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1  Einleitung

Der Blutkreislauf erflllt wichtige Funktionen im menschlichen Koérper. Er
gewahrleistet die Versorgung aller Organe und Gewebe mit Sauerstoff und
N&hrstoffen, den Abtransport von Kohlendioxid und anderer Stoffwechselprodukte.
Ausserdem dient er als Transportsystem fiur Hormone und Komponenten des
Immunsystems. Der Aufrechterhaltung eines intakten Blutgefa3systems kommt
daher eine entscheidende Bedeutung fur den menschlichen Organismus zu.

Die Haupt-Todesursache der westlichen Zivilisationen ist in tber 50% die Folge einer
kardiovaskularen Erkrankung (Ross, 1986; Ross, 1993; Ross, 1999). In Deutschland
starben im Jahre 2008 365.000 Menschen an kardiovaskuldren Erkrankungen
(Statistisches Bundesamt Wiesbaden 2008). Ursache hierfir ist die Atherosklerose,
die durch die WHO definiert wird als eine variable Kombination aus Intima- und
Mediaverdnderungen der Arterien. Hierfur ist eine durch metabolische und andere
Einflisse bedingte Schadigung der GefalBwande verantwortlich (Schoenhagen et al.,
2000; Capron, 1988; Capron, 1989).

Atherosklerotische Ablagerungen sind charakterisiert durch einen chronisch-
inflammatorischen Prozess in der Gefasswand (Libby, 2002) und entwickeln sich
Uber Jahre und Jahrzehnte unter dem beguinstigenden Einfluss von kardiovaskularen
Risikofaktoren (z.B. Bluthochdruck, Hyperlipidamie, Diabetes mellitus, Nikotin). Sie
konnen als Angina pectoris, Myokardinfarkt oder Schlaganfall zu akut
lebensbedrohlichen Zustanden fiihren (Schoenhagen et al., 2000). Auch aufgrund
des enormen Kostenfaktors dieser Erkrankungen besteht ein grosses Interesse an
kardiovaskularer Forschung mit dem Ziel der Verhinderung, Prophylaxe und
optimierten Therapie der Grundkrankheit und deren Folgen. Dies kann aber nur
erfolgen, wenn die Pathomechanismen der Initiation und Progression der
Atherosklerose besser verstanden sind.

Zwei Zelltypen spielen hierbei eine besondere Rolle, namlich die Blutplattchen
(Thrombozyten) und Endothelzellen, welche die luminale Seite der Gefasswande

auskleiden. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Analyse der
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Thrombozyten-Aktivierung im frihen Stadium, den sogenannten Gestalt- oder auch
Formwandel (engl. shape change). Der deutsche Anatom Max Schultze (1825-1874)
beschrieb als erster im Jahre 1865 die Thrombozyten (Schultze, 1865). Dieser sah in
den Blutplattchen ,Kigelchen* mit einem Durchmesser von 0,001 — 0,002 mm (Abb.
1-1).

Abbildung 1-1: Schultzes Darstellung 17 und 18 des Blutplattchens.

Originalbeschriftung: Abb. 17. Die granularen Gebilde, die oft in grofien Ansammlungen im
normalen menschlichen Blut auftreten. Abb. 18. Dieselben nachdem das fibrose Material des
Blutstropfen unter dem Deckglaschen geronnen ist (Schultze, 1865).

Im Jahre 1882 wurde durch den Pathologen Bizzozero erstmals die These (,Ueber
einen neuen Formbestandteil des Blutes und dessen Rolle bei der Thrombose und
der Blutgerinnung“) formuliert, dass es eine von den roten und weil3en Blutzellen
unabhangige dritte Blutzellart gebe und er nannte sie Blutplattchen (Bizzozero,
1882).

Die Thrombozyten spielen im Rahmen der Atherosklerose eine auslésende und
substantielle  Rolle, weshalb ihre  Funktion in  physiologischer  und
pathophysiologischer Sicht seit Jahren mit im Zentrum der Atheroskleroseforschung
steht. Mit 1,5-3,0 x 10°/mm? stellen die Thrombozyten nach den Erythrozyten die
zweitgrosste Zellpopulation des menschlichen Blutes dar. Blutplatichen entstehen im
Knochenmark  durch  Abspaltung aus polyploiden ,Mutterzellen®, den
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Megakaryozyten. Sie sind kernlose Zellfragmente, diskoid geformt, besitzen einen
Durchmesser von 2-3 um bei einer Dicke von 1 um und ihre Hauptaufgabe ist die
Mitwirkung an der Hamostase.

Der physiologische Zustand der Thrombozyten unterliegt im Organismus einer feinen
Regulation zwischen ruhender und aktivierter Form wie der Adhasion, dem
Formwandel, der Aggregation und eventuell einer Thrombus-Bildung (Abb. 1-2). Ihre
Aktivierung ist eng verbunden mit dem humoralen System der Gerinnungsfaktoren.
Diese fuhren bei GefalRverletzung zur Ausbildung eines Fibrinnetzwerkes an der
Stelle einer Lasion und im Zusammenspiel mit den Blutplattchen zur Ausbildung
eines verschlussfahigen Thrombus. Hierbei adharieren die Thrombozyten an die

subendotheliale Matrix der geschadigten Gefasswand, bilden ein Gerinnsel und

fuhren so die Stillung der Blutung herbei.

Abbildung 1-2: Die Thrombozytenaktivierung.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen im Bild links ruhende Thrombozyten mit
diskoider Form, im mittleren Bild einen flach ausgebreiteten Thrombozyten und im rechten
Bild die Ausbildung von Pseudopodien.

(Elektronenmikroskopie nach http.//www.bi.umist.ac.uk/users/mjmfam)

Aus pathophysiologischer Sicht spielen die aktivierten Thrombozyten eine wichtige
Rolle in der Atherogenese mit den Folgen einer Gefassverkalkung, Ausbildung einer
koronaren Herzerkrankung und arteriellen Thrombusbildung z.B. im Rahmen eines
Myokardinfarktes oder eines Schlaganfalls.

Es existieren vielfaltige Mechanismen zur Aktivierung und auch zur Inhibition der
Blutplattchen. Diese werden durch die Phosphorylierung spezifischer Signalproteine
reguliert. Dabei wird die initiale Aktivierung mittels Ausbildung eines Formwandels
der Blutplattchen von der Aggregation unterschieden. Beispielhaft zu nennende
Aktivatoren sind Thromboxan A,, ADP, Lysophosphatidsaure, Thrombin und
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Kollagen. Als Gegenspieler existieren Inhibitoren der Aktivierung wie Prostacyclin
und Prostaglandin E; und weitere Substanzen, die durch Abhangigkeit von G-
Proteinen eine Stimulierung der Adenylatzyklase bewirken. Durch die Aktivierung der
Adenylatzyklase steigt die intrazellulare Konzentration an cAMP und die cAMP-
abhangige Proteinkinase A wird aktiviert. Dadurch werden spezifische Proteine
phosphoryliert (Siess et al., 1990). Ebenfalls spielt die Aktivierung von cGMP durch
NO eine Rolle.

Im Jahre 1989 wurde von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Walter in Wirzburg ein
Protein charakterisiert und untersucht, das durch Gabe von Vasodilatatoren
phosphoryliert wird und sowohl in physiologischer wie auch pathophysiologischer
Sicht einen Einfluss auf die Thrombozyten ausitbt (Halbriigge et al., 1989). Das
Vasodilatator-stimulierte Phosphoprotein (VASP) ist ein 46 kDa Protein menschlicher
Thrombozyten, das unter dem Einfluss von Vasodilatatoren wie Prostazyklin und NO
in den phosphorylierten Zustand Ubergeht. Der Einfluss von VASP auf die
Aggregation von Thrombozyten wurde hinlanglich belegt (Aszodi et al., 1999;
Massberg et al., 2004; Eliautou et al., 2009). Auch als Forschungs-Werkzeug zum
Nachweis von Phosphorylierungsvorgangen bei unterschiedlichsten Fragestellungen
ist das Protein VASP mittlerweile etabliert.

Ob und wie ausgepragt allerdings eine Rolle von VASP auch im Rahmen der initialen
Aktivierung der Thrombozyten, dem shape change, besteht ist bisher nicht bekannt.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher unter anderem Untersuchungen
an Thrombozyten von VASP-Wildtyp- und VASP-Knockout-M&ausen durchgefinhrt.

Die Erforschung der genauen Aktivierungsvorgange und Regelkreise der
Thrombozyten ist und bleibt essentiell fir die Entwicklung weitergehender
Gedankenmodelle zum Verstandnis der Atherosklerose und fur Therapie-Konzepte
wie  beispielhaft die duale Thrombozytenhemmung nach  perkutaner
Koronarintervention und Implantation von beschichteten und unbeschichteten

Koronar-Stents.



Seite 9

2  Stand der Forschung

2.1 Die Hamostase

Nach Verletzungen der GefalBwand kommt es zu einer Thrombusbildung, die im
Normalfall das Gefal3leck abdichtet aber den weiteren Blutfluss im Gefald
gewahrleistet. Diesen Vorgang nennt man Hamostase. Dieser lasst sich nach dem
zeitlichen Ablauf in primare Hamostase, sekunddre Hamostase und Fibrinolyse

einteilen.
2.1.1 Die primare Hamostase

Im Rahmen der primaren Hamostase kommt es zur Adhasion von Thrombozyten an
einer Lasion der GefalRwand. Dies fuhrt zur Formveréanderung, Ausbreitung und
Aktivierung der adhérenten Thrombozyten mit nachfolgender Sekretion von
Granulainhaltsstoffen und Aggregatbildung. Uber den Rezeptor fur den von-
Willebrand-Faktor (Glycoprotein Ib/V/1X) und den durch Kollagen immobilisierten von-
Willebrand-Faktor (VWF) wird der erste Kontakt zirkulierender Thrombozyten mit der
Zellwandlasion hergestellt (Ruggeri, 2003). Als nachster Schritt folgt die
Stabilisierung Uber weitere membranstandige Adhasionsrezeptoren. Es kommt zu
Formverandungen, dem sogenannten shape change und gleichzeitig zur Aktivierung
der Thrombozyten. Aus freigesetzter Arachidonséure bilden die Thrombozyten
Thromboxan A;, welches nach Abgabe in den Extrazellularraum tber die Bindung an
einen spezifischen Thromboxanrezeptor die Aktivierung verstéarkt. Dartiberhinaus hat
Thromboxan einen vasokonstriktorischen Effekt und fordert so durch Verlangsamung
des Blutflusses die Thrombusbildung. Granulainhaltsstoffe werden freigesetzt, die
sowohl den Aktivierungsvorgang verstarken, als auch durch Stimulation mit ADP
oder Thromboxan noch ruhende Thrombozyten aus der Zirkulation rekrutieren,
aktivieren und zur Aggregation mit den bereits adharenten Thrombozyten anregen.
Die aktivierten Thrombozyten werden durch Fibrinogenbricken Uber das
Glykoprotein llb-llla vernetzt. Diese ganzen Vorgadnge sind unter anderem
calciumabhéngig und es besteht eine direkte Korrelation zwischen dem
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intrazellularen Ca®*-Spiegel und dem Aktivierungsgrad der Thrombozyten (Gawaz,
1999).

2.1.2 Die sekundare Hamostase

Das primare Thrombozytenkonglomerat ist noch relativ instabil. Die Aktivierung der
Gerinnungskaskade und die Bildung von Thrombin und Fibrin in der Umgebung des
Thrombus fuhrt zur Festigung und Stabilisierung des initialen
Thrombozytenthrombus. Dies ist die sekundédre Hamostase. Die aktivierte
Thrombozytenoberflache ist  entscheidend an der  Aktivierung der
Gerinnungskaskade beteiligt. Die Anlagerung von Fibrin an das bestehende
Thrombozytenaggregat fuhrt Uber Quervernetzungen zur Konsolidierung des

Thrombus.

2.2 Die GefalRwand

Der Aufbau der Arterienwand gleicht drei ineinander geschobenen Rd&hren. Die
innerste Schicht, die Intima, lasst sich in das einschichtige Endothel, eine
Basalmembran und das bindegewebige Subendothel unterteilen. Es folgt die
Membrana elastica interna, die die Intima von der Media trennt. Die mittlere Schicht
der GefaBRwand besitzt mehrere Lagen glatter Muskulatur und einen variablen Anteil
elastischer oder kollagener Fasern. Die Membrana elastica externa trennt die Media
von der aullen gelegenen Adventitia. Diese besteht aus einem Verband

fibroelastischer Fasern des Kollagen Typ I.

2.2.1 Das Endothel

Das Endothel, ein einschichtiges Plattenepithel, umfasst beim Menschen eine Flache
von etwa 600-700m? bei einem Gewicht von ca. 1,5 kg (Vogel, 1999). Die
Endothelzellen der Intima sind mal3geblich daran beteiligt, die Homo6ostase und
Integritat der Gefallwand aufrechtzuerhalten. Das Endothel bildet ausserdem eine
biochemisch aktive Oberflache, die sich fir die Regulation mannigfacher Funktionen

wie Gefaldreparatur, Gefaldtonus, Entzindungsreaktionen und immunologische
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Prozesse verantwortlich zeigt. Zusatzlich wird der thrombogenetische Prozess
kontrolliert, indem das Endothel sowohl die Plattchenaktivierung als auch
Plattcheninhibition beeinflusst. Desweiteren kontrolliert es die Passage von
Molekulen und weif3en Blutzellen in das zirkulierende Blut hinein und aus ihm heraus
und die Bildung neuer Blutgefal3e (Angiogenese) und Entziindungsreaktionen.

Das Endothel ist unter physiologischen Bedingungen eine anti-thrombogene
Oberflache, die die Aktivierung, Adhasion und Aggregation von Thrombozyten und
Leukozyten verhindert. Fibrinablagerungen und Thrombinbildung werden
unterdriickt, die Bildung vasoaktiver Substanzen gefordert. Allerdings kann sich das
Endothel unter der Einwirkung physikalischer und inflammatorischer Reize in eine

proadhéasive und prokoagulatorische Oberflache umwandein.

2.3 Die Thrombozyten

2.3.1 Rolle innerhalb der Hamostase

Thrombozyten entstehen im Knochenmark durch Zytoplasma-Abschnirungen aus
den Megakaryozyten. Der exakte Mechanismus der Plattchenbildung ist derzeit
allerdings noch nicht vollstandig aufgeklart. Sie sind im peripheren Blut die kleinsten
korpuskularen Bestandteile mit einem Durchmesser von circa 2 pm. lhre
Konzentration liegt beim gesunden Menschen bei 150.000 bis 400.000 pro pl Blut
(Gawaz, 1999).

Da sie im Gegensatz zu anderen eukaryotischen Blutzellen keinen Zellkern
aufweisen, werden die Thrombozyten als anukleare Zellen bezeichnet. Ilhre
durchschnittliche Uberlebenszeit im peripheren Blut betragt 7-10 Tage, wobei ca.
70% ihres Bestandes im Blut zirkuliert und 30% in der Milz gespeichert ist.
Anschliessend erfolgt der Abbau im retikuloendothelialen System der Leber und Milz.
Im nicht-aktivierten Zustand besitzen Thrombozyten eine typische diskoide Gestalt
mit einer durchschnittlichen Oberflache von 8 um?. Lésliche Agonisten wie ADP oder
Thrombin fiihren zu einer Aktivierung und zur Anderung der Form, dem sogenannten
shape change. Nach ihrer Aktivierung kommt es zur Ausbildung von

Plasmamembranauslaufern, den so genannten Pseudopodien, welche bis zu 5 pm
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lang sein kdnnen, und sie nehmen schliesslich eine spharische Form an (White,
1994).

Die Blutplattchen sind an einer Reihe physiologischer und pathophysiologischer
Prozesse beteiligt, von denen die Hamostase und Blutgerinnung die wichtigsten sind.
Thrombozyten sind also einerseits fir die Blutstilung und andererseits fur die
Einleitung der Gerinnung verantwortlich. Durch den Kontakt mit I6slichen Agonisten
(z.B. ADP, Thrombin, Kollagen, Fibrinogen, Thromboxan A,), mit freiliegenden
subendothelialen  Strukturen (z.B. VvWF, Kollagen, Fibronektin) oder dem
dysfunktionellen Endothel (z.B. endothelialer vWF, GPIIb-llla, P-Selektin) werden die
Thrombozyten aktiviert und dadurch die Adhésion an die Gefallwand mdglich
gemacht. Es erfolgen zahlreiche Interaktionen zwischen den Zellen und mit der
Oberflache und eine Rekrutierung weiterer Thrombozyten durch die Entleerung
thrombozytarer Granula mit Ausschittung weiterer Mediatoren. Glykoproteine der
Thrombozytenoberflache spielen bei der Adhasion eine zentrale Rolle. Dem Prozess
der Thrombozytenaktivierung wirken endotheliale Faktoren entgegen. Dies sind im
besonderen Mal3e vasodilatierende Substanzen, wie Stickstoffmonoxid (NO) und
Prostazyklin, die antikoagulatorisch sowie antiadh&siv wirken und die Dilatation des

GefaRes induzieren.

2.3.2 Morphologie der Thrombozyten

Die Ultrastruktur der Thrombozyten (siehe Abb. 2-1) zeigt einen komplexen Aufbau
und kann morphologisch in 4 Bereiche unterteilt werden (Mackie et al., 1988; Gawaz,
1999; George, 2000).

- Periphere Zone
- Strukturelle Zone
- Zone der Organellen

- Membransystem
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Abbildung 2-1: Aufbau und strukturelle Einteilung d es Thrombozyten (Gawaz, 1999) .

Die periphere Zone wird von der Zytoplasmamembran, aufgebaut aus
verschiedenen Glykoproteinen, Proteinen und Mukopolysacchariden, gebildet. Diese
sind kovalent mit den Membranproteinen verbunden und bilden die so genannte
Glykokalyx der Blutplattchen und sind in eine Phospholipiddoppelschicht eingebettet.
An die Proteine und Lipide der Glykokalyx sind N-Acetylneuraminsaurereste
gebunden. Dadurch tragt die Glykokalyx auf ihrer Oberflache negative Ladungen.
Dies fuhrt zu einer elektrostatischen AbstoRung, die eine Adhasion der Plattchen
aneinander und an das an der Oberflache ebenfalls negative Ladungen tragende
Endothel unterbindet. In diese Zone sind die Membranproteine und
Oberflachenrezeptoren integriert, welche fir die Adhasion und Aktivierung der
Thrombozyten durch verschiedenste Agonisten bendétigt werden (White, 1994).
Innerhalb der Plasmamembran sind die Phospholipide asymmetrisch verteilt.
Neutrale Phospholipide wie Phosphatidylcholin (Lecithin) und
Phosphatidylethanolamin  sind nach aullen, negative Ladungen tragende
Phospholipide wie Phosphatidylinositol und Sphingomyelin nach innen gerichtet. In
die Plasmamembran der Blutplattchen ist eine grosse Anzahl von Proteinen
eingebettet, die Rezeptoren sowohl fir Agonisten als auch fir Adh&sionsproteine
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darstellen. Hierzu gehdren die Rezeptoren fir ADP, Thrombin, Fibrinogen und den
VWF (Siess, 1989).

Die strukturelle Zone liegt unter der Plasmamembran, bildet das Zytoskelett und
setzt sich aus Mikrotubuli, kurzen Aktinfilamenten und weiteren Strukturproteinen der
Thrombozyten zusammen. Die Komponenten der strukturellen Zone halten die
diskoide Form des ruhenden Thrombozyten aufrecht und sind aktiv an der
Formverdnderung der Thrombozyten nach ihrer Aktivierung beteiligt. Die
Strukturproteine bilden das thrombozytare Zytoskelett, welches hauptséchlich aus
Aktin und Aktinbindeproteinen, sowie aus Myosin und Tubulin besteht. Nach
Aktivierung und dem darauf folgenden Anstieg von intrazellularem Ca®" polymerisiert
das Blutplattchen das lésliche monomere G-Aktin zu seiner Filament-Form. Eine
Aktivierung der Thrombozyten fuhrt zu der Bildung von Filamenten aus Aktin und
Myosin (Siess, 1989; Gawaz, 2001).

Die Zone der Organellen im Zytoplasma beinhaltet vor allem Mitochondrien,
Glykogenspeicher und drei Formen an Speichergranula (dichte Granula, a—Granula
und lysosomale Granula). Die Granula sind Proteinspeicher und speichern auch
andere fur die Plattchenfunktion essentielle Substanzen. Die dichten Granula
enthalten niedermolekulare Verbindungen wie z. B. Ca**, ADP, ATP und Serotonin.
Diese fordern vor allem den Aggregationsvorgang der Blutplattchen (Siess, 1989).
Die am haufigsten vorhandenen a-Granula beinhalten verschiedenste Proteine wie
Zytokine, Adhasionsproteine und Wachstums- und Koagulationsfaktoren. Diese
werden fur die Adhasion, Aggregation und Chemotaxis der Plattchen aber auch bei
Entzindungsprozessen, der Wundheilung sowie fir die Gerinnung bendtigt (Gawaz,
2001).

Das Membransystem der Thrombozyten besteht aus dem mit der Plasmamembran
in Verbindung stehenden offenen kanalikularen System (“surface-connected open
canalicular system”) und dem dichten tubuldren System (“dense tubular system”),
einem Abkémmling des rauen endoplasmatischen Retikulums der Megakaryozyten
und dem Hauptspeicherort fur freie Kalziumionen. Freie Kalziumionen spielen eine

zentrale Rolle in der Regulation des Plattchenmetabolismus und der
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Plattchenaktivierung. Ubersteigt die freie zytoplasmatische Ca?*-Konzentration einen
bestimmten Wert, kommt es zur Formveranderung der Thrombozyten mit Ausbildung
von Pseudopodien und Degranulation. Das offene kanalikulare System, welches ein
weit in das Blutplattchen hineinreichendes und mit der Plasmamembran
verbundenes Kanalsystem darstellt, dient vor allem der VergroRerung der
Membranoberflache nach der Aktivierung sowie der thrombozytaren Sekretion und
Endozytose (George, 2000).

Im ruhenden Zustand weisen die Blutplattchen eine charakteristisch diskoide Form
mit einer durchschnittlichen Oberflache von 8 pm? auf. Nach Aktivierung filhren sie
einen Gestaltwandel durch und @ndern ihre typisch diskoide Form. Sie bilden hierbei
durch Ausstilpungen der Zytoplasmamembran kurze Pseudopodien und lange
Filopodien aus. Dadurch kann sich ihre Oberflache von urspriinglich 8 um? auf bis zu

13 pm? vergréRern (Gawaz, 1999).
2.3.3 Adhasion

Nach traumatischer Verletzung gesunder BlutgefaRe und der schitzenden
Endothelzellschicht wird die Adhasion der Thrombozyten hauptséchlich durch
subendotheliale extrazellulare Matrixstrukturen wie z.B. verschiedene Kollagentypen,
VWEF, Laminin, Fibronektin und Thrombospondin induziert (Ruggeri, 2002; Samara et
al., 2003). Der VWF, in Endothelzellen und Megakaryozyten synthetisiert, wird
freigelegt und bewirkt das Abfangen, Rollen und schliesslich die Adhasion
zirkulierender Blutplattchen. Hierbei sind v.a. Matrixkomponenten wie die Kollagen-
Typen |, Il und VI wichtig, an die VWF bindet (Ruggeri, 2002).

Zwei Membranglykoproteine, namlich das Integrin-azB; (GPla-lla) und das
Glykoprotein VI, interagieren mit exponiertem Kollagen. Sowohl ayB; als auch
Glykoprotein VI vermitteln Adhé&sion sowie intrazellulare Signale zur Aktivierung der
Thrombozyten. Anschliessend kommt es zur stabilen Adhasion und Ausbreitung der
Thrombozyten (Siess, 1989; Clemetson et al., 2001; Massberg et al., 2002). Die
Kollagenrezeptoren stimulieren die Tyrosinkinase Syk, welche eine Aktivierung der
Phospholipase Cy2 durch Phosphorylierung hervorruft. Dadurch wird Utber die
Bildung von Inosit-1,4,5-trisphosphat (,second messenger®) der zytosolische Ca*'-

Spiegel erhoht. Die Aktivierung von Thrombozyten durch Kollagen wird kritisch durch



Seite 16

das platelet-endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM 1; CD 31) gegenreguliert.
Bei Scherkraften Uber 1000/sec beruht die initiale Thrombozytenadhasion
entscheidend auf der Interaktion zwischen Glykoprotein Ib (VWF-Rezeptor) und
kollagengebundenem vVWF (Savage et al., 1996; Savage et al., 1998; Ruggeri, 2002).
Neben mehreren Kollagentypen und dem vWF sind Fibronektin, Laminin und
Thrombospondin weitere Adhasionsproteine der extrazellularen Matrix (Balbona et
al., 1992). Inwieweit diese Matrixkomponenten fur die Blutplattchenaktivierung im
Rahmen der Hamostase oder Thrombose relevant sind ist allerdings derzeit noch
nicht geklart (Ruggeri, 2002; Samara et al., 2003).

2.3.4 Formwandel

Der initiale Formwandel der Thrombozyten, der shape change, ein Formwandel vom
diskoiden zum sphéarischen Thrombozyten mit Pseudopodienbildung, welcher auf
einer Aktinpolymerisation mit Neuorganisation des Zytoskeletts beruht, lauft direkt
nach der Thrombozytenaktivierung durch verschiedenste Agonisten ab (vgl. Abb. 2-2
und 2-3). Hierflr ist eine Umgestaltung der strukturellen Zone mit Vermehrung der
Mikrotubuli in den Pseodopodien notwendig. Er dient vor allem der Vergrof3erung der
Membranoberflache, Zentralisierung der Granula und Ausbreitung der Thrombozyten
auf der subendothelialen Matrix (Gawaz, 1999). Es kommt zur Ausbildung langer
Aktinfilamente in den Pseudopodien und Bildung eines kontraktilen Aktin-Myosin-
Ringes. Eingeleitet wird der shape change unter anderem durch Aktivierung G-
Protein-gekoppelter Rezeptoren, einer Gruppe der heterotrimeren G-Proteine, die
aus drei Untereinheiten, a, B und vy, aufgebaut sind. Dies gilt beispielhaft fur
Thrombin, welches auf der Oberflache von Thrombozyten gebildet wird (Essler et al.,
1998). Dies gilt ebenfalls fur aus den dichten Granula aktivierter Plattchen
freigesetztem ADP (Gachet et al., 2000), Thromboxan A,, platelet activating factor
(PAF) und Lysophosphatidsdure (ebenfalls von stimulierten Thrombozyten
sezerniert) (Siess, 1989).

Durch Thrombozytenstimuli wird die Aktivierung tber Membranrezeptoren, die an
heterotrimere G-Proteine (G;, Gq und Gi2/13) gekoppelt sind, ausgelost (Offermanns,
2000). Vier Subklassen der G-Proteine werden unterschieden. Gs und G; stimulieren
bzw. inhibieren die Aktivitat der Adenylatzyklase und regulieren dadurch den Spiegel

an cCAMP und die Aktivitat der Proteinkinase A. Bei erhéhten cAMP- Spiegeln zeigen
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die Thrombozyten eine reduzierte Aktivierbarkeit. Rezeptoren, wie z.B.
Thrombinrezeptoren oder der ADP-Rezeptor P,Y1,, inhibieren Uber Gi-Aktivierung die
Aktivitat der Adenylatzyklase und verringern so die intrazellulare cAMP-
Konzentration (Yang et al., 2002). Dies tragt zur Aktivierung der Plattchen nach
Thrombin- oder ADP-Stimulation bei (Offermanns, 2006; Wilhelm et al.,, 1993;
Haserlick et al., 2004; Gachet, 2006).
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Abbildung 2-2: Aktivierter Thrombozyt mit Pseudopod ienbildung (Gawaz, 1999).

Die thrombinsensitiven Protease-aktivierten Rezeptoren-1 und -4 (PAR-1 und PAR-
4), sowie der ADP-Rezeptor P,Y; und Thromboxanrezeptoren sind Gy gekoppelt
(Kunapuli et al., 2003; Offermanns, 2006; Gachet, 2006). Die Phospholipase Cg wird
durch Gq stimuliert und induziert die Bildung von Inosit-1,4,5-trisphosphat und in
Folge davon ein Anstieg der zytosolischen Ca®'-Konzentration und auch die
Phosphorylierung der Myosin-Leichtkette (Offermanns et al., 1997). Dadurch wird ein
Gestaltwandel der Thrombozyten ausgeldst (Offermanns, 2006; Bauer et al., 2001;
Essler et al., 1999).

Der Ca?"-Anstieg aktiviert die Phospholipase A, die die Freisetzung von
Arachidonsaure aus den Membranphospholipiden katalysiert. Die Arachidonséaure ist

das Substrat der Zyklooxygenase 1, die Thromboxan A, bildet. Thromboxan A,
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bewirkt auto- und parakrine Wirkungen, verstarkt die Plattchenaktivierung und
stimuliert die Sekretion von Granulainhaltsstoffen. In der vorliegenden Arbeit wird das
Endoperoxidanalogon U46619 als Stimulus des Thromboxanrezeptors benutzt.
Thromboxan A, unterstiitzt die Thrombozytenaktivierung aber nicht nur tber eine
reine G4 -Aktivierung sondern auch tuber Gi3 (Moers et al., 2003).

Die vierte Subklasse der G-Proteine, Gio13, interagiert unter anderem mit kleinen
GTP-bindenden Proteinen der Rho-Familie (Gratacap et al.,, 2001; Retzer et al.,
2000; Klages et al., 1999). Diese sind bei vielen Zellen an der Signaltransduktion von
Reorganisationsprozessen des Zytoskeletts beteiligt (Offermanns, 2006). Dadurch
kann Uber eine komplexe Aktivierung von Rho und Rho-Kinase die Aktivierung der
Myosin-Leichtketten-Kinase initiiert werden. Dies ermdglicht dann, nach
Phosphorylierung der Myosin-Leichtkette, deren Interaktion mit Aktinfilamenten.
Dieser Signalweg ist unabhangig von Ca** und bewirkt Veranderungen des
Aktinzytoskeletts, der Grundlage des shape change (Offermanns, 2000; Offermanns,
2006; Bauer et al., 1999).

Die Myosin-Leichtketten-Phosphorylierung kann jedoch auch durch einen anderen
Weg, namlich durch Erhéhungen des zytosolischen Ca?* hervorgerufen werden. Die
Adenylatzyklase und die Phospholipase C sind wesentlich an der Regulation des
zytosolischen Ca?* beteiligt. Die Phospholipase Cg versetzt Agonisten in die Lage
direkt Gag zu stimulieren (Siess et al., 1989; Siess et al., 2004; Offermanns, 2006).
Der shape change kann auch durch Aktivierung von Glykoproteinrezeptoren, wie
GPVI und Integrin-ayp; ausgelost werden (Penz et al., 2005). Konsequenz der
Plattchenaktivierung ist eine Veranderung der Anordnung von
Membranphospholipiden und damit der prokoagulatorischen Aktivitat. Dadurch wird
eine Oberflachenexposition anionischer Phospholipide, welche verschiedene
Enzyme und Kofaktoren der Gerinnungskaskade (Faktoren Va, Vllla, IXa und Xa)

beinhalten, hervorgerufen (Heemskerk et al., 2002).
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Abbildung 2-3: Elektronenmikroskopische Aufnahme v on Thrombozyten.

Links diskoide Thrombozyten im Ruhezustand, rechts formveranderte, aktivierte
Thrombozyten mit Ausstilpungen der Plasmamembran (Pseudopodien).

(Quelle: www.akh-wien.ac.at).

2.3.5 Aggregation

Die Aggregation bezeichnet den Vorgang der Zusammenlagerung von mehreren
Blutplattchen. Sie stellt einen Prozess dar, welcher innerhalb sehr kurzer Zeit nach
Adhasion und Aktivierung der Thrombozyten zur Bildung eines Plattchenthrombus
fuhrt (Gawaz, 1999). Dabei kommt dem Glykoprotein Ilib-llla (o;B3)-Komplex nach
dessen durch ,inside-out signaling” vermittelter Aktivierung eine zentrale Bedeutung
zu (Ruggeri, 2002; Woodside et al., 2001). Durch Aktivierung des Thrombozyten
kommt es im Bereich des GPIllb-llla zur Freilegung von Bindungsstellen flr
Fibrinogen. Dies ist sowohl die Voraussetzung fir die stabile Adhasion der Plattchen
an die exponierte subendotheliale Matrix, als auch die Voraussetzung fir die
Thrombozytenaggregation.

Neben Fibrinogen bindet das aktivierte GP llb-llla bei diesen Vorgédngen auch noch
andere im Plasma vorhandene Adhasionsmolekule, wie VWF und Fibronektin, und
kann dadurch weitere Thrombozyten rekrutieren (Ruggeri, 2002; Jang et al., 2002).
Die initiale Interaktion von Fibrinogen ist ein reversibler Vorgang. Nach der
Freisetzung thrombozytarer Granula-Inhaltsstoffe resultiert jedoch eine irreversible
Bindung des Fibrinogen an GP llb-llla, was der sekundéren Aggregationsphase
entspricht (Gawaz, 1999; Ruggeri, 2002).
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2.4 Thrombozytdre Membranglykoproteine

Die Mechanismen wahrend der Hamostase und Gerinnung setzen ein enges und
geordnetes Zusammenspiel zwischen Thrombozyten, Endothel, Strukturen der
Gefallwand und plasmatischen Gerinnungsfaktoren voraus. Die Adh&sion von
Thrombozyten an das Endothel wird tiber spezifische Rezeptoren reguliert.
Thrombozyten haben membranstandige Glykoproteine fur die Interaktion der
Plattchen untereinander (z.B. GPIlb-llla), mit der subendothelialen Matrix (z.B.
Kollagenrezeptoren), mit Endothelzellen sowie mit Leukozyten (z.B. P-Selektin)
(Gawaz, 2001). Durch ihre molekulare Struktur werden diese Adhasionsrezeptoren in
vier Gruppen eingeteilt (Gawaz, 1999).

2.4.1 Integrine

Thrombozyten, Leukozyten, glatte Muskelzellen und Endothelzellen exprimieren
Integrine, die an Prozessen der Zelldifferenzierung, Zelladhasion, Migration und
Proliferation beteiligt sind (Shattil et al., 1998). Die heterodimere Struktur besteht aus
einer a- und einer nicht kovalent gebundenen 3-Untereinheit. Zusammen bilden sie
einen funktionellen Rezeptor. Integrine stehen mit verschiedenen Glykoproteinen
(z.B. Kollagen, Fibronektin, Fibrinogen, Laminin) in Verbindung. Agonisten bewirken
eine intrazellulare SignalUbertragung, die Uber zytoplasmatische Anteile des
Rezeptors zu einer Aktivierung der Integrine fihrt (,inside-out signaling®). Die
Bindung von z.B. Fibrinogen bewirkt ebenfalls eine Konformationsanderung des
Integrin-Rezeptors mit folgender Aktivierung intrazellularer Signale (,outside-in
signaling“). So kann der integrinvermittelte Adh&asionsvorgang mit Mechanismen der
Zellaktivierung kommunizieren (Phillips et al., 1988; Shattil et al., 1997, Shattil et al.,
1998).

Funf Integrine der Thrombozyten wurden beschrieben. GPllb-llla (a;pBs-Integrin),
auch als Fibrinogenrezeptor bezeichnet, wird ausschlie3lich von Thrombozyten und
hamatopoetischen Stammzellen exprimiert (Phillips et al., 1988). Es gehort zu den
35-Integrinen und ist ein Bestandteil der thrombozytaren Plasmamembran. Es ist das
haufigste  Membranglykoprotein des Thrombozyten. Die Aufgabe des

Fibrinogenrezeptors ist die Bindung von Fibrinogen an die Thrombozytenoberflache
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und ist daher der ersten Schritt der Plattchenaggregation. Ist der GPIlIb-llla-Rezeptor
an der Oberflache des Thrombozyten in einem Ruhezustand, so ist der Thrombozyt
in einem nicht aktiven Zustand. Wird der Thrombozyt aktiviert, so kommt es zu einer
raschen Konformationsanderung des Rezeptors mit Ubergang in einen aktivierten
Funktionszustand. Der aktivierte Rezeptor kann dann auch I6sliches Fibrinogen aus
dem Plasma an den Thrombozyten binden (Marguerie et al., 1994; Plow et al., 1992;
Shattil et al., 1998; Nieswandt et al., 2002).

Weitere Integrinrezeptoren sind der Vitronektinrezeptor (GP a,33-Integrin) und die
Familie der R3;-Integrine. Blutplattchen besitzen drei Integrine der [3;-Klasse, den
Kollagenrezeptor  (a.f3;-Integrin), Fibronektinrezeptor  (asf3;-Integrin) und
Lamininrezeptor (asl31-Integrin). Sie sind an der primaren Adh&sion und Aktivierung
der Blutplattchen beteiligt. Ihre Bedeutung ist derzeit noch unzureichend geklart und

wird kontrovers diskutiert (Nieswandt et al., 2001; Nieuwenhuis et al., 1985).

2.4.2 Leucinreiche Glykoproteine

Zu ihnen gehdren das GP Ib-V-IX, welches den vWF, P-Selektin und Thrombin
bindet, und das GP IV (Gawaz, 2001). Sie zeichnen sich durch ihren Reichtum an
der Aminosaure Leuzin aus. Der GPIb-V-IX-Komplex bildet den Rezeptor fur den
VWF und vermittelt die Adhasion frei zirkulierender Thrombozyten an Kollagen
(Clemetson et al., 2001). Der GP Ib-V-IX-Komplex spielt bei hohen Scherkréften, wie
zum Beispiel in arteriellen Stromungsbereichen, eine wichtige Rolle. Aufgrund einer
hoch-affinen Bindung an immobilisierten VWF vermdgen Thrombozyten einen
initialen Kontakt mit der verletzten GefdalRwand herzustellen und zu adhérieren
(Savage, 1998). Dieser via GP Ib-V-IX initiierte Kontakt ist jedoch keine feste,

sondern nur eine transiente Verbindung mit der subendothelialen Matrix.

2.4.3 Selektine

Bisher sind drei Selektine in der Literatur beschrieben. Selektine sind vaskulare
Adhasionsrezeptoren, die heterotypische Zell-Zell-Interaktionen vermitteln. Auf
aktivierten Endothelzellen findet man E-Selektin, welches die Granulozytenadhasion
vermittelt. L-Selektin ist auf der Leukozytenoberflache lokalisiert und ist beteiligt an
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der Interaktion zwischen Leukozyt und Endothel. P-Selektin ist in Plattchen als auch
in Endothelzellen zu finden. Bei Thrombozyten ist es in den a-Granula und im
Endothel in den Weibel-Palade- Korperchen gespeichert.

Im Ruhezustand der Zelle befindet sich dieser Rezeptor nicht an der Zelloberflache.
Im Rahmen einer Aktivierung kommt es jedoch zur schnellen Freisetzung. Zusatzlich
bewirkt P-Selektin auf Thrombozyten und Endothel die Adhasion von Leukozyten an
geschadigtes Endothel und ruft im Leukozyten inflammatorische Reaktionen hervor
(Gawaz, 2001).

2.4.4 Rezeptoren vom Immunglobulintyp

Bekannt sind drei Adhéasionsrezeptoren vom Immunglobulintyp bei Thrombozyten.
Die Bedeutung des ,platelet-endothelial cell adhesion molecule-1* (PECAM-1) und
des ,intracellular adhesion molecule- 2* (ICAM-2) ist weitgehend ungeklart. PECAM-
1 wirkt bei der Plattchenadhasion an das Subendothel mit und beteiligt sich an der
Interaktion zwischen Thrombozyten und Leukozyten. ICAM-2 ist auf aktivierten
Thrombozyten zu finden und tragt ebenfalls zur Leukozyten-Thrombozyten-
Interaktion bei (Gawaz, 1999).

Auch das GPVI gehort zu der Gruppe der Immunglobuline und ist ein thrombozytarer
Kollagenrezeptor (Nieswandt, Brakebusch et al., 2001). Der Rezeptorkomplex
fungiert als thrombozytarer Kollagenrezeptor, der moglicherweise eine zentralere

Rolle als das Integrin a,f3; einnimmt (Massberg et al., 2003).

2.5 Hemmung der Thrombozytenaktivierung

Der Anstieg von intrazellularem cAMP und cGMP ist der effektivste endogene
Mechanismus zur Hemmung der Blutplattchen. Der Spiegel an zyklischen
Nukleotiden wird reguliert durch die Adenylatzyklase bzw. die Guanylatzyklase. Ein
Abbau erfolgt durch Phosphodiesterasen.

Die zyklischen Nukleotide aktivieren die cAMP- und die cGMP-abhangigen
Proteinkinasen (CAK, cGK). Diese nehmen durch Phosphorylierung von spezifischen
Proteinen unmittelbar Einfluss auf das Geschehen in den Thrombozyten (siehe Abb.
2-4 und 2-5).
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2.5.1 Regulation der Adenylatzyklase- und der Guany latzyklase-Aktivitét

Die Adenylylzyklase-Einheit ist aus Rezeptoren, heterotrimeren G-Proteinen und
Adenylatzyklasen aufgebaut. Die Bindung eines Liganden an den Rezeptor aktiviert
Uber ein Gs-Protein eine auf der Innenseite der Zellmembran lokalisierte katalytische
Einheit der Adenylylzyklase mit Aufspaltung in eine a-Untereinheit und By-Komplex.
Adenylatzyklasen sind integrale Membranglykoproteine, die die Sythese von cAMP
aus ATP Kkatalysieren. Dies bedingt einen Anstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentration. Die Adenylatzyklase der Thrombozyten wird durch die a-Untereinheit
des stimulierenden G-Proteins (Gas) aktiviert und inhibiert durch die a-Untereinheit
des Pertussistoxin-sensitiven inhibitorischen G-Proteins (Ga;) (Offermanns, 2000;
Offermanns, 2003; Jantzen et al., 2001). Die Bindung von Prostaglandinen (PGl.,
PGE1, PGE;) an seine spezifischen Rezeptoren, die an Gs gekoppelt sind, fuhrt
daher zu einer Stimulierung der cAMP-Bildung. Einige Aktivatoren der
Thrombozyten, wie z.B Thrombin, Epinephrin oder ADP, induzieren die Aktivierung
von Ga; und kénnen damit den cAMP-Spiegel herunterregulieren. Dies passt zu den
thrombozytenaktivierenden Eigenschaften dieser Agonisten. Ein Absinken des
cAMP-Spiegels in Thrombozyten scheint jedoch nicht allein ausschlaggebend fir die
Aggregation zu sein (Siess et al., 1990).

Fir die komplette Aggregation ist die Aktivierung des G4 als auch des G-
gekoppelten Rezeptors erforderlich (Jin and Kunapuli, 1998). Wird nur einer dieser
Wege gehemmt, so wird auch die Thrombozytenaggregation unterdriickt. Dies wird
bei Thrombozyteninhibitoren wie z.B. Clopidogrel (Plavix®) ausgenutzt. Es bindet an
den Gi-gekoppelten ADP-Rezeptor (P,Y12) und verhindert so die ADP vermittelte
Hemmung der Adenylatzyklase (Geiger et al., 1998; Geiger et al., 1999).

Die Guanylatzyklase existiert in loslicher und in membrangebundener Form.
Thrombozyten enthalten nur die sich im Zytoplasma befindliche I6sliche Form. Die
l6sliche Guanylatzyklase enthalt Ham als prosthetische Gruppe und wird aktiviert
durch das aus dem Endothel sezernierte Stickstoffmonoxid (= ,endothelium derived
relaxing factor, EDRF), Nitrovasodilatoren oder anderen NO-bildenden und -
freisetzenden Substanzen (Ignarro, 1989; Geiger et al., 2001; Schafer et al., 2004;
vgl. Abb. 2-4 und 2-5). Die Wirkung besteht aus einer Thrombozytenhemmung als
auch Vasodilatation Uber eine Relaxation der glatten Muskelzellen. Durch das
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aktivierte Enzym wird GTP in cGMP umgewandelt, was zu einer Aktivierung der cGK
und damit zur Phosphorylierung spezifischer Zielproteine in Thrombozyten und in
anderen Geweben fuhrt (Nolte et al., 1994). In Thrombozyten liegt nur die cGK-I vor
(Massberg et al., 1999). Durch Experimente an Thrombozyten von cGK-I -defizienten
Mausen konnte dessen anti-aggregatorische Funktion bewiesen werden (Massberg
et al., 1999; Wettschurek et al., 2004).

L-arginine

(os)

citrulline NO iy NP
# S @é /

cGMP

IV
() (oot (Fo)

Abbildung 2-4: Synthese und Signhalweg von cGMP.

Stickstoffmonoxid (NO) wird von L-Arginin durch die NO-Synthase produziert. NO aktiviert
die l6sliche Guanylyl-Zyklase zur Umwandlung von GMP aus GTP. Abhéngige Effektoren
von cGMP sind cAK, cGK, Kationenkanéle und die Phosphodiesterasen (Lukowski, 2006).

2.5.2 cAMP- und cGMP-abhangige Proteinkinasen

Die Bedeutung der cAMP- und cGMP-abhé&ngigen Proteinkinasen fir die Hemmung
der Plattchenaktivierung und -aggregation ist belegt (Offermanns, 2000; Offermanns,
2006). Die Aktivitat von Proteinkinasen ist vom Spiegel zyklischer Nukleotide

abhangig und stellt eine der Haupteffektormolekile in der Vermittlung
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physiologischer Effekte dar. Im Vergleich mit anderen Geweben und Zelltypen
enthalten Thrombozyten eine hohe Konzentration sowohl an cAMP-abhangiger
Proteinkinase (cAK) als auch an cGMP-abhangiger Proteinkinase (cGK) (Waldmann
et al., 1986; El-Daher et al., 1996; Hofmann et al., 2005, vgl. Abb. 2-5). Die
Wechselwirkungen zwischen Thrombozyten und Endothelzellen werden durch ein
komplexes Netzwerk humoraler Faktoren moduliert (Smolenski et al., 2000; Minzel
et al., 2003). Stickstoffmonoxid und das NO/cGMP/cGMP-Proteinkinase I-System als
ein Inhibitor der Thrombozyten sind dabei sowohl unter physiologischen als auch
unter pathophysiologischen Bedingungen von auf3erordentlicher Bedeutung
(Menshikov et al., 1993; Schlossmann et al., 2000; Gambaryan et al., 2004; Li et al.,
2003). Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten drei Klassen von cGMP-
Rezeptorproteinen klassifiziert werden.

Ebenfalls gelang es, durch zyklische Nukleotide gesteuerte Kationenkanale, cGMP
regulierte Phosphodiesterasen und die cGK zu identifizieren. In Thrombozyten liegt
vor allem die im Zytoplasma lokalisierte Form Proteinkinase G | in hohen
Konzentrationen vor (Keilbach et al., 1992; Pfeifer et al., 1999; Pfeifer et al., 1998).
Durch die Bindung von cGMP wird eine Konformationsdnderung hervorgerufen (Wall
et al., 2003), die die Hemmung der Kinase durch den N-Terminus aufhebt und eine
Phosphorylierung der Substratproteine erlaubt. Die Aktivierung der cAK bzw. der
cGK fuhrt, wie bereits angesprochen, zur Phosphorylierung einer Vielzahl von
Proteinen, die entweder das Ziel beider Kinasen darstellen oder separat reguliert

werden (Schwarz et al., 2001).
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Abbildung 2-5: Darstellung der Regulation der Throm bozytenaktivitat.
Antagonisten: NO, PGl,, PGE,; GTP-bindende Proteine (Gls,Gq, G, G,), cAMP/cGMP,

Adenylyl-/ Guanylylzyklase (AC/sGC), cAMP/cGMP-abhangige Proteinkinase (CAK/cGK),
VASP), IP,-Rezeptor Typ | (IP,RI), Hitzeschockprotein 27 (Hsp27), kleines GTP-bindendes

Protein Raplb (Raplb). Agonisten: Thrombin, Thromboxan A, (TxA,), Adenosindiphosphat
(ADP). Weiterfiihrende Erklarungen siehe Text (hach Schwarz et al., 2001).

2.5.3 Phosphodiesterasen

Phosphodiesterasen (PDE) sind eine Gruppe von Enzymen, die den 3'-
Phosphoester, der an cAMP bzw. cGMP gebunden ist hydrolysieren und die
zyklischen Nukleotide in ihre inaktiven 5°-Metabolite verwandeln (Haslam et al.,
1999). Hemmstoffe der Phosphodiesterasen regulieren die cAMP- und cGMP-
Spiegel der Thrombozyten tber einen verminderten Abbau der zyklischen Nukleotide
(Manns et al., 2002; Mullershausen et al., 2003). Eine hohe Konzentration von PDE 5
in Thrombozyten und auch in glatten Muskelzellen der Gefal3e fuhrte zur Entwicklung

einiger selektiver Substanzen (Haslam et al., 1999).
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2.6 Das Vasodilatator stimulierte Phosphoprotein (V  ASP)

2.6.1 Uberblick

Im Rahmen der Untersuchung des Phosphorylierungsmusters von humanen
Thrombozyten, die mit Substanzen behandelt wurden, die die intrazellulare cAMP-
bzw. cGMP-Konzentration erhéhen, identifizierten Halbrigge und Walter 1989
(Halbriigge and Walter, 1989; Nolte et al., 1991) ein Protein mit einer apparenten
Molekularmasse von 46/50 kDa, das sowohl durch die cAK als auch die cGK
phosphoryliert wird (Smolenski et al., 1998). Das Protein wurde ,VASP* nach
.vasodilatator ~ Stimuliertes  Phosphoprotein® (engl. vasodilator stimulated
phosphoprotein) genannt. VASP wurde charakterisiert als wichtiges Substrat fir die
cAK als auch die cGK I in menschlichen Thrombozyten (Waldmann et al., 1987).
VASP wurde initial aus menschlichen Thrombozyten isoliert, wird aber auch in einer
Vielzahl anderer Zellen und Geweben exprimiert. Alle Mitglieder dieser Proteinfamilie
besitzen eine einheitliche, dreigeteilte Domanenstruktur (siehe Abb. 2-6). Sie besteht
aus einer N-terminalen Ena-VASP Homologie 1 (EVH 1)-Doméne und einer C-
terminalen EVH 2-Domane. Diese sind durch eine Prolin-reiche Region (PRR)
voneinander getrennt (Gertler et al., 1996; Haffner et al., 1995; Krause et al., 2002).
Uber die EVH 1-Domane bindet VASP Prolin-reiche Liganden wie die fokalen
Kontakt-Proteine Vinculin (Reinhard et al., 1996) und Zyxin (Reinhard, Jouvenal et
al., 1995), das Listerien Oberflachenprotein ActA (Niebuhr et al., 1997) und das
Adaptorprotein Fyb/Slap (Krause et al.,, 2000). Die Prolin-reichen Regionen von
VASP interagieren mit SH3-Domé&nen sowie mit dem G-Aktin bindenden Protein
Profilin (Reinhard, Giehl et al., 1995). Die EVH 2-Domane vermittelt die Bindung
sowohl an G- als auch an F-Aktin (Bachmann et al., 1999; Walders-Harbeck et al.,
2002). Die Abb. 2-6 zeigt den schematischen Aufbau von humanem VASP und

dessen Bindungspartnern.
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Abbildung 2-6: Das Vasodilatator stimulierte Phos  phoprotein (VASP) des Menschen.
Schematische Darstellung der Doménenstruktur des ca. 380 Aminosauren grofden humanen
VASP mit dessen Bindungspartnern. Die Phosphorylierungsstellen der cAK und cGK sind mit
Pfeilen markiert (Serin 157, Serin 239 und Threonin 278). Die N-terminale EVH 1-Domane
vermittelt die Bindung an Prolin-reiche Liganden, die das Sequenzmotiv FPPPP enthalten,
wie z.B. Vinculin, Zyxin, ActA und Fyb/Slap. Die mittlere Prolinreiche Region interagiert mit
Profilin sowie SH3- und WW-Doménen. Die C-terminale EVH 2-Domane bindet an G- und F-
Aktin und ist fur die Tetramerisierung verantwortlich, wodurch Interaktionen mit VASP-
Bindungspartnern stabilisiert werden (nach Harbeck et al., 2000).

VASP gehort zu einer Familie, die auch als Ena/VASP-Proteinfamilie bezeichnet wird
(Haffner et al., 1995; Gertler et al., 1996; Zimmer et al., 1996). Sie umfasst neben
VASP das Drosophila Enabled Protein (Ena) (Gertler et al., 1995), ein Substrat der
Abelson Thyrosinkinase (Abl), das Ena-homologe Protein der Sdugetiere Mena (m =
mammalian) und das Protein mit Ahnlichkeit zu Ena-VASP Evl (Ena-VASP-like
protein) (Gertler et al., 1995).

Ena/VASP-Proteine sind Bestandteile der Zellmatrix und des Aktinzytoskeletts. In
Thrombozyten, glatten Muskelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten steht VASP
vor allem im Zusammenhang mit fokaler Adhasion, elastischen Fasern, Zellkontakten
und hochdynamischen Regionen der Plasmamembran (Reinhard et al., 1992; Walter
et al., 1995; Reinhard et al., 2001). VASP bindet direkt an Profilin, Zyxin und an das
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Protein Vinculin, das bei der Adhasion und dem Kontakt der Zellen untereinander
von Bedeutung ist (Kwiatkowski et al., 2003).

Sowohl VASP als auch Profilin sind an der Spitze der Lamellipodien konzentriert
lokalisiert (Kwiatkowski et al., 2003; Rottner et al., 1999). Dort bewirkt VASP eine
Rekrutierung von Profilin-Aktin-Komplexen. Eine Hypothese lautet, dass VASP-
Proteine die Aktivitat von capping-Proteinen einschranken koénnen. VASP bindet
hierbei an die Enden von freien Aktin-Filamenten und ermdéglicht so eine fortlaufende
Anbindung von Monomeren wahrend es die Fahigkeit der capping-Proteine zur
Unterbrechung dieser Filamentverlangerung blockiert. Die Phosphorylierung von
VASP bewirkt schliesslich eine reduzierte Bindungsfahigkeit von VASP an F-Aktin
und damit eine hemmende Funktion (Harbeck et al., 2002).

In vitro besitzt VASP nur geringe Aktin-Nukleations- und -Polymerisations-Aktivitat,
die durch die Zugabe des Aktin-bindenden Proteins Profilin erhdht wird (Walders-
Harbeck et al., 2002; Castellano et al., 2001; Galler et al., 2006; Blume et al., 2007).
Es spielt aul3erdem eine wichtige Rolle bei der Regulation der zytoskelettalen
Organisation und Zellmobilitat (Reinhard, Jouvenal et al., 1995; Niebuhr et al., 1997,
Dramsi and Cossart, 1998).

Durch die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts werden zellulare Vorgange wie die
Thrombozyten-Aktivierung, Zell-Zell-Adhasion, Anderung der Zellform sowie Motilitat
und Zellteilung reguliert. Hierfir sind eine Vielzahl von Signaltransduktionswegen
notwendig (Machesky, 2002; Pollard and Borisy, 2003; Vasioukhin and Fuchs, 2001).
Die Mitglieder der Ena/VASP-Proteinfamilie sind neben dem Wiskott-Aldrich-
Syndrom-Protein (WASP) und dem Arp 2/3 Komplex ein relevanter Faktor fur das
raumlich und zeitlich kontrollierte Remodelling der Mikrofilamente (Bear et al., 2001).
Die Ena/VASP-Proteine scheinen auch bei den Signaltransduktionswegen der
kleinen GTPasen der Rho-Familie beteiligt zu sein (Garcia Arguinzonis et al., 2002;
Grosse et al., 2003; Krugmann et al., 2001; Chitaley et al., 2004). Die Rho-GTPasen
Rho, Rac und Cdc42 regulieren die Bildung von Stressfasern, Lamellipodien und
Filopodien (Etienne-Manneville and Hall, 2002). Das adaquate Zusammenspiel
dieser GTPasen ist ebenfalls unerlasslich fir die korrekte Reorganisation des
Zytoskeletts. Zusammenfassend konnen die Ena/VASP-Proteine tber ihren Einfluss
auf die Aktin-Polymerisation und Reorganisation wichtige zellulare Eigenschaften
regulieren (Renfranz and Beckerle, 2002).
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2.6.2 Die Rolle von VASP bei der Thrombozytenaktivi  erung

In Thrombozyten ist VASP, wie oben bereits dargestellt, an der Schnittstelle zweier
hauptsachlich  inhibitorisch  wirkender Signalwege lokalisiert. Die VASP-
Phosphorylierung als Antwort auf cGMP erhdhende Substanzen (z.B.
Nitrovasodilatatoren), cAMP erhdhende Substanzen (PGEi, PGI;) und selektive
membrangangige Aktivatoren der cGK und der cAK, Kkorreliert eng mit einer
Thrombozyteninhibierung und im Besonderen mit der Hemmung der
Fibrinogenbindung an das humane Thrombozytenintegrin a;sB3 (Halbriigge et al.,
1990; Horstrup et al., 1994; Abel et al., 1995; Ammendola et al., 2001). Dies hat eine
Veranderung des Molekulargewichts von 46 kDa auf 50 kDa zur Folge.

Drei verschiedene Phosphorylierungsstellen konnten bislang in VASP biochemisch
identifiziert werden (Serin 157, Serin 239, Threonin 278, vgl. Abb. 2-6). Die
Phosphorylierung dieser Stellen reguliert Interaktionen und Funktionen von VASP
(Geese et al., 2002; Loureiro et al., 2002). Diese werden sowohl von der cAK als
auch der cGK mit Uberkreuzender Selektivitdt phosphoryliert und von der Protein-
Phosphatase | und Il dephosphoryliert (Halbriigge et al., 1990; Eigenthaler et al.,
1992; Butt, Abel et al., 1994; Abel et al., 1995; Smolenski et al., 1998).

Die von der cAK bevorzugte Phosporylierung von Serin 157 fuhrt zu einem
deutlichen Shift der Molekilmasse von VASP in der SDS-Polyacrylamid
Gelelektrophorese von 46 kDa zu 50 kDa (Eigenthaler et al., 1992). Dagegen wird
VASP an Serin 239 bevorzugt durch die cGK phosphoryliert und stellt eine der
besten in vitro Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase G dar (Butt, Abel et al.,
1994; Butt, Eigenthaler et al., 1994). Erst nach Einfihrung von spezifischen
Antikdrpern gegen phosphoryliertes Serin 157 und Serin 239 konnte die VASP-
Phosphorylierung in intakten Zellen genauer untersucht werden (Smolenski et al.,
1998). In Experimenten mit gut charakterisierten Proteinkinase-Aktivatoren war der
Shift in der Moleklilmasse nutzlich, um deren Praferenzen sowohl fur die cAK als
auch die cGK in intakten Zellen zu analysieren (Halbrtigge et al., 1990; Eigenthaler et
al., 1992).

VASP-defiziente Mause zeigen einen milden Phanotyp. Dieser aussert sich durch
eine leichte Megakaryozyten-Hyperplasie im Knochenmark und in der Milz (Hauser et
al., 1999). Die Phosphorylierungsstellen des murinen VASP sind an Serin 153, Serin
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235 und Threonin 274 (siehe Abb. 2-7). Die in dieser Arbeit eingesetzten
Phosphorylierungs-Antikorper sind konkordant an humanen und murinen Tz
einsetzbar (Harbeck et al., 2000).

Profilin

GP, GP, GP,
Zyxin, Vinculin, ActA F-actin, Oligomerization

T -
& e

Abbildung 2-7: Das Vasodilatator stimulierte Phos  phoprotein (VASP) der Maus.
Schematische Darstellung der Domanenstruktur des murinen VASP mit dessen
Bindungspartnern. Die Phosphorylierungsstellen der cAK und cGK (Serin 153, Serin 235 und
Threonin 274) sind mit Pfeilen markiert (nach Harbeck et al., 2000).

An isolierten VASP-defizienten Plattchen wurde eine erhéhte Aktivierung durch
Thrombin und Kollagen als auch eine verminderte Inhibierung der Thrombozyten-
Aggregation durch zyklische Nukleotide nachgewiesen (Aszodi et al., 1999; Hauser
et al., 1999). Isolierte Thrombozyten aus VASP 7 -Mausen zeigen ferner eine
erhohte Agonisten-induzierte Expression von P-Selektin und Fibrinogen-Bindung an
das Integrin GPIlIb-llla (Aszodi et al.,, 1999). Eine mdgliche Erklarung fir die
Thrombozyten-inhibierende Funktion von VASP konnte auch durch Daten von Bearer
(Bearer et al., 2000) geliefert werden. Der Aktivierung von Thrombozyten folgt der
Gestaltwandel, der shape change, der durch eine Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts verursacht wird. Gelsolin fordert diesen shape change durch Bindung
und Aufldsung von Aktin Filamenten. VASP bindet in vitro gleichzeitig mit Gelsolin an
die Enden von Aktin-Filamenten und hemmt dabei dessen Aktinauflosende Funktion.
Daraus ergibt sich die Erkenntnis, dass VASP in vitro eine zentrale Rolle innerhalb

der Regulation der Thrombozytenaktivitat einnimmt (Hauser et al., 1999; Kwiatkowski
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et al., 2003). Wie bereits oben erwahnt scheint die Phosphorylierung von VASP eine
zentrale Rolle in der Hemmung der Thrombozyten zu spielen.

Zudem adharieren VASP 7 -Thrombozyten in vivo verstarkt an Endothel und
subendotheliale extrazellulare Matrix (Massberg et al., 2003). Die Expression der
anderen Familienmitglieder Mena und Evl in VASP 7~ -Mausen ist nicht erhoht und es
besteht die Madoglichkeit, dass die Funktion von VASP durch Mena oder Evl
kompensiert wird (Aszodi et al., 1999; Hauser et al., 1999).
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3  Fragestellung und Ziele der Arbeit

Wie im vorangehenden Kapitel dargestellt, soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit
die Rolle des Vasodilatator-stimulierten Phosphoproteins (VASP) auf den
Formwandel der Thrombozyten in vitro untersucht werden. Der shape change der
Thrombozyten kann Uber einen Kalzium-abhangigen Signalweg Uber die Myosin-
Leichtketten-Kinase oder Uber einen Kalzium-unabhangigen Signalweg via Rho und
Rho-Kinase initiiert werden. VASP besitzt eine Funktion fur die Aktivierung der
Thrombozyten durch eine Aktin-Polymerisationsaktivitat und Interaktion mit Profilin,
und kénnte daher bei der dem shape change zugrunde liegender Remodellierung
des Aktinzytoskelettes (z.B. der Ausbildung von Pseudopodien und Filopodien) eine
Rolle spielen. Weiterhin konnte durch Phosphorylierung von VASP curch cAMP- und
cGMP-abhéngige Kinasen der shape change gehemmt werden.

Folgende Fragen sollten durch Untersuchungen an Human- und Mausethrombozyten

geklart werden:

1. Gibt es Unterschiede von Mause- und Human-Thrombozyten beziglich der

Aktivierbarkeit und Hemmbarkeit des shape change ?

2. Spielt VASP eine Rolle fiir den shape change ? Durchfihrung vergleichender
Untersuchungen der Induktion des shape change durch verschiedene
Agonisten an Thrombozyten von VASP ** - und VASP 7 - Mausen.

3. Bewirkt die Phosphorylierung von VASP durch cAMP- und cGMP-erh6hende
Substanzen eine Hemmung des shape change? Gibt es Unterschiede der

VASP-Phosphorylierung bei Mause- und Human-Thrombozyten?
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Substanzen und Chemikalien

Acetylsalicylsdure
Acrylamid/Bisacrylamid
Adenosin-3"-Phosphat 5" -Phosphat
Albumin, bovin

Albumin, human
Ammoniumpersulfat

Apyrase

B-Mercapto-Ethanol
Bromphenolblau

Butanol, n-Butanol
Calciumchlorid (CaCl; x 2 H,0)
D (+)-Glucose-Monohydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Ethanol, absolut
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formaldehyd-Ldsung (37% w/v)
Glycin

HEPES, N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N"-[2-

ethanosulfon-saure]

Glutaraldehyd

Glycerin

Isofluran Gas

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POj,)
Kupfersulfat

L-a-Lysophosphatidsaure

Sigma
Amresco
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Calbiochem
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Sigma

Sigma
Merck
Abbot
Merck
Merck
Sigma
Sigma
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Magermilchpulver

Magnesiumsulfat (MgSO,4 x 7 H,0)

Magnesiumchlorid
Methanol, absolut
Natriumcitrat

Saures Natriumcitrat
Natriumchlorid (NacCl)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriummonohydrogenphosphat

Natriumdihydrogenphosphat (NaH;PO,)

Refludan

8-pCPT- cGMP
Prostaglandin E;
Salzsaure (37%)
SDS

Sp-5,6- DCI- cBIMPS
SNAP

TEMED

Thrombin, human
TRIS-HCI

Triton X-100

Tween 20

U46619
Zitronensaure, Monohydrat

Zitronensaure, Trinatriumsalz

Biorad
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Pharmion
BioLog
Sigma
Merck
Sigma
BioLog
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Biomol
Sigma
Sigma
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4.1.2 Puffer und Losungen

Resuspensionspuffer B:

Resuspensionspuffer C:

2x SDS-Auftragspuffer nach Laemmli:

Acrylamid-Stammldsung:

Sammelgel-Puffer:

Trenngel-Puffer:

Ammoniumpersulfat (APS):

20 mM HEPES
138 mM NacCl

2,9 mM KCI

1,0 mM MgCl;
0,36 mM NaH,PO,
pH = 6,2

20 mM HEPES
138 mM NacCl

2,9 mM KCI

1,0 mM MgCl;
0,36 mM NaH,PO,
pH=7,4

TRIS-HCI, pH 6,8 0,1 M
Glycerin 20ml
SDS 49
B-Mercaptoethanol 2ml
Bromphenolblau  1mg

H.0 bidest ad 100ml|

40% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid-
Fertiglosung 37,5:1

0,5 M TRIS-HCI, pH 6,8

1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8

10% (w/v) APS in H,0 bidest, in 0,5ml
Aliquots auf 20Celsius, frisch zusetzen
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Natriumdodecylsulfat (SDS):

5x Elektrophoresepuffer:

Kathodenpuffer:

Anodenpuffer I

Anodenpuffer Il

TBST-Puffer:

Block-LAsung:

Erst-AK-LOsung:

Zweit-AK-LOsung:

10% (w/v) SDS in H,O bidest

TRIS 759
Glycin 360g
SDS 25¢g
H,O bidest ad 5|

pH nicht nachstellen

40 mM Aminocapronséaure
20% Methanol
pH ca. 7,6

0,3 M TRIS
20% Methanol
pH ca. 10,4

25 mM TRIS
20% Methanol
pH ca. 10,4

10 mM TRIS, pH 8,0
150 mM NaCl
0,05% (v/v) Tween 20

TBST-Puffer

5% (w/v) Magermilchpulver

Erst-AK verdinnt in 30ml TBST-Puffer

Zweit-AK verdiinnt in 30ml TBST-Puffer
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Fixier-Puffer: 150 mM NaCl
4,5 mM Na,HPO,
1,6 mM KH,PO,4
4,6 mM Na, EDTA
0,16 % (w/v) Formaldehyd

PBS-Puffer: 140 mM NacCl
2,7mM KCI
10 mM Na,HPO,
1,8 mM NaH,PO,
pH=7,4

4.1.3 Verwendete Stimulantien und Inhibitoren

Tabelle 4-1: Eingesetzte Agonisten zur Aktivierung von Thrombozyten.

Angabe des Ldsungsmittels, Stocklésungen und eingesetzte Konzentrationen.

Abkirzung Wirkstoff Gelbst in Stock Konz.
LPA Lysophosphatidsaure Ethanol 1 mM 1nM-1mM
U 46619 Thromboxan A,-Analogon Ethanol 10 mM 1nM-1uM
ADP Adenosin 3,5- Diphosphat NaCl 0,9% 5mM 50 nM- 10 uM

Tabelle 4-2: Eingesetzte Antagonisten zur Inhibitio ~ n von Thrombozyten.

Angabe des Losungsmittels, Stocklésungen und eingesetzte Konzentrationen.

Abkirzung Wirkstoff Geldst in Stock Konz.
PGE; Prostaglandin E; Ethanol, PBS 2,82 mM 1nM-1mM
cBIMPS Sp-5,6-DCI- cBIMPS NacCl 0,9% 20 mM 1uM-1mM
8pCPT 8-pCPT- cGMP NaCl 0,9% 20 mM 1uM-2 mM
SNAP S-Nitroso-N-Acetyl-Penicillamin Methanol, 40 mM 0,1uM- 100uM
Ethanol
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4.1.4 Antikérper

Erstantikrper:

- 10C6, Anti-VASP-Phospho-Serin 157, Monoklonal, Maus

- 16C2, Anti-VASP-Phospho-Serin 239, Monoklonal, Maus

- M4, polyklonaler VASP-AK, Kaninchen

ZweitantikOrper:

- Ziege Anti-Maus IgG, HRP
- Ziege Anti-Kaninchen 1gG, HRP

4.1.5 Weitere Materialien und Gerate

Thrombo Plus Speziallésung

Neubauer Zahlkammer

Labor-Aggregometer
Chronolog-Aggregometer

Kivetten und Ruhrstdbchen: Makro und Mixer
Kivetten (450ul), Distanzstiicke und Mixer
Lichtmikroskop D 65323

Megafuge 1.0RS

Fur SDS-Gelelektrophorese und Western-Blotting:

Vertikal-Gelelektrophorese Apparatur Protean Il xi Cell

Giel3stand, Glasplatten (21,5cm x 18,5cm x 3mm), spacer

Semi-Dry-Blotting Apparatur

NanoTools
NanoTools

von Prof. Eigenthaler

zur Verfligung gestellt

Amersham

Amersham

Sarstedt
Marienfeld GmbH
Fresenius
Chrono-Log
Labor Fibrintimer
Nobis

Leitz

Heraeus

Biorad
Biorad
LKB 2117,
Multiphor II
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Nitrozellulose-Membran Hybond-Super
Filterpapier Novablot PKG/500

SuperSignal Chemiluminescent Substrate
Rainbow Protein-Marker

ECL Hyperfilm

Densitometer Pharmacia

4.1.6 Versuchstiere

Amersham
Pharmacia
Biotech

Pierce
Amersham
Amersham

LKB, Schweden

VASP 7 - und VASP ** -Mause wurden uns freundlicherweise aus dem Labor von

Herrn Prof. Eigenthaler und Herrn Prof. Walter vom Institut flr klinische Biochemie

und Pathobiochemie von der Universitat Wirzburg fur unsere Untersuchungen zur

Verfiigung gestellt. Der VASP-knockout basiert auf der Insertion einer Neomycin-

Resistenzkassette in das VASP-Gen. Diese macht die korrekte Expression des Gens

nicht mehr maoglich. Fur die Experimente dieser Studie wurden 8- bis 12-Wochen alte

mannliche VASP-knockout- und VASP-Wildtyp-Mause

Hintergrund verwendet.

C57BL/6/129sv-
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4.2 Methoden

4.2.1 Blutabnahme beim Menschen

Vendses Blut wurde durch Punktion der Vena cubiti media mittels einer 19 G-
Butterflykanile bei gesunden Spendern im Alter von 20-50 Jahren gewonnen.
Hierbei wurde bericksichtigt, dass die Spender in den letzten 14 Tagen vor der
Blutabnahme keine gerinnungsbeeinflussenden Medikamente eingenommen hatten.
Zur Antikoagulation wurde Natriumcitratlosung (3,13% w/v) im Verhéaltnis 1:10 des
Blutvolumens verwendet. Die Blutentnahme erfolgte in 50 ml Perfusor-Spritzen der

Firma Braun mit entsprechend vorgelegter Natriumcitratldsung.

4.2.2 Blutabnahme bei VASP-Mausen

Die Maus wird am Schwanz gepackt und in ein passendes Gefal3 verbracht. In
unserem Fall handelt es sich um ein hohlzylinderartiges Gefald mit 2 verschlieRbaren
Offnungen. Ein VerschluR besitzt ein kleines Loch, durch das ein kleiner Schlauch in
den Zylinder eingebracht werden kann. Es erfolgte die Begasung des Zylinders
durch den Schlauch mit Isofluran-Gas (Forenee, Abott, Verdampfer: Ohmeda Isotec
3, Firma Eickmeyer, Tuttlingen) und es wurde Sauerstoff eingeleitet. Nach ca. 1 min
ist die Maus vollstindig anasthesiert, was anhand des in der Anasthesie
Ublicherweise benutzen Ramsay-Scores tberprift wird.

Die Maus wird aus dem Zylinder genommen und mit dem Kopf in die Offnung einer
10 ml-Spritze gesteckt. An das andere Spritzenende wird der oben genannte
Schlauch angeschlossen und somit die Maus weiterhin mit Isofluran begast. Nun
werden die Extremitaten der Maus abgespreizt und mit Klebestreifen fixiert. Das Fell
im Bereich des Sternums sollte mit etwas Desinfektionsspray befeuchtet werden.
Dies verhindert, dall beim Sternumschnitt allzuviel Haare im Thoraxbereich
ankleben. Nun werden die Hautschichten mit einer anatomischen Pinzette gepackt,
etwas angehoben und man schneidet mit einer Schere ein Er6ffnungsloch durch die
Hautschichten. Dabei sollte die darunterliegende  muskular-knécherne Schicht
allerdings nicht verletzt werden. Das Eréffnungsloch wird nun erweitert bis der
gesamte Thoraxbereich sauber freigelegt ist. Mit einer vorbereiteten 2 ml- Spritze

(vgl. Punkt 4.2.4) mit vorgelegtem Acetylsalicylsdure-Alsevers-Gemisch und dem
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Thrombininhibitor Refludan wird nun an der Stelle, wo das schlagende Herz durch
den Thorax hindurch am besten zu erkennen ist, in das Herz gestochen. Dabei sollte
die Kanule ca. zu 2/3 ihrer Lange eingestochen werden. Liegt die Kandle richtig wird
durch leichte und vorsichtige Aspiration Blut in die Spritze flieRen. L&sst sich kein
Blut aspirieren, mul3 man zunachst den Aspirationszug etwas mindern und kann
dann erneut vorsichtig versuchen, mit der Kanile das Herz zu treffen.

Der Vorgang der Extraktion sollte nicht langer als ca. 1 min andauern. Je nach Art
und GrolRe der Maus gewinnt man 0,8- 1,5 ml Mauseblut. War die Blutextraktion
erfolgreich, wird der Aspirationszug von der Spritze genommen und erst dann wird
die Spritze herausgezogen. Die Nadel wird abgezogen und entfernt. Das eventuell
darin noch befindliche Blut wird nicht mehr in die Spritze aspiriert. Das in der
Spritzendffnung befindliche Blut allerdings wird durch leichte Aspiration in die Spritze
gezogen. Die Spritze wird verschlossen und unverziglich vorsichtig mehrmals
gekippt. Die Durchmischung der Spritzeninhalte wird dadurch gewahrleistet. Die

Aufarbeitung des Blutes erfolgt unverzuglich (vgl. Punkt 4.2.4).

4.2.3 Préaparation humaner Thrombozyten

Zur Praparation humaner Thrombozyten wurde die folgende in unserem Labor als
Standardmethode genutzte Praparation nach Negrescu (Negrescu et al., 1995)
durchgeftihrt. Sie eignet sich besonders gut zur Messung des shape change der
Thrombozyten. Zur Antikoagulation wurde Natriumcitratlosung (3,13% wi/v) im
Verhdltnis 1:10 des Blutvolumens verwendet. Die Blutenthahme erfolgte in 50 mi
Perfusor-Spritzen mit entsprechend vorgelegter Natriumcitratlosung (vgl. Punkt
4.2.1). Das antikoagulierte Blut wurde auf 50 ml Polypropylen-Réhrchen verteilt und
bei 180g und 24< fur 20 min zentrifugiert.

Das plattchenreiche Plasma (PRP) im Uberstand wurde abpipettiert und nach
Hinzugabe von Acetylsalicylsaure (1 mM f.c.) und Apyrase, einer Phosphodiesterase
die ADP abbaut (0,3 U/ml f.c.), fir 15 min bei 37C im Wasserbad inkubiert. Nach
Zugabe von Zitronensaure (9 mM f.c.) und EDTA (5 mM f.c.) erfolgte die Pelletierung
der Thrombozyten durch Zentrifugation bei 800g und 24< fiir 20 min. Der Uberstand
(plattchenfreies Plasma) wurde abgenommen und verworfen. Die Resuspension der
Thrombozyten erfolgte dann in 37<C vorgewarmtem Puf fer B mit vorgelegter Apyrase

(f.c. 0,3 U/ml) in 10% des Volumens des Vollblutes. Hierfir wurde dann 1 ml Puffer B
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mit 3 U/ml Apyrase vorgelegt und sehr sorgsam mit der Resuspension der Plattchen
begonnen. Die restliche Menge Puffer B mit errechneter Apyrase-Menge wurde
anschlie3end hinzugegeben.

Die Zahlung der Thrombozyten erfolgte, nach Entnahme eines Aliquots und
Verdinnung in Thrombo-Plus-Spezialzéhllésung der Firma Sarstedt, mittels
Neubauer-Zahlkammer und  Phasen-Kontrast-Mikroskopie.  Nach  erneuter
Durchfihrung einer Zentrifugation bei 800g und 24T fur 20 min erfolgte die
entsprechende Resuspension in Puffer C mit erneut vorgelegter Apyrase (0,3 U/ml
f.c). Das Resuspensionsvolumen wurde so gewahlt, dass zuletzt eine
Thrombozytenkonzentration von 400.000/ul erreicht wurde. Abschliessend wurde
Glucose (f.c. von 5 mM) zugegeben.

Die Thrombozyten ruhten nun fir mindestens 30 min bei Raumtemperatur, damit
voraktivierte Formen wieder zum diskoiden Ausgangszustand zurlickkehren konnten.
Dann konnten die Plattchen ca. 2 Stunden verwendet werden. Danach kam es zu
einer deutlichen Abnahme der Sensitivitat. Diese Praparation erfordert ein besonders
sorgsames Vorgehen, da es durch freigesetztes ADP leicht zu einer artifiziellen
Aktivierung und auch Aggregation der Thrombozyten wahrend der Wasch- und

Resuspensionsvorgédnge kommen kann.

4.2.4 Préaparation muriner Thrombozyten

Zur Praparation muriner Thrombozyten wurde nach eingehenden Vortestungen die
folgende Praparation entwickelt und als eingefihrte Standardmethode angewendet.
Sie eignete sich, wie die oben beschriebene Préparationsmethode fur humane
Thrombozyten, besonders gut zur Messung des shape change der murinen
Thrombozyten. Wie unter Punkt 4.2.2 beschrieben, erfolgte die Blutenthahme am
narkotisierten Tier.

Zur Antikoagulation wurde eine Mischung aus Acetylsalicylsaure (f.c. 1 mM) und 200
pl saures Natriumzitrat mit einem pH von 6,2 in eine 2 ml-Spritze vorgelegt. Bei einer
zu erwartenden Blutmenge von 800-1000 pl sollte so ein Mischungsverhaltnis von
ca. 10:2 v/v erreicht werden. Bei grosserer gewonnener Blutmenge wurde das
Antikoagulans im angestrebten Mischungsverhaltnis nachgelegt. Ebenfalls vorgelegt

wurde Refludan mit einer gewtinschten Konzentration von 200 U/ml.
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Nach oben beschriebener Blutentnahme wurden die Substanzen durch vorsichtiges
Kippen gemischt. Die Vollblutproben wurden dann in jeweils ein spezielles
Polypropylen-Reaktionsgefass in 0,5 ml Puffer B aufgenommen. Zunachst wurde 5
min abgewartet, um bei einer eingetretenen Koagulationsreaktion die entsprechende
Probe zu verwerfen. Das Blut-Puffer-Gemisch wurde bei 24T und 70 g fir 15 min
zentrifugiert. Das hierbei durch Auftrennung entstandene plattchenreiche Plasma
(PRP) wurde anschliel3end vorsichtig abpipettiert. Apyrase mit einer Konzentration
von 0,3 U/ml wurde zugesetzt. Nach 5 min Inkuabtionszeit erfolgte eine erneute
Zentrifugation zur Pelletierung bei 24T mit 600g Uber 5 min. Der Uberstand
(plattchenfreies Plasma) wurde abgenommen und verworfen. Die Resuspension der
Thrombozyten erfolgte dann in 1 ml auf 37C vorgewa rmtem Puffer C und Apyrase
(f.c. von 0,3 U/ml). Bei Abnahme mehrerer Blutproben wurde nun ein Pooling der
Thrombozytensuspensionen durchgefuhrt. Die Zahlung der Thrombozyten erfolgte
dann wie unter Punkt 4.2.3 beschrieben. Das Resuspensionsvolumen wurde so
gewdahlt, dass eine Thrombozytenkonzentration von 150.000/ul erreicht wurde.
Abschliessend wurde Glucose (f.c. von 5 mM) zugegeben. Nach 30 min Ruhen bei

Raumtemperatur konnten die Thrombozyten fur etwa 2 Stunden verwendet werden.

4.2.5 Die Methode der Aggregometrie mit Messung von Formwandel und

Aggregation

Seit der Erstbeschreibung der Methode der Aggregometrie durch Born 1963 (Born et
al., 1963) ist die Untersuchung der Thrombozytenaktivierung (shape change und
Aggregation) ein wichtiges Instrument zur Erfassung angeborener, erworbener und
auch medikament6s induzierter Funktionsstorungen der Thrombozyten. Bei der
Untersuchung zur Wirksamkeit von Agonisten und Antagonisten (z.B.
Aggregationshemmern) ist die Methode gut einsetzbar.

Die Messungen erfolgten mittels eines LABOR-Aggregometers der Firma Fresenius
und fur die Messungen an Mause-Thrombozyten wurde ein Chronolog-Aggregometer
der Firma Chrono-Log benutzt. Beide Gerate verwenden Weildlicht einer Wolfram-

lampe und eine Photoelektrode zur Transmissionsmessung.
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Das Messprinzip

Hierbei handelt es sich um eine Methode, die die Lichttransmission einer gerihrten
Thrombozytensuspension oder von geruhrtem PRP misst. Die
Thrombozytensuspension, die zwischen einer Lichtquelle und einer Photozelle
platziert wird, wird bei 37 und definierter Gesch windigkeit in einer Kilivette geruhrt.
Nach Zugabe von Agonisten (z.B. ADP, Thromboxan A,, Lysophosphatidsédure oder
Thrombin) werden die Plattchen aktiviert und reagieren mit einem initialen
Gestaltwandel und eventuell bis zur Ausbildung einer vollstandigen Aggregation.
Durch Spharisierung (shape change) der initial diskoiden Blutplattchen kommt es zu
einer Minderung der Lichttransmission und Abnahme der Basal-Oszillationen. Dabei
nimmt die Lichtdurchlassigkeit durch die Kiivette ab. Diese Anderung der
Lichtdurchlassigkeit wird von einem angeschlossenen Schreiber aufgezeichnet.
Durch Aggregation nimmt die Anzahl der korpuskularen Bestandteile der Suspension
ab und folgend die Lichttransmission zu.

Nach funfminatiger Inkubation im eingebauten Thermoblock bei 37T und, falls das
Experiment dies vorsah, Inkubation mit Antagonisten der Thrombozytenaktivierung
(Dauer zwischen 5-20 min), wurde die Kivette mit mindestens 0,4 ml (bzw. 0,2 ml
beim Chronolog-Aggregometer) der Thrombozytensuspension in den Strahlengang
gebracht. Das Ruhren erfolgte durch ein kleines, 4 bzw. 7 mm langes,
Magnetrihrstabchen mit einer Geschwindigkeit von 1100 rpm. Mittels eines
speziellen 2-Kanal-Schreibers erfolgte die Dokumentation der Lichttransmission. Die
Quantifizierung von shape change oder Aggregation erfolgte durch Ausmessen der
Abweichung der Lichttransmission von der Basallinie in mm. Die maximale Abnahme
der Lichttransmission bei vollstandigem Gestaltwandel bzw. maximale Zunahme der
Lichttransmission bei Aggregation (durch einen bestimmten Agonisten) wurden
hierbei als 100% Wert definiert und die weiteren Messwerte dazu ins relative
Verhéltnis gesetzt. Zur Bestimmung der Veranderung der Lichttransmission wurde
die Basallinie der Thrombozyten- Suspension als Nullwert und das
Suspensionsmedium Puffer C als 100% Wert der Lichttransmission definiert.
Desweiteren erfolgte die Abnahme entsprechender Proben und Uberfiihrung in
vorgelegte Puffer zur Bestimmung der VASP-Phosphorylierung der Thrombozyten
bzw. fur die Elektronenmikroskopie (siehe Punkte 4.2.7 und 4.2.9).
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4.2.6 Messung des Formwandels bei Human- und Mause thrombozyten

Protokoll zur Messung mit Humanthrombozyten:

Einstellungen Labor-Aggregometer:

- Ruhrer auf 550 (x2) rpm, entspricht 1100 rpm

- Verstarkerknopf (balance) ganz nach links und dann 3,5 Umdrehungen im
Uhrzeigersinn nach rechts (optimal fur shape change-Messungen)

- Oszillationsknopf auf Position 2 Uhr

- Klvetten und Rihrstadbchen in Anwarmeblock geben

- Anwarmzeit fur Aggregometer ca. 10 min

Einstellungen am Chronolog-Schreiber:
- Kontakte checken, Rec-Knopf driicken
- Millivolteinstellung: fur shape change auf 20 mV, fur Aggregation auf 50 mV

- Chart-Knopf drticken fur Papiervorlauf, Geschwindigkeit 2 cm/ min

Messung:

- 400 pl Thrombozytensuspension (400.000 Tz/ul) in Klvetten vorlegen

- 5 min im Aggregometer bei 37C anwarmen

- falls Experiment dies vorsieht Vorinkubation mit Antagonist der Tz-Aktivierung

- Kivette in die Messkammer stellen, vorher noch Prifung auf eventuelle
Luftblasen am Kulvettenboden, notfalls durch leichtes Klopfen auf Unterlage
diese entfernen

- Schreiberknopf einstellen mit Voltfeineinstellungs- und Zero-Knopf

- Agonist zugeben

Protokoll zur Messung mit Mausethrombozyten:

Chronolog-Aggregometer:

- Vorwarmzeit ca. 15 min

- Ruhrer auf 700-800 rpm

- Anschlu3 an Chronolog-Schreiber von Aggregometeranschlufd ,Optical“ zu
Schreiberanschluld ,Lower Pen*

- Hintere Klvette mit ca. 300 ul Puffer C flllen, eventuell zur besseren Anzeige

der Grundoszillation mit Tz-Suspension versetzen
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- Kivette mit 200 pl Tz-Suspension fillen (150.000 Tz/ul), fiur 5 min in
Vorwarmkammer bei 37C stellen, eventuell mit Antag onisten vorinkubieren
falls Experiment dies vorsieht

- Kivettendistanzstiick unten an die Kuvette kleben

- Kivette in vordere Messkammer stellen

- Baseline-Knopf dricken, um von der vorderen Kammer den Leerwert der
hinteren Kammer abzuziehen

- Agonist zugeben

4.2.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE )

Zur Trennung von Proteinen im Polyacrylamidgel wird der Siebeffekt des Gels und
die Ladung der Polypeptide ausgenutzt. In der hier durchgefiihrten SDS-
Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli, 1970) unter Anwendung eines 12%igen
Polyacrylamid-Gels wird die Ladung der Polypeptide durch die Bindung des
anionischen SDS nahezu ausgeschaltet. Dadurch héngt die elektrophoretische
Wanderung der Proteine zur Anode allein von der Grésse des Proteins und der
Porengrosse des Gelnetzwerkes ab. Schwefelbriicken werden durch die Erhitzung
auf 95T in Anwesenheit von Beta-Mercaptoethanol re duziert und dadurch wird eine
Zerstorung der Quartar- und Tertidrstruktur bewirkt. Durch die Verwendung eines
diskontinuierlichen Gels erfolgt vor der eigentlichen Trennung die Konzentrierung der

Proteine im Sammelgel.
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Tabelle 4-3: Herstellung eines 12%igen Polyacrylami

d-Gels, GrofRe 21,5cm x 18,5cm.

Pipettierschema fur Trenngel und Sammelgel aus angegebenen Ldsungen.

Trenngel (T=12%)

Sammelgel (T=4,6%)

Acrylamid-Stammldésung
Trenn-/Sammelgel-Puffer
H,0 bidest

SDS-L6sung
APS-LOsung

TEMED

15 ml
12,5 ml
21,7 ml
0,5 mi
0,3 ml
40 ul

2,5 ml
5 ml
13,9 ml
0,2 ml
0,06 ml
20

Tabelle 4-4: Trenngel-Lésung flr 1 Gradientengel.

Pipettierschema aus angegebenen Losungen.

Leichte Losung (T=5,2%)

Schwere Ldsung (T=20,6%)

Acrylamid-Stammldésung

3 ml

12 ml

Trenngel-Puffer 6 ml 6 ml
H,0 bidest 14,7 ml

Glycerin 57 ml
SDS-Ldsung 0,24 ml 0,24 ml
TEMED 15yl 15l
Durchfihrung:

- Die Glasplatten mit Wasser spulen, mit Aceton entfetten

- Gelkammer zusammenbauen und auf Dichtheit prufen

- Trenngel- Losung mit wasser-gesattigtem Butanol Uberschichten und 2 h

polymerisieren lassen

- Butanol mit Filterpapierstreifen abnehmen, Trenngelkante mit H,0 spuilen, Gel

grundlich mit Filterpapier von Wasser befreien

- Zur Sammellésung wird Ammoniumperoxidisulfat (APS) und TEMED zugegeben,

bis zum oberen Rand der Gelkammer eingiessen. Kamm mit Probentaschen

einsetzen und Luftblasen entfernen. Sammelgel polymerisieren lassen.
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Glasplatten in feuchte Ticher wickeln um Austrocknung vorzubeugen, dann in
Folie packen und tGber Nacht im Kihlraum aufbewahren

Kamm entfernen, Probentaschen mit Elektrophoresepuffer aussptlen

Gelkammer in Elektrophoreseapparatur einsetzen, obere und untere
Elektrodenkammer mit Elektrophoresepuffer fillen, Luftblasen beseitigen

Die Proben werden nach Durchfihrung der Inkubation mit den Antagonisten des
shape change in SDS-Auftragspuffer aufgenommen und sofort 5 min bei 95T
gekocht. Unlésliche Bestandteile durch Zentrifugation bei 15.000g fur 5 min
pelletieren, Proben abkihlen lassen

Proben vorsichtig in Geltaschen pipettieren, Protein-Marker-Lésung in eine
Geltasche

Elektrophorese tUber Nacht bei 15 mA durchfiihren

4.2.8 Immunologische Techniken: Western Blotting

Um die Expression der VASP-Phosphorylierung zu untersuchen, wurde die Western-

Blot Methode angewandt. Bei diesem Verfahren werden Proteine, die durch

Gelelektrophorese getrennt wurden, auf eine Membran transferiert und dann mit Hilfe

von speziellen Antikbrpern nachgewiesen. Die Trennung der Proteinproben nach der

Methode von Laemmli wurde unter 4.2.7 bereits beschrieben. Der folgende Transfer

der Proteine auf die Membran erfolgte durch elektrophoretische Elution im Semi-Dry-

Verfahren (Towbin et al., 1979). Die bendtigten Materialien und Puffer sind unter
Punkt 4.1 aufgefihrt.

Elektroblotting:

Nitrozellulose-Membran und 15 Filterpapiere auf entsprechende Grésse
zurechtschneiden (Standardgrossen 12,5c¢cm x 16¢m).

Nitrozellulose-Membran tranken in Milli Q-Wasser, 4 Filterpapiere in den
Anodenpuffer I, 4 in Anodenpuffer Il und 7 in den Kathodenpuffer einlegen.
Bildung von Luftblasen vermeiden.

Nachdem die Gel-Elektrophorese beendet ist den zum Transfer vorgesehenen
Teil ausschneiden

Elektrodenplatten der Blotting-Apparatur mit H,O bidest benetzen
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- Zunachst die in Anodenpuffer | getrdnkten Filterpapiere nacheinander auf die
Anode legen (generell zu beachten ist. nach jeder der nun folgenden Lagen
Luftblasen durch vorsichtiges Rollen mit einer Walze entfernen, tberschissige
Flissigkeit mit Filterpapier entfernen)

- Im Anschluss die in Anodenpuffer Il getrankten Filterpapiere nacheinander auf die
Anode legen

- Nitrozellulose-Membran auf den Filterpapierstapel legen

- Dann vorsichtig das Gel auf Nitrozellulose-Membran legen

- Nacheinander die in Kathodenpuffer getrankten 7 Filterpapiere auf das Gel geben

- Die obere Elektrodenplatte parallel auflegen und mit Metallplatte (1,5 kg)
beschwerden

- Stromstarke von 195 mA einstellen

- Transfer durchfiihren fiir ca. 2 h

Tabelle 4-5: Eingesetzte Antikdrper und Antikdrperk  onzentrationen.

Name Gegen Konzentration/
Verdinnung
1. AK 10C6, Anti-VASP-Phospho-Serin 157 Anti-Maus 0,5 pg/mi
16C2, Anti-VASP-Phospho-Serin 239 Anti-Maus 0,5 pg/mi
M4, polyklonaler VASP-AK Anti-Kaninchen 1: 2000
2. AK Ziege Anti-Maus IgG, HRP Anti-Maus 1: 5000
Ziege Anti-Kaninchen IgG, HRP Anti-Kaninchen 1: 5000
Immundetektion:

Vor der Antikdrpernachweisreaktion wurden freie Bindungsstellen auf der Membran
mit der Block-Losung fur 1 h bei RT blockiert. Nach mehreren Waschschritten mit
TBST erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikorper (vgl. Tab. 4-5) fir 1 h bei RT.
Nach erneutem Waschen wurde die Reaktion mit dem entsprechenden 2. Antikorper
durchgefiihrt. Die folgenden Schritte wurden in einer Metallschale auf einem

Horizontal-Schuttler durchgefihrt.
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- Nachdem der Transfer auf die Membran beendet war, wurde die Membran mit
einer stumpfen Pinzette enthommen und mit der dem Gel zugewandten Seite
nach oben in eine Schale mit 50 ml Block-Losung gegeben

- Dort verblieb die Membran mind. fir 1 h bei RT

- Dann folgte 2x ein Waschschritt mit TBST-Puffer Uber jeweils 5 min

- Zugabe von 50ml der Erst-Antikdrper-Losung, 1 h bei RT inkubieren

- Membran im Anschluss 3x 10 min mit TBST-Puffer waschen

- Zugabe von 50ml der Zweit-Antikorper-Losung, 1 h bei RT inkubieren

- Membran im Anschluss 3x 10 min mit TBST-Puffer waschen

- FuUr die nun folgende Chemilumineszenz-Detektion Zugabe eines 1.1 Gemisches
aus Luminol/Enhancer und Peroxid-Losung, 5 min inkubieren lassen

- Membran kurz in TBST-Puffer waschen

- Membran in Frischhaltefolie wickeln, Luftblasen mit einer Walze entfernen

- Anbringung des Markerstreifens (Stratagene)

-  Membran mit der geblotteten Seite nach oben auf einen Karton kleben, in
Filmkassette legen

- In der Dunkelkammer Exposition auf ECL Hyperfilm und Entwicklung bis zur
gewinschten Signalstarke. Emittiertes Licht der Wellenlange 466 nm wurde mit

geeigneten Filmen (Hyperfilm ECL, Firma Amersham) detektiert.

Densitometrische Auswertung des Western Blots:

Die quantitative Auswertung der Schwérzung der Banden auf dem Film wurde
densitometrisch mit der Software GelScanTMXL von Pharmacia LKB Biotechnology
(Scanner SHARP JX-325, Pharmacia Biotech) durchgefuhrt. Gemessen wurde die
Absorption der gesamten Bande in Bezug auf einen Hintergrund-Parameter. Die
gemessene Absorption pro Flacheneinheit wurde nach Integration in

Absorptionseinheiten x mm? angegeben.
4.2.9 Elektronenmikroskopie
Die Praparation der fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen benétigten

Thrombozyten wurde nach dem in unserem Labor gangigen Standard durchgefiihrt
(siehe Punkte 4.2.3 und 4.2.4 und Siess et al., 1983 und Maschberger et al., 2000).
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Zur Probengewinnung fir die Elektronenmikroskopie wurden die Thrombozyten
zunachst mit dem jeweiligen Antagonisten inkubiert. Mit PGE; und SNAP jeweils 5
min bei RT, mit cBIMPS und 8-pCPT-cGMP jeweils 20 min bei RT. Danach wurden
die Proben bei 37C unter Ruhren in Aggregometer-Ki vetten 5 min erwarmt. Nun
wurden zunachst Aliquots als Kontrollen vor Aktivierung durch Agonisten
entnommen. Nach Zugabe der Agonisten bzw. Kontroll-Puffer wurden Aliquots von
0,05 ml in 0,5 ml Fixier-Puffer bestehend aus Glutaraldehyd (2,5-3%) und Natrium-
Phosphat-Puffer (0,1 M, pH 7,3) uberfihrt. Die Proben wurden im Kuhlschrank
aufbewabhrt.

Im Verlauf wurden die Thrombozyten auf Glasplattchen zentrifugiert. Dazu wurden
Glasplattchen in eine 24-well Schale gegeben und mit 100 pl poly-(L)-Lysin (0,1
mg/ml) beschichtet. Poly-(L)-Lysin diente der besseren Haftung der zu fixierenden
Zellen. Dann erfolgten 2 Waschschritte mit PBS-Puffer und die Trocknung an der
Luft. Auf die beschichteten Glasplattchen wurden dann 100 pl Plattchen-Puffer-
Gemisch (Konzentration 15.000 Tz/ul) aufgebracht. Zur Beschleunigung der
Adhasion an die Glasoberflache erfolgte die Zentrifugation der 24-well Platte fur 5
min bei 250g. Zum Schutz vor Austrocknung wurden die Plattchen mit 1%iger
Glutaraldehyd-L6sung benetzt und im Kuhlschrank aufbewabhrt.

Im Verlauf wurden die Plattchen in einer graduellen Serie einer Ethanolreihe
dehydriert und mit Gold beschichtet (dies erfolgte wie die anschliessenden
elektronenmikroskopischen Untersuchungen im Institut fur Anatomie der LMU
Minchen). Es wurden Vergrosserungsstufen zwischen 2.000-fach bis 5.000-fach

gewahlt und relevante Ausschnitte durch abfotographieren dokumentiert.

4.2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Excel 2003 der Firma
Microsoft. Die folgenden Ergebnisse sind, sofern nicht anders vermerkt, Mittelwert
und Standardabweichung (SD). Zur Ermittlung des Signifikanzniveaus wurde der
Student-t-Test flr gepaarte Stichproben verwendet. Die p-Werte <0,05 wurden als
signifikant bezeichnet und sind in den Abbildungen mit * gekennzeichnet.
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchungen zum shape change von Humanthrombozyten
und Hemmwirkung durch cAMP- und cGMP-erh6hende

Substanzen

Im Rahmen der Untersuchungen zur Thrombozytenaktivierung von humanen und
murinen Thrombozyten wurden zuné&chst bekannte Agonisten des shape change,
namlich ADP und das Thromboxan Az-Analogon U46619 an gewaschenen

Humanthrombozyten getestet.

5.1.1 Induktion von shape change durch ADP und U46619 bei

Humanthrombozyten

Die nachfolgenden Untersuchungen wurden zunachst mittels Aggregometrie zur
Bestimmung des shape change und der Bestimmung der Konzentration der

halbmaximalen Agonistenwirkung (ECso) durchgefiihrt.
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Abbildung 5-1: Induktion des  shape change von Human-Thromboyzten (Tz) durch ADP
oder U46619. Suspensionen von gewaschenen Tz wurden in einer Kivette entweder mit
Puffer als Kontrolle oder mit ADP (0,25 pM) oder U46619 (50 nM) versetzt. Shape change
wurde als Abnahme der Lichttransmission gemessen. Das Experiment ist reprasentativ fir
jeweils n= 20 Experimente.
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Abbildung 5-2: Induktion von  shape change durch U46619 oder ADP. Suspensionen
von gewaschenen Human-Tz wurden entweder mit Puffer als Kontrolle oder verschiedenen
Konzentrationen von ADP (0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 und 5 uM) oder U46619 (2,5; 5; 10; 25; 50
und 100 nM) versetzt. Shape change wurde als Abnahme der Lichttransmission gemessen.
Die Werte sind Mittelwerte + SD (n= 20).

Nach Zugabe von ADP und des Thromboxan A;-Analogon U46619 bildete sich
umgehend ein shape change aus (Abb. 5-1). ADP induzierte in Human-
Thrombozyten ab einer Konzentration von ca. 50 nM einen Formwandel. Der

maximale shape change wurde bei einer Konzentration von im mittel 250 nM
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erreicht. Durch ADP konnte ein maximaler shape change (also Abnahme der
Lichttransmission) von 44 mm gemessen werden und wurde als 100%-Wert gesetzt.
Der ECso- Wert betrug 130 + 53 nM (Abb. 5-2). Das Thromboxan Az-Analogon
U46619 induzierte ab einer Konzentration von 2,5 nM einen Gestaltwandel. Der
maximale shape change wurde im mittel bei einer Konzentration von 25-50 nM
erreicht. Durch U46619 konnte ein maximaler shape change von 47 mm gemessen
werden und wurde ebenfalls als 100%-Wert gesetzt. Der Wert der ECs lag bei ca. 5
nM (Abb. 5-2). Der ECso- Wert fir U46619 lag damit ca. um den Faktor 25 niedriger
als der ECso- Wert fir ADP.

5.1.2 Untersuchungen zur Hemmung des shape change durch cAMP-

erhohende Substanzen
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Abbildung 5-3: Hemmung des shape change von Human-Tz durch PGE ; oder cBIMPS
nach Stimulation mit ADP oder U46619. Suspensionen von gewaschenen Tz wurden
entweder mit A) PGE; (100 nM, 5 Minuten), B) cBIMPS (100 uM, 20 Minuten) bei 37
vorinkubiert. Danach wurde unter Rihren (1100 rpm) ADP (0,25 uM) oder U46619 (50 nM)
zugegeben. Beide Substanzen hemmten komplett den shape change (jeweils n= 10).

Die gewaschenen Tz wurden mit cAMP-erh6henden Substanzen vorinkubiert und
dann, nach Zugabe von ADP oder U46619, deren Hemmwirkung auf den shape
change dokumentiert. Als Substanzen zur Erhdhung der Konzentration von cAMP
wurden Prostaglandin E; und Sp-5,6- DCI- cBIMPS verwendet (Sandberg et al.,
1991). Es konnte gezeigt werden, dass PGE; und cBIMPS den sowohl durch ADP
als auch U46619 induzierten Formwandel vollstandig hemmen (siehe Abb. 5-3). Der
Wert der Konzentration der halbmaximalen Hemmstoffwirkung (ICso) fir PGE; lag fir
ADP bei 5 + 2,8 und fur U46619 bei 5 £ 3,5 nM. Fur cBIMPS waren die 1Cso —Werte
fur ADP bei 13 + 4 und fur U46619 bei 10 £ 5 pM (siehe Abb. 5-4).
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Abbildung 5-4: Konzentrationsabhdngige Hemmung des shape change von Human-Tz
durch PGE ; (A) und cBIMPS (B) nach Stimulation mit ADP oder  U46619. Suspensionen
von gewaschenen Tz wurden mit PGE; (1;2,5; 5; 10; 25, 50 und 100 nM) oder cBIMPS (5;
10; 25; 50; 100 und 150 pM) oder mit Puffer als Kontrolle bei 37 < fir jeweils 5 bzw. 20
Minuten vorinkubiert und dann mit ADP (0,25 uM) oder U46619 (50 nM) stimuliert. Die Werte
sind Mittelwerte = SD (jeweils n= 10).
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5.1.3 Untersuchungen zur Hemmung des shape change durch cGMP-

erhohende Substanzen

Analog den oben durchgefiihrten Experimenten folgte die Untersuchung der
moglichen Hemmung des Tz-shape change durch cGMP-erh6hende Substanzen.
Die gewaschenen Tz wurden mit cGMP-erhéhenden Substanzen vorinkubiert und
dann, nach Zugabe von ADP und U46619, deren Hemmwirkung auf den shape
change analysiert. Als Substanzen zur Erhdéhung der Konzentration von cGMP
wurden der NO-Donor S-Nitroso-N-Acetyl-Penicillamin (=SNAP) und 8-pCPT- cGMP
verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass SNAP in der Lage ist, den shape change
vollstdndig zu hemmen (siehe Abb. 5-5). Der IC5, -Wert von SNAP lag fur die
Stimulation mit ADP und U46619 im Bereich von 100 nM (siehe Abb. 5-6). Im
Gegensatz hierzu konnte durch eine Inkubation mit dem Antagonisten 8-pCPT-cGMP
keine signifikante Hemmung des durch ADP oder U46619 induzierten shape change
der Tz gezeigt werden. Auch bei einer maximalen Konzentration von 2 mM 8-pCPT-
cGMP liel sich keine signifikante Hemmwirkung erzielen (siehe Abb. 5-5 und 5-6).
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Abbildung 5-5: Hemmung des shape change von Human-Tz durch SNAP oder 8-pCPT-
cGMP nach Stimulation mit ADP oder U46619.  Suspensionen von gewaschenen Tz
wurden entweder mit A) SNAP (10 puM, 5 Minuten), B) 8-pCPT- cGMP (2 mM, 20 Minuten)
fur jeweils 5 Minuten bei 37 < vorinkubiert. Danac h wurde unter Rihren (1100 rpm) ADP
(0,25 uM) oder U46619 (50 nM) zugegeben. SNAP hemmte komplett den shape change,
durch 8-pCPT-cGMP konnte keine signifikante Hemmung erzielt werden (jeweils n= 10).
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Abbildung 5-6: Konzentrationsabhdngige Hemmung des shape change von Human-Tz
durch SNAP (A), aber nicht durch 8-pCPT- cGMP (B) n ach Stimulation mit ADP oder
U46619. Suspensionen von gewaschenen Tz wurden mit SNAP (0,05; 0,1; 0,25; 0,5 und 1
UM) oder 8-pCPT- cGMP (10; 100; 500; 1000 und 2000 uM) oder mit Puffer als Kontrolle fur
jeweils 20 Minuten bei 37 T vorinkubiert und dann mit ADP (0,25 pM) oder U46619 (50 nM)
stimuliert. Die Werte sind Mittelwerte £+ SD (n= 10). 8-pCPT-cGMP zeigte weder nach
Aktivierung durch ADP noch durch U46619 eine statistisch signifikante Hemmung des shape
change.
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5.1.4 VASP-Phosphorylierung durch cAMP- und cGMP-er  héhende Substanzen

Im Rahmen der oben dargestellten Experimente mit Humanthrombozyten wurden
jeweils Aliquots zur Analyse der VASP-Phosphorylierung entnommen. Die
Phosphorylierungsmuster durch die monoklonalen Antikdrper 10C6 und 16C2 sind in
den Abb. 5-7 bis 5-10 dargestellt. Laut Literatur wird durch die beiden monoklonalen
Antikorper eine spezifische Phosphorylierung an Serin 157 und Serin 239 angezeigt
(Halbrigge et al., 1990; Smolenski et al., 1998; Butt et al., 1994; Eigenthaler et al.,
1992). Beschrieben wird, dass an Serin 157 phosphoryliertes VASP einen Shift im
Gel von 46 auf 50 kDa aufweist (Smolenski et al., 1998). Fur den monoklonalen
Antikbper gegen Serin 239, der eine Phosphorylierung von VASP an Serin 239
anzeigt, wird in der Literatur von einigen Autoren die Ausbildung einer Doppelbande
beschrieben (Smolenski et al., 1998; Eigenthaler et al., 1992). Die Ausbildung einer
Bande bei 50 kDa wird hierbei durch eine VASP-Phosphorylierung an Serin 157
ausgelost. Beide Banden zeigen aber spezifisch nur die VASP-Phosphorylierung von
Serin 239 an (Eigenthaler et al., 1992; Butt et al., 1994; Smolenski et al., 1998). Hier
muss man zur Quantifizierung der VASP-Phosphorylierung die Banden an 46 und 50
kDa addieren.

Nach Inkubation der Tz mit einer eingesetzten Konzentration von 100 nM
Prostaglandin E; ist nach ca. 5 Minuten die starkste Bandenschwérzung und damit
Phosphorylierung von VASP an Serin 157 und Serin 239 durch den 10C6-AK und
den 16C2-AK nachweisbar (siehe Abb. 5-7 und 5-8). Auch nach langerer
Inkubationszeit mit Prostaglandin E; zeigte sich keine starkere Bandenschwarzung.
Der 10C6-AK zeigt hier die VASP-Phosphorylierung an Serin 157 mit dem typischen
Shift auf 50 kDa an. Der 16C2-AK fir phosphoryliertes VASP an Serin 239 weist in
einigen, aber nicht allen, meiner Experimente eine Doppelbande bei 46 und 50 kDa
auf. Das auftreten einer Doppelbande ist auch in der Literatur als inkonsistent
beschrieben (Butt et al., 1994, Smolenski et al., 1998).

Fur cBIMPS (100 pM) war die starkste Bandenschwarzung und damit VASP-
Phosphorylierung nach einer Inkubationszeit von ca. 20 Minuten nachweisbar (siehe
Abb. 5-7 und 5-8). Der 10C6-AK zeigte auch hier einen typischen Shift auf 50 kDa
durch die Phosphorylierung an Serin 157 an. Wiederum stellte sich durch den 16C2-
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AK in einigen aber nicht in allen meiner Experimente die Ausbildung einer
Doppelbande bei 46 und 50 kDa dar.

Der NO-Donor SNAP erzielte nach 5 mindtiger Inkubationsphase (10 pM) eine
maximale Bandenschwarzung und damit VASP-Phosphorylierung an Serin 157 und
Serin 239. Der 10C6-AK zeigte wiederum den typischen Shift auf 50 kDa als Zeichen
der VASP-Phosphorylierung an Serin 157 an. Der 16C2-AK detektierte in meinen
Experimenten nur eine Bande als Zeichen einer VASP-Phosphorylierung an Serin
239. Smolenski et al. beschreiben jedoch teilweise auch das Auftreten von
Doppelbanden (Smolenski et al., 1998).

Das cGMP-Analogon 8-pCPT-cGMP erreicht nach einer Inkubationszeit von ca. 20
Minuten durch eingesetzte Konzentrationen von 100 bis 1000 uM eine maximale
Bandenschwarzung (siehe Abb. 5-9 und 5-10). Die starkste Phosphorylierung wird in
meinen Experimenten also durch teilweise gréssere Konzentrations-Unterschiede
von 8-pCPT-cGMP erreicht. Auch hier stellen sich fir die VASP-Phosphorylierung an
Serin 239 durch den 16C2-AK in einigen Experimenten Doppelbanden bei 46 und 50
kDa dar.
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Abbildung 5-7: Untersuchung der VASP-Phosphorylieru ng durch PGE ; und cBIMPS zu
verschiedenen Inkubationszeitpunkten durch die Anti korper 10C6 und 16C2.
Dargestellt sind die Ausprdgung der Phosphorylierung an Serin 157 und Serin 239 zu
verschiedenen Inkubationszeitpunkten. Vor der Stimulation (Zeitpunkt O min) und nach 1, 5
und 10 min Inkubation (ohne Rihren) mit PGE; (100 nM) bzw. 5, 20 und 60 min mit cBIMPS
(100 uM) wurden Aliquots entnommen und die Reaktion durch Zugabe von SDS
unterbrochen. Die VASP-Phosphorylierung wurde mit den AK 10C6 und 16C2 mittels der
Western Blot-Technik nachgewiesen (jeweils n= 3).
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Abbildung 5-8: Untersuchung der konzentrationsabhan gigen VASP-Phosphorylierung
durch PGE ; und cBIMPS durch die VASP-Antikdrper 10C6 und 16C2 . Dargestellt sind
die Auspragung der Phosphorylierung an Serin 157 und Serin 239 durch verschiedene
Konzentrationen von PGE; und cBIMPS. Nach Inkubation (ohne Rihren) mit 10, 100 und
300 nM PGE; (5 min) oder 10, 100 und 1000 puM cBIMPS (20 min) wurden Aliquots
entnommen und die Reaktion durch Zugabe von SDS unterbrochen. Als Kontrolle diente
eine unstimulierte Tz-Probe. Die VASP-Phosphorylierung wurde mit den AK 10C6 und 16C2
mittels der Western Blot-Technik nachgewiesen (jeweils n= 3).
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Abbildung 5-9: Untersuchung der VASP-Phosphorylieru ng durch SNAP und 8-pCPT-
cGMP zu verschiedenen Inkubationszeitpunkten durch die Antikorper 10C6 und 16C2.
Dargestellt sind die Ausprdgung der Phosphorylierung an Serin 157 und Serin 239 zu
verschiedenen Inkubationszeitpunkten. Vor der Stimulation (Zeitpunkt O min) und nach 1, 5
und 10 min Inkubation (ohne Rihren) mit SNAP (10 uM) bzw. 5, 20 und 60 min mit 8-pCPT-
cGMP (2 mM) wurden Aliquots entnommen und die Reaktion durch Zugabe von SDS
unterbrochen. Die VASP-Phosphorylierung wurde mit den AK 10C6 und 16C2 mittels der
Western Blot-Technik nachgewiesen (jeweils n= 3).
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I 10C6

p-Ser 157

50 kDa — o —

50 kDa — 16C2
46 kDa — — _— _' ——— —— — p-Ser 239

0 0,1 1 10 UM 0 100 1000 2000 pM

Abbildung 5-10: Untersuchung der konzentrationsabha ngigen VASP-
Phosphorylierung durch SNAP und 8-pCPT-cGMP durch d ie Antikdrper 10C6 und
16C2. Dargestellt sind die Auspragung der Phosphorylierung an Serin 157 und Serin 239
durch verschiedene Konzentrationen von SNAP und 8-pCPT-cGMP. Nach Inkubation (ohne
Ruhren) mit 0,1, 1 und 10 uM SNAP (5 min) oder 100, 1000 und 2000 uM 8-pCPT-cGMP (20
min) wurden Aliquots enthommen und die Reaktion durch Zugabe von SDS unterbrochen.
Als Kontrolle diente eine unstimulierte Tz-Probe. Die VASP-Phosphorylierung wurde mit den
AK 10C6 und 16C2 mittels der Western Blot-Technik nachgewiesen (jeweils n= 3).
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Abbildung 5-11: Quantitative Analyse der VASP-Phosp  horylierung an Serin 157 und
Serin 239 durch PGE 3, cBIMPS, SNAP und 8-pCPT-cGMP. Dargestellt ist die quantitative
Auswertung der densitometrisch erfassbaren Bandenschwarzungen. Gemessen wurde die
Absorption der spezifischen Bande in Bezug zur Kontrolle (Puffer; Bahn 1). Eine Inkubation
erfolgte mit PGE; (100 nM, 5 min, Bahn 2), cBIMPS (100 uM, 20 min, Bahn 3), SNAP (10
UM, 5 min, Bahn 4) und 8-pCPT-cGMP (2 mM, 20 min, Bahn 5). Die VASP-Phosphorylierung
an Position Serin 157 wurde mit dem AK 10C6 und an Serin 239 mit dem AK 16C2 mittels
der Western Blot-Technik nachgewiesen. Die Werte entsprechen dem Mittelwert + SD
(jeweils n= 3). * p < 0,01, ** p < 0,05 fur Kontrolle vs eingesetzter Substanz.
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5.2 Untersuchungen zum shape change von VASP **- und VASP ™
-Mausthrombozyten und Hemmwirkung durch cAMP- und

cGMP-erhohende Substanzen

Nach Etablierung der Methode zur Préparation und der Messung des shape change
gewaschener muriner Thrombozyten wurde die Thrombozytenantwort von VASP-
Wildtyp- und VASP-Knockout-Mausen verglichen.

5.2.1 Induktion von shape change durch ADP und U46619 bei VASP ** - und
VASP - Thrombozyten

ADP und das Thromboxan A,-Analogon U46619 induzierten in gewaschenen Mause-
Thrombozyten einen Formwandel. Nach Zugabe dieser Agonisten bildete sich
sowohl bei Tz von VASP ** - als auch VASP 7" -Mausen umgehend ein Formwandel
aus. Ein Unterschied in der Kinetik des shape change war nicht festzustellen (Abb.
5-12).
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Abbildung 5-12: Induktion von  shape change durch ADP oder U46619 von VASP **-
und VASP 7 -Maus-Tz. Suspensionen von gewaschenen Maus-Tz wurden mit ADP (0,25
HM) oder U46619 (50 nM) versetzt (jeweils n= 10).
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ADP induzierte ab einer Konzentration von 50 nM den Formwandel. Der maximale
shape change wurde sowohl in VASP ** - und VASP ”" -Tz bei einer Konzentration
von im mittel 250 nM (= 0,25 uM) erreicht. Durch ADP konnte ein maximaler shape

+/+

change (also Abnahme der Lichttransmission) von 22 mm fir VASP ™" -Tz und von
21 mm fir VASP 7 -Tz gemessen werden und diese Werte wurden als 100%-Werte

gesetzt. Der ECso Wert lag bei 100 nM (Abb. 5-13).

Der shape change wurde durch das Thromboxan A,-Analogon U46619 in Mause-
Thrombozyten ab einer Konzentration von 2,5 nM induziert. Der maximale shape
change wurde im mittel in VASP ** _und VASP ™ -Tz bei einer Konzentration von
25-50 nM erreicht. Durch U46619 konnte ein maximaler shape change von 24 mm
fur VASP ** -Tz und 25 mm fir VASP 7 -Tz gemessen werden und diese Werte
wurden als 100%-Werte gesetzt. Der ECso Wert lag bei 10 nM. (Vgl. Abb. 5-12 und
5-14). Die ECsp- Werte flur U46619 lagen damit um den Faktor 10 niedriger als die
ECso- Werte flr ADP.

Zusammenfassend zeigte sich im Vergleich zu den bereits aufgefiihrten Ergebnissen
mit ADP und U46619 sowohl bei Human- als auch Mausethrombozyten (VASP ** -
und VASP 7" ) eine umgehende Ausbildung des thrombozytiren shape change. Die
ECso- Werte nach Stimulation mit ADP sind bei Human-Tz um den Faktor 1,3 Uber
den Werten der Mause-Tz. Fur U46619 lagen die ECsp- Werte bei Human-Tz

dagegen um den Faktor 0,5 unter den Werten fur Mause-Tz.
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Abbildung 5-13: Konzentrationsabhangige Induktion d es shape change von VASP ** -
und VASP " -Maus-Tz durch ADP. Suspensionen von gewaschenen Tz wurden entweder
mit Puffer als Kontrolle oder verschiedenen Konzentrationen von ADP (0,025; 0,05; 0,1;

0,25; 1,0 uM) versetzt. Shape change wurde als Abnahme der Lichttransmission gemessen.
Die Werte sind Mittelwerte + SD (n= 10).

100 -

. 754

X

)

()]

c

©

<

© 50 4

Q —— VASP wt -Tz + U46619
]

< -8 VASP -/- -Tz + U46619

25 A

0 10 20 30 40 50
U 46619 [nM]

Abbildung 5-14: Konzentrationsabhéngige Induktion d es shape change von VASP ** -
und VASP 7 -Maus-Tz durch U46619. Suspensionen von gewaschenen Tz wurden in einer
Kivette entweder mit Puffer als Kontrolle oder verschiedenen Konzentrationen von U46619
(2,5; 10; 25; 50 nM) versetzt. Die Werte sind Mittelwerte + SD (n= 10).
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5.2.2 Untersuchungen zur Hemmung des shape change durch cAMP-

erhohende Substanzen

Nach Untersuchungen zur Aktivierbarkeit von VASP **- und VASP " -Tz wurden nun
spezifische Ansatze zur Hemmung des shape change experimentell untersucht. Die
gewaschenen Tz wurden mit cAMP-erh6henden Substanzen vorinkubiert und dann
nach Zugabe der zuvor getesteten Agonisten ADP und U46619 deren Hemmwirkung
auf den shape change dokumentiert. Es fand erneut ein direkter Vergleich zwischen
Wildtyp- und VASP -Knockout -Tz statt. Als Substanzen zur ErhOhung der
Konzentration von cAMP wurden Prostaglandin E; und Sp-5,6- DCI- cBIMPS
verwendet.

Es konnte gezeigt werden, dass PGE; und cBIMPS den sowohl durch ADP als auch
U46619 induzierten Gestaltwandel bei VASP ** - und VASP 7 -Tz vollstandig
hemmen (siehe Abb. 5-15 und 5-18). Der 1Cso Wert fur PGE; lag nach Stimulation
mit ADP (siehe Abb. 5-16) von VASP ** - und VASP " -Thrombozyten bei 10+ 4,8
bzw. 13+ 6 nM und nach Stimulation mit U46619 (siehe Abb. 5-17) von VASP ** -
und VASP ” -Thrombozyten bei 10 + 5,6 bzw. 11+ 4 nM. Fiir cBIMPS konnte
gezeigt werden, dass der ICsp Wert nach ADP Stimulation (siehe Abb. 5-19) von
VASP ** - und VASP 7 - Thrombozyten bei 13+ 3 bzw. 9+ 3 uM, und nach U46619
Stimulation (siehe Abb. 5-20) von VASP ** - und VASP 7~ - Thrombozyten bei 11 +
3 bzw. 14 + 4 uM lag.

Als Schlussfolgerung aus diesen Experimenten ist festzuhalten, dass der shape
change von VASP ** - und VASP 7 - Maus-Thrombozyten gleichermaRen durch
cAMP-erh6hende Substanzen gehemmt wurde. Da also der shape change auch bei
den VASP  -Thrombozyten nach Inkubation mit cAMP-erhthenden Substanzen
komplett gehemmt werden konnte, kann die VASP-Phosphorylierung nicht die

hemmende Wirkung von cAMP auf den shape change vermitteln.
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Abbildung 5-15: Hemmung des shape change durch PGE ; nach Stimulation mit ADP
oder U46619 von VASP ** - und VASP " -Maus-Tz. Suspensionen von gewaschenen Tz
wurden entweder mit PGE; (100 nM) oder mit dem Puffer als Kontrolle fir jeweils 5 Minuten
bei 37 T vorinkubiert. Danach wurde unter Ruhren (1100 rpm) ADP (0,25 pM) oder U46619
(50 nM) zugegeben. PGE; hemmte komplett den shape change (jeweils n=5).
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Abbildung 5-16: Konzentrationsabhéngige Hemmung des shape change von VASP
und VASP 7 -Maus-Tz durch PGE ; nach Stimulation mit ADP. Suspensionen von
gewaschenen Tz wurden entweder mit PGE; in verschiedenen Konzentrationen (2,5; 5; 10;
25; 50 und 100 nM) versetzt oder mit Puffer als Kontrolle fir jeweils 5 Minuten bei 37 C
vorinkubiert und dann mit ADP (0,25 uM) stimuliert. Die Werte sind Mittelwerte = SD (n=5).
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Abbildung 5-17: Konzentrationsabhangige Hemmung des shape change von VASP
und VASP 7 -Maus-Tz durch PGE ; nach Stimulation mit U466109. Suspensionen von
gewaschenen Tz wurden entweder mit PGE; in verschiedenen Konzentrationen (2,5; 5; 10;
25; 50 und 100 nM) oder mit dem Puffer als Kontrolle fur jeweils 5 Minuten bei 37 €
vorinkubiert und dann mit U46619 (50 nM) stimuliert. Die Werte sind Mittelwerte + SD (n=5).
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Abbildung 5-18: Hemmung des shape change durch cBIMPS nach Stimulation mit ADP
oder U46619 von VASP ** - und VASP " -Maus-Tz. Suspensionen von gewaschenen Tz
wurden in einer Kivette mit cBIMPS (100 uM) fur jeweils 20 Minuten bei 37 T inkubiert.
Danach wurde unter Rihren (1100 rpm) ADP (0,25 uM) oder U46619 (50 nM) zugegeben.
cBIMPS hemmte komplett den shape change (jeweils n=5).
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Abbildung 5-19: Konzentrationsabhangige Hemmung des shape change von VASP
und VASP 7 -Maus-Tz durch cBIMPS nach Stimulation mit ADP. Suspensionen von
gewaschenen Tz wurden entweder mit cBIMPS in verschiedenen Konzentrationen (5; 10; 25;
100 und 150 pM) oder mit dem Puffer als Kontrolle fur jeweils 20 Minuten bei 37
vorinkubiert und dann mit ADP (0,25 uM) stimuliert. Die Werte sind Mittelwerte + SD (n=5).
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Abbildung 5-20: Konzentrationsabhangige Hemmung des shape change von VASP
und VASP 7 -Tz durch cBIMPS nach Stimulation mit U46619. Suspensionen von
gewaschenen Tz wurden entweder mit cBIMPS in verschiedenen Konzentrationen (5; 10; 25;
100 und 150 pM) oder mit dem Puffer als Kontrolle fur jeweils 20 Minuten bei 37
vorinkubiert und dann mit U46619 (50 nM) stimuliert. Die Werte sind Mittelwerte + SD (n=5).
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5.2.3 Untersuchungen zur Hemmung des shape change durch cGMP-

erhohende Substanzen

Wie bei den oben durchgefuhrten Experimenten folgte die Untersuchung der
moglichen Hemmung des shape change von VASP ** - und VASP 7 -Tz durch
cGMP-erhbhende Substanzen. Die gewaschenen Tz wurden daher mit cGMP-
erhéhenden Substanzen vorinkubiert und dann nach Zugabe von ADP und U46619
deren Hemmwirkung auf den shape change analysiert. Als Substanzen zur Erh6hung
der Konzentration von cGMP wurden der NO-Donor S-Nitroso-N-Acetyl-Penicillamin
(=SNAP) und 8-pCPT- cGMP verwendet.
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Abbildung 5-21: Wirkung von SNAP auf den  shape change nach Stimulation mit ADP
oder U46619 von VASP ** - und VASP " -Maus-Tz. Suspensionen von gewaschenen Tz
wurden in einer Klvette entweder mit SNAP (10 uM) oder mit dem Puffer als Kontrolle fur
jeweils 5 Minuten bei 37 T vorinkubiert. Danach wu rde unter Ruhren (1100 rpm) der Agonist
ADP (0,25 uM) oder U46619 (50 nM) zugegeben. Durch SNAP konnte keine signifikante
Hemmung des shape change erzielt werden (jeweils n=5).

Wie aus den shape change Kurven in Abbildung 5-21 und 5-24 ersichtlich, war der
durch ADP oder U46619 induzierte shape change durch SNAP und 8-pCPT-cGMP
nicht hemmbar.

Durch SNAP und 8-pCPT-cGMP konnte also, trotz maximal eingesetzter
Konzentrationen, der durch ADP (siehe Abb. 5-21, 5-22, 5-24 und 5-25) als auch
U46619 (siehe Abb. 5-21, 5-23 und 5-26) induzierte Formwandel bei VASP *** - und
VASP 7" -Tz nicht signifikant gehemmt werden und ein Unterschied zwischen den
VASP ** - und VASP 7 -Tz war hierbei nicht festzustellen (siche Abb. 5-22, 5-23).
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Da durch das cGMP-Analogon 8-pCPT-cGMP keine Hemmung des shape change in
VASP ** - und VASP 7" -Maus-Tz und auch in Human-Tz messbar war, liegt die
Vermutung nahe, dass das Protein VASP auf den shape change von humanen und
murinen Thrombozyten keinen negativen Einfluss besitzt. Im Gegensatz hierzu
konnte durch den NO-Donor SNAP in den Human-Tz der shape change komplett
gehemmt werden, bemerkenswerterweise aber nicht in den Mausethrombozyten von
VASP ** und VASP 7"
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Abbildung 5-22: Konzentrationsabhangige Hemmung des shape change von VASP **-
und VASP 7 -Maus-Tz durch SNAP nach Stimulation mit ADP. Suspensionen von
gewaschenen Tz wurden entweder mit SNAP in verschiedenen Konzentrationen (0,01; 1; 5
und 10 pM) oder mit dem Puffer als Kontrolle fir jeweils 5 Minuten bei 37 T vorinkubiert und
dann mit ADP (0,25 uM) stimuliert. Die Werte sind Mittelwerte £ SD (n= 5). SNAP zeigte
nach Aktivierung durch ADP weder bei VASP ** - noch bei VASP ”-Maus-Tz eine statistisch
signifikante Hemmung des shape change.
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Abbildung 5-23: Konzentrationsabhangige Hemmung des shape change von VASP **-
und VASP ™ -Maus-Tz durch SNAP nach Stimulation mit U46619.  Suspensionen von
gewaschenen Tz wurden entweder mit SNAP in verschiedenen Konzentrationen (0,01; 1; 5
und 10 pM) oder mit dem Puffer als Kontrolle fir jeweils 5 Minuten bei 37 T vorinkubiert und
dann mit U46619 (50 nM) stimuliert. Die Werte sind Mittelwerte £ SD (n= 5). SNAP zeigte
nach Aktivierung durch U46619 weder bei VASP ** - noch bei VASP " -Maus-Tz eine
statistisch signifikante Hemmung des shape change.
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Abbildung 5-24: Wirkung von 8-pCPT- cGMP auf den  shape change nach Stimulation
mit ADP oder U46619 von VASP ** - und VASP ™ -Maus-Tz. Suspensionen von
gewaschenen Tz wurden in einer Kivette entweder mit 8-pCPT- cGMP (2 mM) oder mit dem
Puffer als Kontrolle fir jeweils 20 Minuten bei 37 T vorinkubiert. Danach wurde unter
Ruhren (1100 rpm) der Agonist ADP (0,25 uM) oder U46619 (50 nM) zugegeben. Durch 8-
pCPT-cGMP konnte keine signifikante Hemmung des shape change erzielt werden (jeweils
n=5).
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Abbildung 5-25: Konzentrationsabhangige Hemmung des shape change von VASP **-
und VASP " -Maus-Tz durch 8-pCPT- cGMP nach Stimulation mit AD  P. Suspensionen
von gewaschenen Tz wurden entweder mit 8-pCPT- c¢GMP in verschiedenen
Konzentrationen (50; 100; 1000 und 2000 uM) oder mit dem Puffer als Kontrolle fir jeweils
20 Minuten bei 37 T vorinkubiert und dann mit ADP (0,25 uM) stimuliert. Die Werte sind
Mittelwerte + SD (n= 5). 8-pCPT-cGMP zeigte nach Aktivierung durch ADP bei VASP ** -
und VASP " -Maus-Tz keine statistisch signifikante Hemmung des shape change.
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Abbildung 5-26: Konzentrationsabhangige Hemmung des shape change von VASP
und VASP 7 -Maus-Tz durch 8-pCPT- c¢GMP nach Stimulation mit U46619.
Suspensionen von gewaschenen Tz wurden entweder mit 8-pCPT- cGMP in verschiedenen
Konzentrationen (50; 100; 1000 und 2000 uM) oder mit dem Puffer als Kontrolle fir jeweils
20 Minuten bei 37 T vorinkubiert und dann mit U466 19 (50 nM) stimuliert. Die Werte sind
Mittelwerte + SD (n= 5). 8-pCPT-cGMP zeigte nach Aktivierung durch U46619 bei VASP ** -
und VASP " -Maus-Tz keine statistisch signifikante Hemmung des shape change.
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5.2.4 VASP Phosphorylierung der wt - Mausthrombozyt en durch cAMP- und

cGMP-erhbhende Substanzen

Wie bei den an Humanthrombozyten durchgefiihrten Phosphorylierungs-
experimenten (siehe Punkt 5.1.4) wurden jeweils Aliquots zur Bestimmung der
VASP- Phosphorylierung entnommen. Die Phosphorylierungsmuster durch cAMP-
und cGMP- erhdhende Substanzen, nachgewiesen durch die monoklonalen
Antikérper 10C6, 16C2 und den polyklonalen Antikbrper M4, sind in der Abb. 5-27
dargestellt. Bezuglich des in der Literatur beschriebenen Nachweises der VASP-
Phosphorylierung an Serin 157 und Serin 239 durch die Antikérper vgl. die
Ausfuhrungen unter Punkt 5.1.4.

In Abbildung 5-27 sieht man zunachst, dass die VASP 7 -Tz Kontrolle bei nicht
vorhandenem VASP-Protein erwartungsgemass keine Bandenschwarzung anzeigt.

+/+

Daneben ist die VASP-Phosphorylierung einer VASP ™" -Tz-Kontrolle dargestellt. Der
10C6-AK zeigt hier in der unstimulierten Probe bereits eine Bande bei 46 kDa an.
Dies zeigt bereits eine geringe VASP-Phosphorylierung der Tz an. Diese Bande war
jedoch nicht in allen meinen Experimenten nachweisbar. Das gleiche gilt fur die
Bande durch den 16C2-AK. Auch hier war nicht immer eine Bande bei unstimulierten
Tz nachweisbar. Die durch den M4-AK nachweisbare Bande bei 46 kDa detektiert
unphosphoryliertes VASP. Diese Ergebnisse decken sich auch mit der Literatur
(Smolenski et al., 1998; Eigenthaler et al., 1992).

Die VASP-Phosphorylierung mit PGE; zeigt beim 10C6-AK eine deutliche
Bandenschwarzung und Ausbildung eines Shift auf 50 kDa (laut Literatur durch eine
Phosphorylierung an Serin 157 bedingt, Smolenski et al., 1998). Der 16C2-AK zeigt
hier eine Doppelbande (laut Literatur Nachweis einer Phosphorylierung an Serin 239
an beiden Banden). Der polykonale M4-AK bildet ebenfalls eine Doppelbande aus,
wobei hier nur die Bande bei 50 kDa das phosphorylierte VASP und die Bande bei
46 kDa das unphosphorylierte VASP anzeigt. Vergleichbare Ergebnisse stellen sich
auch durch die Phosphorylierung mit cBIMPS, SNAP und 8-pCPT-cGMP dar.
Zusammenfassend ist die durch den 10C6-AK dargestellte Phosphorylierung durch
PGE; und cBIMPS etwas ausgepragter als durch SNAP und 8-pCPT-cGMP (siehe
hierzu auch die densitometrischen Auswertungen in Abb. 5-28). Dieses
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Phosphorylierungsmuster entspricht auch dem in der Literatur genannten (Smolenski
et al., 1998). Bezlglich der durch den 16C2-AK angezeigten Phosphorylierung stellte
sich in meinen Experimenten insgesamt eine etwas verstarkte Phosphorylierung
durch SNAP und 8-pCPT-cGMP im Vergleich zu PGE; und cBIMPS dar. Im hier
gezeigten Blot des 16C2-AK sind die Bandenschwarzungen allerdings insgesamt

jedoch nahezu gleichstark ausgepagt.

VASP- Phosphorylierung bei Méduse- Tz

50 kDa — L L S——Y - - - 10C6
46 kDa — — p-Ser 157
30 kDa — —— — — — 16C2
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Abbildung 5-27: Untersuchung der VASP-Phosphorylier ung der VASP **-und VASP
-Maus-Tz durch PGE 3, cBIMPS, SNAP und 8-pCPT-cGMP durch die Antikorper 10Ce6,
16C2 und M4. Dargestellt sind die Auspragung der Phosphorylierung an Serin 157 und Serin
239 nach Inkubation (ohne Ruhren) mit PGE; (100 nM, 5 min), cBIMPS (100 pM, 20 min),
SNAP (10 pM, 5 min) und 8-pCPT-cGMP (2 mM, 20 min). Als Kontrolle dienen unstimulierte
Thrombozyten. Aufgetragen sind die Ergebnisse fir VASP ** - und VASP *" -Maus-Tz. Zu
den beschriebenen Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen und die Reaktion durch Zugabe
von SDS unterbrochen. Die VASP-Phosphorylierung wurde mit den AK 10C6, 16C2 und M4
mittels der Western Blot-Technik nachgewiesen (jeweils n= 3).
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Abbildung 5-28: Quantitative Analyse der VASP-Phosp  horylierung von VASP ~ ** -Maus-Tz
an Serin 157 und Serin 239 durch PGE 4, cBIMPS, SNAP und 8-pCPT-cGMP. Dargestellt ist
die quantitative Auswertung der densitometrisch erfassbaren Bandenschwarzungen. Gemessen
wurde die Absorption der spezifischen Bande in Bezug zur Kontrolle (Puffer; Bahn 1). Eine
Inkubation erfolgte mit PGE; (100 nM, 5 min, Bahn 2), cBIMPS (100 uM, 20 min, Bahn 3), SNAP
(20 pM, 5 min, Bahn 4) und 8-pCPT-cGMP (2 mM, 20 min, Bahn 5). Die VASP-Phosphorylierung
an Position Serin 157 wurde mit dem AK 10C6 und an Serin 239 mit dem AK 16C2 mittels der
Western Blot-Technik nachgewiesen. Die Werte entsprechen dem Mittelwert + SD (jeweils n= 3).
*p < 0,001, ** p < 0,01 fur Kontrolle vs eingesetzter Substanz.

Ser-239-Phospho-VYASP 20 der Kentrollej
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5.3 Vergleichende Untersuchungen der Aktivierung Vo n
Thrombozyten bei VASP ** - und VASP ™ - Mausen mittels

Rasterelektronenmikroskopie

Der Thrombozyten shape change war in den bisher gezeigten Untersuchungen
mittels Aggregometrie indirekt analysiert und quantifiziert worden. Da der Tz-
Formwandel jedoch primér eine morphologische Veranderung der Thrombozyten
darstellt, war es wichtig, bestimmte Ergebnisse anhand morphologischer Kriterien zu
verifizieren. Es wurden daher Untersuchungen mit der Raster-Elektronenmikroskopie

durchgefuhrt.

5.3.1 Nachweis des morphologischen Aktivierungsgrad es stimulierter
Thrombozyten nach Aktivierung durch ADP und U46619

Der Vergleich von VASP ** -Tz und VASP 7 -Tz zeigte nach Stimulation mit ADP
oder U46619 keine morphologischen Unterschiede: der typische shape change mit
unregelméaRiger Thrombozytenoberflache und Ausbildung von Pseudopodien und
Filopodien war gleichermaRen in VASP ** -Tz und VASP " -Tz sichtbar (siehe Abb.
5-29 und Abb. 5-30). Dies entspricht den in der Aggregometrie erhobenen shape
change-Kurven mit einer nahezu identischen Ausbildung des Formwandels bei den
VASP ** - und VASP " -Maus-Tz.
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Tz- Kontrolle Tz + ADP

VASP

Tz- Kontrolle Tz + ADP

Abbildung 5-29: Untersuchung der Morphologie von VA SP ** - und VASP " -Maus-Tz
mittels Raster-Elektronenmikroskopie nach Induktion des shape change durch ADP.
Suspensionen von gewaschenen VASP ** - und VASP ” -Maus-Tz wurden unter Riihren
Proben als Kontrollen fir nicht stimulierte Tz entnommen. Jeweils rechts im Bild sind Tz
nach Zugabe des Agonisten ADP (0,25 uM) dargestellt. Die aktivierten Formen der Tz mit
teilweise Ausbildung des shape change und Pseudopodien sind dargestellt. 2000-fache
Vergrosserung, Referenzmarke= 10 pm.
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VASP **

Tz- Kontrolle Tz + U46619

VASP

Tz- Kontrolle Tz + U46619

Abbildung 5-30: Untersuchung der Morphologie von VA SP ** - und VASP ™ -Maus-Tz
mittels Raster-Elektronenmikroskopie nach Induktion des shape change durch
U46619. Suspensionen von gewaschenen VASP ** - und VASP * -Maus-Tz wurden unter
Ruhren Proben als Kontrollen fur nicht stimulierte Tz entnommen. Jeweils rechts im Bild sind
Tz nach Zugabe des Agonisten U46619 (50 nM) dargestellt. Die aktivierten Formen der Tz
mit teilweise Ausbildung des shape change und Pseudopodien sind dargestellt.
Rasterelektronenmikroskopie, 2000-fache Vergrosserung. Referenzmarke= 10 pm.
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5.3.2 Morphologie der Thrombozyten nach Hemmung dur ~ ch cAMP- und cGMP-

erhohende Subtanzen

Nach Inkubation mit PGE; (100 nM, 5 min), cBIMPS (100 uM, 20 min), SNAP (10 uM,
5 min) und 8-pCPT-cGMP (2 mM, 20 min) wurden Aliquots enthommen und als
Vergleichskontrollen gesetzt. Nach dann folgender Stimulation durch ADP (0,25 pM)
oder U46619 (50 nM) wurden erneut Aliquots zum Vergleich der Morphologie und
der Aktivierungsstufen von VASP ** - und VASP ”" -Tz entnommen. Hier zeigten sich
im Vergleich zur Aggregometrie vergleichbare Ergebnisse. Durch Vorinkubation mit
PGE; lieR sich eine morphologisch sichtbare Aktivierung (shape change,
Pseudopodienbildung) der Tz nahezu verhindern. Auch war kein Unterschied
zwischen VASP ** - und VASP 7 -Tz festzustellen. Ahnlich verhielt es sich nach
Vorinkubation mit cBIMPS, was bei VASP ** - und VASP ™ -Tz den shape change
ebenfalls hemmte (siehe Abb. 5-31). Diese Ergebnisse verfizieren die durch die
Aggregometrie gewonnen Daten einer vollstandigen Hemmung des shape change
nach Inkubation mit PGE; oder cBIMPS sowohl bei Humanthrombozyten als auch
Mausethrombozyten.

Fur den NO-Donor SNAP und das cGMP-Analogon 8-pCPT-cGMP konnte bei
nahezu identischen Kurven sowohl durch VASP ** - als auch VASP "~ -Méause-Tz in
der Aggregometrie keine signifikante Hemmung des shape change beobachtet

+/+

werden. In der Raster-Elektronenmikroskopie stellen sich bei den VASP - und

VASP 7" -Méause-Tz bei beiden Inhibitoren signifikant vermehrt aktivierte Formen mit
Ausbildung von Pseudopodien nach Aktivierung durch ADP oder U46619 dar (siehe
Abb. 5-31).

Zusammenfassend liessen sich durch die Raster-Elektronenmikroskopie die durch
die Aggregometrie erhobenen Ergebnisse der Aktivierung und Hemmung des shape
change bei VASP ** - und VASP 7 -Mause-Tz bestéatigen.

Abbildung 5-31: In der folgenden Abbildung ist ein Vergleich der Morphologie mittels
Raster-Elektronenmikroskopie von VASP ~ ** - und VASP " - Maus-Tz nach Inkubation
mit cAMP- und cGMP-erh6henden Substanzen und Indukt ion des shape change
dargestellt. Suspensionen von gewaschenen VASP ** - und VASP " -Maus-Tz wurden
jeweils nach Inkubation mit PGE; (100 nM, 5 min), cBIMPS (100 pM, 20 min), SNAP (10 pM,
5 min) oder 8-pCPT-cGMP (2 mM, 20 min) Aliquots entnommen und als Vergleichskontrollen
gesetzt. Nach jeweils Stimulation durch ADP (0,25 uM) oder U46619 (50 nM) wurden erneut
Aliquots zum Vergleich der Tz-Morphologie und der Aktivierungsstufen entnommen. 2000-
fache Vergroésserung. Referenzmarke= 10 pm.
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6 Diskussion

Der Aufrechterhaltung eines intakten Blutgefal3systems kommt eine entscheidende
Bedeutung fir den menschlichen Organismus zu. Bei einer Stdérung des
Gleichgewichtes kann es zur Entstehung von Thrombosen, Arteriosklerose und
koronaren Herzerkrankungen kommen. Die Hemmung der Thrombozytenaktivitat
wird Uberwiegend Uber die Konzentration der zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP
sowie deren weitergeleitetes Signal auf Zielproteine vermittelt. Uber die
Phosphorylierung ihrer Substratproteine beeinflussen beide Kinasen die Regulation
der Thrombozytenfunktion an unterschiedlichen Zielstrukturen (Schwarz et al., 2001,
Minzel et al., 2003).

Halbriigge und Walter identifizierten 1989 das Protein VASP mit einer apparenten
Molekularmasse von 46/50 kDa, das sowohl durch die cAK als auch die cGK
phosphoryliert wird (Halbriigge and Walter, 1989). VASP wurde charakterisiert als
wichtiges Substrat fir die Proteinkinase A und die Proteinkinase G in humanen
Thrombozyten (Waldmann et al., 1987). In vitro besitzt VASP nur eine geringe Aktin-
Nukleations- und -Polymerisations-Aktivitat, die durch die Zugabe des Aktin-
bindenden Proteins Profilin erhéht wird (Walders-Harbeck et al., 2002). Da fur den
Formwandel von Thrombozyten eine Um- und Neuorganisation von Aktinfilamenten
einschliesslich Filopodien und Pseudopodien notwendig ist, lag die Vermutung nahe,
dass das Protein VASP in diesem Vorgang eine relevante Funktion besitzen kdnnte
(Bearer et al., 2000). VASP in unterschiedlichen Zelltypen steht vor allem im
Zusammenhang mit fokaler Adhasion, Zellkontakten und hochdynamischen
Regionen der Plasmamembran wie der Reorganisation des Aktin-Zytoskelettes,
Adhasion, Anderung der Zellform sowie Motilitat und Zellteilung (Reinhard et al.,
1992).

6.1 Nachweis einer vergleichbaren Aktivierbarkeit v~ on Human-

und Maus-Thrombozyten

Wie bereits unter Punkt 2.3 dieser Arbeit ausgefihrt, ist der initiale Formwandel der

Thrombozyten vom diskoiden zum spharischen Thrombozyten mit einer
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Pseudopodienbildung verbunden, welche auf einer Aktinpolymerisation mit
Neuorganisation = des  Zytoskelettes  beruht und  direkt nach der
Thrombozytenaktivierung durch Umgestaltung der strukturellen Zone mit
Vermehrung der Mikrotubuli in den Pseodopodien ablauft. Es gibt mehrere
Signalwege uber die in Thrombozyten ein shape change ausgeltst werden kann. Mit
den in dieser Arbeit verwendeten Substanzen ADP und U46619 wurden alternative
Signalwege stimuliert die sowohl in Human- als auch in Maus-Thrombozyten
vergleichbar vorzuliegen scheinen (Klages et al., 1999; Offermanns, 2000;
Offermanns, 2006).

Durch einen extrazellularen Thrombozytenstimulus wird die Aktivierung Uber
Membranrezeptoren, die an heterotrimere G-Proteine (Gi, G4 und Gi2/13) gekoppelt
sind, ausgel6st (Offermanns, 2000). Bestimmte Rezeptoren, wie z.B. der ADP-
Rezeptor P,Y1,, inhibieren lber Gi-Aktivierung die Aktivitat der Adenylatzyklase und
verringern so die intrazellulare cAMP-Konzentration (Yang et al., 2002). P,Y1, —
Rezeptoren sind sowohl in Human- als auch in Maus-Thrombozyten vorhanden
(Offermanns et al., 2000). Nach ADP-Stimulation tragt dieser Signalweg unter
anderem zur Aggregation nicht jedoch zum shape change in Thrombozyten bei
(Offermanns, 2006; Wilhelm et al., 1993; Hasertick et al., 2004; Gachet, 2006). Der
ADP-Rezeptor P,Y1, der sowohl fur die Induktion eines shape change als auch einer
Aggregation notwendig ist und Thromboxanrezeptoren sind G4 gekoppelt (Kunapuli
et al., 2003; Offermanns, 2006; Gachet, 2006). Die Phospholipase Cg wird durch Gy
stimuliert und induziert die Bildung von Inosit-1,4,5-trisphosphat und in Folge davon
einen Anstieg der zytosolischen Ca**-Konzentration und auch die Phosphorylierung
der Myosin-Leichtkette (Offermanns et al., 1997). Dadurch wird ein shape change
der Thrombozyten ausgeldst (Offermanns, 2006; Bauer et al., 2001; Essler et al.,
1999). Der Ca®*-Anstieg aktiviert die Phospholipase A, die die Freisetzung von
Arachidonsaure aus den Membranphospholipiden katalysiert.

Eine weitere Subklasse der G-Proteine, G113, interagiert unter anderem mit kleinen
GTP-bindenden Proteinen der Rho-Familie (Gratacap et al.,, 2001; Retzer et al.,
2000; Klages et al., 1999). Der Giy13-Signalweg wird unter anderem durch eine
Aktivierung des Thromboxan-Rezeptors durch das Thromboxan A,- Analogon
U46619 ausgeldst und kann dadurch tber eine komplexe Aktivierung von Rho und
Rho-Kinase die Aktivierung der Myosin-Leichtketten-Kinase bewirken. Dies



Seite 86

ermdglicht dann, nach Phosphorylierung der Myosin-Leichtkette, deren Interaktion
mit Aktinfilamenten. Dieser Signalweg ist unabhangig von Ca**, existiert sowohl in
Human- als auch Maus-Thrombozyten (Klages et al., 1999) und  bewirkt
Verdanderungen des Aktinzytoskelettes, der Grundlage des shape change
(Offermanns, 2000; Offermanns, 2006; Bauer et al., 1999).

In den in dieser Arbeit durchgefihrten Messungen zeigten die Human- und
Mausthrombozyten eine vergleichbare Aktivierbarkeit nach Hinzugabe eines
Agonisten zur Auslésung eines shape change. Bei Humanthrombozyten konnte
mittels Aggregometrie ein ECso-Wert fir ADP von ca. 130 nM und fir U46619 von ca.
5 nM bestimmt werden. Bei den Mausethrombozyten lag der ECso —Wert fir ADP bei
100 nM und fir U46619 im Bereich von 10 nM. Es konnte gezeigt werden, dass
bezuglich der Induktion eines shape change durch Agonisten wie ADP und U46619
kein relevanter Unterschied in Art und Umfang des eingetretenen shape change
nachweisbar war. Nach Zugabe von ADP oder des Thromboxan A,-Analogon
U46619 bildete sich umgehend ein shape change aus.

6.2 Nachweis einer vergleichbaren Aktivierbarkeit v on VASP ** -
und VASP ™ - Maus-Thrombozyten

VASP wurde initial aus humanen Thrombozyten isoliert, wird aber auch in einer
Vielzahl anderer Zellen und Geweben exprimiert. Wie bereits erwahnt, steht VASP
vor allem im Zusammenhang mit fokaler Adhasion, elastischen Fasern, Zellkontakten
und hochdynamischen Regionen der Plasmamembran (Reinhard et al., 1992). Durch
die Reorganisation des Aktin-Zytoskelettes werden zellulare Vorgange wie die
Thrombozyten-Aktivierung, Zell-Zell-Adhasion, Anderung der Zellform sowie Motilitat
und Zellteilung reguliert. Eine Reihe von Signaltransduktionsmechanismen und
Teilkomponenten des Zytoskelettes sind hierfir notwendig (Machesky, 2002; Pollard
and Borisy, 2003; Vasioukhin and Fuchs, 2001).

In Thrombozyten ist VASP an der Schnittstelle zweier hauptsachlich inhibitorisch
wirkender Signalwege lokalisiert. Die VASP-Phosphorylierung als Antwort auf cGMP-
und cAMP-erh6hende Substanzen und selektive membrangangige Aktivatoren der
cGK und der cAK scheint eng mit einer Thrombozyteninhibierung und im Besonderen
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mit der Hemmung der Fibrinogenbindung an das humane Thrombozytenintegrin
a;pPs zu korrelieren (Halbriigge et al., 1990; Horstrup et al., 1994).

Der Aktivierung von Thrombozyten folgt der shape change, der durch eine
Reorganisation des Aktin-Zytoskelettes verursacht wird. Das Zytoskelett-Protein
Gelsolin fordert diesen shape change durch Bindung und Auflosung von Aktin-
Filamenten. VASP bindet in vitro zusammen mit Gelsolin an die Enden von Aktin-
Filamenten und hemmt dabei dessen Aktinauflésende Funktion (Bearer et al., 2000).
Sowohl VASP als auch Profilin sind an der Spitze der Lamellipodien konzentriert
lokalisiert wie von Rottner et al. an fluoreszenzgefarbten Maus Melanom-Zellen
durch Video-Mikroskopie gezeigt werden konnte (Kwiatkowski et al., 2003; Rottner et
al., 1999). Dort bewirkt VASP eine Rekrutierung von Profilin-Aktin-Komplexen. Eine
Hypothese lautet, dass VASP-Proteine die Aktivitit von capping-Proteinen
einschranken konnen (Bear et al., 2002). VASP bindet hierbei an die Enden von
freien Aktin-Filamenten und ermdglicht so eine fortlaufende Anbindung von
Monomeren wahrend es die Fahigkeit der capping-Proteine zur Unterbrechung
dieser Filamentverlangerung blockiert. Dadurch wird die Aktinfilamentbildung
letztendlich geférdert. Daraus ergibt sich die Erkenntnis, dass VASP in vitro eine

zentrale Rolle innerhalb der Regulation der Thrombozytenaktivitat einnimmt.

VASP-defiziente Mause zeigen eine leichte Megakaryozyten-Hyperplasie im
Knochenmark und in der Milz (Hauser et al., 1999). Daruberhinaus wurde an
isolierten VASP-defizienten Plattchen eine erhdhte Aktivierung durch Kollagen und
Thrombin sowie eine verminderte Inhibierung der Thrombozyten-Aggregation durch

 _Mausen

zyklische Nukleotide festgestellt. Isolierte Thrombozyten aus VASP
zeigten eine erhohte Fibrinogen-Bindung an das Integrin GPllb-llla (Aszodi et al.,
1999). Die Fibrinogenbindung spielt jedoch im Rahmen des shape change keine
Rolle, sie besitzt erst beim Spreading und der Aggregation eine wesentliche
Funktion. Zudem adharieren VASP ™ -Maus-Thrombozyten in vivo verstarkt an
Endothel und subendotheliale extrazellulare Matrix (Massberg et al., 2003; Massberg
et al., 2004).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zum Formwandel an
Thrombozyten von VASP-Wildtyp- und VASP-Knockout-Mausen durchgefihrt. In der

Literatur wird eine im Umfang und zeitlicher Auspragung unterschiedliche
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Aktivierbarkeit der Thrombozyten bei VASP-Wildtyp und -Knockout beschrieben
(Aszodi et al., 1999; Hauser et al., 1999). Beschrieben wurde fir VASP 7 -
Thrombozyten die Ausbildung eines zeitlich (bis ca. 20 Sekunden) verzégerten
shape change und Aggregation nach Stimulierung durch Kollagen und damit
eigentlich eine verminderte Aktivierbarkeit (Aszodi et al., 1999). Andererseits wurde,
wie bereits erwahnt, mittels Aggregometrie an isolierten VASP-defizienten Plattchen
eine erhohte Aktivierung durch Kollagen und Thrombin sowie eine verminderte
Inhibierung der Thrombozyten-Aggregation durch zyklische Nukleotide festgestellt
(Aszodi et al., 1999).

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass beziglich der Induktion eines shape change durch Agonisten wie ADP
oder U46619 kein relevanter Unterschied von VASP ** - und VASP 7 -
Mausthrombozyten in Kinetik, Umfang und Morphologie des shape change
nachweisbar war. Das heisst, dass sich sowohl fiir den durch ADP (vermittelt vor
allem tber Gy und PLCg und Kkalziumabhangig mit Aktivierung der
Myosinleichtketten-Kinase) als auch durch U46619 (vermittelt kalziumunabh&ngig
Uber Gizaz und Rho/ Rho-Kinase) induzierten shape change kein signifikanter
Unterschied nachweisen liess. Die erstellten shape change Kurven der VASP ** -
und VASP 7 - Mausthrombozyten waren nahezu identisch. Auch die Reaktivitat auf
ADP oder U46619 anhand der Dosis-Wirkungskurven zeigte keinen Unterschied von
VASP ** -und VASP 7" - Mausthrombozyten.

Zur morphologischen Beurteilung des shape change wurden
rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Diese zeigten, nach
Stimulation mit ADP oder U46619 fir VASP *'* und VASP 7 eine &hnliche Aktivierung
der Thrombozyten mit Pseudo- und Filopodienbildung und Ausbildung eines shape
change. Die Ergebnisse zeigen, dass das Protein VASP im Rahmen des shape

change keine relevante Rolle zu spielen scheint.
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6.3 CcAMP-erhohende Substanzen fuhren zu einer
Phosphorylierung von VASP und zu einer kompletten
Hemmung des shape change von humanen Thrombozyten

und murinen wt und VASP " -Maus-Thrombozyten

Wie im Ergebnisteil dieser Arbeit dargelegt, konnte mit den cAMP-erh6henden
Substanzen Prostaglandin E; und Sp-5,6- DCI- cBIMPS der durch ADP und U46619
induzierte shape change sowohl in Human- als auch VASP **- und VASP ' -
Thrombozyten komplett gehemmt werden (siehe 5.1.2 und 5.2.2). Die
Hemmsubstanzen waren ahnlich aktiv in humanen und murinen Thrombozyten und
die eingesetzten Konzentrationen unterschieden sich hierbei nicht in relevanter
Weise.

Vergleiche von murinen VASP ** - und VASP " -Thrombozyten fanden erneut direkt
statt. Nach Vorinkubation mit PGE; oder cBIMPS und dann folgender Zugabe der
Agonisten ADP oder U46619 konnte gezeigt werden, dass PGE; und cBIMPS den
sowohl durch ADP als auch U46619 induzierten Formwandel von VASP ** - und
VASP 7 -Thrombozyten vollstandig hemmen (beziiglich Signalkaskaden siehe auch
Abb. 2-5).

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Mausethrombozyten bestétigten
die mit der Aggregometrie erhaltenen Ergebnisse. Durch Vorinkubation mit PGE;
lie@ sich eine morphologisch sichtbare  Aktivierung (shape change,
Pseudopodienbildung) nahezu verhindern. Hierbei lieR sich kein signifikanter
Unterschied zwischen VASP ** - oder VASP ™ -Thrombozyten fiihren. Entsprechend
ahnlich stellen sich die Ergebnisse nach Vorinkubation mit cBIMPS dar. Diese
Ergebnisse verfizieren also die durch die Aggregometrie erhobenen Daten. Aufgrund
dieser Ergebnisse erscheint die VASP-Phosphorylierung nicht verantwortlich fur die
durch cAMP vermittelte Hemmung des shape change zu sein.

In Human- und Maus-Thrombozyten wurde nach Inkubation mit PGE; oder cBIMPS
die cAMP abhangige VASP-Phosphorylierung an Position Serin 157 untersucht. Es
zeigte sich sowohl eine zeit- als auch konzentrationsabhangige Phosphorylierung
von VASP an der durch cAMP bevorzugten Position Serin 157. Die Phosphorylierung
der durch cGMP bevorzugten Position Serin 239 nach PGE; -oder cBIMPS-
Inkubation war im Vergleich zu der Phosphorylierung nach SNAP- oder 8-pCPT-
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cGMP- Inkubation etwas geringer (Abb. 5-11). Diese Auspragung der
Phosphorylierungsmuster werden so auch in der Literatur beschrieben (Smolenski et
al., 1998; Butt et al., 1994; Halbrtigge et al., 1990).

Der Umstand, dass sich bei den VASP-Knockout-Thrombozyten nahezu identische
Ergebnisse wie beim VASP-Wildtyp zeigen, lasst die Schlussfolgerung zu, dass das
Protein VASP im Rahmen des shape change keine relevante Rolle zu spielen
scheint. Eliautou et al. beschrieben kirzlich in einer Arbeit ahnliche Resultate
beziglich der Bildung von Filopodien in VASP 7 -Thrombozyten (Eliautou et al.,
2009). Die nachgewiesene Hemmung des shape change erfolgte aufgrund meiner
Untersuchungen unabhéangig von VASP, also durch andere Wirkungen der cAMP-
erhbhenden Substanzen PGE; und cBIMPS. Aszodi et al. beschrieben eine
verringerte Inhibierung der Aggregation von VASP 7 -Maus-Thrombozyten nach
Inkubation mit cAMP-erh6henden Substanzen (Aszodi et al., 1999). In den in meiner
Arbeit erhobenen Daten wurde im Gegensatz hierzu bemerkenswerterweise der

shape change beim VASP " der Maus-Thrombozyten komplett gehemmt.

6.4 Wirkung von cGMP-erhOhenden Substanzen auf die
Phosphorylierung von VASP und den shape change von
humanen Thrombozyten und murinen wt und VASP " _Maus-

Thrombozyten

Die Plattchen wurden mit cGMP-erh6henden Substanzen, entweder dem NO-Donor
S-Nitroso-N-Acetyl-Penicillamin (=SNAP) oder dem cGMP-Analogon 8-pCPT- cGMP,
vorinkubiert und dann, nach Zugabe von ADP oder U46619, deren Hemmwirkung auf

den shape change mittels Aggregometrie dokumentiert (siehe unter 5.1.3 und 5.2.3).

SNAP bewirkte eine maximale Phosphorylierung von VASP nach einer
Inkubationszeit von ca. 5 Minuten, 8-pCPT-cGMP nach einer Inkubationszeit von ca.
20 Minuten. Eine Erklarung fur diesen Zeitunterschied ist, dass 8-pCPT-cGMP ein
synthetisch hergestelltes Analogon des intrazellularen Signalmolekils cGMP ist, das,
im Gegensatz zum naturlichen cGMP lipophil ist, und eine gewisse Zeit braucht, um
durch die Zellmembran zu diffundieren und die intrazellularen cGMP-abhéngigen

Kinasen zu aktivieren. 8-pCPT-cGMP kann daher fur die Stimulation von cGMP-
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abhangigen Kinasen in intakten Zellen verwendet werden. Die Phosphorylierung
durch die cGMP-erh6henden Substanzen wurde durch den monoklonalen VASP-
Antikérper 16C2, der eine Phosphorylierung an Serin 239 anzeigt, nachgewiesen.

In Human- und Maus-Thrombozyten wurde nach Inkubation mit SNAP oder 8-pCPT-
cGMP die cGMP abhangige VASP-Phosphorylierung an Position Serin 239
untersucht. Es zeigte sich sowohl eine zeit- als auch konzentrationsabhangige
Phosphorylierung von VASP an der durch cGMP bevorzugten Position Serin 239,
aber auch, in etwas geringerem Ausmass, an Position Serin 157 des VASP-Proteins
(Abb. 5-11 und 5-28). Diese Phosphorylierungsmuster entsprechen den in der
Literatur genannten Verteilungsmustern an Serin 157 und 239 von VASP (Smolenski
et al., 1998; Butt, Eigenthaler et al., 1994).

Es konnte gezeigt werden, dass SNAP in der Lage ist, den shape change in Human-
Thrombozyten vollstandig zu hemmen. In unseren Experimenten lag der Wert der
IC5o fir SNAP sowohl fur ADP als auch U46619 im Bereich von 100 nM. Im
Gegensatz hierzu konnte Uberraschenderweise durch eine Inkubation mit dem
Antagonisten 8-pCPT-cGMP keine signifikante Hemmung des durch ADP oder
U46619 induzierten shape change in Human-Thrombozyten gezeigt werden. In den
Experimenten mit den  Mause-Thrombozyten  zeigte sich, ebenfalls
unerwarteterweise, dass weder durch SNAP noch durch 8-pCPT-cGMP der durch
ADP oder U46619 induzierte Formwandel bei VASP ** und VASP 7 signifikant

+/+

gehemmt werden konnte. Ein Unterschied liess sich hierbei zwischen VASP ™" - oder
VASP " -Thrombozyten nicht nachweisen. Diese Ergebnisse wurden durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen bestatigt.

Da durch cGMP-erhéhende Substanzen in Humanthrombozyten trotz deutlicher
Phosphorylierung von VASP an Serin 157 und Serin 239 durch das cGMP-Analogon
8-pCPT-cGMP keine Hemmung des shape change messbar war, wird die Vermutung
verstarkt, dass das Protein VASP auf den shape change auch von humanen
Thrombozyten keinen negativen Einfluss besitzt. Im Gegensatz hierzu konnte durch
den NO-Donor SNAP in den Humanthrombozyten der shape change komplett
gehemmt werden, bemerkenswerterweise nicht jedoch in den Mausethrombozyten
von VASP ** und VASP 7" . Zur Erklarung der fehlenden Hemmwirkung von SNAP

auf die Maus-Thrombozyten ergibt sich ein interessanter Ansatzpunkt durch eine
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Studie von Jensen et al., in der durch NO der durch Thrombin induzierte shape
change von Human-Thrombozyten gehemmt wurde (Jensen et al., 2004). Da die
Hemmung nur durch cAMP-Analoga und nicht durch cGMP-Analoga wiederholt
werden konnte und die Inhibierung des shape change durch Inkubation mit cAK-
Inhibitoren nicht mehr mdoglich war (sehr wohl aber nach Inkubation mit cGK-
Inhibitoren) zogen die Autoren die Schlussfolgerung, dass die cAK fur die NO-
vermittelte Hemmung des shape change notwendig ist, wahrend die cGK keinen
relevanten Einfluss auf den shape change hat (Jensen et al., 2004). Dies erscheint
fur die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten einer fehlenden Hemmung des
shape change bei Humanthrombozyten durch 8-pCPT-cGMP eine mdgliche
Erklarung zu sein. Die NO-vermittelte Hemmung des shape change in meinen
Experimenten konnte dann durch eine NO/cGMP-induzierte Hemmung der
Phosphodiesterase (PDE) Il (Gambaryan et al., 2004; Marshall et al., 2004) und der
dadurch bewirkten Erhéhung der cAMP-Konzentration und nachfolgenden cAK-
Aktivierung erfolgen (Jensen et al., 2004).

In einer weiteren Studie konnte durch Cilostazol, ein selektiver PDE Ill-Hemmer, in
vitro eine VASP-Phosphorylierung an Serin 157 und Serin 239 durch erhéhte cAMP-
Spiegel nachgewiesen werden (Sudo et al., 2003). Bei den Mausethrombozyten
konnte diese indirekte Wirkung von NO auf die PDE Ill, cAMP-Spiegel und cAK
reduziert oder nicht ausgepragt sein, was die fehlende Wirkung erklaren konnte.
Artspezifische Unterschiede der cGMP-abhangigen cAMP-Erhéhung wurden bereits
von Haslam beschrieben (Haslam et al., 1989). Bezuglich vergleichender Ergebnisse
zwischen Mensch und Maus mussen in der Analyse grundsétztlich auch differierende
Praparationstechniken der gewaschenen Plattchen als Ursache fur solche
Abweichungen erwogen werden (Smolenski et al., 1998; Aszodi et al., 1999).

In diesem Zusammenhang sind auch, wie unter Punkt 6.1 bereits angedeutet, die
Ergebnisse einer Arbeit von Gratacap interessant, in der die inhibitorische Potenz
von cAMP auf U46619, auf die heterotrimeren G-Proteine G4 und G113 wie auch auf
Rac und Rho diskutiert werden. Dagegen zeigte cGMP lediglich eine hemmende
Eigenschaft auf G4 und Rac (Gratacap et al., 2001). Dies belegt, dass Rho und Rac
unterschiedlich durch G-Proteine reguliert werden. Der G;,/13-Signalweg bewirkt tber
eine Rho A-Aktivierung einen shape change wahrend Rac tber den G4 —Signalweg

aktiviert wird und fr den shape change keine Rolle spielt.
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Ebenfalls gibt es Daten, die einen direkten moéglichen NO/cGMP-vermittelten
Signalweg via cAK unterstitzen und auch postulieren, dass eine VASP-
Phosphorylierung an Serin 239 durch NO nicht durch cGK sondern cAK vermittelt
wird (Li et al., 2003; Feil et al., 2005; Hofmann et al., 2006). Die cGMP-vermittelte
VASP-Phosphorylierung konnte in diesen Untersuchungen mittels spezifischer
Inhibitoren der cAK aber nicht der cGK inhibiert werden. Ausserdem wurde
dargestellt, dass die durch cGMP und NO induzierte Hemmung einer Plattchen-
Aggregation nur durch cAK- und nicht durch cGK-Inhibitoren umgekehrt werden
konnte. Diesem Konzept wird allerdings, zumindest teilweise, in den Arbeiten von
Gambaryan und Marshall widersprochen von denen die Ergebnisse von Li et al. nicht
reproduzierbar waren (Gambaryan et al., 2004; Marshall et al., 2004).

Eine ebenfalls von der Arbeitsgruppe um Li et al. diskutierte frihe
Plattchenaktivierung durch cGMP aufgrund des ERK-pathway (cGMP/cGMP-
abhangige Proteinkinase G-vermittelte extrazellulare signalabhangige Kinase) wird
aufgrund experimenteller Unklarheiten insgesamt als eher nicht wahrscheinlich
betrachtet (Gambaryan et al., 2004; Freedman et al., 2003).

Eine Differenzierung individueller Funktionen der cAK und cGK wird dadurch
erschwert, dass beide Kinasen zusammen in vielen Zelltypen exprimiert werden und
gegebenenfalls ahnliche, gleiche oder entgegengesetzte (Teil-) Funktionen besitzen.
Bisher konnte nicht schlissig geklart werden, wie die Substrate der cAK und der cGK
die Plattcheninhibition regulieren. In meiner Arbeit konnte klar gezeigt werden, dass
die Phosphorylierung von VASP nicht die Hemmwirkung von cAMP-erhhenden

Substanzen oder SNAP auf den Formwandel erklart.

Durch in vitro-Experimente konnte herausgearbeitet werden, dass durch die VASP-
Phosphorylierung die Bindung an F-Aktin reduziert und die Polymerisation von Aktin
und die Bundelung der Filamente unterdriickt werden (Harbeck et al., 2000). Ein
Einfluss auf die Interaktionen zwischen VASP und Profilin war hierbei nicht
nachweisbar. Daher ware es also méglich, dass durch die VASP-Phosphorylierung
die verstarkende Funktion von VASP auf die Aktinpolymerisation herunterreguliert
werden kann. Die EVH 2-Doméne des VASP-Proteins unterstitzt die Fahigkeit, die
Aktinpolymerisation durch eine Bundelungsfunktion (Profilin-Aktin) und ein anti-

capping zu regulieren (Bachmann et al., 1999; Kwiatkowski et al., 2003; Krause et
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al., 2003; Bear et al., 2002). Durch eine Phosphorylierung von VASP resultiert dann
eine verminderte Aktivitat dieser Blindelungsaktivitdten und des anti-capping (Bearer
et al., 2000).

Neuere Arbeiten zeigten, dass VASP auch durch klassische Formen der Protein
Kinase C (PKC) an Serin 157 phosphoryliert wird (Wentworth et al., 2006; Pula et al.,
2006; Aburima et al.,, 2010). Die Ena/VASP-Proteine scheinen auch bei den
Signaltransduktionswegen der kleinen GTPasen der Rho-Familie beteiligt zu sein
(Garcia Arguinzonis et al., 2002; Grosse et al., 2003; Krugmann et al., 2001; Chitaley
et al.,, 2004). Rho-GTPasen, z.B. Rho, Rac und Cdc42 regulieren die Bildung von
Stressfasern, Lamellipodien und Filopodien (Etienne-Manneville and Hall, 2002).
Dies ware ein mdglicher Ansatz fir eine Mitbeteiligung von VASP beim shape
change in Thrombozyten. Die Ergebnisse meiner Untersuchungen zeigen jedoch,
dass die Verdnderungen des Aktinzytoskelettes, die zum shape change der

Thrombozyten fihren, durch VASP nicht beeinflusst werden.

Die in vivo Bedeutung von VASP in Bezug auf die Thrombozytenfunktion war bisher
wenig verstanden. Mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie wurde die Rolle von
VASP fur die Regulation der Thrombozyten-GefalRwandinteraktionen in vivo
untersucht (Massberg et al., 2003; Massberg et al., 2004). In VASP-defizienten
Méausen werden Thrombozyten-GefaRwandinteraktionen nach Ischamie und
Reperfusion als Antwort auf eine endotheliale Denudation und in atherosklerotisch
veranderten GefalRen drastisch gesteigert. Ebenfalls konnte die Arbeitsgruppe von
Massberg et al. darlegen, dass NO die Thrombusbildung muriner VASP-defizienter
Plattchen in Flusskammerversuchen nicht mehr hemmte (Begonja et al., 2006). Die
Agonisten-induzierte Plattchenadhésion und konsekutive Thrombusformation wurde
also durch den NO/cGMP-Signalweg in VASP-defizienten Plattchen nicht inhibiert.
Diese Ergebnisse zeigen, dass VASP an der NO-vermittelten Hemmung der
Thrombozyten-Endothelzellinteraktionen unter physiologischen Bedingungen in der
intestinalen Mikrozirkulation beteiligt ist. Jensen et al. stellten in ihrer zuletzt
vertffentlichten Arbeit die Hypothese auf, dass die durch NO-vermittelte Hemmung
des shape change vor allem von der cAK und VASP abhangt (Jensen et al., 2010).
Die in meiner Arbeit erhobenen Daten lassen diesen Schluss bezuglich VASP nicht

ZU.
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Eliautou et al. untersuchten zuletzt den Einfluss des Fehlens von VASP auf
Plattchen, die einer adhéasiven Matrix (VWWVF, Fibrinogen) oder l6slichen Agonisten
(ADP, U46619, PAR-4) exponiert waren (Eliautou et al., 2009). Es zeigte sich kein
Unterschied zwischen VASP ** - und VASP 7 -Maus-Thrombozyten, indem jeweils
ca. 90% der adharierten Plattchen ein ahnliches Verhalten mit Ausbildung von
Filopodien aufwiesen. Diese Arbeit unterstitzt die von mir erhobenen Ergebnisse.
Die Autoren postulierten daher, dass ein Fehlen des VASP-Proteins wenig Einfluss
auf die Bildung von Filopodien darstelle. Teilweise im Widerspruch hierzu ist die
Arbeit von Pula et al. zu werten, die, nach Kollagenstimulaton, eine Funktion von
VASP in der Signalkaskade unterhalb der Proteinkinase Cs und einen negativ
modulatorischen Effekt auf die Ausbildung von Filopodien beschreibt (Pula et al.,
2006).

VASP ist jedoch nur eines der Substrate der cAK und cGK, die an der Organisation
des Zytoskelettes beteiligt sind. Die Phosphorylierung von z.B. Caldesmon, GPIbg,
MLCK und Raplb tragen wahrscheinlich ebenso zur Hemmung der Umstrukturierung
des Zytoskelettes bei.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass das Ausmal} des Effektes der VASP-
Deletion auf die Integrin-Aktivierung und die Sekretion bislang tberschatzt wurde.
Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die VASP-Deletion zu
keiner Stérung des Thrombozyten-Formwandels fiihrt. Neuere Arbeiten zeigen, dass
VASP auch auf den initialen Prozess der Filopodienbildung in Thrombozyten keinen
relevanten Einfluss auszutiben scheint (Eliautou et al., 2009).

Es soll auch erwahnt werden, dass die Mdglichkeit, dass die Funktionen von VASP in
Maus-Knockout-Modellen durch andere Mitglieder der Ena/VASP-Familie (Mena, EVI)

ersetzt werden, durchaus moglich erscheint und diskussionswiirdig bleibt.
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7  Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung einer potentiellen Funktion des
Proteins VASP fiur den shape change von Thrombozyten. VASP spielt im Rahmen
vieler physiologischer und auch pathophysiologischer Regulationsvorgéange eine
Rolle. So ist in VASP-defizienten Mausthrombozyten eine Rolle von VASP bei der
Adhasion und Aggregation von Thrombozyten nachgewiesen worden. Ebenfalls ist
sein Einfluss auf das Aktinrearrangement belegt. Das VASP-Protein interagiert nicht
nur mit verschiedenen Aktin-bindenden Proteinen, sondern ist auch ein Substrat der
cAMP- und cGMP-abhangigen Proteinkinasen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch Etablierung geeigneter
Praparationstechniken der Thrombozyten experimentelle Untersuchungen zur
Aktivierung und Hemmung des shape change von humanen und murinen
Thrombozyten moglich sind. Die Aktivierbarkeit nach Stimulation durch ADP und das
Thromboxan A;-Analogon U46619 stellte sich bei Thrombozyten von Mensch und
Maus, im Rahmen und im Wissen der differierenden Praparationstechniken, als
vergleichbar dar.

Mittels vergleichender Untersuchungen an Thrombozyten von VASP-Wildtyp- und
VASP-Knockout-Méausen konnte gezeigt werden, dass VASP bei der initialen
Aktivierung der Thrombozyten keine relevante Rolle zu spielen scheint. Es zeigte
sich, entgegen publizierter Daten einer anderen Arbeitsgruppe, kein Unterschied
zwischen den VASP ** - und VASP 7 -Thrombozyten in der Kinetik und der
quantitativen Auspréagung des shape change nach Stimulation durch ADP und
U46619.

In  Humanthrombozyten wurde der shape change durch cAMP-erh6hende
Substanzen komplett gehemmt. Weiterhin liel3 sich der shape change der murinen
Thrombozyten von VASP ** und VASP ™ gleichermaRen durch cAMP-erhéhende
Substanzen hemmen. Da also in meinen Experimenten der shape change auch bei
den VASP  -Thrombozyten nach Inkubation mit cAMP-erhthenden Substanzen
komplett gehemmt werden konnte, kann als Schlussfolgerung die VASP-
Phosphorylierung nicht die hemmende Wirkung von cAMP auf den shape change

vermitteln.
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Durch cGMP-erhéhende Substanzen lieR sich weder bei VASP ** - noch VASP 7 -
Thrombozyten eine Hemmung des shape change erzielen. Auch die Tatsache, dass
bei Humanthrombozyten trotz deutlicher Phosphorylierung von VASP an Serin 157
und Serin 239 durch das cGMP-Analogon 8-pCPT-cGMP keine Hemmung des
shape change messbar war, verstarkt die Vermutung, dass das Protein VASP auf
den shape change auch von humanen Thrombozyten keinen negativen Einfluss
besitzt. Das cGMP-Analogon 8-pCPT-cGMP konnte also sowohl bei den
Humanthrombozyten als auch bei den Thrombozyten der VASP ** - und VASP 7 -
Mause keine signifikante Hemmung des shape change bewirken. Im Gegensatz
hierzu konnte durch den NO-Donor SNAP in den Humanthrombozyten der shape
change komplett gehemmt werden, nicht jedoch in den Mausethrombozyten von
VASP ** und VASP 7"

Die Bedeutungen der cAMP- und cGMP-abhangigen Proteinkinasen fur die
Hemmung der Plattchenaktivierung und -aggregation sind beschrieben. Die
Erh6hung der intrazellularen Kalziumkonzentration, die Expression von funktionell
aktiven Adhasionsrezeptoren wie dem Integrin a;pBs und das Aktinrearrangement
konnen durch die cAMP- bzw. cGMP vermittelte Aktivierung der entsprechenden
Kinasen fast vollstdndig gehemmt werden. Trotz intensiver Forschungstatigkeiten
gibt es bisher jedoch kein schlissiges Gesamtbild davon, wie die Substrate der cAK
und cGK die Plattchenhemmung bewirken. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ist
die Phosphorylierung von VASP bei der Hemmung des shape change sicher nicht

beteiligt.

Die in der Literatur postulierte Rolle von VASP im Rahmen der
Thrombozytenaktivierung und H&mostase scheint speziell nur die Form der
Aktinreorganisation zu beinflussen, die entweder von der Ausbildung von fokalen
Adhasionen abhangt oder zu diesen fuhrt. Die Veranderungen des
Aktinzytoskelettes, die zum shape change der Thrombozyten fiihren, werden

jedenfalls, wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, durch VASP nicht beeinflusst.
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