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Einleitung

1 Einleitung

Die Thrombozytenaktivierung mit konsekutiver Thrombusbildung auf der Grundlage
einer atherosklerotischen Plaqueruptur ist ein hochkomplexer Prozess und in seinen
molekularen und zellularen Einzelheiten bisher noch unzureichend verstanden.
Thrombozyten spielen sowohl in der Aufrechterhaltung der Hamostase als auch in
der Atherothrombose eine zentrale Rolle. Als wichtigste Strategie zur Prophylaxe von
arteriellen thrombotischen Ereignissen haben sich antithrombozytare Substanzen,
wie Acetylsalicylsaure (Aspirin), P2Y12-Rezeptor-Antagonisten (z.B. Clopidogrel)
oder GPIlIb/llla-Rezeptor-Antagonisten (z.B. Abciximab) etabliert. Die Hauptneben-
wirkung dieser Medikamente ist eine Verlangerung der Blutungszeit und den damit
verbundenen, moglicherweise lebensbedrohlichen Komplikationen, da sie die
Thrombozytenfunktion unter pathophysiologischen als auch unter physiologischen
Bedingungen beeinflussen (Pollack and Hollander 2008). Die Entwicklung neuer anti-
thrombozytarer Substanzen, die spezifisch die durch atherosklerotische Plaques in-
duzierte Thrombozytenaktivierung hemmen und dadurch die Atherothrombose redu-
zieren, ohne in die Hamostase einzugreifen, konnte zu Medikamenten fuhren, die

kein Blutungsrisiko aufweisen.

1.1 Entstehung atherosklerotischer Lasionen

Kardio- und cerebrovaskulare Erkrankungen sind die haufigsten Krankheits- und To-
desursachen in den Industriestaaten und werden in Zukunft auch in weniger entwi-
ckelten Landern zu eminenten Gesundheitsproblemen fuhren (Roth et al. 2015). Die
chronische ischamische Herzkrankheit ist seit Jahren fihrende Todesursache in
Deutschland, gefolgt vom akuten Myokardinfarkt auf Rang zwei, der Schlaganfall
steht an achter Stelle der aktuellen Publikation des Statistischen Bundesamtes
Deutschland (Statistisches Bundesamt 2013). Bedeutendste Grundlage dieser Er-
krankungen ist die Atherosklerose, eine progressive, systemische Erkrankung arteri-
eller Gefale, welcher im Wesentlichen chronische inflammatorische Reaktionen der
GefalRwand zugrunde liegen (Libby 2002; Hansson 2005; Libby et al. 2011; Weber
and Noels 2011).

Risikofaktoren der Atherosklerose sind u.a. Hypercholesterinamie, Nikotinabusus,

arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, genetische Disposition, Alter, Geschlecht,
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Adipositas, Homocysteinamie oder Infektionen mit bestimmten Mikroorganismen
(z.B. mit Chlamydia pneumoniae oder Herpesviren) (Ross 1999). Turbulente, nicht
laminare Stromung des Blutes an Gefaliverzweigungen und -abgangen fordern die
Entwicklung atherosklerotischer Lasionen an diesen Stellen des arteriellen Gefalsys-
tems (Pradispositionsstellen) (Nakashima et al. 1998; Gimbrone 1999). Durch einen
oder mehrere dieser Risikofaktoren kommt es zu einer Dysfunktion des Endothels mit
vermehrter Durchlassigkeit fur Plasmaproteine, und LDL akkumuliert aufgrund spezi-
fischer Wechselwirkungen mit der extrazellularen Matrix im Subendothel (Skalen et
al. 2002; Hansson 2005). Monozyten wandern ein, differenzieren zu Makrophagen
und werden durch Internalisierung der LDL-Partikel zu sogenannten Schaumzellen.
Durch Amplifikation des Entzindungsprozesses sowie durch Ansammlung und
Apoptose der Schaumzellen entwickelt sich aus der frihen atherosklerotischen Lasi-
on (fatty streak) der atherosklerotische Plaque (Hansson 2005; Libby et al. 2011;
Weber and Noels 2011). Dieser ist gekennzeichnet durch einen lipidreichen, nekroti-
schen Kern, bedeckt von einer fibrosen Kappe, welche von glatten Muskelzellen und

extrazellularer Matrix gebildet wird (Libby et al. 2011).

Im Inneren des atherosklerotischen Plaques wurden verschiedene prothrombogene
Substanzen beschrieben: morphologisch heterogene Kollagen Typ I- und IlI- Struktu-
ren, tissue factor, VWF, Fibronektin, Laminin, Thrombin, Fibrinogen und Fibrin, oxi-
diertes LDL und Lysophosphatidsaure (van Zanten et al. 1994; Toschi et al. 1997;
Badimon et al. 1999; Siess et al. 1999; Ruggeri 2002; Rother et al. 2003; Penz et al.
2005; Reininger et al. 2010). In fortgeschrittenen Stadien der Atherosklerose kénnen
sekundare Veranderungen innerhalb des Plaques wie Kalzifikationen, Ulzerationen,
oder Einblutungen aus neugebildeten fragilen Mikrogefalden zu komplexeren Lasio-
nen fihren (Lusis 2000).

1.2 Arterielle Thrombusbildung

Bei der Atherothrombose sind Thrombozyten Hauptbestandteil des gefallverschlie-
Renden Thrombus. Sie kdnnen aber auch zur Entstehung und Progression des
atherosklerotischen Plaques beitragen (Massberg et al. 2002; Ruggeri 2002). Die
atherosklerotische Dysfunktion des Endothels erleichtert die Adhasion der Plattchen,
die durch Ausschuttung mitogener Faktoren (z.B. platelet derived growth factor,

PDGF) zur Migration und Proliferation glatter Gefassmuskelzellen, und durch Frei-
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setzung entzindlicher Mediatoren (Chemokine) zur Rekrutierung von Lymphozyten
und Monozyten, und dadurch zur Progression des atherosklerotischen Plaques bei-

tragen konnen (Ruggeri 2002; Weber and Noels 2011).

Akute thrombotische Ereignisse auf dem Boden atherosklerotischer Lasionen sind
meistens Folge der Ruptur vulnerabler Plagues und hangen wahrscheinlich wesent-
lich von der Zusammensetzung des Plaques ab. Vulnerable Plaques haben eine
dunne fibrése Kappe und eine hohe Anzahl an inflammatorischen Zellen (Lusis 2000;
Lafont 2003). Aktivierte Makrophagen, Endothelzellen und glatte Muskelzellen expri-
mieren und sezernieren Enzyme, wie z.B. Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs), wel-
che die extrazellulare Matrix der fibrosen Kappe abbauen und so zur Instabilitat des
Plaques beitragen (Galis et al. 1994, Libby 2002). Das Aufbrechen der fibrésen Kap-
pe fuhrt dazu, dass die thrombogenen Substanzen im Inneren der atheroskleroti-
schen Lasion mit zirkulierendem Blut in Kontakt kommen und zur Bildung eines platt-
chen- und fibrinreichen ,weillen“ Thrombus fuhren. (Davies and Thomas 1984;
Mohler 2007). AulRer der Plaqueruptur konnen auch Endothelerosionen extrazellulare
Matrixstrukturen stabiler Plaques freilegen, welche die Thrombozytenadhasion und
-aktivierung stimulieren (Virmani et al. 2000; Lafont 2003). Als die beiden wichtigsten
prothrombogenen Komponenten atheroklerotischer Plaques wurden Kollagen Typ I-
und llI-Strukturen sowie der tissue factor identifiziert (van Zanten et al. 1994; Toschi
et al. 1997; Badimon et al. 1999; Penz et al. 2005). Kollagene Typ | und Il fuhren
Uber eine Aktivierung des thrombozytaren Glykoprotein (GP) VI-Rezeptors zur Platt-
chenadhasion und -aggregation (van Zanten et al. 1994; Penz et al. 2005). Tissue
factor ist vor allem im lipidreichen Kern vulnerabler atherosklerotischer Lasionen lo-
kalisiert und initiiert Uber eine Aktivierung der extrinsischen Koagulationskaskade die
Bildung von Thrombin mit nachfolgender Fibrinpolymerisation und Thrombozytenak-
tivierung (Toschi et al. 1997; Badimon et al. 1999). Die Plaque-induzierte Thrombus-
bildung kann in zwei konsekutive Phasen eingeteilt werden: In der ersten Phase
kommt es zur GP VI-vermittelten Plattchenadhasion und -aggregation an Plaque-
Kollagenstrukturen. In der zweiten Phase kommt es via Plaque-tissue factor zur Bil-
dung von Thrombin, Gerinnungsaktivierung und Fibrinbildung (Reininger et al. 2010).
Die akute arterielle Thrombusbildung kann abhangig von der GroRe des Thrombus
(verschlieRender vs. nicht verschlieRender Thrombus) und Lokalisation (Koronar-,

Karotis- oder Zerebralarterien) unterschiedliche klinische Erscheinungsformen bieten.
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Klinische Manifestationen der koronaren Herzkrankheit als Ausdruck der Koronarin-
suffizienz reichen von Angina Pectoris bis hin zum akuten Myokardinfarkt. Zerebrale
Ischamien kénnen durch Ruptur von Karotisplaques mit nachfolgender Embolisation
des gebildeten Thrombus in die Zerebralarterien entstehen, und manifestieren sich

klinisch als transiente ischamische Attacke oder ischamischer Schlaganfall.

1.3 Prostaglandin E;

Es existieren eine Vielzahl von naturlich vorkommenden Molekulen, die die Throm-
bozytenfunktion beeinflussen, u.a. die Eikosanoide Prostaglandin I, (Prostacyclin),
Prostaglandin D,, und Thromboxan A, das Stickstoffmonoxid, und das Adenosin,
deren Wirkungsweisen zum Teil gut erforscht sind. Die Rolle von Prostaglandin E;
(PGEy) auf die Thrombozytenfunktion und die Plattchenthrombusbildung ist im Ge-
gensatz dazu bisher nur unzureichend verstanden (Friedman et al. 2015).

Prostaglandin E,, ein Gewebshormon, ist ein bedeutender Entzindungsmediator,
welcher zur Gruppe der Eikosanoide gehort. PGE; hat zudem weitere vielfaltige phy-
siologische Funktionen, u.a. erhoht es die GefalRpermeabilitat, wirkt vasodilatierend,
sensibilisiert nozizeptive Nervenendigungen, spielt eine Rolle bei der Immunregulati-
on, wirkt kontrahierend auf glatte Muskelzellen des Gastrointestinaltraktes, hemmt
die Magensaureproduktion und ist verantwortlich flir den postnatalen Verschluss des

Ductus arteriosus Botalli (Simmons et al. 2004).

Im Rahmen der chronisch-entziindlichen Reaktion, welche eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der Atherosklerose spielt, wird PGE,; hauptsachlich durch aktivierte
Makrophagen gebildet. Durch Aktivierung der Phospholipase A, wird Arachidonsaure
aus deren Membranphospholipiden freigesetzt, und durch die Enzyme
Cyclooxygenase 2 (COX-2) und microsomal prostaglandin E synthase 1 (m-PGES-1)
in PGE, umgewandelt (Matsumoto et al. 1997; Brock et al. 1999). Beide Enzyme zei-
gen in Makrophagen eine erhodhte Aktivitat nach proinflammatorischer Stimulation
(Murakami et al. 2000) und wurden in atherosklerotischen Lasionen identifiziert
(Cipollone et al. 2001).
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Seine mannigfaltigen Wirkungen entfaltet PGE, durch Bindung an vier unterschiedli-
che G-Protein gekoppelte heptahelikale Membranrezeptoren: EP4, EP,, EP3 und EP4
(siehe Abb. 1) (Narumiya et al. 1999; Breyer et al. 2001; Sugimoto and Narumiya
2007; Friedman et al. 2015). EP-Rezeptoren finden sich in unterschiedlicher Vertei-
lung in verschiedensten Geweben (Coleman et al. 1994). Menschliche Thrombozyten
enthalten mRNA verschiedener EP-Rezeptoren: EP,, EP4 und mehrere Isoformen
des EPs;-Rezeptors (Paul et al. 1998). Es wurden sechs Isoformen des EPs-
Rezeptors identifiziert, die durch alternatives Splicing entstehen und zum Teil Uber
unterschiedliche second messenger wirken (Schmid et al. 1995; Friedman et al.
2015). In vorhergehenden Studien wurde eine Aktivierung des EP3-Rezeptors als
Ursache der proaggregatorischen Effekte von PGE, auf menschliche und murine
Thrombozyten identifiziert. Durch die Kopplung an G; bewirkt EP3 auf Thrombozyten
eine Hemmung der Adenylatcyclase was zu einer Erniedrigung der intrazellularen
cAMP-Konzentration fuhrt. Dadurch wird die Aktivierungsschwelle der Thrombozyten
vermindert (Fabre et al. 2001; Ma et al. 2001; Gross et al. 2007; Heptinstall et al.
2008; Iyu et al. 2010). Die Rezeptoren EP, und EP4 vermitteln eine inhibitorische

|1py/caz [ cAmP t Jcamp | camp
Jipsca? PI3K
Rho ERK

Abb. 1: EP-Rezeptoren und ihre Signalwege. G: heterotrimeres Guaninnukleotid-bindendes Protein,
IP5: Inositoltrisphosphat, cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase,
ERK: Extracellular-signal Regulated Kinase. Originalabbildung aus Friedman et al. 2015.
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Wirkung auf die Thrombozyten (lyu et al. 2010; Kuriyama et al. 2010; Philipose et al.
2010; Smith et al. 2010), wobei menschliche Thrombozyten deutlich mehr EP4-
MRNA als EP>-mRNA enthalten (Paul et al. 1998). Beide Rezeptoren fuhren (wie
auch der IP-Rezeptor fur Prostacyclin) via Kopplung zu Gs und anschliessender Sti-
mulation der Adenylatcyclase zu einer Steigerung der zytosolischen cAMP-
Konzentration und bewirken dadurch eine Hemmung der Plattchen (Narumiya et al.
1999; Breyer et al. 2001; Sugimoto and Narumiya 2007).

Die Gesamtwirkung von PGE; auf die menschliche Thrombozytenfunktion ware somit
das Ergebnis einer Balance zwischen proaggregatorischen (via EP3) und inhibieren-
den Effekten (v.a. via EP4). Eine Hemmung von EP3; bzw. Aktivierung von EP4 konnte

einen neuen Ansatz in der antithrombozytaren Therapie darstellen.

Gross et al. stellten die SchlUsselrolle von PGE, und EP3 in der Atherothrombose
heraus. Mithilfe von EP3-defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass durch in-
flammatorische Zellen in murinen atherosklerotischen Plaques gebildetes PGE; eine
potenzierende Wirkung auf die Thrombozytenaggregation ausibt und diese poten-
zierende Wirkung durch den EP3-Rezeptor vermittelt wird. Die pathophysiologische
Relevanz dieser Ergebnisse zeigte sich in einem Modell, in dem die Ruptur muriner
atherosklerotischer Plaques durch intraluminale Drahtverletzung induziert wurde: Es
wurde eine deutlich verminderte Thrombusbildung in den EP3”-Mausen im Vergleich
zu wild typ-Mausen beobachtet. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass nach
Plaqueruptur freigesetztes PGE; bei der Atherothrombose via Stimulation von throm-
bozytarem EP3 beteiligt ist (Gross et al. 2007). Eine Blockade des potenzierenden
EPs-Rezeptors (z.B. mit dem oral verfugbaren EPs;-Rezeptor-Antagonisten DG-041)
konnte daher einen vielversprechenden spezifischen Ansatz in der antithromboti-
schen Therapie ohne die Nebenwirkungen eines erhohten Blutungsrisikos darstellen
(Heptinstall et al. 2008; Singh et al. 2010).
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2 Fragestellung

Prinzipiell konnte PGE; in atherosklerotischen Plaques entweder Thrombozyten akti-
vieren (Uber die Aktivierung des EP3;-Rezeptors) oder inhibieren (Uber Aktivierung der
EP2- und EP4-Rezeptoren). Die Wirkung von PGE; durfte dabei abhangig von der
Zahl und den Affinitaten dieser EP-Rezeptoren auf Thrombozyten und der Menge an
PGE; sein, welche in atherosklerotischen Lasionen vorhanden ist. Die Expression
(Rezeptorenzahl pro Thrombozyt) und Affinitaten der unterschiedlichen thrombozyta-
ren EP-Rezeptoren fur PGE,, sowie der Gehalt von PGE; in menschlichen athero-

sklerotischen Plaques sind nicht bekannt.

In dieser Arbeit wurden folgende Fragen behandelt: Welchen Einfluss hat PGE, auf
die Thrombozytenfunktion im Blut? Welche physiologischen und pathophysiologi-
schen Funktionen haben EP3- und EP4-Rezeptoren auf Plattchen? Wie hoch ist die
Menge von PGE; in menschlichen atherosklerotischen Plaques? Kann PGE; in
menschlichen atherosklerotischen Plaques die Thrombusbildung nach einer Plaque-

ruptur eventuell beeinflussen?
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien
Chemikalien

Acetylsalicylsaure

ADP

Albumin, bovin, fettsaurefrei
Citrat, Monohydrat

Citrat, Trinatriumsalz
HEPES

Kollagenreagens

Luziferin/Luziferase-Reagenz

Mepacrin (Quinacrindihydrochlorid)

ONO-AE3-208

ONO-AE3-240

ONO-AE5-599

Prostaglandin E;
Refludan

Sulprostone

U46619

Puffer und Losungen

Albumin-PBS-L6sung

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Biopool, Wicklow, Ireland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Horm, Nycomed Pharma, Unter-
schleissheim

Chrono-Lume, Chronolog, Endingen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
EP4-Rezeptor-Antagonist, ONO
Pharmaceuticals, Osaka, Japan
EP3-Rezeptor-Antagonist, ONO
Pharmaceuticals, Osaka, Japan
EP3-Rezeptor-Antagonist, ONO
Pharmaceuticals, Osaka, Japan
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
rekombinantes Hirudin (Lepirudin),
Pharmion Ltd., Marburg
EPs-Rezeptor-Agonist, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

PGHz-Analogon, Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI, USA

0,1% oder 0,3% Albumin (fettsaure-
frei) geldst in PBS-Puffer
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Citratlésung

HEPES-Puffer

Hirudin-Aspirin-Lésung

Hirudinlésung

Homogenisierungspuffer
PBS-Puffer

3,13% Trinatriumcitratdinhydratlésung
(finale Citratkonzentration im Blut:
0,313%)

10 mM HEPES gel6st in H,O

10 mM ASS, 2000 U/ml rekombinan-
tes Hirudin gelost in HEPES-Puffer
(20 mM HEPES, 2,9 mM KCl,

1 mM MgCl; x 6 H20, 138 mM NaCl,
0,36 mM NaH,POy4; pH 7,4 (finale
Konzentrationen im Blut: 200 U/ml Hi-
rudin; 1 mM ASS)

2000 U/ml rekombinantes Hirudin ge-
I6st in 0,9% NaCl-Losung (finale Hiru-
dinkonzentration im Blut: 200 U/ml)
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,4
2,7 mM KClI, 1,5 mM KH2POy4,

140 mM NaCl, 8 mM Na;HPO4 x 2H,0

Monoklonale Antikorper und IgG Isotypkontrollen:

PE-gebundenes anti-CD41a (HIP8)
FITC-gebundenes anti-CD62P (AK-4)
FITC-gebundenes PAC1
PE-gebundenes Mause 1gG1
FITC-gebundenes Mause IgG1
FITC-gebundenes Mause IgM

Spezifischer Enzym-Immunoassay

PGE; Enzyme Immunoassay Kit

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Correlate-EIA, Assay Designs, Ann
Arbor, MI, USA
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Gerate:

Aggregometer 2-Kanal-LABOR-Aggregometer,
Fresenius AG, Bad Homburg
Lumi-Aggregometer ,Platelet lonized
Calcium Aggregometer (PICA),
Chronolog, Havertown, PA

Flusskammern und Pumpe T-BIO-FLUX 200, Fluxion, San Fran-
cisco, CA, USA

Impedanzaggregometer Multiplate (,multiple platelet function
analyzer®), Dynabyte Medical, Min-
chen

Mikroskop Nikon TE2000E-PFS, Tokyo, Japan

Neubauer-Zahlkammer Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Konigshofen

Videokamera CCD Kamera, CooLSNAP HQ2,
Tuscon AZ, USA

Vortexer REAX top, Heidolph, Kehlheim

Zentrifugen Biofuge pico, Omnifuge 2.0 RS und
Megafuge 1.0 RS, Heraeus Sepatech,
Osterode

Zwei-Kanal-Linien-Schreiber Servogor 102, Hinkel Elektronik, Pir-

masens-Winzeln

3.2 Methoden
3.2.1 Blutabnahme

Die Blutabnahme erfolgte bei gesunden Probanden, die jeweils Uber die moglichen
Risiken aufgeklart wurden und entsprechend dem Protokoll von Helsinki ihr Einver-
standnis erklarten. Die Probanden verneinten eine Medikamenteneinnahme inner-
halb der letzten 2 Wochen. Es erfolgte die Entnahme von peripher-venésem Blut aus
der Vena cubitalis mittels einer 19-G-Butterflykanile und einer Polypropylenspritze,
in die zuvor je nach Versuchsansatz unterschiedliche Antikoagulantien vorgelegt
wurden (Hirudinblut: 1/10 Volumen Hirudinldsung, finale Hirudinkonzentration im Blut:

200 U/ml bzw. 13 pg/ml; Citratblut: 1/10 Volumen Citratlésung, finale Citratkonzentra-

10
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tion im Blut: 0,313%; Hirudin-ASS-Blut: 1/10 Volumen Hirudinlésung plus 10 mM
ASS, finale Konzentrationen im Blut: 200 U/ml Hirudin, 1 mM ASS). Um Verunreini-
gungen des abgenommenen Blutes mit Gewebsthromboplastin und daraus gebilde-
tem Thrombin zu minimieren, wurden die ersten 3 ml Blut in einer separaten Spritze
abgenommen und verworfen. Alle Messungen wurden innerhalb eines Zeitraumes

von 30 Minuten bis 3 Stunden nach Blutentnahme durchgeflhrt.

3.2.2 Praparation von humanem plattchenreichem Plasma

Zur Gewinnung von plattchenreichem Plasma (PRP) wurde das antikoagulierte Blut
fur 20 Minuten bei Raumtemperatur mit 160 x g zentrifugiert. Nach dem Zentrifugie-
ren wurde das PRP vorsichtig aus dem Uberstand abgenommen. Die Blutplattchen-
zahl wurde mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Alle Messungen wurden
innerhalb eines Zeitraumes von 30 Minuten bis 3 Stunden nach Blutentnahme
durchgefuhrt.

3.2.3 Praparation von humanen atherosklerotischen Plaquehomogenaten

Atherosklerotisches Plaquematerial wurde gefalchirurgisch mittels Thrombendarte-
riektomie von Patienten, die an einer Karostisstenose litten, entnommen. Das Einver-
standnis der Patienten und die Genehmigung der Ethikkommission der medizini-
schen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen lagen vor der Durchfuh-
rung des Eingriffs vor. Bei der Operation wurde darauf geachtet, dass weder Media
noch Adventitia oder gesunde Intima zusammen mit dem Plaquematerial aus der
GefalRwand entfernt wurde, die Struktur des gewonnenen Plaquematerials blieb so-
mit en bloc erhalten. Die Gewebeproben wurden unmittelbar nach Enthnahme noch im
Operationssaal mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verar-
beitung bei -80°C gelagert. Unter sterilen Bedingungen wurden nach vorsichtigem
Auftauen auf Eis die lipidreichen Regionen mithilfe eines Skalpells exzidiert, das ge-
wonnene Plaquematerial abgewogen, zerkleinert und mithilfe eines Glaspotters und
eines zylindrischen Glaspistills in Homogenisierungspuffer (4°C) homogenisiert. Die
Plaguekonzentration wurde auf 100 mg Feuchtgewicht/ml eingestellt. Fur fast alle
Experimente wurden Plaquepools benutzt, um eventuell unterschiedliche PGE;-
Gehalte der atherosklerotischen Plaques der verschiedenen Patienten auszuglei-
chen. Hierfir wurden Plaquehomogenatsuspensionen von 5-7 Patienten in einem

Plaquepool vereint. Die Plaquesuspensionen wurden in 500 pl-Portionen aliquotiert
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und bei -80°C gelagert. Wiederholte Einfrier- und Auftauzyklen des Plaquegewebes
sowie der Plaquehomogenate wurden vermieden. Einige Experimente wurden mit
frischem Plaquematerial durchgefuhrt. Hierbei wurde das Plaquegewebe direkt nach
der gefalichirurgischen Entnahme weiterverarbeitet und die Versuche bei kontinuier-
licher Lagerung der Plaguehomogenate bei 4°C innerhalb der folgenden 2 Stunden

durchgefuhrt.

3.2.4 Impedanzaggregometrie

Zur Bestimmung der Thrombozytenaggregation in humanem Vollblut wurde die Mul-
tiplate-Analyse (MEA, multiple electrode aggregometry) eingesetzt (Toth et al. 2006).
Diese Methode misst die Erhdhung des elektrischen Widerstandes (Impedanz) die
entsteht, wenn aktivierte Thrombozyten an der Oberflache zweier voneinander unab-
hangiger Elektrodenpaare (Kathode und Anode) in einer Testkuvette adharieren und
aggregieren. Zur Analyse wurde 300 ul Hirudin- oder Citrat-antikoaguliertes Blut 1:1
mit NaCl 0,9% vermischt und bei 37°C mittels eines magnetischen Ruhrstabes ge-
rihrt (800 rpm) und fir 3 Minuten mit oder onne Hemmsubstanzen vorinkubiert. An-
schlieend wurden verschiedene Thrombozytenagonisten (ADP, Sulprostone,
U46619, Kollagen, atherosklerotisches Plagquematerial) zugegeben und die Erho-
hung der elektrischen Impedanz kontinuierlich Gber 5 Minuten gemessen. Die Mittel-
werte der 2 unabhangigen Messungen in jeder einzelnen Messeinheit werden als
aggregation units (AU) angegeben und die area under the curve (AUC) bestimmt, die

ein Mal fur die Aggregation bezogen auf die Zeit (AU*min) darstellt.

3.2.5 Messung der Aggregation im Aggregometer

Mithilfe eines 2-Kanal-LABOR-Aggregometers sowie eines Lumi-Aggregometers
wurde der thrombozytare Gestaltwandel (shape change) und die unmittelbar darauf-
folgende Thrombozytenaggregation im PRP bestimmt. Es handelt sich um eine Me-
thode, die die Lichttransmission von geruhrtem PRP misst. Nach Zugabe eines
Thrombozytenagonisten kommt es zur Spharisierung der initial diskoiden Blutplatt-
chen und dadurch zu einer Minderung der Lichttransmission und zur Abnahme der
Oszillationen. Durch Aggregation der Blutplattchen nimmt die Anzahl der korpuskula-
ren Bestandteile der Suspension ab und die Lichttransmission zu. Einweg-
Aggregationskivetten wurden mit 400 ul PRP befiillt und nach einer dreiminitigen

Vorinkubation bei 37°C mit oder ohne entsprechende Hemmsubstanzen in den
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Strahlengang der Aggregometer Uberfuhrt. Unter kontinuierlichem Riahren (1000 rpm)
erfolgte die Zugabe verschiedener Thrombozytenstimuli und sie Spharisierung bzw.
die Aggregation der Plattchen wurde mittels eines 2-Kanal-Linien-Schreibers fortlau-
fend aufgezeichnet. Die Quantifizierung des shape change oder der Aggregation er-
folgte durch das Ausmessen der Abweichung der Lichttransmission von der Basalli-
nie in mm. Die maximale Zunahme der Lichttransmission bei Stimulation mit Kollagen
(0,5 pg/ml) wurde als 100% Aggregation definiert und die weiteren Messwerte dazu

in Relation gesetzt.

3.2.6 Messung der ATP-Sekretion

Die Messung der ATP-Sekretion wahrend der Thrombozytenaktivierung wurde in ei-
nem Lumi-Aggregometer (Platelet lonized Calcium Aggregometer, PICA) bestimmt.
Hierfur wurden Blutproben 1:1 mit NaCl 0,9% vermischt (400 pl) und fur 3 Minuten
mit oder ohne Hemmsubstanzen unter kontinuierlichem Ruhren (1000 rpm) in der
MesskUvette vorinkubiert. Nach der Zugabe von Luziferin-Luziferase-Reagenz (50 ul
von 17,6 U/ml) und Plaquehomogenat als Thrombozytenagonist wurde die Lumines-

zenz mit dem Lumi-Aggregometer gemessen.

3.2.7 Analyse der Plaque-induzierten Thrombozytenadhasion und Thrombus-

bildung unter arteriellen Flussbedingungen

Die Experimente unter arteriellen Flussbedingungen wurden mithilfe des T-BIO-FLUX
200 Systems (Fluxion, San Francisco, CA, USA) und Mikrofluid-Versuchsplatten fur
hohe Scherraten (High Shear Plates, 48 wells, bis zu 200 dyne/cm?) (Abb. 2) durch-
gefuhrt. Die Kanale (channels) wurden hierfir mit 20 yl Plaguehomogenat (5 mg
Feuchtgewicht/ml in 0,1% Albumin-PBS-Losung) ausgehend vom outlet well befllt,
sodass die Oberflache des jeweiligen Sichtfensters (1050 ym x 370 ym x 70 pm) mit
atheromatésem Plaquematerial beschichtet war. Es wurde streng darauf geachtet,
dass nur das Sichtfenster und keinesfalls der inlet channel mit Plaquematerial in Be-
ruhrung kam. Die mit Plaque beschichteten Versuchsplatten wurden fur ca. 12 Stun-
den bei Raumtemperatur getrocknet. Anschliel3end wurden die High Shear Plates auf
den Objekttisch eines aufrechten Mikroskops (Nikon TE2000E-PFS, Tokyo, Japan)
montiert und vor Beginn eines jeden Experiments mit Albumin-PBS-L6ésung (0,3%)

fir 10 Minuten mit einer Scherrate von 500 s perfundiert. Danach wurde der
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Abb. 2: Schematischer Aufbau der High Shear BioFlux Plates (Fluxion Biosciences).

inlet well mit antikoaguliertem Blut (Hirudin oder Hirudin-ASS) befullt, und das Blut
mit einer Scherrate von 1500 s™' fiir bis zu 10 Minuten perfundiert. Unmittelbar vor
Beginn der Perfusion wurde dem antikoagulierten Blut der Fluoreszenzfarbstoff Me-
pacrin (10 uM) zugesetzt, sodass die Thrombozyten mittels Fluoreszenzmikroskopie
bei einer Anregung mit einer Wellenlange von 488 nM mithilfe eines 40 x Objektivs
visualisiert werden konnten. Das Hirudin-antikoagulierte Blut wurde mit dem EPs-
Antagonisten AE5-599 (300 oder 600 nM) oder NaCl 0,9% (Kontrolle) versetzt und
fir 2 Minuten bei 37°C vor den Experimenten inkubiert. Fur die Experimente mit Ace-
tylsalicylsaure wurde das Hirudinblut bereits bei der Abnahme mit ASS (1 mM) ver-
setzt. Alle Flussexperimente wurden bei 37°C durchgefuhrt. Die Visualisierung der
Thrombozytenadhasion und Aggregatbildung an das exponierte Plaquematerial unter
arteriellen Flussbedingungen erfolgte mithilfe von Phasenkontrast- und Fluores-
zenzmikroskopie in Echtzeit. Mit dem EP3;-Antagonisten AE5-599 versetztes Blut und
Kontrollblut wurden simultan in zwei parallelen Flusskammern beobachtet und die
Adhasion und Aggregation der Blutplattchen aufgezeichnet (CCD-Videokamera,
CooLSNAP HQ2, Tuscon AZ, USA). Zur quantitativen Auswertung der adharenten
und aggregierten Thrombozyten wurde jeweils ein Feld von 237 900 pm? (lokalisiert
im mittleren Teil des Sichtfensters) 5 Minuten nach Beginn der Perfusion gespeichert
und off-stage analysiert. Die Flache der an das Plaguematerial adharenten und ag-
gregierten Thrombozyten wurde anhand der Auswertung der Fluoreszenzbilder mit-
hilfe der Software NIS-element 3.1 (Nikon) ermittelt.
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3.2.8 Quantifizierung des Gehalts von PGE; in humanen atherosklerotischen

Plaques

FUr die Bestimmung des Gehalts von PGE; in humanen atherosklerotischen Plaques
wurde das Plaquematerial extrahiert. Hierfir wurden 0,5 ml des Plaguehomogenats
(10 mg Feuchtgewicht/ml in 150 mM NaCl und 20 mM HEPES Puffer, pH 7,4) oder
0,5 ml Pufferlésung (150 mM NaCl, 20 mM HEPES Puffer, pH 7,4; Kontrolle) mit
1 N-HCI auf einen pH von 3,5 angesauert, auf eine Cig-Umkehrphasen-Kartusche
gebracht und die Prostaglandinfraktion mittels Essigsaureethylester (10 ml) eluiert. In
einigen Messungen wurde den Plaguehomogenaten bzw. den Kontrollen (Pufferl6-
sung) definierte Mengen von Prostaglandin E; zugesetzt, um die recovery zu mes-
sen. Die Quantifizierung von Prostaglandin E; erfolgte mithilfe eines spezifischen
Enzym-Immunassays (Correlate-EIA, Assay Designs, Ann Arbor, MI, USA) gemal
den Angaben des Herstellers. Dieser Assay verwendet einen monoklonalen Anti-
PGE,-Antikorper, der an alkalische Phosphatase kovalent gebundenes PGE; bindet,
welches mit in der Messprobe oder Standardlésung vorhandenem PGE; konkurriert
(Tijssen 1985; Chard 1990). Um die Spezifitat der Messergebnisse zu verifizieren,
erfolgte in einigen Proben mittels Zugabe von 0,1 N-NaOH eine Konversion des in
der Prostaglandin-Fraktion enthaltenen PGE; zu PGB, (Siess 1976).

3.2.9 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) aus n Experimen-
ten mit Blut von unterschiedlichen Spendern angegeben. Die statistische Signifikanz
wurde mittels student’s t-test oder signed rank test ermittelt. Unterschiede wurden als
signifikant erachtet, wenn p < 0,05 war.
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4 Ergebnisse

4.1 Wirkung des EP;-Agonisten Sulprostone und von PGE; auf die Thrombozy-

tenfunktion

Die Wirkungen des EP3-Agonisten Sulprostone und von PGE; auf die Thrombozy-
tenaggregation in mit Hirudin oder Citrat antikoaguliertem humanen Blut wurden mit-
hilfe der Impedanzaggregometrie (MEA, multiple electrode aggregometry) (Toth et al.
2006) verglichen. Es wurde zunachst die Dosis-Wirkungs-Kurve von Sulprostone in
Kombination mit verschiedenen physiologisch und pathophysiologisch relevanten
Thrombozytenstimuli ermittelt (Abb. 3A). Sulprostone allein hatte keinen Effekt auf
die Thrombozytenaggregation. Es zeigte jedoch zusammen mit niedrigen Konzentra-
tionen des Thromboxan-A,-Rezeptor-Agonisten U46619 (0,15-0,2 uM), Kollagen
(0,2 pg/ml) und ADP (0,5 uM) eine Potenzierung der Plattchenaggregation. Statis-
tisch signifikant waren die Kombinationen von U46619 mit Sulprostone (25 nM,
50 nM, 100 nM: p < 0,05; 200 nM: p < 0,01) und von Kollagen mit Sulprostone
(25 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM: p < 0,05) im Vergleich zu U46619 und Kollagen
allein. Der synergistische Effekt von Sulprostone mit ADP war weniger ausgepragt,
verglichen mit den beiden vorherigen Agonisten. Ein statistisch signifikantes Ergebnis
liel sich hier nur mit den héheren Konzentrationen von Sulprostone erzielen (50 nM,
100 nM: p < 0,05; 200 nM: p < 0,01). Die Wirkung von Sulprostone war somit abhan-

gig von der Konzentration: Die niedrigste effektive Konzentration betrug 25 nM.

Im nachsten Versuchsansatz wurde der Effekt von PGE; auf die Thrombozytenag-
gregation in Kombination mit den gleichen Agonisten untersucht. In vorhergehenden
Studien wurde ein biphasischer Effekt von PGE; auf Thrombozyten in PRP gefun-
den: Niedrige PGE,-Konzentrationen bewirkten eine verstarkte Aggregation, wahrend
héhere PGE;-Konzentrationen die Plattchenaggregation hemmten (Salzman et al.
1972; Gray and Heptinstall 1985; Fabre et al. 2001). In Experimenten mit PRP (mit
Hirudin oder Citrat antikoaguliert) bestatigte sich, dass PGE; (0,1-1 yM) einen poten-
zierenden Effekt auf die Kollagen-induzierte Plattchensekretion und -aggregation
aufwies (Tab. 1) und die ADP-induzierte reversible Aggregation in eine irreversible

Antwort verwandelte.
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Abb. 3: Effekt von steigenden Konzentrationen des EP;-Agonisten Sulprostone (A) und von
PGE; (B) auf die durch U46619, Kollagen und ADP induzierte Thrombozytenaggregation in Hi-
rudinblut. Die Messwerte sind Mittelwerte + SD (n = 3-8 mit unterschiedlichen Blutspendern).
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Tab. 1: Effekt von PGE; auf die durch Kollagen induzierte Thrombozytenaggregation in PRP.

PGE, (uM) 0 0,1 0,5 1

Aggregation

(% der Kollagenkontrolle) 100 148£5 162 + 36 136 +4

Citrat- oder Hirudin-antikoaguliertes PRP wurde fir 3 Minuten bei 37°C mit PGE, (0,1-1 uM) oder
NaCl 0,9% vorinkubiert. Die Thrombozytenaggregation wurde mit Kollagen (0,5 pg/ml) stimuliert und
nach 3 Minuten die Abweichung der Lichttransmission von der Basallinie in mm gemessen. Die Kol-
lagen-induzierte Zunahme der Lichttransmission wurde als 100% Aggregation definiert und die weite-
ren Messwerte dazu in Relation gesetzt. Die Messwerte sind Mittelwerte £ SD (n = 3 mit unterschiedli-
chen Blutspendern).

Die Versuche zur Wirkung von PGE; auf die Thrombozytenaggregation im Blut wur-
den in einem sehr weiten Konzentrationsbereich (10 nM-5 pM) durchgefuhrt. In mit
Hirudin antikoaguliertem Blut zeigte PGE, keinen Synergismus mit U46619
(0,1-0,2 uM), ADP (0,4-1 uM) oder Kollagen (0,1-0,25 pg/ml) (Abb. 3B); es wirkte
eher hemmend (nicht signifikant). PGE, allein hatte keinen Effekt auf die Platt-

chenaggregation.

Experimente mit Citratblut lieferten ahnliche Ergebnisse (Tab. 2). Auch in mit Citrat-
antikoaguliertem Blut zeigte PGE; keinen potenzierenden Effekt auf die durch ADP
(1 M) und U46619 (0,1-0,2 uM) induzierte Thrombozytenaggregation, es bewirkte

eher eine Hemmung.

Tab. 2: Effekt von PGE; auf die durch ADP und U46619 induzierte Thombozytenaggregation in
Citratblut.

PGE, (uM) 0 0,1 0,5 1
ADP (AU*min) 172 £ 25 161 + 25 140 + 19 159 + 50
U46619 (AU*min) 168 + 44 133 + 40 130 + 32 118 + 31

Die Messwerte sind Mittelwerte + SD (n = 3-4 mit unterschiedlichen Blutspendern).

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass PGE; in mit Citrat oder Hirudin
antikoagulierten humanem Blut, im Gegensatz zu einem selektiven EP3-Agonisten,

keinen potenzierenden Effekt auf submaximal stimulierte Thrombozyten ausubt.
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4.2 Wirkung von PGE; in humanen atherosklerotischen Plaques auf die

Thrombozytenfunktion
4.2.1 Effekte der EP;-Antagonisten AE5-599 und AE3-240

4.2.1.1 Die EP3;-Antagonisten AE5-599 und AE3-240 hemmen die Potenzierung

der Thrombozytenaggregation durch Sulprostone

Im Folgenden wurde der inhibitorische Effekt der EP3;-Antagonisten AE5-599 und
AE3-240 auf die Potenzierung der U46619-induzierten Thrombozytenaggregation
durch Sulprostone untersucht (Abb. 4). Der Thromboxan-A,-Rezeptor-Agonist
U46619 wurde als Stimulus ausgewahlt, weil hier Sulprostone die deutlichste Poten-
zierung der Aggregation zeigte (Abb. 3A).
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Abb. 4: Die EP;-Antagonisten AE5-599 und AE3-240 inhibieren den synergistischen Effekt von
Sulprostone auf die U46619-induzierte Thrombozytenaggregation in humanem Blut. Die Blut-
proben wurden mit AE5-599 (schwarz) oder AE3-240 (grau) versetzt und fir 3 Minuten bei 37°C inku-
biert. Die Plattchenaggregation wurde durch U46619 (0,1 pM) allein oder in Kombination mit Sulpros-
tone (50 nM) induziert. (n = 3-5). * p < 0,05; **p < 0,01 vs. U46619 + Sulprostone.
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Es zeigte sich ein konzentrationsabhangiger hemmender Effekt der beiden EP3-
Antagonisten AE5-599 und AE3-240 auf die durch Sulprostone hervorgerufene Po-
tenzierung der U46619-induzierten Plattchenaggregation, der fur alle getesteten

Konzentrationen der EPs;-Antagonisten (25-300 nM) signifikant war.

4.2.1.2 Die EP3;-Antagonisten AE5-599 und AE3-240 hemmen nicht die durch
humane atherosklerotische Plaques induzierte Thrombozytenaggregation und
ATP-Sekretion

In den folgenden Experimenten wurde die Wirkung der EP3;-Antagonisten AE5-599
und AE3-240 auf die Thrombozytenaggregation und ATP-Sekretion induziert durch
humanes atherosklerotisches Plaguematerial untersucht (Abb. 5). Es wurde die Hy-
pothese gepruft, ob das im Plaque enthaltene PGE; Uber den EP3;-Rezeptor poten-
zierend auf die durch Plaque-Kollagene induzierte Thrombozytenaggregation und
—sekretion (Penz et al. 2005) wirken konnte. Durch eine Blockierung dieses Rezep-
tors mithilfe der spezifischen EPs;-Antagonisten AE5-599 und AE3-240 sollte dann
eine geringere und/oder verzogerte Aggregation und Sekretion der Plattchen zu be-
obachten sein. Diese Hypothese bestatigte sich in den Versuchen jedoch nicht: Die
EPs-Antagonisten AE5-599 und AE3-240, eingesetzt in maximalen Konzentrationen
(300 nM und 600 nM), bewirkten keine Verminderung der durch atherosklerotische
Plaguehomogenate induzierten Thrombozytenaggregation (Abb. 5A, B). Um die
Maoglichkeit eines eventuell unterschiedlichen PGE,; Gehalts in den atheroskleroti-
schen Plaques der verschiedenen Patienten auszuschliefen, wurden gepoolte
Plaques benutzt (3 verschiedene Praparationen), die jeweils Plaquematerial von 5-7

verschiedenen Patienten enthielten.

In weiteren Versuchen wurde die Wirkung der beiden EP3;-Antagonisten auf die Sek-
retion von ATP aus den dichten Granula nach Thrombozytenaktivierung mit athero-
klerotischen Plaguehomogenaten untersucht. (Abb. 5C). Es zeigte sich auch hier
keine Reduktion der Sekretion nach Prainkubation des Blutes mit den beiden EPs-

Antagonisten.
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Abb. 5: Die EP3;-Antagonisten AE5-599 und AE3-240 inhibieren nicht die durch humane athero-
sklerotische Plaques induzierte Thrombozytenaggregation und ATP-Sekretion im Blut. Die
Blutproben wurden mit 300 nM oder 600 nM AE5-599 (schwarz) oder AE3-240 (grau) versetzt und fur
3 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Thrombozytenaggregation und -sekretion wurde mit atheromatdsen
Plaguehomogenaten (0,42 mg/ml bzw. 0,62 mg/ml) stimuliert.

A Reprasentative Aggregationskurven.

B Bardiagramm der Aggregationsversuche (n = 10).

C Bardiagramm der Sekretionsversuche (n = 3).
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Um die Mdglichkeit einer Inaktivierung von PGE; wahrend des Einfriervorgangs und
der Lagerung der Plaguehomogenate auszuschliel3en, wurden weitere Experimente
mit frischem Plaquematerial durchgefuhrt (Abb. 6). Hierbei wurde das Plaquegewebe
direkt nach der gefal3chirurgischen Entnahme weiterverarbeitet und die Versuche bei
kontinuierlicher Lagerung der Plaguehomogenate bei 4°C innerhalb der folgenden 2
Stunden durchgeflihrt. Es zeigte sich kein Unterschied hinsichtlich der proaggregato-
rischen Fahigkeit zwischen frischem und zuvor tiefgefrorenem Plaquematerial. Auch
die Ergebnisse dieser Experimente mit den EP3s-Antagonisten (300 nM und 600 nM)
lieferten ahnliche Aussagen: Die EPs-Antagonisten AE5-599 und AE3-240 zeigten
keinen Effekt auf die durch Plaguehomogenat induzierte Thrombozytenaggregation
in humanem Blut (Abb. 6).

B frischer Plaque W tiefgefrorener Plaque
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Abb. 6: Kein Effekt der EP3;-Antagonisten AE5-599 und AE3-240 auf die durch frische oder zu-
vor tiefgefrorene Plaquehomogenate induzierte Thrombozytenaggregation. Die mit Hirudin oder
Citrat antikoagulierten Blutproben wurden mit 300-600 nM AE5-599 oder AE3-240 bzw. NaCl 0,9%
versetzt und fir 3 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Plattchenaggregation wurde durch frische (schwarz)
oder zuvor tiefgefrorene (grau) atheromattse Plaquehomogenate (0,42 mg/ml) stimuliert. Die Mess-
werte sind Mittelwerte £ SD (n = 3 mit unterschiedlichen Plaques und Blutspendern).
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4.2.1.3 Wirkungen der EP;-Antagonisten AE5-599 und AE3-240 auf die durch
humane atherosklerotische Plaques induzierte Thrombozytenadhasion und

Plattchenthrombusbildung unter arteriellen Flussbedingungen

Um der in vivo-Situation nach Ruptur einer atherosklerotischen Lasion moglichst na-
he zu kommen, wurde der Effekt der EPs;-Antagonisten auf die Plaque-induzierte
Plattchenthrombusbildung unter arteriellen Flussbedingungen untersucht (Abb. 7,
Video-CD im Anhang). Die Scherrate von 1500 s™' entspricht der Scherrate in mode-
rat stenosierten Koronararterien (Ruggeri 2002). Die Blutproben wurden durch mit
atherosklerotischem Plaquematerial beschichtete Mikrofluid-Kanale perfundiert und
fur bis zu 10 Minuten beobachtet. Es konnte eine rasche Thrombozytenadhasion und
Aggregatbildung (grun fluoreszierend) hauptsachlich an den Randern des jeweiligen
Kanals beobachtet werden. Mittels Phasenkontrastmikroskopie vor Beginn der
Flussexperimente wurde festgestellt, dass an diesen Stellen das meiste Plaquemate-
rial lokalisiert war. Der EPs;-Antagonist AE5-599 zeigte keinen Effekt auf die Platt-
chenthrombusbildung unter arteriellen Flussbedingungen. Dagegen hemmte Acetyl-
salicylsaure effektiv die Plaque-induzierte Thrombozytenadhasion und Aggregatbil-

dung.

4.2.2 Wirkung des EPs-Antagonisten AE3-208

4.2.2.1 Der EP4-Antagonist AE3-208 bewirkt eine Potenzierung der ADP-

induzierten Thrombozytenaggregation durch PGE;

Die Rolle des inhibitorischen EP4s-Rezeptors auf Thrombozyten wurde mithilfe des
EP4-Antagonisten AE3-208 untersucht (Abb. 8). Es zeigte sich eine signifikante Er-
hohung der Plattchenaggregation durch den EPs-Antagonisten AE3-208 (1-3 pM),
wenn ADP-aktivierte Thrombozyten in Kombination mit PGE, (1 uM) stimuliert wur-
den. (Abb. 8A). AE3-208 alleine (ohne PGE;) hatte keinen Einfluss auf die ADP-
induzierte Aggregation. Diese Beobachtungen lassen darauf schlielien, dass PGE;
die Thrombozytenaggregation im Blut verstarkt, wenn der hemmende EP4-Rezeptor
blockiert wird.
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Abb. 7: Der EP;-Antagonist AE5-599 inhibiert nicht die Plattchenadhasion und Thrombusbil-
dung unter arteriellen Flussbedingungen. Hirudin-antikoaguliertes Blut wurde mit Mepacrin (10 uM)
versetzt und mit einer Scherrate von 1500 s™ fiir 5 Minuten bei 37°C durch Plague-beschichtete Mikro-
fluid-Kanale perfundiert. Das Blut wurde zuvor mit AE5-599 (300 oder 600 nM) oder NaCl 0,9% fir 2
Minuten bei 37°C vorinkubiert. Fur die Experimente mit Acetylsalicylsdure wurde das Blut bereits bei
Abnahme zusétzlich mit ASS (ASA 1 mM) versetzt. Die Thrombozyten wurden mithilfe der Fluores-
zenzmikroskopie visualisiert.

A Reprasentative Flussbilder 5 Minuten nach Beginn der Perfusion. LangenmafR}: 100 um, der Pfeil
markiert die Flussrichtung. B Bardiagramm. Die Flache von mit adharenten und aggregierten Throm-
bozyten bedecktem Plaquematerial wurden 5 Minuten nach Beginn der Perfusion ausgewertet.
(n=3-5).

24



Ergebnisse

A
400 -
[ s |
= 300 -
=
*
=
<
| o
1= 200
)
1]
[2T1]
il
S
[aT4]
< 100 1
0 - -
PGE, (1pM) ' ' i '
ADP {0.5-1pM) + x + *
AE3-208 (1-3uM) : 1 - *
B
400 -
=
= 300 -
=
*
=
=
200 -
s [
—
[y
&
= 100 -
.
0 T

plaque AE3-208 + plagque

Abb. 8: Der EP,-Antagonist AE3-208 potenziert die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation
in Kombination mit PGE,, zeigt jedoch keine Erhohung der Plaque-induzierten Aggregatbil-
dung. Effekt des EP,-Antagonisten AE3-208 (1-3 pM) auf die Plattchenaggregation, induziert A durch

ADP (0,5-1 uM) alleine und in Kombination mit PGE, (1 yM) und B durch Plaquehomogenat
(0,42 mg/ml). n=5, ** p < 0,01.
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4.2.2.2 Der EP4-Antagonist AE3-208 beeinflusst nicht die durch humane

atherosklerotische Plaques induzierte Thrombozytenaggregation

In weiteren Experimenten wurde die Rolle von PGE; in atherosklerotischen Plaques
auf den EPs-Rezeptor der Thrombozyten untersucht, indem der Effekt des EPs-
Antagonisten AE3-208 (1-3 pM) auf die Plaque-induzierte Plattchenaggregation ana-
lysiert wurde (Abb. 8B). Die Erwartung, bei Blockade des inhibierenden EP4-
Rezeptors eine verstarkte Plattchenaggregation durch das in den atherosklerotischen
Plaques vorhandene PGE, zu beobachten, wurde nicht bestatigt. Die Zugabe des
EP4-Antagonisten AE3-208 bewirkte keinen signifikanten Unterschied der Plaque-
induzierten Aggregatbildung der Thrombozyten.

4.3 Quantifizierung des Gehalts von PGE; in humanen atheroklerotischen

Plaques

Daten Uber den Gehalt von PGE; in menschlichen atherosklerotischen Plaques exis-
tierten bis dato nicht. Aufgrund der fehlenden Wirkungen der EP3- und EP4-Rezeptor-
Antagonisten in den vorangegangenen Experimenten auf die Plaque-stimulierte
Thrombozytenaktivierung wurde vermutet, dass die Menge an PGE; in atherosklero-
tischen Plaques zu gering sei, als dass sie eine Wirkung auf Thrombozyten ausuben
konnte. Um die im Plaque mdglicherweise sehr gering vorhandene Menge an PGE;
spezifisch messen zu kdénnen, wurde das Plaguematerial nach Ansauerung lber eine
Cie-Umkehrphasen-Saule aufgetrennt, und die Prostaglandinfraktion eluiert. An-
schlieBend wurde mithilfe eines spezifischen Enzym-Immunassays ein Gehalt von
15 + 2,8 pg PGE2/mg Plaguegewebe detektiert (n = 5, Verwendung verschiedener
Plaques und Plaque-Pools). Fur die MEA-Messungen wurde eine Plaque-
Konzentration von 0,42 mg Plaque/ml Blut verwendet, dies entspricht einer finalen
(sehr geringen) Konzentration von 18 pM PGE,. Die Spezifitdt der geringen PGE;-
Konzentrationen, die in den Plaques gefunden wurde, wurde mittels Konversion von
PGE; zu PGB, verifiziert (Siess 1976). Nach der chemischen Konversion wurde kein

PGE; gemessen.

In weiteren Experimenten wurde die PGE,-recovery gemessen, nachdem zuvor defi-

nierte Mengen von PGE; zu der Pufferlésung und zu dem Plaquehomogenat hinzu-
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geflgt worden waren (Tab. 3). Die zugegebenen Mengen von PGE; zu Pufferlésung

und Plaguehomogenat wurden fast unverandert gemessen.

Tab. 3: PGE,-Messungen nach Zugabe von definierten Mengen von PGE; zu Pufferlésung und
Plaguehomogenat.

Sample PGE, added (pg/ml) PGE, measured (pg/ml)
Buffer - 110
Buffer 250 400
Buffer 500 600
Plague 5 mg/ml - 156
Plaque 1,25 mg/ml 62 110
Plaque 2,5 mg/ml 125 180
Plague 5 mg/mi 250 410

PGE, wurde zu 1 ml Pufferlésung (150 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7,4) oder zu Plaquehomogenat
in Pufferldsung hinzugefiigt. PGE, wurde nach Elution von einer Cig-Umkehrphasen-Saule mittels
eines spezifischen Enzym-Immunassays quantifiziert. Die Messwerte sind jeweils Mittelwerte von
Doppelmessungen desselben Experiments.

In folgenden Versuchen wurde PGE; (2000 pg/ml) hinzugefiigt, bevor der athero-
sklerotische Plague homogenisiert wurde. Auch hier wurde das zugegebene PGE,
fast unverandert gemessen (1900 pg/ml; 1600 pg/ml). Diese Ergebnisse zeigen, dass
PGE; in Plaguehomogenaten stabil ist und nicht durch den Prozess der Homogeni-

sierung verloren geht oder abgebaut wird.
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5 Diskussion

Die durchgeflhrten Experimente behandeln die Frage, ob PGE; in humanen athero-
sklerotischen Plaques die Thrombozytenaktivierung und Thrombusbildung nach einer
Plaqueruptur beeinflussen kann. PGE; in atherosklerotischen Plaques konnte Uber
eine Aktivierung des stimulierenden Rezeptors (EP3) oder des hemmenden Rezep-

tors (EP4) Thrombozyten entweder aktivieren oder inhibieren.

In vorangegangenen Studien verstarkte der EP3;-Agonist Sulprostone in humanen
gewaschenen Thrombozyten, plattchenreichem Plasma (PRP) und Blut die Throm-
bozytenaggregation, die durch unterschiedliche Thrombozytenagonisten initiiert wur-
de (Matthews and Jones 1993; Vezza et al. 1993; Heptinstall et al. 2008). Weitere
Studien fanden einen potenzierenden Effekt von PGE, in PRP auf die Plattchenag-
gregation und -sekretion, wenn diese durch Kollagen, ADP oder U46619 stimuliert
wurden (Salzman et al. 1972; MaclIntyre and Gordon 1975; Weiss et al. 1976; Gray
and Heptinstall 1985; Matthews and Jones 1993; Vezza et al. 1993; Heptinstall et al.
2008). Allerdings zeigte sich in einigen Experimenten eine hohe Variabilitdt des po-
tenzierenden Effekts von PGE; zwischen den einzelnen Blutspendern (Salzman et al.
1972; Gray and Heptinstall 1985; Matthews and Jones 1993; Smith et al. 2010).

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Gruppen konnte hier gezeigt wer-
den, dass der EP3;-Agonist Sulprostone alleine nicht die Thrombozytenaggregation
stimulierte, die geringe bis submaximale Aggregation, die durch andere Plattchensti-
muli in niedrigen Konzentrationen induziert wurde, jedoch potenzierte. Dafir wurden
physiologisch und pathophysiologisch relevante Stimuli verwendet: der Thromboxan-
Ax-Rezeptor-Agonist U46619, Kollagen, und ADP. Die Wirkung von Sulprostone war
abhangig von dessen Konzentration: die niedrigste effektive Konzentration betrug
25 nM. Die EPs-Antagonisten AE5-599 und AE3-240 inhibierten konzentrationsab-
hangig und spezifisch den synergistischen Effekt von Sulprostone auf die Platt-

chenaggregation.

Im Gegensatz zu Sulprostone zeigte PGE; in Versuchen mit Citrat- oder Hirudinblut
in einem sehr weiten Konzentrationsbereich keinen Synergismus mit den verwende-
ten Stimuli; es wirkte in hohen Konzentrationen eher hemmend (nicht signifikant). Die

Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass PGE; im menschlichen Citrat- oder
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Hirudinblut, im Gegensatz zu dem selektiven EP3-Agonisten Sulprostone, keinen po-

tenzierenden Effekt auf submaximal stimulierte Thrombozyten ausubt.

In zahlreichen Studien wurde ein biphasischer Effekt von PGE, auf Thrombozyten
gezeigt: Niedrige PGE,-Konzentrationen bewirkten Uber den EP3-Rezeptor eine ver-
starkte Aggregation submaximal stimulierter Plattchen, wahrend hdhere PGE;-
Konzentrationen die Thrombozytenaggregation Uber den EP»- und/oder den EPg-
Rezeptor hemmten (Salzman et al. 1972; Maclntyre and Gordon 1975; Matthews and
Jones 1993; Vezza et al. 1993; Fabre et al. 2001; Ma et al. 2001; Gross et al. 2007,
Kuriyama et al. 2010). Dieser biphasische Effekt liel3 sich an murinen Thrombozyten
wiederholt nachweisen (Fabre et al. 2001; Ma et al. 2001; Gross et al. 2007;
Kuriyama et al. 2010), wohingegen Studien mit menschlichen Plattchen uneinheitli-
che Ergebnisse lieferten (Salzman et al. 1972; Gray and Heptinstall 1985; Matthews
and Jones 1993; Smith et al. 2010). Die Studien mit menschlichen Thrombozyten
wurden mit gewaschenen Thrombozyten oder PRP durchgefiihrt. Die hier durchge-
fuhrten Untersuchungen der Wirkung von PGE; auf Thrombozyten im menschlichen
antikoagulierten Blut zeigten jedoch keine Potenzierung der Plattchenaggregation bei
niedrigen PGE, Konzentrationen und eine nur geringe nicht-signifikante Hemmung

bei hohen PGE,; Konzentrationen.

In dem zweiten Teil der Dissertation wurde die Wirkung von PGE; in menschlichen
atherosklerotischen Plaques auf die Thrombozytenfunktion untersucht. Es wurde ei-
ne geringere und/oder verzogerte Aggregation der Plattchen erwartet, wenn der pro-
aggregatorischen EP3;-Rezeptor mit den spezifischen Antagonisten blockiert wurde.
Diese Hypothese bestatigte sich in den Versuchen nicht: Die zwei spezifischen EP3-
Antagonisten AE5-599 und AE3-240 bewirkten keine Verminderung der Thrombozy-
tenaggregation, die durch atherosklerotische Plaguehomogenate induziert wurde.
Auch die durch Plaguehomogenate stimulierte Thrombozytensekretion aus den dich-
ten Granula (Messung der ATP-Sekretion) wurde von den beiden EPs-Antagonisten

nicht beeinflusst.

Die verwendete Methode zur Messung der Thrombozytenaggregation (MEA, multiple
electrode aggregometry) erfasst die Aggregation der Thrombozyten in gerthrtem Blut

unter statischen Bedingungen. Diese wird durch die Exponierung des Glykoproteins

29



Diskussion

lIb/llla auf der Plattchenoberflache und dessen Bindung an Fibrinogen vermittelt. Die
Interaktion von von Willebrand Faktor mit thrombozytarem Glykoprotein Ib ist in die-
sem statischen System nicht relevant und wird daher nicht gemessen (Penz et al.
2007; Awidi et al. 2009), sodass mit diesen Messungen nicht ausgeschlossen wer-
den konnte, dass PGE; in atherosklerotischen Plaques einen Einfluss auf die Platt-

chenadhasion und die Thrombusbildung unter arteriellen Flussbedingungen hat.

Daher wurde in weiteren Experimenten die Situation einer Plaqueruptur simuliert,
indem atherosklerotisches Plaquematerial flielkendem Blut exponiert wurde. Es wur-
den Scherraten verwendet, wie sie in malig stenosierten Koronararterien vorkom-
men (1500 s™) (Ruggeri 2002). Auch hier zeigte sich, in Ubereinstimmung mit den
vorangegangenen Ergebnissen, dass die beiden EP3-Antagonisten die Plaque-
induzierte Thrombozytenadhasion und -aggregation nicht hemmten, und demzufolge
PGE; in atherosklerotischen Lasionen keinen stimulierenden Effekt Uber den EPs-
Rezeptor auf die Plattchenfunktion ausubt. Dagegen war nach Inkubation des Blutes
mit Acetylsalicylsaure eine deutliche Hemmung der Plaque-induzierten Thrombozy-

tenadhasion und Aggregatbildung unter arteriellen Flussbedingungen zu beobachten.

Menschliche Thrombozyten exprimieren neben dem aktivierenden EP3-Rezeptor
auch inhibierende EP2- und EP4-Rezeptoren, wobei EP, gegenlber EP, deutlich
Uberwiegt (Paul et al. 1998). Es wurde gezeigt, dass der EP4-Rezeptor der wichtigste
inhibitorische PGE,-Rezeptor auf menschlichen Thrombozyten ist (lyu et al. 2010;
Kuriyama et al. 2010; Philipose et al. 2010; Smith et al. 2010), sodass in folgenden
Experimenten die Rolle von EP4 untersucht wurde. Es fand sich eine signifikante Po-
tenzierung der Plattchenaggregation (gemessen in antikoaguliertem Blut) durch den
spezifischen EPs-Rezeptor-Antagonisten AE3-208 in Kombination mit PGE, von
ADP-stimulierten Thrombozyten. AE3-208 hatte selbst keinen Einfluss auf die ADP-
induzierte Aggregation. Diese Ergebnisse zeigen, dass hohe Konzentrationen von
PGE; die Plattchenaggregation im Blut verstarken (wahrscheinlich Uber die Aktivie-
rung des EP3-Rezeptors), wenn der hemmende EP4-Rezeptor blockiert wird. Der
EP4-Rezeptor konnte somit eine wichtige Rolle in der Hamostase spielen, indem er in
Anwesenheit ausreichender PGE2-Spiegel die Plattchenaktivierung vermindert. Se-

lektive EP4-Rezeptor-Agonisten kdnnten als neue antithrombozytare Substanzen die
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aktuelle antithrombotische Therapie erganzen (Kuriyama et al. 2010; Philipose et al.
2010).

In Experimenten mit atherosklerotischen Plaquehomogenaten zeigte sich jedoch kei-
ne Wirkung des EPs-Rezeptor-Antagonisten. Die Erwartung, bei Blockade des inhi-
bierenden EP4-Rezeptors eine verstarkte Plattchenaggregation durch das in den

atherosklerotischen Plaques vorhandene PGE; zu beobachten, wurde nicht bestatigt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen fuhren zu der Folgerung, dass PGE,, im Ge-
gensatz zu dem selektiven EP3-Agonisten Sulprostone und zu der Situation bei Mau-
seplattchen, in einem weiten Konzentrationsbereich keine Wirkung auf menschliche
Thrombozyten ausibt. PGE, hat in menschlichen atherosklerotischen Lasionen we-
der Uber den proaggregatorischen EP3;-Rezeptor, noch Uber den hemmenden EPs-

Rezeptor einen modulierenden Einfluss auf die Thrombozytenfunktion.

In einer vorangegangenen Studie wurde der Gehalt an PGE; in atherosklerotischen
Lasionen von Mausen gemessen (Gross et al. 2007). Daten Uber den Gehalt von
PGE; in menschlichen atherosklerotischen Plaques existierten bis dato nicht. Auf-
grund der fehlenden Wirkung der EP3- und EPs-Rezeptor-Antagonisten auf die
Plaque-stimulierte Thrombozytenaktivierung wurde vermutet, dass die Menge an
PGE; in atherosklerotischen Plaques zu gering sei, als dass sie eine Wirkung auf
Thrombozyten haben kdnnte. Um dies zu bestatigen, wurde der Gehalt an PGE; in
menschlichen atherosklerotischen Plaguehomogenaten mithilfe eines spezifischen
Enzym-Immunassays quantifiziert. Es wurde ein Gehalt von ungefahr
15 pg PGE2/mg Plaquegewebe gefunden, was bei einer eingesetzten Plaque-
Konzentration von 0,42 mg Plaque/ml Blut fur die MEA Messungen eine finale Kon-
zentration von 18 pM PGE; ergibt. Diese PGE,-Konzentration ist sicher viel zu ge-
ring, um die Thrombozytenfunktion im menschlichen Blut beeinflussen zu konnen.
Ein aufgrund der Plaqueaufarbeitung und -konservierung artifiziell niedriger PGE,-
Gehalt der Plaques ist unwahrscheinlich, da in Kontrollexperimenten das PGE,, wel-
ches vor dem Prozess der Homogenisierung zugegeben wurde, fast unverandert
gemessen wurde, und kein Unterschied hinsichtlich der Plattchenaktivierung und des
Effektes der EPs;-Antagonisten auf die Thrombozytenaggregation von Homogenaten

frisch gewonnener und bei -80°C konservierter Plaques bestand.
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Die hier gezeigten Ergebnisse stehen in Widerspruch zu den Ergebnissen erhoben
an ApoE"' Mausen; diese zeigten, dass PGE; atherosklerotischer Plaques via EPs-
Aktivierung eine wichtige Rolle in der Atherothrombose spielt (Gross et al. 2007).
Dieser Widerspruch erklart sich moglicherweise dadurch, dass in den hier durchge-
fuhrten Experimenten menschliche Thrombozyten und menschliches Plaquematerial
untersucht wurden. Der Unterschied konnte (a) auf einen unterschiedlichen Gehalt
von PGE; in menschlichen und murinen atherosklerotischen Plaques zuruckzuflihren
sein, oder (b) durch ein unterschiedliches Verhalten der Plattchen von Mausen und

Menschen, auf PGE; zu reagieren, bedingt sein.

Ein Vergleich von den hier erhobenen Messergebnissen mit dem PGE,-Gehalt der
atherosklerotischen Plaques von Mausen (Gross et al. 2007) ist nicht moglich, da in
jener Studie der PGE, Gehalt pro Aorta und nicht pro mg Plaquegewebe angegeben
wurde. Bezuglich des moglichen Speziesunterschiedes der Thrombozyten zeigen
Mause-Thrombozyten im Vergleich zu menschlichen Plattchen eine deutlich andere
Verteilung der EP-Rezeptoren. So findet sich auf murinen Thrombozyten eine deut-
lich hdhere Expression von EP3 im Vergleich zu EP4 (Uber 200-fach hoéher) und zu
EP, (Uber 1000-fach hdher), sodass hier die Effekte von PGE, Uber den EPy;-
Signalweg vernachlassigbar erscheinen (Ma et al. 2001). Experimente von Kuriyama
et al. bestatigen diese Beobachtung, hier zeigte sich eine sehr viel hohere inhibitori-
sche Potenz eines selektiven EP4-Rezeptor-Agonisten auf menschlichen Thrombozy-
ten im Vergleich zu murinen Plattchen (Kuriyama et al. 2010). Insgesamt weisen die
Unterschiede auf die Grenzen der Vergleichbarkeit von murinen und humanen
Thrombozyten hin und fordern bei der Durchfuhrung weiterer Studien zur Untersu-
chung der Rolle von PGE; auf die Thrombozytenfunktion die Verwendung von

menschlichen Plattchen.
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6 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der durchgeflihrten Experimente fuhren zu der Schlussfolgerung,
dass PGE; in menschlichen atherosklerotischen Lasionen in nur sehr geringen Kon-
zentrationen vorhanden ist, welche weder unter statischen Bedingungen, noch unter
arteriellen Flussbedingungen eine stimulierende oder inhibierende Wirkung auf
Thrombozyten in humanem Blut ausuben. EP3;-Rezeptor-Antagonisten inhibieren
nicht die Plaque-induzierte Thrombozytenaktivierung und Thrombusbildung und stel-
len daher keinen vielversprechenden Ansatz in der antithrombotischen Therapie dar.
Unabhangig von diesen Ergebnissen zeigen neuere Studien, dass selektive EPs-
Rezeptor-Agonisten, welche das thrombozytare cAMP erhdhen, als neue antithrom-

bozytare Substanzen die aktuelle antithrombotische Therapie erganzen kénnten.

Bei der Durchfuhrung weiterer Studien zur Untersuchung der Rolle von PGE; auf die
Thrombozytenfunktion ist es von grof3er Wichtigkeit, die oben aufgefliihrten grundle-
genden Unterschiede zwischen menschlichen und murinen Thrombozyten zu be-

rucksichtigen und in die Interpretation der Ergebnisse miteinzubeziehen.
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Anhang

Anhang

Inhalt der Video-CD

Echtzeitaufnahmen (komprimierte Versionen) der Flussversuche

AE5-599 hat (im Gegensatz zu ASS) keinen Einfluss auf die Plattchenthrom-
busbildung induziert durch humane atherosklerotische Plaques unter arteriel-

len Flussbedingungen

Thrombozyten wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Mepacrin (10 uM) versetzt, so-
dass sie mittels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar wurden. Humanes Hirudin-
antikoaguliertes Blut wurde anschlieend durch die mit atherosklerotischem Plaque-
material beschichtete Flusskammer perfundiert (Scherrate 1500 s™', Flussrichtung

von rechts nach links) und fur eine Dauer von bis zu 10 Minuten beobachtet.

Video 1: obere Kammer: Kontrolle; untere Kammer: mit AE 5-599 (600 nM) versetz-
tes Blut

Video 2: obere Kammer: Kontrolle; untere Kammer: mit ASS (1 mM) versetztes
Blut

Es zeigen sich wachsende Thrombozytenaggregate (fluoreszenzmikroskopisch grin)
vor allem an den Randern der Kammer, wo die meisten Plaquestrukturen (wie vor
Beginn der Flussexperimente mittels Phasenkontrastmikroskopie gesehen wurde)
lokalisiert sind. AE5-599 hat keinen signifikanten Einfluss auf die thrombozytare Ad-
hasion und Aggregation. Im Gegensatz dazu zeigt sich mit ASS eine deutliche Hem-

mung der Plaque-stimulierten Plattchenadhasion und Thrombusbildung.
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Abkilirzungen
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