bei denen Ticlopidin und
Clopidogrel keine Wirkung zeigten, wurden gefunden, ein Hinweis darauf, dal3 eine Resistenz

gegen Thienopyridine vorkommt.

Es ist bekannt, dal} Endothelfaktoren bestimmte Aspekte der Thrombozytenaktivierung
hemmen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal3 die Phosphorylierung der p38 und p42 Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen, die im Verlauf der Thrombozytenaktivierung von zahlreichen
Agonisten induziert wird, ebenfalls durch die endothelidlen Vasodilatatoren NO
(Stickstoffmonoxid) und Prostaglandin  gehemmt wurde. Auf3erdem hemmten diese
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Substanzen die Translokation der inflammatorischen Moleklle P-Selektin und CD40 Ligand
(CD40L) aus intrazelluldaren Speicherorganellen auf die Thrombozytenoberfléche. P-Selektin
und CD40L werden auf aktivierten Thrombozyten exprimiert und sind direkt an der
Interaktion von Thrombozyten mit Leukozyten und Endothel zellen beteiligt.

Um die Auswirkung von CD40L, P-Selektin und weiteren Faktoren aktivierter Thrombozyten
auf humane Endothelzellen zu untersuchen, wurde mit Hilfe von cDNA-Arrays die
differentielle Genexpression in Endothelzellen nach Koinkubation mit aktivierten
Thrombozyten analysiert. Neben einer bereits bekannten Hochregulierung von Faktoren, die
an inflammatorischen Prozessen betelligt sind, wurde eine verstdrkte Expression von
Transkriptionsfaktoren (c-Jun, Egrl, CREB2), Wachstumsfaktoren (PDGF) sowie von
Adhasionsrezeptoren fir extrazelluléare Matrixproteine (Integrin ay, Integrin 3;) gefunden.
Diese Faktoren weisen darauf hin, dal3 aktivierte Thrombozyten die Migration und
Proliferation der Endothelzellen anregen und damit die Wundheillung, aber auch
pathophysiologische Prozesse wie die Aushildung atherosklerotischer Plagues induzieren

konnten.

2.2 Summary — English

The blood circulation is the human body's main transport system and is essential for supplying
tissues and organs with oxygen, nutrients, hormones, etc. Blood platelets, the centra
mediators of coagulation, and endothelial cells which line the inner wall of blood vessels, play
important roles in the maintenance of functionally intact blood vessels. On the other hand,
these cells aso participate in the pathogenesis of atherosclerosis and cardiovascular diseases.
These two cell types mutually influence each other and regulate their activity via direct and
indirect interactions. In this work, a method which allows quantitative analysis of platelet
function was developed. Platelet activation and inhibition is regulated by phosphorylation of
specific signaling proteins. Based on the use of phosphorylation-specific antibodies and flow
cytometry, a method was established which measures protein phosphorylation in single cells,
gives fast and quantitative results, and is aso suitable for analysis of whole blood samples.
Since secretion of endothelial cell factors influences the phosphorylation state of these
proteins, the method may also be used to get indirect information about the functional
integrity of endothelia cells. In afirst clinical application, this method was used to monitor
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the progression of a therapy with the anti-thrombotic drugs ticlopidine and clopidogrel which
selectively inhibit ADP-induced platelet activation, and to determine the patients
responsiveness to these drugs. Several non-responders were identified, indicating the

existence of athienopyridine resistance.

Endothelial cell factors are known to inhibit different aspects of platelet activation. In this
work, phosphorylation of platelet p38 and p42 mitogen-activated protein kinases, which is
induced by various platelet activators, was found to be inhibited by the endothelium-derived
vasodilators nitric oxide (NO) and prostacyclin. Furthermore, these endothelial cell factors
inhibited translocation of the inflammatory molecules P-selectin and CD40 ligand (CD40L)
from intracellular granules to the platelet surface membrane. P-selectin and CD40L are
expressed on activated platelets and are directly involved in the interaction of platelets with
leukocytes and endothelial cells.

To study effects of P-selectin, CD40L, and other parameters of activated platelets on human
endothelial cells, cDNA Arrays were used to analyze differential gene expression in
endothelial cells after coincubation with activated platelets. Besides the already known up-
regulation of certain inflammatory factors, a number of additional genes which belong mainly
to the group of transcription factors (c-Jun, Egrl, CREB2) and growth factors (PDGF) and of
adhesion receptors for extracellular matrix proteins (integrin a,, integrin (31) was found to be
up-regulated by activated platelets. Expression of these genes indicates that activated platelets
may induce migration and proliferation of endothelial cells and thereby initiate wound

healing, but may also have pathophysiological effects like the development of atherosclerotic
plagues.
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3.1 Einfuhrung

Der Blutkreisdauf erfullt wichtige funktionelle Aufgaben im menschlichen Korper. Er
gewdhrleistet die Versorgung aler Organe und Gewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen, den
Abtransport von Kohlendioxid oder anderen Stoffwechselprodukten und dient als
Transportsystem beispielsweise fur Hormone und Komponenten des immunologischen
Abwehrsystems. Der Aufrechterhaltung eines intakten Blutgefél3systems kommt daher eine
entscheidende Bedeutung zu. Zwei Zelltypen, die hierbei eine wichtige Rolle spielen, sind
Thrombozyten (Blutpléttchen), die zentrden Mediatoren der Blutgerinnung, und
Endothelzellen, welche die luminale Seite (Innenseite) der Gefaldwéande auskleiden. Durch
direkte und indirekte Interaktionen beeinflussen sich diese beiden Zelltypen gegenseitig und
regulieren ihre Signawege. Kommt es infolge einer Verletzung der GeféRwand zur Blutung,
adhérieren die Thrombozyten an die subendotheliale Matrix der geschadigten Gefal3wand,
bilden ein Gerinnsel und fihren so die Stillung der Blutung herbei. Hierbel werden die
Thrombozyten von ihrem Ruhezustand in einen aktivierten Zustand CUberflhrt. Der
physiologische Zustand der Thrombozyten im gesunden Organismus ist ener fein
abgestimmten Regulation zwischen ruhender und aktivierter Form unterworfen. Diese
Regulation ist durch die Interaktion der Thrombozyten mit der Gefédwand gegeben.
Endothelzellen sezernieren Substanzen, welche die Thrombozytenaktivierung hemmen, und
bilden so eine antiadhasive Oberflache, die Ubermallige Thrombozytenaktivierung und die
Bildung von Thrombosen (Geféverschliissen) verhindert. Ist dieses Gleichgewicht gestort,
z.B. bel einer Endotheldysfunktion, kommt es zu pathophysiologischen Prozessen wie der
Ausbildung atherosklerotischer Plagues und Thrombosen, die zu Herzinfarkt oder
Schlaganfall fuhren kodnnen. Atherosklerotische Lipideinlagerungen in der Gefé3wand
bewirken eine verminderte Bildung von antithrombotischen Faktoren. Dadurch werden
vermehrt Thrombozyten aktiviert, die an das Endothel adhérieren und im Gegenzug die

Endothel zellen aktivieren und zur Expression inflammatorischer Faktoren anregen.
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3.2 Thrombozyten

3.2.1 Aktivierung

Thrombozyten sind mit einem Durchmesser von zwel bis vier um die kleinsten Zellen des
Blutkreislaufes. Aufgrund ihrer typischen diskoiden Form, die sie im nichtaktivierten Zustand
einnehmen, werden sie auch as Blutplditchen bezeichnet. Die physiologische
Thrombozytenkonzentration betrégt 150000 bis 300000 pro pl Blut, mit einer
durchschnittlichen Uberlebenszeit der Thrombozyten von etwa sieben bis zehn Tagen.
Thrombozyten entstehen durch Abschniirung aus den Megakaryozyten im Knochenmark und
werden in der Leber und der Milz abgebaut (Gawaz, 1999). Thrombozyten besitzen keinen
Zellkern und sind somit nicht zur Gentranskription fahig. RNA ist in geringen Mengen
vorhanden, inwieweit physiologisch bedeutsame Translationsvorgénge ablaufen, ist jedoch
nicht geklart. Die Funktion der Thrombozyten liegt in der Blutgerinnung (Hamostase). Sie
sorgen in einem gesunden Organismus dafir, daf3 Blutungen zum Stillstand kommen und
Wunden verschlossen werden. Zahlreiche Krankheitsbilder —mit  abnormaem
Blutungsverhalten sind auf Thrombozytenfunktionsstorungen oder unphysiologische
Thrombozytenzahlen zurickzuftihren. Um ein Blutgerinnsel zu bilden, missen die
Thrombozyten von ihrem ruhenden in einen aktivierten Zustand Ubergehen. Diesen Prozef3

bezeichnet man as Thrombozytenaktivierung.

Die Thrombozytenaktivierung ist ein komplexer Vorgang, der zahlreiche Prozesse wie
Aktivierung oder Hemmung biochemischer Signalwege, Neuorganisation des Zytoskeletts,
Formverdnderung, Ausschittung intrazellulérer Speicherorganellen und Aktivierung von
Oberfl&chenrezeptoren umfalét. Diese fuhren zur Bindung von Fibrinogen an den aktivierten
Fibrinogenrezeptor, Quervernetzung mit weiteren Thrombozyten tber Fibrinogenbricken und
Bildung von Thrombozytenaggregaten. Thrombozyten werden durch Adhasion an den von
Willebrand Faktor (VWF), Collagen und andere Proteine der subendothelialen Matrix oder
durch I6sliche Agonisten wie Thrombin, Thromboxan A; (TxA>) und Adenosin-5'-diphosphat
(ADP) aktiviert. Viele dieser Aktivatoren interagieren mit heptahelikalen Rezeptoren, die auf
ihrer zytoplasmatischen Seite mit heterotrimeren GTP-bindenden Proteinen (G-Proteinen)
gekoppelt sind (Tabelle 3.1). Diese G-Proteine funktionieren as Vermittler, welche die
Signale der aktivierten Rezeptoren an intrazellulére Signalkaskaden weitergeben.
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Tabelle 3.1: G-Protein-gekoppelte Rezeptoren der Thrombozytenaktivierung (modifiziert nach
(Offermanns, 2000))

Rezeptor G-Protein
Thrombin-Rezeptor Gi, Gg, G12, G13
TxA-Rezeptor Gy, Gi2, Gi3
P2Y ; ADP-Rezeptor Gq

P2Y 1, (P2Y ac) ADP-Rezeptor Gi

02 Epinephrin-Rezeptor Gi
Serotonin-Rezeptor Gq

G-Proteine bestehen aus einer a-Untereinheit, die Guanin-Nukleotide bindet und hydrolisiert,
sowie einer 3- und einer y-Untereinheit, die zusammen einen Komplex bilden. Im inaktiven
Zustand bindet die a-Untereinheit GDP. Die Aktivierung des Rezeptors fiihrt dazu, da? GDP
durch GTP ersetzt wird, die a-Untereinheit eine Konformationsdnderung erféhrt und vom By-
Komplex dissoziiert. Die a-Untereinheit und der By-Komplex kdnnen nun Effektormolekiile
regulieren. Durch die GTPase-Aktivitét der a-Untereinheit wird das gebundene GTP zu GDP
hydrolisiert, die a-Untereinheit bindet wieder an den By-Komplex und bringt so das G-Protein
zurtick in den inaktiven Basal zustand (Offermanns, 2000).
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Abbildung 3.1: Die Rolle der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in der Thrombozytenaktivierung.

Die verschiedenen G-Proteine regulieren unterschiedliche Signalwege in den Thrombozyten
(Abbildung 3.1) (Offermanns, 2000; Brass et al., 1997). Gaq aktiviert die B-Isoform der
Phospholipase C (PLC[), die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IPs) und 1,2-Diacylglycerol (DAG) spaltet. 1P; induziert einen Anstieg des
zytosolischen Ca?*-Spiegels (Rink und Sage, 1990), wodurch zahlreiche Ca*-abhangige
Enzyme reguliert werden. Durch die erhdhte Ca?*-Konzentration wird beispielsweise die
Ca**/Calmodulin-abhangige myosin light chain kinase (MLCK) aktiviert, die durch
Phosphorylierung der leichten Ketten des Myosins (MLC) eine Reorganisation des
Zytoskeletts enleitet (Daniel et al., 1984; Nachmias et al., 1985). Diese fuhrt zur
Formveranderung (shape change) des Thrombozyten, d.h. das Blutpl&tchen nimmt eine mehr
kugelige Gestalt an und bildet Pseudopodien. Aktivierung von Gy, und Gss, die Uber den
Rho/Rho-Kinase-Weg die Myosinphosphatase hemmen und so Ca®*-unabhéngig die
Phosphorylierung der leichten Ketten des Myosins verstarken, fuhrt ebenfalls zur
Formverdnderung (Klages et al., 1999). DAG, das zweite Produkt der PLC-Reaktion, aktiviert

10



3 BEINLEITUNG

die Proteinkinase C (PKC), die tber Phosphorylierung der Substrate Pleckstrin und MARCKS
zur Sekretion von intrazelluléren Speicherorganellen (Granula) beitrégt (Rotondo et al., 1997,
Sloan und Haslam, 1997; Elzagalaai et al., 2000). Bel der Granulasekretion werden
vasoaktive und prokoagulatorische Substanzen wie PDGF (platelet-derived growth factor),
Ca”*, ADP, Serotonin und Fibrinogen freigesetzt. Uber die thrombozyteneigenen Rezeptoren
verstarken diese den Aktivierungsprozef3 und aktivieren auf3erdem benachbarte Thrombozyten
und wirken auf die Endothelzellen. Durch die Sekretion kommt es aufRerdem zu einer
Translokation der Transmembranproteine P-Selektin (CD62P) und CD40 Ligand (CD40L)
sowie von zusitzlichen Fibrinogenrezeptoren auf die Zytoplasmamembran. Uber P-Selektin
und CD40L interagieren Thrombozyten direkt mit Membranrezeptoren auf Leukozyten und
Endothelzellen und l6sen dort inflammatorische Signale aus, so dal3 die Rolle der
Thrombozyten nicht auf die Gerinnung beschrénkt bleibt, sondern auch wesentlich zu
inflammatorischen Prozessen beitrégt (Henn et al., 1998).

Die Bindung von Fibrinogen an den Fibrinogenrezeptor, Integrin ay,Bs, ist von zentraler
Bedeutung fur die Thrombozytenaggregation (Eigenthaler und Shattil, 1996). Sie ist abhangig
vom Aktivierungszustand des Integrins, das wahrend der Thrombozytenaktivierung durch
Konformationsanderung und Bindelung mehrerer Integrine (clustering) in eine aktivierte
Form Uberfthrt wird. Die Signale, die zur Aktivierung des Integrins a,,,33 fuhren, werden als
inside-out signaling bezeichnet (Shattil, 1999). Wichtige Bestandteile sind die
Aktinfilamentbildung und Umbildung des Zytoskeletts (Bennett et al., 1999; Calderwood et
al., 2000), im Detail sind sie jedoch noch nicht geklart. Die Aktivierung der Gog-gesteuerten
Signawege ist notwendig fur die Aktivierung des Integrins oz und die
Thrombozytenaggregation (Offermanns et al., 1997), alleine jedoch nicht ausreichend. Erst
die zusétzliche Aktivierung von Gi-gekoppelten Rezeptoren fuhrt zur Aggregation (Jin und
Kunapuli, 1998; Savi et al., 1998; Leon et al., 1999). Ga; hemmt die Adenylylzyklase und
reduziert so die intrazelluldre Konzentration des aggregationshemmenden Signalmolekils
CAMP. Dieser Effekt scheint jedoch nicht fir die Aggregation notwendig zu sein, da ein
Inhibitor der Adenylylzyklase in Thrombozyten, bei denen der Gg-Signalweg selektiv
aktiviert war, keine Aggregation ausléste (Savi et al., 1996b; Daniel et al., 1999). Aul3erdem
flhrte die gleichzeitige Aktivierung von PKC und eines Gj-gekoppelten Rezeptors auch in
Gegenwart eines erhohten cAMP-Spiegels zur Aktivierung des Fibrinogenrezeptors

(Riondino et al., 2001). Es sind vermutlich die By-Komplexe der Gi-Proteine, die Uber

11



3 BEINLEITUNG

Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-Kinase) an der Aktivierung des
Fibrinogenrezeptors beteiligt sind (Zhang et al., 1996; Dangelmaier et al., 2001).

Die Tatsache, dal3 die Aktivierung von sowohl Gg- als auch Gi-vermittelten Signalwegen fir
die Aggregation notwendig sind, erkléart die starke aggregatorische Wirkung von Thrombin,
dessen Rezeptoren mit beiden G-Proteinen verbunden sind. Thromboxan hingegen aktiviert
nur Gy und G1o/Gy3 und ist fur die Aktivierung des Fibrinogenrezeptors auf die Sekretion von
ADP aus den dichten Granula angewiesen (Paul et al., 1999). Fir ADP existieren auf
humanen Thrombozyten drei verschiedene Rezeptoren (Abbildung 3.2): P2X, en
ligandengesteuerter Kationenkanal, der zum sofortigen Einstrom von Ca&* aus dem
Extrazelluldrraum fahrt, P2Y 4, der Gy aktiviert, sowie der Gi-gekoppelte P2Y 12 (P2Y ac)
ADP-Rezeptor (Daniel et al., 1998; Jin et al., 1998; Geiger et al., 1998; Hollopeter et al.,
2001). Die Aktivierung beider G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist essentiell fur die ADP-
induzierte Thrombozytenaggregation (Jin und Kunapuli, 1998). Ticlopidin und Clopidogrel,
zwel Thienopyridinderivate, die in der antithrombotischen Therapie eingesetzt werden,
hemmen die durch ADP ausgeloste Aggregation, indem sie selektiv den P2Yac ADP-
Rezeptor hemmen (Defreyn et al., 1991; Mills et al., 1992; Geiger et al., 1998; Geiger et al.,
1999).
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Abbildung 3.2: ADP-Rezeptoren auf humanen Thrombozyten. Der P2Y,- ADP-Rezeptor hemmt iiber G;-
Proteine die Adenylylzyklase (AC) und reduziert dadurch den durch den Prostaglandin-Rezeptor
vermittelten Anstieg der cAMP-Konzentration. Die antithrombotischen Medikamente Ticlopidin und

Clopidogrel wirken gezielt auf den P2Y,c ADP-Rezeptor.

Die Funktion der By-Komplexe in Thrombozyten ist noch nicht sehr gut untersucht. Teilweise
tragen sie auch zur Aktivierung der Phospholipase C3 bei (Brass et al., 1986). Parallelen zu
anderen Zelltypen lassen vermuten, dal3 die By-Untereinheiten der Gi-Proteine Uber die PI-3-
Kinase die Ras/Raf-vermittelte Aktivierung der p42 mitogenaktivierten Proteinkinase (p42
MAPK) einleiten (Brass et al., 1997). Wéahrend der Thrombozytenaktivierung kommt es zu
einer raschen und starken Aktivierung der p42 MAPK und auch der p38 MAPK (Papkoff et
al., 1994; Kramer et al., 1995). Die Signalwege, die zur Aktivierung der p38 MAPK in
Thrombozyten fuhren, sind noch nicht geklart. MAP-Kinasen kommen in alen
eukaryotischen Zellen vor und sind wichtiger Bestandteil von komplexen Signalwegen, die zu
Zéellproliferation oder Differenzierung fuhren. lhre Substrate und Funktionen in
Thrombozyten sind jedoch noch recht unklar. Die p38 MAPK phosphoryliert die Ca*-
abhangige zytosolische Phospholipase A, (CPLA) und trégt damit zur Aktivierung der cPLA

13



3 BEINLEITUNG

und zur Freisetzung von Arachidonsdure, einem Schritt des TxA,-Syntheseweges, bel
(Kramer et al., 1996; Bérsch-Haubold et al., 1997). Ein weiteres Substrat der p38 MAPK ist
die MAPK-aktivierte Proteinkinase 2 (MAPKAPK-2). Diese phosphoryliert das kleine
Hitzeschockprotein Hsp27, welches in vitro die Aktinpolymerisation verstarkt und so zu den
Umbauvorgangen des Zytoskeletts wahrend der Thrombozytenaktivierung beitragen kénnte
(Saklatvala et al., 1996; Butt et al., 2000). Als Substrat der p42 MAPK wurde in

Thrombozyten die ribosomale S6 Kinase (p90™

) gefunden, die in anderen Zelltypen an
mitotischen und proliferativen Prozessen beteiligt ist, deren Funktion in Thrombozyten jedoch
noch unklar ist (Papkoff et al., 1994). Studien mit Inhibitoren der p38 MAPK (SB203580)
und der MAPK-Kinase (PD98059), welche die p42 MAPK aktiviert, wiesen auf eine
Funktion der p38 MAPK und p42 MAPK bel der Thrombozytenaktivierung durch geringe
Dosen der Agonisten Collagen, TxA, und Arachidonsdure hin (Saklatvala et al., 1996;
McNicol et al., 1998). Da die genannten Inhibitoren jedoch nicht spezifisch fir diese Kinasen
sind, sondern auch Zyklooxygenasen hemmen (Borsch-Haubold et al., 1998), die in
Thrombozyten bei der Umwandlung von Arachidonsdure in Thromboxan beteiligt sind,

konnen diese Effekte nicht eindeutig den MAPK zugewiesen werden.

3.2.2 Hemmung

Aktivierung, Adhasion und Aggregation von Thrombozyten sind unter physiologischen
Bedingungen strengen Regulationen unterworfen. So sezernieren  Endothelzellen
beispielsweise blutdrucksenkende Substanzen (Vasodilatatoren) wie Prostaglandin |,
(Prostazyklin, PG-l;) und EDRF (endothelium-derived relaxing factor), die neben ihrer
Wirkung auf die glatten Muskelzellen der Gefddwand auch eine Hemmung der
Thrombozytenaktivierung bewirken (Vane et al., 1990). Diese Thrombozytenantagonisten
hemmen die Thrombozytenfunktion, indem sie die intrazelluldren Konzentrationen der
zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP anheben. EDRF, der identisch mit
Stickstoffmonoxid (NO) ist (Furchgott und Vanhoutte, 1989), und NO-freisetzende
Substanzen wie Natriumnitroprussid (SNP) erhohen Uber eine Aktivierung der
Guanylylzyklase die intrathrombozytére cGMP-Konzentration. PG-l, und andere
Prostaglandine, z.B. das in der vaskuldren Therapie haufig eingesetzte Prostaglandin E; (PG-
E;), aktivieren den Prostaglandinrezeptor, der Uber die a-Untereinheit von G¢-Proteinen die

Adenylylzyklase aktiviert und zur Bildung von cAMP fihrt. Die Rezeptoren fur Adenosin
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und [-adrenerge Substanzen sind ebenfalls an stimulierende Gs-Proteine gekoppelt und
aktivieren die Adenylylzyklase (Abbildung 3.3).

Die zyklischen Nukleotide entfalten ihre antiaggregatorische Wirkung hauptséchlich Uber die
CAMP- und cGMP-abhangigen Proteinkinasen (CAMP-PK und cGMP-PK) (Sandberg et al.,
1991; Butt et al., 1992; Geiger et al., 1992; Eigenthaler et al., 1993). Weitere wichtige
Effektormolekile sind Phosphodiesterasen, die cAMP und cGMP wieder abbauen und von
diesen in positiven oder negativen Feedback-Schleifen gehemmt oder aktiviert werden
(Abbildung 3.3) (Eigenthaler und Walter, 1994).

Adenosin
ADP B-adrenerge Substanzen
EDRF / NO Epinephrin PG-E;
SNP Thrombin PG-I,

!

GC @
@‘/} Ni@lb

/\
cGMPT
1@\@ o

B e
/l\ < |\

IP5-Rezeptor

andere andere
Substrate Hsp27 Raplb ABP Substrate
VASP Caldesmon
Goys
GP 1bB
PDE3

Abbildung 3.3: cAMP- und cGMP-vermittelte Hemmung der Thrombozytenfunktion

Die CAMP-PK und cGMP-PK phosphorylieren in Thrombozyten zahlreiche Substrate, von
denen einige bereits identifiziert wurden, darunter das Vasodilatator-stimulierte
Phosphoprotein (VASP) (Waldmann et al., 1987; Halbrtigge et al., 1990), die kleine GTPase
Raplb (Kawata et al., 1989; Siess et al., 1990) und der 1Ps-Rezeptor (Cavallini et al., 1996)
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as gemeinsame Zielmoleklle beider Kinasen. Aul3erdem wurden das Aktin-bindende Protein
(ABP), Calsdesmon (Hettasch und Sellers, 1991), die myosin light chain kinase (MLCK)
(Hathaway et al., 1981), die cGMP-inhibierte Phosphodiesterase (PDE3) (Macphee et al.,
1988), das Glykoprotein 1bf (GPIbB) (Fox und Berndt, 1989; Wardell et al., 1989) und Go13
(Manganello et al., 1999) as Substrate der CAMP-PK identifiziert, sowie Hsp27 (Buit et al.,
2000) fur die cGMP-PK (Abbildung 3.3).

VASP, ein Zytoskelett-assoziiertes Protein, ist das am besten charakterisierte Substrat beider
Kinasen. Es liegt in Thrombozyten in sehr hoher Konzentration vor (Eigenthaler et al., 1992).
In den verschiedenen Zelltypen findet man VASP hauptséachlich in fokalen Kontakten,
Streffasern und Zell-Zell-Kontakten lokalisiert (Reinhard et al., 1992). Es interagiert mit
zahlreichen Zytoskelettproteinen wie Profilin, Zyxin, Vinculin und Aktin, sowie mit dem
Oberfléchenprotein ActA des humanpathogenen Bakteriums Listeria monocytogenes
(Reinhard et al., 1995b; Reinhard et al., 1995a; Reinhard et al., 1996; Chakraborty et al.,
1995). VASP besitzt drei Phosphorylierungsstellen — Serin-157, Serin-239 und Threonin-278
— die mit verschiedenen Affinitéten von der cCAMP-PK und cGMP-PK phosphoryliert werden
(Butt et al., 1994; Smolenski et al., 1998). VASP verstéarkt die Aktinpolymerisation und die
Bindelung von Aktinfilamenten (Bachmann et al., 1999). Zusammen mit anderen Faktoren
beeinflufdt es vermutlich die Umbildungen des Aktinzytoskeletts, die zur Aktivierung des
Fibrinogenrezeptors fuhren. Die Phosphorylierung des Serin-157, die man aufgrund einer
Verschiebung des Molekulargewichts von VASP von 46 kDa nach 50 kDa in SDS
Polyacrylamidgelen detektieren kann (Halbriigge und Walter, 1989), korreliert eng mit der
Hemmung des Fibrinogenrezeptors (Horstrup et al., 1994). AulRerdem zeigen Versuche mit
Thrombozyten von VASP-knock-out-Mausen, dal3 deren durch niedrige Konzentrationen
zyklischer Nukleotide ausgel 6ste Hemmung der Aggregation gestort ist. Aul3erdem reagieren
diese Thrombozyten mit verkirzter Aggregationszeit nach Stimulation mit Collagen und mit
verstarkter Aktivierung des Fibrinogenrezeptors und P-Selektin-Expression nach Stimulation
mit Thrombin (Aszodi et al., 1999; Hauser et al., 1999). Diese Beobachtungen weisen darauf
hin, dal3 die Phosphorylierung von VASP zumindest einen Teil der hemmenden Effekte der
zyklischen Nukleotide auf die Aktivierung des Integrins o33 vermittelt. Die genaue Rolle,
die VASP und die Phosphorylierung von VASP bei der Reorganisation des Zytoskeletts und
der Integrinaktivierung spielen, ist jedoch noch unklar. In humanen Endothelzellen reduziert
die Phosphorylierung die Lokalisation von VASP in den fokalen Kontakten und leitet eine
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Auflésung des Aktinfilamentsystems ein. Mit VASP-Mutanten transfizierte Zellen, bel denen
alle drei Phosphorylierungsstellen in Alanin mutiert sind, zeigen diese Effekte nicht
(Smolenski et al., 2000). In vitro-Experimente zeigen, dal3 durch die Phosphorylierung die
Bindung von VASP an F-Aktin reduziert und die Aktinpolymerisation und Bindelung der
Filamente unterdrickt werden (Harbeck et al., 2000). Demnach konnte die VASP-
Phosphorylierung die verstarkende Wirkung von VASP auf die Aktinpolymerisation
herunterregulieren. VASP ist jedoch nur eines der Substrate der CAMP-PK und cGMP-PK,
die an der Organisation des Zytoskeletts beteiligt sind. Die Phosphorylierung von ABP,
Caldesmon, GPIbB, MLCK und Raplb tragen wahrscheinlich ebenso zur Hemmung der
Umstrukturierung des Zytoskel etts bel.

Ein weiterer wichtiger Effekt der Thrombozyteninhibierung tGber zyklische Nukleotide ist die
Hemmung des intrazelluldren Kalziumanstiegs (Geiger et al., 1992; Geiger et al., 1994). Auch
hier sind mehrere Mechanismen beteiligt. Zum einen verhindert eine Hemmung des PLC-
Signalweges die Freisetzung von Ca aus intrazelluldren Speichern. Dies geschieht
wahrscheinlich einerseits durch eine Reduzierung des Substrates (PIP,) der PLC, (Ryningen
et al., 1998) und andererseits auf der Rezeptor- oder G-Protein-Ebene. Der
Thromboxanrezeptor beispielsweise wird in HeLa-Zellen und in vitro von der cAMP-PK oder
der cGMP-PK phosphoryliert, und in Thrombozyten werden die mit dem
Thromboxanrezeptor assoziierte GTPase-Aktivitét und die nachfolgende Kalziumfreisetzung
durch cGMP oder cAMP gehemmt (Wang et al., 1998; Walsh et al., 2000). Zusétzlich wird
die Kalziumfreisetzung durch Hemmung des |Ps-Rezeptors, der auch ein Substrat der CAMP-
PK und cGMP-PK ist, geghemmt (Cavallini et al., 1996; El-Daher et al., 2000).

Neben der Neuorganisation des Zytoskeletts, der Aktivierung des Fibrinogenrezeptors und
dem intrazelluldren Kalziumanstieg wird durch cAMP und cGMP auch die Sekretion der
intrazelluldren Granula gehemmt (Michelson et al.,, 1996). Die Mechanismen der
Granulasekretion sind im Detail noch nicht verstanden, jedoch sind sowohl ein hoher
zytosolischer Kalziumspiegel als auch die Aktivierung der PKC essentiell fur die
Degranulierung (Knight et al., 1984; Yang et al., 1996; Sloan und Haslam, 1997). Durch die
Hemmung der PLC werden beide Effekte gehemmt. Es ist aber wahrscheinlich, dal3 die
CAMP-PK und cGMP-PK noch an weiteren Punkten des sekretorischen Prozesses eingreifen,

besonders da V erénderungen des Zytoskeletts involviert sind.
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3.3 Endothelzellen

3.3.1 Funktion

Endothelzellen kleiden die Innenwande der Blutgefdl3e aus und bilden eine dynamische
Grenzschicht zwischen dem Blutstrom und dem Gefal3wandgewebe. Das Endothel erfllt
wichtige Aufgaben bei der Aufrechterhaltung des Blutkreislaufes. Es reguliert den Blutdruck
und die Proliferation der glatten Muskelzellen der Gefal3wand. Es beeinflufdt thrombotische
und fibrinolytische Prozesse und die Adh&sion von Thrombozyten und Leukozyten an seine
Oberflache. Es l6st inflammatorische Prozesse aus und reguliert die Durchléssigkeit der
Gefal3wand. Das gesunde, intakte Endothel sezerniert konstitutiv geringe Mengen EDRF
(NO), das von der endothelialen NO-Synthase (eNOS) aus L-Arginin gewonnen wird (Palmer
et al., 1988), und besitzt damit eine vasodilatierende (gefé3erweiternde) und
antikoagulierende Aktivitét (de Graaf et al., 1992). Zahlreiche Faktoren wie Scherkréfte,
Acetylcholin und Bradykinin, aber auch ADP, ATP, Serotonin und andere Signale verstéarken
in den Endothelzellen die Bildung und Freisetzung von NO und Prostazyklin (PG-I).
Prostazyklin entstent in mehreren enzymatischen Schritten aus der Umwandlung von
Arachidonsaure. Diese beiden Vasodilatatoren werden von den Endothelzellen sowohl in den
subendothelialen Raum als auch in den Blutstrom sezerniert und stimulieren in den glatten
Muskelzellen der Gefal3wand sowie in den Thrombozyten die cGMP- und cAMP-abhangigen
Signalwege und bewirken eine Hemmung der Kontraktion und Proliferation der glatten
Muskelzellen und der Thrombozytenaggregation (Vane et al., 1990; Radomski et al., 1987).
Neben den Thrombozytenantagonisten EDRF und PG-l, bilden Endothelzellen weitere
antithrombotische Faktoren, die in die Gerinnungskaskade eingreifen und z.B. die Produktion
von Thrombin reduzieren, sowie fibrinolytische Faktoren (Pearson, 1999). Neben den
Wirkungen auf glatte Muskelzellen und Thrombozyten zeigt NO auch antiinflammatorische
Effekte, indem es die Adhasion von Leukozyten an Endothelzellen hemmt. NO wirkt dabei
auf die Endothelzellen selbst, aktiviert dort Uber die Guanylylzyklase die cGM P-abhangige
Proteinkinase und hemmt auf diesem Wege die Expression von Zelladhasionsmolekilen
sowie die Produktion des Vasokonstriktors Endothelin. Das gesunde Endothel weist diese
inhibitorischen Funktionen auf und hemmt die Leukozyten- und Thrombozytenadhésion, die
Aggregation und Thrombosebildung sowie die Kontraktion und die Proliferation der glatten
Muskelzellen.
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3.3.2 Dysfunktion

Wird das Endothel in seinen Funktionen gestort, fordert dies die Vasokonstriktion
(Geféverengung), die Thrombozytenaktivierung und Gerinnung, die Proliferation der glatten
Muskulatur der Gefdl3wand sowie die Leukozytenadhdsion (Meredith et al., 1993). Der
wesentliche Faktor ist hierbel die Beeintrachtigung der endothelialen Produktion und/oder
Bioaktivitdt von NO. Diese scheint ein frihes Ereignis in der Krankheitsentwicklung der
Atherosklerose zu sein, da sie nicht nur in offensichtlich atherosklerotischen Gefél3segmenten,
sondern bereits in Blutgefa3en bel Patienten im Frihstadium atherosklerotischer
Erkrankungen auftritt (Zeiher et al., 1991). Neben der Reduktion der NO-Produktion tragen
Endothelzellen auch aktiv zur Vasokonstriktion bei, indem sie gefal3verengend wirkende
Substanzen wie Endothelin, Angiotensin Il und TxA, bilden. Aul3erdem sezernieren sie
Wachstumsfaktoren, welche die Proliferation der glatten Muskelzellen anregen. Durch die
Expression von MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) und Oberflachenmolekilen wie P-
Selektin, VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) und ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) regulieren Endothelzellen auf3erdem auch inflammatorische Prozesse und
vermitteln die Adhasion und Einwanderung von Leukozyten. Die Expression dieser Proteine
wird durch NO gehemmt und beispielsweise durch Zytokine, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF),
Thrombin, aktivierte Thrombozyten etc. ausgelost. Diese  prothrombotischen,
proinflammatorischen und proliferationsfordernden Eigenschaften des Endothels sind
wichtige Bestandtelle des physiologischen Reparatursystems, das bel Verletzungen der
Gefaldwand zur Blutstillung fuhrt. Ist die Regulation dieser Prozesse jedoch durch dauerhafte
Schédigungen des Endothels gestért, kommt es zur pathologischen Endotheldysfunktion.
Zahlreiche Faktoren wie oxidativer Stref3, frele Radikale, Einlagerung von oxidiertem LDL
(low density lipoprotein) etc. tragen zur Endotheldysfunktion bei (Selwyn et al., 1997). Sieist
haufig die Folge von ungesunder Erndhrung, Rauchen, Bewegungsmangel etc. und kann

aulRerdem durch genetische Préadispositionen beglnstigt werden.

Die Endotheldysfunktion ist als Ursache und/oder Folge mit zahlreichen Krankheitsbildern
wie Atherosklerose, Bluthochdruck, Thrombosen, Herzversagen, Hypercholesterindmie,
Diabetes mellitus etc. verbunden. Sie fuhrt zur Entstehung von Endothellasionen und zur
Ausbildung atherosklerotischer Plagues. Die Plagues entstehen durch Thrombozytenadhé&sion,
Proliferation von glatten Muskelzellen und Einwanderung und Aktivierung von Leukozyten,

hauptsachlich Makrophagen. Die inflammatorischen Prozesse sind wesentlicher Bestandteil
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der Plaquebildung. Sie beglinstigen bel fortgeschrittener Atherosklerose das Aufbrechen der
Plaques, so dal3 durch Thrombozytenadhasion und Aggregation an der Plagueruptur ein
Thrombus entstehen kann, der einen Gefal3verschlufd herbeiftihren kann (Fuster et al., 1992b;
Fuster et al., 1992a; Fuster et al., 1997).

3.4 Wechselwirkungen zwischen Endothelzellen und

Thrombozyten

3.4.1 Hemmung der Thrombozytenaktivierung durch endotheliale Faktoren

Endothelzellen hemmen die Thrombozyten direkt durch die beiden Vasodilatatoren EDRF
(NO) und Prostazyklin, die sie in den Blutstrom sezernieren. EDRF hat eine sehr kurze
Halbwertszeit von nur wenigen Sekunden (Cocks et al., 1985). Da NO durch Hamoglobin
inaktiviert wird, wirkt es vermutlich nur in unmittelbarer Néhe der Endothelschicht. Neuere
Erkenntnisse, hauptsachlich aus in vitro—Studien, weisen darauf hin, dald NO aulerdem in
Reaktionen der enzymatischen und nichtenzymatischen Oxidation von Lipiden verbraucht
wird (O'Donnell und Freeman, 2001). Die biochemische Halbwertszeit von Prostazyklin in
vivo betrégt etwa 3 min (Dusting et al., 1979). Trotz der kurzen Halbwertszeiten scheinen NO
und PG-I, in vivo eine hemmende Wirkung auf die Thrombozyten auszutiben. So zeigen
Maéuse, denen das Gen fiur die eNOS fehlt, verkirzte Blutungszeiten (Freedman et al., 1999).
Und eine Familie mit einer Nonsens-Mutation im Gen fur die Prostazyklinsynthase zeigt
ebenfalls einen prothrombotischen Phanotyp (Nakayama et al., 1997). Die Wirkmechanismen
von EDRF und PG-I, auf Thrombozyten wurden in Kapitel 3.2.2 ausfuhrlich beschrieben.

Neben EDRF und PGIl, exprimieren Endothel zellen weitere Faktoren, wie Ectonukleotidasen,
VWEF, Thrombomodulin, tissue factor (TF) und tissue factor pathway inhibitor, die direkt oder
indirekt das Aggregationsverhalten der Thrombozyten beeinflussen (Pearson, 1999).

3.4.2 Induktion inflammatorischer Prozesse in Endothelzellen durch aktivierte
Thrombozyten

Zwischen Endothelzellen und Thrombozyten besteht eine wechsel seitige Beziehung, d.h. auch

die Thrombozyten beeinflussen den Stoffwechsel der Endothelzellen. Bisher ist bekannt, dafi

die aktivierten Thrombozyten in den Endothelzellen hauptsachlich inflammatorische Prozesse
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auslosen. Sie aktivieren die Expression von Endothelin, E-Selektin, VCAM-1, ICAM-1,
MCP-1, Interleukin-8 (IL-8), TF, Integrin a,Bz (Vitronectinrezeptor) und wahrscheinlich
weliteren Faktoren (Ohlstein et al., 1991; Henn et al., 1998; Gawaz et al., 1998; Slupsky et al.,
1998; Gawaz et al., 2000). Die meisten dieser exprimierten Chemokine, Zytokine und
Adhasionsmolekiile sind an der Rekrutierung, Bindung und Aktivierung von Leukozyten
beteiligt, welche eine wesentliche Rolle bei der Entstehung atherosklerotischer Prozesse
spielen. Durch die Induktion der Endothelinexpression vermitteln aktivierte Thrombozyten
aulBerdem die Gefarkontraktion. Die Transkription vieler dieser Proteine wird durch den
Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor-«B') gesteuert (Collins, 1993; Collins et al.,
1995; Thanos und Maniatis, 1995). Es wurde gezeigt, dal3 aktivierte Thrombozyten NF-kB in
humanen Endothelzellen aktivieren und die NF-kB-abhangige Gentranskription induzieren
(Gawaz et al., 1998; Gawaz et al., 2000). Die durch aktivierte Thrombozyten ausgelGste
Transkription von MCP-1 wird aufer durch NF-kB auch durch Aktivierung der p38 MAPK
reguliert (Dickfeld et al., 2001). Die Expression von E-Selektin, VCAM-1, ICAM-1, IL-8,
MCP-1 und TF wird durch Hemmung der Interaktion von CD40L auf den Thrombozyten mit
CD40 auf den Endothelzellen deutlich reduziert (Henn et al., 1998; Slupsky et al., 1998).
CD40 gehdrt zur Familie der TNF-Rezeptoren und war urspringlich nur auf B-Lymphozyten
bekannt. Es interagiert mit seinem Liganden CD40L, das strukturell mit TNF-a verwandt ist.
CDA40L wurde urspriinglich auf aktivierten CD4"-T-Zellen identifiziert, und seine Interaktion
mit CD40 auf B-Lymphozyten ist von grofer Bedeutung fir die Entwicklung und das
Funktionieren des humoralen Immunsystems (Kroczek et al., 1994). Der Nachweis von
CD40L auf aktivierten Thrombozyten, der durch Interaktion mit CD40 auf Endothelzellen
inflammatorische Prozesse audlost, hat das Verstdndnis der Thrombozyten um eine
bedeutende physiologische Funktion erweitert. Die Aktivierung des endothelialen CD40
scheint eine wichtige Rolle in der Entwicklung der atherosklerotischen Plaques zu spielen.
Die atherosklerotischen Plagues bel Méausen, bei denen das Gen fur CD40L ausgeschaltet
wurde, sowie bel Mausen, bel denen die CD40L-CD40-Interaktion durch
Antikorperbehandlung blockiert wurde, wiesen einen deutlich geringeren Gehat an
Leukozyten und damit eine erhdhte Stabilitét auf. Dadurch traten weniger Plaquerupturen auf,
die zu Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung fuhren (Lutgens et al., 1999; Lutgens et
al., 2000). Die endotheliale Expression von Endothelin, MCP-1 und ICAM-1 wird zumindest
teilweise auch durch von aktivierten Thrombozyten freigesetzte, 16dliche Faktoren ausgel ost
(Onhlstein et al., 1991; Gawaz et al., 1998; Gawaz et al., 2000). Insgesamt sind also sowohl
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|6sliche Faktoren als auch CD40L und eventuell weitere Membranproteine an der Interaktion
der Thrombozyten mit den Endothel zellen beteiligt.

3.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von Analysenmethoden, welche den in vivo-
Funktionszustand humaner Thrombozyten und Endothelzellen quantitativ erfassen konnen.
Da sowohl die Aktivierung als auch die Hemmung humaner Thrombozyten durch die
Phosphorylierung spezifischer Signalproteine reguliert wird, sollte eine Methode basierend
auf der Verwendung phosphorylierungsspezifischer Antikdrper und der Durchfluf3zytometrie
etabliert werden. Da die Sekretion von Endothelfaktoren den Phosphorylierungszustand dieser
Proteine in den Thrombozyten beeinfluf3t, kann die Methode auch dazu verwendet werden,

indirekt RickschlUsse auf den Funktionszustand von Endothelzellen zu gewinnen.

Die Regulation der MAPK-Wege wéahrend der Thrombozytenaktivierung und deren
Hemmung durch Endothelfaktoren sollte ndher untersucht werden, sowie der Einfluld von
Endothelfaktoren auf die Oberflachenexpression von P-Selektin und CD40L, die direkt an der
Interaktion von Thrombozyten mit Leukozyten und Endothel zellen beteiligt sind.

Um en besseres Verstdndnis der Rolle der Thrombozyten-Endothelzell-Wechselwirkungen
in den frihen atherogenen Prozessen zu erlangen, sollten als dritte Fragestellung die
Signalwege in Endothelzellen untersucht werden, welche durch aktivierte Thrombozyten
reguliert werden. Insbesondere sollten mit Hilfe von cDNA-Arrays Gene identifiziert werden,
deren Transkription in Endothelzellen durch die Wechselwirkung mit aktivierten
Thrombozyten ausgel 6st wird.
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4.1 AntikOrper

Tabelle 4.1: Antikérper und Antiseren

Bezeichnung Antigen Markierung Spezies Bezugsquelle Endkonzentration /
Verdiinnung
Blot FACS
M4 VASP -- Kaninchen, immunoGlobe 1:3000 -
polyklonal
16C2 Phospho-Ser239- - MausgGlk [ nanoTools /{ 0,5 pg/ml | 2,4 ug/ml
VASP Vasopharm
Biotech
MOPC 21 unspezifische - MauslgGlk |Sigma - 2,4 ug/ml
| sotypkontrolle
Anti-phospho- | Phospho- -- Kaninchen, New England| 1:500 --
p38 MAPK Thr180/Tyr182- polyklonal Biolabs
p38 MAPK
Anti-phospho- | Phospho- -- Maus 1gG nanoTools 0,4 pg/ml | 10 pg/ml
p42/44 MAPK | Thr202/Tyr204-
(12D4) p42/44 MAPK
Anti-p38 p38 MAPK -- Kaninchen, New England| 1:1000 --
MAPK polyklonal Biolabs
Anti-ERK 2 p42 MAPK - Maus 1gG nanoTools 0,1 pg/mi --
Anti-ERK 1 p44 MAPK - Maus 1gG Pharmingen 0,5 pg/ml --
Anti-CD62P- CD62P RPE Maus 1gG DAKO - 10 pg/ml
RPE
Anti-CD40L CD154 (CD40L) - Maus 1gG Pharmingen -- 10 pg/ml
Anti- Fibrinogen FITC Huhnchen WAK Chemie -- 90 pg/mi
Fibrinogen- 1gG
FITC
Anti-CD41 GPIlb -- Maus 1gG1 Cymbus -- 5 pg/ml
Biotechnology
Anti-AP-1/c-Jun | AP-1/c-Jun -- Kaninchen, Sigma 1:400 --
polyklonal
Ziege-anti- Maus 1gG FITC Ziege Sigma -- 25 pg/ml
Maus-FITC
Ziege-anti- Maus 1gG HRP Ziege BioRad 1:3000 -
Maus-HRP
Ziege-anti- Kaninchen 1gG HRP Ziege BioRad 1:3000 -
Kaninchen-HRP
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4.2 GrolRenstandards

Grol¥enstandard Proteine: Kaleidoscope Prestained Standards (BioRad)
Grolenstandard DNA: 100 bp DNA ladder (Life Technologies)

1 kb DNA ladder (Life Technologies)
GrolRRenstandard RNA: RNA ladder 0,24 - 9,5 kb (Life Technologies)
4.3 Enzyme

Reverse Transkriptase Superscript |1 (Life Technologies)
Taq DNA Polymerase (MBI Fermentas)
Restriktionsenzyme + Restriktionspuffer (Boehringer Mannheim/Roche Diagnostics)

4.4 Nukleotide, Oligonukleotide, DNA

[a-*2P]dATP, 3000 Ci/mmol (Amersham Pharmacia Biotech)
dNTPs, 2mM, fur PCR (MBI Fermentas)

Oligonukleotid-Primer (MWG Biotech)

Heringssperma-DNA (Boehringer Mannheim/Roche Diagnostics)

4.5 Kulturmedien und -zusatze

Ampicillin (Sigma)

LB-Agar Medium (Bio 101)

LB-Medium (Bio 101)

L-Glutamin, 200 mM (Sigma)

M199 Earle, mit 20 mM Hepes, ohne L-Glutamin, ohne NaHCOs (Biochrom)
Penicillin-Streptomycin-L6sung (Sigma)

Trypsin-EDTA-L6sung (Sigma)

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactopyranosid) (Clontech)
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4.6 Chemikalien und Lésungen

Agarose: SeaKem GTG Agarose, NuSieve GTG Agarose (FMC Bioproducts)
cBIMPS (BioLog)

Clopidogrel (Sanofi)

Denhardt's Solution, 50x (Sigma)

Dil-Ac-LDL (Paesel und Lorel)

Epinephrin: Suprarenin (Hoechst/Aventis)

Ethanol (J.T. Baker)

Formaldehyd, 10%, methanolfrel (Polysciences)

Heparin: Liguemin N 25000 (Boehringer Mannheim/Roche Diagnostics)
Kollagenase A (Boehringer Mannheim/Roche Diagnostics)

Methanol (J.T. Baker)

MgCl,, 25 mM, fur PCR (MBI Fermentas)

Milchpulver (BioRad)

MOPS-Puffer, 10x (Sigma)

PBS Dulbecco's, ohne Kalzium, ohne Natriumbicarbonat (Life Technologies)
8-pCPT-cGMP (BioLog)

PCR-Puffer: 10x MBI, pH 8,8/ 200 mM (NH,4)>SO4 (MBI Fermentas)

PD 98059 (Alexis Biochemicals)

RGDS-Peptid (Sigma)

RNAlater (Ambion)

Rotiphorese Gel 30, 30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid (Carl Roth GmbH)
SB 203580 (Alexis Biochemicals)

Silikonisierlésung: Sigmacote (Sigma)

SSC-Puffer, 20x (Life Technologies)

TAE-Puffer, 10x (Life Technologies)

Ticlopidin (Sanofi)

Trizol-Reagenz (Life Technologies)

Wasser: Agua ad iniectabilia (Pharmacia & Upjohn), Ampuwa (Fresenius)
Zitratlésung: ACD-Formula A (Biotrans GmbH)

Alle Ubrigen Reagenzien wurden im jeweils hochsten erhdtlichen Reinheitsgrad von der

Firma Sigma bezogen.
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4.7 Kits

Atlas Human 1.2 Array (Clontech)

DNA-free Kit (Ambion)

ECL Kit (Amersham Pharmacia Biotech)

Plasmid Midi Kit (QIAGEN)

QIAprep Soin Miniprepi Kit (QIAGEN)

Prime It II Random Primer Labeling Kit (Stratagene)
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)

TA-Cloning Kit (Invitrogen)

4.8 Verbrauchsmaterialien

Hybond N*-Membran (Amersham Pharmacia Biotech)

Nitrozellulose Transfermembran: Protran, Porengrof3e 0,2 um (Schleicher & Schuell)
PV DF-Transfermembran: Immobilon-P, Porengrof3e 0,45 pum (Millipore)
Rontgenfilme: Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia Biotech), Medical Film (Konica)
Sephadex Quick Spin Columns G50 (Boehringer Mannheim/Roche Diagnostics)
S-Monovette, 5 ml, Zitrat (Sarstedt)

Zéellkulturflaschen und -schalen (Greiner)

4.9 Gerate, Software

Durchfluf3zytometer: FACSScan (Becton Dickinson)
FACSCalibur (Becton Dickinson)
Elektrophoresekammern
- fUr Polyacrylamid-Minigele: Mini Protean Il (BioRad)
- fir RNA-Gele: Agagel Maxi (Biometra)
- fur DNA-Gele: Hybritech Gel Box (C.B.S. Scientific Co.)
Inkubatoren
- fir humane Endothel zellen: Forma Scientific CO, Water Jacketed Incubator (Forma
Scientific)
- Bakterienschlittler: Certomat R + Certomat H (B. Braun Biotech Internat.)
- fUr Hybridisierungen: Hybaid Maxi 14 (MWG Biotech)
Mikroskop: Axiovert 25 (Zeiss)
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PCR-Maschine: GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer)
Photometer: Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech)

Scanner: Studiostar (Agfa)

Software: CellQuest (Version 1.0, 1994, Becton Dickinson).

NIH Image (Version 1.61)
PhotoL ook (1996, Agfa-Gevaert N.V.)

Spannungsgerét: Power Pac 200 (BioRad)
Szintillationszéhler: Tri-Carb Liquid Scintillation Analyzer (Packard)
Transferkammer fir Western Blots: Trans-Blot Cell (BioRad)
UV-Crosslinker: UV Stratalinker 1800 (Stratagene)
Zellzéhlgerét fir Thrombozyten:  Technicon H-1 System, Technicon H-3 RTC (Bayer)
Zentrifugen: Roto Silenta/lK (Hettich)

Rotanta/S (Hettich)

Eppendorf Zentrifuge 5415 C (Eppendorf)
Eppendorf Zentrifuge 5417 R (Eppendorf)
Sorvall RC 5B, Rotor SS34 (Sorvall)
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5.1 Praparation humaner Thrombozyten

Alle Versuchsschritte mit Thrombozyten wurden bei Raumtemperatur oder im Wasserbad bei
37°C und unter ausschlieffdlichem Einsatz von Kunststoffpipetten und -geféal3en durchgefihrt.

Grol3e Scherkréfte, etwa durch Vortexen oder rasches Pipettieren, wurden vermieden.

Die Thrombozyten wurden aus Blutspenden gesunder, nichtrauchender, freiwilliger Spender,
die nicht unter dem Einflu? von Medikamenten standen, isoliert. Das Blut wurde aus der
Armvene entweder mit einer Dialysekanule abgenommen und direkt mit vorgelegter
Zitratlosung (ACD-Formula A) im Verhaltnis 6:1 vermischt, um eine Koagulation des Blutes
zu verhindern, oder es wurde das Blutentnahmesystem S-Monovette mit Zitrat-Losung der
Firma Sarstedt verwendet. Mit Zitrat stabilisiertes Blut wurde in dieser Form fir Versuche mit
Vollblut eingesetzt.

Zur Gewinnung des pléttchenreichen Plasmas (PRP) wurde Vollblut fir 5 bis 15 min
(abhéngig vom Volumen) bel 330 g zentrifugiert. Durch Zentrifugation von Vollblut
entstehen eine erythrozytenreiche untere Phase, eine leukozytenreiche Zwischenphase und als
obere Phase das PRP, welches neben Blutplasmabestandteilen nahezu ausschliefdich
Thrombozyten enthédlt. Das PRP wurde mit einer Pipette sorgfdltig abgenommen und in ein
neues Gefal3 Uberfuhrt.

Zur Herstellung gewaschener Thrombozyten, wurde das PRP fur 5 bis 10 min bei 400 g
erneut zentrifugiert. Das Thrombozytenpellet wurde in Resuspensionspuffer resuspendiert, die
Thrombozytenzahl mit einem Zelzéhlgerdt bestimmt und die Zellzahl auf eine
Endkonzentration von 1010° Zellen/ml eingestelt.

PRP und gewaschene Thrombozyten wurden vor Versuchsbeginn fur 15 min bei 37°C im
Wasserbad ruhig stehengel assen.
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5.2 Inkubationsversuche mit Thrombozyten

Die Stimulierung der Thrombozyten fand in Vollblut, PRP oder gewaschenen Thrombozyten
in PBS mit 5,5 mM D-Glucose und 1 mM EDTA statt. Sie wurden mit den Antagonisten PG-
Ei, SNP, cBIMPS oder 8-pCPT-cGMP und/oder den Agonisten Thrombin, ADP, Epinephrin
oder dem TxA,-Analog U46619 fur verschiedene Zeitrdume inkubiert. Um die Effekte der
von Endothelzellen sezernierten Faktoren auf Thrombozyten zu messen, wurden
Koinkubationsversuche mit Vollblut und Endothelzellen durchgeftihrt. Je 1 ml PBS und 2 ml
Vollblut wurden auf eine mit Huvecs der 3. Passage konfluent bewachsene T75-
Zellkulturflasche, bel der das Zellkulturmedium zuvor entfernt worden war, gegeben und bei
Raumtemperatur auf einem Schwenktisch inkubiert. In einigen Versuchen wurden die
Endothelzellen vor Versuchsbeginn fir 1 h bei 37°C mit 10 uM Indomethacin, das in das
Zellkulturmedium gegeben wurde, vorinkubiert. In diesen Versuchen war auch wahrend der
Koinkubation dem Vollblut 10 uM Indomethacin zugesetzt.

Bel allen Versuchen wurden jeweils vor Beginn der Inkubation (O min) und zu verschiedenen
Zeitpunkten wahrend der Inkubation Proben enthommen und wie in den Kapiteln 5.4 und 5.5
beschrieben fir die DurchfluRzytometrie oder die Analyse im Western Blot aufbereitet.

5.3 In vivo-Studien mit Ticlopidin und Clopidogrel

Freiwillige, gesunde Probanden (Alter 23 bis 49 Jahre) nahmen fir 7 Tage entweder 500 mg
Ticlopidin oder 75 mg Clopidogrel pro Tag ein. Blutproben wurden vorher, wahrend und bis
zu 4 Wochen nach Beendigung der Medikamenteneinnahme entnommen. PRP wurde
prapariert wie in Kapitel 4.1 beschrieben und mit Puffer, 30 nM PG-E;, 5 uM ADP oder 30
nM PG-E; + 5 uM ADP inkubiert. Die Analyse der VASP-Phosphorylierung erfolgte wie in
Kapitel 5.4 beschrieben.

5.4 DurchfluRzytometrie

Prinzip

Die Durchfluf3zytometrie ermdglicht die automatisierte Analyse von Fluoreszenzintensitéten
und Lichtstreuung bzw. Lichtbrechung einzelner Zellen innerhalb von heterogenen

Zellgemischen. Hierbei ist die gleichzeitige quantitative Erfassung mehrerer biochemischer
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und biophysikalischer Parameter einer einzelnen Zelle - unter der Voraussetzung, dal3 die
Zellen einzeln in Suspension vorliegen - moglich. Grundlage fir die Durchfluf3zytometrie ist
die Moglichkeit, Fluoreszenzfarbstoffe spezifisch mit einem zu untersuchenden Molekil zu
verknUpfen. Hierbei spielt der Einsatz von Antikorpern, die oft hochspezifisch ihre Antigene
erkennen, in Verbindung mit fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorpern eine grof3e Rolle.
Nachgewiesen werden konnen auf diesem Wege Oberflachenantigene, nach Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen jedoch auch intrazelluldre Molekile. Neben Antikdrpern kénnen
z.B. auch nukleinsaurebindende Farbstoffe oder Farbstoffe, die ihr Fluoreszenzverhalten

durch Bindung an intrazellul&re lonen verandern, zum Einsatz kommen.

Die DurchfluRzytometrie besitzt gegentiber anderen fluorimetrischen Methoden mehrere
Vortelle: 1) Die computergesteuerte Quantifizierung der Fluoreszenzsignale einer sehr grof3en
Anzahl von Zellen — bis zu mehreren tausend Zellen in der Sekunde — fihrt zu einer grof3en
statistischen Aussagesicherheit. 2) Die Durchflul3zytometrie liefert nicht nur einen
Durchschnittswert fir das zu untersuchende Zellgemisch, sondern eine Verteilung der
Fluoreszenzintensitéten der Einzelzellen, die auch eine Unterscheidung von Subpopul ationen
ermoglicht. 3) AulRerdem konnen durch die gleichzeitige Analyse mehrerer Parameter einer
einzelnen Zelle Signale eindeutig miteinander verkniipft werden.

Aufarbeitung der Thrombozytenproben zur Messung einer intrazelluliren

Proteinphosphorylierung

Zu jedem Analysezeitpunkt wurden 150 pl Vollblut, PRP oder gewaschene Thrombozyten
sofort mit 70 pl 10% Formaldehyd fur 5 min bei Raumtemperatur fixiert. PRP und
gewaschene Thrombozyten wurden anschlief3end 1 min bei 2700 g zentrifugiert, Vollblut erst
fir 20 s bei 2900 g und der hieraus entstandene PRP-Uberstand nochmals 10 s bei 8000 g. Die
fixierten Zellen wurden in 400 pl PBS/BSA (0,5% BSA in PBS, pH 7,4) resuspendiert, nach
Zugabe von 40 pl 2% Triton X-100 fur 10 min bei Raumtemperatur permeabilisiert und
anschlief3end for 1 min bei 2700 g zentrifugiert. Die permeabilisierten Zellen wurden in 300
ul Primérantikorperlosung (2,4 pg/ml 16C2 bzw. 12D4 in PBS/BSA) aufgenommen und fur
30 min bel Raumtemperatur inkubiert. Fir jeden Versuch wurde zusétzlich eine
Kontrollfarbung ohne Priméarantikorper oder mit einem unspezifischen Primérantikorper des

gleichen Isotyps (Maus 1gG1k) durchgefihrt, um die unspezifische Hintergrundférbung
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korrigieren zu konnen. Fur die Sekundarantikorperinkubation wurden die Zellen erneut
zentrifugiert, in 300 pl Sekundérantikorperlosung (25 pg/ml Ziege-anti-Maus-FITC in
PBS/BSA) resuspendiert und 20 min im Dunkeln inkubiert. Vor der Analyse im
Durchfluf3zytometer wurden die Zellen noch einma zentrifugiert, in 300 ul PBS/BSA
resuspendiert und bis zur Messung bel 4°C im Dunkeln aufbewahrt. Die Messung erfolgte

innerhalb einer Stunde nach der Probenaufbereitung.

Aufarbeitung der Thrombozytenproben zur Bestimmung von Oberflichenmarkern

Zu jedem Analysezeitpunkt wurden 50 ul PRP oder gewaschene Thrombozyten fir 10 min
mit 5 pl 10% Formaldehyd fixiert und anschlief3end fir 1 min bei 2700 g zentrifugiert. Die
fixierten Zellen wurden in 50 pl Primérantikorperlésung (10 pg/ml Anti-CD62P-RPE, 90
pg/ml Anti-Fibrinogen-FITC oder 10 pg/ml Anti-CD40L in PBS/BSA) aufgenommen und fir
30 min im Dunkeln inkubiert. Die Proben mit dem Anti-CD40L-AntikOrper wurden
anschlief3end fur weitere 20 min mit 100 pl Sekundérantikorperldsung (25 pg/ml Ziege-anti-
Maus-FITC in PBS/BSA) geféarbt. Anschlief3end wurden die Proben mit PBS/BSA verdinnt
und bis zur Analyse bel 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

Messungen am Durchflufizytometer

Fur die durchfluf3zytometrischen Messungen wurde anfangs ein FACSScan, spater ein
FACSCalibur Durchflulzytometer von Becton Dickinson mit einem Argon-Laser
(Anregungswellenlange 488 nm) sowie einem Diodenlaser (Anregungswellenlénge 630 nm)
eingesetzt.

Die Messungen erfolgten bel niedriger Durchflufrate, und die Proben wurden so verdinnt,

dal3 eine maximale Zahlrate von 2000 Ereignissen pro Sekunde nicht Uberschritten wurde.

Alle Photodetektoren wurden auf logarithmische Verstérkung eingestellt. Die Verstérkungen
der Signale von Forward Scatter und Side Scatter wurden so eingestellt, dal3 die Mel3werte der
Thrombozyten fur beide Parameter im Mittelfeld der logarithmischen Skalen lagen (FSC:
EQO0, SSC: 337 V). Die Thrombozytenpopulation wurde anfangs durch eine Farbung gegen

das Glycoprotein l1b/Ill1a als spezifischen Thrombozytenmarker identifiziert.
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In der FSC-SSC-Auftragung wurde die Thrombozytenpopulation durch das Setzen eines
Analysefensters eingegrenzt. Das Fenster wurde eng um die unstimulierte Population gesetzt
und auch bel der Analyse aktivierter Thrombozyten unverdndert beibehalten. Bel allen
Messungen wurden nur Signale innerhalb dieser Grenzen ausgewertet. Dadurch wurde
verhindert, dal3 Mikropartikel und Mikroaggregate, die sich in  aktivierten
Thrombozytenproben bilden kdnnen, zu verfé schten Signalen fihren. Mikropartikel, die sich
im FSC-SSC-Diagramm links unterhalb des Thrombozytenfensters befinden, weisen aufgrund
ihrer geringeren Grole kleinere Fluoreszenzwerte auf, kleine Thrombozytenaggregate
hingegen, die sich rechts oberhalb des Thrombozytenfensters befinden, fihren zu Uberhdhten
Fluoreszenzsignalen, da hier die Fluoreszenzintensitét mehrerer Zellen gleichzeitig Uberlagert

wird.

Die Verstéarkung der Fluoreszenzsignale in den einzelnen Fluoreszenzkandlen wurde fir jede
Farbemethode so gewéhlt, dal3 das Signa der unstimulierten Thrombozytenprobe bel
logarithmischer Verstéarkung einen mittleren Fluoreszenzwert zwischen 10 und 20 erhielt.

Alle Proben einer Mef3reihe wurden bei identischen Geréteeinstellungen gemessen.

Fir jede Messung wurden 20000 Zellen analysiert. Messung und Auswertung der Daten
erfolgten mit dem Programm CellQuest. Ausgewertet wurden die Fluoreszenzmessungen in
Form von Histogrammen, in denen die Fluoreszenzintensitdt als Abszisse und die Anzahl der
Zellen as Ordinate aufgetragen wurden. Aus den Histogrammen wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitét der Thrombozyten einer Probe berechnet. Diese Mittelwerte dienten als

MaR3 fir die Menge der gebundenen Antikorper.

5.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und
Western Blot

Losungen
SDS-StoplGsung:
Trizma-Base, pH 6,7 200 mM
Glycerin 15%
SDS 6%
Bromphenolblau 0,03%
2-Mercaptoethanol 10% —> wird erst kurz vor der Verwendung zugesetzt
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2 Trenngele (9% / 10%):

H.O 11,3ml

30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid 6 mi

3 M Trizma-Base, pH 8,9 2,5ml 2,5ml
10% SDS 0,2ml 0,2ml
TEMED 10l 10 pl
10% APS 0,2ml 0,2ml

2 Sammelgele (3%):

H.O 7,25 ml
30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid 1,0ml
0,5M Trizma-Base, pH 6,7 1,25 ml
10% SDS 0,1ml
TEMED 5pl
10% APS 0,2ml

Elektrophoresepuffer:

Trizma-Base 50 mM
Glycin 191 mM
SDS 0,1%

Transferpuffer:

Trizma-Base 25 mM
Glycin 193 mM
Methanol 20%

Waschpuffer:

Trizma-Base 55 mM
NaCl 167 mM
Triton X-100 0,22%

Blockmedium:

6% Milchpulver in Waschpuffer

Durchfiihrung

Fur Western Blot-Proben wurden 50 pl gewaschene Thrombozyten mit 25 pl SDS-Stopldsung
gemischt und sofort fur 5 min auf 95°C erhitzt. PRP-Proben wurden zuvor fir 10 s bei 8000 g

33



5 METHODEN

zentrifugiert und das Thrombozytenpellet in 50 pl PBS aufgenommen. Bis zur Anayse
wurden die Proben bei —20°C gelagert.

SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) wie in (Schwarz et al.,
1999) beschrieben durchgefiihrt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit 9%igen oder
10%igen SDS-Polyacrylamidgelen.

Die Proben wurden vor der Auftragung auf das Gel fir 5 min bel 95°C im Thermoblock
erhitzt. FUr die Fokussierung der Proteine im Sammelgel wurde eine Spannung von 80 V

angelegt. Die anschlief?ende Auftrennung im Trenngel erfolgte bel 120 V.

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine nach der Methode von Towbin (Towbin et al.,
1979) auf Nitrozellulose oder PV DF-Membranen transferiert. Der Transfer erfolgte fur 1 h bei
konstanter Stromstérke von 1 A.

Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden wahrend 30 min mit 6%iger
Milchpulverlsung abgeséttigt. Danach wurden die Blots mindestens 60 min oder tber Nacht
mit Primarantikorper in 3% Milchpulver inkubiert. Die Konzentrationen der Antikérper sind
Tabelle 4.1 zu entnehmen. Uberschiissige Antikorper wurden anschlieRend in drei
Waschschritten & 5 min mit Waschpuffer entfernt. Die Inkubation mit Peroxidase-
konjugierten Sekundarantikdrpern erfolgte fur 45 min. Nach funf Waschschritten von jeweils
etwa 5 min wurden die Blots mit ECL-L6sung entwickelt. Chemilumineszierende Banden
wurden mit Hilfe von Rontgenfilmen detektiert. Zur Analyse wurden die entwickelten Filme
mit dem Programm PhotoLook eingescannt und der Schwéarzungsgrad der Banden mit dem

Programm NIH Image analysiert.

5.6 Isolierung und Kultivierung humaner Endothelzellen

Gewinnung von humanem Serum

Die Gewinnung des humanen Serums erfolgte unter sterilen Bedingungen. Vollblut von
nichtrauchenden mannlichen Spendern der Blutgruppe AB wurde ohne Antikoagulantien
aufgefangen und fur 1 h zur Gerinnung stehengel assen. Das geronnene Blut wurde 10 min bel
3850 g zentrifugiert und das in der oberen Phase befindliche Serum in ein neues Gefal}
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uberfuhrt. Das Serum wurde 10 min bei 2000 g erneut zentrifugiert, um feste Bestandteile
abzutrennen. Der Uberstand wurde abgenommen, fiir 30 min bei 57°C hitzeinaktiviert und bis
zur Verwendung bei —20°C eingefroren. Das Serum mehrerer Spender wurde vereinigt, um

eine grofere Menge Serum gleicher Qualitét zu erhalten.

Gelatinieren von Zellkulturflaschen

Der Boden der Zellkulturflaschen wurde mit steriler 0,5%iger Gelatineldsung Uberschichtet
(0,1 ml/cm?®) und fiir mindestens 30 min bei Raumtemperatur stehengelassen bzw. firr langere
Zeitrdume bei 4°C gelagert. Kurz vor Verwendung der Zellkulturflaschen wurde der
Uberstand abgesaugt.

Priparation von Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen

Die Isolierung humaner Endothel zellen aus Nabel schnurvenen (Huvecs, human umbilical vein
endothelial cells) erfolgte in Anlehnung an die von Jaffe (Jaffe et al., 1973) beschriebene
Methode mit geringfigigen Modifikationen.

Humane Nabel schniire wurden nach der Geburt bis zur Prgparation fir maximal drei Tage bel
4°C in PBS gelagert. Die Préparation erfolgte unter sterilen Bedingungen bei
Raumtemperatur. Die Nabelschnire wurden zundchst von Blutresten gesaubert und auf
Beschadigungen Uberprift. An einem Ende der Nabelschnur wurde eine kurze
Schlauchverbindung in die Vene eingefiihrt und die Vene mit Hilfe einer Perfusorspritze mit
50 ml PBS durchgespuilt. Anschlief3end wurde das PBS ausgestreift und das untere Ende der
Nabelschnur mit einer Arterienklemme abgeklemmt. Durch einen Sterilfilter (0,25 pum
Porengrof3e) wurde die Vene mit 0.1%iger, auf 37°C temperierter Kollagenasel 6sung prall
gefullt und das andere Ende der Nabelschnur ebenfalls mit einer Arterienklemme
verschlossen. Die mit der Kollagenaselosung gefullte Nabelschnur wurde nun in einem
Besteckkasten fur 10 min bel 37°C inkubiert. Anschlief3end wurde die Nabelschnur leicht
massiert, damit sich die Zellen besser ablésen, und die Kollagenasel 6sung wurde mit knapp
30 ml PBS in 10 ml vorgewdrmtes serumhaltiges Zellkulturmedium (M199, 20% humanes
Serum, 2 mM L-Glutamin, 1% Penicillin-Streptomycin) ausgespult. Die Zellen wurden fur 5
min bei 150 g zentrifugiert, in 5 ml Medium aufgenommen und in einer gelatinebeschichteten
T25-Z6lIkulturflasche (25 cm? Flache) ausgesét. Die Zellen wurden tiber Nacht bei 37°C, 5%
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CO; und 68% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert, am néchsten Tag funfmal mit PBS gespult

und mit 5 ml frischem Kulturmedium weiter inkubiert.

Passagieren humaner Endothelzellen

Das Medium der Endothelzellen wurde alle 2 Tage gewechselt. Wenn der Zellrasen der
Kultur konfluent war, wurde das Medium abgesaugt. Die Zellen wurden einmal kurz mit PBS
gewaschen und dann fir einige Minuten mit PBS bei 37°C inkubiert, bis die Zellen sich
abgerundet, aber noch nicht abgel 6st hatten. Das PBS wurde abgesaugt und die Zellen mit 1,5
ml von 1:10 verdinnter Trypsinlésung kurz (bis zur AblGsung der Zellen) bei 37°C inkubiert.
Die abgelosten Zellen wurden in vorgewédrmtes Medium gegeben und auf neue gelatinierte
Gewebekulturschalen aufgeteilt. Die Zellen wurden jewells im Verhdltnis 1:2 bis 1:3
gesplittet. Fir die Koinkubationsversuche mit Thrombozyten wurden konfluente

Endothel zelIkulturen der 1. oder 2. Passage eingesetzt.

Identifizierung von Endothelzellen durch Firbung mit acetyliertem |[ow density
lipoprotein (LDL)

Die Identifizierung von Endothel zellen kann durch Aufnahme von acetyliertem LDL erfolgen
(Voyta et al., 1984). Hierzu wird acetyliertes LDL verwendet, das mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Dil (1,1'-Dioctadecyl-1-3,3,3',3-tetramethyl -indocarbocyanin-
perchlorat) markiert ist. Das Lipoprotein wird von den Endothelzellen endozytotisch
aufgenommen, durch lysosomale Enzyme degradiert und der Fluoreszenzfarbstoff in der
intrazelluldren Membran angehéuft. Die Zellen wurden fur 4 h mit 10 pg/ml Dil-Ac-LDL in
Kulturmedium bei 37°C inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen dreima mit PBS
gewaschen und im  Fluoreszenzmikroskop  Aufnahmen  gemacht, die mit

Phasenkontrastaufnahmen verglichen wurden.

5.7 Praparation der Thrombozytenproben far
Koinkubationsversuche mit humanen Endothelzellen

Zitrat-antikoaguliertes Vollblut wurde mit 2 mM EDTA versetzt und daraus die
Thrombozyten, wie in Kapitel 4.1 beschrieben, aufgereinigt. Nach Resuspension der
Thrombozyten in PBS mit 55 mM D-Glucose und 0,5% BSA wurden unmittelbar vor
Versuchsbeginn 1 mM MgCl, und 2 mM CaCl, zugesetzt. Die Stimulierung der
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Thrombozyten wurde in silikonisierten Gefal3en durchgefihrt, um zu verhindern, dal3 die
aktivierten Thrombozyten an den GeféRwanden haften bleiben. Um die Bildung von grof3eren
Aggregaten zu vermeiden, wurden die Thrombozyten in Gegenwart von 1 mM RGDS
stimuliert. RGDS ist ein kurzes Peptid aus dem Bindungsmotiv von Fibrinogen, das an den
Fibrinogenrezeptor bindet und so die Quervernetzung und Aggregatbildung der
Thrombozyten Uber Fibrinogenbriicken verhindert. Die Thrombozyten wurden mit 0,5 U/ml
Thrombin stimuliert und die Aktivierung nach 1 min mit 100 U/ml Heparin, das Thrombin
inaktiviert, gestoppt. Anschlief3end wurden die Thrombozyten mit Zellkulturmedium mit 2%
humanem Serum 1:10 auf 1010% Zellen/ml verdiinnt. Die Aktivierung der Thrombozyten
wurde durch Analyse der Oberflachenexpression von P-Selektin, CD40L und der
Fibrinogenbindung, wie in Kapitel 5.4 beschrieben, Uberprift. Fir die Kontrollinkubation
wurde eine Pufferkontrolle ohne Thrombozyten, die ansonsten die gleichen Inhaltsstoffe wie
die Thrombozytenprobe enthielt, hergestellt.

5.8 Koinkubation von Endothelzellen und Thrombozyten

Die Koinkubation wurde mit konfluenten Endothelzellen der Passage 1 oder 2 in zwel
Zellkulturschalen mit 15 cm Durchmesser, die aus einem gemeinsamen Pool von Zellen
aufgeteilt worden waren, durchgefihrt. Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und die
Zellen einmal kurz mit Zellkulturmedium mit 2% humanem Serum gewaschen. Dann wurden
die Zellen mit 15 ml der aktivierten Thrombozytenlésung oder mit 15 ml der Pufferkontrolle
uberschichtet und fir 4 h be 37°C inkubiert. Anschlief?end wurde die RNA aus den
Endothelzellen aufgereinigt.

5.9 Isolierung von RNA aus Endothelzellen

Nach Beendigung der Koinkubation wurde das Medium abgesaugt und die Zellen funfmal mit
PBS gewaschen, um anhaftende Thrombozyten abzulésen. Dann wurden die Zellen mit
RNAlater-Losung, ein Reagenz, das RNasen inaktiviert und die Isolierung der RNA zu einem
beliebigen Zeitpunkt nach dem Abstoppen erlaubt, bedeckt und fur mindestens 10 min
inkubiert. Vor der RNA-Isolierung wurde die Losung entfernt und einmal mit PBS
weggewaschen. Die Zellen wurden in Trizol-Reagenz (7,5 ml/15cm-Platte) auf der Platte
lysiert, in ein 12ml-Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und mit einer Spritze mit feiner Nadel (20

Gauge) homogenisiert. Das Homogenat wurde mit 1/5 Volumen Chloroform und 1/10
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Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5,0 versetzt, gevortext, fur 20 min auf Eis inkubiert und 15
min bei 10000 g und 4°C zentrifugiert. Die obere, wél¥ige Phase wurde in ein neues
Zentrifugenréhrchen Gberfahrt, mit 1 Volumen kalten Isopropanol (4°C) gemischt und 30 min
bei 10000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit der
gefdlten RNA mit 70% eiskaltem Ethanol (-20°C) gewaschen, erneut zentrifugiert und
getrocknet. Das RNA-Pellet wurde dann in 50 pl RNase-freilem Wasser resuspensiert und bel
-80°C gelagert.

Fur die Konzentrationsbestimmung der RNA wurde mit einem Photometer die optische
Dichte bel 260 nm von einer geeigneten Verdinnung (1:100 bis 1:200) gemessen. Eine
optische Dichte von 1 entspricht einer Konzentration von 40 ug RNA / ml.

5.10 Atlas Human 1.2 cDNA Expression Array

Prinzip

Bel den Atlas Arrays der Firma Clontech handelt es sich um auf Nylonmembranen
immobilisierte cDNA-Arrays, mit deren Hilfe man die differentielle Genexpression von
Gewebeproben oder von Zellen, die unter verschiedenen Bedingungen kultiviert wurden,
analysieren kann. Der Atlas Human 1.2 cDNA Expression Array enthélt cDNAs von 1176
ausgewdhlten humanen Genen, die ein breites Spektrum des humanen Zellstoffwechsels
abdecken, einige Housekeeping-Gene zur Normalisierung der Signale sowie Positiv- und
Negativkontrollen. Eine vollstandige Liste aller reprasentierten Gene wird mit den Arrays
mitgeliefert. Jede cDNA ist in einem kreisférmigen Spot auf die Membran aufgetragen. Es
wurden jewells 10 ng cDNA pro Spot immobilisiert. Die cDNA-Fragmente sind zwischen 200
und 600 Basenpaaren (bp) lang und wurden aus Bereichen der mRNA vervielfétigt, die keine
poly-A-Sequenzen, repetitive Elemente oder andere homologe Sequenzen enthalten. Der Atlas
Human 1.2 cDNA Expression Array enthélt vier identische Membranen, die es ermdglichen,
die differentielle Genexpression in bis zu vier verschiedenen Proben gleichzeitig zu
untersuchen. Als Ausgangsmaterial wird die RNA aus den zu vergleichenden Proben
aufgereinigt. Mit Hilfe eines genspezifischen Primergemisches, das speziell auf die Gene des
Arrays abgestimmt ist, wird in einer reversen Transkriptionsreaktion aus jeder RNA-Probe
eine radioaktiv markierte cDNA-Probe hergestellt. Jede dieser Proben wird mit einer der
Membranen hybridisiert und die radioaktiven Signale anschlieffend mit einem
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Phosphorimager oder ROntgenfilm detektiert. Durch Vergleich der Signastarken der
einzelnen Spots konnen Unterschiede in der Expressionsstéarke der betreffenden Gene

analysiert werden.

Durchfiihrung

Die Durchfuhrung erfolgte gema?3 der dem Array beiliegenden Anleitung. Die aus den
Endothelzellen isolierte Gesamt-RNA (siehe Kapitel 5.9) wurde einer DNase-Behandlung mit
dem DNA-free Kit von Ambion unterzogen, bevor sie fir den Atlas Array eingesetzt wurde.
Aus jeweils 4 pg Huvecs-Gesamt-RNA aus der Koinkubation mit den Thrombozyten und aus
der Kontrollinkubation wurde mit 50 pCi [a-*2P]dATP (3000 Ci/mmol) radioaktiv markierte
cDNA synthetisiert. Die cDNA wurde anschlief3end durch Saulenchromatographie von den
noch freien Nukleotiden getrennt. Die Gesamtstrahlungsintensitét der cONA-Proben lag bel 2
- 10 x 10° cpm (counts per minute). Zwei Atlas Array-Membranen wurden mit
Heringssperma-DNA vorhybridisiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusdéttigen, und
dann Uber Nacht mit je einer der beiden radioaktiven cDNA-Proben hybridisiert. Am néchsten
Tag wurden die Membranen mehrmals gewaschen und anschlief3end mit Rontgenfilmen fir
verschiedene Zeitrdume (mehrere Stunden bis Tage) exponiert. Fir die Auswertung wurden
die Signaintensitdten der einzelnen cDNA-Spots auf den Rontgenfilmen zwischen beiden
Proben verglichen.

5.11 Northern Blot

Losungen

1%-Agarosegdl:

Agarose 159
H>O 132 ml
10x MOPS 15ml
37% Formaldehyd 2,8 ml

Elektrophoresepuffer:
1x MOPS
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RNA-Ladepuffer:

Formamid 720 pl
10x MOPS 160 pl
37% Formaldehyd 260 pl
H,0 193 pl
6x Ladepuffer 267 (Sambrook et al., 1989, Vol. 1, Seite 6.12)
37% Formaldehyd 2,8 ml
(bei -20°C lagern)
Transferpuffer:
20x SSC

Hybridisi erungsl 6sung:

20x SSC 3ml
50x Denhardt'sLosung 1 ml
10% SDS 0,5 ml
deionisiertes Formamid 5 ml
Hzo 0,5 ml

(frisch ansetzen)

Waschpuffer 1:
2X SSC, 0,1% SDS

Waschpuffer 2:
0,2x SSC, 0,1% SDS

Stripping-Puffer:
0,1% SDS, 10 mM EDTA

Herstellung radioaktiver Oligonukleotidsonden

Mit geeigneten Primern wurden Oligonukleotide, die 400 bis 500 Basenpaare des Zielgens
umfassen, aus humanen cDNA-Bibliotheken mittels Standard-PCR herausamplifiziert. Das
PCR-Produkt wurde in einem 2%-Agarosegel mit Ethidiumbromid (Sambrook et al., 1989)
aufgetrennt, mit einem QIAGEN QIAquick Gel Extraction Kit aus dem Gel eluiert und mit
einem TA-Cloning Kit von Invitrogen in E. coli kloniert. Aus 50 ml Bakterienkultur wurde
das Plasmid mit einem QIAGEN Plasmid Midi Kit isoliert und das Oligonukleotid mit
Restriktionsenzymen wieder herausgeschnitten. Fir ale diese Schritte wurden die

Standardprotokolle entsprechend der Gebrauchsanwel sungen verwendet.
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Fir die radioaktive Markierung der Oligonukleotidsonden wurde das Prime It 11 Random
Primer Labeling Kit von Stratagene benutzt. Fir eine Reaktion wurden 25 ng der Sonde und
50 uCi [0-*P]dATP eingesetzt. Die radioaktive Sonde wurde anschliefend durch
Gelfiltration Uber G-50 Sephadex-Saulen von den freien Nukleotiden getrennt. Die Proben

wiesen eine Aktivitét von 0,5 - 1710° cpm auf.

Gelelektrophorese und Transfer auf Nvlonmembranen

Der Northern Blot wurde nach der Standardmethode nach Maniatis (Sambrook et al., 1989)
durchgefuihrt. Die RNA-Proben wurden in 1%-Agarosegelen mit 0,7% Formaldehyd
aufgetrennt. Aufgetragen wurden jeweils 10 pug der Gesamt-RNA. Die Gelelektrophorese
erfolgte fiir 3 - 4 h bei 60 V. Die RNA wurde tlber Nacht auf ein passendes Stiick Hybond N*-
Membran transferiert. Mit einem UV -Crosslinker wurde die RNA auf der Membran fixiert.

Hyvbridisierung

Die Membran mit der RNA wurde fir 1 - 3 h bei 42°C mit 150 pg/ml Heringssperma-DNA in
Hybridisierungsldsung vorinkubiert, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran
abzuséttigen. Fur die Hybridisierung wurde die radioaktive Probe 5 min bei 95°C aufgekocht,
zu der Prahybridisierungslésung hinzugegeben und Uber Nacht bel 42°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurde der Blot mehrmals gewaschen und dann auf einem Rontgenfilm in einer
Kassette mit Verstérkerfolie bei -80°C exponiert.

Strippen von Northern Blots

Um die radioaktive Probe von der Membran zu entfernen, wurden die Blots 30 min bei 80°C
in Stripping-L6sung inkubiert. Anschlief3end wurde der Blot fur eine neue Hybridisierung
eingesetzt. Ein Northern Blot wurde fUr bis zu drei verschiedene Hybridisierungen verwendet.
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6.1 DurchfluBzytometrische Analyse der VASP-Phosphorylierung

6.1.1 Etablierung der Methode

Es wurde eine durchflufRzytometrische Analysenmethode entwickelt, die eine schnelle und
einfache Bestimmung der thrombozytéaren VASP-Phosphorylierung als Marker fur die
Hemmung der Thrombozytenfunktion erlaubt. Da die DurchfluRzytometrie zuvor noch nicht
fir die Messung einer spezifischen intrazelluléaren Proteinphosphorylierung eingesetzt worden
war, wurden die Messungen zunachst mit Ergebnissen aus der allgemein anerkannten
Methode des Western Blots verglichen, um die durchflul3zytometrische Methode zu
etablieren. Der phosphorylierungsspezifische monoklonale Antikérper 16C2, der nur die
Serin-239-phosphorylierte Form von VASP erkennt, bildete die Detektionsgrundlage fur
beide Methoden. Gewaschene Thrombozyten wurden mit Natriumnitroprussid (SNP) oder
Prostaglandin E; (PG-E;) inkubiert und Proben zu verschiedenen Zeitpunkten parallel fir
Durchfluf3zytometrie und Western Blot aufgearbeitet. Die Proben fir die Durchfluf3zytometrie
wurden sofort mit Formaldehyd fixiert, permeabilisiert und mit dem Antikdrper 16C2 und
einem FITC-markierten Sekundérantikorper geféarbt, wie in Kapitel 5.4 beschrieben.
Abbildung 6.1 zeigt exemplarisch die Primardaten einer Inkubation von gewaschenen
Thrombozyten mit 100 uM SNP. In Teil a. der Abbildung sind die Histogramme aus der
Messung im Durchfluf3zytometer dargestellt. Auf der Abszisse ist die Fluoreszenzintensitét,
auf der Ordinate die Anzahl der Zellen aufgetragen. Man erkennt mit fortschreitender
Inkubationsdauer eine deutliche Verschiebung der Fluoreszenzintensitéten hin zu hoheren
Werten; hierbei ist die logarithmische Skalierung der Abszisse zu beachten. Bei der
Auswertung wurde die mittlere Fluoreszenz der Kontrollféarbung ohne Erstantikdrper von den
berechneten Mittelwerten abgezogen. Abbildung 6.1b. zeigt den zugehtrigen Western Blot.
Die Doppelbanden bei 3 min und 5 min resultieren aus der Phosphorylierung von VASP
sowohl an Serin-157 als auch an Serin-239. Die Phosphorylierung an Serin-157 fuhrt zu einer
Anderung des Laufverhaltens von VASP in SDS-Polyacrylamidgelen, die das Protein von der
46 kDa-Bande auf die 50 kDa-Bande verschiebt. Der Antikorper 16C2 bindet unabhangig von
der Phosphorylierung des Serin-157. Er detektiert also an Serin-239 phosphoryliertes VASP
in beiden Banden. Der untere Western Blot wurde mit dem Antikérper M4, der unabhangig
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von einer Phosphorylierung an VASP bindet, gefarbt. Dieser Blot diente dem Nachwels, daf
adle Proben die gleiche Menge an VASP enthidten. Die Identitdét der
Thrombozytenpopulation im Durchfluf3zytometer wurde durch Farbung mit einem Antikorper
gegen das thrombozytenspezifische Integrin o33 kontrolliert (Abbildung 6.1c.). In weiteren
Anaysen wurden die Thrombozyten anhand der Koordinaten in der FSC-SSC-Auftragung

identifiziert.
a.
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Abbildung 6.1: Primirdaten einer Messung der VASP-Phosphorylierung in gewaschenen humanen
Thrombozyten nach Stimulation mit 100 pM SNP; a. Histogramme aus der Analyse im
DurchfluBizytometer; b. Western Blot, gefirbt mit dem phosphorylierungsspezifischen anti-VASP-
Antikérper 16C2 (oben) und dem phosphorylierungsunabhéngigen anti-VASP-Antikérper M4 (unten) c.
Kontrollfirbung der Thrombozytenpopulation im DurchfluBzytometer mit einem Antikorper gegen das

thrombozytenspezifische Integrin oyy,3;.

Um die Spezifitdt der durchfluf®zytometrischen Analyse der VASP-Phosphorylierung zu
belegen, wurde der Antikorper 16C2 mit einem von zwei Peptiden vorinkubiert, die beide der
Erkennungssequenz des Antikorpers entsprechen (humanes VA SP, Aminosauren 232 bis 246)
und sich nur in der Phosphorylierung des Serins-239 unterscheiden. Die Peptide wurden in
200-fachem molarem UberschuB zu dem Antikorper dazugegeben. Die Antikorper-Peptid-
Gemische wurden dann in der Durchflul3zytometrie eingesetzt, um die VASP-
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Phosphorylierung in einer Thrombozytenprobe zu bestimmen, die fir 3 min mit 10 uM PG-E;
inkubiert worden war. Das Serin-239-phosphorylierte Peptid blockierte die Bindung des
Antikorpers vollstéandig und reduzierte die Fluoreszenzintensitdt auf einen Wert, der
vergleichbar mit der Messung ohne Erstantikorper ist (vergleiche Abbildung 6.2a. und b.).
Das Kontrollpeptid ohne Phosphorylierung hatte hingegen keinen Einflul? auf das Mef3signal
(vergleiche Abbildung 6.2c. und d.). Messungen mit einem unspezifischen Kontrollantikorper
des gleichen Isotyps wie Antikorper 16C2 (Isotypkontrolle) lieferten ebenfalls Signale der
gleichen Starke wie die Messungen ohne Erstantikorper (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 6.2: Spezifitit der durchflufizytometrischen Analyse der Serin-239-Phosphorylierung von
VASP. Gewaschene Thrombozyten wurden 3 min mit 10 pM PG-E; inkubiert, fixiert und fiir die
Durchflulizytometrie aufbereitet. Vor der Antikérperinkubation wurde die Probe in vier identische Teile
aufgeteilt. a. Fiarbung ohne Erstantikorper, b. Firbung mit Antikérper 16C2 + Phospho-Peptid, c.
Firbung mit Antikorper 16C2, d. Firbung mit Antikorper 16C2 + Nonphospho-Peptid. Es sind jeweils die

Mittelwerte der Fluoreszenzintensititen angegeben.
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Um die Ergebnisse aus der Durchflul3zytometrie mit denen aus Western Blot-Anaysen zu
vergleichen, wurden gewaschene Thrombozyten mit 100 uM SNP oder 10 uM PG-E;
inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten abgestoppt. Die identischen Proben wurden
parallel fur die Durchflul3zytometrie und den Western Blot aufgearbeitet. Aus den
Histogrammen der Durchflul3zytometrie wurden die mittleren Fluoreszenzwerte bestimmt,
und die Autoradiogramme der Western Blots wurden eingescannt und die Bandenstarke mit
der Software NIH Image analysiert. Diese Ergebnisse wurden vergleichend in Abbildung 6.3
aufgetragen. Sie zeigen eine sehr gute Korrelation zwischen den beiden Methoden. Ahnlich
gute Ubereinstimmungen wurden fiir Versuche im PRP und fiir Inkubationen mit niedrigeren
Konzentrationen der Vasodilatatoren (1 pM  SNP, 10 nM PG-E;) sowie mit
membranpermeablen cGMP- und cAMP-Anaoga (1 mM 8-pCPT-cGMP, 1 mM cBIMPS)
gefunden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 6.3: Durchflufizytometrie und Western Blot im Vergleich. Analysiert wurde die VASP-
Phosphorylierung in gewaschenen humanen Thrombozyten zu verschiedenen Zeitpunkten a. nach
Inkubation mit 100 pM SNP und b. nach Inkubation mit 10 pM PG-E,. Die hellen Balken zeigen die
Ergebnisse der Durchflulizytometrie, die dunklen Balken die der Western Blots. Dargestellt sind die

Mittelwerte + Standardfehler aus mindestens drei unabhéingigen Experimenten.
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Ein grof3er Vorteill der DurchflulRzytometrie gegentber anderen Methoden ist, dal3 sie
problemlos im Vollblut angewendet werden kann. Um zu zeigen, dal3 dies auch fur die
Anayse der thrombozytaren VASP-Phosphorylierung gilt, wurde diese Methode in
Experimenten mit Vollblutproben eingesetzt. Mit Zitratlosung stabilisiertes Vollblut wurde
mit 100 pM SNP, 1 mM 8-pCPT-cGMP oder 10 uM PG-E; inkubiert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden Proben mit Formaldehyd fixiert und wie in Kapitel 5.4 beschrieben fir
die Analyse im Durchfluzytometer aufbereitet. 100 uM SNP fuhrte im Vollblut im Vergleich
zu gewaschenen Thrombozyten (siehe Abbildung 6.3a.) nur zu einer recht schwachen VASP-
Phosphorylierung (Abbildung 6.4). Auch die dreifache Menge an SNP im Vollblut zeigte
keinen nennenswerten Anstieg der VASP-Phosphorylierung (Daten nicht gezeigt). Dies ist
vermutlich auf im Vollblut enthaltenes freies Hamoglobin zurtickzufihren, welches das von
SNP freigesetzte NO bindet. Die Konzentration an freilem Hamoglobin in der PRP-Fraktion
der Vollblutproben wurde auf 0,53 + 0,04 g/l bestimmt (Mittelwert £ Standardfehler aus vier
unabhangigen Messungen). Das membranpermeable cGMP-Anaogon 8-pCPT-cGMP sowie
PG-E; fuhrten hingegen zu einem vergleichbar starken Anstieg der VA SP-Phosphorylierung
wie in gewaschenen Thrombozyten (Abbildung 6.4). Die Ergebnisse zeigen, dal3 die

Anaysenmethode auch fir Messungen im Vollblut geeignet ist.
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Abbildung 6.4: Analyse der VASP-Phosphorylierung im Vollblut. Zitrat-stabilisiertes Vollblut wurde mit
100 pM SNP, 1 mM 8-pCPT-cGMP oder 10 uM PG-E; inkubiert, und zu den angegebenen Zeitpunkten
wurde im Durchflufizytometer die VASP-Phosphorylierung in den Thrombozyten analysiert. Dargestellt

ist die mittlere Fluoreszenz als Mittelwert + Standardfehler aus drei unabhéingigen Experimenten.
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6.1.2 Messung der durch Endothelzellfaktoren induzierten VASP-
Phosphorylierung in humanen Thrombozyten

Vollblut wurde mit humanen Endothelzellen aus Nabelschniren (Huvecs) koinkubiert, wie in
Kapitel 5.2 beschrieben, um die Effekte der von den Endothelzellen sezernierten Faktoren auf
die Thrombozyten zu messen. Mit zunehmender Inkubationszeit wurde ein Anstieg der
V A SP-Phosphorylierung von einem mittleren Fluoreszenzwert von 13,2 + 6,3 basal auf bis zu
1249 £ 22,1 nach 5 min gemessen. Durch Vorinkubation der Endothelzellen mit 10 uM
Indomethacin, einem Zyklooxygenase-Inhibitor, welcher die Bildung von PG-l, hemmt,
konnte dieser Effekt fast vollsténdig aufgehoben werden (Abbildung 6.5). Indomethacin allein
hatte keinen EinfluR auf die VASP-Phosphorylierung der Thrombozyten (Daten nicht

gezeigt).

Koinkubation von Vollblut und Endothelzellen
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Abbildung 6.5: VASP-Phosphorylierung in humanen Thrombozyten nach Koinkubation von Vollblut mit
kultivierten humanen Endothelzellen (Huvecs). Die Endothelzellen im rechten Teil der Abbildung wurden
fiir 1 h mit 10 pM Indomethacin vorinkubiert. Die Vollblutproben wurden fixiert und fiir die Analyse der
VASP-Phosphorylierung im Durchflufizytometer aufbereitet. Links sind die Mittelwerte + Standardfehler

aus 3 unabhingigen Versuchen gezeigt, rechts die Daten eines reprisentativen Einzelversuches.
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6.1.3 Funktionelle Analyse von G;- und Gs-gekoppelten Membranrezeptoren

Die durchfludzytometrische Bestimmung der VA SP-Phosphorylierung wurde eingesetzt, um
Rezeptoren auf Thrombozyten und ihre nachgeschalteten intrazelluldren Signalmechanismen
zu untersuchen. Um Effekte der Aktivatoren Epinephrin, ADP und TxA, auf die VASP-
Phosphorylierung zu messen, wurde PRP fur 3 min mit Puffer, 55uM Epinephrin, 20 uM
ADP oder 1 pM des TxA,-Analogs U46619 in der Gegenwart oder Abwesenheit von 3 uM
PG-E; inkubiert. Epinephrin, U46619 oder ADP allein hatten keinen Einfluld auf die VASP-
Phosphorylierung (Abbildung 6.6, Western Blot Spalte 3 und weil3es Histogramm). Die
Inkubation mit PG-E; alein induzierte starke VASP-Phosphorylierung (Abbildung 6.6,
Western Blot Spalte 2 und schwarzes Histogramm). Die Koinkubation mit Epinephrin oder
ADP und PG-E; fuhrte zu einer nahezu kompletten Hemmung der V A SP-Phosphorylierung
(Abbildung 6.6a. und c., Western Blot Spalte 4 und graues Histogramm). U46619 zeigte
diesen Effekt nicht (Abbildung 6.6b.). Diese Effekte lassen sich mit der verschiedenen G-
Protein-Kopplung der einzelnen Rezeptoren erkldren. Der Epinephrin- und einer der ADP-
Rezeptoren, aber nicht der TxA,-Rezeptor, aktivieren inhibitorische G;-Proteine, welche die
Adenylylzyklase hemmen (Tabelle 3.1 und Abbildung 3.3). Mit Hilfe der
durchfluf3zytometrischen Analyse der VASP-Phosphorylierung lassen sich auf3erdem, wie im
folgenden Kapitel beschrieben, schnell und einfach Rezeptordefekte oder die Wirksamkeit

von Medikamenten, die an diesen Rezeptoren eingreifen, untersuchen.
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Thrombozyten. PRP wurde fiir 3 min mit PG-E; mit oder ohne 55 pM Epinephrin, 1 pM U46619 oder 20

uM ADP inkubiert (a. bis c.) und im Western Blot und in der Durchfluffzytometrie auf VASP-

Phosphorylierung analysiert. Abschnitt d. zeigt die Effekte einer siebentéigigen Ticlopidinbehandlung (500

mg/Tag) auf die ADP-induzierte Hemmung der PG-E-stimulierten VASP-Phosphorylierung.
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6.1.4 Wirksamkeitsnachweis der thrombozytenhemmenden Medikamente
Ticlopidin und Clopidogrel in vivo

Ticlopidin und Clopidogrel sind Thienopyridinderivate, die in der antithrombotischen
Therapie eingesetzt werden und die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation nahezu
komplett hemmen. Sie wirken selektiv auf den P2Y 1, (P2Y ac) ADP-Rezeptor, der Uber G;-
Proteine die Adenylylzyklase hemmt (Abbildung 3.2). Die Einnahme von Ticlopidin oder
Clopidogrel sollte daher den hemmenden Effekt von ADP auf die PG-E;-induzierte VASP-
Phosphorylierung aufheben. Zwel Freiwillige wurden fir sieben Tage mit 500 mg Ticlopidin
pro Tag behandelt. Vor Beginn der Einnahme sowie zu mehreren Zeitpunkten wahrend und
nach der Einnahme wurde den Probanden sowie einer unbehandelten Kontrollperson Blut
abgenommen und das daraus gewonnene PRP fir 3 min mit 5 uM ADP, 30 nM PG-E; oder 5
UM ADP und 30 nM PG-E; gleichzeitig inkubiert und die VASP-Phosphorylierung
durchfluf3zytometrisch bestimmt. In Tabelle 6.1 sind die Ergebnisse der Ticlopidin-Studie
zusammengefasst. Dargestellt ist der Quotient aus der mittleren Fluoreszenz nach Inkubation
mit ADP und PG-E; und der mittleren Fluoreszenz nach Inkubation allein mit ADP (F app+pc-
er/Flapp). Ein Wert von 1,0 und niedriger bedeutet komplette Hemmung der PG-E;-
induzierten VASP-Phosphorylierung durch ADP. Ein Wert groRer 1,0 bedeutet, dal3 PG-E;
trotz Gegenwart von ADP eine mef3bare VA SP-Phosphorylierung induziert. Nach vier Tagen
Einnahme von Ticlopidin war die ADP-regulierte Hemmung der PG-E;-induzierten VASP-
Phosphorylierung bereits gehemmt und ein deutlicher Anstieg der VVASP-Phosphorylierung
im Vergleich zu dem Zeitpunkt vor Beginn der Behandlung war mef3bar. Der Effekt durch
Ticlopidin erreichte seinen Hohepunkt je nach Proband zwischen Tag 4 und Tag 10. Die
Kontrollperson zeigte wéhrend des gesamten Zeitverlaufes eine komplette Hemmung der
V A SP-Phosphorylierung durch ADP. In Abbildung 6.6d. sind die Originaldaten fir Proband 1
an Tag 7 der Ticlopidin-Einnahme gezeigt. In den Durchfluzytometriedaten ist das
Histogramm mit ADP und PG-E; fast deckungsgleich mit dem Histogramm fir PG-E; allein.
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Tabelle 6.1: Effekte auf die VASP-Phosphorylierung in Thrombozyten bei Einnahme von Ticlopidin

Kontrollperson Proband 1 Proband 2
Tag O 1,0 1,6 0,9
Tag 2 11 15 0,8
Tag 4 0,8 7,9 1,2
Tag 7 1,2 4,9 1,8
Tag 10 1,1 4.8 2,2
Tag 14 1,0 3,9 15
Tag 18 n. b.* 18 14
Tag 25 0,9 12 0,9

* n. b.: nicht bestimmt

In einer Folgestudie wurden finf gesunde Probanden fir sieben Tage mit 75 mg Clopidogrel
pro Tag behandelt. Vor Beginn der Einnahme, an Tag 7 der Einnahme und vier Wochen nach
Beendigung der Einnahme wurde den Probanden Blut abgenommen und die VASP-
Phosphorylierung wie oben beschrieben analysiert. Abbildung 6.7 zeigt, dal3 vor Beginn und
vier Wochen nach Beendigung der Clopidogrel-Einnahme die PG-Ej-induzierte VASP-
Phosphorylierung durch ADP komplett gehemmt wurde. Wéahrend der Behandlung war dieser
Hemmeffekt bei den verschiedenen Probanden in unterschiedlich grofem Ausmald
beeintrachtigt. Abbildung 6.7a. zeigt die Einzeldaten der funf Probanden, Abbildung 6.7b. die
Mittelwerte mit Standardfehlern dieser Studie.

52



6 ERGEBNISSE

(SN
(6]

=
o
]

0

o

VASP-Phosphorylierung
(Verhéltnis FLADP+PG-E1/ FLADP)

vc')r Wéhlrend nalch
Einnahme von Clopidogrel

vcl)r Wahlrend na{ch
Einnahme von Clopidogrel

VASP-Phosphorylierung
(Verhéiltnis FLADP+PG-E1/ FLADP)
ol

Abbildung 6.7: Effekte von Clopidogrel auf die durch ADP stimulierte Hemmung der PG-E;-induzierten
VASP-Phosphorylierung in humanen Thrombozyten. 5 Probanden wurden fiir 7 Tage mit 75 mg
Clopidogrel pro Tag behandelt. Vor, wihrend und 4 Wochen nach Beendigung der Einnahme wurden
Blutproben entnommen und wie in Kapitel 5.3 beschrieben die Hemmeffekte von ADP auf die VASP-
Phosphorylierung untersucht. Dargestellt sind die Quotienten aus der Fluoreszenz nach Stimulierung mit
ADP + PG-E; und der Fluoreszenz nach Stimulierung mit ADP allein. Werte grofier 1,0 zeigen eine
Aufhebung der Hemmeffekte durch ADP an. Teil a. zeigt die Einzeldaten der 5 Probanden, Teil b. die

daraus errechneten Mittelwerte mit Standardfehlern.

In den beiden Studien mit Ticlopidin und Clopidogrel wurden zwischen den Probanden starke
Schwankungen im Antwortverhalten auf die beiden Medikamente gemessen (Tabelle 6.1 und
Abbildung 6.7). Aulerdem wurde bei zwei Personen eine Resistenz gegen diese Medikamente
gefunden, d.h. der Hemmeffekt durch ADP auf die VASP-Phosphorylierung wurde durch
Clopidogrel nicht aufgehoben (Abbildung 6.8b.). Diese Ergebnisse deckten sich mit
Messungen der Thrombozytenaggregation nach Stimulierung mit ADP, die ebenfals keine
Hemmung aufwiesen. Bel einer Patientin unter Clopidogrel-Behandlung, bei der ein Verdacht
auf Unwirksamkeit dieses Medikamentes bestand, konnte diese Vermutung durch die hier
entwickelte Analysenmethode der VASP-Phosphorylierung bestdtigt werden (Abbildung
6.8c.). Trotz Clopidogrel-Einnahme reduzierte ADP die PG-E;-induzierte VASP-
Phosphorylierung auf den Basalwert.
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Abbildung 6.8: Wirksamkeitsnachweis von Clopidogrel anhand der durchflulzytometrischen Analyse der
VASP-Phosphorylierung der Thrombozyten. Die beteiligten Personen nahmen 75 mg Clopiodogrel / Tag
ein. Die VASP-Phosphorylierung wurde wie in Kapitel 5.3 beschrieben analysiert. Der Wert fiir die
VASP-Phosphorylierung nach Stimulierung mit ADP allein wurde gleich 1,0 gesetzt.

6.1.5 Anwendung der DurchfluRzytometrie fir die Messung der

Phosphorylierung der p42 MAPK in humanen Thrombozyten

Um zu zeigen, dal3 die Anwendung der hier entwickelten Methode nicht auf die Messung der
V ASP-Phosphorylierung beschrankt ist, wurde ein weiteres Protokoll fur die Messung der
Phosphorylierung der p42 und p44 MAPK entwickelt (Abbildung 6.9). Die Detektion beruht
auf dem monoklonalen Antikorper 12D4, der das TXY -Phosphorylierungsmotiv der p42 und
p44 MAPK nur in der zweifach phosphorylierten Form erkennt. Gewaschene humane
Thrombozyten wurden fur 30 s mit Puffer oder 20 uM ADP stimuliert, fixiert und
permeabilisiert und nach Farbung mit dem phosphorylierungsspezifischen Antikdrper 12D4
und einem HTC-markierten Sekundéarantikorper im Durchflul3zytometer analysiert.
Gemessen wurde ein Anstieg der mittleren Fluoreszenz von 17,1 £ 1,1 in der Kontrolle auf
39,0 £ 6,6 in der ADP-stimulierten Probe (Abbildung 6.9).
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Abbildung 6.9: Durchflulizytometrische Analyse der Phosphorylierung der p42/p44 MAPK in humanen
Thrombozyten. PRP wurde fiir 30 s mit Puffer (Kontrolle) oder 20 pnM ADP inkubiert, fixiert,
permeabilisiert und mit dem phosphorylierungsspezifischen Antikorper 12D4 und einem FITC-
markierten Sekundirantikorper gefarbt. a. Originalhistogramme eines Einzelversuchs. b. Mittelwerte mit

Standardfehlern aus vier unabhingigen Versuchen.

6.2 Aktivierung und Hemmung der thrombozytdren MAPK-

Signalwege

6.2.1 Aktivierung der p42 MAPK und p38 MAPK durch Thrombozyten-

aktivatoren

Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen besitzen ene Sequenz mit zweifachem
Phosphorylierungsmotiv (TXY-Motiv), das bei der p42 MAPK den Aminosauren 185 bis
187, bei der p44 MAPK den Aminosauren 202 bis 204 und bel der p38 MAPK den
Aminosauren 180 bis 182 entspricht. Fur die Aktivierung der MAP Kinasen ist die
gleichzeitige Phosphorylierung an beiden Stellen erforderlich (Rossomando et al., 1989). Seit
Antikorper, die an die MAPK nur in der zweifach phosphorylierten Form binden,
kommerziell erhdtlich sind, besteht die Moglichkeit, die Aktivierung der MAPK durch
Messung der Phosphorylierung zu bestimmen. Der monoklonale Antikorper 12D4, der die
aktivierte Form sowohl der p42 MAPK als auch der p44 MAPK erkennt, und ein polyklonaler
Antikorper gegen die aktivierte Form der p38 MAPK wurden hier fir Western Blot-Analysen

eingesetzt, um die Rolle der MAPK in Thrombozyten néher zu untersuchen. Zunéchst wurde
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untersucht, wie verschiedene Thrombozytenaktivatoren die Phosphorylierung der MAPK
beeinflussen. Gewaschene Thrombozyten wurden fiir 2 min mit Puffer, 0.5 U/ml Thrombin, 2
UM U46619 oder 30 uM ADP inkubiert und fur die Western Blot-Analyse abgestoppt
(Abbildung 6.10). Unstimulierte Thrombozyten (Kontrolle) zeigten keine signifikante
Phosphorylierung der p42 MAPK und nur eine leichte Phosphorylierung der p38 MAPK.
Thrombin induzierte eine starke Phosphorylierung der p42 MAPK. Die Inkubation mit 2 uM
des TxA,-Analogs U46619 erreichte etwa 45% des Thrombin-Effektes, wahrend 30 uM ADP
nur eine schwache Phosphorylierung der p42 MAPK (18% des Thrombin-Effektes)
induzierte. Bel der p44 MAPK wurde mit keinem der Aktivatoren eine Phosphorylierung
detektiert (Abbildung 6.10a. oberer Western Blot). Die Phosphorylierung der p38 MAPK war
ebenfalls nach Inkubation mit Thrombin maximal. Durch Stimulation mit 2 uM U46619 und
30 uM ADP wurden 81% bzw. 35% der Thrombin-Antwort erreicht (Abbildung 6.10b. oberer
Western Blot). Die Farbung der Blots mit phosphorylierungsunabhangigen Antikérpern gegen
die p42 MAPK bzw. die p38 MAPK zeigte, dal3 in allen Banden etwa die gleiche Menge der
entsprechenden Kinase geladen war (Abbildung 6.10 untere Western Blots). Um sekundére
Effekte durch Freisetzung von Thromboxan oder ADP wahrend der Thrombozytenaktivierung
auszuschliefRen, wurden Kontrollexperimente mit Thrombozyten, die mit 100 pM Aspirin
vorinkubiert wurden, in der Gegenwart von 1 U/ml Apyrase (aufl3er im Fal von ADP)
durchgefuihrt. Diese Experimente zeigten fir alle Aktivatoren, dal3 die Phosphorylierung der
p42 MAPK und p38 MAPK unverdndert zu den in Abbildung 6.10 gezeigten Ergebnissen
war, dal3 also die gemessenen Effekte direkt durch die entsprechenden Aktivatoren ausgel 6st

wurden.
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Abbildung 6.10: Aktivierung der p42 MAPK und der p38 MAPK in humanen Thrombozyten.
Gewaschene Thrombozyten wurden fiir 2 min mit Puffer (Kontrolle), 0,5 U/ml Thrombin, 2 pM U46619
oder 30 pM ADP inkubiert und fiir die Western Blot-Analyse abgestoppt. Die Blots wurden mit
phosphorylierungsspezifischen Antikérpern gegen p42/p44 MAPK (a.) oder p38 MAPK (b.) gefirbt. Die

unteren Blots zeigen jeweils eine Firbung mit einem phosphorylierungsunabhéngigen Antikorper.

6.2.2 Hemmung der Phosphorylierung der p42 MAPK und p38 MAPK durch

Vasodilatatoren

Um den Effekt von Vasodilatatoren auf die thrombozytdre MAPK-Phosphorylierung zu
messen, wurden gewaschene Thrombozyten fir 1 min mit 10 uM PG-E; oder 100 uM SNP
vorinkubiert und dann mit 0,5 U/ml Thrombin, 2 uM U46619 oder 30 uM ADP stimuliert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten der Stimulierung wurden Proben fur Western Blot-Analysen
abgestoppt. Abbildung 6.11 zeigt die Western Blots eines reprasentativen Experimentes mit
Thrombin. Thrombin induzierte einen zeitabhangigen Anstieg der Phosphorylierung der p42
MAPK und p38 MAPK, der durch Vorinkubation mit PG-E; oder SNP gehemmt wurde
(Abbildung 6.11a. und b. jewells oberer Blot). Kontrollfarbungen mit
phosphorylierungsunabhangigen Antikdrpern zeigten etwa gleiche Proteinmengen in allen
Banden (Abbildung 6.11a. und b. untere Western Blots). Die Phosphorylierung von VASP
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wurde als Kontrolle gemessen, um die Aktivierung der cCAMP-PK und der cGMP-PK durch
die Vasodilatatoren nachzuweisen (Abbildung 6.11c.).
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Abbildung 6.11: Hemmung der Thrombin-induzierten Phosphorylierung der p42 MAPK und p38 MAPK
durch Vasodilatatoren. Gewaschene Thrombozyten wurden mit 10 pM PG-E; oder 100 pM SNP
vorinkubiert und anschlieffend mit 0,5 U/ml Thrombin inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
Proben fiir Western Blot-Analysen abgestoppt und auf Phosphorylierung der p42 MAPK (a.), der p38
MAPK (b.) und von VASP (c.) untersucht.
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Die Western Blots wurden quantitativ ausgewertet, indem sie gescannt wurden und der
Schwérzungsgrad der einzelnen Banden mit dem Programm NIH Image bestimmt wurde. Die
Phosphorylierung nach 1 min Stimuliercung mit dem betreffenden Aktivator ohne
Vorinkubation mit Inhibitoren wurde gleich 100% gesetzt. Alle anderen Werte sind relativ zu
diesem Wert angegeben. Die Stérke der Aktivierung durch die verschiedenen Aktivatoren war
Thrombin > U46619 > ADP (siehe Abbildung 6.10). Diese Unterschiede zwischen den
Aktivatoren sind in der quantitativen Auswertung nicht berticksichtigt. Die Ergebnisse der
guantitativen Analyse der Phosphorylierung der p42 MAPK und der p38 MAPK sowie deren
Hemmung durch PG-E; und SNP sind in Abbildung 6.12 dargestellt. Nach 0,5 min wurde die
Phosphorylierung bei alen Aktivatoren nahezu komplett gehemmt. Bei Thrombin und
U46619 wurde an den spateren Zeitpunkten eine abgeschwéachte Phosphorylierung
beobachtet, wobei die Hemmung durch PG-E; in den meisten Falen stéarker war als durch
SNP. Die ADP-induzierte Phosphorylierung wurde wahrend des gesamten Zeitverlaufs
vollstéandig gehemmt.
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Abbildung 6.12: Aktivierung und Hemmung der p42 MAPK und p38 MAPK in humanen Thrombozyten.
Gewaschene Thrombozyten wurden 1 min mit Puffer (0), 10 pM PG-E; (o) oder 100 uM SNP (o)
vorinkubiert und dann mit 0,5 U/ml Thrombin, 2 pM U46619 oder 30 pnM ADP inkubiert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation wurden Proben fiir Western Blots abgestoppt und mit
phosphorylierungsspezifischen Antikorpern auf Phosphorylierung von p42 MAPK (a.) und p38 MAPK
(b.) untersucht. Die Intensitit der einzelnen Banden der Western Blots wurde mit dem Programm NIH
Image quantifiziert. Die Phosphorylierung nach 1 min ohne Vorinkubation mit einem Inhibitor wurde fiir
jeden Aktivator gleich 100% gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von mindestens 3

unabhiingigen Experimenten.
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6.3 Aktivierung und Hemmung der thrombozytaren CD40L- und
CD62P-Expression

Die Membranproteine CD40 Ligand und P-Selektin  werden wdahrend der
Thrombozytenaktivierung aus intrazellul&ren Speicherorganellen an die
Thrombozytenoberfléche transportiert. Die Kinetik dieser Translokation, ausgeldst durch
verschiedene Aktivatoren, sowie deren Hemmung durch die Vasodilatatoren PG-E; und SNP
wurden untersucht. Hierfir wurden gewaschene Thrombozyten (fur die Stimulierung mit
Thrombin) oder PRP (fur die Stimulierung mit U46619 oder ADP) mit 100 uM Aspirin
vorinkubiert, und die Versuche wurden in Gegenwart von 1 U/ml Apyrase durchgefihrt, um
sekundére Effekte durch Freisetzung von TxA, und ADP aus intrazelluléaren Speichern zu
vermeiden. Die gewaschenen Thrombozyten und das PRP wurden dann fir 1 min mit 10 uM
PG-E; oder 100 uM SNP vorinkubiert und anschlieffend mit 0,5 U/ml Thrombin, 2 pM
U46619 oder 30 uM ADP stimuliert. Zu verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation wurden
Proben fixiert und fur die durchfluzytometrische Analyse der CD40L- und CDG62P-
Expression wie in Kapitel 5.4 beschrieben aufbereitet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.13
zusammengefasst. Links sind die Originalhistogramme eines reprasentativen Experimentes
nach 2 min Stimulation mit Thrombin gezeigt. Rechts sind die Mittelwerte aus mindestens 3
unabhangigen Experimenten graphisch und tabellarisch zusammengefasst. Ein starker Anstieg
der CD40L- und CD62P-Expression wurde nach Stimulation mit alen drel Aktivatoren
beobachtet. Der maximale Expressionslevel des CD40L war bel alen Aktivatoren
vergleichbar, bei U46619 und ADP folgte die Expression jedoch einem schnelleren
Zeitverlauf as bel Thrombin (Abbildung 6.13a). Die durch Thrombin induzierte
Oberfléchenexpression von CD62P war dreima hoher as nach Stimulierung mit U466109.
ADP bewirkte nur eine sehr schwache Expression von CD62P (Abbildung 6.13b.). Die
Expression von CD40L und CD62P folgte unterschiedlichen Kinetiken.

Die durch Thrombin oder U46619 induzierte CD40L-Expression wurde durch die
Vasodilatatoren PG-E; und SNP stark gehemmt (zwischen 56% und 98%). Die ADP-
induzierte CD40L-Expression wurde hingegen deutlich weniger gehemmt (zwischen 21% und
69%) (Abbildung 6.13a.). Die Oberflachenexpression von CD62P wurde in Thrombin-
stimulierten Thrombozyten zu 88% bis 100% reduziert und in mit U46619 stimulierten
Thrombozyten zwischen 62% und 100%. Die ohnehin schwache CD62P-Expression nach

61



6 ERGEBNISSE

ADP wurde zu 29% bis 75% gehemmt (Abbildung 6.13b.). Insgesamt war die Hemmung
durch PG-E; in den meisten Féllen deutlicher ausgepragt als durch SNP.
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Abbildung 6.13: CD40L- und CD62P-Expression in humanen Thrombozyten nach Stimulation mit
Thrombin, U46619 oder ADP und deren Hemmung durch PG-E; oder SNP. Gewaschene Thrombozyten
(bei Inkubation mit Thrombin) oder PRP (bei Inkubation mit U46619 oder ADP) wurden in der
Gegenwart von 100 pM Aspirin und 1 U/ml Apyrase (aufier bei ADP-Stimulation) fiir 1 min mit Puffer
(0), 10 pnM PG-E,; (©) oder 100 pM SNP (o) vorinkubiert und dann mit 0,5 U/ml Thrombin, 2 pM U46619
oder 30 pM ADP inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation wurden Proben fixiert und fiir
die Analyse der CD40L- (a.) und CD62P-Expression (b.) im Durchflulzytometer aufbereitet. Links sind
die Originalhistogramme eines reprisentativen Versuches nach 2 min Stimulation mit Thrombin
dargestellt. Kurve 1 zeigt die CD40L- bzw. CD62P-Expression nach Vorinkubation mit Puffer, Kurve 2
mit PG-E; und Kurve 3 mit SNP. Rechts sind die Mittelwerte £+ Standardfehler von mindestens 3
unabhiingigen Experimenten dargestellt. In der Tabelle unter den Kurven ist die prozentuale Stirke der

Hemmung durch SNP bzw. PG-E; fiir die einzelnen Zeitpunkte angegeben.

Um zu testen, ob die Aktivierung der p42 MAPK oder der p38 MAPK Einflul auf die
Freisetzung von CD40L und CD62P haben, wurden Versuche mit Inhibitoren dieser beiden
Kinasen durchgefihrt. In friheren Versuchen wurde mit diesen Inhibitoren ein Einflul? auf die
Thrombozytenaktivierung bei Stimulierung mit niedrigen Konzentrationen von TxA, bzw.
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Collagen nachgewiesen (Saklatvala et al., 1996; McNicol et al., 1998). PRP mit 100 uM
Aspirin und 1 U/ml Apyrase wurde daher fir 30 min mit Puffer oder mit 10 uM PD 98059,
einem Inhibitor der MAPK Kinase (MEK), welche die p42 MAPK aktiviert, und 10 uM SB
203580, einem Inhibitor der p38 MAPK, vorinkubiert. Das PRP wurde dann fur 1 min mit 2
UM U46619 stimuliert und die Expression von CD40L und CD62P im Durchfluf3zytometer
analysiert. Das mit den Inhibitoren vorinkubierte PRP zeigte im Vergleich zur Kontrolle ohne
Inhibitoren keine signifikante Verdnderung der Expression von CD40L oder CD62P
(Abbildung 6.14). Lediglich eine leichte, aber signifikante Verringerung der CDG62P-
Expression im unstimulierten Zustand wurde beobachtet. Um die Aktivitét des Inhibitors PD
98059 zu Uberprifen, wurde die Phosphorylierung der p42 MAPK im Western Blot mit dem
Antikorper 12D4 gemessen (Abbildung 6.15). Im Vergleich zur Pufferkontrolle war nach
Inkubation mit den Inhibitoren eine deutliche Reduzierung der p42 MAPK-Phosphorylierung
zu erkennen. SB 203580 beeinfluf3t nicht die Phosphorylierung der p38 MAPK selbst, so dal3
die Wirksamkeit dieses Inhibitors nicht mit einfachen Mitteln nachgewiesen werden konnte.

CD40L-Expression CD62P-Expression

D
o
]

n.s. n.s.

ks ™ e

T T T
1

w
o
1

n.s. *

[N
o
1

(Mittlere Fluoreszenz)
N
o
1
.|

Oberflachenexpression von
CD40L bzw. CD62P

Unstimuliert U46619 Unstimuliert U46619

O Puffer
B PD 98059 + SB 203580

Abbildung 6.14: Effekte der MAPK-Inhibitoren PD 98059 und SB 203580 auf die U46619-induzierte
Expression von CD40L und CD62P. PRP mit 100 pM Aspirin und 1 U/ml Apyrase wurde fiir 30 min mit
Puffer (o) oder 10 pM PD 98059 und 10 pM SB 203580 (m) vorinkubiert. Fiir die Bestimmung der CD40L-
und CD62P-Expression wurde unstimuliertes und fiir 1 min mit 2 pM U46619 stimuliertes PRP im
Durchflufizytometer analysiert. Die gezeigten Daten zeigen die Mittelwerte + Standardfehler von

mindestens 7 unabhiéingigen Versuchen (n.s., nicht signifikant; *, P < 0,001 T-Test).
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unstimuliert 2 pM U46619
W - <— Phospho-p42 MAPK

Abbildung 6.15: Wirksamkeitsnachweis des MAPK-Inhibitors PD 98059 anhand der Phosphorylierung
der p42 MAPK. PRP mit 100 pM Aspirin und 1 U/ml Apyrase wurde fiir 30 min mit Puffer oder 10 uM
PD 98059 und 10 pnM SB 203580 vorinkubiert. AnschlieBend wurde das PRP entweder unstimuliert oder
nach 1 min Stimulation mit 2 pM U46619 fiir Western Blot-Analysen abgestoppt. Die Detektion erfolgte
mit dem monoklonalen Antikorper 12D4, der phosphorylierungsspezifisch an die p42 MAPK bindet.

6.4 Auswirkungen aktivierter Thrombozyten auf Signalwege in

humanen Endothelzellen

6.4.1 Identifizierung der Endothelzellen

Humane Endothelzellen wurden aus humanen Nabelschnurvenen isoliert wie in Kapitel 5.6
beschrieben. Um die praparierten Zellen as Reinkulturen von Endothelzellen zu
identifizieren, wurden zwel Kriterien untersucht. Als morphologisches Charakteristikum
bildet der konfluente Zellrasen der Endothel zellen ein typisches 'K opfstei npflastermuster’, das
sie von glatten Muskelzellen und Fibroblasten unterscheidet. Abbildung 6.16 zeigt eine
Phasenkontrastaufnahme von humanen Endothel zellen der Passage 1.
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Abbildung 6.16: Phasenkontrastaufnahme humaner Endothelzellen, Passage 1.

Zur Uberprifung der Reinheit der Endothelzellkultur wurden die Zellen mit
fluoreszenzmarkiertem acetyliertem LDL inkubiert, das Endothelzellen Uber LDL-Rezeptoren
internalisieren. Durch Vergleich der Fluoreszenzaufnahme mit einer Phasenkontrastaufnahme
des Zellrasens wurde nachgewiesen, dald die Kultur nicht von glatten Muskelzellen oder

Fibroblasten, die keine LDL-Rezeptoren aufweisen, kontaminiert war (Abbildung 6.17).

Abbildung 6.17: Fluoreszenz- (a.) und Phasenkontrastaufnahme (b.) einer mit Dil-Ac-LDL gefirbten
Endothelzellkultur.

6.4.2 Aktivierung der Thrombozyten

Fur die Koinkubationsversuche wurden gewaschene humane Thrombozyten mit 0,5 U/ml
Thrombin aktiviert, und das Thrombin nach 1 min mit einem UberschuR von 100 U/ml
Heparin inaktiviert. Um zu verhindern, dal3 die Thrombozyten sich zu wenigen grof3en
Aggregaten zusammenlagern, wurde die Aktivierung in Gegenwart von 1 mM RGDS-Peptid
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durchgefthrt, das den Fibrinogenrezeptor blockiert und so die Bindung von Fibrinogen an den
aktivierten Rezeptor verhindert. Die aktivierten Thrombozyten wurden mit Zellkulturmedium,

das 2% humanes Serum enthielt, 1:10 auf 110° Zellen/ml verdinnt.

Die Aktivierung der Thrombozyten wurde durch durchfluf3zytometrische Bestimmung der
Expression von CD40L, CD62P und der Fibrinogenbindung tberprift. Abbildung 6.18 zeigt
die Mittelwerte aus 7 unabhangigen Experimenten. Die CD62P-Expression wurde um den
Faktor 9 hochreguliert, die CD40L-Expression um den Faktor 2 und die Fibrinogenbindung
um den Faktor 4.
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Abbildung 6.18: Oberflichenexpression von CD62P und CD40L und Fibrinogenbindung von Thrombin-
aktivierten Thrombozyten, die fiir Koinkubationsexperimente mit humanen Endothelzellen eingesetzt
wurden. Die Werte wurden durchfluizytometrisch gemessen wie in Kapitel 5.4 beschrieben. Dargestellt

sind die Mittelwerte + Standardfehler von 7 unabhiingigen Experimenten.

Die Thrombozytensuspension wurde auf einen zu 80% konfluenten Zellrasen von
Endothelzellen der Passage 1 oder 2 gegeben. Als Kontrolle wurden Endothelzellen nur mit
Puffer inkubiert, der auler den aktivierten Thrombozyten die gleichen Inhaltsstoffe wie die
Thrombozytenl 6sung enthielt. Die exakten Versuchsbedingungen sind in Kapitel 5.7 und 5.8
beschrieben.
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6.4.3 Aufreinigung von Gesamt-RNA aus humanen Endothelzellen

Am Ende der Koinkubation wurden die Endothelzellen mit PBS gewaschen und die Gesamt-
RNA, wiein Kapitel 5.9 beschrieben, isoliert. Um die Qualitét der RNA zu Uberpriifen, wurde
je 1 ug in einem 1%igen Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetrennt. Ein Zeichen, dal3 die
RNA nicht degradiert ist, sind zwei charakteristische Banden, die von der 18S und 28S
ribosomalen RNA gebildet werden (Abbildung 6.19).

< 28S rRNA
<— 18S rRNA

Huvecs Huvecs
+ Puffer + aktivierte
Thrombozyten

Abbildung 6.19: Gesamt-RNA aus humanen Endothelzellen. Je 1 pg RNA wurde in einem 1%igen
Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht. In der linken und

rechten fiufleren Spur wurde jeweils ein DNA-Grofienstandard aufgetragen.

Es war bereits bekannt, dal3 aktivierte Thrombozyten in Endothelzellen die Expression von
ICAM-1 hochregulieren (Henn et al., 1998). Um zu Uberprifen, ob unter den hier gewéhlten
V ersuchsbedingungen die Thrombozyten zur Stimulierung der Endothel zellen fihrten, wurde
die Expression von ICAM-1 im Northern Blot untersucht. Nach einer Koinkubationszeit von
4 h war die mRNA von ICAM-1 in den Endothelzellen, die mit aktivierten Thrombozyten
inkubiert worden waren, im Vergleich zur Kontrolle etwa achtfach hoher exprimiert
(Abbildung 6.20a.). Die Kontrollfarbung mit einer Sonde gegen GAPDH, einem konstitutiv
exprimierten Enzym, zeigte, dal3 in beiden Proben die gleiche Menge RNA aufgetragen wurde
(Abbildung 6.20b.).
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a. ICAM-1 b. GAPDH

Huvecs Huvecs Huvecs Huvecs
+ Puffer + aktivierte + Puffer + aktivierte
Thrombozyten Thrombozyten

Abbildung 6.20: Northern Blot-Analyse der Expression von ICAM-1 und GAPDH. Huvecs wurden mit
Puffer oder aktivierten Thrombozyten inkubiert und nach 4 h die Gesamt-RNA aus den Huvecs isoliert.
Jeweils 10 pg RNA wurden im Northern Blot aufgetragen und mit einer Sonde gegen ICAM-1 (a.) oder
gegen GAPDH als Ladekontrolle (b.) gefirbt. Bande 1 zeigt RNA aus der Kontrollinkubation, Bande 2

aus der Koinkubation mit aktivierten Thrombozyten.

6.4.4 Atlas Human 1.2 cDNA Expression Array

Um Gene zu identifizieren, deren Transkription durch Kontakt der Endothelzellen mit
aktivierten Thrombozyten verandert wird, wurde die aus den Endothelzellen isolierte RNA
mit den Atlas Human 1.2 cDNA Expression Arrays der Firma Clontech untersucht. Vor der
Herstellung der radioaktiv. markierten cDNA-Proben wurden eventuelle DNA-
Kontaminationen der RNA durch Inkubation mit DNase entfernt. Aus jeweils 4 pg Gesamt-
RNA der beiden zu vergleichenden Proben wurde mit einem Gemisch aus Primern, die
spezifisch fur die Sequenzen der auf dem Array immobilisierten cDNAS sind, radioaktive
cDNA hergestellt. Diese Proben wurden mit je einer von zwei identischen Array-Membranen,
auf denen jewells cDNA-Fragmente von etwa 1200 Genen punktformig aufgetragen sind,
hybridisiert. Die Signale der gebundenen radioaktiven cDNAs wurden mit Phosphorimager
oder Rontgenfilmen detektiert (Abbildung 6.21 und Abbildung 6.22).
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2: Egrl

3: ICAM-1

Abbildung 6.21: Atlas Array Human 1.2 (Clontech). Hybridisierung mit radioaktiv markierter cDNA aus

Huvecs, die fiir 4 h mit Kontrollpuffer inkubiert worden waren.

1: c-Jun
2: Egrl

3: ICAM-1

Abbildung 6.22: Atlas Array Human 1.2 (Clontech). Hybridisierung mit radioaktiv markierter cDNA aus

Huvecs, die fiir 4 h mit aktivierten Thrombozyten inkubiert worden waren.
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Durch Vergleich der Signalintensitdten der einander entsprechenden Spots auf den beiden
Membranen wurde eine Regulierung verschiedener Gene gefunden, die sich hauptséachlich
den Bereichen der Transkriptionss und Wachstumsfaktoren, Adhésionsmolekile und
inflammatorischen Faktoren zuordnen lassen. Nach vierstindiger Koinkubation mit
aktivierten Thrombozyten wiesen die Transkriptionsfaktoren c-Jun, c-Myc, ErgB, ATF-4,
Egrl, der Replikationsfaktor C und die Wachstumsfaktoren PDGF und glial growth factor 2
eine verstarkte Expression auf (Tabelle 6.2). AulRerdem wurden der corticotropin releasing
factor receptor 1, das Zelladhasionsprotein SQM1 und das Integrin (1 verstérkt exprimiert.
Die Hochregulation von ICAM-1, VCAM-1, Integrin ay, MCP-1 und Interleukin 8 ist bereits
bekannt (Henn et al., 1998; Gawaz et al., 1998; Gawaz et al., 2000) und wurde mit diesem
Assaysystem bestétigt. Eine Verminderung der Expression nach Inkubation mit aktivierten
Thrombozyten wurde fUr das bone morphogenic protein beobachtet (Tabelle 6.2). Die
genannten Ergebnisse wurden in zwei unabhdngigen Experimenten Ubereinstimmend

gefunden.

70



6 ERGEBNISSE

Tabelle 6.2: Differentielle Genregulation in humanen Endothelzellen nach vierstiindiger Inkubation mit

aktivierten Thrombozyten. Ergebnisse aus 2 unabhingigen Experimenten mit den Atlas Human 1.2

cDNA-Arrays.

Verstirkte Expression

Referenz

C-jun proto-oncogene; transcription factor AP-1

c-myc oncogene

fli-1 oncogene; ergB transcription factor

CAMP-dependent transcription factor ATF-4; DNA-binding protein TAXREB67;
CAMP-response element binding protein (CREB2)

early growth response protein 1 (hEGR1); transcription factor ETR103; KROX24;
zinc finger protein 225; AT225

activator 1 37kDa subunit; replication factor C 37kDa subunit (RFC37); RFC4

platelet derived growth factor B subunit (PDGFB; PDGF2)

glial growth factor 2 precursor (GGFHPP2); neuregulin; heregulin-53 + neu
differentiation factor + heregulin-a

corticotropin releasing factor receptor 1 precursor (CRF-R; CRF1)

SNADH-ubiquinone oxidoreductase B18 subunit; complex 1-B18 (CI-B18); cell
adhesion protein SQM1

fibronectin receptor £ subunit (FNRS); integrin £1; CD29

vitronectin receptor a subunit (VNRa@); integrin a, subunit; CD51

intercellular adhesion molecule-1 precursor (ICAM-1); major group rhinovirus
receptor; CD54

1,23

vascular cell adhesion molecule 1 precursor (VCAM-1); CD106

monocyte chemotactic protein 1 precursor (MCP-1)

1,234

interleukin-8 precursor (IL-8); monocyte-derived neutrophil chemotactic factor; T-
cell chemotactic factor; neutrophil-activating protein 1 (NAP1)

Verminderte Expression

bone morphogenic protein 4 (BMP4) + BMP2B

I (Gawaz et al., 2000), % (Henn et al., 1998), *: (Gawaz et al., 1998), *: (Dickfeld et al.,

2001)
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Um die Ergebnisse aus den cDNA-Arrays zu bestétigen wurde zundchst die Regulation des
Transkriptionsfaktors c-Jun im Northern Blot bestdtigt. Man erkennt ein deutlich stérkeres
Signal nach Koinkubation der Endothelzellen mit aktivierten Thrombozyten als in den
Kontrollbedingungen (Abbildung 6.23).

c-Jun

Huvecs Huvecs

+ Puffer + aktivierte
Thrombozyten

Abbildung 6.23: Northern Blot-Analyse der Expression von c-Jun. Huvecs wurden mit Puffer oder
aktivierten Thrombozyten inkubiert und nach 4 h die Gesamt-RNA aus den Huvecs isoliert. Jeweils 10 ug
RNA wurden im Northern Blot aufgetragen und mit einer radioaktiv markierten Sonde gegen c-Jun

gefirbt.

In einem Koinkubationsexperiment mit humanen Endothelzellen und aktivierten
Thrombozyten wurde nach 0,5 h, 4 h und 24 h der Koinkubation jeweils ein Teil der
Endothelzellen fir Western Blot-Analysen abgestoppt, um die Expression der gefundenen
Gene auch auf der Proteinebene nachzuweisen. Abbildung 6.24 zeigt einen Western Blot, der
mit einem Antikorper gegen c-Jun entwickelt wurde. Bereits nach 0,5 h war eine verstérkte
Expression von c-Jun im Vergleich zu den mit Puffer inkubierten Zellen zu beobachten. Diese
wurde nach 4 h noch deutlicher. Nach 24 h war keine oder nur noch eine sehr schwache
Expression von c¢-Jun zu erkennen. Die Auftragung von aktivierten Thrombozyten zeigte, dal3
diese kein c-Jun enthalten (Bande (0), Abbildung 6.24) und somit die gemessene Expression
in den Endothelzellen nicht durch Kontamination der Proben mit anhaftenden Thrombozyten,

die nicht vollstandig weggewaschen werden konnten, hervorgerufen wurde.
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o 1 2 1 2 1 2 - +
0,5h 4 h 24 h

1: Huvecs + Puffer
2: Huvecs + aktivierte Thrombozyten

Abbildung 6.24: Expression von c-Jun im Western Blot. Huvecs wurden mit Puffer (1) oder aktivierten
Thrombozyten (2) inkubiert. Nach 0,5 h, 4 h und 24 h der Koinkubation wurde ein Teil der Huvecs fiir
Western Blot-Analysen abgestoppt. Bande (0) zeigt aktivierte Thrombozyten als Kontrolle. Bande (-) und
Bande (+) zeigen als Negativ- bzw. Positivkontrolle Huvecs, die mit 2% bzw. mit 20% Serum inkubiert
wurden. Die obere Bande zeigt c-Jun, die untere Bande resultiert aus einer unspezifischen Kreuzreaktion

des Antikorpers.

Die Regulation der tbrigen Faktoren (Tabelle 6.2) wird zur Zeit durch Northern und Western
Blots Uberpruift.
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7 DISKUSSION

7.1 DurchfluBzytometrische Analyse der VASP-Phosphorylierung

Basierend auf der Durchfluf3zytometrie wurde eine Methode entwickelt, welche die schnelle
und semiquantitative Analyse von Proteinphosphorylierungen in Thrombozyten erlaubt. Diese
Methode wurde anhand der Messung der VVASP-Phosphorylierung etabliert. Vergleiche mit
der allgemein anerkannten Methode des Western Blots zeigten eine enge Korrelation
zwischen den Ergebnissen beider Analysenverfahren (Abbildung 6.3). Bisher war die
durchflufzytometrische Anayse der Thrombozytenfunktion auf Oberflachenmarker
beschrankt, beispielsweise auf die Expression von P-Selektin (CD62P), Anderungen des
Aktivierungszustandes des Fibrinogenrezeptors (Integrin a,pB3) und die Bildung von
Mikropartikeln und Aggregaten (Michelson, 1996). Die hier entwickelte Methode wurde in
ersten Versuchen erfolgreich fur die Analyse der Phosphorylierung der p42 MAPK eingesetzt
(Abbildung 6.9) und erweitert dadurch das Spektrum der durchflufRzytometrischen Messung
der Thrombozytenaktivierung auf die Analyse von intrazelluldren Signalwegen. Durch die
fortschreitende Entwicklung phosphorylierungsspezifischer Antikorper sollte es in Zukunft
maoglich sein, weitere Proteinphosphorylierungen in Thrombozyten zu messen, beispielsweise
die Phosphorylierung der leichten Ketten des Myosin (MLC) durch die MLCK oder die
Phosphorylierung von Pleckstrin, dem Substrat der Proteinkinase C, oder die
Tyrosinphosphorylierung der  zytoplasmatischen Domane der [(s-Untereinheit des
Fibrinogenrezeptors, die fur das outside-in-signaling und die Thrombozytenaggregation
entscheidend ist (Law et al., 1999). Voraussetzung fir diese Messungen ist, daf3 die
Zielmolekile in ausreichend hoher Konzentration in den Thrombozyten vorliegen, um eine

ausreichende Signalstérke fur die durchfluzytometrische Analyse zu garantieren.

Fir das Verstandnis der Thrombozytenfunktion ist neben der Analyse von aktivierenden
Signalwegen jedoch auch die Untersuchung der Thrombozytenhemmung von besonderer
Bedeutung. Hochwirksame Thrombozyteninhibitoren, wie beispielsweise die von
Endothelzellen sekretierten Faktoren PG-l; und EDRF (NO) oder die pharmakologischen
Vasodilatatoren PG-E; und SNP, aktivieren die cAMP- und cGMP-abhéngigen
Proteinkinasen und flhren so zur Phosphorylierung zahlreicher intrazellularer Zielmolekile
wie VASP, Raplb und MLCK (Eigenthaer und Walter, 1994). VASP ist ein gut
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charakterisiertes Substrat beider Kinasen, und die VA SP-Phosphorylierung korreliert mit der
Hemmung der Thrombozytenaktivierung, insbesondere der Hemmung der Fibrinogenbindung
an das Integrin oy B3 (Horstrup et al., 1994). Die Phosphorylierung von VASP ist daher ein
guter Marker fur die Hemmung der Thrombozytenfunktion. Die bisher verfligbaren
biochemischen Methoden waren jedoch auf die Analyse der VASP-Phosphorylierung in
gewaschenen  Thrombozyten oder PRP  beschrankt. Die hier  entwickelte
durchfluf3zytometrische Methode ermdglicht eine schnelle Messung der VASP-
Phosphorylierung sowohl in gewaschenen Thrombozyten und PRP as auch in Vollblut
(Abbildung 6.4). Die Messung im Vollblut kénnte von Relevanz fir die klinische Diagnose
sein. Indem man sofort nach der Entnahme das Blut fixiert und den Status der VASP-
Phosphorylierung in den Thrombozyten bestimmt, konnte man Auskunft Uber die
Endothelfunktion des Patienten erhalten oder die Wirkung einer Therapie mit Prostaglandinen
oder NO-freisetzenden Vasodilatatoren nachweisen. Beispielsweise wurde gezeigt, dai3 die
Acetylcholin-stimulierte Freisetzung von NO aus Endothelzellen die
Thrombozytenaggregation hemmt und dal3 dieser Effekt bei Patienten mit Atherosklerose und
Endothelschaden vermindert war (Diodati et al., 1998). Die Experimente mit kultivierten
Endothelzellen zeigen, dal3 die hier entwickelte Durchfluzytometriemethode prinzipiell
geeignet ist, um die Wirkung von Endothelzellfaktoren auf Thrombozyten im Vollblut zu
messen (Abbildung 6.5). Die Anwendung dieser Methode zur Untersuchung von Patienten

mit Endothel schaden ist zur Zeit in der Erprobung.

Die Messung der VASP-Phosphorylierung mittels Durchflu3zytometrie kann auf3erdem fiir
die funktionelle Analyse von Thrombozytenaktivatoren, deren Rezeptoren mit inhibitorischen
Gi-Proteinen gekoppelt sind, eingesetzt werden. Diese hemmen die Adenylylzyklase und Gben
so einen hemmenden EinfluR auf die cAMP-vermittelten Signalwege aus. Mit der hier
entwickelten Methode wurde gezeigt, dal3 Epinephrin, ADP und Thrombin, aber nicht TxA,
die Prostaglandin-induzierte VASP-Phosphorylierung reduzieren (Abbildung 6.6). Die
Methode konnte daher bei Krankheitshildern, die auf einen Rezeptordefekt schlieffen lassen,
zum Einsatz kommen, um die Funktionalitdt von Gj-gekoppelten Rezeptoren zu Uberprifen.
Beispielsweise sind zwei Patienten mit angeborener Blutungsstorung bekannt, bel denen die
Aktivierung der ADP-Rezeptoren auf Thrombozyten gestort ist (Cattaneo et al., 1992; Nurden
et al., 1995). Be den Thrombozyten dieser Patienten war die Fibrinogenbindung an das

Integrin aypBs vermindert, und ADP war nicht in der Lage, den CAMP-Level zu reduzieren,
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ein Effekt, der leicht mit der Messung der VASP-Phosphorylierung nachweisbar waére.
Weitere genetische oder erworbene Defekte in humanen Thrombozyten, die zu einem
verstarkten Risiko von Gerinnungsstérungen beitragen, sind bekannt, z.B. ein vererbter
Defekt in der Antwort auf NO in einer Familie mit Neigung zu arteriellen Thrombosen oder
eingeschrankte cGMP-regulierte Signal Ubertragung in Patienten mit chronischer myeloischer
Leukamie (Freedman et al., 1996; Eigenthaler et al., 1993). Die Durchfluf3zytometriemethode
zur Messung der intrazellularen VASP-Phosphorylierung ermdglicht eine schnelle und
unkomplizierte Untersuchung solcher Defekte von Rezeptor- oder Enzymaktivitaten. Wird die
Methode auf weitere Proteinphosphorylierungen ausgedehnt, ist ein noch grofderes Spektrum

an Signalwegen erreichbar.

In einer ersten klinischen Anwendung wurde die Methode fir die Analyse von
Thrombozyteninhibitoren, die als Antagonisten der ADP-Antwort wirken, eingesetzt. Die
Thienopyridinderivate Ticlopidin und Clopidogrel hemmen die durch ADP ausgelOste
Aggregation (Savi et al., 1996a). Sie wirken selektiv auf den P2Y ac ADP-Rezeptor, der Uber
inhibitorische G;-Proteine die Adenylylzyklase hemmt. Die beiden anderen thrombozytéren
ADP-Rezeptoren, P2X1 und P2Y1, die enen raschen Kaziumeinstrom aus dem
Extrazellularaum bzw. die Mobiliserung von Kalzium aus intrazelluldren Speichern
bewirken, werden nicht beeintrachtigt (Geiger et al., 1998; Geiger et al., 1999). Ticlopidin
bzw. die Nachfolgesubstanz Clopidogrel wird haufig in Kombination mit Aspirin, welches die
Zyklooxygenase und damit die Thromboxansynthese hemmt, in der antithrombozytéaren
Behandlung bei Stentimplantationen eingesetzt. Die Wirkungen dieser beiden Medikamente
erganzen sich, so dal3 die Wahrscheinlichkeit eines Gefallverschlusses bel den behandelten
Patienten deutlich gesenkt wird (Brookes und Sigwart, 1999). Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefthrten Studien zeigten, dal3 die Behandlung von Probanden mit Ticlopidin oder
Clopidogrel den inhibitorischen Effekt von ADP auf die PG-E;-stimulierte VASP-
Phosphorylierung stark beeintréachtigte (Tabelle 6.1 und Abbildung 6.7). Der hemmende
Effekt von Epinephrin, dessen Rezeptor ebenfals lUber Gi-Proteine die Adenylylzyklase
hemmt, wurde hingegen nicht reduziert (Daten nicht gezeigt). Ticlopidin und Clopidogrel
wirken in vivo also selektiv auf den P2Y ac ADP-Rezeptor. In den durchgefiihrten Studien
lieRen sich der Zeitverlauf, die Wirkungsstdrke und die Auswaschphase der Medikation
verfolgen. Aul3erdem wurden Personen mit einer Resistenz gegen Clopidogrel gefunden

(Abbildung 6.8). Eine Resistenz gegen diese Medikamente kdnnte in Abnormalitdten im
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ADP-Rezeptor begrindet sein, so dal3 der Wirkstoff nicht angreifen kann, oder die
Verstoffwechselung in der Leber, die erforderlich ist, um den Wirkstoff freizusetzen, kénnte
beeintrachtigt sein. Diese Ergebnisse zeigen, dal3 die Messung der VA SP-Phosphorylierung
eine geeignete und hilfreiche Methode ist, um die Wirksamkeit einer Ticlopidin- oder
Clopidogrelbehandlung in vivo nachzuweisen und im Therapieverlauf zu beobachten.

Zusammenfassend &3 sich sagen, dald die hier entwickelte Methode der
durchfluf3zytometrischen Analyse der VA SP-Phosphorylierung in Thrombozyten einen neuen
Parameter in der Anayse der Thrombozytenfunktion darstellt, der sowohl fir Forschungs- als
auch fr klinische Zwecke niitzlich sein wird. Sie kann angewendet werden, um Einfliisse von
Endothelfaktoren auf die Thrombozyten zu messen, um Defekte in Rezeptoren oder
intrazelluldren Signalwegen aufzudecken und um die therapeutische Wirksamkeit von
Thrombozyteninhibitoren nachzuweisen. Es wurde gezeigt, dal3 die Methode auch fur die
Messung  weiterer  Proteinphosphorylierungen anwendbar  ist, wodurch  das

Anwendungsspektrum noch erweitert werden kann.

7.2 Aktivierung und Hemmung der thrombozytaren MAPK-
Signalwege

Es wurde gezeigt, dal’ sowohl die p42 MAPK als auch die p38 MAPK durch verschiedene
Thrombozytenagonisten in unterschiedlicher Stérke aktiviert werden (Abbildung 6.10). Bei
der p42 MAPK war die Aktivierung durch Thrombin am stérksten, gefolgt von TxA;
(U46619) und ADP, welches das vergleichsweise schwéchste Signal hervorgerufen hat. Fir
die Aktivierung der p38 MAPK war der gleiche Trend erkennbar, wobei die Unterschiede
zwischen den einzelnen Aktivatoren etwas geringer waren. Die Aktivierung durch alle drei
Aktivatoren wurde durch die Vasodilatatoren PG-E; und SNP gehemmt (Abbildung 6.11 und
Abbildung 6.12). MAP Kinasen sind in allen eukaryotischen Zellen exprimiert und bilden
essentielle Bestandteile von komplexen Signalnetzen. Sie werden durch verschiedene Stimuli
wie Chemokine, Wachstumsfaktoren und Hormone aktiviert und leiten die Proliferation oder
Differenzierung der Zelle ein. Uber ihre Funktion und Regulation in den zellkernlosen
Thrombozyten ist erst wenig bekannt. Als Substrat der p42 MAPK wurde in Thrombozyten
die ribosomale S6 Kinase (p90™) gefunden, die in anderen Zelltypen an mitotischen und

proliferativen Prozessen beteiligt ist, deren Funktion in Thrombozyten jedoch noch unklar ist
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(Papkoff et al., 1994). Die p38 MAPK phosphoryliert die Ca’*-abhangige zytosolische
Phospholipase A, (CPLA>) und trégt damit zur Aktivierung der cPLA, und zur Freisetzung
von Arachidonséaure bei (Kramer et al., 1996; Borsch-Haubold et al., 1997). Ein weiteres
Substrat der p38 MAPK ist die MAPK-aktivierte Proteinkinase 2 (MAPKAPK-2). Diese
phosphoryliert das kleine Hitzeschockprotein Hsp27, welches die Aktinpolymerisation
verstarkt und so zu den Umbauvorgéngen des Zytoskeletts wahrend der
Thrombozytenaktivierung beitragen konnte (Saklatvala et al., 1996; Butt et al., 2000). In
einigen Studien wurde eine Rolle der p42 MAPK und der p38 MAPK in der friihen Phase der
Thrombozytenaktivierung  vermutet, die notwendig fur die Expression von
Oberfléchenrezeptoren und die Aggregation bel niedrigen Konzentrationen von
Thrombozytenagonisten sein konnte (Saklatvala et al., 1996; McNicol et al., 1998). In dieser
Arbeit wurde eine niedrige Konzentration des TxA,-Analogs U46619 eingesetzt, die nur zu
einer schwachen Thrombzytenaktivierung fihrte. Unter diesen Bedingungen konnte die
Oberfl&achenexpression von P-Selektin und CD40L durch Inhibitoren der MAPK-Wege nicht
gehemmt werden (Abbildung 6.14). Die verwendeten Inhibitoren (PD98059 und SB203580)
wirken jedoch nicht spezifisch auf die MAP-Kinasen, sondern hemmen auch die Funktion der
Zyklooxygenasen (Borsch-Haubold et al., 1998). Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefthrten Versuche (auch die Kontrollversuche ohne MAPK-Inhibitoren) wurden in
Gegenwart von Aspirin, das ebenfalls die Zyklooxygenasen hemmt, durchgefthrt, so dal3
Effekte durch die Zyklooxygenasen ausgeschlossen werden konnen. Dies war bei den
genannten Studien (Saklatvala et al., 1996; McNicol et al., 1998) nicht der Fall, so dal’ dies
eine Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse sein konnte.

Die zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP haben in verschiedenen Zelltypen sehr
unterschiedliche Wirkungen auf die Aktivitét der p42/p44 MAPK. In 3T3 Fibroblasten, COS-
7 Affennierenzellen und einer myeloiden Vorléuferzellinie flihrte cAMP zu einer Aktivierung
diessr MAP-Kinasen (Faure und Bourne, 1995; Lee, 1999), wohingegen sie in
Rattenfibroblasten und glatten Muskelzellen aus humanen Aorten durch cAMP gehemmt
wurden (Faure und Bourne, 1995; Graves et al., 1993). cGMP aktivierte die p42/p44 MAPK
in Rattenmesangialzellen und glatten Muskelzellen aus Rattenaorten, in denen die cGMP-PK
exprimiert wurde (Callsen et al., 1998; Komalavilas et al., 1999). Im Gegensatz dazu
hemmten cGMP-Analoga die MAPK-Aktivierung in cGMP-PK-exprimierenden Nierenzellen
aus Hamsterbabys (Suhasini et al., 1998). Die p38 MAPK wurde durch cCAMP oder cGMP in
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epidermalen Fettzellen der Ratte bzw. humanen embryonalen Nierenfibroblasten aktiviert
(Moule und Denton, 1998; Browning et al., 2000). In dieser Arbeit wurde in humanen
Thrombozyten durch Vasodilatatoren, die zu einer Erhéhung entweder des CAMP- oder des
cGMP-Spiegels fuhren, eine Hemmung der Aktivierung sowohl der p42 MAPK as auch der
p38 MAPK beobachtet (Abbildung 6.12). Die Hauptwirkorte der zyklischen Nukleotide in
humanen Thrombozyten sind die CAMP- und die cGMP-abhéngigen Proteinkinasen (Buitt et
al., 1992; Eigenthaler et al., 1993). In Thrombozyten sind zahlreiche Substrate der CAMP-PK
und der cGMP-PK bekannt (Eigenthaler und Walter, 1994). Die MAP-Kinasen selbst
enthalten jedoch kein Phosphorylierungsmotiv fir diese beiden Kinasen. Es ist daher
wahrscheinlich, da? die Regulation Uber die den MAP-Kinasen vorgeschalteten
Aktivierungswege lauft. Es ist bekannt, da3 die cAMP-PK und cGMP-PK die
Thrombozytenfunktion unter anderem auf der Ebene der Phospholipase C hemmen
(Waldmann und Walter, 1989; Ryningen et al., 1998). Da die Aktivierung der p42 MAPK
abhangig von der Aktivierung der PLC zu sein scheint (Borsch-Haubold et al., 1995), ist dies
ein moglicher Weg, Uber den die cCAMP-PK und die cGMP-PK die Aktivierung der p42
MAPK hemmen konnten. Die Aktivierung der p38 MAPK scheint hingegen unabhéngig von
der Aktivierung der PLC zu sein (Ezumi et al., 1999). Hier ist wahrscheinlich ein anderer
Angriffsort der cAMP-PK und der cGMP-PK fir die Hemmung verantwortlich.

7.3 Aktivierung und Hemmung der thrombozytaren CD40L- und
CD62P-Expression

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dal3 endotheliale bzw. pharmakol ogische Vasodilatatoren
wie NO und Prostaglandine die Expression der Oberflachenmolekile CD40 Ligand (CD40L)
und P-Selektin (CD62P) auf Thrombozyten hemmen. Die Entwicklung und das Fortschreiten
von kardiovaskularen Erkrankungen wird stark beeinflufd von der Thrombozytenaktivierung
und der damit verbundenen Expression von proinflammatorischen Molekulen wie CD40L und
CD62P. CD62P ist ein gut charakterisierter Adhasionsrezeptor auf Thrombozyten und
Endothelzellen, der die Interaktion mit Leukozyten vermittelt (Palabrica et al., 1992) und die
Leukozyten zur Zytokinproduktion und -sekretion anregt (Neumann et al., 1997). CD40L ist
ein Mitglied vom Typ | der Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptor-Superfamilie und wurde
urspringlich  auf  stimulierten ~ CD4'-T-Zellen  identifiziert. ~ Wahrend  der
Thrombozytenaktivierung wird CD40L auf der Thrombozytenoberflache exprimiert (Henn et
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al., 1998). Es bindet an CD40 auf Endothelzellen und regt diese zur Sekretion von Zytokinen
und Chemokinen und zur Expression von Adhasionsmolektilen an (Henn et al., 1998; Slupsky
et al., 1998). Aktivierten Thrombozyten kommt daher eine besondere Rolle bei der Initiation
von inflammatorischen Prozessen zu. Dal3 cAMP und cGMP/NO die Expression von CD62P
auf Thrombozyten hemmt, wurde bereits gezeigt (Michelson et al., 1996; Murohara et al.,
1995; Y oshimoto et al., 1999; Gries et al., 1998). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal3 CAMP-
und cGMP-erhdhende Vasodilatatoren die Expression sowohl von CD62P as auch von
CD40L hemmen (Abbildung 6.13a. und b.) und somit einen wichtigen Beitrag zur
Verhinderung von inflammatorischen Prozessen leisten. Die durch ADP ausgelOste
Expression von CD40L wurde jedoch nur teilweise gehemmt. M&glicherweise wird durch
ADP ein anderer Mechanismus der CD40L-Freisetzung ausgel6st, der durch zyklische
Nukleotide nur unvollstdndig gehemmt wird. Der Expressionslevel von CD40L war nach
Stimulation mit Thrombin, U46619 und ADP etwa gleich hoch, folgte jedoch
unterschiedlichen Kinetiken. Die Expression von CD62P war nach Thrombinstimulation etwa
dreimal so stark wie nach Stimulation mit U46619. ADP vermochte nur eine sehr geringe
Expression von CD62P auszulésen (Abbildung 6.13b.). Diese Beobachtung wird in neueren
Studien bekré&ftigt, die zeigen, dal3 ADP allein keine Degranulierung auszulGsen vermag,
sondern auf die Freisetzung von TxA, aus den Thrombozyten angewiesen ist (Dangelmaier et
al., 2001). Die verschiedenen Kinetiken der CD40L- und CD62P-Expression weisen darauf
hin, dal3 sie in verschiedenen intrazelluléaren Speicherorganellen enthalten sind. Von CD62P
ist bekannt, dal’ es in den a-Granula gespeichert ist. Die intrazelluléare Lokalisation von
CD40L ist noch nicht geklart. Besonders die Tatsache, dal3 ADP eine Freisetzung von
CD40L, aber nicht von CD62P, bewirkt, impliziert, dal3 CD40L zumindest teilweise in
anderer Form als den sekretorischen Granula gespeichert ist und unabhéngig von
Degranulierungsprozessen freigesetzt wird. Dieser Mechanismus scheint durch zyklische

Nukleotide nur teilwe se gehemmt zu werden.

CAMP und cGMP entfalten ihre Wirkung in humanen Thrombozyten hauptséchlich Uber die
CAMP-PK und die cGMP-PK, die zahlreiche Substrate phosphorylieren. Die Abléaufe der
Granulasekretion sind im Detail noch nicht verstanden. Es wurde jedoch gezeigt, dal3 ein
erhohter intrazellularer Ca?*-Spiegel und die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) fur die
Sekretion essentiell sind (Knight et al., 1984; Yang et al., 1996; Sloan und Haslam, 1997).
Durch die Hemmung der Phospholipase C (PLC) durch die cAMP-PK und die cGMP-PK
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(Ryningen et al., 1998) wird die Ca**-Freisetzung und die Produktion von DAG gehemmt, die
beide fur die Aktivierung der PKC erforderlich sind. Die wichtigsten Substrate der PKC in
Thrombozyten sind Pleckstrin und MARCKS, die wahrscheinlich beide die Granulasekretion
beeinflussen (Rotondo et al., 1997; Sloan und Haslam, 1997; Elzagallaai et al., 2000). Da fur
den Transport der Granula an die Zellmembran Umbauprozesse des Zytoskeletts von grof3er
Bedeutung sind, sind vermutlich noch weitere Wirkmechanismen der cAMP-PK und cGMP-
PK an der Hemmung der Sekretion beteiligt. Die CAMP-PK und cGMP-PK phosphorylieren
zahlreiche Zytoskelett-assoziierte Proteine wie VASP, ABP, Caldesmon, GPIb@, Raplb und
MLCK, die im phosphorylierten Zustand das Zytoskelett stabilisieren oder Umbauvorgéange
hemmen (Eigenthaler und Walter, 1994).

7.4 Beeinflussung von humanen Endothelzellen durch aktivierte
Thrombozyten

Mit Hilfe von Atlas Human 1.2 cDNA Expression Arrays wurden die Effekte von aktivierten
Thrombozyten auf die Genexpression in humanen Endothel zellen untersucht. 16 Gene wurden
identifiziert, deren Transkription nach Kontakt mit aktivierten Thrombozyten verstarkt wurde
sowie ein Gen, dessen Expression vermindert war (Tabelle 6.2). Finf dieser Gene waren
bereits vorher dafiir bekannt, dal3 sie durch aktivierte Thrombozyten induziert werden. Sie
kodieren fur Faktoren, die an der Zelladhasion und an inflammatorischen Prozessen beteiligt
sind (Integrin a,, ICAM-1, VCAM-1, MCP-1 und IL-8) (Henn et al., 1998; Gawaz et al.,
1998; Gawaz et al., 2000). Bei den neu gefundenen Genen handelt es sich hauptséchlich um
Transkriptionsfaktoren (c-Jun, c-Myc, ErgB, ATF-4 und Egrl) und Wachstumsfaktoren
(PDGF und glial growth factor). Aulerdem wurden der Replikationsfaktor C, das
Zelladhdsionsmolekil SQM1, das Integrin (31 sowie der corticotropin releasing factor
receptor 1 verstarkt exprimiert. Eine verminderte Expression nach Inkubation mit aktivierten
Thrombozyten wies das bone morphogenic protein 4 (BMP4) auf. Die verstérkte Expression
von c¢-Jun wurde zusétzlich im Northern Blot und im Western Blot bestatigt. Fur die Gbrigen
Faktoren steht diese Bestétigung noch aus. Ein Koinkubationsexperiment Uber 24 h zeigte,
da3 die Expression von c-Jun transient war (Abbildung 6.24). Bereits nach 0,5 h der
Koinkubation wurde eine verstéarkte Expression von c-Jun auf Proteinebene nachgewiesen, die
nach 4 h noch deutlicher wurde. Nach 24 h wurde kein c-Jun mehr exprimiert. In weiteren

Experimenten soll durch gezielte Blockade bestimmter Rezeptoren, beispielsweise durch
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Antikorper gegen CD40L, P-Selektin oder den Fibrinogenrezeptor, die Bedeutung dieser
Molekile fur die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen untersucht werden. Um den
EinfluR l6slicher Faktoren zu bestimmen, sollen Endothelzellen mit dem Uberstand der
aktivierten Thrombozyten inkubiert werden. Es wurde bereits gezeigt, dal die Interaktion des
thrombozytéren CD40 Ligand mit CD40 auf Endothelzellen einen deutlichen Einflul3 auf die
Expression der inflammatorischen Molekile ICAM-1, VCAM-1, MCP-1, E-Selektin und
Interleukin-8 hat (Henn et al., 1998). Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB ist
zumindest teilweise an der Expression dieser Proteine beteiligt (Gawaz et al., 1998; Gawaz et
al., 2000). Auf3erdem vermittelt die CD40L/CD40-Interaktion auch die verstarkte Freisetzung
von TF und die verminderte Expression von Thrombomodulin und induziert so in den
Endothelzellen einen prokoagulatorischen Phanotyp (Slupsky et al., 1998). Thrombozyten
interagieren aulderdem Uber Fibrinogenbricken mit dem Vitronektinrezeptor (Integrin ayf33)
auf Endothelzellen. Diese Interaktion kann mit RGD-Peptiden oder Antikdrpern gegen den
Fibrinogenrezeptor (Integrin aypB3) auf Thrombozyten geblockt werden (Gawaz et al., 1997;
Gawaz et al., 2000). Neben den Interaktionen von membransténdigen Molekilen beeinflussen
auch von aktivierten Thrombozyten sezernierte, |6sliche Faktoren die Endothelzellen.
Beispielsweise wurde die Expression von Endothelin-mRNA in bovinen Endothel zellen durch
den Uberstand von Thrombin-aktivierten Thrombozyten ausgelést (Ohlstein et al., 1991).
Auch die durch aktivierte Thrombozyten ausgel6ste endotheliale Sekretion von MCP-1 und
die Expression von ICAM-1 und Integrin a3 scheint zumindest teilweise durch Interleukin-
1 vermittelt zu werden, das jedoch sowohl aus den aktivierten Thrombozyten als auch aus den
Endothelzellen freigesetzt werden konnte (Gawaz et al., 2000). Der Uberstand von
geronnenem pléttchenreichem Plasma induzierte eine starke chemotaktische Migration von
bovinen und humanen Endothelzellen (English et al., 2000; Y atomi et al., 2000). Als aktive
Komponente, die diesen Effekt hauptsachlich verursachte, wurde Sphingosin-1-phosphat
(S1P), en von Thrombozyten freigesetztes Lysophospholipid, identifiziert. Diese
Untersuchungen weisen darauf hin, dal3 ein Zusammenspiel verschiedener membranstandiger
und l6slicher Faktoren fur die Aktivierung der Endothelzellen durch aktivierte Thrombozyten

verantwortlich ist.

Die Transkriptionsfaktoren, die in dieser Arbeit in den aktivierten Endothelzellen identifiziert
wurden, sind in der Lage, ganze Netzwerke von Genen zu exprimieren. c-Jun ist zentraler
Bestandteil der Klasse der dimeren AP-1 (Aktivierendes Protein 1)-Transkriptionsfaktoren,
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sowohl as Homodimer as auch as Heterodimer zusammen mit anderen
Transkriptionsfaktoren. Die Aktivitdt von c-Jun ist essentiell fur die Proliferation und
Differenzierung vieler Zelltypen (Karin et al., 1997). In Endothelzellen ist c-Jun auf3erdem an
der Transkription von ICAM-1, MCP-1, PDGF-B, c-Jun, Collagen IV und Endothelin-1
beteiligt (Wang et al., 1999; Bandyopadhyay et al., 1995; Kawana et al., 1995). c-Myc férdert
ebenfalls die Proliferation, indem es zahlreiche Gene reguliert, die am Fortschreiten des
Zellzyklus beteiligt sind (Grandori und Eisenman, 1997). Egrl gehért zu den immediate-
early-Genen und wird als Antwort auf zahlreiche Stimuli sehr rasch exprimiert. Im
Blutgefal3system wird Egrl nach Verletzung der Endothelschicht hochreguliert (Santiago et
al., 1999). Zu den Genen, die von Egr-1 reguliert werden, gehtren u.a. TF, ICAM-1, PDGF-A
und PDGF-B, Interleukin-2, fibroblast growth factor und TNF (Silverman und Collins, 1999).
PDGF, MCP-1 und ICAM-1 wurden in dem hier verwendeten Assay-System ebenfalls
hochreguliert (siehe Tabelle 6.2). In einem in vitro-System wurde gezeigt, dal3 die Reparatur
eines mechanischen Endothelschadens durch Einwanderung der Zellen in die geschadigte
Zone abhangig von der Expression von Egr-1 ist (Santiago et al., 1999).

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte gemeinsame Aktivierung von Transkriptions- und
Wachstumsfaktoren deuten darauf hin, dal3 durch Kontakt mit aktivierten Thrombozyten die
Proliferation der Endothelzellen oder auch der benachbarten glatten Muskelzellen angeregt
werden konnte. Der Nachweis hierfir auf funktioneller Ebene steht jedoch noch aus.
Physiologisch wirde dieser Sachverhalt gut in das Bild der Wundhellung passen, wo
Thrombozyten zunéchst durch ein Gerinnsel die beschadigte Geféldwand verschlief3en, bevor
dann Endothelzellen einwandern, sich teilen und eine neue Gef&3wand bilden. Die
Betelligung von PDGF an der Angiogenese und Wundheilung wurde bereits beschrieben.
PDGF stimuliert die Chemotaxis von Fibroblasten, glatten Muskelzellen, Neutrophilen und
Makrophagen und regt diese zur Produktion und Sekretion weiterer Wachstumsfaktoren
sowie von Matrixmolekilen wie Fibronektin, Collagen und Hyaluronsdure an (Heldin und
Westermark, 1999). Die Hochregulierung der Integrine a, und [3;, Uber die der Kontakt zur
extrazelluldren Matrix aufgenommen wird, kdnnten die Endothelzellen bel der Migration
unterstitzen. In diesem Modell wéaren es die Thrombozyten selbst, welche die Verbindung
zwischen Hamostase und Gefal3neubildung (Angiogenese) schaffen. Untersuchungen mit dem
Uberstand aus geronnenem pléttchenreichem Plasma, das eine verstarkte Migration,
Proliferation und die Bildung multizellularer, gefa3dhnlicher Strukturen bei den
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Endothelzellen audloste, unterstiitzen dieses Modell (English et al., 2000). Andererseits
konnten auch pathophysiologische Prozesse, wie beispielsweise die Entstehung
atherosklerotischer Plaques, unterstiitzt werden. PDGF-A und PDGF-B sind sehr potente
Wachstumsfaktoren, welche auch auf die glatten Muskelzellen wirken und in
atherosklerotischen Plagues in erhdhter Konzentration vorliegen (Ross, 1993). Eine mdgliche
Rolle von PDGF ist, die Einwanderung von glatten Muskelzellen in die Intima (innerste
Schicht der Gefal3wand) zu fordern und sie dort zur Proliferation und Produktion von
Matrixmolekilen anzuregen. Durch die Gabe von neutralisierenden Antikorpern gegen PDGF
wurde in einem in vitro-Modell die Verdickung der Intima, die einen wesentlichen Anteil an
der Ausbildung atherosklerotischer Plagues hat, um etwa 50% reduziert (Heldin und
Westermark, 1999).
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