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1 Einleitung 

 

1.1 Die Thrombusformation – ein dynamischer Prozess 

Thrombozyten sind kernlose, kleine Blutzellen mit einem Durchmesser von 1,5µm bis 3,0µm, 

die im Knochenmark entstehen, wo sie von den Megakaryozyten abgeschnürt werden 

(Italiano et al., 2007, Junt et al., 2007). Dieser Vorgang wird als Thrombopoese bezeichnet 

und von dem Hormon Thrombopoietin stimuliert (Stenberg and Levin, 1989). Die im Kno-

chenmark entstandenen Thrombozyten werden in das Blut abgegeben und halten sich im zir-

kulierenden Blut 8-12 Tage lang auf. Danach werden sie hauptsächlich in der Milz und in 

geringerem Maße auch in der Leber abgebaut.  

Die Thrombozyten spielen die Hauptrolle in der Blutstillung. Die primäre Hämostase mit der 

Thrombusbildung verhindert den Blutverlust durch das Verschließen des Defektes des Gefä-

ßendothels. Die Thrombusformation tritt aber auch pathologisch auf, so bei Inflammation 

oder bei Arteriosklerose, die dann unkontrolliert ablaufen und zu einer Gefäßokklusion führen 

können. Infolge der Gefäßokklusion nimmt der Blutfluss ab und es kann zu einer Minderver-

sorgung und dem folgend zur Ischämie von Organen kommen. Besonders gefährdet sind die 

lebenswichtigen Organe wie Herz und Gehirn (Massberg et al., 2005). Deshalb ist das Ver-

ständnis des genauen Ablaufes von Thrombusformation mit allen beteiligten Mediatoren und 

Rezeptoren äußert wichtig, nicht zuletzt für die therapeutische Kontrolle der Blutgerinnung 

und Thrombusbildung sowie die Prävention von Gefäßverschlüssen, die als Folge pathologi-

scher Thromben entstehen. In diesem Kapitel soll die primäre Hämostase mit der Thrombus-

formation im Detail beschrieben werden.  

In der Regel befinden sich die Thrombozyten in einer inaktivierten Form und zirkulieren in 

den Blutgefäßen in Richtung des Blutflusses. Wenn es zu einer Gefäßläsion kommt, werden 

sie von mehreren Mediatoren aktiviert. Die aktivierten Thrombozyten interagieren mit der 

extrazellulären Matrix, welche adhäsive Moleküle wie Laminin, Fibronektin, Kollagen und 

von Willebrand-Faktor (vWF) beinhaltet. Die erste Anbindung der Thrombozyten an die ext-

razelluläre Matrix (tethering) erfolgt durch die Interaktion zwischen dem Thrombozytenrezep-

tor GPIb-IX-V und vWF (Ruggeri, 1997, Clemetson and Clemetson, 2007). Diese Bindung ist 

nicht stark genug um eine stabile Adhäsion zu erzeugen, hält aber die Thrombozyten in der 
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Nähe der Gefäßwand. Die Thrombozyten rollen in Richtung des Blutflusses an der Gefäß-

wand (rolling) (Savage et al., 1996). Während des Rollens binden Thrombozyten an das ext-

razelluläre Matrix Protein, Kollagen, mittels ihres Membranrezeptors GPVI und heften an der 

geschädigten Gefäßwand an (Massberg et al., 2003). Dieser Prozess wird Thrombozytenadhä-

sion genannt. Die aktivierten Thrombozyten fangen an, ihre Form zu ändern. Durch die Um-

lagerung des Zytoskeletts und die Bildung von Pseudopodien (Füßchen) vergrößern sie ihre 

Oberfläche. Schließlich setzen sie gerinnungsfördernde Stoffe wie Adenosindiphosphat 

(ADP) und Thromboxan A2 (TXA2) frei. ADP ist in den sogenannten ‚dense’ Granula ge-

speichert und wird nach einer Thrombozytenaktivierung freigesetzt (Gachet, 2008). Es bindet 

an den thrombozytären ADP-Rezeptoren (P2Y1, P2Y12) und aktiviert durch intrazelluläre 

Signaltransduktion den GPIIb/IIIa-Integrin-Komplex. Der aktivierte GPIIb/IIIa-Rezeptor führt 

zu einer Bindung von adhäsiven Proteinen, vor allem von Fibrinogen und vWF an der 

Thrombozytenoberfläche (Shattil and Newman, 2004). TXA2 ist ein Lipid, das mittels Cyc-

looxygenase 1 (COX1) aus Arachidonsäure gebildet wird (Samuelsson et al., 1978). Sowohl 

ADP als auch TXA2 binden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) und verstärken die 

aggregationsfördernden Signale (Offermanns, 2006). Diese Verstärkung führt zu einer Kon-

formationsänderung des Fibrinogen-Rezeptors GPIIb/IIIa, sodass das Fibrinogen mit hoher 

Affinität bindet (Inside-out-signaling) (Li et al., 2010, Shattil and Newman, 2004). Das Fibri-

nogen dient als Substrat für die Anheftung weiterer Thrombozyten mittels GPIIb/IIIa-

Rezeptoren und ermöglicht die Quervernetzung mit anderen Thrombozyten. Außerdem erhöht 

die verstärkte Verbindung von Fibrinogen an dem Rezeptor die Aktivität im Zellinneren 

(Outside-in-signaling) (Li et al., 2010). Zusätzlich zu den von den Thrombozyten sezernierten 

Mediatoren wird lokal am geschädigten Gefäßendothel Thrombin gebildet. Neben der Akti-

vierung der Thrombozyten über die Protease-aktivierten Rezeptoren 1 und 4 (PAR1 und 

PAR4) führt das Thrombin zur Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin, was zur Bildung eines Fa-

sernetzwerkes und dadurch zur Stabilisierung des Blutgerinnsels dient (Ono et al., 2008, Chou 

et al., 2004). Als Ergebnis dieser Prozesskaskade heften die aktivierten Thrombozyten an der 

Gefäßwand und zusätzlich aneinander an und bilden einen Thrombus. Dieser Vorgang wird 

als Thrombozytenaggregation bezeichnet (Varga-Szabo et al., 2008). Mittels der Verbindung 

zwischen GPIIb/IIIa und Fibrinogen und in der Anwesenheit des Serums beginnen die 

Thrombozyten zu migrieren. Die Abbildung 1 (Gärtner, 2012) stellt die oben beschriebenen 

Prozesse graphisch dar.  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Thrombusformation 

(Gärtner, 2012) 
 

Die Thrombozytenmigration ist ein aktiver, dynamischer Prozess, der von unterschiedlichen 

Einflüssen abhängig ist. Diese kann man in drei Gruppen unterteilen: die Rezeptor-Ligand-

Komplexe, die Elemente im Serum und die Zytoskelettelemente. Im weiteren Kapitel werden 

diese drei Gruppen und deren Wirkung auf die Thrombozyten separat erklärt.  

 

1.2 Die Integrin-Ligand-Komplexe 

Die Thrombozyten haben an ihrer Oberflächen unterschiedliche Integrine, die als Rezeptoren 

mit verschiedenen Matrixproteinen wie Vitronektin, Laminin, Fibronektin, Kollagen und Fib-

rinogen interagieren können. Die Integrine sind für die Migration essenziell, weil sie mittels 

der Verbindung mit der extrazellulären Matrix die Kraft und die Signale für die Lokomotion 

übertragen (Hynes, 1992, Lauffenburger and Horwitz, 1996). Die Geschwindigkeit der Migra-

tion und ob es zu einer Migration kommt, wird von den Integrin-Ligand-Interaktionen beein-

flusst, die von dem Liganddichte, der Integrin-Expression der Zelle und der Integrin-Ligand-
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Bindungsaffinität abhängig sind (Bauer et al., 1992, DiMilla et al., 1993, Huttenlocher et al., 

1996). Die maximale Migrationsgeschwindigkeit kann bei einem intermediären Verhältnis 

von der Zell-Substrat-Bindekraft zu der intrazellulärem Kontraktionskraft erreicht werden, 

weil dieses Verhältnis die Bildung von neuen Verbindungen am vorderen Ende der Zelle und 

gleichzeitig den Abbruch der Bindungen am hinteren Ende der Zelle ermöglicht (DiMilla et 

al., 1991). Bei niedrigerer Ligand-Konzentration sind die Zellen runder und sie bilden Lamel-

lipodien, die im Vergleich zu den migrierenden Zellen kleiner und instabiler sind. Bei höherer 

Ligand-Konzentration bilden die Zellen ebenso Lamellipodien, können sich aber wegen der 

zu hohen Adhäsionsrate nicht bewegen (Palecek et al., 1997). 

Einer der wichtigsten Integrin-Ligand-Komplexe ist GPIIb/IIIa, ein Fibrinogen-Rezeptor Gly-

koprotein (Massberg et al., 2005). GPIIb/IIIa ist ein Calcium-abhängiger Komplex, der nach 

der Aktivierung vom Thrombozyten als Rezeptor der Bindung an Adhäsionsproteine wie Fib-

rinogen, Fibronektin, Vitronektin und vWF dient (Parise and Phillips, 1985). Die Verbindung 

zwischen Fibrinogen und dem GPIIb/IIIa-Komplex führt zur Thrombozytenaggregation 

(Marguerie et al., 1979). Der dadurch entstandene Thrombus besteht aus den Thrombozyten 

und weiteren Blutzellen, die mittels Fibrin, Fibronektin und Plasminogen zu einer Matrix ver-

netzt werden. GPIIb/IIIa kann sowohl von den Agonisten wie Thrombin und ADP als auch 

von den GPIb-IX-V und GPVI aktiviert werden (Kasirer-Friede et al., 2004). 

Fibrinogen ist ein aus je zwei α-, β- und γ-Untereinheiten bestehender hexamerer Protein-

komplex. Er besitzt zwei Stellen, die für die Verbindung mit dem GPIIb/IIIa-Komplex geeig-

net sind: ein Peptid an der C(carboxyl)-terminalen Seite der γ-Kette und zwei RGD (Arg-Gly-

Asp)-Sequenzen in der α-Kette (Lam et al., 1987). Die beiden Bindungsstellen an der γ-Kette 

und α-Kette arbeiten synergistisch und dies ist erforderlich für die optimale Funktion des Fib-

rinogen-GPIIb/IIIa-Komplexes. Die Bindung der RGD-Sequenz oder γ-Kette an den 

GPIIb/IIIa-Komplex induziert eine Konformationsänderung des Komplexes, die dessen Affi-

nität an einer zweiten Bindung mit Fibrinogen erhöht (Mohri and Ohkubo, 1993). Die RGD-

Peptide blockieren die Verbindung zwischen Fibrinogen und den Thrombozyten sowohl mit-

tels der Bindung an RGD-Sequenzen des Fibrinogens als auch mittels einer direkten Bindung 

an Thrombozyten (Ruggeri et al., 1986, Pytela et al., 1986). Wegen seiner Hauptrolle in der 

Thrombozytenaggregation wurden für die Inhibierung des GPIIb/IIIa-Komplexes verschiede-

ne Stoffe wie der Antikörper Abciximab, ein GPIIb/IIIa-Rezeptor-Antagonist, und RGD-

Peptide-Analoga entwickelt (Quinn et al., 2003). 
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Das durch Agonisten ADP-vermittelte Inside-out-signaling aktiviert Integrine und ermöglicht 

die Bindung von Integrin αIIbβ3 an dessen Ligand Fibrinogen (O'Toole et al., 1994). Die Zy-

toskelettelemente wie Aktin, die durch das Inside-out-signaling aktiviert werden, spielen auch 

eine Rolle bei der Regulation der Integrin-Funktion. Bei einer Aktivierung von Thrombozyten 

mittels ADP kommt es zu einer Reorganisation der Aktinfilamente. Aktin assoziierten Protei-

ne wie Talin binden an aktiviertes Integrin und erhöhen die Integrin-Aktin-Interaktion (Kne-

zevic et al., 1996). Diese Interaktion führt zu einer Konformationsänderung des αIIbβ3-

Integrins, welche wiederum die Affinität des αIIbβ3-Integrins zum Fibrinogen erhöht (Ben-

nett et al., 1999). Die Inhibierung der Aktin-Polymerisation mittels Cytochalasin D, das an die 

offenen Enden von Aktinfilamenten bindet und dadurch die Aktivierung des Aktinzytoskeletts 

verhindert, hält die Affinität des αIIbβ3-Integrins an die Bindung mit Fibrinogen niedrig (sie-

he Abbildung 2) (Peerschke, 1984). 

 
 

Abbildung 2: Integrin-Ligand-Komplex GPIIb/IIIa und Signalwege 

 

1.3 Die Zytoskelettelemente 

Das Zytoskelett ist ein komplexes, bewegliches Gerüst, das aus verschiedenen dünnen, faden-

förmigen Proteinen (Filamenten) zusammengesetzt ist. Diese Proteine – Aktinfilamente (Mik-

rofilamente), Intermediärfilamente und Mikrotubuli – reichen vom Zellkern bis zur Zell-

membran. Sie sind für die mechanische Stabilisierung sowie für die aktive Bewegung der 
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Zelle zuständig. Weiterhin ermöglichen sie Transporte innerhalb der Zelle. Bei der Thrombus-

formation durch die Thrombozyten spielen auch die Zytoskelettelemente eine Rolle.  

Die Thrombusformation wird in zwei Phasen unterteilt: die primäre Hämostase mit der Bil-

dung eines Thrombozytenaggregats, das ausschließlich aus Thrombozyten zusammengesetzt 

wird, und die sekundäre Hämostase, die durch Stabilisierung des Thrombozytenaggregats 

mittels Fibrinpolymeren charakterisiert ist (Crawley et al., 2007). Während der Bildung des 

Thrombozytenaggregats ändern sich die Morphologie und die Funktion der Thrombozyten, 

durch Remodellierung des Aktinzytoskeletts. Diese Veränderungen im Zytoskelett sind uner-

lässlich für die Thrombozytenfunktion und für die normale primäre Hämostase und werden 

von verschiedenen Proteinen durch komplexe Signalkaskaden reguliert.  

Das Aktin-basierte Zytoskelett kann in zwei funktionelle Einheiten unterteilt werden: das an 

Spektrin reiche Membranskelett, das die innere Plasmamembran überzieht und das Zytoske-

lett bestehend aus langen Aktinfilamenten, die von der Zellmitte in die Peripherie bis zur 

Zellmembran strahlen (Hartwig and DeSisto, 1991). Das Membranskelett ist zuständig für die 

Erhaltung der Struktur und Integrität der Plasmamembran, während das Aktinzytoskelett 

durch seine Verbindungen mit Myosin in der Zelle Kontraktionskräfte entwickelt (Pollard, 

1981). Diese Kontraktionskräfte regulieren die Veränderungen der Thrombozytenform 

(Daniel et al., 1984) und fördern die Sekretion von Granulainhalten (Flaumenhaft, 2003). 

Durch eine Übertragung der Kontraktionskräfte in die Zellmembran wird die Retraktion des 

Fibringerinnsels unterstützt (Cohen, 1979). 

Die genaue Verteilung der Zytoskelettelemente in der Zelle wurde bei unterschiedlichen Zell-

typen untersucht. Das Modell bei den Keratozyten beschreibt die Formänderung der Kerato-

zyten während der Adhäsion und Migration unter Berücksichtigung der Organisation von Zy-

toskelettelemente und der Adhäsionsstärke (Barnhart et al., 2011). Nach diesem Modell wer-

den die Zellen während der Adhäsion flach. Sie vergrößern ihre Oberfläche mittels der Bil-

dung von Pseudopodien. Die Zytoskelettelemente – Aktin und Myosin – verteilen sich wäh-

rend dieser Formänderung nach einer bestimmten Anordnung. In der Vorderseite der Kerato-

zyten befinden sich die Aktinfasern mit einer hohen Dichte, welche den Membranwiderstand 

pro Faser erniedrigt. Das ermöglicht die Polymerisation der Aktinfasern und dadurch die Mig-

ration der Keratozyten in eine Richtung. In der Zellmitte (Zellkörper) bilden die Aktin- und 

Myosinfasern ein Netz, welches zu einer Retraktion des Zellkörpers führt und damit die 

Keratozyten während der Migration als komplette Zelle zusammenhält. Bei diesem Prozess 

entstehen zwei Kanten im Kerotozytkörper, die als Vorderkante (leading edge) und als Hin-
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terkante (trailing edge) bezeichnet werden. Die Protrusion findet in der Vorderkante und die 

Retraktion in der Hinterkante der Zelle statt. An der Vorderkante der Zelle entsteht durch die 

Polymerisation der Aktinfasern eine Verlängerung des Zytoplasmas in die Migrationsrich-

tung. Diese speziellen länglichen Formen des Zytoplasmas werden Lamellipodia und Filopo-

dia genannt. Die Bilder der Keratozyten, die mit dem konfokalen Mikroskop aufgenommen 

sind, zeigen die Verteilung der Aktin und Myosinfilamente: Die Aktinfilamente sind in der 

Vorderkante und die Myosinfilamente in der Hinterkante lokalisiert (siehe Abbildung 3). Im 

Vergleich dazu werden Durchlicht mikroskopische (DIC) Bilder von Thrombozyten während 

der Adhäsion und Migration aufgenommen, welche die Ähnlichkeit der Form und der Vertei-

lung zeigen (siehe Abbildung 4). Zusätzlich werden die Organisation der Aktinfasern und die 

Geschwindigkeit der Zellmigration von der Adhäsionsstärke und Myosinkontraktion beein-

flusst (Gupton and Waterman-Storer, 2006). Die Keratozyten mit einer intermediären Adhä-

sionsstärke haben die höchste Migrationsgeschwindigkeit und eine flache Form (fan-shaped) 

wobei die Keratozyten mit einer hohen oder niedrigen Adhäsionsstärke eher eine runde Form 

haben und langsamer migrieren (siehe Abbildung 3) (Barnhart et al., 2011). 

 

Abbildung 3: Fluoreszenz Bilder von Keratozyten bei unterschiedlichen Adhäsionsstärken 
Von links nach rechts; niedrige, intermediäre und hohe Adhäsionsstärke. Aktinfasern sind rot und 
Myosinfasern sind grün gefärbt.  
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 10 µm 
 

 
 

Abbildung 4: Durchlicht mikroskopische (DIC) Bilder von Thrombozyten während der    
Migration  

 

Die Zellmigration ist abhängig von dem Gleichgewicht multipler Einflüsse, wie die Fortbe-

wegung mittels Aktinfasern, Membranspannung, der Retraktion der Aktinfasern in Folge der 

Myosinkontraktion und Zell-Substrat-Adhäsion (Cohen, 1979). Das im Folgenden beschrie-

bene Modell mit Keratozyten zeigt uns, dass die Zytoskelettelemente Aktin und Myosin es-

senziell für die Zellmotilität sind.  

Die Zellmembran limitiert die Ausbreitung der Zellen auf dem Substrat, weil die Spannung in 

der Zellmembran die Polymerisation der Aktinfilamente in der Peripherie inhibiert (Raucher 

and Sheetz, 2000). Mittels der Verknüpfung der Aktinfilamente (F-Aktin), und zellulärer 

Mikrofilamente, mit Aktin-bindenden Proteinen wie α-Aktinin, Filamin und Myosin-II ent-

steht ein Netzwerk (Small and Resch, 2005). Mittels dieses Netzwerks übertragen die Zellen 

die Kräfte von einer Seite der Zelle auf die andere sowie von dem Zellinneren auf die adhä-

sierte Zelloberfläche (Balaban et al., 2001).  

1. Aktin 

Das Aktin ist ein wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts vieler unterschiedlichen Zelltypen. 

Mittels der Polymerisation von Aktin entstehen die Aktinfilamente, Mikrofilamente, welche 

durch die Verbindungen untereinander komplexere Strukturen wie Aktinbündel und Netzwer-

ke aufbauen können. Die Aktinfilamente (F-Aktin) können sich durch die Polymerisation und 

Aufbau von Aktinmonomeren (G-Aktin) an freien Enden in beide Richtungen verlängern, 

wobei die Aktinpolymerisation am Plusende im Verhältnis zu am Minusende deutlich häufi-

ger stattfindet. Die Verlängerung des Aktinfilaments wird fortgeführt, bis die Konzentration 

der Aktinmonomere eine kritische Grenze erreicht. Ab dieser Grenze findet an das freie Ende 
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(Plusende) der Aufbau weiterhin statt und gleichzeitig werden Aktinmonomere vom anderen 

Ende (Minusende) abgebaut (Wegner, 1976). Die Aktinfilamente bilden mit anderen Zytoske-

lettelementen ein Netzwerk, das eine mechanische Unterstützung schafft, die Zellform be-

stimmt und die Bewegung an einer Oberfläche ermöglicht.  

Aktinstressfasern, die aus Aktinfilamenten, Myosin -und α-Aktinin bestehen, binden durch 

weitere Aktin-bindende-Proteine an Integrine und können dadurch an der fokalen Adhäsion 

zwischen Plasmamembran und extrazellulärer Matrix teilnehmen (Cooper, 2013). Aufgrund 

der Verbindung zwischen dem Plusende von Aktinstressfasern mit der Membranoberfläche 

werden alle Anspannungen (Tensions) mittels Myosinkontraktion an die Oberfläche weiterge-

leitet (Pollard, 1981). 

2. Myosin 

Das Myosin-II ist ein Motorprotein, das zusammen mit Aktin den Zellkontraktionsapparat 

bildet (Adelstein and Conti, 1975). Myosin-IIA ist die in Thrombozyten hauptsächlich vor-

kommende Isoform (Maupin et al., 1994). Die Anomalien von Myosin-IIA werden von einer 

Gruppe autosomal dominanter Punktmutationen des MHY9-Gens verursacht, die mit Throm-

bozytopenie und Blutungen assoziiert sind. Dazu werden die May-Hegglin-Anomalie, das 

Sebastian-, das Fechtner- und das Epstein-Syndrom gezählt (Seri et al., 2000). Die Throm-

bozyten der betroffenen Patienten weisen einen Defekt in der Zytoskelettreorganisation auf, 

der die Formänderung, das Anheften und die Ausbreitung an der Oberfläche schwächt, wobei 

die Thrombozytenaggregation sowie die Sekretion der Granula-Inhalte unbeeinträchtigt blei-

ben (Canobbio et al., 2005, Leon et al., 2007).  

Die Myosin-II-Aktivität wird durch die Phosphorylierung und Dephosphorylierung der Myo-

sinleichtketten (MLC) reguliert. Durch die Phosphorylierung wird die Myosinleichtkette 

(MLC) aktiviert und es kommt zu einer Kontraktion des Aktin-Myosin-Netzwerks. Hingegen 

wird die Myosinleichtkette durch die Dephosphorylierung inaktiviert und es kommt zu einer 

Relaxation der Zellkontraktionsmaschine. Die Phosphorylierung der Myosinleichtkette ist 

unter Kontrolle von Myosinleichtkettenkinase (MLCK) und Myosinphosphatase (mPP), wel-

che wiederum von Calcium/Calmodulin und Rho-Kinase reguliert werden (Totsukawa et al., 

2004). Rock (RhoA-Kinase I) aktiviert das Myosin-II durch die Phosphorylierung der MLC 

und durch die Inhibierung der Dephosphorylierung von MLC mittels Inaktivierung von MLC-

Phosphatase (MLCP) (siehe Abbildung 5) (Chang et al., 2007). 
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Abbildung 5: Rho-Rock-Kaskade und Regulation der Myosinaktivität 

 

Die Aktivierung des Zellkontraktionsmechanismus ist essenziell für mehrere zelluläre Prozes-

se wie Phagozytose, Zellkontraktion, Zytokinese, Protrusion und Zellmigration (Kureishi et 

al., 1997). Die Rho/Rock-Signalkaskade, die von Agonisten wie Kollagen und ADP aktiviert 

wird, ist an der Formänderung der Thrombozyten mittels der Aktivierung der MLC beteiligt 

(Bauer et al., 1999). Bei einer Inhibierung von Myosin II können die Zellen sich auf dem Sub-

strat ausbreiten aber es kommt zu einer Unterbrechung der Zellmembrankontinuität und es 

entstehen Zellfragmente. Die Fenestration, die entstandenen Lücken in der Zellmembran, sind 

Folge von struktureller Schwäche des Aktin-Zytoskeletts. In Abwesenheit der Myosin-

Aktivität kann das Zytoskelettnetzwerk, das die Zelle und das Lamellipodium zusammenhält, 

nicht gebildet werden und die Zelle verliert ihre zytoplasmatische Kohärenz (Cai et al., 2010). 

Weiterhin generiert das Myosin-II die Aktinstressfasern, die für die Bildung eines stabilen 

Thrombus erforderlich sind (Calaminus et al., 2007). Um die Funktion vom Myosin-II zu un-

tersuchen, sind mehrere spezifische Inhibitoren hergestellt worden: Blebbistatin – ein direkter 

Myosin-II-Inhibitor –, Y27632 (ein Rock-Inhibitor), TAT-C3 (ein RhoA-Inhibitor) und 

MLCK-Inhibitor. Blebbistatin inhibiert nicht die MLC-Phosphorylierung aber hält das Myo-

sin-II in einer niedrigen Affinität für Aktin (Allingham et al., 2005).  

Die RhoA-Kinase spielt eine wichtige Rolle in der Thrombozytenfunktion durch die Bildung 

fokaler Adhäsionskomplexe (Leng et al., 1998) und Aktinstressfasern in adhärierten Throm-

bozyten (Calaminus et al., 2007). Aus der Inhibierung der RhoA-Kinase resultiert eine Insta-
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bilität der Thrombozyten-Matrix und Thrombozyten-Thrombozyten-Interaktionen und 

dadurch ein Defekt im Thrombuswachstum (Schoenwaelder et al., 2002). 

3. Mikrotubuli 

Mikrotubuli sind röhrenförmige Filamente aus Proteinen, die sich als Heterodimere aus α-, 

und β-Tubulin zusammensetzen. Sie besitzen zwei Enden mit unterschiedlichen elektrischen 

Ladungen, ein Minus-Ende und ein Plus-Ende. Die Mikrotubuli sind in der Zellmitte mit ih-

rem Minus-Ende (über das α-Tubulin) an ein Mikrotubulus-Organisationszentrum gebunden, 

welches sich in der Nähe der Nuklearmembran befindet. Dadurch bildet das Minus-Ende eine 

stabile Startstelle und die Protofilamente wachsen in Richtung des Plus-Endes in die Zell-

peripherie. Die Mikrotubuli sind dynamische Filamente, die eine dynamische Instabilität ha-

ben, welche durch die Simultanität von Aufbau und Abbau an den Plus-Enden charakterisiert 

ist (Mitchison and Kirschner, 1984). 

Die Mikrotubuli gehören wie die Aktinfilamente zu den Zytoskelettelementen und spielen 

eine wichtige Rolle in mehreren Zellprozessen. Dazu zählen der Transport von Granula-

Inhalten, die Zellmigration (Goldman, 1971, Small et al., 2002), die Zellteilung, die zelluläre 

Signaltransduktion, die Absorbierung des mechanischen Stresses (Brangwynne et al., 2006) 

und die Zellverformung (Goldman et al., 2008). Die Mikrotubuli sind für die Erhaltung der 

Form der Thrombozyten sowie für deren Wiederherstellung nach einer Stimulation zuständig 

(White and Rao, 1998).  

Die Mikrotubuli spielen eine Rolle in der gerichteten Zellmigration großer Zellen wie der 

Fibroblasten, der Endothelzellen und der Monozyten. Die gerichtete Zellmigration läuft in 

mehreren Schritten ab: dazu gehören die Umstellung des Mikrotubulus-

Organisationszentrums für die Richtungsgebung und die Aktivierung der Zellkontraktions-

maschine aus Aktin und Myosin für die Translokation (Gotlieb et al., 1983).  

Der Polymerisationszustand der Mikrotubuli ist mit dem Aktivierungszustand von RhoA ge-

koppelt (Hall, 1998). Durch diese Koppelung beeinflussen die Mikrotubuli die Phosphorylie-

rung und die Aktivitätsrate der Myosinleichtketten (Kolodney and Elson, 1995, Verin et al., 

2001). Die Depolymerisierung durch Spaltung der Mikrotubuli verstärkt die Bildung von Ak-

tinstressfasern und damit die Zellkontraktion (Chang et al., 2008, Verin et al., 2001). 

Eine der wichtigsten Funktionen der Mikrotubuli ist die Bildung und Erhaltung der Zellpolari-

tät, damit die Zelle die mittels der Zellkontraktionsmaschine gelbildete Migrationskräfte für 
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eine unidirektionale Lokomotion benutzen kann (Vasiliev, 1991, Singer and Kupfer, 1986). 

Daher ist die partielle und selektive Stabilisierung der Mikrotubuli in Richtung der Migration 

äußerst wichtig für die Erhaltung der Richtung (Gundersen and Bulinski, 1988). Durch diese 

selektive Stabilisierung werden die Organellen und die Granula-Inhalte in Richtung der Mig-

ration transportiert und dort freigesetzt, was die Erweiterung und die Vergrößerung der Zelle 

an der Vorderkante ermöglicht (Kupfer et al., 1982). Bei Abwesenheit der Mikrotubuli kön-

nen die Zellen sich nicht polarisieren und streben so danach, gleichzeitig in mehrere Richtun-

gen zu migrieren.  

Da die Mikrotubuli für die Zellteilung mittels Mitose essenziell sind, wurden im Laufe der 

letzten Jahrzehnte für die Therapie verschiedener Karzinome mehrere Mikrotubuliinhibitoren 

entwickelt. Die Mikrotubuli-bindenden Wirkstoffe teilen sich in zwei Gruppen; eine Gruppe 

führt zur Polymerisierung und Stabilisierung der Mikrotubuli (Taxane), die andere Gruppe 

dagegen zur Depolymerisierung und Destabilisierung (Colchicine und Vincaalkaloide) 

(Vasiliev et al., 1970). 

Mikrotubuliinhibitoren hemmen die Mitose durch die Suppression der Dynamik an den Plus-

Enden (Jordan and Wilson, 2004). Die Verhinderung der Zellmigration durch die Mikrotubu-

liinhibitoren kann auch mit dem selben Wirkprinzip erklärt werden (Pourroy et al., 2006). Die 

Mikrotubuliinhibitoren haben eine konzentrationsabhängige Wirkung: Bei geringer Konzen-

tration verhindern sie die Zellmigration und die Dynamik und bei hoher Konzentration die 

Zellteilung (Schwartz, 2009). Die Suppression der Dynamik an Plus-Enden führt zu mehr 

statischen Mikrotubuli, die ihre Fähigkeit zu einer Zellformveränderung verlieren (Yang et 

al., 2010). 

Bei einer Depolymerisation der Mikrotubuli von Fibroblasten mit Colcemid werden alle Zell-

teile einheitlich aktiv, was die Translokation ineffektiver macht (Vasiliev et al., 1970). Col-

chicine, die sich an die Mikrotubuluswand binden (Borisy and Taylor, 1967), haben keinen 

Effekt auf die ungerichtete Migration, aber inhibieren die gerichtete Migration. Die intakten 

Mikrotubuli sind essenziell für die Bildung von Pseudopodien und für die unidirektionale 

Migration während der Chemotaxis (Malech et al., 1977). 
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1.4 Der Serumfaktor 

Das Blutserum ist der flüssige Überstand, der nach einer stattgefundenen Gerinnung des Voll-

blutes übrig bleibt. Es besteht zu etwa 91 % aus Wasser, zu 7 % aus Proteinen und zu 2 % aus 

übrigen Bestandteilen wie Elektrolyten, Hormonen, Nähr- und Abfallstoffen. Albumin hat den 

größten Anteil an den Proteinen mit 62 %.  

In in-vitro-Studien beobachteten wir, dass es bei einer Aktivierung der Thrombozyten durch 

Gerinnungsaktivatoren in Abwesenheit von Serum zum Ausbleiben der Thrombozytenmigra-

tion kommt. Dies ließ vermuten, dass eine oder mehrere Serumbestandteile in der Aktivierung 

und Migration der Thrombozyten eine essenzielle Rolle spielen (siehe Abbildung 25). 

Proteine: 

Albumin und Casein 

Serumalbumin wird in der Leber produziert und zirkuliert in der Blutbahn. Die Hauptrolle 

von Albumin ist die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks. Albumin kann an 

metabolische Produkte, regulatorische Mediatoren, Nährstoffe und Proteine binden und sie in 

der Blutbahn transportieren. Zusätzlich kann Albumin an endo- und exogene Toxine binden 

und sie neutralisieren (Zilg et al., 1980). In verschiedenen Studien wurde beobachtet, dass 

Serumalbumin auch in der Zelladhäsion und Zellmigration eine Rolle spielt (Mukherjee and 

Lynn, 1978). 

In Abwesenheit von Proteinen findet die von SDF-1 vermittelte Migration von hämatopoeti-

schen Stammzellen nicht statt. Durch die Zugabe von Serumalbumin wird die SDF-1-

abhängige Migration getriggert. Die tryptische Verdauung oder Azid Hydrolisation der Prote-

ine eliminiert deren migrationsunterstützende Funktion. Für die SDF-1 abhängige Migration 

werden intakte Proteine benötigt (Ryser et al., 2009).  

Albumin beschleunigt die Migration von polymorphonuklearen Leukozyten (PMN) ohne wei-

teren Effekt auf die Richtung. Das Hinzusetzen von Casein, einem hochmolekularen Protein 

mit chemotaktischem Effekt, eliminiert den Effekt von Albumin auf die Leukozytenmigra-

tion. Die Zelladhäsion bleibt in Anwesenheit von Casein weiterhin abhängig von der Al-

buminkonzentration (Valerius, 1983). 
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Albumin hat einen anti-adhäsiven Effekt, welche die adhäsive Wirkung von Integrin-

Fibrinogen-Interaktion entgegenwirken kann und damit die Migration unterstützt (Park et al., 

1991).  

1. Ionen: 

Bivalente Kationen wie Calcium, Magnesium und Mangan haben einen regulierenden Effekt 

auf die Integrinfunktion. Sie können die Integrine stabilisieren oder die Interaktionen zwi-

schen Integrine und Liganden steigern oder supprimieren (Plow et al., 2000). Bivalente Kati-

onen können sich mittels spezieller Verbindungsstellen an αIIbβ3-Integrine verbinden. Eine 

direkte Wirkung von Mangan auf die Aktivierung von Integrine konnte bereits festgestellt 

werden. Durch die Erhöhung der Affinität der αIIbβ3-Integrine auf deren Ligand Fibrinogen 

fördert Mangan die Thrombozytenadhäsion (Smith et al., 1994). Es wurden zwei unterschied-

liche Bindungsstellen von αIIbβ3-Integrine für Metallionen identifiziert; eine Bindungsstelle 

für alle bivalenten Kationen, welche die Integrin-Ligand-Verbindung fördert und eine zweite 

für Calcium spezifische inhibierende Bindungsstelle, welche die Verbindung zwischen RGD-

Ligand und Integrine hemmt (Hu et al., 1996). In früheren Studien mit Fibroblasten konnte 

eine Konkurrenz zwischen Magnesium und Calcium für die Bindungsstelle von Integrine 

festgestellt werden, die konzentrationsabhängig ist und die Adhäsion und Migration beein-

flusst (Grzesiak et al., 1992).  

Calcium 

Calcium ist ein wichtiges Sekundärsignal für viele physiologische Prozesse wie Muskelkon-

traktion, zelluläre Sekretion und Genexpression (Berridge et al., 2003). Zudem ist Calcium in 

der Zellmigration von mehreren Zellarten wie Neutrophilen, Eosinophilen, glatten Muskelzel-

len und Neuronen beteiligt. Die Calciumionen verteilen sich in migrierenden Zellen nach ei-

nem bestimmten Muster; die Calciumkonzentration ist hoch in der Hinterkante (trailing edge) 

und niedrig in der führenden Vorderkante (leading edge) der Zelle (Brundage et al., 1991, Xu 

et al., 2004, Hahn et al., 1992, Yumura et al., 1996). 

Die intrazelluläre Calciumkonzentration wird durch zwei Mechanismen gesteigert: mittels der 

Calciumfreisetzung aus intrazellulären Speichern und mittels Calciumeinstroms durch die 

Calciumkanäle und andere Ionenkanäle auf der Plasmamembran (Berridge et al., 2003). Beide 

Mechanismen sind je nach Zelltyp mit der Migration gekoppelt (Komuro and Rakic, 1993, Xu 

et al., 2004, Nebl and Fisher, 1997, Lee et al., 1999). In manchen Zellarten ist der Calcium-
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einstrom wichtiger für Zellmigration als die Calciumfreisetzung (Marks and Maxfield, 1990, 

Lee et al., 1999). Die L-Typ-Calciumkanäle erlauben einen selektiven Calciumeinstrom in 

Richtung elektrochemischer Gradienten, von einer hohen Calciumkonzentration extrazellulär 

zu einer niedrigen Calciumkonzentration intrazellulär, um den intrazellulären Calcium-

Spiegel zu steigern (Catterall, 2000).  

Der Calciumeinstrom vermittelt durch Calmodulin und MLCK die Phosphorylierung von 

MLC und moduliert dadurch die Aktin-Myosin-Kontraktionskräfte an der Hinterkante von 

Fibroblasten und führt zur deren Retraktion während der Migration (Yang and Huang, 2005). 

Die Calciumkanäle sind direkt oder indirekt sensibel gegenüber mechanischer Dehnung 

(Ruiz-Velasco et al., 1996). Die Dehnung der Zellmembran während der Migration kann die 

Öffnung der Calciumkanäle und dadurch den vorübergehenden Calciumeinstrom stimulieren 

(Lee et al., 1999). 

Während der Zellmigration kommt es zu einem Vorsprung an der Vorderkante und zu einer 

starken Adhäsion an der Hinterkante, welche kumulativ die Membranspannung steigern. Über 

einen Kopplungsmechanismus werden die Calciumkanäle geöffnet. Wenn die Spannung den 

Schwellenwert erreicht, löst sich die Hinterkante der Zelle von dem Substrat ab und die Zelle 

zieht sich zusammen. Aufgrund der darauffolgenden Reduktion der Membranspannung 

schließen sich die Calciumkanäle und der Zyklus fängt von vorne an (Yang and Huang, 

2005). Der intrazelluläre Calciumkonzentrationsanstieg ist essenziell für die Verminderung 

der Adhäsionskräfte und die Lösung der Leukozyten von dem Substrat (Marks and Maxfield, 

1990).  

Magnesium 

In Ruhezustand beinhalten viele Zellen 1-2 mM Magnesium, welche sich mit CIB1 (Calcium- 

und Integrin-bindendes Protein 1) zusammenbinden können (Huang et al., 2011). CIB1 ist ein 

Protein, das an der Regulation der Hämostase teilnimmt. Es kann mit der zytoplasmatischen 

αIIb-Domänen von αIIbβ3-Integrin Verbindungen herstellen, das αIIbβ3-Heterodimer trennen 

und dadurch αIIbβ3-Integrin aktivieren. Das aktivierte αIIbβ3-Integrin hat eine höhere Affini-

tät zu seinen Liganden Fibrinogen und vWF (Tsuboi, 2002, Huang and Vogel, 2012). CIB1 

hat eine instabile Struktur bei Abwesenheit bivalenter Metallionen. Durch die Verbindung mit 

Calcium- oder Magnesiumionen steigen die strukturelle Stabilität und die Affinität von CIB1 

für die αIIb-Domäne (Yamniuk et al., 2004). Sowohl Ca-CIB1 als auch Mg-CIB1 können mit 

αIIbβ3-Integrin in hoher Affinität und mit ähnlichem Mechanismus interagieren (Yamniuk 
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and Vogel, 2005). Aufgrund hoher Magnesiumkonzentration im Zellinneren kommt CIB am 

häufigsten mit Magnesium verbunden vor und kann potentiell von Calcium ersetzt werden, 

wenn ihre Konzentration nach dem Einstrom in die Zellinnere ansteigt (Yamniuk et al., 2004). 

Außer der Wirkung über CIB kann Magnesium konzentrationsabhängig die Agonisten der 

Thrombozytenaggregation wie ADP, Thromboxan, Thrombin und Kollagen inhibieren 

(Hwang et al., 1992).  

 

1.5 Zielsetzung der Arbeit 

Auf die in der Einleitung zusammengefassten Grundlagen aufbauend befasst sich die vorlie-

gende Arbeit mit folgenden Fragestellungen: 

1. Wie ist die Integrin-GPIIb/IIIa-Aktivität mit der Thrombozytenmigration verknüpft? 

2. Welche Rolle spielen die Zytoskelettelemente in der Thrombozytenmigration? 

3. Welche Bestandteile des Serums sind für die Thrombozytenmigration notwendig? 
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2 Material und Methoden 

Im folgenden Kapitel werden Versuchsaufbau und Auswertung detailliert beschrieben.  

 

2.1 Thrombozytenisolation 

Die Thrombozytenisolation erfolgte aus venösem humanem Vollblut nach dem folgenden 

Protokoll (Massberg et al., 2003). Die Probanden waren gesunde Personen, die keine Gerin-

nungsstörungen hatten und keine blutverdünnenden Medikamente nahmen. 

2.1.1 Präparation des ACD Vollblutes 

Um die Thrombozytenaggregation während der Isolation zu verhindern, wurden vor der Blut-

abnahme 5 ml Spritze mit 714 µl Acid-Citrate-Dextrose (39 mM Zitronensäure, 75 mM Nat-

riumcitrat, 135 mM D-Glucose; ACD), einem Antikoagulans, gefüllt. Die Benutzung von 

ACD als Antikoagulans wurde wegen der längeren und besseren Thrombozytenstabilität im 

Vergleich zu EDTA und Heparin bevorzugt. Nach der venösen Punktion wurden zuerst mit 

einer 2 ml Spritze Blut abgenommen, welches verworfen wurde, um die Verfälschung wäh-

rend der Gefäßpunktion durch die Aktivierung der Thrombozyten zu beseitigen. Danach wur-

de die mit ACD vorgefüllte 5 ml Spritze langsam komplett gefüllt und leicht geschwenkt. 

Dadurch wurde ein Verhältnis von ACD zu Vollblut 1:7 erreicht. 

2.1.2 Erstellung des Tyrodes-Puffers 

Der Tyrodes-Puffer wurde zur 1:1 Verdünnung des Vollblutes gebraucht. Die Zusammenset-

zung vom modifizierten Tyrodes-Puffer bestand aus BSA 0,1 % (bovines fettsäurefreies Al-

bumin, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland), Glucose 0,1 % (Carl Roth GmbH, Karls-

ruhe, Deutschland), 10 ml Tyrodes 10-fach Puffer und 1 ml Hepes 10 mM (Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) nach einer 1:10 Verdünnung im destillierten Was-

ser. Der 10-fach konzentrierte Tyrodes-Puffer wurde aus 80 g NaCl (Fa. VWR International 

GmbH, Darmstadt, Deutschland), 10,15 g NaHCO3 (Fa. VWR International GmbH, Darm-

stadt, Deutschland), 1,95 g KCl (Fa. VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) und 

1000 ml Aqua bidest hergestellt und nach einer Sterilfiltration im Kühlschrank (Liebherr 
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Hausgeräte GmbH, Ochsenhausen, Deutschland) bei 4 °C gelagert. Nach der Erstellung des 

Tyrodes-Puffers wurde der pH-Wert durch ein pH-Meter (Inolab®, pH 7110) bestimmt. Mit-

tels Pipettierung von Natronlauge und Salzsäure wurde der pH-Wert auf 6,5 und 7,2 titriert 

und die Lösungen wurden jeweils in einen 50 ml Falcon (Becton Dickinson and Company, 

Franklin Lakes, NJ, USA) eingefüllt.  

2.1.3 Präparation des plättchenreichen Plasmas (PRP) und der gewaschenen Plättchen 

(WP) 

Das ACD-Vollblut wurde langsam in ein 15 ml Falcon umgefüllt und mit Tyrodes-Puffer mit 

einem pH-Wert von 6,5 auf 10 ml aufgefüllt, wodurch das Vollblut 1:1 mit dem Puffer ver-

dünnt wurde. Dieses mit Vollblut gefüllte Falcon wurde bei 20-25 °C mit 600 rpm (70 rcf) für 

20 Minuten zentrifugiert. (Zentrifuge: Eppendorf 5804R, Sigma Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen, Deutschland/Heraeus Sepatech Megafuge 1.0, Hanau, Deutschland) Bei der ers-

ten Zentrifugation wurde keine Bremse verwendet, um die durch Wirbelungen verursachte 

Verschiebung der Separationsgrenze zu verhindern. Der Überstand, der aus plättchenreichem 

Plasma (PRP) bestand, wurde vorsichtig abpipettiert und leicht in einem neuen Falcon ge-

schwenkt. Ein Teil vom PRP wurde für die Bestimmung der Thrombozytenanzahl mittels 

Zellzähler (Sysmex KX-21N™ Automated Hematology Analyzer, Sysmex GmbH, Nor-

derstedt, Deutschland) abgenommen. 3 mL PRP wurden mit 10 µl Prostazyklin (Biomol 

GmbH, Hamburg, Deutschland) und 7 ml Tyrodes (pH 6,5) gemischt. Prostazyklin (Prosta-

glandin I2) wurde während der Präparation für die Hemmung der Thrombozytenaktivierung 

benutzt.  

Die zweite Zentrifugierung fand bei 20-25 °C mit 2500 rpm (1200 rcf) mit Bremse für 10 

Minuten statt. Der Überstand wurde abgekippt und das Pellet blieb am Boden des Falcons, 

das in 1 ml Tyrodes (pH=6,5) vorsichtig suspendiert wurde. Dadurch wurden die gewasche-

nen Thrombozyten (WP) erhalten – das Standartmaterial für alle Versuchsreihen. Die genaue 

Anzahl der gewaschenen Thrombozyten wurde mit Hilfe des Zellzählers (Sysmex KX-21N™ 

Automated Hematology Analyzer, Sysmex GmbH, Norderstedt, Deutschland) automatisch 

bestimmt (siehe Abbildung 6). 

Die Thrombozytenisolation mit Erstellung des Puffers wurde von der Arbeitsgruppe etabliert 

und in meinen Versuchsreihen weiter benutzt. 
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Abbildung 6: Thrombozytenisolation 

 

2.2 In-vitro-Analyse der Thrombozytenadhäsion und Thrombozytenmigration 

Für die Durchführung der Versuche werden die isolierten Thrombozyten (WP), die im Tyro-

des-Puffer (pH 7,2) verdünnt sind, Fibrinogen und Serum, die für die Thrombozytenadhäsion 

an der Oberfläche zuständig sind, benötigt. Für die Aktivierung der Thrombozyten wurden 

ADP und Thromboxan verwendet. Alle diese Substanzen wurden auf die Deckgläser einge-

bracht, die mit einer speziell für die Thrombozytenmigration etablierten Methode vorbehan-

delt wurden (siehe Abbildung 7). Im Folgenden werden die verwendeten Methoden genauer 

beschrieben. 

 

Abbildung 7: Standardkontrollversuch 

 



Material und Methoden 

 20 

2.2.1 Glas als Oberfläche  

Als Oberfläche der in-vitro-Versuche wurden die Schott Nexterion Slides (Nextrione® Glass 

D Coverslip uncoated, Größe 24.0 × 24.0 +/− 0.20 mm, Dicke 0.175 +/− 0.015 mm, Schott 

Technical Glass Solutions GmbH, Mainz, Deutschland) benutzt. Es ist bekannt, dass Materia-

lien wie eine Glasoberfläche durch ihre Interaktion mit Thrombozyten deren Funktion beein-

flussen können (Gorbet and Sefton, 2004). Aufgrund solcher Interaktionen sollten die 

Coverslips mit unterschiedlichen Methoden vorbehandelt werden, um solche Einflüsse so weit 

wie möglich zu vermeiden und neutrale, den in-vivo-Versuchen nahestehende Bedingungen 

zu schaffen.  

Wenn Biomaterialien mit biologischen Flüssigkeiten (z. B. Blut, Blutbestandteilen wie Serum 

oder andere Körperflüssigkeiten) in Kontakt kommen, bilden sich Wassermoleküle auf der 

Oberfläche. Diese binden sich schnell an die Oberfläche und es entsteht eine Wasserschicht 

aus ein oder zwei Lagen. Diese spezifische Anordnung der Wassermoleküle ist abhängig von 

der Oberflächeneigenschaft auf atomarer Ebene. Die hoch reaktiven Oberflächen führen zu 

einer Dissoziation des Wassermoleküls. Im Gegenteil dazu können die niedrig reaktiven 

Oberflächen mittels Hydrogenbindung mit Wassermolekülen interagieren und die Wassermo-

leküle bleiben dabei intakt. Oberflächen, die eine von diesen beiden Eigenschaften besitzen, 

werden benetzend und hydrophil genannt, während Oberflächen, die eine leichte Tendenz zur 

Verbindungen mit Wassermoleküle zeigen, nicht benetzend und hydrophob genannt werden 

(Michaelis et al., 2012).  

Der Einfluss der Oberflächeneigenschaften insbesondere der Benetzbarkeit wurde in ver-

schiedenen Studien erforscht. Generell haften die Zellen an dem Substrat mit hoher Benetz-

barkeit fester als an dem Substrat mit niedriger Benetzbarkeit an (van Kooten et al., 1992). 

Die hydrophilen und hydrophoben Oberflächen haben unterschiedliche Tendenzen zur Bin-

dung an Proteine, welche die Liganden von Integrinen auf der Zellmembran sind. Diese unter-

schiedlichen Tendenzen sind direkt mit der Stärke der Thrombozytenadhäsion an der Oberflä-

che korreliert. Während sich mehrere Studien auf die Adhäsion unterschiedlicher Zellen wie 

Fibroblasten oder Endothelzellen konzentrieren, gibt es wenige Studien über den Einfluss der 

Oberflächenbeschaffenheit auf die Migration. In einer von diesen wenigen Studien über die 

Interaktion zwischen den Fibroblasten und dem Oberflächen wurde gezeigt, dass die hydro-

philen Oberflächen im Vergleich zu den Hydrophoben die Zelladhäsion und Ausbreitung 

(spreading) begünstigen, während sie die Zellmigration verhindern. Hingegen haben die Zel-

len auf einer hydrophoben Oberfläche zwar eine niedrigere Adhäsionstendenz, aber eine hohe 
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Migrationsrate (Shen et al., 2012). In einer weiteren Studie wurde der Einfluss unterschied-

licher funktioneller Gruppen des Oberflächenmaterials auf die Proteine und die Zellen darge-

stellt. Diese zeigte, dass die CH3-Gruppe, die auch durch Hexamethyldisalazan (HMDS) frei-

gesetzt wird, zu einer stärkeren Leukozytenadhäsion und gleichzeitig zu einer Phagozyten-

migration führt. (Schmidt et al., 2000) 

2.2.2 Etablierung der HMDS-Beschichtung 

Das Ziel der Versuche war die Darstellung der Migration von Thrombozyten und die Be-

obachtung der Einflüsse verschiedener Mediatoren auf deren Migration. In den ersten Ver-

suchsreihen mit Schott Nexterion Glasslides ohne Vorbehandlung zeigten die Thrombozyten 

unterschiedliche Adhäsion- und Migrationsverhalten. Es wurde beobachtet, dass die Throm-

bozyten sich in der Mitte des Slides anhäuften. Ein großer Anteil davon blieb adhärent und 

nur wenige davon konnten migrieren. In mehreren Versuchen wurden die Thrombozyten wei-

ter beobachtet und es wurde festgestellt, dass keine einheitlichen Ergebnisse produzierbar 

waren. Da die Migration in unseren Versuchen im Vordergrund lag, musste eine in-vitro-

Methode etabliert werden, welche uns die beste Möglichkeit bot, die Migration näher zu be-

trachten. Um diese Herausforderung zu verwirklichen beschichteten wir die Glasslides mit 

unterschiedlichen Substanzen. Wie im vergangenen Kapitel erwähnt, können die Zellen auf 

einer hydrophoben Oberfläche besser migrieren. Aus diesem Grund wurden die Coverslips 

mit Hexamethyldisalazan (HMDS) vorbehandelt. 

Hexamethyldisalazan (HMDS) ist eine bei Zimmertemperatur flüssige Verbindung, die für die 

Umwandlung hydrophiler in hydrophobe Oberflächen benutzt wurde. Die Hydrophobierung 

mittels HMDS erfolgte durch die Ersetzung der – OH-Verbindung an der Oberfläche durch 

eine – CH3-Verbindung. Durch diese Ersetzung wurde der Kontaktwinkel zwischen biologi-

scher Flüssigkeit und Oberfläche geändert. Je größer der Kontaktwinkelgrad ist, desto hydro-

phober ist die Oberfläche (Chang and Wang, 2011). 

Während der Etablierung der Vorbehandlung von Coverslips wurden verschiedene Techniken 

getestet: Zuerst wurden die Coverslips für die Säuberung mit Salpetersäure (HNO3 20 %) ge-

waschen. Es wurde keine Thrombozytenadhäsion auf den mit Säure gewaschenen Coverslips 

beobachtet (siehe Abbildung 8). Als Zweites wurden die Coverslips mit Salpetersäure (HNO3 

20 %) gewaschen, für 15 Minuten bei 150 °C im Ofen gebacken und als Letztes mit HMDS 

beschichtet. Wir vermuten, dass infolge der Hitzebehandlung die Wasserverbindungen frei 

werden. Deswegen sollte diese Hitzebehandlung die Verbindungsrate von HMDS an die 
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Oberfläche erhöhen und dadurch eine homogene Beschichtung mit HMDS ermöglichen. Nach 

diesem Prozess waren die Thrombozyten adhärenter, aber sie zeigten eine niedrigere Migrati-

onsrate (siehe Abbildung 8). Die homogene Beschichtung mit HMDS sowie die homogene 

Beschichtung mit H2O waren für die Migration offenbar nicht optimal. Der Grund dafür kann 

der unterschiedliche Bindungstendenz von Fibrinogen und der Serumproteine an Wassermo-

lekülen oder an HMDS sein. Deswegen wurden die Coverslips mit Salpetersäure (HNO3 20 

%) gewaschen und ohne zusätzlicher Backprozess mit HMDS beschichtet. Auf diesen 

Coverslips zeigte sich das beste Ergebnis: Es konnte eine Thrombozytenadhäsion und -

migration beobachtet werden (siehe Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Wirkung der Vorbehandlung von Slides auf die Thrombozytenmigration. 
Darstellung der Anzahl von adhärenten (ap) sowie einzeln (emp) und alle (amp) migrierenden Throm-
bozyten abhängig von dem Behandlungsprozess der Slides (oben). Darstellung der Geschwindigkeit in 
µm/min basierend auf Zell- und Schrittzahl abhängig von dem Behandlungsprozess der Slides (unten). 
 

Dieser neuen etablierten Methode folgend wurden die Coverslips zuerst senkrecht in einen 

mit Salpetersäure (HNO3 20 %) gefüllten Behälter platziert und für eine Stunde bei Raum-

temperatur auf einem Tischrüttler (GFL 3006, Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burgwe-

del, Deutschland) mit einer Geschwindigkeit von 100/min geschüttelt. Danach wurden die 

Coverslips aus dem Behälter einzeln herausgenommen und dreimal mit destilliertem Wasser 

gewaschen. Alle Coverslips wurden erneut in dem Behälter platziert, welcher dieses Mal mit 

destilliertem Wasser gefüllt wurde. Die Coverslips wurden für eine weitere Stunde bei Raum-

temperatur im destillierten Wasser gelassen und mit einer Geschwindigkeit von 100/min auf 

dem Tischrüttler geschüttelt. Nachdem der Waschprozess mit destilliertem Wasser beendet 

war, waren die Coverslips für die Beschichtung bereit.  

Die Beschichtung der Coverslips erfolgte mit Hexamethyldisalazan (HMDS Reagenz grade 

≥99 %, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland), eine chemische Flüssig-

keit, die für die Oberflächenmodifikationen verschiedener Festmaterialien benutzt wurde. Die 

Coverslips wurden zunächst für das Abtrocknen mit Spincoater (SCI Spin Coater, Novocon-

trol Technologies GmbH & Co. KG, Montabaur, Deutschland) bei einer Geschwindigkeit von 

90 rps für 10 Sekunden geschleudert. Um die Coverslips homogen zu beschichten, wurde auf 

ihre Oberfläche HMDS pipettiert und sie wurden mit Spincoater bei einer Geschwindigkeit 

von 80 rps für 30 Sekunden geschleudert (siehe Abbildung 9) (Hellstrom, 2007). 
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Abbildung 9: Die Phasen von Spin coating/ Beschichtung.  
a) Die Gabe der Flüssigkeit, b) Die Beschleunigung, c)Spin coating, d) Die Verdunstung. 
(Hellstrom, 2007) 
 

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Beschichtungsmethode mit HMDS, die in Gaertner 

et al Cell 2017 publiziert wurde, diente als experimentelle Grundlage der in-vitro Versuche. 

 

2.2.3 Präparation des Serums 

Für die Serumpräparation wurde das ACD-Vollblut – genauso wie bei der Thrombozyteniso-

lation – in eine 5 ml Spritze venös abgenommen und mit Tyrodes-Puffer (pH 6,5) 1:1 ver-

dünnt. Das mit Vollblut gefüllte Falcon wurde bei 20-25 °C mit 4000 rpm mit Bremse für 15 

Minuten zentrifugiert. Insgesamt 7 ml des Überstandes, der aus Plasma bestand, wurde in ein 

neues Falcon überführt. Dazu wurde 70 µl Thrombin pipettiert und die Mischung wurde für 

30 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach 30 Minuten bildete sich am Boden des 

Falcons ein Gel, das durch die Spaltung von Fibrinogen in Fibrin mittels Thrombin entstand. 

Dieses Fibringel wurde vorsichtig von der Falconwand entfernt. Mit dem restlichen Plasma 

fand die zweite Zentrifugation bei 20-25 °C mit 4000 rpm mit Bremse für 10 Minuten statt. 

Von dem Serum wurden 3 ml abgenommen und in einem neuen Falcon mit PPACK (D-

Phenylalanin-L-Prolin-L-Arginin-Chloromethylketon) und Lepirudin zusammengemischt 

(Lachmann, 2010). 

Lepirudin ist ein gentechnisch hergestelltes r-Hirudin und PPACK ist ein selektiver Throm-

bin-Inhibitor. Beide sind Antikoagulanzien, die sich an Thrombin binden und dessen prokoa-

gulatorische Wirkung inhibieren. Für die Serumpräparation wurde 2 U/ml Lepirudin (Reflu-

dan, Celgene GmbH, München, Deutschland) und 40 µM PPACK (Santa Cruz Biotechno-

logy, Inc., Heidelberg, Deutschland) in das Plasma eingesetzt. Da bei einigen Versuchen eine 

Serum-Thrombozyten-Inkompatibilität beobachtet wurde, wenn das Serum und die Throm-

bozyten vom Blut verschiedener Probanden präpariert wurde, wurde einmalig das präparierte 

Serum in kleine Tuben (Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH) verteilt und im Kühlschrank 

bei -20 °C gelagert, um eine Standardisierung zu erreichen. Die Serumpräparation erfolgte 

nach dem voretablierten Protokoll der Arbeitsgruppe. 
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Aufgrund des weiterhin bestehenden Effekts vom Probandenwechsel wurde für die Eliminie-

rung dieses Einflussfaktors für eine weitere Standardisierung des Serums entschieden. Dafür 

wurde bei den Versuchsreihen humanes Komplement-Serum (Sigma Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen, Deutschland) verwendet. Die Überlegung, dass die Komplementfaktoren bei der 

Thrombozytenmigration eventuell eine Rolle spielen könnten, leitete dazu. Die Thrombozyten 

können von den Komplementfaktoren über unterschiedliche Wege aktiviert werden (Gorbet 

and Sefton, 2004). Bei der Serumpräparation könnten die Komplementfaktoren verbraucht 

werden, deswegen wurde humanes Komplement-Serum ausgewählt, welches alle Komple-

mentfaktoren beinhaltete. Humanes Komplement-Serum wurde im Kühlschrank bei -20 °C 

gelagert. Für die Versuche wurde das Serum im destillierten Wasser aufgelöst. Die für die 

Serumpräparation verwendeten Substanzen sind in der folgenden Tabelle gelistet (siehe Ta-

belle 1). 

 

Substanz Nr./Firma Konzentration Lösungsmittel Vorverdünnung 

Bovines Thrombin 
#T4648, Sigma-

Aldrich 

10 mg/ml= 

0,2 U/ml 
H2O keine 

Lepirudin/Refludan Celgene 160.000 U/ml PBS 1:100 

PPACK 
#SC202191,  

Santa Cruz 
22.200 µM H2O keine 

Humanes  

Komplement-Serum 

#S1764, Sigma-

Aldrich  
1,125 mg/ml H2O keine 

Prostazyklin 
#18220, Cayman 

Chemical 
10 mg/ml PBS, pH 9 1:100  

 

Tabelle 1: Substanzen für Serum- und Thrombozytenpräparation 
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2.2.4 Das Kontrollversuchsprotokoll  

Nach der Thrombozytenisolation und der Beschichtung der Coverslips mit HMDS wurden die 

für den Versuch verwendeten Substanzen zusammengesetzt. Zuerst wurden die Coverslips an 

einem kreisförmigen Deckel, der ein Loch in der Mitte hat, mit Paraffin befestigt. Dadurch 

entstand eine kreisförmige Migrationskammer mit einem HMDS-beschichtetem Coverslip 

(Deckglas) als Oberfläche. Darauf wurden der Reihe nach folgende Substanzen pipettiert: 

Tyrodes-Puffer (pH 7,2), humanes Fibrinogen 154 µg/ml, humanes Komplement-Serum 1,125 

mg/ml, gewaschene Plättchen (WP), ADP 4,2 µM und Thromboxan (U46619) 2,4 µM. Für 

den Kontrollversuch wurden die Stoffe in folgenden Konzentrationen eingesetzt: ADP 0,2 

mM, Thromboxan 288 µM und humanes Komplement-Serum 16.8µg. Die Thrombozyten 

wurden so eingesetzt, dass sie eine Endkonzentration von 10 x 10³ /µl haben und der Rest 

wurde mit dem Tyrodes-Puffer gefüllt. Die Konzentration verschiedener Substanzen ist in der 

folgenden Tabelle zusammengefasst (siehe Tabelle 2). 

 

Substanz Nr./Firma Konzentration Lösungsmittel Verdünnung 

Humanes Fibrinogen 
#F4883, Sigma-

Aldrich 
2 mg/ml NaCl keine 

ADP 
#A2754, Sigma-

Aldrich 

0,1 g ADP in 11,7 

ml = 20 mM 
PBS 1:40 

U46619  

(Thromboxan A2) 

#BML-PG023-

0001, Enzo 

10 mg/ml = 28,8 

mM 
PBS 1:100  

 

Tabelle 2: Substanzen für die Aktivierung der Thrombozyten 

 

2.3 In-vitro-Analyse der Rolle von Integrin-Ligand-Komplexen auf die 
Thrombozytenmigration 

Bei der Wirkung der Integrin-Ligand-Komplexe auf die Thrombozytenadhäsion und -

migration wurde der GPIIb/IIIa-Komplex in den Blick genommen. Die Verbindungsdomäne 

zwischen Fibrinogen und dem Integrin αIIbβ3, die RGD-Sequenzen, wurden mit den RGD-
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Peptiden blockiert. Für die Inhibierung wurde RGDS (H-Arg-Gly-Asp-Ser-OH, US Biologi-

cal, Massachusetts, USA) und für die Kontrollversuche zu dem RGDS wurden RGES (H-Arg-

Gly-Glu-Ser-OH, Bachem Ag, Bubendorf, Schweiz) und H2O verwendet. Die Substanzen 

wurden wie beim Standardversuch in folgenden Konzentrationen eingesetzt: RGDS 100 µM 

und 200 µM, dementsprechend für die jeweiligen Kontrollversuche RGES 100 µM und 200 

µM oder H2O 1:110 verdünnt.  

Als weiterer Inhibitor wurde Reopro (Abciximab, Eli Lilly and Company, Indianapolis, USA) 

ein direkter Inhibitor des GPIIb/IIIa-Komplexes verwendet. Der Kontrollversuch dazu wurde 

mit IgG1-Fab-Antikörper (Ancell Corporation, Bayport, USA) durchgeführt. Die Materialien 

wurden wie bei dem Standartversuch auf den Coverslip pipettiert und es wurde mit der Vide-

oaufnahme begonnen. Nach 15 Minuten wurden Reopro oder IgG1-Fab-Antikörper jeweils 10 

µg/ml in die Versuchslösung hinzugefügt und die Videoaufnahme wurde für weitere 15 Minu-

ten fortgesetzt. In der Versuchsreihe mit RGDS und RGES wurde humanes Komplement-

Serum und in der Versuchsreihe mit Reopro wurde Albumin 8% und Calcium 100 mM anstel-

le vom Serum benutzt. Die verwendeten Inhibitoren sind in der folgenden Tabelle detailliert 

aufgelistet (siehe Tabelle 3).  

 

Substanz Nr./Firma Konzentration Lösungsmittel Verdünnung 

RGDS 
#L7062711, 

US Biological 

5 mg / 500 ml =  

23,1 mM 
H2O keine 

RGES #500848, Bachem 
5 mg / 500 ml =     

24 mM 
H2O keine 

Reopro  

(Abciximab) 

29720D, Eli Lilly 

and Company 
2 mg/ml H2O keine 

Mouse IgG1 Fab 

Monomer 
#181402, Ancell 1 mg/ml H2O keine 

 

Tabelle 3: Substanzen für die Inhibierung des GPIIb/IIIa-Komplexes 
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2.4 Der Serumfaktor und dessen Wirkung auf die Thrombozytenmigration 

Die Konzentrationsreihen mit dem Fibrinogen und dem Serum zeigten uns, dass die Kombi-

nation von diesen beiden Stoffen in einer bestimmten Konzentration positiv auf die Throm-

bozytenadhäsion und -migration wirken. Es wurde auch beobachtet, dass die Thrombozyten 

ohne das Serum nicht migrieren konnten. In der Folge dieser Befunde interessierte uns, wel-

che Faktoren im Serum bei der Thrombozytenmigration eine Rolle spielen. Um diese Fakto-

ren herauszufinden, wurden unterschiedliche Methoden benutzt.  

2.4.1 Die Serumdialyse 

Als erstes wurde das Serumdialyseverfahren benutzt. Humanes Komplement-Serum wurde 

auf einem Kit (Slide-A-Lyzer Dialyse-Kit, Thermo Scientific) pipettiert und dieses Kit wurde 

in einem Becherglas platziert, der mit PBS-Pufferlösung gefüllt war. Zwischen dem Kit und 

PBS-Pufferlösung befand sich eine Membran, welche wie eine Dialysemembran funktionier-

te. Durch diese Membran wurden alle Bestandteile des Serums kleiner als 2 kDa mittels Dif-

fusion herausgenommen. Genauso konnten die Bestandteile der Pufferlösung in das Serum 

hineindiffundiert werden, deswegen wurde als Pufferlösung PBS verwendet, welches keine 

Proteine beinhaltet und möglichst neutral ist.  

Während der Diffusion durch die Membran wurden Calcium und andere Serumbestandteile 

unter 2kDa herausgenommen. Es wurde eine Versuchsreihe mit dialysiertem Serum anstatt 

humanen Komplement-Serums durchgeführt. Der restliche Versuchsbau erfolgte nach dem 

gleichen Protokoll wie beim Standardkontrollversuch. Zum Vergleichen wurden zwei Ver-

suchsgruppen gebildet. In einer Gruppe wurde nur dialysiertes Serum und in der anderen 

Gruppe dialysiertes Serum mit Calcium benutzt.  

2.4.2 Die Serumproteine 

Durch die Serumdialyse wurde nur Calcium aus dem Serum herausgenommen, aber die Prote-

ine blieben während dieses Prozesses intakt. Um die Rolle der Proteine auf die Migration her-

auszufinden, wurden Versuche mit unterschiedlichen Proteinen durchgeführt.  

Als erstes wurde Albumin benutzt, weil sich in dem Standardkontrollversuch in geringer 

Menge humanes Albumin befand, welche für die Herstellung des Tyrodes-Puffers gebraucht 

wurde. Anstatt humanen Komplement-Serums wurde humanes Rekombinant-Albumin (Sig-
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ma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) genommen und dazu Calcium hinzu-

gefügt. Es wurde mit Albumin und Calcium eine Konzentrationsreihe durchgeführt, um die 

beste Konzentrationskombination dieser Stoffe zu finden, bei der die höchste Migrationsrate 

beobachtet werden kann. Für die Albumin-Konzentrationsreihe wurden Calcium 75 µM und 

Albumin jeweils 8 %, 2 %, 0,5 %, 0,13 % (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland) benutzt. Für die Calcium Konzentrationsreihe wurden Albumin 5 % und Cal-

cium jeweils 20 µM, 75 µM, 200 µM und 2 mM verwendet.  

Nach der Auswertung der Versuche mit der Albumin- und der Calcium-Konzentrationsreihe 

wurden Versuche mit Ovalbumin (Albumin from chicken egg White, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Taufkirchen, Deutschland) anstatt Albumin durchgeführt, um herauszufinden, ob Al-

bumin als das einzige Protein für die Migration zuständig war oder ob andere Proteine die 

Thrombozytenmigration auch fördern könnten. Aber vor dem Hinzufügen des Ovalbumins 

sollte das Albumin, das in den Tyrodes-Puffer gemischt wurde, von dem Protokoll herausge-

nommen werden, sodass eine Modifikation des Protokolls der Thrombozytenpräparation vor-

genommen wurde. Es wurde der für die erste Zentrifugation (PRP-Präparation) benötigte Ty-

rodes-Puffer ohne BSA (Albumin) hergestellt. Für die zweite Zentrifugation (WP-

Präparation) wurde Tyrodes-Puffer mit Albumin 8 % und für die Pelletablösung wieder Tyro-

des-Puffer ohne BSA (Albumin) genommen. In dem für die Migrationskammer benutzte Ty-

rodes-Puffer (pH=7,2) wurde jeweils Ovalbumin 0,1 % oder 1 % hinzugefügt und dazu wurde 

nach der Fibrinogengabe Ovalbumin 0,5 % und Calcium 200 µM addiert.  

Um den Effekt weiterer Proteine zu untersuchen, wurde als nächstes eine Versuchsreihe mit 

Casein (Casein from bovine milk, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) 

durchgeführt. Für diese Versuchsreihe wurden Tyrodes-Puffer wie die oben für die Oval-

bumin-Versuche beschriebenen verwendet. Für die Migrationskammer wurde der Tyrodes-

Puffer (pH 7,2) ohne Albumin benutzt. Es wurde Casein 0,25 % und Calcium 200 µM dazu 

addiert.  

Durch die Versuche mit unterschiedlichen Proteinen wurde deutlich, dass die Proteine für die 

Migration essenziell sind. Eine weitere Frage war, ob die Thrombozyten für die Migration  

komplette und intakte Proteine benötigen oder ob die Proteinanteile auch genügen. Dafür 

wurde Tryptocasein 0,25 % (Tryptone enzymatic digest from casein, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Taufkirchen, Deutschland), das von den Enzymen verdaute Casein, verwendet. Die 

Versuche wurden nach dem selben Protokoll wie Versuche mit Casein durchgeführt.  
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Nachdem Calcium in der Versuchsreihe mit Serumdialyseverfahren als essenzieller Bestand-

teil der Thrombozytenmigration identifiziert wurde, wurde Versuche mit Magnesium und 

Mangan durchgeführt, um den Effekt anderer Ionen auf die Thrombozytenmigration heraus-

zufinden. Diese Versuche wurden nach dem Protokoll von Albumin- und Calciumkonzentra-

tionsreihe durchgeführt. In beiden Versuchsreihen wurde Albumin 0,5 % benutzt. Dazu wurde 

jeweils Magnesium 1 mM oder Magnesium 200 µM oder Mangan 200µM in die Versuchslö-

sung hinzugefügt. Zum Vergleich wurde zusätzlich Versuche mit Ionenkombinationen aus 

Calcium und Magnesium oder Calcium und Mangan durchgeführt. Dazu wurde Calcium 1 

mM oder 200 µM der jeweiligen Konzentration von Magnesium oder Mangan entsprechend 

addiert. Die in diesen Versuchen verwendeten Ionen und Proteine sind in der folgenden Ta-

belle im Detail beschrieben (siehe Tabelle 4). 

 

Substanz Nr./Firma Konzentration Lösungsmittel Verdünnung 

Humanes Rekombi-

nant Albumin 

A9751, Sigma-

Aldrich 
5 g in 100 µl = 8 %  H2O 1:4, 1:16 

Ovalbumin  
A5503, Sigma-

Aldrich  
1 g/ml = 100 %  PBS 

0,05 g /10 

ml = 0,5 % 

Casein 
C7078, Sigma-

Aldrich 
50 mg/ ml = 8%  H2O 1:32 

Tryptocasein 
95039, Sigma-
Aldrich 2%  H2O 1:8 

Calcium chloride 

Magnesium chloride  

Manganese chloride  

Sigma-Aldrich 100 mM  NaCl 1:10 

 

Tabelle 4: Proteine und Ionen 
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2.5 In-vitro-Analyse der Rolle von Zytoskelettelemente auf die Thrombozy-
tenmigration 

Für die Analyse der Rolle von Zytoskelettelementen auf die Thrombozytenadhäsion und -

migration wurden in das Kontrollversuchsprotokoll die Inhibitoren der Zytoskelettelemente 

addiert. Die in den Versuchen verwendeten Inhibitoren von Zytoskelettelementen sind im 

Folgenden zusammengefasst (siehe Tabelle 5). 

 

Substanz Nr./Firma Konzentration Lösungsmittel Verdünnung 

(−)-Blebbistatin  #B0560, Sigma-Aldrich 10 mM  DMSO 1:10 

(+)-Blebbistatin  
#A203392,  

Calbiochem 
10 mM  DMSO 1:10 

Calyculin A #9902, Cell signaling 10 µM  DMSO 1:100 

Cytochalasin D 
#C8273,  

Sigma-Aldrich 

5 mg/ml = 2 

mM 
 DMSO 1:10 

Y27632  

Rock-Inhibitor  
#07171, Stemmcell 5 mM  H2O 1:5 

 

Tabelle 5: Substanzen zur Inhibierung der Zytoskelettelemente 

 

Die Versuche mit Blebbistatin, Calyculin A und Rock-Inhibitor wurden nach dem Standard-

protokoll durchgeführt. Die Standardsubstanzen (Tyrodes-Puffer, Fibrinogen, Serum, ADP 

und Thromboxan) wurden in den beschriebenen Konzentrationen benutzt und dazu wurden 

(−)- und (+)- Blebbistatin (5 µM, 50 µM) oder Calyculin A (0,5 nM, 5 nM) oder Rock-

Inhibitor (50 µM, 10 µM) oder DMSO (als Kontrollversuch des jeweiligen Versuches in ent-

sprechender Konzentration zu dem gebrauchten Substanz) addiert. 
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Für die Versuche mit Cytochalasin D wurden die Substanzen wie beim Standardkontrollver-

such auf dem Coverslip pipettiert. Es wurde mit der Videoaufnahme begonnen. Nach 15 Mi-

nuten wurde Cytochalasin D 2 µM oder für den Kontrollversuch DMSO (1:1000) dazu addiert 

und die Videoaufnahme für weitere 15 Minuten fortgesetzt.  

 

2.6 Das Differential-Interferenz-Kontrast-(DIC)-Mikroskop 

Die Differential-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie ist eine moderne Technik, welche die Un-

terschiede in der Weglänge im betrachteten Objekt in Helligkeitsunterschiede des Bildes um-

wandelt. Die Versuche wurden mit einem DIC-Mikroskop (Olympus IX70 und IX83, Olym-

pus GmbH, Hamburg, Deutschland) durchgeführt. 

2.6.1 Aufbau und Prinzip des DIC Mikroskops 

 

Abbildung 10: Bearbeitungsprinzip des DIC Mikroskops  
(Abramowitz and Davidson, 2012) 
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Das DIC-Mikroskop wurde in 1950er Jahren von dem Physiker Georges Nomarski aus der 

Phasenkontrastmikroskopie entwickelt. Das Mikroskop ist zusammengebaut von einem Ana-

lysator, zwei Wollaston-Prismen, einem Objektiv, einem Kondensor und einem Polarisator. 

Der Polarisator erzeugt ein linear polarisiertes Licht. Das erste Wollaston-Prisma befindet 

sich vor dem Objekt und teilt einfallendes Licht in zwei senkrecht zueinander stehende Strah-

len gleicher Amplitude. Die beiden Strahlen laufen parallel, aber etwas räumlich versetzt 

durch das Präparat. Am Präparat werden die Strahlen beide in gleicher Weise in ihrer Phase 

verschoben. An der Kanten der Struktur verläuft ein Strahl durch die Struktur selbst, der ande-

re hingegen durch das Umgebungsmedium. Durch die zumeist unterschiedlichen Brechungs-

indices der beiden Medien kommt es zu einer Phasenverschiebung der beiden Strahlen. Nach-

dem die Strahlen das Objekt durchlaufen, werden sie durch das zweite Wollaston-Prisma zu-

sammengeführt und vom Analysator zur Interferenz gebracht, wodurch sich ein deutlich kon-

trastiertes Bild ergibt (siehe Abbildung 10) (Abramowitz and Davidson, 2012). Durch dieses 

Bearbeitungsprinzip werden die Präparate reliefartig (3D) abgebildet, weil die Ränder die 

höchsten Dichteunterschiede aufweisen. Die Stärke der Phasenverschiebung somit des Kon-

trastes kann durch horizontales Verschieben des zweiten Prismas und Drehen des Polarisators 

geregelt werden (Volgger, 2008). 

 

2.6.2 Mikroskop Set-Up  

Die Versuchskammer wurde auf dem Tisch, der von dem Tischinkubator (Tokai HIT, INU 

Incubation system for Microscopes) auf 37°C erhitzt wurde, platziert. Danach wurde das Ob-

jektiv gewählt. In der Mehrzahl der Versuche wurde das 40 × /1.0 Öl-Immersions-Objektiv 

benutzt. Das Objektiv wurde auch von einem Objektiverhitzer (Bioptechs Objective Control-

ler) auf 37 °C erhitzt. Nachdem die Objektiv- und Tischeinstellungen optimiert wurden, wur-

de mit dem der CCD-Kamera (XM10, Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland) mit der Vi-

deoaufnahme begonnen.  

2.6.3 Software 

Die Versuchsvideos wurden mit der Software Cellsens Dimension aufgenommen Nach der 

Optimierung der Lichteinstellungen für die CCD-Kamera wurde mit der Videoaufnahme be-

gonnen. Es wurde automatisch alle 12 Sekunden ein Bild gespeichert. Die Videos wurden für 

30 Minuten laufengelassen. Danach wurde das entstandene Video in seiner zeitlichen Auflö-



Material und Methoden 

 34 

sung 1:10 komprimiert und somit in ein Video mit einem Bild alle 2 Minuten umgewandelt. 

Das neue, komprimierte Video wurde für die Auswertung erneut gespeichert.  

 

2.7 Quantifizierung der Daten  

Die Versuche wurden mit dem Programm ImageJ (Image Processing and Analysing in Java) 

ausgewertet. Dieses Programm wurde von Wayne Rasband am U.S National Institutes of 

Health entwickelt (Burger and Burge, 2006). 

2.7.1 ImageJ – Einstellung des Programms 

ImageJ ist ein frei verfügbares Programm. Für die Auswertung der Versuche wurden ver-

schiedene Plug-Ins benutzt. Dazu gehören die Plug-Ins Image Stabilizer, Manual Tracking 

und Chemotaxis Tool. Die Bearbeitung der Videos wurde in drei Abschnitte unterteilt: Die 

Stabilisierung der Videos mit Auswählen eines Fensters, das Tracken der Thrombozyten und 

die Berechnung der Werte mittels Chemotaxis Tool. 

Vorbereitung der Videos  

Als Erstes wurden die Videos mit Image Stabilizer Tool stabilisiert. Weil die Videos mit un-

terschiedlichen Objektivgrößen aufgenommen wurden, wurden vor der Bearbeitung jeweils 

einen Ausschnitt der Videos herausgenommen. Diese Ausschnitte wurden je nach der Objek-

tivgröße gewählt, damit die für die Auswertung genommenen Oberflächen und dadurch die 

mittlere Thrombozytenzahl übereinstimmten. Die Auswahl der Ausschnitts-, und Pixelgröße 

sowie der Position des Fensters werden im Folgenden beschrieben (siehe Tabelle 6). Die aus-

gewählten Videoabschnitte wurden für die weitere Bearbeitung neu gespeichert. 
 

Objektivgröße Pixelgröβe Ausschnittgröβe Position 

40× 0,1622 µm/px 625*469 375*289 

60× 0,1075 µm/px 942*710 217*164 
 

Tabelle 6: Auswahl der Videogrößen 
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2.7.2 ImageJ – Tracken der Thrombozyten 

Für die Bestimmung der Migrationslänge und -geschwindigkeit sowie des Anteils der migrie-

renden Thrombozyten an der Adhärenten wurden die Thrombozyten mittels des Plug-Ins Ma-

nuel Tracking verfolgt. Für das Tracken wurden die folgenden Kriterien aufgestellt: Sobald 

ein Thrombozyt adhärent war, wenn also eine Lamelle und einen Pseudonucleus erkennbar 

waren, wurde mit dem Tracken begonnen. Die Thrombozyten wurden solange verfolgt, bis sie 

aus dem Bild verschwanden, mit der Lamelle auf eine andere Zelle trafen oder deadhärent 

waren. Nach dem Tracken aller allein migrierenden Thrombozyten wurde das Video mit 

Overlay Dots&Lines (verfolgten Spuren) als ein neues Video abgespeichert. Die Ergebnisse 

wurden als Excel-Dokument gespeichert. Danach wurden die Ergebnisse in Chemotaxis Tool 

erneut geöffnet. Nach der Angabe von Pixelgröße und Diaanzahl des Videos wurden statisti-

sche Merkmale wie die Geschwindigkeit, die Distanz und die Richtungsabhängigkeit automa-

tisch von dem Programm berechnet. Diese Daten wurden getrennt als Excel-Dokumente ge-

speichert.  

Für die Bestimmung des Anteils der migrierenden Thrombozyten an den Adhärenten wurde 

die Anzahl der adhärenten Thrombozyten bestimmt. Dafür wurde zuerst das bearbeitete und 

abgespeicherte Video geöffnet und die restlichen Thrombozyten wurden durch einmaliges 

Anklicken erkannt. Die Addition der Anzahl von migrierenden Thrombozyten mit restlichen 

Thrombozyten ergab die Gesamtzellzahl. Außerdem wurde auch die Anzahl der Thrombo-

zyten bestimmt, die in Gruppen migrierten. Dazu wurden die Anzahl nicht migrierender 

Thrombozyten aus dem Gesamtzellzahl subtrahiert.  

2.7.3 Auswertung der Ergebnisse – Excel 

Die mittels Chemotaxis Tool berechneten Ergebnisse für die Versuche mit gleicher Substanz 

gleicher Konzentration wurden in einem Excel-Dokument gespeichert, dadurch wurden die 

getrennt gespeicherten Ergebnisse zusammengeführt. Für alle Versuche wurden jeweils die 

mittlere Geschwindigkeit in µm/min, der mittlere akkumulierte Abstand in µm, der mittlere 

euklidische Abstand in µm, der kürzeste Abstand zwischen zwei Punkten im n-dimensionalen 

Raum sowie deren Standardabweichung berechnet. Der Mittelwert aller Werte je eines Para-

meters wurde als arithmetisches Mittel berechnet. Für die Berechnung der Standartab-

weichung wurde die folgende Formel benutzt. 
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Danach wurden die Mittelwerte dieser Parameter in eine neue Tabelle übertragen, dadurch 

entstand je eine Zusammenfassung einer Versuchsreihe. Mit einer erneuten Berechnung des 

Mittelwertes und der Standartabweichung dieser Werte wurde die mittlere Geschwindigkeit in 

µm/min, mittlerer akkumulierter sowie mittlerer euklidischer Abstand in µm in einer Ver-

suchsreihe bestimmt. Diese Werte wurden auf der Thrombozytenzahl basierend (cell based) 

und auf der Anzahl der Schritte basierend (step based) ermittelt. Für die step-based-Werte 

wurden die Anzahl der Schritte migrierender Thrombozyten, die von dem Programm automa-

tisch gezählt wurde, genommen. Für die Berechnung von Thrombozytenzahl basierende (cell 

based) Geschwindigkeit wurde die mittlere Tracklänge durch die Observierungszeit geteilt. 

Bei der schrittbasierenden Geschwindigkeit (step based) wurde die mittlere Distanz, die ein 

Plättchen zwischen zwei Bildern zurücklegt, durch die Framerate der Aufnahme geteilt. 

 

In einer weiteren Tabelle wurden die Anzahl der alleine migrierenden Thrombozyten, der 

nicht migrierenden Thrombozyten und die Gesamtzellzahl eingetragen und die Mittelwerte 

und die Standartabweichungen dieser Gruppen für jeweilige Versuchsreihen ermittelt.  

 

Für den Vergleich unterschiedlicher Konzentrationen einer Substanz wurden die mittleren 

Geschwindigkeiten in µm/min step based und cell based sowie die mittleren akkumulierten 

Abständen in µm und die mittleren Abstände pro Schritt in µm zusammen mit Standartab-

weichungen in eine neue Excel-Tabelle getragen. Durch das Erstellen eines Säulendiagramms 

für den jeweiligen Parameter wurden die Ergebnisse graphisch dargestellt. Für die Beurtei-

lung des Anteils der migrierenden Thrombozyten an den Adhärenten (Gesamtzellzahl) wur-

den eine Tabelle und ein Säulendiagramm mit Zellzahlen oder deren prozentualem Anteil an 

der Gesamtgruppe angegeben.  

2.7.4 Statistische Überprüfung der Ergebnisse – SPSS 

Die statistische Überprüfung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm SPSS (IBM Corpo-

ration, SPSS Statistics, Version 25.0). Die Überprüfung auf Normalverteilung erfolgte mit 

Kolmogorov-Smirnov-Test. Während dieser Überprüfung wurde eine Datenanalyse gemacht 

und die Daten als Histogramm und Verteilungsdiagramm abgebildet. Wenn der Signifikanz-
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wert des Kolmogorov-Smirnov-Tests < 0,05 ist, werden die Daten als nicht normalverteilt 

kategorisiert. Im Gegensatz dazu werden die Daten als normalverteilt kategorisiert, wenn der 

Signifikanzwert des Tests > 0,05 ist. Wenn das Ergebnis von Kolmogorov-Smirnov-Test 

nicht bestimmt werden konnte, wurde für die Überprüfung auf Normalverteilung Shapiro-

Wilk-Test benutzt. Die Interpretation der Ergebnisse von diesem Testverfahren erfolgte ana-

log zu der des Kolmogorov-Smirnov-Tests. Gleichzeitig wurden das Histogramm und die Q-

Q-Diagramme angeschaut, welche die Verteilung der Daten graphisch darstellten. Wenn die 

Daten im Histogramm ein glockenförmiges Aussehen hatten oder im Q-Q-Diagramm auf ei-

ner Linie lagen, waren sie normalverteilt. Wenn die Daten außerhalb der Idealkurve vom His-

togramm oder des Q-Q-Plots lagen, wurden sie als nicht normalverteilt bewertet.  

Nach der Überprüfung auf Normalverteilung, erfolgte die Bestimmung des Signifikanzwerts 

für die jeweiligen Versuchsreihen. Wenn die Daten normalverteilt waren, wurde für den Ver-

gleich von zwei unabhängigen Gruppen der T-Test und von mehr als zwei unabhängigen 

Gruppen die einfaktorielle Varianzanalyse benutzt. Für die nicht normalverteilten Daten wur-

de zum Vergleich von zwei unabhängigen Gruppen der Mann-Whitney-U-Test und von mehr 

als zwei unabhängigen Gruppen der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Die normalverteilten und 

abhängigen Gruppen wie Cytochalasin D und Reopro wurden mit einem gepaarten T-Test 

statistisch analysiert.  

Die Überprüfung auf Varianzenhomogenität erfolgte mit dem Levene-Test. Wenn der Signifi-

kanzwert vom Levene-Test > 0,05 ist, dann sind die Varianzen gleich und wenn er < 0,05 

liegt, dann sind sie nicht gleich. Es wurde automatisch für beide Aussagen p-Werte ermittelt 

und nachdem Ergebnis des Levene-Tests wird der entsprechende p-Wert als Endergebnis ge-

nommen. Wenn der p-Wert des statistischen Tests < 0,05 liegt, dann werden die Unterschiede 

zwischen den verglichenen Gruppen als signifikant bewertet und die Nullhypothese, welche 

aussagt, dass die Merkmale von den Gruppen gleich sind, kann mit > 95 % Wahrscheinlich-

keit abgelehnt werden. Wenn der p-Wert > 0,05 ist, werden die Unterschiede zwischen den 

verglichenen Gruppen als nicht signifikant bewertet, sodass die Nullhypothese beibehalten 

wird. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Blockierung der GPIIb/IIIA-Fibrinogen-Verbindung inhibiert die Throm-
bozytenmigration 

3.1.1 RGD-Peptide inhibieren die Thrombozytenadhäsion und -migration 

Aus vorausgehenden Arbeiten ist es bekannt, dass die RGD-Peptide die Verbindung zwischen 

GPIIb/IIIa-Integrin und deren Ligand Fibrinogen blockieren (Peerschke and Galanakis, 1987). 

RGD-Sequenzen der Fibrinogen bindenden Domäne erhöhen die Affinität der Verbindung 

von Fibrinogen an aktivierten Plättchen (Mohri and Ohkubo, 1993). In dieser Arbeit haben 

wir die Wirkung der RGD-Domäne auf die Thrombozytenmigration untersucht. Dafür haben 

wir die aus Humanblut isolierten Thrombozyten mit RGD-Peptiden gemischt und mittels 

Thromboxan und ADP aktiviert. Es wurde dabei beobachtet, dass die Anzahl der adhärenten 

sowie der migrierenden Thrombozyten bei den Kontrollversuchen mit H2O am höchsten ist 

und in Anwesenheit von RGD-Peptiden signifikant abnimmt. Bei den Versuchen mit H2O 

werden im Mittel 16 Thrombozyten pro Gesichtsfeld adhärent und 87,5 % davon migrieren. 

Bei den Versuchen mit RGDS 200 µM erniedrigt sich die Anzahl der adhärenten Thrombozy-

ten im Mittel auf 5 pro Gesichtsfeld und nur noch 40 % davon können migrieren. Ebenso wird 

ein Abfall der Migrationsgeschwindigkeit und dementsprechend der zurückgelegten Distanz 

festgestellt. Die mittlere Geschwindigkeit der Thrombozyten halbiert sich bei den Versuchen 

mit RGDS (0,52 µm/min) im Vergleich zum Kontrollversuch mit H2O (1,04 µm/min). Die 

Kontrollversuche mit RGES zeigen ungefähr gleiche Ergebnisse wie die Kontrollversuche mit 

H2O, wenn die Migrationsgeschwindigkeit und die Distanz verglichen werden. Mittlere Ge-

schwindigkeit der Thrombozyten beträgt bei der Versuchsreihe mit RGES im Vergleich zur 

H2O 1,06 µm/min und 1,04 µm/min. Die mittlere hinterlegte Distanz nach 30 Minuten ist bei 

der Versuchsreihe mit RGES 2,11 µm und bei der mit H2O 2,08 µm. Die Anzahl der adhären-

ten Thrombozyten ist bei Versuchen mit RGES weniger im Vergleich zum Kontrollversuch 

mit H2O, aber der Anteil der alleine migrierenden Thrombozyten beträgt in beiden Gruppen 

circa 67–68 % (siehe Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Darstellung des Einflusses von RGD-Peptiden auf die Thrombozytenmigra-
tion.  
Anzahl der adhärenten und migrierenden Thrombozyten bei den Versuchen mit H2O, RGES und 
RGDS (oben). Die Migrationsgeschwindigkeit der Thrombozyten (Mitte). Die zurückgelegte Distanz 
der Thrombozyten (unten). Unter Verwendung von RGDS nimmt die Anzahl der adhärenten und mig-
rierenden Thrombozyten (p=0,030, p=0,023) sowie die zurückgelegte Distanz (p=0,006) signifikant 
ab, während die Unterschiede in der Geschwindigkeit sich statistisch als nicht signifikant präsentieren 
(p=0,309), (n=4, einfaktorielle Varianzanalyse). Diese Ergebnisse wurden in abgeänderter Form (Ab-
bildung 3B und 3C) im Paper (Gaertner et al., 2017) publiziert. 
 

Für die Migration sollen die Thrombozyten zuerst adhärent werden und sich mittels Integrin-

Ligand-Komplexe an die Oberfläche verbinden. Erst dann können sie sich durch die Reorga-

nisation der Zelle und durch die Adhäsions- und Retraktionskräfte fortbewegen. Aus diesem 

Ergebnis lässt sich schlussfolgern, dass die Verbindung zwischen Fibrinogen und RGD-

Domäne des αIIbβ3-Integrins die Adhäsionsstärke und -häufigkeit und dadurch die Migrati-

onsgeschwindigkeit reguliert.  

3.1.2 GPIIb/IIIa-Rezeptor-Antagonist inhibiert die Thrombozytenmigration 

Die wichtige Rolle der Interaktion zwischen Glykoprotein IIb/IIIa-Rezeptor und Fibrinogen 

bei der Bildung eines Thrombozytenaggregats mittels Aktivierung der Thrombozyten wurde 

durch verschiedene Versuche in diesem Bereich nachgewiesen (Marguerie et al., 1979).  

Der Antikörper Abciximab, ein Glykoprotein-IIb/IIIa-Rezeptor-Antagonist, verhindert die 

Bindung von Fibrinogen an GPIIb/IIIa und dadurch die Aktivierung der Thrombozyten. Er 

wird häufig während und nach Koronarangioplastien benutzt, um eine Thrombusformation 

durch die Thrombozytenaggregation zu verhindern (Tcheng et al., 2003). In dieser Arbeit ha-

ben wir die Wirkung der Antagonisierung vom Glykoprotein-IIb/IIIa mittels Abciximab (Re-

opro) auf die Thrombozytenmigration untersucht. Im Rahmen dieses Experiments wurden die 

aus Humanblut isolierten Thrombozyten zuerst durch die Thrombozytenaktivatoren aktiviert. 

Dabei wurde die Thrombozytenmigration mit einem DIC-Mikroskop aufgenommen. Nach 15 

Minuten wird der Antikörper Abciximab oder IgG-Fab als Kontrollversuch in die Versuchslö-

sung addiert und die Videoaufnahme für 15 Minuten fortgeführt. Direkt nach der Addition 

von Abciximab kommt es zu einer abrupten Unterbrechung der Migration. Nach Gabe von 

Abciximab können sich weitere Thrombozyten adhärieren, aber eine Migration kann nicht 

mehr beobachtet werden. Im Vergleich dazu findet in dem Kontrollversuch nach Addition von 

IgG-Fab die Migration weiterhin unverändert statt (siehe Abbildung 12).  
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Abbildung 12: Thrombozytenmigration nach Blockierung des GPIIb/IIIa-Rezeptors. 
Der Anteil von migrierenden Thrombozyten an Adhärenten bei den Versuchsreihen mit Abciximab 
(Reopro) und IgG-Fab. In den Versuchen mit IgG-Fab kann kein signifikanter Unterschied zwischen 
vor und nach der Gabe beobachtet werden (p=0,630), wohingegen in den Versuchen mit Abciximab 
ein signifikanter Unterschied zwischen vor und nach dar Gabe besteht (p=0,002). (n=3, gepaarter T-
Test) 
 

Für die Migration der Thrombozyten ist ihre Aktivierung durch die Integrin-Ligand-Bindung 

zwischen Glykoprotein IIb/IIIa und Fibrinogen essenziell.  

 

3.2 Inhibierung von Myosin verhindert die Migration und verursacht morpho-
logische Veränderungen 

Aus vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass die Zytoskelettelemente bei verschiedenen 

Zellarten bei dem Migrationsprozess eine essenzielle Rolle spielen. Für die Fortbewegung der 

Zellen reorganisieren sich die Zytoskelettelemente nachdem sie durch Signalkaskaden akti-

viert werden. In früheren Studien wurde die Reorganisation der Zytoskelettelemente mittels 

Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen (Barnhart et al., 2011, Wilson et al., 2010). Die Reorga-

nisation der Zytoskelettelemente dient dazu, dass die Zellen ein Lamellipodium, eine ellipsoi-

de Form, bilden und dass die Adhäsions- und Retraktionskräfte in einem Gleichgewicht blei-

ben, sodass die Zellkontinuität während der Migration beibehalten werden kann. Dies kann 

durch die Bildung einer Zellkontraktionsmaschine mittels der Verbindung zwischen Myosin- 

und Aktinfilamenten erreicht werden. Diese Verbindung kann die Kräfte von einer Zellseite 
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auf die andere Zellseite übertragen. Dadurch werden starke Kräfte wie Adhäsions-, Migrati-

ons- und Retraktionskräfte regelmäßig verteilt.  

3.2.1 Der direkte Myosin II-Inhibitor vermindert die Migrationsrate und -
geschwindigkeit 

Um die Wirkung von Inhibierung der Myosinaktivität auf die Thrombozytenmigration rauszu-

finden, haben wir Versuche mit Blebbistatin, einem direkten Inhibitor von Myosin II, durch-

geführt. In dieser Versuchsreihe wurde in die Versuchslösung mit aus Humanblut isolierten 

und in-vitro aktivierten Thrombozyten Blebbistatin unterschiedlicher Konzentrationen hinzu-

gefügt. Es wurde beobachtet, dass die Thrombozyten unter Wirkung von Blebbistatin weiter-

hin an der Oberfläche anheften können. Die Anzahl der adhärenten Thrombozyten liegt in den 

vier Versuchsgruppen zwischen 125 und 140 pro Gesichtsfeld und zeigt keinen nennenswer-

ten Unterschied. Im Gegensatz dazu wurde ein signifikanter Abfall der Anzahl der migrieren-

den Thrombozyten beobachtet. Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass die migrierenden 

Thrombozyten langsamer werden und dementsprechend die von Ihnen zurückgelegte Distanz 

abnimmt. In dem Kontrollversuch mit DMSO liegt der Anteil an alleine migrierenden Throm-

bozyten bei 71 % und in dem mit Kontroll-(+)-Blebbistatin bei 45 %. In dem Versuch mit (-)-

Blebbistatin 5 µM können 24 % und in dem mit (-)-Blebbistatin 50 µM nur noch 13 % der 

Thrombozyten alleine migrieren. Die Geschwindigkeit der Thrombozyten fällt in der Gruppe 

mit (-)-Blebbistatin 5 µM im Vergleich zur Kontrollgruppe mit DMSO um mehr als die Hälfte 

ab. Sie beträgt in der Gruppe mit DMSO 1,01 µm/min (cell based) und 0,81 µm/min (step 

based); in der mit (-)-Blebbistatin 5µM 0,43 µm/min (cell based) und 0,33 µm/min (step ba-

sed). Mit der Zunahme der Blebbistatinkonzentration verstärkt sich der Effekt der Myosin-

inhibierung, was sich in einer weiteren Verminderung der Geschwindigkeit auf 0,31 µm/min 

(cell based) und 0,25 µm/min (step based) sowie der zurückgelegten Distanz zeigt (siehe Ab-

bildung 13).  

In den Videoaufnahmen mit DIC-Mikroskop kann beobachtet werden, dass unter Blebbista-

tinwirkung viele Thrombozyten danach streben, in eine Richtung zu migrieren, und dement-

sprechend Lamellipodien bilden. Weil die Retraktion an der Hinterkante der Thrombozyten 

durch die Inhibierung von Myosin II verhindert wird, bleiben sie an der Oberfläche fest anhef-

tend, was zu deutlich sichtbaren Formveränderungen des Zytoplasmas führt. Viele Throm-

bozyten bilden eine längliche, dreieckige oder runde Form. Manche Thrombozyten bilden 

kleine spitze Verlängerungen (spikes) des Zytoplasmas in verschiedenen Richtungen (siehe 

Abbildung 14). 
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Abbildung 13: Blebbistatinwirkung auf die Thrombozytenmigration.  
Der Anteil an migrierenden Thrombozyten fällt bei Versuchen mit Blebbistatin konzentrationsabhän-
gig signifikant ab (p<0,001, einfaktorielle Varianzanalyse, oben), während die Anzahl der adhärenten 
Thrombozyten (AP) keinen signifikanten Unterschied zeigt (p=0,802, einfaktorielle Varianzanalyse, 
oben). Geschwindigkeit der Thrombozyten nimmt unter Blebbistatinwirkung signifikant ab (p<0,001, 
Kruskal-Wallis-Test, Mitte). Die zurückgelegte Distanz wird dementsprechend auch signifikant gerin-
ger (p<0,001, Kruskal-Wallis-Test, unten). (n=5)  

 

   10 µm 
 

 

Abbildung 14: Formveränderungen der Thrombozyten unter Blebbistatinwirkung.  
Thrombozyten zeigen sich nach Inhibierung von Myosin II mit Blebbistatin rund (links), länglich ver-
zogen (rechts), halbmondförmig sowie dreieckig (Mitte) mit kleinen spitzen Verlängerungen (spikes). 
Weitere Bildabschnitte mit morphologisch veränderten Thrombozyten aus dieser Untersuchungsreihe 
wurden (Abbildung 4E und 4G) im Paper (Gaertner et al., 2017) veröffentlicht. 
 

3.2.2 Die Myosininhibierung über Rho-Rock-Kaskade verursacht morphologische 
Veränderungen 

In der Versuchsreihe mit Blebbistatin konnte festgestellt werden, dass die Inhibierung der 

Myosin II zur erheblichen Störung der Retraktion an der Zellhinterkante führt, welche die 

Migration verlangsamt oder sogar zum Teil komplett hemmt. Nachdem wir die entscheidende 

Rolle der Myosinaktivierung in der Thrombozytenmigration gesehen haben, wollten wir ge-

nauer untersuchen, über welchen Signalweg zu einer Myosinaktivierung kommt. Dafür haben 

wir eine Versuchsreihe mit ROCK-Inhibitor durchgeführt, welche die Aktivierung von Myo-

sin II über Rho-Rock-Kaskade hemmt. In dieser Versuchsreihe wurden die aus dem Human-

blut isolierten und in-vitro aktivierten Thrombozyten mit ROCK-Inhibitoren gemischt. In den 

Videoaufnahmen kann beobachtet werden, dass die mit ROCK-Inhibitor gemischten Throm-

bozyten an der Oberfläche adhärieren können. Am Anfang fangen die Thrombozyten zu mig-

rieren an, aber nach einer kurzen Zeit von circa 10 bis 15 Minuten werden die Thrombozyten 

langsamer und manche migrieren nicht weiter. Dies kann dadurch erklärt werden, dass der 
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ROCK-Inhibitor die Myosinaktivierung über die Rho-Rock-Kaskade verhindert, aber Myosin 

weiterhin von anderen Enzymen aktiviert werden kann. Die Rho-Rock-Kaskade aktiviert die 

Phosphorylierung von MLC und inhibiert die MLC Phosphatase, welche zusammen zur ver-

mehrten Phosphorylierung und verminderte Dephosphorylierung von MLC führt. Die phos-

phorylierte MLC wird aktiv und kann die Aktivität von Myosin II, somit die Verknüpfung 

zwischen Aktin und Myosin steigern. Nach Inhibierung der Rho-Rock-Kaskade, kann die 

MLC weiterhin von MLCK phosphoryliert und damit aktiviert werden. Dadurch findet am 

Beginn der Versuche die Migration ohne große Veränderungen statt, aber nach einer gewissen 

Zeit wird der Effekt vom ROCK-Inhibitor sichtbar.  

Die Anzahl der adhärenten Thrombozyten ist in drei Versuchsgruppen nahezu identisch und 

beträgt zwischen 21 und 24 pro Gesichtsfeld. Der Anteil an migrierenden Thrombozyten liegt 

zwischen 63 % und 75 % und zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen Kontrollgrup-

pe und Versuchsgruppe mit ROCK-Inhibitor 10 µM. Im Gegensatz dazu nimmt der Anteil an 

migrierenden Thrombozyten in der Versuchsgruppe mit ROCK-Inhibitor 50 µM im Vergleich 

zur Kontrollgruppe deutlich ab. Der Anteil an alleine migrierenden Thrombozyten beträgt in 

der Kontrollgruppe 58 % und in der Versuchsgruppe mit ROCK-Inhibitor 50 µM 29 %. Die 

mittlere Geschwindigkeit nimmt in der Versuchsgruppe mit Rock-Inhibitor 50 µM im Ver-

gleich zum Rock-Inhibitor 10 µM ab. Die mittlere zurückgelegte Distanz nimmt entsprechend 

der Geschwindigkeit und der Anzahl der migrierenden Thrombozyten in den Versuchsgrup-

pen mit ROCK-Inhibitor im Vergleich zur Kontrollgruppe ab. Sie liegt in der Kontrollgruppe 

bei 12,55 µm, in der Gruppe mit ROCK-Inhibitor 10 µM bei 11 µm und in der Gruppe mit 

ROCK-Inhibitor 50 µM bei 9 µm (siehe Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Wirkung der Inhibition von Myosin über die Rho-Rock-Kaskade auf das Mig-
rationsverhalten der Thrombozyten.  
Die Anzahl der adhärenten Thrombozyten zeigt keinen signifikanten Unterschied (p=0,767, einfakto-
rielle Varianzanalyse), aber die Anzahl der migrierenden Thrombozyten nimmt unter Wirkung von 
Rock-Inhibitor signifikant ab (p=0,035, einfaktorielle Varianzanalyse) (oben). Die mittlere Geschwin-
digkeit in drei Versuchsgruppen zeigt keinen signifikanten Unterschied (p=0,089, Kruskal-Wallis-
Test, Mitte). Die mittlere Distanz nimmt unter Wirkung von Rock-Inhibitor tendenziell ab ohne statis-
tische Signifikanz (p=0,120, Kruskal-Wallis-Test, unten). (n=3) 
 

Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigen sich in der Gruppe mit ROCK-Inhibitoren morpholo-

gische Veränderungen. Es entstehen Fenestrationen, kleine Lücken, im Zytoplasma oder die 

Thrombozyten bilden anstatt Lamellipodien eine längliche schmale Form. Die Fenestrationen 

entstehen durch die Zerstörung der Zellkontraktionsmaschine, welche die Retraktionskräfte 

überträgt. Weil die Übertragung der Retraktionskraft durchgebrochen wird, wird die vordere 

Seite des Thrombozyts polarisiert und beginnt mit der Migration, wohingegen die hintere Sei-

te an der Oberfläche anheftend bleibt. Die hintere Seite kann sich bei fehlender Übertragung 

der Retraktionskraft in die polarisierte Richtung nicht fortbewegen und dadurch entstehen die 
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Fenestrationen am Zytoplasma. Die Entstehung einer schmalen länglichen Form anstatt einer 

fächerförmigen (fan-shaped) kann auch mit diesem Funktionsausfall erklärt werden. Der Ver-

lust des Thrombozyts an von Myosin abhängiger Viskoelastizität endet mit einer Zelldeforma-

tion (siehe Abbildung 16). 

                      10 µm  

 

Abbildung 16: Zytoplasmatische Formveränderungen der Thrombozyten unter Myosininakti-
vierung mittels Rock-Inhibitoren.  
Thrombozyt mit schmaler Verlängerung des Zytoplasmas nach hinten gleich einem Schwanz (links 
oben), deformierte Thrombozyten mit multiplen Fenestrationen (rechts oben), ein Thrombozyt mit 
einer zentralen Fenestration (links unten) und zwei mondsichelförmige Thrombozyten (rechts unten). 

 

3.3 Cytochalasin D, Inhibitor der Aktinpolymerisation, verhindert die Migra-
tion 

Eine weitere wichtige Komponente der Reorganisation von Zytoskelettelementen ist die Ak-

tinpolymerisation.  

Cytochalasine sind eine Gruppe von vor allem aus Schimmelpilzen isolierten zytostatisch 

wirksamen Stoffwechselprodukten (Toxinen). Cytochalasin D ist ein wirksameres Derivat 

von Pilzalkaloid, Cytochalasin B, und bindet an das Plusende von F-Aktin. Dadurch verhin-

dert es dort die weitere Anlage von Monomeren und die Aktinpolymerisation. Aufgrund der 
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höheren kritischen Konzentration von G-Aktin-Monomeren für das freie Minus-Ende kommt 

es zur Depolymerisation des Aktinfilaments. (Harvey Lodish, 1996) 

Aus früheren Studien ist es bekannt, dass andere Zellen wie Fishkeratozyten die Aktinpoly-

merisation an der Zellvorderkante für die Migration benötigen (Barnhart et al., 2011). Um die 

Rolle der Aktinpolymerisation an der Thrombozytenmigration herauszufinden, wurde eine 

Versuchsreihe mit Cytochalasin D durchgeführt. Dabei wurden die aus Humanblut isolierten 

Thrombozyten aktiviert und für circa 15 Minuten unter dem Mikroskop beobachtet, wo sie 

adhärierten und migrierten. Danach wurde Cytochalasin D zu der Versuchslösung addiert. 

Unmittelbar nach der Addition von Cytochalasin D wurden ein schlagartiger Abbruch der 

Migration und gleichzeitig morphologische Veränderungen der Thrombozyten beobachtet. 

Die ellipsoide Form der Thrombozyten wandelte sich in eine rundliche Form mit spitzen Aus-

läufern um (siehe Abbildung 18). Die Thrombozyten in der Kontrollgruppe nach Addition 

von DMSO konnten ohne jegliche morphologische Veränderung mit fast gleichgebliebener 

Geschwindigkeit weiter migrieren. Die mittlere Geschwindigkeit vor und nach DMSO-Gabe 

beträgt jeweils 4,81 und 4,59 µm/min, wobei die Geschwindigkeit nach Cytochalasin D-Gabe 

bei 0 µm/min liegt (siehe Abbildung 17). 

Nach der Zugabe von DMSO konnten weitere Thrombozyten an der Oberfläche adhärieren, 

nach der Zugabe von Cytochalasin D hingegen blieb die Anzahl von adhärenten Thrombo-

zyten gleich (siehe Abbildung 17). Die in der Versuchslösung frei zirkulierenden Thrombo-

zyten können nach der Inhibierung der Aktinpolymerisation sich nicht mehr an der Oberflä-

che anheften. Dieses Ergebnis unterstützt die Annahme, dass die Affinität von αIIbβ3-Integrin 

für Fibrinogen durch die Aktinfilamente reguliert wird (Peerschke, 1984, Fox et al., 1996). 

Aufgrund der Inaktivierung und des Abbruchs der Verlängerung der Aktinfilamente findet 

kein Inside-out-signaling mehr statt und die Affinität von αIIbβ3-Integrin für Fibrinogen 

nimmt ab, was sich durch die Verminderung der Adhäsion zeigte. 
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Abbildung 17: Wirkung von Inhibierung der Aktinpolymerisation auf Thrombozytenadhäsion 
und -migration.  
Die Anzahl der adhärenten Thrombozyten nimmt nach Addition von DMSO signifikant zu (p=0,001), 
hingegen bleibt sie nach Addition von Cytochalasin D konstant (p=0,957). Die Anzahl der migrieren-
den Thrombozyten bleibt unter Wirkung von DMSO nahezu identisch (p=0,422), aber unter Wirkung 
von Cytochalasin D fällt abrupt und signifikant ab (p=0,020) und liegt sie bei 0 (oben). Die Geschwin-
digkeit der migrierenden Thrombozyten zeigt unter Wirkung von DMSO keine signifikante Verände-
rung (p=0,863) aber unter Wirkung von Cytochalasin D fällt sie signifikant auf 0 ab (p=0,006, unten) 
(n=6, gepaarter T-Test). Diese Ergebnisse wurden in abgeänderter Form (Abbildung 2C und 2D) im 
Paper (Gaertner et al., 2017) veröffentlicht. 
 

Es ist bekannt, dass das Aktin-Myosin-Netzwerk sich bis zur Plasmamembran ausdehnt und 

durch die Verbindungen an die Plasmamembran bei Kraftvermittlung von Zellinneren in die 

Peripherie teilnimmt. Diese Verbindung ist essenziell für die Anpassung der Zellform an die 

wechselnde Migrations- und Kontraktionskräfte (Clarke and Spudich, 1977, Pollard and 
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Weihing, 1974). Aktinpolymerisation ist wichtig für die Bildung des Lammellipodiums. 

Wenn Cytohalasin D zugegeben wird, schrumpft aufgrund der fehlenden Aktinpolymerisation 

die Zellvorderkante (leading edge). Dadurch kann die Zelle keine Protrusion bilden und sich 

nicht mehr fortbewegen. Wenn die Verbindung zwischen Aktin-Myosin-Netzwerk und Plas-

mamembran durch die Inhibierung der Aktinpolymerisation durchbrochen wird, können die 

Thrombozyten ihre Form an die Zellinnerenkräfte nicht anpassen, welche mit der in der Ver-

suchsreihe beobachteten morphologischen Veränderungen resultiert (siehe Abbildung 18). 

    10 µm 

 

Abbildung 18: Morphologische Veränderungen der Thrombozyten unter Aktininhibierung 
mittels Cytochalasin D.  
Runde Thrombozyten mit multiplen kleinen Ausläufern an der Membranoberfläche (spikes).  

 

3.4 Calyculin A beeinflusst die Reorganisation der Zytoskelettelemente und 
verändert die Morphologie der Thrombozyten  

Calyculin A ist ein potenter und spezifischer Inhibitor von Protein-Phosphatase 1/2A. Calycu-

lin A inhibiert die Myosinleichtkettenphosphatase (MLCP) und steigert dadurch die Phos-

phorylierung von Myosinleichtketten. Die durch die Phosphorylierung aktivierten Myosin-

leichtketten verstärken die Aktin-Myosin-Verbindung (Stark et al., 1991). Entsprechend die-

ser Hypothese ist eine vermehrte Migrationsrate und schnellere Migration der Thrombozyten 

unter Behandlung mit Calyculin A zu erwarten.  

In unserer Versuchsreihe haben wir nach unserem Protokoll die Thrombozyten isoliert und 

mit Thromboxan und ADP aktiviert. Vor der Aktivierung haben wir in die Versuchslösung 

Calyculin A und als Kontrollversuch DMSO addiert. Bei der Kontrollversuchsreihe mit 
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DMSO konnten die Thrombozyten ohne jegliche morphologische Veränderung mit einer kon-

stanten Geschwindigkeit migrieren. Im Vergleich dazu migrierten die mit Calyculin A 0,5 nM 

behandelten Thrombozyten langsamer und ein Teil der Thrombozyten konnte gar nicht mig-

rieren. Die Anzahl der adhärenten Thrombozyten war in beiden Gruppen gleich, aber die An-

zahl der migrierenden Thrombozyten nimmt bei der Gruppe mit Calyculin A 0,5 nM signifi-

kant ab. Der Anteil aller migrierenden Thrombozyten liegt in der Kontrollgruppe mit DMSO 

bei 70 % und in der Gruppe mit Calyculin A 0,5 nM bei 27 % (siehe Abbildung 19).  

Der zu erwartende Effekt von Calyculin A mit zunehmender Migrationsgeschwindigkeit 

durch Inhibierung der MLCP trat in unserer Versuchsreihe im Vergleich zur Fischkeratozyten 

nicht auf (Yam et al., 2007). Stattdessen nimmt die Anzahl der migrierenden Thrombozyten 

unter Addition von Calyculin A ab. Dieses Ergebnis kann durch den Effekt von Calyculin A 

auf Fibrinogenrezeptoren erklärt werden. Calyculin A inhibiert die Freilegung von Fibrino-

genrezeptoren bei von Thromboxan aktivierten Thrombozyten (Sakon et al., 1993).  
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Abbildung 19: Wirkung von Calyculin A auf die Thrombozytenmigration.  
Die Anzahl der adhärenten Thrombozyten bleibt unter Calyculin A 0,5 nM identisch zur Kontroll-
gruppe mit DMSO (p=0,82, T-Test), während die Anzahl der migrierenden Thrombozyten unter Wir-
kung von Calyculin A signifikant abnimmt (p=0,004, T-Test, oben). Die Migration wird unter Wir-
kung von Calyculin A 0,5 nM tendenziell langsamer und unter Wirkung von Calyculin A 5 nM findet 
sie nicht mehr statt (p<0,001, Mann-Whitney-U-Test, Mitte). Die zurückgelegte Distanz nimmt ent-
sprechend zur Geschwindigkeit unter Wirkung von Calyculin A ab (p=0,05, Mann-Whitney-U-Test, 
unten). (n=5) 
 

Nach einer Konzentrationserhöhung von 0,5 nM auf 5 nM änderte sich die Wirkung von Ca-

lyculin A auf Thrombozyten komplett. Die Thrombozyten zeigten unter Wirkung von Calycu-

lin A 5 nM drastische morphologische Veränderungen. Ein großer Anteil von Thrombozyten 

konnte nicht adhärent werden und eine Migration konnte nicht beobachtet werden. Die weni-

ge adhärenten Thrombozyten bildeten anstatt Lamellipodien und Filopodien lange schmale 

Füßchen (Pseudopodien) (siehe Abbildung 20). 

Calyculin A hat außer seiner Funktion als Protein-Phosphatase-1/2A-Inhibitor auch einen 

Effekt auf die Reorganisation von Zytoskelettelementen wie Aktinfilamente und Mikrotubuli 

(Yano et al., 1995). Bei inaktiven Thrombozyten liegen die Mikrotubulusbündel unter der 

Plasmamembran und die Aktinfilamente verteilen sich homogen im Zytoplasma. Eine Minute 

nach der Aktivierung von Thrombozyten mit Thromboxan werden die Mikrotubuli zentrali-

siert und die Organellen konzentrieren sich in der Zellmitte im Kontakt mit aus Mikrotubuli 

und Aktinfilamenten gebildeten Ringen (Towbin et al., 1979). Zehn Minuten nach der Akti-

vierung von Thrombozyten verschwinden viele Pseudopodien und die Mikrotubulusbündel 

werden zurück in die Peripherie gedrängt, wo sie sich irregulär verteilen. Die Behandlung der 

Thrombozyten mit Calyculin A führt zur Spaltung der Mikrotubulusbündel in kurze Fragmen-

te. Viele der Mikrotubulifilamente verteilen sich zufällig im ganzen Zellkörper. Manche da-

0.0 

5.0 

10.0 

15.0 

KV DMSO CalyculinA 0,5nM CalyculinA 5nM 

M
itt

le
re

 z
ur

üc
kg

el
eg

te
 D

is
ta

nz
 

(µ
m

) 

p=0,05 



Ergebnisse 

 53 

von binden aneinander und an Aktinfilamente und bilden kurze Pseudopodien. Eine Vorbe-

handlung der Thrombozyten mit Calyculin A und folgend deren Aktivierung mit Thromboxan 

löst eine Reorganisation der Mikrotubuli aus. Sie bilden lange Pseudopodien bestehend aus 

parallel angeordneten langen Mikrotubuliketten. Die Aktinfilamente konzentrieren sich im 

Zellkörper. 10 Minuten nach der Aktivierung behalten die Mikrotubuli und Aktinfilamente 

ihre Position und dementsprechend die Thrombozyten ihre neue Form mit langen Pseudopo-

dien (Yano et al., 1995). Diese durch Reorganisation der Aktin- und Mikrotubulifilamente 

entstandenen länglichen Füßchen (Pseudopodien) entspricht die Formveränderung in unserer 

Versuchsreihe mit Calyculin A 5 nM (siehe Abbildung 20). 

Calyculin A beeinflusst unterschiedliche Zellprozesse und Zellbestandteile. Es ist ein potenter 

Inhibitor von Protein-Phosphatase 1/2A, kann zugleich die Freilegung von Fibrinogenrezepto-

ren inhibieren und hat einen Einfluss auf die Reorganisation von Zytoskelettelementen wie 

Aktinfilamente und Mikrotubuli. Der zu erwartende Phosphatase inhibierende Effekt, der die 

Kontraktilität und somit die Migrationsgeschwindigkeit erhöhen würde, konnte in unserer 

Versuchsreihe nicht beobachtet werden. Mit den Calyculinkonzentrationen, die in unseren 

Versuchsreihen benutzt wurden, konnten wir deren Effekt auf die Reorganisation der Mikro-

tubuli sehen.  

10 µm 

 

Abbildung 20: Morphologische Veränderungen unter Wirkung von Calyculin A.  
Die Thrombozyten bilden unter Gabe von Calyculin A multiple lange, schmale Füßchen (Pseudopo-
dien). 
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3.5 Calcium als zentrales Ion in der Thrombozytenmigration  

In in-vitro Versuchen mit Thrombozyten können wir in Abwesenheit von Serum keine Zell-

migration beobachten. Wenn in die Versuchslösung kein Serum hinzugefügt wird, migrieren 

die Thrombozyten trotz der Aktivierung mit Thromboxan und ADP nicht (siehe Abbildung 

25). 

Aus diesen Ergebnissen können wir schlussfolgern, dass das Serum für die Adhäsion und 

Migration essenziellen Bestandteilen wie Proteine und Ionen beinhaltet. Für die Spezifizie-

rung, der hier essenziellen Proteine und Ionen führten wir mehrere Versuchsreihen mit Ser-

umionen und -proteinen. Als erstes wurde das Serumdialyseverfahren benutzt.  

 

3.5.1 Serumdialyseverfahren mit Filtrierung von Calciumionen  

In unserer ersten Versuchsreihe zur Suche von Ionen und Proteinen haben wir ein Serumdia-

lyseverfahren benutzt. Durch dieses Verfahren werden alle Seruminhalte kleiner als 2 kDa 

unter anderem auch Calcium herausfiltriert. Die Filtration passiert durch eine Diffusion durch 

die Dialysemembran. In der Versuchsreihe mit dialysiertem Serum nimmt die Anzahl der 

migrierenden Thrombozyten im Vergleich zur Kontrollversuchsreihe mit Kontrollserum stark 

ab. Die Thrombozyten können sich weiterhin an die Oberfläche anheften, sodass die Anzahl 

der adhärenten Thrombozyten in beiden Gruppen nahezu identisch bleibt, aber nur 5-10 % der 

adhärenten Thrombozyten können bei den Versuchen mit dialysiertem Serum migrieren. 

Wenn in das dialysierte Serum jedoch Calcium 100 µM hinzugefügt wird, kann eine Migrati-

on in gleicher Quantität wie bei Versuchen mit humanem Komplement-Serum beobachtet 

werden. Der Anteil von allein migrierenden Thrombozyten ist in beiden Gruppen fast iden-

tisch und liegt zwischen 52 und 55 %. Genauso zeigt die Migrationsgeschwindigkeit in beiden 

Gruppen keinen signifikanten Unterschied, während die Geschwindigkeit der Thrombozyten 

und dementsprechend die zurückgelegte Distanz bei der Versuchsreihe mit dialysiertem Se-

rum einen signifikanten Abfall zeigt (siehe Abbildung 21).  
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Abbildung 21: Wirkung der Filtration von Calciumionen aus dem Serum auf die Thrombo-
zytenmigration.  
Die Anzahl der adhärenten Thrombozyten bleibt identisch (p=0,84, T-Test, oben). Die Anzahl der 
migrierenden Thrombozyten nimmt bei Versuchen mit dialysiertem Serum signifikant ab (p=0,012 für 
einzeln migrierenden Thrombozyten und p=0,021 für alle migrierenden Thrombozyten, T-Test, oben). 
Die Geschwindigkeit (p=0,001, T-Test, Mitte) sowie die zurückgelegte Distanz (p=0,042, Mann-
Whitney-U-Test, unten) sind bei den Versuchen mit dialysiertem Serum im Vergleich mit den Ver-
suchen mit humanem Komplement-Serum und dialysiertem Serum mit Calcium signifikant geringer. 
(n=3) 
 

3.5.2 Calciumkonzentrationsreihe zur Bestimmung der optimalen Calciumkonzentra-
tion für die Thrombozytenmigration 

Es ist aus früheren Studien bekannt, dass die intrazelluläre Calciumkonzentration eine wesent-

liche Rolle in der Thrombozytenfunktion (Varga-Szabo et al., 2009) sowie in der Polarisation 

der migrierenden Zellen spielt (Brundage et al., 1991). Die Aktivierung der Zytoskelettele-

mente insbesondere Myosin mittels MLCK ist einen Calcium abhängigen Prozess, welcher 

für die Retraktion der Zellhinterkante zuständig ist (Yang and Huang, 2005). Mit den Ergeb-

nissen aus der Serumdialyse-Versuchsreihe konnte nachgewiesen werden, dass Calcium für 

die Thrombozytenmigration essenziell ist. Anschließend erfolgte eine Versuchsreihe mit Cal-

cium in unterschiedlichen Konzentrationen, um die optimale Calciumkonzentration für die 

Migration zu bestimmen. Die höchste Migrationsrate mit 88 % erreichen die Thrombozyten 

bei einer Konzentration von 2 mM Calcium. Bei 200 µM Calcium ist der Anteil der migrie-

renden Thrombozyten weiterhin hoch, aber tendenziell geringer mit 70 %. Bei 75 µM migrie-

ren 50 % der Thrombozyten und bei 20 µM migrieren nur noch 14 % der Thrombozyten. 

Dementsprechend sind die Geschwindigkeit und zurückgelegte Distanz mit 2 mM Calcium 

auch am höchsten und fallen mit abnehmender Calciumkonzentration ab (siehe Abbildung 22). 
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Abbildung 22: Calciumkonzentrationsreihe und Thrombozytenmigration. 
Der Anteil der migrierenden Thrombozyten steigt mit zunehmender Calciumkonzentration signifikant 
an (p<0,001, einfaktorielle Varianzanalyse, oben). Die Geschwindigkeit (p<0,001, Mann-Whitney-U-
Test, Mitte) sowie die zurückgelegte Distanz (p<0,001, Mann-Whitney-U-Test, unten) steigen auch 
mit zunehmender Konzentration signifikant an und ist am höchsten bei 2 mM Calcium. (n=3) 

 

3.6 Die Wirkung von anderen Ionen auf die Thrombozytenmigration 

Nachdem die zentrale Rolle von Calciumionen in der Thrombozytenmigration festgestellt 

werden konnte, wurde die Wirkung von anderen Ionen auf die Thrombozytenmigration unter-

sucht. In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Magnesiumionen wie die Cal-

ciumionen sich an die CIB (Calcium- und Integrin bindende Proteine) binden und dadurch die 

αIIbβ3-Integrine aktivieren können, welche an Fibrinogen binden und die Thrombozytenad-
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häsion und –migration triggern (Yamniuk and Vogel, 2005, Tsuboi, 2002). Als weiteres kön-

nen die Magnesiumionen wie die Calciumionen durch direkte Bindung, die Affinität der 

αIIbβ3-Integrine zu ihren Liganden steigern (Hu et al., 1996).  

Aufgrund von Studien, welche die ähnliche Wirkung von Magnesiumionen und Calciumionen 

auf die Thrombusformation beschreiben, wurden zuerst Versuchsreihen mit verschiedenen 

Magnesiumkonzentrationen durchgeführt, welche unter Wirkung von Magnesium anstatt Cal-

cium einen deutlichen Abfall der Migrationsrate bis zum kompletten Ausfallen der Migration 

zeigte. Unter Verwendung von 200 µM Magnesium liegt die Migrationsrate bei 5 %, wohin-

gegen unter Verwendung von 1 mM Magnesium gar keine Migration zu beobachten ist. Wenn 

zusätzlich zum Magnesium Calcium in identischer Konzentration in die Versuchslösung hin-

zugefügt wird, steigen die Migrationsraten jeweils auf 43 % und 45 % an. Die Geschwindig-

keit sowie die zurückgelegte Distanz sind in der Versuchsreihe allein mit Magnesium geringer 

im Vergleich zur Versuchsreihe mit Magnesium und Calcium (siehe Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Wirkung von Magnesium auf die Thrombozytenmigration.  
Die Anzahl der adhärenten Thrombozyten bleibt unter Wirkung von Magnesium unterschiedlicher 
Konzentration mit und ohne Calcium nahezu identisch (p=0,225, Kruskal-Wallis-Test) während die 
Anzahl der migrierenden Thrombozyten in den Gruppen mit Magnesium ohne Calcium signifikant 
weniger sind (p=0,025, Kruskal-Wallis-Test, oben). Die Migrationsgeschwindigkeit steigt unter Wir-
kung von Magnesium zusammen mit Calcium im Vergleich zum alleinigen Magnesium deutlich an 
(p<0,001, einfaktorielle Varianzanalyse, unten). In der Gruppe mit Magnesium 1mM wird keine Mig-
ration beobachtet. (n=3) 
 

Die Migration in Anwesenheit von Magnesium kann durch die Modulation und Aktivierung 

von αIIbβ3-Integrine mittels direkter Verbindung mit Magnesium erklärt werden. Außerdem 

können die αIIbβ3-Integrine mittels der Verbindung zwischen Magnesium und CIB auch ak-

tiviert werden. Die Integrinaffinität ist in Gegenwart von Magnesium höher als mit Calcium. 

Durch die stärkere Affinität von αIIbβ3-Integrine an Fibrinogen werden die Thrombozyten 

mehr adhärent an die Oberfläche, sodass die Migrationsrate stark abfällt. Die verminderte 

Migrationsrate kann auch durch den dosisabhängigen inhibierenden Einfluss von Magnesium 

auf die Agonisten der Thrombozytenaggregation bedingt sein. In den Versuchen mit Magne-

sium und Calcium entsteht einen Konkurrenz zwischen beiden Ionen für die direkte Bindung 

an αIIbβ3-Integrine und CIB, wie bereits in Literatur beschrieben (Grzesiak et al., 1992, 

Yamniuk et al., 2004). Es ist bekannt, dass Calciumionen sich an einer weiteren Stelle der 

αIIbβ3-Integrine binden können, welche einen inhibierenden Effekt auf die Integrin-Ligand-

Verbindung hat (Hu et al., 1996). Dieser inhibierender Effekt kann die starke Adhäsion durch 

Magnesiumionen entgegenwirken und die Migration triggern. Die direkte Wirkung von Cal-

cium in der Regulation der Zytoskelettelemente spielt vermutlich den im Vordergrund stehen-

den Effekt in der ansteigenden Migrationsrate und –Geschwindigkeit.  

Als ein weiteres Ion wurde Mangan 200 µM benutzt, worunter mit oder ohne zusätzliche Cal-

ciumgabe keine Thrombozytenmigration beobachtet werden konnte. Mangan führt zur direk-

ten Stabilisierung der aktiven Integrinkonformation (Smith et al., 1994). Es steigert dadurch 

die Affinität von αIIbβ3-Integrine an ihren Liganden und fördert die Thrombozytenadhäsion 

an die Oberfläche. Der Grund von fehlender Migration kann die verstärkte Adhäsion sein.  

Im Vergleich zu den beiden Ionen wird mit Calcium eindeutig die höchste Migrationsrate 

erreicht. Die Migrationsrate sowie die Migrationsgeschwindigkeit und die zurückgelegte Dis-

tanz sind unter der Kombination von Magnesium und Calcium signifikant geringer im Ver-

gleich zum alleinigen Calcium. Diese Ergebnisse zeigen die zentrale Rolle von Calcium in der 

Thrombozytenmigration auf, die durch die anderen Ionen nicht adäquat ersetzt werden kann 

(siehe Abbildung 24). Alle drei Ionen haben einen Einfluss auf die Aktivität von αIIbβ3-
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Integrin, aber Calcium kann zusätzlich die Aktivität der Zytoskelettelemente steuern, sodass 

die für die Migration benötigte Protrusion- und Retraktionskräfte gebildet werden können.  
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Abbildung 24: Vergleich der Wirkungen von Calcium und anderer Ionen auf die Thrombozy-
tenmigration.  
Der Anteil von migrierenden Thrombozyten ist bei Versuchen mit Magnesium niedriger im Vergleich 
zu den Versuchen mit Calcium und liegt bei Versuchen mit Mangan bei 0 % (p<0,001, einfaktorielle 
Varianzanalyse, oben). Die Geschwindigkeit (p<0,001, einfaktorielle Varianzanalyse, Mitte) und die 
zurückgelegte Distanz (p=0,017, Kruskal-Wallis-Test, unten) sind unter Wirkung von Calcium am 
höchsten und fallen unter Wirkung von Magnesium anstatt Calcium signifikant ab. Unter Wirkung von 
Magnesium mit Calcium steigen die Geschwindigkeit und die hinterlegte Distanz im Vergleich zur 
Magnesium alleine signifikant auf, sind aber weiterhin niedriger als unter Wirkung von Calcium allei-
ne. (n=3) 

 

3.7 Albumin als essenzielles Protein für die Thrombozytenmigration 

In den Versuchsreihen mit Calcium konnte die wichtige Rolle von Calcium als Serumion in 

der Thrombozytenmigration festgestellt werden. Wir konnten in diesen Versuchen ferner be-

obachten, dass Calcium alleine für die Migration nicht ausreichend ist und andere höher mo-

lekulare Serumbestandteile für die Migration benötigt werden. Weil Albumin in höheren 

Konzentration im Serum vorkommt und einen anti-adhäsiven Effekt auf die Thrombozyten 

hat, welche den adhäsiven Effekt von Fibrinogen entgegenwirken kann (Park et al., 1991), 

wurden Versuche durchgeführt, in denen anstatt humanen Komplement-Serum Albumin be-

nutzt wurde. Nach unserer Hypothese soll die Kombination von Albumin und Calcium die 

Thrombozytenmigration ermöglichen und die Rolle von Serum auf die Thrombozytenmigrati-

on ersetzen. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden Versuche mit Calcium ohne Al-

bumin, Albumin ohne Calcium, mit Albumin und Calcium kombiniert und ohne beide durch-

geführt. In der Versuchsreihe ohne Albumin konnte keine Migration beobachtet werden, wo-

bei die Adhäsion unbeeinträchtigt in allen Versuchsgruppen stattfand. Genauso war eine Mig-

ration nur mit Albumin ohne Calcium nicht möglich. Unter diesen Versuchsgruppen kann die 

Migration nur unter Verwendung von Calcium und Albumin zusammen beobachtet werden. 

Diese Ergebnisse unterstützen das Argument, das Albumin und Calcium für die Thrombozy-

tenmigration essenzielle Serumbestandteile sind und durch die Kombination von beiden die 

Rolle von Serum in der Thrombozytenmigration ersetzt werden kann (siehe Abbildung 25).  
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Abbildung 25: Adhäsion und Migration unter Verwendung von Albumin, Calcium oder Se-
rum.  
In den Versuchen ohne Serum sowie ohne Calcium und Albumin findet keine Migration. Alleine Al-
bumin oder Calcium kann die Migration nicht triggern. Nur unter Kombination von Albumin und Cal-
cium findet die Thrombozytenmigration statt. (n=3) 
 

Anschließend wurde eine Versuchsreihe mit Albumin in unterschiedlichen Konzentrationen 

durchgeführt. In diesen Versuchen wurde Calcium 75 µM benutzt. In der Albuminkonzentra-

tionsreihe steigt der Anteil an migrierenden Thrombozyten mit zunehmender Albuminkon-

zentration an. Mit Albumin 0,13 % ist der Anteil bei 40 % und mit Albumin 0,5 % bei 58 %. 

Ab Albumin 2 % können die Thrombozyten nicht mehr an der Oberfläche anheften. Der mit 

der zunehmenden Albuminkonzentration ansteigende anti-adhäsive Effekt von Albumin 

überwindet den adhäsiven Effekt von Fibrinogen ab Albuminkonzentration von 2%, sodass 

die Migrationsrate drastisch abfällt. Die Migration kann wegen geringer Anzahl der migrie-

renden Thrombozyten nicht genau beobachtet werden, wobei die wenigen adhärenten und 

migrierenden Thrombozyten im Vergleich zu den Thrombozyten mit niedrigerer Albumin-

konzentration schneller migrieren (siehe Abbildung 26). 
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Abbildung 26: Albuminkonzentrationsreihe und Thrombozytenmigration.  
Die Anzahl der adhärenten Thrombozyten ist in den Gruppen mit Albumin 0,13% und Albumin 0,5% 
fast identisch und nimmt ab Albuminkonzentration von 2 % ab (p=0,002, einfaktorielle Varianzanaly-
se, oben). Die Anzahl der migrierenden Thrombozyten erreicht ihr Maximum mit Albumin 0,5 % und 
fällt danach mit zunehmender Albuminkonzentration ab (p=0,026, einfaktorielle Varianzanalyse, 
oben). Die Geschwindigkeit (p<0,001, einfaktorielle Varianzanalyse, Mitte) und die zurückgelegte 
Distanz (p<0,001, Kruskal-Wallis-Test, unten) liegen bei den Versuchen ohne Albumin bei 0 und stei-
gen mit zunehmender Albuminkonzentration an. (n=3) 
 

Um die Wirkung von Albumin-Calcium-Kombination mit Serum zu vergleichen, erfolgte eine 

Versuchsreihe mit Albumin 0,5% und Calcium 75µM. Wenn die Albuminkonzentration mit-

tels Albuminanteil im Serum berechnet wird, entspricht Albumin 0,5 % ungefähr der Serum-

konzentration. Wenn die Ergebnisse von Versuchsreihen mit Albumin 0,5 % und humanem 

Komplement-Serum verglichen werden, sind der Anteil der migrierenden Thrombozyten so-

wie die Migrationsgeschwindigkeit in beiden Gruppen nahezu identisch. Die minimalen Un-

terschiede zwischen zwei Gruppen in beiden Varianten sind nicht signifikant. (siehe Abbil-

dung 27). 
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Abbildung 27: Vergleich von Albumin mit humanem Komplement-Serum.  
Der Anteil an migrierenden Thrombozyten (p=0,592, T-Test, oben) sowie die Migrationsgeschwin-
digkeit (p=0,42, T-Test, unten) zeigen zwischen den Versuchsgruppen mit Serum und Albumin 0,5 % 
keinen signifikanten Unterschied (n=3). Diese Ergebnisse wurden in abgeänderter Form (Abbildung 
3E und 3G) im Paper (Gaertner et al., 2017) publiziert. 

 

3.8 Die Wirkung von anderen Proteinen auf die Thrombozytenmigration 

Es ist bekannt, dass andere Proteine wie Ovalbumin und Casein auch einen anti-adhäsiven 

Effekt wie Albumin haben, sodass wir Versuche mit beiden Proteinen anstatt Albumin 

durchführten. In den Versuchen mit Ovalbumin oder Casein konnte auch eine Migration 

beobachtet werden. Für diese Versuchsreihen mit verschiedenen Proteinen wurde ein 

Thyrodespuffer ohne Zusatz von BSA (Bovine Serum Albumin) hergestellt. In der 

Versuchsreihe mit Ovalbumin, das Hauptprotein im Eiweiß, zeigt sich eine Migration bei 

einer Ovalbuminkonzentration von 1 %. Der Anteil an migrierenden Thrombozyten liegt bei 

45 %. Mit Ovalbumin 0,1 % werden die Thrombozyten adhärent, aber eine Migration findet 

nicht statt. Im Vergleich der Ergebnisse aus der Versuchsreihe mit den Versuchen mit 

Albumin 0,5 % kann festgestellt werden, dass der Anteil der migrierenden Thrombozyten mit 

45 % und 57 % nah aneinander liegt. Die Thrombozyten migrieren unter Wirkung von 

Ovalbumin 1 % im Vergleich zu Albumin 0,5 % deutlich langsamer (siehe Abbildung 28).  
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Abbildung 28: Vergleich der Wirkung von Albumin und Ovalbumin auf die Thrombozyten-
migration.  
Sowohl der Anteil an migrierenden Thrombozyten (p=0,001, einfaktorielle Varianzanalyse, oben) als 
auch die Migrationsgeschwindigkeit (p<0,001, Kruskal-Wallis-Test, unten) zeigen unter Wirkung von 
Ovalbumin 0,1 %, Ovalbumin 1 % und Albumin 0,5 % signifikante Unterschiede. Unter Wirkung von 
Ovalbumin 0,1% findet keine Migration statt. Die Migrationsrate sowie die Migrationsgeschwindig-
keit sind unter Wirkung von Ovalbumin 1% geringer als unter Wirkung von Albumin 0,5%. (n=3) 
 

Eine weitere Versuchsreihe wurde mit Casein, einem Protein das in Säugetierenmilch 

vorkommt, durchgeführt. Bei einer Verwendung von Casein 0,25 % werden die 

Thrombozyten adhärent und die Migrationsrate liegt hoch bei 90 %. Die mittlere 

Geschwindigkeit bei der Versuchsreihe mit Casein 0,25 % beträgt 1,32 µm/min und ist 

ähnlich wie die Geschwindigkeit bei der Versuchsreihen mit humanem Komplement-Serum. 

Gleiche Versuche wurden mit Tryptocasein 0,25 %, eine mit Trypsin verdauten Form von 

Casein, durchgeführt. Mittels dieses Verdauungsprozesses werden die intakten Proteine in 

kleine Anteile gespalten. In dieser Versuchsreihe werden die Thrombozyten adhärent, eine 

Migration findet allerdings nicht statt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Thrombozyten für 

die Migration intakte Proteine benötigen. Wenn die Struktur und die Zusammensetzung der 

Proteine durch verschiedene Prozesse zerstört werden, können diese die Migration nicht mehr 

fördern (siehe Abbildung 29). 

0.0 

0.5 

1.0 

1.5 

Ovalbumin 0,1% Ovalbumin 1% Albumin 0,5% 

M
itt

le
re

 G
es

ch
w

in
di

gk
ei

t (
µm

/m
in

) Zellzahl basierend Schrittzahl basierend 

p<0,001 



Ergebnisse 

 67 

 
Abbildung 29: Wirkung von verdauten Proteinen auf die Thrombozytenmigration.  
Unter Wirkung von Casein 0,25 % und Tryptocasein 0,25% zeigen die Anzahl an adhärenten Throm-
bozyten keinen (p=0,568, T-Test, oben), die Anzahl an migrierenden Thrombozyten hingegen einen 
signifikanten Unterschied (p=0,005, T-Test, oben). Die Migrationsgeschwindigkeit liegt in der Gruppe 
mit Tryptocasein 0,25 % bei 0, während die Geschwindigkeit in der Gruppe mit Casein 0,25 % im 
Bereich der Kontrollversuche liegt (p<0,001, T-Test, unten). (n=3) 
 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde anstatt Albumin oder Serum, BSA (Bovine Serum 

Albumin) benutzt. In der Vergleichsgruppe wurde mit Trypsin verdautes BSA verwendet. Die 

Ergebnisse aus dieser Versuchsreihe bestätigen die aus der Casein-Versuchsreihe. Eine Adhä-

sion kann unter Wirkung von verdautem BSA weiterhin stattfinden, während eine Migration 

nicht mehr beobachtet werden kann. Dementsprechend liegt die Migrationsgeschwindigkeit in 

der Gruppe mit verdautem BSA genauso wie in der Gruppe mit Tryptocasein bei 0 (siehe Ab-

bildung 30). 

Die Ergebnisse aus den Versuchsreihen mit Albumin, Casein und Ovalbumin zeigen, dass die 

Thrombozyten für die Migration außer Calcium als weitere Serumkomponente Proteine brau-

chen. Nur unter Verwendung von Proteinen zusammen mit Calcium anstatt Serum kann eine 
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Migration stattfinden. Aufgrund des großen prozentualen Anteils im Serum kann als essen-

zielles Protein für die Thrombozytenmigration Albumin identifiziert werden. Wie in-vitro 

Versuchen gezeigt haben, kann die Wirkung des Albumins durch andere Proteine ersetzt wer-

den.  
 

 

Abbildung 30: Wirkung der Verdauung von Albumin auf die Thrombozytenmigration. 
In den Versuchen mit verdautem Albumin liegt die Anzahl der migrierenden Thrombozyten bei 0 
(p<0,001, T-Test, oben), während die Anzahl der adhärenten Thrombozyten keinen signifikanten Un-
terschied zeigt (p=0,072, T-Test, oben). Unter Wirkung von verdautem Albumin findet keine Migrati-
on, sodass die Geschwindigkeit auch bei 0 liegt (p=0,004, Mann-Whitney-U-Test, unten). (n=3)  
 

Nach einer Aktivierung werden die Thrombozyten durch die Verbindungen zwischen Integri-

ne und Fibrinogen an der Oberfläche adhärent. Damit sie sich auf der Oberfläche bewegen 

können, soll der adhäsive Effekt von Fibrinogen-Integrin-Interaktion vermindert werden, wel-

che durch anti-adhäsiven Effekt von Serumalbumin ermöglicht wird. Für die Fortbewegung 

brauchen die Thrombozyten die Aktivierung der Zytoskelettelemente, welche durch die Bil-

dung von Zellkontraktionsmaschine die Kräfte für die Protrusion an der Vorderkante und die 
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Retraktion an der Hinterkante generieren und im Zytoplasma verteilen. Die Aktivierung der 

Zytoskelettelemente kann durch Calciumeinstrom reguliert werden. Insbesondere die Myosin 

II Aktivierung und Retraktion an der Hinterkante wird von intrazellulärem Calcium getriggert 

(Lee et al., 1999). In Betracht dieser Ergebnisse können Albumin und Calcium als die Serum-

bestandteile, die in der Thrombozytenmigration eine wichtige Rolle spielen, identifiziert wer-

den.  
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4 Diskussion 

 

Die früheren Studien zeigten uns, dass die Thrombozyten sich spontan (Valone et al., 1974) 

oder gezielt in eine Richtung (Lowenhaupt, 1978) migrieren können. Bei einem Zellschaden 

bewegen sich die Thrombozyten zu den geschädigten Zellen um dort die Immunreaktion zu 

starten (Czapiga et al., 2004). Sie können auch nach der Aktivierung durch Allergene extrava-

skulär migrieren und bei der allergisch getriggerten Entzündungsreaktion direkt teilnehmen 

(Pitchford et al., 2008). In weiteren Studien aus einer Arbeitsgruppe aus Tübingen wurde 

festgestellt, dass die Thrombozyten von SDF-1 (stromal cell derived factor 1) stimuliert wer-

den und auf der Oberfläche durch das Endothel in Richtung von SDF-1 migrieren können 

(Kraemer et al., 2010). Die Thrombozyten häufen sich in den Bereichen mit erhöhter SDF-1-

Konzentration an. Sie reagieren auf die Scherkräfte mit Reorganisation ihrer Zytoskelettele-

mente, Polarisation und strömungsgerichteter Migration (Kraemer et al., 2011). In einer in-

vivo-Untersuchung wurde beobachtet, dass die Thrombozytenmigration nach vaskulärer Ent-

zündung in den Zellen mit SDF-1 negativen Mäusen im Vergleich zum SDF-1 Positiven we-

niger ausgeprägt ist (Schmidt et al., 2012). Ein Zusammenhang zwischen Thrombozytenmig-

ration und Aktivität der Ionenkanälen insbesondere von Calciumkanal Orai1 und Kaliumkanal 

SK4 wurde ebenfalls beobachtet (Schmidt et al., 2011). In den letzten Jahren wurde spezifisch 

über Thrombozytenmigration keinen weiteren Studien durchgeführt, sodass die Kenntnisse 

über die Thrombozytenmigration wie Einflussfaktoren, regulierende Stoffe, essentielle Struk-

turen, begrenzt sind. Aus diesem Grund war die Etablierung einer Methode zur in-vitro-

Analyse der Thrombozytenmigration eine wichtige Grundlage für weitere Forschung in die-

sem Bereich. Mit der HMDS-Beschichtung konnte das Störfaktor durch die Glasoberfläche 

und deren Interaktionen mit Proteine, die Liganden von Integrinen, eliminiert werden, sodass 

eine ausreichende Adhäsion mit gleichzeitiger aussagekräftiger Migration beobachtet werden 

konnte. Die Vorkenntnisse über die Migration anderer Zellarten leitete die Suche nach essen-

tiellen Bestandteilen der Thrombozytenmigration.  
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4.1 Die Rolle des GPIIb/IIIa-Komplexes in der Thrombozytenmigration  

Es ist bekannt, dass das Ausmaß der Zellmigration von der Aktivität des Integrin-Ligand-

Komplexes abhängig ist, welche wiederum durch die Ligandkonzentration, die Integrin-

Expression der Zelle und die Bindungsaffinität vom Integrin-Ligand abhängig ist (Bauer et 

al., 1992, DiMilla et al., 1993, Huttenlocher et al., 1996). Der GPIIb/IIIa-Komplex ist einer 

von den am häufigsten vorkommenden und wichtigsten Integrin-Ligand-Komplexen der 

Thrombozyten, der die Thrombusformation reguliert. Die Affinität des Integrin-Ligand-

Komplexes wird durch Inside-out- und outside-in-signaling verstärkt. Gleichzeitig kann durch 

die Aktivierung von Integrin die Konfiguration der Rezeptoren geändert werden. Es ist be-

kannt, dass die RGD-Domäne die Affinität der Verbindung zwischen Fibrinogen und Rezep-

tor erhöht (Mohri and Ohkubo, 1993), umgekehrt wird die Affinität durch die Blockierung der 

Verbindung mit RGD-Analoga vermindert (Peerschke and Galanakis, 1987). Um die Wirkung 

der RGD-Domäne und des GPIIb/IIIa-Komplexes auf die Thrombozytenmigration zu quanti-

fizieren, wurden in dieser Arbeit Versuche mit RGD-Analoga und mit spezifischen Rezeptor-

Antagonisten durchgeführt. Die Ergebnisse zeigen, dass die direkte Inhibition des GPIIb/IIIa-

Komplexes zu einer kompletten Verhinderung der Migration führt. Nach der Gabe von Abci-

ximab kann keine einzige Zelle mehr migrieren (siehe Abbildung 12). Im Vergleich dazu wird 

es beobachtet, dass unter Wirkung von RGD-Analoga die Qualität sowie die Quantität der 

Thrombozytenmigration nur vermindert werden. Die Anzahl der migrierenden Thrombozyten, 

ihre Geschwindigkeit und somit die von ihnen zurückgelegte Distanz nehmen ab, aber weiter-

hin kann ein Teil der Thrombozyten migrieren (siehe Abbildung 11). Dies kann dadurch er-

klärt werden, dass die Aktivierung der Thrombozyten trotz der Inhibierung von RGD-

Domänen über andere freie Kontaktstellen des Rezeptors erfolgen kann. Diese freien Kon-

taktstellen werden von den Liganden besetzt und dadurch werden die Kaskaden aktiviert und 

eine Migration kann stattfinden.  

Abciximab wird bereits für die Verhinderung von Thrombozytenaktivierung und Thrombus-

bildung während und nach perkutanen koronaren Interventionen verwendet. Durch die Wir-

kung von Abciximab können frühzeitige Reinterventionen und die ischämischen Komplika-

tionen signifikant reduziert werden (Investigators, 1994, Tcheng et al., 2003). Gleichzeitig 

steigt als unerwünschte Wirkung das Risiko einer Blutung. Das RGD-Analogon, Tirofiban 

wird auch für die Verhinderung einer Thrombosebildung im Rahmen eines akuten ischämi-

schen koronaren Syndroms benutzt. In dieser Arbeit konnte die Wirkung der RGD-Analoga 

auf die Thrombozytenmigration qualitativ und quantitativ gezeigt werden. Im Vergleich zur 
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Abciximab kann durch die RGD-Analoga eine reduzierte Aktivierung und Migration der 

Thrombozyten erreicht werden, ohne die Migration komplett zu verhindern. Durch weitere 

Forschung über die RGD-Analoga mit in-vivo Versuchen kann die Wirkung unter physiologi-

schen Bedingungen rausgefunden und eine geeignete Dosierung für eine gezielte und kontrol-

lierte Hemmung der Thrombozytenmigration bestimmt werden, welche eine unerwünschte 

Thrombusbildung oder durch eine Überdosierung auftretende Blutungen verhindern kann.  

 

4.2 Die Rolle der Zytoskelettelemente in der Thrombozytenmigration 

In früheren Studien wurde nachgewiesen, dass die Zytoskelettelemente – Aktinfilamente, 

Myosin und Mikrotubuli – für die Übertragung und Verteilung der Adhäsions-, Kontraktions- 

und Retraktionskräfte über das Zytoplasma und die Zellmembran zuständig sind (Cohen, 

1979). Durch die Übertragung dieser Kräfte helfen die Zytoskelettelemente bei der Aufrecht-

erhaltung der Zellintegrität, bei dem Vorsprung und Fortbewegung der Zelle. In verschiede-

nen Studien mit unterschiedlichen Zellarten wie Fibroblasten und Keratozyten konnte die Rol-

le der Zytoskelettelemente in der Zelladhäsion und -migration gezeigt werden (Barnhart et al., 

2011, Danowski, 1989). Jedes Zytoskelettelement hat eine Teilfunktion in diesen Zellprozes-

sen und kann nicht durch ein anderes ersetzt werden. Aus diesem Grund führt die Inhibierung 

eines dieser Zytoskelettelemente zu einer erheblichen Störung der Zelladhäsion und -

migration sowie zu drastischen morphologischen Änderungen.  

Myosin und Thrombozytenmigration  

Myosin II bildet mit Aktinfilamenten die Zellkontraktionsmaschine (Adelstein et al., 1975) 

und wird von Phosphorylierung der MLC aktiviert, welche wiederum durch MLCK und Rho-

Rock-Kaskade reguliert wird (Totsukawa et al., 2004). Es ist bekannt, dass Myosin II in meh-

reren verschiedenen zellulären Prozessen wie Zellkontraktion, Protrusion und Migration teil-

nimmt (Kureishi et al., 1997). Das aktivierte Myosin II bildet mit Aktinfilamenten die Ak-

tinstressfasern (Calaminus et al., 2007), welche für die Erhaltung der zytoplasmatischen Ko-

härenz essenziell ist (Cai et al., 2010). Die direkte Inhibierung von Myosin II mittels Bleb-

bistatin senkt die Affinität von Myosin II für Aktinfilamente (Allingham et al., 2005). In unse-

ren Versuchen führte der Zusatz von Blebbistatin zu einer niedrigeren Migrationsrate bei un-

veränderter Adhäsionsrate (siehe Abbildung 13) und morphologischen Veränderungen der 

Thrombozyten (siehe Abbildung 14). Durch die Störung der Zellkontraktionsmaschine und 

Verhinderung der Reorganisation von Myosin und Aktinfilamenten können die Kontraktions- 
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und Retraktionskräfte nicht entstehen und nicht über die Zellmembran verteilt werden. 

Dadurch überwiegen die Adhäsionskräfte gegenüber den Migrationskräften und der Vor-

sprung an der Vorderkante sowie die Retraktion an der Hinterkante kann nicht stattfinden, 

was zur Bildung einer schmalen länglichen Form führt. Manche Thrombozyten bilden eine 

zentrale Lücke im Zytoplasma oder einer halbmondförmigen Form aus. Diese entstehen durch 

die fehlende regelmäßige Kraftverteilung (siehe Abbildung 14).  

Die Inhibierung der Myosinaktivität mit Rock-Inhibitoren, welche die Aktivierung durch die 

Rho-Rock-Kaskade verhindern, verursacht auch morphologische Veränderungen (Bauer et al., 

1999). Die Übertragung der Retraktionskräfte wird unterbrochen, deswegen kann die Retrak-

tion an der Hinterkante der Thrombozyten nicht stattfinden, obwohl die Polarisation an der 

Vorderkante zu einem gewissen Teil auftritt. Als Resultat entstehen Fenestrationen im Zyto-

plasma der an der Oberfläche festklebenden Thrombozyten (siehe Abbildung 16). In früheren 

Studien wurde nachgewiesen, dass die RhoA-Inhibitoren Instabilität in der Thrombozyten-

Interaktion sowie Thrombozyt-Matrix-Interaktion verursachen, die das Thrombuswachstum 

verhindert (Schoenwaelder et al., 2002). In unseren Versuchen mit Rock-Inhibitor konnte 

gesehen werden, dass sie im Vergleich zu mit Blebbistatin gemischten Thrombozyten mit der 

Migration zwar beginnen, aber nach einer gewissen Zeit aufhören. Die Migrationsrate in den 

Versuchen mit Rock-Inhibitoren im Vergleich zu Blebbistatin ist höher, weil Myosin II trotz 

der Inhibierung der Rho-Rock-Kaskade von MLCK aktiviert werden kann (siehe Abbildung 

15).  

Aktin und Thrombozytenmigration 

In früheren Studien mit anderen Zelltypen konnten die verschiedenen Typen und Aufgaben 

der Aktinfilamente gezeigt werden. Die Aktinfasern befinden sich an der Zellvorderkante und 

verlängern sich in die Zellperipherie durch Polymerisation an ihren freien Enden. Sie bilden 

Aktinfilamente und durch deren Verbindung miteinander entstehen die Aktinbündel (Wegner, 

1976). Dadurch verlängert sich das Zytoplasma in die Migrationsrichtung (Barnhart et al., 

2011). Gleichzeitig verbinden sich die Aktinfilamente mit Myosinfasern, welche sich in der 

Zellmitte befinden und für die Retraktion der Hinterkante während der Migration zuständig 

sind (Pollard and Weihing, 1974, Cohen, 1979). Die Aktinstressfasern, die aus Aktinfilamen-

ten, Myosinfasern und α-Aktinin entstehen, binden sich mit Aktin-bindenden-Proteinen an die 

Integrine (Small and Resch, 2005) und verstärken die Adhäsion zwischen Plasmamembran 

und extrazellulärer Matrix (Cooper, 2013). Außerdem leiten die Aktinstressfasern die Span-
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nungen im Zellinneren, welche durch die Myosinkontraktion entstehen, an die Zelloberfläche 

(Clarke and Spudich, 1977).  

In unseren Versuchsreihen mit Cytochalasin D, einem Inhibitor der Aktinpolymerisation, 

welcher an die freien (+)-Enden der Aktinfasern bindet (Harvey Lodish, 1996), kann beobach-

tet werden, dass in Anwesenheit von Cytochalasin D im Vergleich zur Kontrollgruppe keine 

Migration mehr stattfindet (siehe Abbildung 17). Die adhärenten Thrombozyten bilden eine 

runde Form mit multiplen kleinen Ausläufern (siehe Abbildung 18). Gleichzeitig kann beo-

bachtet werden, dass die frei zirkulierenden Thrombozyten nicht mehr an der Oberfläche ad-

härent werden. Diese Ergebnisse unterstützen die bisherigen Erkenntnisse, dass die Aktin-

polymerisation und Bildung von Aktinstressfasern mit Myosin für die Migration der Zelle 

essenziell sind. Ohne die Verlängerung der Aktinfilamente in Richtung der Migration kann 

der Vorsprung nicht stattfinden. Genauso ist eine Retraktion ohne Bildung des Aktin-Myosin-

Netzwerkes nicht möglich. Die Wirkung von Cytochalasin D auf die Adhäsion hängt mit der 

Interaktion zwischen Aktinfilamenten und αIIbβ3-Integrin zusammen. Aufgrund der Inakti-

vierung der Aktinpolymerisation wird kein Inside-out-signaling stimuliert und die Affinität 

des αIIbβ3-Integrins für Fibrinogen nimmt ab (Fox et al., 1996, Peerschke, 1984). Deswegen 

können die frei zirkulierenden Thrombozyten in Anwesenheit von Cytochalasin D nicht adhä-

rent werden. 

Mikrotubulus und Thrombozytenmigration 

Die Beteiligung der Mikrotubuli an der gerichteten Zellmigration bei Fibroblasten, Endothel-

zellen und Monozyten ist in früheren experimentellen Arbeiten erforscht worden. Die Mikro-

tubuli haben das Mikrotubulus-Organisationszentrum als stabile Starstelle in der Nähe der 

Nuklearmembran und wachsen in die Peripherie an ihrem (+)-Ende. Durch den simultanen 

Auf- und Abbau an ihren Enden besitzen sie eine dynamische Instabilität (Mitchison and 

Kirschner, 1984). Die nehmen an verschiedenen Zellprozessen teil, wie der Zellmigration 

(Goldman, 1971, Small et al., 2002), Zellteilung, Signaltransduktion, Absorbierung des me-

chanischen Stresses (Brangwynne et al., 2006), Zellverformung (Goldman et al., 2008) und 

Erhaltung sowie Wiederherstellung der Form nach Stimulation (White and Rao, 1998). Bei 

aktivierten Zellen findet sich eine Umstellung des Mikrotubulus-Reorganisationszentrums, 

welche für die Richtungsbestimmung während der gerichteten Migration notwendig ist 

(Gotlieb et al., 1983). Durch die Mikrotubuli wird eine Zellpolarität erzeugt, damit die Migra-

tionskräfte für eine unidirektionale Lokomotion benutzt werden können (Vasiliev, 1991). 

Gleichzeitig helfen die Mikrotubuli bei dem Transport und der Freisetzung der Granulainhalte 
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an ihrer Vorderkante, welche die Fortbewegung in die Migrationsrichtung unterstützt (Kupfer 

et al., 1982). Die Depolymerisation mittels Spaltung der Mikrotubuli verstärkt die Bildung 

von Aktinstressfasern, welche wiederum die Zellkontraktion fördern (Chang and Wang, 2011, 

Verin et al., 2001). Zusätzlich können die Phosphorylierung und damit die Aktivitätsgrade der 

Myosinleichtketten von Mikrotubuli beeinflusst werden (Kolodney and Elson, 1995). Die 

Suppression der Dynamik mit Auf- und Abbau an den Plusenden führt zu mehr statischeren 

Mikrotubuli, die ihre Fähigkeit zur Zellverformung verlieren (Yang et al., 2010). Diese Er-

gebnisse aus früheren Studien mit unterschiedlichen Zellarten zeigen, dass die Mikrotubuli 

über verschiedene Wege und komplexe Verbindungen mit anderen Zytoskelettelementen die 

Zellmigration regulieren.  

Das in unseren Versuchen eingesetzte Calyculin A, ein Protein-Phosphatase1/2A-Inhibitor, 

welcher die Reorganisation von Aktin und der Mikrotubuli hemmt, verursacht die Spaltung 

von Mikrotubulusbündeln in kleine Fragmente. Diese Fragmente verbinden sich miteinander 

oder mit Aktin und bilden lange parallel angeordnete Mikrotubuliketten. Aus diesen Mikro-

tubuliketten entstehen die langen Pseudopodien, die in Versuchsreihen mit Calyculin A in 

höherer Konzentration beobachtet werden (Yano et al., 1995). Gleichzeitig hemmt Calyculin 

A die MLCP, welche zu vermehrten Phosphorylierung der MLC führt und die Verbindung 

zwischen Aktin und Myosin verstärkt (Stark et al., 1991). Die erwartete vermehrte Migra-

tionsrate sowie die erhöhte Geschwindigkeit konnten in unserer Versuchsreihe nicht beobach-

tet werden. Umgekehrt konnte beobachtet werden, dass die Geschwindigkeit sowie die Migra-

tionsrate abnehmen, was durch die verminderte Freilegung der Fibrinogen-Rezeptoren bei 

aktivierten Thrombozyten bedingt ist (Sakon et al., 1993). 

Die Thrombusformation ist ein dynamischer Prozess, in dem die Thrombozyten aktiviert wer-

den und in einer bestimmten Richtung zur geschädigten Gefäßwand migrieren und durch die 

Verknüpfung miteinander einen stabilen Thrombus bilden. Es wurde in in-vivo Versuchen mit 

Mäusen nachgewiesen, dass die Thrombozyten sich aktiv entgegen der Richtung des Blutflus-

ses in den Gefäßen bewegen können (Gaertner et al., 2017). Für die gezielte Migration bedür-

fen die Thrombozyten einer Reorganisation der Zytoskelettelemente, welche ein Netzwerk 

bilden, das die während des Migrationsprozesses entstehenden Kräfte über die Zellmembran 

verteilt. Durch die Verhinderung der Aktivierung von Myosin II, Aktin und Mikrotubulus, 

kombiniert oder getrennt, kann die Adhäsionsrate erniedrigt, die Migration verlangsamt und 

zum Teil komplett verhindert werden. Dadurch kann die überschüssige Bildung eines Throm-

bus gestoppt werden, was bei Patienten mit erhöhter Neigung zur Thrombusbildung wie zum 



Diskussion 

 76 

Beispiel bei koronaren Gefäßerkrankungen oder Gerinnungsstörungen als eine neue Thera-

pieoption benutzt werden könnte.  

 

4.3 Die Rolle von Serumbestandteilen in der Thrombozytenmigration 

In in-vitro-Studien werden isolierte Thrombozyten mit Aktivatoren wie ADP und Thrombo-

xan aktiviert. In die Versuchslösung addiertes Fibrinogen bindet sich an die Oberfläche und 

imitiert die extrazelluläre Matrix. In diesen Versuchen wird beobachtet, dass die Migration 

erst nach der Addition von Serum stattfinden kann. In Abwesenheit von Serum können die 

Thrombozyten trotz der Aktivierung und der Adhäsion an der extrazellulären Matrix nicht 

migrieren (siehe Abbildung 25). Das bedeutet, dass die Thrombozyten für die Migration be-

stimmte Serumbestandteile benötigen, die bisher noch nicht klar definiert sind.  

Serumproteine und Thrombozytenmigration 

Es gibt begrenzte Daten und Forschungsergebnisse zur Wirkung von Serumproteinen auf die 

Zellmigration. In wenigen Studien wurde nachgewiesen, dass Serumalbumin in der Zelladhä-

sion und -migration eine Rolle spielt (Mukherjee and Lynn, 1978) und für diese Wirkung als 

intaktes Protein benötigt wird (Ryser et al., 2009). Es ist auch bekannt, dass Albumin einen 

anti-adhäsiven Effekt hat und die Adhäsion durch Integrin-Fibrinogen-Verbindung entgegen-

wirken kann (Park et al., 1991), aber der genaue Wirkmechanismus konnte bis jetzt nicht ge-

klärt werden. Andere Proteine wie Casein können den Effekt von Albumin auf die Migration 

eliminieren, wobei der Effekt von Albumin auf die Zelladhäsion unverändert bleibt (Valerius, 

1983).  

In unseren Versuchsreihen konnte beobachtet werden, dass ohne Serumproteine keine Migra-

tion stattfindet (siehe Abbildung 25) und die Wirkung von Albumin von anderen intakten Pro-

teinen wie Casein und Ovalbumin ersetzt werden kann (siehe Abbildung 28 und Abbildung 

29). In den Versuchsreihen mit verdauten und zerstörten Proteinen wie Tryptocasein (siehe 

Abbildung 29) und Trypto-BSA (siehe Abbildung 30) tritt keine Migration auf, wobei die 

Adhäsion unbeeinträchtigt bleibt. Diese Befunde zeigen uns, dass die Thrombozyten für die 

Migration intakte Proteine benötigen. Die Migrationsrate und -geschwindigkeit der Throm-

bozyten ändern sich abhängig von Proteinkonzentrationen und sind annähernd identisch bei 

Versuchen mit Serum und Albumin 0,5%, was der Konzentration von Albumin im humanen 

Serum entspricht (siehe Abbildung 27). Die Ergebnisse aus unseren Versuchen beweisen die 
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essenzielle Rolle der Serumproteine in der Thrombozytenmigration. Wir vermuten, dass Al-

bumin und andere Proteine durch den anti-adhäsiven Effekt die Migration ermöglichen kön-

nen, welche in früheren Studien auch gezeigt wurde. Diese Vermutung kann mit unseren Er-

gebnissen unterstützt werden, weil mit zunehmender Albuminkonzentration ab 2% die Adhä-

sionsrate abnimmt (siehe Abbildung 26). Außerdem konnte festgestellt werden, dass Albumin 

alleine für die Migration nicht ausreichend ist und die Migration nur unter Kombination von 

Albumin mit Calcium stattfinden kann (siehe Abbildung 25). Albumin spielt nur eine Teil-

funktion in dem Migrationsprozess, indem es die Adhäsivität von Fibrinogen senkt, sodass die 

Thrombozyten die ausreichende Kraft für die Calcium-modulierte-Retraktion an der Hinter-

kante entwickeln können. Der genaue Wirkmechanismus von diesem anti-adhäsiven Effekt 

bleibt weiterhin unklar und mag in weiteren Studien erforscht werden. 

Serumionen und Thrombozytenmigration 

Das Serum beinhaltet verschiedene Ionen, unter anderem Calcium und Magnesium. Die Rolle 

von Calciumionen bei der Migration von verschiedenen Zellarten wie neutrophilen und eo-

sinophilen Granulozyten, glatten Muskelzellen und Neuronen ist bereits bekannt (Brundage et 

al., 1991, Yumura et al., 1996, Xu et al., 2004). Mittels Calcium-Einstroms durch die Calci-

umkanälen und Freisetzung aus den intrazellulären Speichern wird die Calciumkonzentration 

gesteigert. Insbesondere der Calcium-Einstrom ist mit der Zellmigration direkt gekoppelt. Es 

wurde beobachtet, dass bei Fibroblasten der Calcium-Einstrom durch Kanäle in der Plasma-

membran mittels der Kopplung mit Calmodulin und MLCK die Phosphorylierung von MLC 

vermittelt, welche wiederum das Aktin-Myosin-Netzwerk aktiviert und die Retraktion an der 

Zellhinterkante ermöglicht (Yang and Huang, 2005). Bei migrierenden Zellen ist der größte 

Anteil von Calciumionen in der Zellhinterkante lokalisiert, weil sie die von Myosin II vermit-

telte Retraktion der Hinterkante stimulieren (Brundage et al., 1991, Xu et al., 2004, Hahn et 

al., 1992, Yumura et al., 1996). In den Versuchen mit glatten Muskelzellen wurde festgestellt, 

dass die Calciumkanäle gegenüber mechanischer Dehnung sensibel sind (Ruiz-Velasco et al., 

1996). Durch die erhöhte Membranspannung während der Migration von Fishkeratozyten 

werden die Calciumkanäle geöffnet (Lee et al., 1999). Der Anstieg der intrazellulären Cal-

ciumkonzentration steigern die Kontraktionskräfte und vermindern die Adhäsionskräfte an der 

Zellhinterkante, sodass die Leukozyten sich vom Substrat lösen und migrieren können (Marks 

and Maxfield, 1990).  

Ausgehend von diesen Erkenntnissen führten wir Versuche durch mit dialysiertem Serum, bei 

dem die Serumbestandteile unter 2kDA unter anderem die Calciumionen mittels Dialyse-
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membran herausfiltert worden waren. Mit den Ergebnissen aus diesen Versuchen können wir 

bestätigen, dass der Calciumeinstrom aus extrazellulärem Serum für die Thrombozytenmigra-

tion essenziell ist, weil die Migrationsrate nach der Zugabe von Calciumionen in das dialy-

sierte Serum einen deutlichen Anstieg zeigt (siehe Abbildung 21). Die trotz der Dialyse be-

stehende Restmigration wird möglicherweise durch die Calciumionen, die aus den intrazellu-

lären Speichern freigesetzt werden, ausgelöst.  

In früheren Experimenten mit Calcium und Magnesium konnte herausgefunden werden, dass 

beide Ionen mit CIB1 Verbindungen herstellen können, welche die Affinität von CIB1 für 

αIIbβ3-Integrine steigern (Yamniuk and Vogel, 2005). Die von CIB1 aktivierten αIIbβ3-

Integrine haben eine höhere Affinität für ihren Liganden Fibrinogen und vWF, welche die 

Adhäsion verstärkt (Tsuboi, 2002). Die Affinität der αIIbβ3-Integrine zu ihren Liganden kann 

auch mittels direkter Interaktion zwischen Integrin und divalenten Kationen wie Magnesium 

und Calcium gesteigert werden (Hu et al., 1996). Die Versuche mit Magnesium zeigen uns 

wie erwartet, dass die Adhäsion ungestört stattfinden kann und eine Migration mit Magne-

sium möglich ist (siehe Abbildung 23). 

Die Migrationsrate sowie die Migrationsgeschwindigkeit in den Versuchen mit Magnesium 

im Vergleich zu Calcium liegen deutlich niedriger und steigen unter Addition von Calcium 

(siehe Abbildung 24). Die Aktivierung der Zytoskelettelemente durch Calcium über Calmo-

dulin und MLCK-Kaskade spielt vermutlich den im Vordergrund stehenden Effekt in der an-

steigenden Migrationsrate und –Geschwindigkeit. In den Versuchen mit Mangan konnte keine 

Migration beobachtet werden (siehe Abbildung 24). Mangan führt zur direkten Stabilisierung 

der aktiven Integrinkonformation (Smith et al., 1994). Somit steigt die Affinität von αIIbβ3-

Integrine an ihren Liganden und Adhäsionskraft der Thrombozyten nimmt zu, sodass die 

Thrombozyten an der Oberfläche anheften.  

Diese Ergebnisse zeigen die zentrale Rolle von Calcium in der Thrombozytenmigration auf, 

die durch die anderen Ionen nicht adäquat ersetzt werden kann (siehe Abbildung 24). Alle drei 

Ionen haben einen Einfluss auf die Aktivität von αIIbβ3-Integrin, aber Calcium kann zusätz-

lich die Aktivität der Zytoskelettelemente steuern, sodass die für die Migration benötigte 

Protrusion- und Retraktionskräfte gebildet werden können. Nach unseren Versuchen können 

wir Calcium und Albumin als für die Migration essenzielle Serumbestandteile identifizieren, 

deren Wirkung von anderen Proteinen und Ionen nur zum Teil ersetzt werden kann. Die 

Thrombozytenmigration wird durch die von Calcium erhöhte Kontraktilität an der Zellhinter-

kante und die von Albumin gesenkte Adhäsivität ermöglicht. Die verschiedenen Wirkmecha-
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nismen von Calcium konnten in früheren Studien identifiziert und mit unseren Versuchen 

bestätigt werden, der Einflussweg von Albumin und anderen Proteinen auf die Thrombozy-

tenmigration bedarf jedoch weiterer Erforschung.  

Durch diese Arbeit konnte neue Kenntnisse in der Thrombozytenmigration gesammelt wer-

den. Die Thrombozyten können nach der Aktivierung an die Oberfläche anheften und mittels 

Reorganisation der Zytoskelettelemente –Aktin und Myosin– sich polarisieren. Dadurch kön-

nen die Thrombozyten die Adhäsions- und Migrationskräfte im Zellinnere verteilen und ihre 

Integrität behalten. Die Thrombozytenmigration kann in Abwesenheit von Serum nicht statt-

finden. Die essentiellen Serumbestandteile für die Thrombozytenmigration sind Albumin und 

Calcium, deren Aufgabe von anderen Proteinen und Ionen nicht adäquat ersetzt werden kann. 

Die antiadhäsive Wirkung von Albumin und proadhäsive Wirkung von Fibrinogen bilden ein 

Gleichgewicht. Die komplexen Interaktionen zwischen Integrine, Calciumkanäle, Liganden 

und Zytoskelettelemente regulieren die Thrombozytenmigration. Durch Calciumionen findet 

die Aktivierung der Zytoskelettelemente statt, welche die durch Aktin vermittelte Protrusion 

an der Zellvorderkante und von Myosin vermittelte Retraktion an der Hinterkante und damit 

die Fortbewegung der Thrombozyten ermöglichen. Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen in 

in-vitro-Versuchsbedingung verschiedene Regulationsmechanismen der Thrombozytenmigra-

tion und mögliche Inhibitoren zur kompletten Verhinderung oder zur Verlangsamung der 

Thrombozytenmigration sowie zur kontrollierten Reduktion der Migrationsrate. Für die Beo-

bachtung und Analyse von Einfluss dieser Wirkstoffe in physiologischen Bedingungen sollen 

weitere in-vivo-Versuche durchgeführt werden. 
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5 Zusammenfassung 

 

Hintergrund Die Thrombozyten sind wichtige Bestandteile der Hämostase und Thrombus-

bildung. Nach einer Verletzung an der Gefäßwand werden sie von verschiedenen freigesetz-

ten Mediatoren aktiviert. Die aktivierten Thrombozyten bewegen sich zu dem verletzten Areal 

und bilden dort zusammen mit anderen Thrombozyten und extrazellulären Matrixproteinen 

den stabilen Thrombus. Für die Adhäsion an die Gefäßwand sowie für die gezielte Migration 

benötigen die Thrombozyten die Verbindung zwischen ihren Rezeptoren und der extrazellulä-

rem Matrix, die Reorganisation der Zytoskelettelemente sowie bestimmte Serumbestandteile. 

Die Thrombusformation ist für die Blutstillung essenziell, aber eine überschüssige Aktivität 

von Thrombozyten kann auch Probleme wie eine Thromboseneigung oder Gefäßverschlüsse 

verursachen. Frühere Studien konnten zeigen, dass die Zytoskelettelemente bei der Migration 

verschiedener Zelltypen eine Rolle spielen. Deren Wirkung auf die Thrombozytenmigration 

wurde bis jetzt zum Teil erforscht. Es ist bekannt, dass viele Zelltypen für die Migration Ser-

umionen, insbesondere Calcium, benötigen. Die für die Thrombozytenmigration essenziellen 

Serumbestandteile sind jedoch in bisherigen Studien nicht genau identifiziert worden.  

 

Ergebnisse Eine Migration findet in der Abwesenheit von Serum nicht statt. Die Versuche 

mit dialysiertem Serum beweisen, dass die Calciumionen für die Migration essenziell sind. 

Als weiterer Serumbestandteil, der für die Thrombozytenmigration entscheidend ist, kann 

Albumin identifiziert werden. Die Migration findet nur unter Kombination von beiden statt 

und eine Zerstörung der Zusammensetzung des Albumins mit Trypsin führt zu einem Verlust 

von dessen Funktion. Andere Serumionen oder Proteine können die Funktion von Albumin 

und Calcium nur teilweise übernehmen, weil vor allem Calcium im Vergleich zu den anderen 

Ionen die Migration über Aktivierung der Zytoskelettelemente steuern kann. Die Thrombozy-

tenmigration ist ein dynamischer Prozess und benötigt die Reorganisation und Aktivierung 

der Zytoskelettelemente, welche die gezielte und unidirektionale Migration durch die Vertei-

lung der Adhäsions- und Migrationskräfte ermöglichen und gleichzeitig die Integrität der 

Zellmembran bewahren. Die Migrationsrate und -geschwindigkeit nehmen durch Inhibition 



Zusammenfassung 

 81 

von Zytoskelettelementen – Aktin, Myosin und Mikrotubuli – ab und die spezielle Form und 

Polarität der Zellen können nicht ausgebildet werden, was zur drastischen Formveränderun-

gen mit Bildung von Pseudopodien und Fenestrationen führt. Die komplexen Verkopplungen 

zwischen αIIbβ3-Integrinen, Liganden, Calciumkanälen und Zytoskelettelementen spielen 

eine entscheidende Rolle bei der Thrombozytenmigration. Diese Verkopplungen ermöglichen 

die Eröffnung der Calciumkanäle, erhöhen die Affinität der αIIbβ3-Integrine für Fibrinogen, 

regulieren die Adhäsivität, erzeugen die Bildung des Aktin-Myosin-Netzwerkes und leiten die 

Kräfte aus dem Zellinneren an die Zellmembran weiter, wodurch die Protrusion an der Vor-

derkante und Retraktion an der Hinterkante und somit die Migration stattfindet.  

 

Schlussfolgerung Eine unidirektionale, gezielte Migration wird für die Thrombusbildung an 

der geschädigten Gefäßwand benötigt, welche durch die komplexe Zusammenarbeit von Se-

rumbestandteilen, Membranrezeptoren und Zytoskelettelementen reguliert wird. Eine Throm-

boseneigung und Gefäßverschlüsse als Folgen einer überschüssigen Thrombozytenaktivität 

können mittels kontrollierter Inhibition dieser Mechanismen verhindert werden. 
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