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1. Einleitung

1.1 Klinische Relevanz der Unter suchungen

Kardio- und cerebrovaskulidre Erkrankungen sind in westlichen Industrieldndern fiihrend fiir
Mortalitdt und Morbiditit. FEin fundamentales Verstindnis der pathogenetischen
Mechanismen ermoglicht die Entwicklung neuer Ansidtze in Diagnostik, Prdvention und
Therapie entsprechender Krankheitsbilder. Bei der Pathogenese der Arteriosklerose sind
verschiedene Zelltypen beteiligt: Thrombozyten, Endothelzellen, Monozyten/Makrophagen

und glatte Muskelzellen, die miteinander und mit Stoffwechselfaktoren interagieren.

Kommunikation zwischen den verschiedenen Zellen wird durch biologische Signale
vermittelt. Zelluldre Interaktionen konnen hierbei als Vorginge betrachtet werden, die sich in
zwel Schritten vollziehen. Zunéchst bindet ein extrazelluldres Molekiil an einen spezifischen
Rezeptor auf der Zelle und versetzt ihn in einen aktiven Zustand. Dann stimuliert der

Rezeptor intrazelluldre biochemische Mechanismen, die zu einer Zellantwort fiihren.

Die Tyrosinkinase Syk wird bei der Stimulation des B-Zellrezeptors auf Lymphozyten und
verschiedener Fc-Rezeptoren auf  Lymphozyten und Monozyten durch
Tyrosinphosphorylierung aktiviert. Auch in Thrombozyten wurde die Aktivierung von Syk
nach Stimulation mit diversen physiologischen Agonisten z.B. Thrombin, PAF und Kollagen
beobachtet. Die Rolle dieser Tyrosinkinase fiir die Thrombozytenfunktion und thrombozytére

Signaltransduktion, sowie deren Regulation sind noch weitgehend ungeklart.

1.2 Thrombozyten, oxidativ. modifiziertes LDL, Thrombin und

kardiovaskuldre Erkrankungen

Thrombozyten sind neben ihrer physiologischen Bedeutung in der Hdmostase auch in einer
Vielzahl von pathologischen Prozessen involviert. In arteriosklerotischen Blutgefdf3en spielen
sie bei der Bildung von Thromben mit der Folge des Myokardinfarkts und Apoplex eine
entscheidende Rolle. Seit Virchow wurden viele Anstrengungen unternommen, um die
Pathogenese der Arteriosklerose zu erkliren. Die 1976 entwickelte response to injury

Hypothese lieferte ein wichtiges Konzept, um diesen komplizierten ProzeB8 zu verstehen.
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Diese Hypothese involviert eine Aktivierung von Thrombozyten und Monozyten nach einer
Verletzung des Endothels (Ross und Glomset, 1976; Ross, 1986; Ross, 1993). Das Endothel
wird in der Weise geschidigt, dafl es fiir viele Blutproteine, auch das LDL durchléssig wird.
AuBlerdem konnen Monozyten an aktiviertes Endothel adhérieren, in die GefdBintima
immigrieren und dort zu Makrophagen differenzieren. Diese nehmen oxidiertes LDL auf und

werden dadurch zu Schaumzellen, die in der Regel die GefdBwand nicht mehr verlassen.

Es wird angenommen, daB3 nicht LDL, sondern vor allem oxidativ modifiziertes LDL den
pathogenetischen Faktor bei der Arteriosklerose darstellt. Weiche lipid-reiche Plaques, welche
u.a. LDL und oxidiertes LDL enthalten, sind vulnerabel und legen nach Ruptur thrombogene
Substanzen und LDL-Partikel frei (Fernandez-Ortiz et al., 1994). Dadurch konnen
zirkulierende Pléttchen innerhalb von Sekunden aktiviert und zur Aggregation gebracht
werden, was zu einer intravaskuldren Thrombusbildung fiihrt. Der entstandene Thrombus
kann einen Schlaganfall oder Myokardinfarkt hervorrufen (Falk et al., 1995). In vitro aktiviert
oxidiertes, jedoch nicht natives LDL Thrombozyten, wobei milde oxidiertes LDL (mox-LDL)
aktiver ist als stark oxidiertes LDL (0ox-LDL), und im Gegensatz zu stark oxidiertem LDL zur
Thrombozyten-Aggregation fiihrt (Meraji et al., 1992; Weidtmann et al., 1995).

Mox-LDL koénnte auch im Kreislauf anwesend sein. Eine Fraktion von LDL, welche aus
elektronegativen, schwach oxidierten LDL-Partikeln geringer Dichte besteht, wurde im
peripheren Blut gefunden (Avogaro et al., 1991; Sevanian et al., 1997). Eine Interaktion der
Plattchen mit zirkulierendem mox-LDL konnte die verstidrkte Neigung der Plittchen zur
Aggregation erkldren, welche hdufig bei Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen
beobachtet wird. Tatsdchlich wurde bei Patienten mit koronaren Herzerkrankungen oder
Arteriosklerose ein Vorherrschen von zirkulierenden LDL-Partikeln geringer Dichte
beschrieben (Slyper et al., 1994). AuBerdem werden erhohte Konzentrationen von ox-LDL im
Blut von Patienten mit instabiler Angina pectoris gefunden (Holvoet et al., 1998). Die
Interaktion von zirkulierendem mox-LDL mit Thrombozyten konnte die intravaskulére
Thrombusbildung an hdmodynamisch kritischen Stenosen von Koronararterien und

Carotisarterien begiinstigen.

Wihrend ox-LDL oft toxische Effekte auf Zellen hat (Hughes et al., 1994; Coffey et al.,
1995), scheint mox-LDL die Funktion von Zellen der Gefa3wand und der Plattchen durch
Stimulation von spezifischen Rezeptoren und Signaltransduktionswegen zu verdndern
(Parhami et al., 1993; Berliner et al., 1995; Weidtmann et al., 1995).
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Thrombin ist nicht nur der stirkste physiologische Thrombozyten-Stimulus, sondern aktiviert
auch andere vaskulédre Zellen, wie z. B. Endothelzellen, und spielt bei den der Arteriosklerose
zugrunde liegenden hédmostatischen, thrombotischen und entziindlichen Prozessen eine
zentrale Rolle (Coughlin et al., 2000). Thrombin wird durch Aktivierung des
Gerinnungssystems gebildet und aktiviert Thrombozyten und andere Zellen iiber die Bindung
an spezifische G-Protein gekoppelte Rezeptoren (protease-activated receptors, PARs). Die
Aufkliarung der molekularen Mechanismen der Thrombozytenaktivierung durch mox-LDL
und Thrombin kénnte neue préventive und therapeutische Strategien bei atherosklerotischen

kardiovaskuldren Erkrankungen liefern.

1.3 Tyrosinkinase Syk

Der Begriff Kinase geht auf den griechischen Ausdruck kinein zuriick, was Bewegen
bedeutet, also Ubertragung einer energiereichen Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat
(ATP) auf bestimmte Aminosduren. Diese dynamische Proteinphosphorylierung stellt einen
wichtigen Signaliibertragungsmechanismus in der Zelle dar. Vor allem werden hierbei die
drei Aminosduren Serin, Threonin und Tyrosin phosphoryliert. Die Phosphorylierung durch
Tyrosinkinasen macht weniger als 0,01% der totalen intrazelluldren Proteinphosphorylierung

aus.

Die Tyrosinkinase Syk (spleen tyrosine kinase) wurde zuerst in Schweine-Splenozyten
beschrieben (Chan et al., 1991; Taniguchi et al., 1991; Chan et al., 1992; Yamada et al.,
1993). Syk ist stark konserviert zwischen Mensch und Schwein. Das fiir das humane Syk
kodierende Gen wurde auf dem Chromosom 9, Bande q22 lokalisiert (Law et al., 1994).
Aufler Syk in B-Lymphozyten und Mastzellen wurde eine zu Syk homologe
Proteintyrosinkinase, ZAP-70, in T-Lymphozyten beschrieben. Eine autosomal rezessive
Erkrankung des Immunsystems, bei der ZAP-70 nicht gebildet wird, gibt Hinweise auf die
Signaltransduktion bei der T-Lymphozytenentwicklung (Perlmutter et al., 1994). Bei ZAP-70
handelt es sich um ein Phosphotyrosin-enthaltendes Protein mit Molekiilmasse 70 kD,
welches mit den (-Ketten des T-Zell-Antigen-Rezeptor Komplexes wiahrend der T-
Zellaktivierung assoziiert. Daher stammt auch der Name: zeta-associated protein-70 (Chan et
al., 1992). ZAP-70 negative Patienten entwickelten zwar eine normale Anzahl an

zirkulierenden Lymphozyten, jedoch fiihrte eine T-Zellrezeptorstimulierung nicht zur
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Proliferation (Arpaia et al., 1994). Desweiteren war bei Patienten mit einer ZAP-70 Mutation
zu beobachten, daB bei der T-Zellproduktion nur CD4", aber nicht CD8" Zellen entstanden,

was auf eine fehlerhafte Reifung der Thymuszellen hinweist.

Syk wird vor allem in hdmatopoetischen Zellen exprimiert. Hier wird Syk nach Aktivierung
des B-Zellrezeptors auf Lymphozyten und verschiedener Fc-Rezeptoren auf Lymphozyten
und Monozyten stimuliert. Aulerdem ist Syk in der Lymphozytendifferenzierung und in der
Mastzell-Degranulation involviert (Turner et al.,, 1995). Desweiteren wird Syk nach
Ligandenbindung von 1 Integrinen in Neutrophilen und (32 Integrinen in monozytiren Zellen

aktiviert (Lin et al., 1995; Yan et al., 1997).

Syk ist eine Proteintyrosinkinase, die tandemartig angeordnet zwei aminoterminale SH2-
Dominen, zwei Spacer-Regionen, die Kinase-Domine und den C-Terminus enthilt (Abb. 1)
(Chan et al., 1992). Die Aktivierung des Proteins Syk erfolgt vermutlich iiber ein doppelt
phosphoryliertes Immunoreceptor Tyrosine Activation Motiv (ITAM) (Kurosaki et al., 1995),
das einen Bereich von etwa 18 — 20 Aminosduren umfasst (Rowley et al., 1995). In
Thrombozyten kommen zwei ITAM-enthaltende Proteine vor, der FcyRIIA Rezeptor (Chacko
et al., 1994) und die FcRy Untereinheit (Gibbins et al., 1996; Asselin et al., 1997), wobei die
letztere bei der Thrombozytenaktivierung durch Kollagen eine wesentliche Rolle spielt
(Asselin et al., 1997; Ichinohe et al., 1997; Poole et al., 1997). Die Assoziation der Syk
Tandem-SH2-Doméne mit tyrosinphosphoryliertem ITAM (s. Abb. 1) stimuliert die Syk-
Autophosphorylierung. Vor allem die hierbei in der katalytischen Domine erfolgende
Phosphorylierung von Tyrosin 525 und Tyrosin 526 ist fiir die Aktivierung der Kinase
verantwortlich (Kimura et al., 1996; El-Hillal et al., 1997).
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Phospholipase Cyl stellt ein Substrat von Syk dar, dessen SH2-Doméne mit konservierten
Phosphotyrosinresten in der Linkerregion von Syk interagiert (Abb. 1) (Law et al., 1996).
PLCyl, ein Isoenzym der Phosphoinositide-spezifischen Phospholipase C-Familie, nimmt
eine zentrale Rolle in Signaltransduktionswegen ein. Die Tyrosinphosphorylierung von
PLCyl1 fiihrt zur Aktivierung des Enzyms und zur Bildung von Inosit-1,4,5-Trisphosphat und
1,2-Diacylglycerid, welches Ca**-Mobilisierung und die Aktivierung der Proteinkinase C

induziert.

Mit dem Yeast Two-Hybrid System konnte die Gruppe um Altman Vavl (guanine nucleotide
exchange factor, GEF, fir die Rho/Rac Familie der GTPasen) als Interaktionspartner
downstream von Syk ermitteln (Deckert et al., 1996). Es gibt drei verschiedene Vav Proteine:
Vavl wird vor allem im hidmatopoetischen System, Vav2 und Vav3 werden ubiquitdrer
exprimiert. Vavl ist ein durch ein Proto-Onkogen kodiertes Protein. Vav1 assoziiert mit Syk
bzw. ZAP-70 in B- und T-Zellen. Es handelt sich hierbei um eine direkte Interaktion, welche
die katalytische Aktivitdit von Syk erfordert, die SH2-Doméne von Vavl und spezifische
Tyrosinreste in der Linkerdoméne von Syk. Vavl wird von Syk-Kinasen in vivo und in vitro
phosphoryliert. Syk und Vavl induzieren zusammen die Aktivierung von JNK (Jun N-
terminal kinase), ERK2 (extracellular-signal-regulated kinase 2), der Kinase Akt sowie die
Tyrosinphosphorylierung des Oncoproteins Cbl (Miranti et al., 1998). Weiterhin sind die
Proteine der Vav-Familie an Prozessen der Zytoskelett-Reorganisation beteiligt (Hornstein et

al., 2004).

Cbl konnte als negativer Regulator downstream von der Tyrosinkinase Syk identifiziert
werden. Cbl and Syk bilden einen Komplex, in dem die N-terminale Hélfte von Syk mit
seiner Tandem-SH2-Domaéne an die N-terminale Doméne von Cbl (AS: 1-655) bindet (Ota et
al., 1997). Die Uberexpression von Cbl fiihrte zu einer erniedrigten Tyrosinphosphorylierung
von Syk. Cbl kann somit als endogener Regulator der Signaltransduktion und der

Zellaktivierung dienen.

Sidorenko et al. zeigten, daB3 Syk und Lyn aus humanen B-Lymphozyten direkt interagieren
konnen. Syk und Lyn wurden aus reifen und aktivierten B-Zellen coimmunprézipitiert und
gel-gereinigtes Syk und Lyn reassoziierten in vitro, was ihre direkte Assoziation zeigt
(Sidorenko et al., 1995). Die Lck-Kinase, eine weitere Proteintyrosinkinase der Src-Familie,

konnte via Yeast Two-Hybrid System als Interaktionspartner identifiziert werden (Couture et
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al., 1996). Die Tyrosinreste Tyr’'® und Tyr’" der Autophosphorylierungsstellen von Syk
binden an die SH2-Doméne von Lck wihrend der Thrombozyten-Aggregation.

1.4 Syk-Aktivierung in Thrombozyten

Viele zelluldre Proteine werden wihrend der Thrombozytenaktivierung an Tyrosin
phosphoryliert. Verschiedene Mechanismen regulieren diesen ProzeB. Die Aktivierung von
Thrombozyten liber G-Protein gekoppelte Rezeptoren flihrt zum Formwandel von diskoid zu
sphérisch und der Ausbildung von Pseudopodien, dem sogenannten shape change. Dieser
stellt die fritheste Antwort wihrend der Thrombozytenaktivierung dar und kann unabhéngig
von einem Anstieg der zytosolischen Ca®’-Konzentration und einer Sekretion des
Granulainhalts erfolgen (Siess et al., 1989; Rasmussen et al., 1993). Wihrend des
Formwandels kommt es zu einer vermehrten Tyrosinphosphorylierung von Proteinen mit der
Molekiilmasse von 62 kDa, 68 kDa und 130 kDa. Da durch den Tyrosinkinasehemmer
Genistein die Stimulierung der Tyrosinphosphorylierung dieser Proteine und der Formwandel
inhibiert werden, fiihrte dies zu der Annahme, dal3 die Aktivierung von Tyrosinkinasen eine
wichtige Rolle fiir die friihe Phase der Thrombozyten-Aktivierung spielt (Negrescu et al.,
1995).

Nach dem Formwandel kommt es wéhrend der physiologischen Thrombozyten-Aktivierung
zur Aggregation. Der Aggregation liegt die Bindung von Fibrinogen an das Integrin Oyp[33
zugrunde. Integrine sind nicht-kovalente O3 Heterodimere. Jede Untereinheit besteht aus
einer relativ groBen NH2-terminalen extrazelluliren Doméne, einer einzelnen
Membrandoméne und einer kurzen C-terminalen zytoplasmatischen Domine. Ruhende
Thrombozyten enthalten etwa 80000 Oberflichenkopien des Integrins Oyp3; und einen
zusitzlichen Pool an Integrin OjpP; in den Membranen der a-Granula und dem offenen
kanikuldren System (Wagner et al., 1996). Die Aktivierung von Thrombozyten iiber das
Integrin  apP; lduft in zwei Phasen ab (s. Abb. 2). Zum einen werden die
Thrombozytenfunktionen durch einen ProzeB reguliert, der als inside-out signaling bekannt
ist. Hierbei erhohen bzw. erniedrigen Pléttchenagonisten bzw. bestimmte Plattchenhemmer
(Prostazyklin) die Affinitdt des Integrins Oy, flir adhesive Liganden wie Fibrinogen (Shattil
und Ginsberg, 1997; Shattil et al., 1998). Die Bindung von Fibrinogen an das ay,[B3-Integrin
verursacht ein clustering der OypPs-Integrine und fiihrt zu outside-in Signalen, die die
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Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts und die Tyrosinphosphorylierung und -dephospho-
rylierung zahlreicher Proteine zur Folge haben (Clark und Brugge, 1995). In spdteren Stadien
der Aggregation tritt Tyrosindephosphorylierung ein, welche gleichzeitig mit einer
Aktivierung und/oder Riickverteilung von spezifischen Proteintyrosinphosphatasen einhergeht
(Ezumi et al., 1995). Das Integrin ay,[3; spielt eine essentielle Rolle bei der Himostase und

Thrombose durch die Vermittlung von Thrombozytenadhdsion und -aggregation.

Fibrinogen

2. Outside-in binding events

Abb. 2: Schema desinside-out und outside-in signaling (Shattil et al., 1998)

Thrombozyten enthalten die Tyrosinkinase Syk sowie Tyrosinkinasen der Src-Familie
(Golden et al., 1986; Ferrell et al., 1990; Jackson et al., 1996; Arias-Salgado et al., 2003). Syk
wird nach Stimulation von G-Protein gekoppelten Rezeptoren in Thrombozyten aktiviert
(Shattil und Brass, 1987; Shattil et al., 1992; Taniguchi et al., 1993; Hers et al., 1998). Dabei
wurde gefunden, dal schon wihrend der friithen Thrombozyten-Aktivierung, die im Review
von Clark et al. als Phase des Formwandels und der Sekretion definiert wird, Syk und Src-

Proteintyrosinkinasen aktiviert werden (Clark et al., 1994).
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Wihrend der Thrombozyten-Aggregation, ausgelost durch Aktivatoren von G-Protein
gekoppelten Rezeptoren wie PAF (Rezaul et al., 1994), Thrombin und Thromboxan-Analoga,
wird die Syk-Tyrosinphosphorylierung weiter erhoht (Clark et al., 1994). Untersuchungen von
der Gruppe von Shattil zeigten, dal Syk auBer wahrend der Aggregation auch wihrend der
Thrombozytenausbreitung (spreading) vermehrt tyrosinphosphoryliert wird und dies eine
Folge der Aktivierung des Integrins Op3; durch Fibrinogen ist (Miranti et al., 1998). Die
Behandlung mit Antikorpern, welche die Fibrinogenbindung an das Integrin ay,[3; blockiert,
reduzierte die Tyrosinphosphorylierung von Syk um 40% (Clark et al., 1994). Weiterfiihrende
Untersuchungen an transfizierten CHO-Zellen zeigten, daf3 Syk ein proximales Glied bei der
Integrin Q33 vermittelten Signaltransduktion darstellt. Dabei sind die zytoplasmatischen
Enden sowohl von der Oyy- als auch der B;-Untereinheit fiir die Syk-Aktivierung erforderlich
(Gao et al.,, 1997). Woodside et al. beschreiben eine direkte Bindung von Syk an das
zytoplasmatische Ende des [3;-Integrins (Woodside et al., 2001). Aulerdem ist Syk an einer
Stimulus-induzierten Aktivierung des Integrins Q33 in Mausthrombozyten beteiligt (Law et
al., 1999). Allerdings enthalten diese Integrine in ihren zytoplasmatischen Bereichen keine
ITAMs, d.h. es wurde vorgeschlagen, dal die Integrin ayp[3;-abhidngige Syk-Aktivierung
ITAM-unabhingig verlduft (Gao et al., 1997). Auller der Ligandenbindung an das Integrin
OpP; fiihrt die Dissoziation des Integrins ypB; durch EGTA zur Tyrosinphosphorylierung
von Syk und zu einem Anstieg der Syk-Kinaseaktivitidt (Negrescu und Siess, 1996). Diese
Untersuchungen schlagen somit fundamentale Unterschiede in der Aktivierung von Syk durch

das Integrin 0ypPB; und durch Immunrezeptoren vor.

AufBler nach Stimulation von G-Protein gekoppelten Rezeptoren wird Syk nach Kollagen-
Aktivierung von Thrombozyten stark aktiviert. Am Modell der Syk knock-out Maus konnte
von der Gruppe um S.P. Watson eine zentrale Rolle fiir Syk in der Kollagen-stimulierten
thrombozytdren Signaltransduktion gezeigt werden. Bei der Adhdsion von Thrombozyten an
subendotheliales Kollagen wird eine Signalkaskade ausgelost, die vor allem durch die
Bindung von Kollagen an das Glykoprotein VI (GPVI) auf der Thrombozytenmembran
vermittelt wird. Die Bindung von Kollagen an GPVI fiihrt unter Beteiligung von Src-
Tyrosinkinasen zur Phosphorylierung des ITAM innerhalb der FcRy-Kette, die eng mit GPVI
assoziiert ist. Das tyrosinphosphorylierte ITAM bindet an die Tandem-SH2-Domine der
Tyrosinkinase Syk. Die folgende Aktivierung von Syk fiihrt zur Tyrosinphosphorylierung und
Aktivierung der Phospholipase Cy2 (Gibbins et al., 1996; Watson and Gibbins, 1998; Watson,
1999). Die Frage, welche Tyrosinkinasen ITAM innerhalb der FcRy-Kette an Tyrosin
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hosphorylieren, wurde weitgehend geklért. Es sind dies Tyrosinkinasen der Src-Familie. Src
ist in Thrombozyten stark exprimiert und reprdsentiert 0,2 - 0,4% des gesamten
Plattchenproteins (Golden und Brugge, 1989). Vor allem Fyn und Lyn assoziieren in
Kollagen-aktivierten Thrombozyten mit tyrosinphosphorylierten Proteinen, wozu auch die
FcRy-Kette gehort (Briddon et al., 1999). Auch nach Thrombozyten-Aktivierung mit
Thrombin werden Tyrosinkinasen der Src-Familie (Src, Fyn Yes und Lyn) aktiviert (Clark et
al., 1994). Inwiefern fiir die Aktivierung der Syk-Tyrosinkinase in Thrombin-aktivierten
Thrombozyten Tyrosinkinasen der Src-Familie eine Rolle spielen, ist unklar. Wihrend also
Fibrinogen iiber die Bindung an das Integrin Oy,3; eine ITAM-unabhéingige Syk-Aktivierung
induziert, kommt es nach einer Stimulation mit Kollagen tliber die Bindung an GPVI zu einer

ITAM-abhéngigen Syk-Stimulation.
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1.5 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde im Bereich der Signaltransduktion in Thrombozyten die
Funktion und Regulation der Tyrosinkinase Syk wihrend Formwandel, Aggregation und

Ausbreitung untersucht.

Als Thrombozytenstimuli wurden vorwiegend mox-LDL und Thrombin bzw. das Heptapeptid
YFLLRNP, das den Thrombinrezeptor PAR-1 partiell aktiviert, verwendet. Die Aktivierung
der Thrombozyten durch mox-LDL ist von pathophysiologischer Bedeutung fiir die
Atherothrombose bei Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen. Da in der Arbeitsgruppe
gefunden wurde, dal mox-LDL Lysophosphatidsdure (LPA) enthidlt und Pléttchen iiber die
Aktivierung von LPA-Rezeptoren stimuliert werden, wurde die frithe Aktivierung und
Regulation der Tyrosinkinase Syk auch nach Aktivierung der Thrombozyten durch LPA

untersucht.

Da unklar war, ob Syk wéhrend der friihen Phase der Thrombozytenaktivierung, d.h. wahrend
des Formwandels (ohne Sekretion von Inhaltsstoffen aus den Granula) aktiviert wird, wurden
hierzu Untersuchungen durchgefiihrt. Weiterhin wurden Experimente zur Regulation der Syk-
Aktivierung wéhrend des shape change und zur Funktion von Syk fiir den Formwandel

unternommen.

AuBlerdem wurde die Funktion wund Regulation von Syk wihrend der
Thrombozytenaggregation und -ausbreitung (spreading) untersucht. Hier sollte mit
biochemischen und zellbiologischen Methoden die Signaltransduktionskette ausgehend von
der Aktivierung des Integrins Qyp[3;3 bis hin zur Aktivierung von Syk und der Phospholipase

Cy2 aufgeklart werden (,,Integrin Q33 outside-in signaling*).
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Autoklav (Bioclav, Schiitt); Brutschrank (WTCbinder, Tuttlingen); BiofugeA Tischzentrifuge
(Heraeus Sepatech, Osterode); Lumi-Aggregometer, Platelet Ionized Calcium Aggregometer
(Chronolog, NOBIS Labordiagnostica GmbH, Endingen); 2-Kanal-LABOR-Aggregometer
(Fresenius, Bad Homburg); Lichtmikroskop D65323 (Leitz, Wetzlar); Multiphor II LKB
Novablot (Pharmacia Biotech, Freiburg); Omnifuge 2. ORS (Heraeus Instruments GmbH,
Biometra, Gottingen); Protean II xi Cell (Bio-Rad, Miinchen); Speed Vac Univapo 150 H
(Uni  Equip, Martinsried); Spektralphotometer Uvikon 930 (Kontron Instruments);
Thermocycler UNO-Thermoblock (Biometra); Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg);
Tischzentrifuge MR 1812 (Jouan GmbH, Unterhaching).

2.1.2 Chemikalien, Enzyme, Antikdr per, Fluoreszenzfar bstoffe, Reagenzien

Trypton und Agar fiir Bakterienndhrmedien wurden von Difco (Detroit), Hefeextrakt von
Merck (Darmstadt) bezogen. Medien und anderweitige Reagenzien stammten von den Firmen
Gibco/BRL (Eggenstein), PharMingen (San Diego), Seromed (Berlin) und Dianova
(Hamburg).

Soweit nicht im Text anders erwédhnt, wurden alle weiteren Chemikalien in p.a.-Qualitét von
den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Serva (Heidelberg) oder ICN
(Eschwege) bezogen.

Es wurde mit Nucleinsdure-modifizierenden Enzymen und Restriktionsenzymen mit den
dazugehorigen Inkubationspuffern sowie Proteaseinhibitoren von Boehringer Mannheim,

Pharmacia oder ICN gearbeitet.

18



Desweiteren wurden folgende Antikdrper eingesetzt:

Anti-B3 monoklonal, cat # 119620 (Transduction Laboratories)

Anti-p125Fak/Protein A-Agarose monoklonal, cat # 16-109 (UBI, Lake Placid, NY/USA)
Anti-y-subunit (TCR, Fc Receptors) polyklonal, cat # 06-727 (UBI, Lake Placid, NY/USA)
Anti-Phosphotyrosine PY20 monoklonal, cat # 05-321 (UBI, Lake Placid, NY/USA)
Anti-Phosphotyrosine 4G10 monoklonal (UBI, Lake Placid, NY/USA)

Anti-PLCY2 (C-19) polyklonal, cat # 406 (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA/USA)
Anti-Syk (4D10) monoklonal, cat # sc-1240 (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA/USA)
Anti-Syk (LR, frei oder als Agarose-Konjugat) polyklonal, cat # sc-573 (Santa Cruz
Biotechnology Inc., CA/USA)

Anti-Syk (C-20) polyklonal, cat # sc-929 (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA/USA)
Anti-Vinculin, cat # 63-780 (ICN Biomedicals, Inc., Ohio/USA)

Anti-Maus IgG, an HRP gebunden (Amersham)

Anti-Kaninchen IgG, an HRP gebunden (Amersham)

Kontroll-Kaninchen IgG, kovalent an Agarose gebunden (Sigma, St. Louis, MO/USA)

Fluoreszenzfarbstoffe:

FITC anti-Maus (New Alexa™ 488, A-11001, Molecular Probes)
Rhodamine phalloidin (Molecular Probes Inc., Eugene, OR/USA)
TRITC anti-Maus (New Alexa™ 568, A-11004, Molecular Probes)
TRITC anti-Kaninchen (New Alexa™ 568, A-11011, Molecular Probes)

Weitere Substanzen:

Apyrase (Sigma A-6535, Deisenhofen)

BAPTA-AM  (5,5-Dimethyl-bis-(0-aminophenoxy)ethan-N,N,N",N’-tetra-(acetoxymethyl)-
ester) (Molecular Probes Inc., Eugene, OR/USA)

Kollagen (Horn-Chemie, Miinchen)

FR-1 (Novabiochem)

Genistein (Calbiochem)

Oleoyl-LPA (Sigma)

PD173956 (Parke Davis, Geschenk von Dr. A.J. Kraker, MI/USA)

Piceatannol (Biomol, USA)
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PP1 (Calbiochem-Novabiochem Corp., San Diego, CA/USA)

RGDS (Sigma)

Rho-Kinase Hemmer Y-27632 (Geschenk von Dr. A. Yoshimura, Yoshitomi Pharmaceutical
Industries, Saitama, Japan)

Ro-31-8220 (Roche; Geschenk von Dr. P. Presek, Pharmakologisches Institut, Universitit
Giellen)

Thrombin human (Boehringer Mannheim)

Tyrphostin A1 (Calbiochem)

Tyrphostin A23 (Calbiochem)

Tyrphostin A47 (Calbiochem)

YFLLRNP (Bachem Ltd., Bubendorf, Schweiz)

2.1.3 Bakterien- und Hefestamme, Vektoren, cDNA-Banken

Bakterien-Stamme;

E.coli DH5a™ Kompetente Zellen (Gibco BRL, Life Technologies)
Genotyp: F, @80dlacZAMI15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17 (rg’,mg")
phoA supE44 X thi-1 gyrA96 relAl

E.coli Max-Efficiency™ HB101Kompetente Zellen (Gibco BRL, Life Technologies)
Genotyp: F° mcrB mrr hsdS20 (rg’, mg) recAl3 supE44 arald galK2 lacY1 proA2
rpsL20(Sm") xy15\ leu mil1

KC8 Chemisch Kompetente Zellen (Clontech)

DHS50/pAS2-1

DH5a/pAS2-1/p72 (Syk full-length)
DH5a/pAS2-1/Syk kinase dead
DHS5a/pGBT9

DHS5a/pGBT9/3a
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DH5a/pGBT9/Syk full-length

DH5a/pGBT9/Syk kinase dead

28F4/pACT

Kompetente Zellen E.coli DH50™ und Max-Efficiency™ HB101 wurden von Gibco-BRL
Life Technologies, USA bezogen. Fiir Dauerkulturen wurden Bakterien bzw. Hefestimme mit

15 % final sterilem Glycerin versetzt, gut vermischt und schnell bei —70°C eingefroren.

Hefe-Stamme:

Name Genotyp Referenz

S.c. Y190 |MATa ade2-101 gal4-A gal80-A his3 leu2-3, 112 trpl-4901 | (Durfee et al.,
ura3-52 1993)

LYS2::GALI-HIS3
URA3::GALI-lacZ

Y 190/pAS2-1

Y 190/pAS2-1/Syk full-length

Y 190/pAS2-1/Syk kinase dead

Y 190/pAS2-1/Syk full-length, pGAD10/Knochenmarks-cDNA-Bank; clone 26
Y 190/pGBT9

Y 190/pGBT9/2b

Y 190/pGBTY9/3a

Y 190/pGBTY9/Syk full-length

Y 190/pGBTY/Syk kinase dead

Y 190/pGBT9/GP3a/Endonexin, (+)-Kontrolle fiir 3-Galaktosidasetest

S.c. CG-1945
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Vektoren:

PAcG2T Baculovirus Transfer Vektor
pAS2-1: DNA-BD Vektor (DNA-bindende Doméne; bait-Plasmid)
pAS2-1/Syk full-length

pAS2-1/Syk kinase dead

pUC 9 DNA

clone 28 (Endonexin)

pGBT9

pGBT9/3a

pGBT9/2b

pGBTY9/Syk full-length

pGBTY/Syk kinase dead

cDNA-Banken:
(in E.coli DH5a™)

DH50/pGAD10/Knochenmarks-cDNA-Bank (pGADI10: Vektor mit DNA-aktivierender

Domine, DNA-AD, prey-Plasmid)
DHS5a/pGAD10/Fotale Leberzellen-cDNA-Bank
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolation von humanen Thrombozyten, Maus-Thrombozyten und
Maus-M egakaryozyten

I solation von humanen Thrombozyten

Die Blutentnahme erfolgte aus der Kubitalvene von gesunden Probanden (Alter: 20-50 Jahre)
in 1/10 Volumen Natriumcitratldsung (3,13%, Fa. Fresenius, Bad Homburg). Das Blut wurde
bei Raumtemperatur 20 min bei 180xg zentrifugiert und anschlieBend das Pléttchen-reiche
Plasma (PRP) abpipettiert. Nach Inkubation des PRP mit 1 mM Acetylsalicylsdure und 0,3
U/ml Apyrase fiir 15 min bei 37°C, wurden 9 mM Citronenséure und 5 mM EDTA (pH 7,4)
zugegeben und bei 800xg (20 min, RT) zentrifugiert.

Das Thrombozytenpellet wurde anschlieend in Puffer B (10% des Vollblut-Volumens) mit
0,6 U/ml Apyrase resuspendiert.

Puffer B:

20 mM Hepes, 138 mM NacCl, 2,9 mM KCl, 1 mM MgCl,, 0,36 mM NaH,PO4, | mM EGTA,
pH 6,2

Vor dem erneuten Zentrifugationsschritt bei 800xg, 20 min, RT wurde eine Probe mit
THROMBO PLUS” Spezialzihllsung (Fa. Sarstedt, Niimbrecht) verdiinnt und die
Thrombozyten-Zahl in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Das Zellpellet wurde schlieBlich in entsprechendem Volumen Puffer C mit 0,6 U/ml Apyrase
und 5 mM Glucose aufgenommen. Hierbei ergeben 200 ml Blut etwa 10 ml
Thrombozytensuspension mit einer Konzentration von 800000 Zellen/pl.

Puffer C:

20 mM Hepes, 138 mM NaCl, 2,9 mM KCI, 1 mM MgCl,, 0,36 mM NaH,PO,, pH 7,4
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I solation von Maus-Thrombozyten und -M egakar yozyten

Maus-Thrombozyten

Die Prdparation der Maus-Thrombozyten erfolgte am Department of Pharmacology,
University of Oxford, UK (Dr. S.P. Watson) und wurde folgendermal3en durchgefiihrt:
1. Blutabnahme (etwa 1 ml Blut) im Verhéltnis 1:10 in ACD (A4cid-Citrate-Dextrose:
Na-Citrat 25 g/l, Glucose 20 g/, Citronensdure 15 g/l) durch Herzpunktion.
2. Abzentrifugieren des PRP (platelet rich plasma) bei 120xg, 10 min, RT.
3. PRP abpipettieren; Zugabe von 0,3 U/ml Apyrase (und je nach Versuchsanordnung
evtl. 1 mM Aspirin), Inkubation fiir 15 min bei 37°C.
4. Zugabe von 9 mM Citronensdure und 5 mM EDTA, pH 7,4; Zentrifugation bei
1000xg fiir 10min bei RT.
5. Zugabe von Puffer B (Volumen: 10% des Blutvolumens), der 3 U/ml Apyrase enthalt
und Resuspension.
6. Zentrifugation bei 1000xg fiir 10 min bei RT.
7. Zugabe von vorgewiarmtem Puffer C (37°C), der 0,6 U/ml Apyrase und 5 mM
Glucose enthélt; Zellzahlzdhlung mittels Zéhlkammer oder Zell-Counter und
Einstellung der finalen Thrombozytenkonzentration.

8. Thrombozyten vor Versuchsbeginn 30 min ruhen lassen.

Maus-M egakar yozyten

Ebenso wurden Maus-Megakaryozyten am Department of Pharmacology, University of

Oxford untersucht.

Hank's Puffer:

143 mM NacCl, 5,6 mM KCI, 10 mM Hepes

Am Versuchstag wurden dem Hank's Puffer 10 mM final Glucose zugegeben. Nach 20 — 30
min Oy-Begasung wurden 0,4% BSA zugefiigt und der pH-Wert auf 7,22 eingestellt. Pro

Maus wurden zwei 1 ml Gefdlle mit Hank’s Puffer und 0,2 U/ml Apyrase final vorbereitet.
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Dem verbleibenden Puffer wurden 2 mM MgCl, und 0,2 mM CaCl, zugegeben.

Die Miuse (4-8 Wochen alt) wurden mittels cervikaler Dislokation getotet und die
Femoralknochen extrahiert, wobei das Knochenmark vorsichtig durch eine Spritzennadel (23)
in Hank’s Puffer gewaschen wurde. AnschlieBend wurde Prostazyklin (1 pg/ml) zugesetzt
und die Zellen nach einem 8-miniitigen Zentrifugationsschritt bei 500 rpm in frischem Puffer

resuspendiert.

2.2.2 Messung des shape change und der Aggregation

Aliquots der Thrombozytensuspension (Thrombozytenkonzentration: i.d.R. 800000/ul;
Volumen: 0,5 - 1 ml) wurden in Aggregometerkiivetten iiberfiihrt und bei 37°C mit oder ohne
entsprechende Hemmsubstanzen vorinkubiert (Zeit: 5 - 20 min). Nach Zugabe verschiedener
Thrombozyten-Stimuli (mox-LDL, dem partiellen Thrombinrezeptor-Agonisten YFLLRNP,
Thrombin, Kollagen) wurden der shape change bzw. die Aggregation der Thrombozyten in
einem 2-Kanal-LABOR-Aggregometer oder in einem Lumi-Aggregometer gemessen.

Desweiteren erfolgte die Abnahme entsprechender Proben und Uberfiihrung in vorgelegten 2x
Laemmli-Puffer (s. 2.2.7) zur Bestimmung der Proteintyrosinphosphorylierung in den
Thrombozyten, bzw. nach Uberfiihrung in Lysis-Puffer (s. 2.2.4) zur Immunprizipitation und

Bestimmung der Tyrosinphosphorylierung der Proteine Syk, FAK und PLCy2.

2.2.3Milde Oxidation von LDL

Die LDL-Préparation erfolgte entsprechend dem Protokoll von (Schulz et al., 1995) und
(Weidtmann et al., 1995). Hierbei wurde von 400 ml Blut ausgegangen. LDL (0,5 - 5 mg/ml)
wurde in einem Nj-gesidttigten Puffer (pH 7,4) dialysiert, welcher NaCl (150 mM),
Chloramphenicol (0,15 mM) und EDTA (1 mM) enthielt und bei 4°C unter Lichtabschluf3 und
N, gelagert wurde. Vor der Oxidation wurde EDTA aus dem LDL-Puffer entfernt. Dies
erfolgte iiber Entsalzungssdulen (Econo-Pac 10 DG, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen).
Mit Hilfe von Konzentratoren (Centricon 100, Fa. Amicon, Beverly, MA, USA) wurde auf
eine Proteinkonzentration von 10-20 mg/ml in PBS eingeengt. Der Proteingehalt wurde nach

einer modifizierten Lowry Methode mit Rinderserumalbumin als Standard bestimmt
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(Markwell et al., 1978). Die Oxidation des LDL (etwa 0,3 - 0,5 ml pro Eppendorft-Cup)
erfolgte durch Zugabe von 640 pM CuSO4 bei 37°C unter leichtem Schiitteln (niedrigste
Stufe) fiir 18 - 20 h in einem Eppendorff Thermomixer. Das Eppendorff-Cup blieb hierbei

geoffnet und wurde mit Parafilm, welcher mit einer Nadel perforiert worden war, abgedeckt.

2.2.4 Immunprazipitation von Proteinen aus Thrombozyten-Lysaten (Syk,
FAK, PLCy2)

Die Thrombozytensuspension (0,6 ml; 800000 Zellen/pul) in der Aggregationskiivette wurde
vor oder nach Stimulation mit 0,6 ml 2x eiskaltem Lysis-Puffer A versetzt und fiir 30 min auf

Eis lysiert.

Lysis-Puffer A 2x:

2% Triton X-100, 2 mM EGTA, 100 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,4
vor Gebrauch frisch zugeben: Proteasechemmercocktail “Complete Mini EDTA-free”

(Boehringer Mannheim, #1836153, 1 Tbl. in 5 ml), 2 mM PMSF, 2 mM Na3;VO4

Die folgenden Schritte wurden entweder im Kiihlraum durchgefiihrt oder die Proben auf Eis
gelagert. Die Lysate wurden durch Zentrifugation bei 13.000xg fiir 10 min bei 4°C von
unldslichen Bestandteilen getrennt. Der Uberstand (1,2 ml) wurde mit den entsprechenden an
Agarose gekoppelten Antikdrper-Konjugaten bei 4°C fiir 2 h oder 12 h inkubiert. Alternativ
erfolgte bei einigen Experimenten eine Inkubation mit dem Antikorper fiir 1 h bei 4°C,
gefolgt von einer einstiindigen Inkubation mit CL4B Protein A-Sepharose (2,5 mg = 50 pl)
bei 4°C. Bei letzterer Methode wurde ein Preclear-Schritt mit Kaninchen IgG (1 pg) und
CLA4B Protein A-Sepharose vorgeschaltet.

Verwendete Antikorpermengen fur die Immunprézipitation:

*): an Agarose gekoppeltes Antikorper-Konjugat

Syk-IP FAK-IP PLCy-2-IP
1. 2.%) *)
15 pg 10 pg 20 pg g

Die Immunprézipitate wurden durch Zentrifugation bei 13.000xg fiir 10 min bei 4°C
abgetrennt. Dann erfolgten 3 Waschschritte mit 1 ml kalten 1x Lysis-Puffer A, 1 x Waschen
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mit kaltem 10 mM HEPES, 500 mM NaCl (pH 8,0) und 1 x Waschen mit kaltem 10 mM
HEPES (pH 8,0). SchlieBlich wurden die Immunprézipitate fiir 3 min bei 95°C in 100 pl 2x
Laemmli-Puffer gekocht, bevor die Proben gelelektrophoretisch aufgetrennt und {iber Western
Blot nachgewiesen wurden.

Ein zu einem spdteren Zeitpunkt durchgefiihrter Vergleich verschiedener Lysis-Puffer fiir die
Syk-Immunprézipitation zeigte sehr gute Resultate bei der Verwendung des Lysis-Puffers C,
der fiir die Pull-down Assays eingesetzt wurde (s. 2.2.6), wobei das Detergens NP-40 gegen

Triton X-100 ausgetauscht wurde.

2.2.5 Isolierung des Thrombozyten-Aktinzytoskeletts

Die Zytoskelettfraktionen wurden nach einer Modifikation der Methode von (Jennings et al.,
1981) prépariert. Thrombozytensuspensionen (0,6 ml) wurden vor oder zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Stimulation durch Zugabe gleicher Volumina eiskaltem 2x Triton Lysis-

Puffer B (pH 7,5) lysiert.

Triton Lysis-Puffer B 2x (pH 7.5):

100 mM Tris-HCl, 2% Triton X-100, 10 mM EGTA, 10 mM EDTA, 2 mM Na3;VO,, 20
png/ml Leupeptin, 2 mM PMSF, 25 uM Pepstatin A und 20 pg/ml Aprotinin.

Die Proben (1,2 ml) werden fiir 30 min auf Eis gestellt und anschlieBend bei 15.600xg fiir 15
min bei 4°C zentrifugiert. Die Pellets wurden einmal mit Triton X-100 (1%) Lysis-Puffer B

gewaschen und in 100 pl Gelelektrophorese-Auftragspuffer resuspendiert.

2.2.6 Pull-down Assay aus Thrombozytenlysaten mit der Tandem-SH2-

Doméne von Syk

Ein GST-Fusionsprotein, welches die Tandem-SH2-Doméne von Syk (Geschenk von Dr. S.P.
Watson, Institute of Pharmacology, Oxford) enthielt, wurde hierfiir an Glutathione
Sepharose”4B (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) gebunden. Die Thrombozyten-

Suspension (0,35 ml) wurde mit gleicher Menge Lysis-Puffer C versetzt:
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Lysis-Puffer C (Pull-down Assay) 2x:

2% Nonidet P-40, 2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 300 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7,5
vor Gebrauch frisch zugeben: Complete Mini EDTA-free (Boehringer Mannheim, #1836153,
1 Tbl. in 5 ml), 5 mM Na3;VO,, 8 mM Pefablock

Zunéchst wurde ein Preclear-Schritt mit 5 ug GST-Sepharose fiir 0,7 ml Thrombozyten-Lysat
fiir I h bei 4°C durchgefiihrt. Nach einer anschlieBenden Zentrifugation (13.000 rpm, 5 min)
wurde der Uberstand mit je 10 pg Fusionsprotein versetzt und 2,5 h bei 4°C inkubiert. Das
Pellet wurde mit 1 ml 1x Lysis-Puffer C (+Protease-, Phosphatasehemmer) und 4x mit 1 ml

TBS-T gewaschen. Nach den Waschschritten wurde wie in 2.2.4 beschrieben weiterverfahren.

2.2.7 Messung der Proteintyrosinphosphorylierung mittels Western Blot

Das Western Blot-Verfahren verbindet die gelelektrophoretische Analyse mit der Spezifitit

der immunologischen Reaktion.

2.2.7.1 Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese in Polyacrylamidgelen

Puffer:

Elektrodenpuffer: 0,6% (w/v) Tris-Base, 0,1% (w/v) SDS, 2,88% (w/v) Glycerin,
pH 8,3 -84
Laemmli-Puffer: 250 mM Tris/HCI, pH 6,8, 20% (w/v) SDS, 87% (w/v) Glycerin, 1% (w/v)

Bromphenolblau

Elektrophoresen wurden in 8 — 12%igen Polyacrylamidgelen (200 mm x 200 mm x 1 mm)
bzw. 5 — 20% Gradientengelen durchgefiihrt. Die Auftrennung erfolgte in einer
Gelelektrophoreseapparatur (Protean II xi Cell, Bio-Rad) mit dem von (Laemmli, 1970)
beschriebenen diskontinuierlichen Puffersystem. AuBerdem wurden auch mit Tricin-Gelen
nach Schigger fir die Auftrennung niedermolekularer Peptide (1-15 kDa) gearbeitet
(Schigger und v. Jagow, 1987). Die Herstellung der Gele (20 x 20 cm) und die Durchfiihrung
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der Elektrophoresen (vertikal) erfolgte wie in genannter Literatur beschrieben.

Der Probenpuffer wurde mit Mercaptoethanol oder DTT versetzt, um die Proteine zu
reduzieren. Die Proben wurden 1:1 mit Probenpuffer versetzt und vor dem Auftragen auf das
Gel 5 min bei 95°C im Thermomixer erhitzt. Zur Ermittlung der Molekiilmassen der Proteine
wurden kéufliche Molekulargewichtsmarker (Full Range Rainbow™ RPN 800, Amersham
LIFE SCIENCE, Buckinghamshire, UK) mit auf das Gel aufgetragen. Die Proteinauftrennung
erfolgte bei 10 mA iiber Nacht unter kontinuierlicher Kiihlung, gefolgt von einer einstiindigen

Fokussierung bei 35 mA.

2.2.7.2 Proteintransfer aus SDS-Polyacrylamidgelen auf Nitrocellulose-

Membranen

Anodenpuffer 1:

0,3 M Tris, 10% Methanol, pH 10,4

Anodenpuffer 2:

25 mM Tris, 10% Methanol, pH 10,4

Kathodenpuffer:

25 mM Tris base, 40 mM 6-Amino-n-Capronséure, 10% Methanol, pH 9,4

Der Proteintransfer wurde mit einer Semidry-Blot-Apparatur (LKB 2117 Multiphor II,

semidry) mit Graphitelektroden durchgefiihrt. Fiir den Transfer wurde folgender Sandwich-

Aufbau verwendet:

* 4 Lagen 3 MM Chromatographie-Papier (Munktell-Filterpapier, Pharmacia, Freiburg) in
Anodenpuffer 1 equilibriert

* 4 Lagen in Anodenpuffer 2

* Nitrocellulose (Hybond C-Super, Supported Pure Nitrocellulose, 0,45 pm, Amersham)

* Polyacrylamidgel

* 7 Lagen in Kathodenpuffer

Blotbedingungen: 1 mA/cm? fiir 2 h bei RT.
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2.2.7.3 Immunologischer Nachweisder Proteine

10x TBS-T:

1,5 M Na(Cl, 0,25% (v/v) Tween 20, 100 mM Tris-Base, pH 7,6

Blocklésung:

5% (w/v) Magermilchpulver (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in 1x TBS-T

Vor der Antikérpernachweisreaktion wurden freie Bindungsstellen auf der Membran mit der
Magermilchlésung (40 ml fiir 12,5 cm x 16 cm Membran) fiir 1 h bei RT blockiert. Nach
mehreren Waschschritten mit TBS-T (2x kurz, 1x 15 min, 2x 5 min) erfolgte die Inkubation
mit dem 1. Antikorper fiir 1 h bei RT. Nach erneutem Waschen wurde die Reaktion mit dem
entsprechenden 2. Antikorper (anti-mouse Ig (m) bzw. anti-rabbit Ig (r), HRP linked whole
antibody, Fa. Amersham) durchgefiihrt.

Verwendete Antikdrperkonzentrationen (Verdinnungen):

1. AK [PY20 4G10(PY) Syk FAK FcRy-Kette | PLCy-2
1:2000 1:2000 1:1000 1:2000 1:1000 1:1000

2. AK [ 1:15000 (m) |1:15000 (m) |1:2500 (r) | 1:15000 (m) |1:2500 (r) |1:2500 (r)

Danach wurde nochmals gewaschen und anschlieBend die Chemilumineszenzreaktion
(SuperSignalD Chemiluminescent Substrate Luminol/Enhancer, Fa. Pierce, Rockford, IL,
USA) entsprechend der Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Emittiertes Licht der
Wellenlidnge 466 nm wurde mit geeigneten Filmen (Hyperfilm™ECL™, Fa. Amersham)
detektiert.

Bei den Anti-Phosphotyrosinimmunoblots von Syk, FAK und PLCy2 Immunprazipitaten
wurden mittels stripping (2% SDS, 62,5 mM Tris-HCIL, pH 6,8, 100 mM Mercaptoethanol,
Inkubation 10 min bei 50°C) die Anti-Phosphotyrosin-Antikorper von der Membran entfernt.
AnschlieBend wurde der Blot mit spezifischen Antikdrpern inkubiert, mit dem Ziel, die

Menge der immunprazipitierten Proteine densitometrisch zu quantifizieren.
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2.2.7.4 Proteinfarbung mit Ponceau S

Mit dem roten Farbstoff Ponceau S (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA) kénnen die

Proteine nach Transfer auf Nitrocellulose visualisiert werden.

Die Membran wird hierfiir fiir etwa 10 min mit verdiinnter Losung Ponceau S inkubiert.
AnschlieBend wird die Membran mit PBS mehrmals gewaschen, bis das Proteinbandenmuster
gut zu erkennen ist. Nach Ergebnisdokumentation {iber Scannen oder Kopieren kann die
Membran nach erneuten PBS-Waschschritten mit der Magermilchlésung behandelt werden

(2.2.7.3).

2.2.8 Densitometrische Auswertung des Western Blots

Die quantitative Auswertung der Schwirzung der Banden auf dem Film erfolgte
densitometrisch mit der Software GelScan"" XL von Pharmacia LKB Biotechnology (Scanner
SHARP JX-325, Pharmacia Biotech). Gemessen wurde die Absorption der spezifischen
gesamten Bande in Bezug auf einen Hintergrund-Parameter. Die Absorption pro

Flicheneinheit wurde nach Integration in Absorptionseinheiten x mm” angegeben.

2.2.9 Transente Transfektion von CHO-Zé€llen

Diese Untersuchungen wurden von mir in der Arbeitsgruppe von Dr. S.J. Shattil (Department
of Vascular Biology, Scripps Research Institute, La Jolla, USA) durchgefiihrt. Die mit Oyp[33-
Integrin stabil transfizierten CHO-Zellen wurden auf eine 100 mm Petrischale aufgebracht, so
daf sie am Tag der Transfektion mit dem Syk-Plasmid zu 40-60% konfluent waren. Am Tag
der Transfektion wurden die Zellen mit Dulbecco‘s Modified Eagle Medium (DMEM)
gewaschen, um fotales Rinderserum aus dem Kulturmedium zu entfernen. Die Syk-Plasmid-
DNA wurde via Maxi-prep (Qiagen, Santa Clarita, CA) gereinigt. Eine Gesamtmenge von 4
ug Plasmid-DNA wurde zu 200 pl DMEM gegeben und mit 20 pl Lipofectamin-Losung fiir
15 min in Polystyrene-Rohrchen inkubiert. Lipofectin™ (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD,
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USA), ein kationisches Lipid, geht spontan Wechselwirkungen mit der rekombinierten DNA
ein und bildet einen Lipid-DNA-Komplex. Hierdurch wird die Aufnahme der DNA in die
Zellen ermoglicht. AnschlieBend wurde die Mischung mit 3,8 ml DMEM verdiinnt und die
Zellen wurden damit iiberschichtet.

Nach einer Inkubation von 6 h bei 37°C, 5% CO, erfolgte ein Mediumswechsel zu DMEM
mit 10% FCS, 1% nichtessentiellen Aminosduren, 2 mM L-Glutamine, 100 U/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin (komplettes Wachstumsmedium). Einen Tag spéter wurde noch
einmal frisches komplettes Wachstumsmedium auf die Zellen gegeben, bevor diese dann

wiederum einen Tag spiter fiir das jeweilige Experiment eingesetzt wurden.

2.2.10 Untersuchungen mittels konfokaler L aserfluoreszenzmikroskopie an

ausgebreiteten humanen und M ause-Thrombozyten, und CHO-Zellen

Die Immunfluoreszenz dient dazu, die Lokalisation von Proteinen innerhalb der Zelle zu
untersuchen. Spezifische Antikorper gegen das zu untersuchende Protein (Antigen) werden
durch die Bindung an Zweit-Antikorper, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind,
sichtbar gemacht. Das Antigen in der Probe muf} hierbei in eine unldsliche Form gebracht
werden. Dazu dient eine chemische Vernetzung von Proteinen oder eine Prizipitation durch
organische Losungsmittel. Die Permeabilisierung mit Hilfe von Detergenzien oder
organischen Losungsmitteln macht ein Eindringen der Antikorper in die Probe moglich. Die
meisten Filter fiir die Immunfluoreszenz sind auf die Standardfluorophore Fluorescein und

Rhodamin abgestimmt.

Physikalische Daten der Fluorophore

Fluorophor Fluorescein Rhodamin
Excitation 495 nm 552 nm
Emission 525 nm 570 nm
Farbe grin rot

Verwendete Materialien und Reagenzien:

* Glasobjekttrager und Deckgldschen

e PBS:
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KH,PO4 6 mM, Na,HPO,4 16 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4

* Fibrinogen (Sigma) bzw. Polylysin (Sigma)

¢ Coating Puffer:

NaCl 150 mM, Na,HPO4 50 mM, NaH,PO4 50 mM, pH 8,0

* Rinderserumalbumin (BSA)

* 3,7% Formaldehyd/PBS (methanol-freies Formaldehyd, Polysciences)

e 0,2% Triton X-100/PBS

* 10% steriles Normal-Goat-Serum/PBS

* Primérantikérper, Rhodamin-Phalloidin (zur Anfarbung)

* Fluorescein (FITC)- bzw. Rhodamin (TRITC)-konjugierte Zweitantikérper (Anti-Maus,
Anti-Kaninchen) (Alexa Dyes, Molecular Probes)

*  Mounting Medium (Immuno-Fluore Mounting Medium, ICN Biochemicals)

* Konfokales Laserfluoreszenzmikroskop Leika DM IRB, Leika software TCSNT version
1.5.451

Methode

1. Coverslips mit Seife fiir 5 min waschen, anschlieBend 5 Waschschritte (5x) mit H,0.

2. Coverslips mit 20 ug/ml Fibrinogen (bzw. Polylysin) in Coating-Puffer bedecken und
fiir 2 Stunden bei 37°C oder tiber Nacht bei 4°C inkubieren.

Ix mit PBS waschen.

Mit 20 mg/ml BSA fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur (RT) blocken.

2x mit 2 ml PBS waschen.

A

500 ul Probe auf die Fibrinogen-gecoateten Deckgliser geben (Thrombozyten: 2 x 10
Zellen/ml; CHO-Zellen: 2 x 10> Zellen/ml) und fiir 60 min bei 37°C inkubieren. Fiir
Thrombozyten wurde alternativ auch spreading auf Polylysin-gecoateten Coverslips
durchgefiihrt.

7. 2x mit PBS waschen und mit 3,7 % Formaldehyd/PBS, 10 min, RT fixieren.

8. 2x mit PBS waschen. (Bei diesem Schritt kann das Experiment unterbrochen werden;

PBS dazugeben und bei 4°C lagern.)
9. Fixierte Zellen mit 0,2% Triton X-100/PBS fiir 5 min, RT, permeabilisieren. 2x mit
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PBS waschen.

10.  Unspezifische Bindungsstellen mit 10% sterilem Normal-Goat-Serum/PBS fiir 30 min
bei RT blockieren.

11.  Primérantikorper mit Blocklosung verdiinnen (1:100) und vor Gebrauch bei 14000
rpm fiir 10 min zentrifugieren. Die Coverslips werden 45 min bei 37°C auf 100 pl
Antikorperlosung, die auf Parafilm vorgelegt werden, inkubiert. Fiir die Aktinfarbung
wird Rhodamin-Phalloidin in einer Verdiinnung von 1:25 eingesetzt.

12.  5x fiir 2 min in PBS waschen.

13. Sekundérantikorper in Blockldsung verdiinnen (1:200). Bei 37°C fiir 45 min
inkubieren. 5x waschen.

14.  Deckglédser 1x mit H,O waschen.

15.  Einen kleinen Tropfen Mounting Medium (Immuno Fluore Mounting Medium, ICN
Biomedicals, Aurora, OH, USA) auf einen sauberen Glasobjekttriger geben und
vorsichtig die Deckglidschen auf das Medium geben. Die Rénder werden mit
Nagellack versiegelt.

16.  Im Dunkeln bei 4°C lagern.

17.  Die Proben werden mit konfokaler Laserimmunfluoreszenzmikroskopie ausgewertet.
Verwendet werden: Leika diaplan Fluoreszenzmikroskop, Biorad MRC 1024

Scanning Confocal Laser Microscop Software.

Als Kontrolle fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie wurde das entsprechende

Immunglobulin anstelle des spezifischen Primérantikdrpers eingesetzt.

Um die Proteintyrosinphosphorylierung wéhrend des spreading zu untersuchen, wurden
Parallelansitze von ausgebreiteten Thrombozyten (600 pl) mit 100 pl kochendem Laemmli-
Puffer bedeckt, mit einem Scrabber vom Coverslip gelost und via Western Blot die
Proteintyrosinphosphorylierung gemessen. Hierfiir wurden 8-Wellplatten (12,5 cm x 7,5 cm)

und groB3e Coverslips (3,5 cm x 3 cm) eingesetzt.
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2.2.11 Unter suchungen an knock-out Mausen

Die Arbeiten mit Wildtyp und knock-out Maiusen erfolgten zum gréfften Teil in der
Arbeitsgruppe von Dr. S.P. Watson am Institute of Pharmacology in Oxford/UK. Die BALB/c
Maiuse wurden nach einer Bestrahlung mit den entsprechenden defizienten fotalen

Leberzellen rekonstituiert. Als Kontrolle dienten BALB/c Wildtyp-Méuse.

2.2.12 Yeast Two-Hybrid System

Das Yeast Two-Hybrid System wurde von Fields et al. entwickelt. Es handelt sich um eine
hefegenetische Methode, die es ermdglicht, Protein-Proteininteraktionen in vivo
nachzuweisen (Fields et al., 1989). Als MaB hierfiir wird die Transkription eines Reportergens
genutzt. Das verwendete System enthélt den eukaryotischen Transkriptionsfaktor GAL4, der
in der Hefe den  Galaktose-Metabolismus  reguliert.  Viele  eukaryotische
Transkriptionsfaktoren, so auch GALA4, bestehen aus zwei physikalisch getrennten modularen
Dominen: aus einer DNA-bindenden Doméne und einer die Transkription aktivierenden

Domaine.

Die Transkription geeigneter Reportergene (LacZ, HIS3) ermdglicht den Nachweis der
Interaktion zwischen den zwei Proteinen. Uber den B-Galaktosidase Assay mit X-Gal als
Substrat wurde die aktivierbare Transkription des LacZ Gens gemessen. Das zweite

Reportergen HIS3 ermdglicht eine gezielte Selektion positiver Klone.

Das Yeast Two-Hybrid System wurde verwendet, um Interaktionspartner des Proteins Syk zu
identifizieren. Hierflir wurde der Hefestamm S.c. Y190 zunichst mit dem bait-Vektor pAS2-
1/Syk transformiert und in einem zweiten Schritt mit der jeweiligen cDNA-Bank (250ug)
cotransformiert. In dem verwendeten Yeast Two-Hybrid System kann das bait-Plasmid die
TRP-Deletion, das prey-Plasmid die LEU-Deletion von Y190 ersetzen. Die transformierten
Zellen wurden auf Drop-out Medium plattiert, welchem Leucin und Tryptophan fehlte (LEU
TRP’), um somit beide Plasmide positiv zu selektionieren. Mit Hilfe des [3-Galaktosidasetests
wurden die Kolonien auf eine two-hybrid Interaktion {iberpriift. Bei einer positiven
Interaktion, die zur Aktivierung des HIS3 Reportergens fiihrt, wachsen die Zellen dann auch
auf dem 3-fach Drop-out Medium (LEU TRP HIS).
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Klonierung der Plasmide:
Syk/DNA-BD Hybride: Die Syk-DNA wurde aus dem PAcG2T Baculovirus Transfer Vektor
(Geschenk Dr. S.P. Watson, Oxford) isoliert und mit dem bait-Vektor pAS2-1 ligiert (Syk

full-length). Desweiteren wurde eine Kinase-inaktive Mutante (Geschenk Dr. S.J. Shattil, La
Jolla) in den bait-Vektor pAS2-1 eingefiigt (Syk kinase dead).

Im folgenden werden die grundlegenden Arbeitsmethoden mit E.coli erklért (ausfiihrliche

Protokolle hierzu s. Clontech Handbuch):

Bakterienanzucht
LB-Medium:

1% (w/v) Bacto-Tryptone, 0,5% (w/v) Bacto-Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl, pH 7,2, eingestellt
mit NaOH.

LB-Agar:

LB-Medium mit 1,25% (w/v) Bacto-Agar

Fiir transformierte E.coli-Zellen DH50 wurde dem Medium 150 ul/ml Ampicillin (Hoechst)

zugesetzt.

Alle E.coli-Stimme wurden bei 37°C in Vollmedium vermehrt. Aufbewahrt wurden samtliche
Bakterienstimme in LB-Medium mit 20% (v/v) Glycerin bei —80°C oder bei 4°C auf LB-
Agar-Platten.

I solierung von Plasmid-DNA

Die Glycerinkultur der jeweiligen Klone wurde aus -80°C kurz angetaut und eine kleine
Menge davon mit einer sterilen Impfose auf einer LB-Agar-Platte ausgestrichen. Nach einer
Trocknungszeit von 5 - 10 min bei Raumtemperatur wurde die Agarplatte {iber Nacht bei
37°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden 1 - 3 ml LB-Medium mit einer von der
Agar-Platte gepickten Einzelkolonie angeimpft und die E.coli-Zellen anschlieend 4 - 5 h bei
37°C und 200 rpm vermehrt. Aliquots aus diesen E.coli-Kulturen wurden danach zum

Beimpfen von 10 ml bzw. 50 ml Ubernacht-Kulturen verwendet.
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Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung von Plasmid-DNA dienten die Ubernacht-Kulturen.
Die Isolierung und Reinigung von supercoiled Plasmid-DNA aus E.coli Zellen wurde mit
Hilfe der Plasmid-Isolierungskits der Firma Qiagen durchgefiihrt. Die Herstellung des
Zellysats basiert auf einer optimierten alkalischen Lyse gemdll der Methode von Birnboim
und Doly (Birnboim und Doly, 1979) und die Reinigung der Plasmid-DNA auf einer
Chromatographie in Anionenaustauschersdulen. Im Einzelnen wurde dem Protokoll des
Herstellers gefolgt. Die Reinheit der isolierten Plasmid-DNA war fiir alle durchzufiihrenden

Reaktionen ausreichend.

Die hefegenetischen Arbeiten wurden wie folgt durchgefiihrt:

Lithiumacetat-Transfor mation von Hefe
nach (Schiestl et al., 1993)

Nachweis desin Hefe exprimierten Proteins
Um die Proteinexpression in der Hefe zu kontrollieren, wurden Proteinextrakte hergestellt
(Puffer und Vorgehensweise s. Clontech Handbuch), diese iiber SDS-PAGE getrennt und iiber

einen Westernblot die Expression des rekombinanten Proteins iiberpriift.

Uberpriifen der HIS', B-GAL" Kolonien

(ausfiihrliches Protokoll s. Clontech Handbuch)

Die im Blau/WeiB-Screening gefundenen positiven Kolonien miissen auf ihre Echtheit
iiberpriift werden.

Hierzu wird die DNA aus der Hefe isoliert (Hoffman und Winston, 1987) und der E.coli
Stamm HB101 transformiert. Nach dem Ausplattieren werden von den erhaltenen Kolonien
so viele wie moglich auf ihre Interaktion nach erneuter Plasmidisolation und Transformation
in den Hefestamm Y190/pAS2-1/Syk full-length getestet. Entsprechende Positiv- und

Negativkontrollen wurden angefertigt.
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3. Ergebnisse

3.1 Methodik

Es wurden einige Vorversuche zur Priifung der Spezifitit des eingesetzten polyklonalen
Antikorpers und zur Optimierung der Immunprézipitation von Syk in Thrombozyten
durchgefiihrt. Fiir die Isolierung der Thrombozyten waren mehrmalige Wasch- und
Zentrifugationsschritte notwendig. Um die Bildung und Wirkung von Thromboxan A2 und
ADP wiéhrend der Thrombozytenprdparation zu unterbinden, wurde das PRP mit Aspirin

inkubiert. Der Wasch- und Resuspensionspuffer enthielt Apyrase, welches ADP inaktiviert.

3.1.1. Expression von Syk in Thrombozyten, aber nicht in Endothelzellen

Um das Protein Syk spezifisch in einem Lysat und damit Gemisch verschiedenster Proteine
nachzuweisen, wurde die Methode des Western Blots eingesetzt. Hierbei wurden die Proteine
in einem ersten Schritt via SDS-Gelelektrophorese nach ihrer Grofle aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran {iibertragen und schlieBlich das gesuchte Protein im Immunoblot
spezifisch nachgewiesen. Im nachfolgend beschriebenen Experiment wurden Lysate von
Thrombozyten und Endothelzellen untersucht. Fiir das Immunostaining wurde ein
polyklonaler anti-Syk Antikorper verwendet. Die Blots (s. Abb. 3) zeigten in den
Thrombozytenlysaten eine klare Bande in der Hohe von 72 kDa, welche das Protein Syk
reprisentiert. In den Endothelzellysaten war eine Doppelbande in der Hohe von etwa 75 kDa
zu beobachten. Der Kontrollblot mit Kaninchen IgG zeigte jedoch in den Endothelzellen
auBBer weiteren unspezifischen Banden die gleiche Doppelbande; in Thrombozyten waren
keine unspezifischen Banden erkennbar. Syk ist somit spezifisch in humanen Thrombozyten

exprimiert, nicht jedoch in humanen Endothelzellen.
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Kaninchen Marker
anti-Syk IgG Kaninchen IgG
-97
Endothelz. TZ Endothelz. TZ >
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Abb. 3: Expression von Syk in Thrombozyten, aber nicht in Endothelzellen

Es wurden konfluente Endothelzellen- (Spuren 1, 2; 2,5 x 10° Endothelzellen = 1 mg Protein) und
Thrombozytensuspensionen (Spuren 3, 4; 5 x 10* Thrombozyten = 1 mg Protein) im Verhéltnis 1:1 mit 2x
Laemmli-Puffer lysiert (jeweils Doppelwerte aus dem gleichen Versuchsansatz). Nach Auftrennung tiber SDS-
Gelelektrophorese und Ubertragen der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran wurde ein anti-Syk Blot (A)
(polyklonales Kaninchen anti-Syk IgG, Verdiinnung 1:2500) durchgefiihrt. Nach stripping der Membran zur
Entfernung gebundener Antikérper wurde die Membran mit der gleichen Konzentration an unspezifischem

Kaninchen IgG (B) (40 ng/ml) inkubiert, um die Spezifitit des Syk-Immunoblots zu priifen.

3.1.2 Messung der Syk-Tyrosinphosphorylierung nach Immunprazipita-

tion

Das Zusammenspiel von Kinasen und Phosphatasen und der durch sie erfolgende Transfer
von Phosphatgruppen spielt eine entscheidende Rolle bei der Signaltransduktion. Da nur ein

kleiner Prozentsatz der Proteine bei der Aktivierung tyrosinphosphoryliert wird, bedient man
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sich der Immunpréazipitation als Methode zur Anreicherung des erwiinschten Proteins.

Die folgenden Abbildungen 4 bis 6 zeigen die Resultate von Optimierungsversuchen
verschiedener Parameter zum Nachweis von tyrosinphosphoryliertem Syk. Es wurden die
Einfliisse von Spender, verwendetem Lysatvolumen, Thrombozytenkonzentration,
Antikorpermenge und Protein A-Sepharose Menge untersucht. In Abb. 4 war auffallend, daf3
der Anteil an tyrosinphosphoryliertem Syk von Spender 8 sehr viel niedriger war als der von
Spender 11 bei etwa gleicher Menge an immunprizipitiertem Syk. Wihrend daher im Fall
Spender 11 eine Lysatmenge von 300 pl und eine Thrombozytenkonzentration von 8 x 108 /
ml ausreichen wiirde, miifite bei Spender 8 viel mehr Zellmaterial eingesetzt werden, um
verwertbare Ergebnisse zu erhalten. Eine weitere Variationsmoglichkeit besteht in der
Verwendung von Protein A-Sepharose oder Agarose als Kopplungspartner fiir den Syk-
Antikorper sowie in der Antikérpermenge. Bei letzterer wurde zwischen 5 und 40 pg pro 0,6
ml Lysatvolumen variiert. Unter Verwendung von Protein A-Sepharose gekoppeltem Syk-
Antikorper im Vergleich zu an Agarose gekoppelten Syk-Antikorper konnte eine etwa 2 - 3-
fach hohere Syk-Immunprizipitation festgestellt werden (Abb. 5). Ahnliche Unterschiede
waren im anti-Phosphotyrosin Blot der entsprechenden Syk-Immunprézipitate zu beobachten.
Im Gegensatz zur Protein A-Sepharose ist der kommerzielle Syk-Antikdrper kovalent an die
Agarose gebunden. Innerhalb einer Optimierungsreihe wurde gefunden, dafl bei Verwendung
des an Protein A-Sepharose gekoppelten Antikorpers die Antikorpermenge von 10 pg fiir ein
gut verwertbares Signal ausreichte. Desweiteren ergab sich, daB3 ein Lysatvolumen von 0,6
ml, eine Antikdrpermenge von 10 pg und 2,5 ng Protein A-Sepharose die besten Ergebnisse
erbrachte. Bereits ein Lysatvolumen von 0,3 ml und eine Antikdrpermenge von 5 pg lieferten
verwertbare Resultate (Abb. 6).

Bei der Auswertung der Syk-Tyrosinphosphorylierung wurde stets die immunprizipitierte
Syk-Menge mitgemessen und es wurde der Quotient Syk-PY/Syk von jeder Probe gebildet,
um Schwankungen der immunpréizipitierten Menge an Syk zu beriicksichtigen. Die Menge
von immunprézipitiertem Syk lag in einem Bereich von 15 - 60 % der Gesamtmenge von Syk

in Thrombozyten.
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A B

Spender Sp 11 Sp 8 Sp 11 Sp 8

Lysatvol. 300 pl 600 pl 300 pl 600 pl - 300 pl 600 pl 300 pl 600 pl

Konz. 8 16 8 16 8 16 8 16 816 8 16 8 16 8 16
[x 10°/ml]
Syk = - - - -
anti-Phosphotyrosin anti-Syk

Abb. 4: Vergleich der Quantitdt von immunprézipitiertem Syk und der Stérke der Syk-
Tyrosinphosphorylierung in Abhangigkeit von Blutspender, Thrombozytenkonzentration und
Lysatmenge

Von zwei Spendern (Sp 11 und Sp 8) wurden Thrombozytensuspensionen der angegebenen

Thrombozytenkonzentration prapariert und Syk wurde mit einem spezifischen an Agarose gekoppelten anti-Syk

Kaninchen IgG immunprézipitiert. Von 75 % der Syk-Immunprézipitate wurde ein Anti-Phosphotyrosin-Blot

(A), von den iibrigen 25 % ein anti-Syk Blot (B) angefertigt.
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Protein A-Seph. Agarose

AK-Menge [ug] 5 10 2040 540

Syk mb = andb@lh —~ =

anti-Syk

Abb. 5: Optimierung der Syk-Immunprazipitation durch Variation der Antikor permenge bzw. Vergleich
von Protein A-Sepharose und Agar ose gekoppeltem Antikor per

Suspensionen von gewaschenen Thrombozyten wurden mit 2x Lysis-Puffer A lysiert. Entweder wurde Syk mit

anti-Syk I1gG gekoppelter Agarose oder mit anti-Syk IgG und anschliefender Zugabe von Protein A-Sepharose

immunprézipitiert. Es wurden Antikérperkonzentrationen zwischen 5 pg und 40 pg eingesetzt. Von den Syk-

Immunpréazipitaten wurde ein anti-Syk Blot angefertigt.

A B
Lysatvolumen 600 ul 300 pl 600 pl 300 pl
AK-Menge [ug] 10 10 5 25 5 25 10 10 5 25 5 25
Prot A-Seph. [mg] 5 25 12 06 1.2 06 5 25 12 06 12 06
Syk = [ St -.
anti-Phosphotyrosin anti-Syk

Abb. 6;: Optimierung der Syk-Immunprézipitation durch Variation des Lysat-Volumens, der
Antikoér permenge und der Protein A-Sepharose Menge

Durch Variation von Lysatmenge, Menge an Syk-Antikdrper und Menge an Protein A-Sepharose wurde die

optimale Kombination fiir eine hohe Proteinausbeute bei moglichst geringem Materialverbrauch ermittelt. (A)

zeigt den Anti-Phosphotyrosin-Blot, (B) den anti-Syk Blot.
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3.1.3 Expression von Syk bel verschiedenen Probanden

Die Expression von Syk wurde in humanen Thrombozyten sowohl bei verschiedenen
Probanden als auch bei den gleichen Probanden an verschiedenen Tagen gemessen, um
eventuelle inter- und intraindividuelle Schwankungen zu ermitteln. Es waren deutliche
interindividuelle und z.T. auch intraindividuelle Variationen der Expression von Syk zu
beobachten. In Tab. 1 sind die Resultate eines Vergleichs von 11 Blutspendern aufgelistet,
wobei die Testperson Sp 1 an 3 Tagen (a, b, ¢) untersucht wurde. Bei Testperson 1 am
Versuchstag a wurden die hochsten Werte ermittelt, welche 100% gesetzt wurden und auf
welche sdmtliche andere Werte bezogen wurden. Spender 7 liegt mit einem Durchschnittswert
von 31% des Maximums am niedrigsten in der Héhe der Syk-Expression. Die Ergebnisse fiir
die 3 Testtage von Spender 1 liegen zwischen 43% und 100%.

Zusammenfassend kann die Schwankung der Methode als gering bezeichnet werden, was aus
dem Mittelwert +/- Standardabweichung der Mehrfachbestimmungen, die bei vielen Spendern
durchgefiihrt wurden, zu erkennen ist. Es bestehen jedoch interindividuelle Variationen der

Syk-Expression und auch intraindividuelle Schwankungen der Syk-Expression (s. Spender 1).

Tab. 1: Vergleich der Syk-Expression in Thrombozyten von ver schiedenen Probanden

Spender Syk-Expression in Thrombozyten [%]
Sp la 100

Sp 1b 44,7+£16,2;n=3
Sp 1c 43,0+ 10,6;n=3
Sp2 88/76

Sp3 55

Sp 4 77,7£78;,n=3
Sp 5 60/56

Sp 6 48 /54

Sp 7 22/40

Sp 8 437+9,5;n=3
Sp9 39,7+£4,0;,n=3
Sp 10 46/ 60

Sp 11 571/43

Von verschiedenen Probanden (Sp 1-11) wurden Thrombozytenlysate (von 4 x 10’ Zellen) iiber
Gelelektrophorese aufgetrennt, und in einem Syk-Immunoblot wurde die Expression von Syk gemessen. Die
Ergebnisse sind Doppelwerte bzw. Mittelwerte £ SD von Mehrfachbestimmungen eines Versuchs bezogen auf
einen internen Standard (Proband lam Versuchstag a = 1a = 100 %). Von Proband 1 liegen aulerdem Ergebnisse
von 2 weiteren Versuchstagen vor, welche mit den Nummern 1b und 1¢ bezeichnet wurden.
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3.2Tyrosinphosphorylierung von Syk wahrend des shape change

3.2.1 Aktivierung nach Stimulation des Thrombin-Rezeptors PAR-1 und
nach mox-LDL (milde oxidiertesLDL)

YFLLRNP, ein Heptapeptid, ist ein partieller Thrombinrezeptoragonist, der in einer
Konzentration von 300 uM einen shape change induziert, aber zu keiner detektierbaren
Sekretion von ATP aus dichten Granula flihrt (Rasmussen et al., 1993). Als weiterer Agonist
wurde mox-LDL untersucht, das in Aspirin-vorbehandelten Thrombozyten nur einen
Formwandel, aber keine ATP-Sekretion oder Aggregation induziert (Weidtmann, 1996;
Baumann-Siemons, 2000). Untersuchungen aus der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dal mox-
LDL Lysophosphatidsdure enthilt, welche fiir den Thrombozytenformwandel induziert durch
mox-LDL verantwortlich ist, und diesen iiber die Aktivierung von LPA-Rezeptoren induziert
(Siess et al, 1999). Um die Bildung von Mikroaggregaten zu verhindern, wurden die

Suspensionen von gewaschenen Thrombozyten mit RGDS (2 mM) fiir 2 min vorbehandelt.

Dosis-Wirkungs-Kurven zeigten, daB3 der shape change durch geringe Konzentrationen von
mox-LDL von nur 10-15 pg/ml induziert werden konnte. Es wurde gefunden, daB3 die Zugabe
von YFLLRNP oder mox-LDL die Tyrosinphosphorylierung von Syk wihrend des shape
change stimulierte (Abb. 7A, B). Die Tyrosinphosphorylierung von Syk nahm nach
YFLLRNP (300 uM, 30 s) um das 5,4+1,7-fache (Mittelwert = SD, n = §, P<0,0001) und
nach mox-LDL (0,5 mg/ml, 30 s) um das 2,5+1,0-fache (Mittelwert £ SD, n = 21, P<0,0001)
zu. Die relativ hohe Standardabweichung ist auf inter- und intraindividuelle Schwankungen
zuriickzufiihren (s. 3.1.3) sowie in geringem Mal auch auf Abweichungen, die methodischen
Ursprungs sind (s. 3.1.2).

In Kinetiken der Syk-Tyrosinphosphorylierung (Abb. 7A, B) wurde gefunden, daf3 die
Stimulierung der Tyrosinphosphorylierung 10 s nach Zugabe von mox-LDL zu beobachten
war. Die maximalen Werte (2-3-fach) wurden 15-30 s nach Zugabe von mox-LDL (s. Abb.
7B) erreicht und nahmen dann wieder ab. Nach Stimulation der Thrombozyten mit mox-LDL
zeigten der shape change und der Anstieg der Tyrosinphosphorylierung von Syk dhnliche
Dosiswirkungskurven (s. Abb. 8). Diese Korrelation konnte darauf hinweisen, dafl die

Tyrosinphosphorylierung der Tyrosinkinase Syk fiir den shape change wichtig ist.
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Abb. 7: Kinetik der Tyrosinphosphorylierung nach mox-LDL (0,5 mg/ml)

(A) Western Blot von Syk-Immunprézipitaten aus Thrombozyten. Die Tyrosinphosphorylierung von Syk
wurde wihrend des shape change zu verschiedenen Zeiten durch mox-LDL (0,5 mg/ml) induziert.
Auflerdem wurden Thrombozyten mit Thrombin (1 U/ml) aggregiert. Thrombozytenlysate wurden mit
spezifischen Syk-Antikorpern (Spalten 1-10) oder mit Kaninchen IgG (Spalte 11) inkubiert.

(B) Grafische Darstellung der Ergebnisse der Stimulation der Syk-Tyrosinphosphorylierung durch mox-
LDL. Die Anti-Phosphotyrosinblots der Syk-Immunpréizipitate wurden densitometrisch ausgewertet. Das
Ergebnis ist reprdsentativ fir 6 Experimente mit Thrombozyten von verschiedenen Spendern
(Mittelwert+SE).
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Abb. 8: DosissWirkungsbeziehung fiir shape change und Tyrosinphosphorylierung (PY) von Syk nach
Stimulation mit mox-L DL

Suspensionen gewaschener Thrombozyten wurden mit mox-LDL im Konzentrationsbereich von 8 bis 250 ng/ml

fiir 30 s in einem Aggregometer stimuliert. Mittels Messung der Abnahme der Lichttransmission wurde der

shape change bestimmt. In der gleichen Probe wurde die Tyrosinphosphorylierung von Syk 30 s nach mox-LDL

Stimulation gemessen. Der Versuch ist représentativ fiir zwei weitere Experimente.

AuBler der Tyrosinkinase Syk wurde auch der Grad der Tyrosinphosphorylierung der
Tyrosinkinase FAK wihrend des shape change untersucht.

Die Resultate (Abb. 9) zeigen, daB3 die fokale Adhésionskinase FAK keine Verdanderung der
Tyrosinphosphorylierung wihrend des entweder durch YFLLRNP oder mox-LDL induzierten
shape change aufweist. Die Aggregation der Plittchen nach Zugabe von Thrombin (1 U/ml,
30 s) geht dagegen einher mit einer sehr ausgeprigten Tyrosinphosphorylierung von FAK.
Die geringe Menge an immunprézipitiertem FAK nach Thrombinaktivierung 148t sich durch
die Bildung von Thrombozyten-Aggregaten erkldren, welche offensichtlich nur einen Teil von

FAK fiir die anschlieBende Immunprézipitation zugénglich macht.

Im Gegensatz zu der Tyrosinkinase Syk ist FAK somit in der frilhen Phase der
Thrombozytenaktivierung, i.e. wéhrend des shape change, induziert entweder durch

YFLLRNP oder mox-LDL nicht involviert.

46



& & & syklp
Al = - == @D anti-PY

A2 e — — anti-Syk

FAK-IP
B1 = anti-PY
B2 = v anti-FAK

Abb. 9: Tyrosinphosphorylierung der Tyrosinkinase Syk, aber nicht der fokalen Adhasionskinase FAK
wahrend des shape change

Suspensionen gewaschener Thrombozyten wurden mit YFLLRNP (300 uM) oder mox-LDL (0,5 mg/ml) zur

Auslosung des shape change fiir 30 s stimuliert, oder mit Thrombin (1 U/ml) fiir 30 s aggregiert. Die Zugabe von

RGDS (2 mM, 3 min) zu den durch YFLLRNP oder mox-LDL stimulierten Proben verhinderte die mdgliche

Bildung von Mikroaggregaten. Die Tyrosinkinasen Syk (A) und FAK (B) wurden aus Thrombozytenlysaten

immunprézipitiert (IP) und mittels Immunoblot die Tyrosinphosphorylierung gemessen.
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3.2.2 Integrin a||bPB3 unabhéngige Tyrosinphosphorylierung von Syk

wahrend des shape change

3.2.2.1 Thrombasthenia Glanzmann

Bei Patienten mit Thrombasthenia Glanzmann ist die Expression des Integrins a[pB3 in
Thrombozyten stark reduziert. Untersuchungen an Thrombozyten dieser Patienten wurden
durchgefiihrt, (a) um zu bestdtigen, dal Syk wihrend des shape change unabhéngig von dem
Integrin QqpPB3 aktiviert wird, und (b) um herauszufinden, ob bei der initialen
Thrombozytenaktivierung durch mox-LDL das Integrin aj[p33 cine Rolle spielt. Friihere
Untersuchungen wiesen darauf hin, dall natives LDL an das Integrin ajpB3 (Koller et al.,
1989, Hackeng et al., 1999) bindet. Es wurde daher die Frage untersucht, ob das Integrin
OqbB3 bei der Thrombozyten-Aktivierung durch mox-LDL beteiligt ist. Es wurden drei

Patienten (A,B,C) mit Thrombasthenia Glanzmann untersucht.

Es wurde zunichst in Dosis-Wirkungskurven (Abb. 10) die Aktivierbarkeit (shape change)
von thrombasthenischen Plédttchen mit der von Kontrollplidttchen nach mox-LDL (0,5 mg/ml,
30 s) verglichen. Die ECs betrug bei den Kontrollpldttchen 0,063 mg/ml, wihrend sie bei
Plattchen des thrombasthenischen Patienten A bei 0,015 mg/ml lag. Letztere reagierten somit
sogar sensitiver auf mox-LDL, was jedoch auch vom Blutspender abhédngen kann.
Desweiteren wurde bei allen drei Patienten A, B und C die Tyrosinphosphorylierung der
Proteine P62, P68, P130 und von Syk (keine Syk-IP bei Patient A, da Aktivierung zu
schwach) nach mox-LDL (0,5 mg/ml, 30 s) mit der von Kontroll-Thrombozyten verglichen
(Abb. 11, Daten Patient B). Bei allen Patienten war ein 4dhnliches Protein-
Tyrosinphosphorylierungsmuster wéhrend des shape change zu finden, was darauf schlieBen
1aBt, daB das Integrin OJpP3 bei der initialen Thrombozytenaktivierung durch mox-LDL
nicht beteiligt ist. Weiterhin wurde die Tyrosinphosphorylierung von Syk in
thrombasthenischen Plattchen (Patient B) nach Aktivierung mit YFLLRNP (300 pum, 20 s)
gemessen (Abb. 11). Auch hier war das Phosphorylierungsmuster vergleichbar mit dem der
Kontrollpléttchen. Die Ergebnisse zeigen, dal die Tyrosinphosphorylierung von Syk wahrend
des shape change unabhingig vom Integrin a[[p[33 ablduft. Weiterhin ist das Integrin a[[p33

fiir den Gestaltwandel in der frithen Phase der Thrombozytenaktivierung nicht erforderlich.
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Abb. 10: DosisWirkungskurven fur den shape change eines Patienten mit Thrombasthenia Glanzmann
und von Kontrollpléttchen nach Stimulation mit mox-L DL

Suspensionen gewaschener Thrombozyten eines Patienten mit Thrombasthenia Glanzmann (Patient A, M) und

von Kontrollpldttchen (®) wurden mit mox-LDL fiir 30 s stimuliert. Der shape change wurde iiber die

Anderung der Lichttransmission im Aggregometer gemessen.
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Abb. 11: Vergleichbare Tyrosinphosphorylierung von P62, P68, P130 und Syk in Thrombozyten eines
Patienten mit Thrombasthenia Glanzmann und von Kontrollplattchen wahrend des shape
changeinduziert durch YFLLRNP und mox-LDL

Suspensionen gewaschener Thrombozyten eines Patienten mit Thrombasthenia Glanzmann (Patient B) und eines

gesunden Blutspenders wurden in Aggregometerkiivetten nicht stimuliert (Kontrolle) oder mit YFLLRNP (300

uM, 20 s) und mox-LDL (0,5 mg/ml, 30 s) ein shape change induziert, der in beiden Proben maximal war. Die

Tyrosinphosphorylierung (Anti-PY) von P62, P68 und P130 in Thrombozyten ist im oberen Blot, die von Syk im

unteren Blot dargestellt (Syk-IP, Syk-Immunprizipitate).
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3.2.2.2RGDS

Das Tetrapeptid RGDS verhindert die Bindung von Fibrinogen, Fibronectin und vWF an das
Integrin Q[[pP3. Der shape change und die begleitende Tyrosinphosphorylierung der Proteine
P62, P68, P130 und Syk induziert durch YFLLRNP (300 pm) oder mox-LDL (0,5 mg/ml)
blieb unbeeinfluflit von einer RGDS (2 mM, 3 min) Vorbehandlung der Thrombozyten. Dies
verdeutlicht weiter die Integrin O1IbB3-unabhingige Stimulation der
Tyrosinphosphorylierung von Syk und der Proteine P62, P68 und P130 wihrend des shape
change (Resultate nicht gezeigt).

3.2.3 Regulation

3.2.3.1 Proteinkinase C

Um den EinfluB der Proteinkinase C auf den shape change und die assoziierte
Tyrosinphosphorylierung der Proteine P62, P68 und P130 der Thrombozyten zu untersuchen,
wurden die Thrombozytensuspensionen vor der Stimulation mit mox-LDL (0,5 mg/ml, 30 s)
bzw. YFLLRNP (300 uM, 30 s) mit dem Proteinkinase C-Inhibitor Ro-31-8220 (0,2 uM, 20
min). Unter diesen Bedingungen war die Thrombozyten-Aggregation induziert durch den
Phorbolester Phorbol 12,13-dibutyrat (200 nM) komplett gechemmt, was auf eine effektive und
komplette Hemmung der Proteinkinase C schlieBen 1d468t. Der Anstieg der
Tyrosinphosphorylierung von Syk wéhrend des shape change nach Stimulation mit
YFLLRNP betrug 240 + 14,1%, nach mox-LDL 244 + 197,8% (n = 3), bezogen auf die
Kontrolle vorinkubiert mit Ro-31-8220. Im Vergleich dazu die Werte ohne Vorinkubation mit
Ro0-31-8220 s. 3.2.1. Da durch den Inhibitor Ro-31-8220 keine Hemmeffekte auftraten, 1463t
dies auf eine Unabhingigkeit des Syk-Tyrosinphosphorylierung von der Proteinkinase C

schlieB3en.
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3.2.3.2 Calcium

Es wurde der EinfluB der Regulation von Syk durch zytosolisches Ca*" untersucht. BAPTA-
AM cheliert zytosolisches Ca”", wobei die kombinierte Behandlung von BAPTA-AM (20
uM, 20 min) und EGTA (2 mM, 1 min) das zytosolische Ca’" in ruhenden Thrombozyten
erniedrigt (Bauer et al., 1999). Nach dieser Vorbehandlung der Thrombozyten war der shape
change nach mox-LDL und YFLLRNP verzogert und reduziert. Die BAPTA-AM und EGTA-
Behandlung erniedrigte die basale Tyrosinphosphorylierung von Syk um 64,8% + 10,0 (n =
4). Eine Stimulation mit YFLLRNP (300 uM) fiihrte zu keiner Erhohung der Syk-
Tyrosinphosphorylierung. Aus diesen Befunden kann geschlossen werden, daB3 fiir die Syk-
Tyrosinphosphorylierung in ruhenden Thrombozyten und nach Stimulation mit YFLLRNP

die normale zytosolische Ca*"-Konzentration (80 - 100 nM) erforderlich ist.

Wihrend des shape change findet eine starke Neuorganisation des Zytoskeletts statt (Siess,
1989). Ruhende diskoide Thrombozyten enthalten 3 — 5% tyrosinphosphoryliertes P62, 6 —
9% P68 und 10 — 20% P130 im Aktin-reichen Zytoskelett. Wéhrend des shape change
induziert durch mox-LDL, steigt der Gehalt an tyrosinphosphoryliertem P62, P68 und P130
auf das 2,9-fache, 7,2-fache und 2,4-fache an (Tab. 2). Ein mdglicher Mechanismus fiir die
erhohte Tyrosinphosphorylierung der Zytoskelettproteine ist die Translokation von
Proteintyrosinkinasen zum Zytoskelett. Es wurde daher die zelluldre Verteilung von mehreren
Tyrosinkinasen in ruhenden Thrombozyten und wihrend des shape change induziert durch
mox-LDL untersucht. Unstimulierte Plittchen enthielten 4 — 7% Fyn, 3 — 6% Src und 0,7 —
1,4% Syk im Zytoskelett. Wéhrend des shape change induziert durch mox-LDL stieg die
Assoziation von Fyn mit dem Zytoskelett stirker (4,8-fach) an als die von Src (1,5-fach) und
Syk (3,1-fach). Die Translokation von aktiven Tyrosinkinasen zum Zytoskelett konnte
wichtig sein fiir die Phosphorylierung von spezifischen Zielproteinen im Zytoskelett.
Desweiteren wurde der Effekt der BAPTA-AM/EGTA Inkubation untersucht. Dies hatte
kaum einen Effekt auf die Zytoskelettassoziation der Proteintyrosinkinasen Src, Fyn und Syk
nach Stimulation mit mox-LDL. Sie fiihrte jedoch zu einer Abnahme der
tyrosinphosphorylierten Proteine P62, P68 und P130 im Zytoskelett von nicht-stimulierten
Zellen. Die Stimulation der Thrombozyten mit mox-LDL erhdhte jedoch auch in BAPTA-
AM/EGTA-vorbehandelten Zellen die Proteintyrosinphosphorylierung in ganzen Zellen
(Daten nicht gezeigt) und im Zytoskelett (Tab. 2). Es scheint also, dall eine normale basale
Héhe des zytosolischen Ca®" (80 — 100 nM) erforderlich ist fiir die Tyrosinphosphorylierung
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von P62, P68 und PI30 in ruhenden Thrombozyten. In mit mox-LDL stimulierten
Thrombozyten hingegen oder nach Thrombin-Rezeptoraktivierung ist die Stimulation der
Tyrosinphosphorylierung von P62, P68 und P130 nicht von einem Anstieg des zytosolischen
Ca”" abhingig. Dies ist im Gegensatz zu den Ergebnissen der Syk-Tyrosinphosphorylierung.
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Tab. 2: Assoziation der tyrosinphosphorylierten Proteine P62, P68 und P130 und der Tyrosinkinasen Src,

Fyn und Syk mit dem Zytoskelett wahrend des shape change induziert durch mox-LDL; Effekt
der Chelierung von zytosolischem Ca?* durch BAPTA-AM/EGTA-Behandlung

Gehalt im Zytoskelett (Einheit: Vielfaches der Kontrolle)

P62 P68 P130
DMSO (Kontrolle) 1 1 1
+ mox-LDL, 20 s 2,8+0,8 72+42 2,4+0,6
+ mox-LDL, 40 s 2,9+0,9 5,1£3,6 2,3+0,9
BAPTA-AM + EGTA | 0,5+ 0,3 0,7+0,3 0,4+0,2
+ mox-LDL, 20 s 0,9+0,7 34+1,0 1,5+0,8
+ mox-LDL, 40 s 1,7+ 1,1 4,0+ 1,8 2,3+0,9

Gehalt der Proteine Src, Fyn und Syk im Zytoskelett (Einheit: Vielfaches der Kontrolle) bzw. Abnahme der

Lichttransmission wiahrend des shape change [cm]

Src Fyn Syk shape change
DMSO (Kontrolle) 1 1 1
+ mox-LDL, 20 s 1,5+0,15 48 +1,8 2,8+1,2 6,0+ 0,7
+ mox-LDL, 40 s 1,5+0,16 45+2,0 3,1£2.2 6,4+0,3
BAPTA-AM + EGTA 1,0+0,3 1,2+04 1,3+0,5
+ mox-LDL, 20 s 1,4+0,1 3,6+09 2,5+12 34+12
+mox-LDL, 40 s 1,3+0,1 3,8+ 1,1 2,5+ 1,4 54+14

Suspensionen von gewaschenen Thrombozyten (8 x 10° Zellen pro pl) wurden mit DMSO (0,1%, Kontrolle) fiir
20 min, oder BAPTA-AM (20uM) fiir 20 min und EGTA (ImM) fiir 1 min inkubiert, bevor mox-LDL (0,5

mg/ml) fir 20 s oder 40 s zugesetzt wurde. Zytoskelettfraktionen wurden isoliert und {iber Immunoblot

untersucht. Ergebnisse sind Mittelwerte = SD von 6 Experimenten.
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3.2.3.3 Piceatannol und weitere Proteintyrosinkinase-Hemmer, |lopr ost

Desweiteren wurde die Wirkung des in der Literatur als Syk-selektiv beschriebenen
Hemmstoffs Piceatannol untersucht (Keely und Parise, 1996). Es wurde gefunden, daf
Piceatannol die Stimulation der Tyrosinphosphorylierung der Proteine P62, P68 und P130
wihrend des shape change induziert durch mox-LDL hemmt. Die dosisabhiingige Reduktion
der Tyrosinphosphorylierung der Proteine P62, P68 und P130 nach Auftrennung iiber SDS-
PAGE und Western Blot Analyse ist in Abb. 12 dargestellt. Die Reduktion der
Tyrosinphosphorylierung erfolgte analog zur Abnahme des shape change. Vor allem fiir P68
ist die Abnahme der Tyrosinphosphorylierung mit ansteigender Konzentration an Piceatannol
ausgeprégt. In parallel dazu durchgefiihrten Syk-Immunprézipitations-Experimenten (n = 3)
wurde untersucht, ob Piceatannol die Tyrosinphosphorylierung von Syk hemmt. Es wurde
jedoch keine Hemmung der Syk-Tyrosinphosphorylierung festgestellt (Daten nicht gezeigt).
Die in der Literatur beschriebene Syk-selektive Hemmwirkung von Piceatannol konnte somit

nach Stimulation der Thrombozyten mit mox-LDL nicht gefunden werden.

Piceatannol DMSO DMSO Piceatannol
15 pg/ml 30 uyg/ml 0,3% 0,6% 45 pg/ml 60 pg/ml

K K mox K K mox K K mox K K mox K K mox K K mox

LDL LDL LDL LDL LDL LDL

PLIO M e v e s s — — — — — — — — — — o —

Abb. 12: Dosisabhdngige Reduktion der Tyrosinphosphorylierung in Thrombozytenlysaten durch
Piceatannol

Suspensionen gewaschener Thrombozyten wurden mit DMSO (0,3%, bzw. 0,6%) oder ansteigenden

Konzentrationen von Piceatannol (15 - 60 pg/ml in DMSO) 10 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit

mox-LDL (0,5 mg/ml, 30 s) stimuliert. Gezeigt ist ein Antiphosphotyrosin-Blot der Thrombozytenlysate

(représentativ fiir 3 Experimente).
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Desweiteren wurden verschiedene generelle Tyrosinkinase-Hemmer auf ihren Effekt auf die
Tyrosinphosphorylierung von Syk wihrend des shape change untersucht. Negrescu et al.
konnten zeigen, daB3 die Proteintyrosinkinase-Inhibitoren Genistein und Tyrphostin A23 den
YFLLRNP induzierten shape change sowie die Erhohung der Tyrosinphosphorylierung der
Proteine P62, P68 und P130 hemmen (Negrescu et al., 1995). Eine Vorinkubation der
gewaschenen Thrombozytensuspension mit Tyrphostin A23 (250 uM, 20 min) hemmte den
shape change induziert durch YFLLRNP und fiihrte nur zu einer geringen Erhdhung der Syk-
Tyrosinphosphorylierung (1,2-fach) im Vergleich zu 4,3-fach in den unbehandelten Proben,
insgesamt zu einer Reduktion um 96%. Eine Vorbehandlung der gewaschenen Thrombozyten
mit Genistein (150 uM, 3 min) zeigte nach Stimulation mit YFLLRNP eine Reduktion der
Tyrosinphosphorylierung von Syk um 62,0 £ 1,9% (n = 3). Die inaktiven Strukturanaloge
Daidzein (fiir Genistein) und Tyrphostin A1 (fiir Tyrphostin A23) zeigten keinen Effekt auf
den shape change und die Tyrosinphosphorylierung von P62, P68, P130 und Syk nach
Stimulation mit YFLLRNP.

Das Prostazyklin-Analog Iloprost erhoht den cAMP-Spiegel um das 5 - 7-fache, verhindert
den Pldttchen shape change wund inhibierte die durch YFLLRNP induzierte
Tyrosinphosphorylierung von P62, P68 und P130 (Negrescu et al., 1995). Gewaschene
Thrombozyten wurden mit Iloprost (2 nM, 2 min) vorinkubiert und anschlieBend mit
YFLLRNP bzw. mox-LDL stimuliert. Neben einer Hemmung des shape change war auch die
Stimulation der Tyrosinphosporylierung der Tyrosinkinase Syk reduziert, nach YFLLRNP um
74,7 £ 17,5% (n = 3) und nach mox-LDL um 39,3 *+ 26,1% (n = 3). Ohne Zusatz von Iloprost
war der Anstieg der Tyrosinphosphorylierung nach YFLLRNP 3,4-fach und nach mox-LDL
2,7-fach.
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3.3 Funktion der Syk-Tyrosinphosphorylierung fir den shape change

3.3.1 Untersuchungen an mit EGTA vorbehandelten Thrombozyten

Die Behandlung von Thrombozyten mit EGTA (5 mM, 20 min) fiihrt zur Dissoziation des
Integrins O[[pB3, einem Anstieg der Tyrosinphosphorylierung der Proteine P62, P68, P130
und zur Syk-Stimulierung, ohne daf3 die Thrombozyten aktiviert werden (Negrescu und Siess,
1996). Nach EGTA-Vorbehandlung kann ein unveranderter shape change durch YFLLRNP
bzw. mox-LDL ausgelost werden (Negrescu und Siess, 1996). In der folgenden Abbildung
(Abb. 13) sind die Verdnderungen der Tyrosinphosphorylierung von Syk nach EGTA-
Behandlung und einer anschlieBenden Stimulation durch YFLLRNP zusammengestellt.

Die EGTA-Vorinkubation allein fiihrte zu einer nahezu 5-fachen Erhohung der
Tyrosinphosphorylierung von Syk. Nach einer auf eine EGTA-Vorinkubation folgenden
Stimulation mit YFLLRNP wurde ein shape change induziert, es war jedoch kein weiterer
signifikanter Anstieg der Tyrosinphosphorylierung von P62, P68 und P130 (Daten nicht
gezeigt) sowie von Syk festzustellen (Abb. 13).

Diese Ergebnisse zeigen, dal Syk zwar aktiviert wird, aber funktionell fiir den shape change

keine Rolle spielt.
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Abb. 13: Tyrosinphosphorylierung von Syk nach EGTA-Inkubation von Thrombozyten und
anschliel3ender Induktion des shape change durch YFLLRNP

Suspensionen von gewaschenen Thrombozyten wurden mit EGTA (5 mM) fiir 20 min inkubiert. AnschlieBend
wurden die Proben nicht aktiviert (Spur 2), oder mit YFLLRNP (300 uM) fiir 30 s (Spur 3) stimuliert. Die
Kontrollen ohne EGTA-Behandlung sind in Spur 1 bzw. Spur 4 (mit YFLLRNP-Stimulation) aufgetragen.

Die Tyrosinphosphorylierung von Syk wurde gemessen. Die Abbildung zeigt einen reprédsentativen Anti-
Phosphotyrosin Blot von Syk-Immunprézipitaten (oben) und die densitometrische Auswertung der Syk-
Tyrosinphosphorylierung (unten). Darunter ist beschrieben, ob ein shape change ausgeldst wurde oder nicht. Die

Werte sind Mittelwerte = SE von 8 unabhédngigen Experimenten.
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Da die durch EGTA induzierte Tyrosinphosphorylierung von Syk Schwankungen unterlag,
die eventuell durch die Gegenwart von Spuren von Plasma in der Suspension gewaschener
Thrombozyten verursacht worden sein konnten, wurde die Wirkung von Plasma auf die
Tyrosinphosphorylierung von Syk, P62, P68 und P130 untersucht. Es wurde vermutet, daf3
Plasma eine gewisse Schutzfunktion auf das Integrin a[[p[33 ausiibt.

Nach EGTA-Behandlung war zunéchst in allen Proben (Plasma 0 - 2%) eine Stimulation von
P62, P68 wund Syk festzustellen (Abb. 14). Plasma bewirkte vor allem im
Konzentrationsbereich von 0,5% - 2% eine Verminderung der Tyrosinphosphorylierung einer
Bande unterhalb von P68 (s. Abb. 14 Pfeil) als auch eine leichte Abschwidchung der Syk-
Tyrosinphosphorylierung nach EGTA-Behandlung. Die Verminderung der Bande unterhalb
von P68 ist wahrscheinlich durch eine Interferenz des Western Blots mit Albumin erklirbar.
Albumin hat ebenfalls eine Molekiilmasse von etwa 68 kD wie P68 und es ist wahrscheinlich,
daB3 Albumin die tyrosinphosphorylierte Bande unterhalb von P68 auf dem Blot iiberlagert

und eine Bindung des Antikorpers stort.
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Plasma [%] 0 02505 1 2 0 02505 1 2
P130 e e o T T3
anti-PY
P68 & - -~ - T <
P62 R ——
— — — e T G N S——
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Syk — - anti-PY Syk-IP

Syk o wmm s —m———— — — anti-Syk

Abb. 14: Einflu3 von Plasmaim Thrombozytensuspensionsmedium auf die basale und durch EGTA
stimulierte Tyrosinphosphorylierung in Thrombozyten
Suspensionen gewaschener humaner Thrombozyten wurden in Gegenwart von Plasma (0,25 - 2%) mit oder ohne

5 mM EGTA fiir 20 min bei 37 °C inkubiert und die Tyrosinphosphorylierung von P62, P68, P130 bzw. von Syk

gemessen.
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3.3.2 Einflul von allgemeinen und spezifischen Inhibitoren der Src-
Kinasen auf Syk-Tyrosinphosphorylierung und shape change

Es wurden zwei strukturell nicht verwandte spezifische Inhibitoren von Src-Kinasen PP1 und
PD173956 (Hanke et al., 1996) eingesetzt. Mit den selektiven Src-Kinase Inhibitoren PP1 und
PD173956 wurden Untersuchungen zur Rolle der Tyrosinkinase Syk fiir den shape change
durchgefiihrt. Wie Bauer et al. fanden, wird der shape change induziert durch
Thrombinrezeptoraktivierung mit YFLLRNP oder ADP (gemessen im Aggregometer) durch
diese Inhibitoren nicht gehemmt (Bauer et al., 2001).

Die folgenden Farbungen von F-Aktin in humanen Thrombozyten (s. Abb. 15) zeigen, dafl
auch der morphologisch gemessene Formwandel durch die Vorbehandlung der Thrombozyten
mit Src-Kinase Inhibitoren unbeeinflu3t blieb. Deutlich ist zunichst die Verkleinerung der
diskoiden Thrombozyten, die unregelmdBige Oberfliche, einzelne Pseudopodien und die
Zunahme der Intensitéit der Fluoreszenz nach Stimulation der Thrombozyten mit YFLLRNP,
was auf eine Zunahme und Umverteilung von F-Aktin wihrend des Formwandels
zuriickzufiihren ist (vgl. Abb. 15A, B). Diese morphologischen Verdnderungen waren durch
Vorbehandlung mit PP1 und PD 173956 unbeeinfluflt (Abb. 15C, D).

Bei einer Stimulation der Thrombozyten mit mox-LDL bzw. LPA war der shape change nach
Zusatz der Src-Kinase Inhibitoren nicht gechemmt (Abb. 16A). Es wurde jedoch gefunden, daf3
die Tyrosinphosphorylierung der Proteine P62, P68 und P130 (Abb. 16B) sowie von Syk
(Abb. 16C) nach entsprechender Vorinkubation mit PP1 bzw. PD173956 komplett gehemmt
war.

Trotz vollstandiger Hemmung der Stimulation der Tyrosinphosphorylierung von Syk und der
Proteine P62, P68 und P130 durch die Src-Kinase Inhibitoren PP1 und PD173956 kommt es
zu einer vollstdndigen Ausbildung des shape change, induziert durch YFLLRNP, mox-LDL
oder LPA. Syk wird zwar wihrend des shape change vermehrt an Tyrosin phosphoryliert,
diese Tyrosinphosphorylierung ist jedoch nicht essentiell fiir die Ausbildung dieser friihen

Thrombozytenantwort.
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Abb. 15: Keine Hemmung des YFLLRNP induzierten shape change durch die Src-Kinase Inhibitoren
PP1 und PD173956 in F-Aktin angefarbten Thrombozyten

Im Aggregometer wurden Suspensionen gewaschener Thrombozyten nicht aktiviert (Bild A) oder nach
Vorinkubation mit DMSO (0,25%, 10 min, Bild B) oder den Src-Kinase Inhibitoren PP1 (20 uM, 10 min, Bild
C) und PD173956 (2,5 uM, 10 min, Bild D) vorinkubiert und dann mit YFLLRNP (300 uM) fiir 30 s stimuliert.
Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Fixierung der Proben mit Formaldehyd. Die fixierten Zellen wurden
auf Deckglidschen zentrifugiert, mit Rhodamin-Phalloidin fiir F-Aktin angefirbt und mit dem konfokalen
Lasermikroskop ausgewertet (5000-fache Vergroferung).
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Abb. 16: Hemmung der Tyrosinphosphorylierung von P62, P68 und P130 sowie Syk, aber nicht des
shape change durch die Src-Kinase I nhibitoren PP1 und PD173956

Suspensionen gewaschener Thrombozyten wurden mit DMSO (0,2%, Losungsmittelkontrolle), PP1 (20 pM, 10

min) bzw. PD173956 (2,5 uM, 10 min) vorinkubiert und anschlieBend mit mox-LDL (100 pg/ml) bzw. LPA (80

nM) stimuliert. Der shape change wurde im Aggregometer gemessen (A) und die Tyrosinphosphorylierung der

Proteine P62, P68 und P130 in denselben Proben via Western Blot bestimmt (B). Desweiteren wurde Syk

immunprézipitiert und dessen Tyrosinphosphorylierung gemessen (C).
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3.3.3 Untersuchungen an Syk(-/-)-Maus-Thrombozyten

Um die funktionelle Rolle von Syk fiir den shape change definitiv aufzukldren, wurden
Untersuchungen an Syk-defizienten Maus-Thrombozyten durchgefiihrt. Es wurde gefunden,
daB in Syk-defizienten Maus-Thrombozyten ein normaler shape change auslosbar war und die
Stimulation der Tyrosinphosphorylierung der Proteine P62, P68 und P130 vergleichbar war
mit den Ergebnissen in Wildtypkontrollen (Abb. 17 und Bauer et al., 2001). Die Stimulation
der Thrombozyten erfolgte mit dem Thromboxan A,-Rezeptor-Agonisten U46619 (100 nM).

Die beschriebenen Resultate zeigen, daB3 Syk zwar aktiviert wird, aber nicht funktionell
wiahrend des shape change involviert ist. Dariiberhinaus lassen die Experimente mit den
Inhibitoren PP1 und PD173956 den SchluB zu, dal Syk downstream von Src-Kinasen
aktiviert wird. Weiterhin zeigen Ergebnisse mit den Syk knock-out Maus-Thrombozyten, dal3
die Tyrosinkinase Syk nicht an der Tyrosinphosphorylierung der Proteine P62, P68 und P130
beteiligt ist.
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Abb.17: Shape change (links) und assoziierte Proteintyrosinphosphorylierung (rechts) von
Thrombozyten von Wildtyp-M dusen und Syk(-/-)-M dusen stimuliert mit 100 nM U46619

Die Ergebnisse sind reprisentativ fiir 2 weitere Experimente.
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3.4 Integrin aj| b3 abhangige Tyrosinphosphorylierung von Syk

34.1Transfizierte CHO-Zellen als M odellsystem fiir einen ITAM
unabhangigen Signalweg der Syk-Aktivierung

CHO-Zellen dienten als Modellsystem, um die Lokalisation der Tyrosinkinase Syk zu
verschiedenen Zeiten wihrend der Zellausbreitung zu untersuchen. In diesem Zelltyp konnte
ein ITAM unabhingiger Signalweg beschrieben werden (Gao et al., 1997). CHO-Zellen
(Zellinie AS5) waren stabil mit dem Integrin a[[pP3 und transient mit der Tyrosinkinase Syk
transfiziert. In Abhingigkeit von der Zeit breiteten sich die CHO-Zellen auf Fibrinogen-
beschichteten Deckglaschen nach Inkubation bei 37°C aus. In
immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurde die Lokalisation des Proteins Syk
und eventuelle Colokalisationen mit anderen Proteinen zu verschiedenen Zeitpunkten des
spreading bestimmt.

Abb. 18 zeigt die CHO-Zellen in einem frithen Stadium des spreading. Nach 15 min konnte
Syk im Zytosol, aber vor allem auch an der Zellmembran detektiert werden, wobei es sowohl
mit F-Aktin als auch dem Integrin ay[p[33 colokalisierte. Da es an den Randbereichen von
Zellen héufig zu Artefakterscheinungen aufgrund der Zellabrundungen kommt, wurde ein
Kontrollversuch mit GFP (green fluorescent protein) transfizierten Zellen durchgefiihrt. Wie
erwartet war das GFP iiber das gesamte Zytosol verteilt und das Uberlagerungsbild zeigte
keine Colokalisation an der Zellmembran (Abb. 19).

Nach vollstindiger Ausbreitung der CHO-Zellen (60 min bei 37°C) kommt es zur Ausbildung
von Strefifasern (Férbung von F-Aktin mit Rhodamin-Phalloidin) und fokalen
Adhisionsstellen, an denen sich das Integrin a[[p33 konzentriert (Antikdrper gegen das A[[pb)
(Abb. 20). Das Protein Syk ist wieder iiber die gesamte Zelle verteilt und es sind keine
Colokalisationen mit dem Integrin a[[p33 mehr zu beobachten. Die Resultate deuten also auf
eine frithe Beteiligung der Tyrosinkinase Syk bei der a[[p[33-vermittelten Zellausbreitung hin,
wobei das Protein zunichst an der Zellmembran konzentriert und spéter wieder diffus {iber die

Zelle verteilt ist.
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Rhodamin Colokalisation

Abb. 18: Syk colokalisiert mit F-Aktin und dem Integrin aj|pB3 an der Plasmamembran wahrend des
frihen CHO-Zéellspreading.
Stabil mit dem Integrin Oy[pB3 und transient mit Syk transfizierte CHO-Zellen (Zellinie A5) wurden auf
Fibrinogen-beschichtete Deckgldschen gebracht und fiir 15 min bei 37 °C inkubiert (friihe Phase des spreading).
Die Lokalisation von Syk und dem Integrin Oy erfolgte {iber spezifische polyklonale Primérantikorper, wobei
die Sekundirantikdrper mit dem entsprechenden Fluoreszenz-Farbstoff (FITC oder Rhodamin) markiert waren.
Die Detektion von F-Aktin erfolgte durch Anfirbung mit Rhodamin-Phalloidin. Gezeigt sind von oben nach
unten 3 verschiedene Zellen, bei denen eine Syk/Aktin bzw. Syk/aqp Doppelfarbung durchgefiihrt wurde. Der

Léngenbalken entspricht einem 1 pm.
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Rhodamin Colokalisation

Abb. 19: Keine Colokalisation von dem Green Fluorescent Protein (GFP) mit Syk, F-Aktin oder dem
Integrin aj|pB3 wahrend der frihen CHO-Zellausbreitung

Mit Syk oder dem Integrin O[pP3 transfizierte CHO-Zellen wurden mit dem Green Fluorescent Protein

cotransfiziert. Die Zellen wurden auf Fibrinogen-beschichteten Coverslips fiir 15 min bei 37°C ausgebreitet. Syk

und das Integrin a[p wurden iiber Rhodamin-gekoppelte Sekundirantikorper und F-Aktin iiber Rhodamin-

Phalloidin nachgewiesen (Lédngenbalken = 1 pm).
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FITC Rhodamine Colokalisation

Abb. 20: Keine Colokalisation von Syk mit Stref¥fasern und dem Integrin ajpB3 an fokalen
Adhasionsstellen wahrend des spaten CHO-Zéellspreading

Mit Syk und dem Integrin of[pP3 transfizierte CHO-Zellen wurden 1h bei 37°C auf Fibrinogen-beschichteten

Deckglédschen ausgebreitet. Syk wurde iiber FITC-gekoppelte Sekundérantikdrper nachgewiesen, F-Aktin {iber

Rhodamin-Phalloidin und das Integrin afyp iiber Rhodamin gekoppelte Sekundédrantikérper. In der oberen

Bildreihe sind StreB3fasern zu erkennen, in der unteren Bildreihe fokale Adhésionsstellen.

3.4.2 Thrombozyten

Nachdem Syk in transfizierten CHO-Zellen lokalisiert werden konnte, wurden
Untersuchungen in Thrombozyten zur Lokalisation von Syk durchgefiihrt. Syk konnte
wihrend des Formwandels wegen der kleinen und kompakten Form der Thrombozyten nicht
mit Immunfluoreszenzmikroskopie lokalisiert werden. Jedoch war dies an Thrombozyten, die
sich auf Deckgldschen ausgebreitet hatten (Thrombozyten-spreading) moglich. Hier konnten
ebenfalls Colokalisationsbereiche von Syk und dem Integrin a[[p33 an der Plasmamembran
detektiert werden (Abb. 21). Da Syk sehr viel geringer in Thrombozyten exprimiert ist als das

Integrin a[pPB3, mubte eine hohere Syk-Antikorperkonzentration eingesetzt werden im
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Vergleich zur Antikdrperkonzentration gegen das Integrin a[[p3. Um nachzuweisen, daf3 die
Syk-Anfarbung spezifisch war, wurden Kontrollen mit IgG (0,5 pg) bzw. beim anti-Syk (C-
20) Peptid-Antikorper mit dem entsprechenden Peptid (5 pg) durchgefiihrt, welche kein

Signal bzw. nur ein schwaches Hintergrundsignal aufwiesen.

Abb. 21: Colokalisation desIntegrins a;pB3 und von Syk in ausgebr eiteten Thrombozyten

Thrombozyten wurden auf Poly-L-Lysin-beschichtete Deckgldschen zentrifugiert und bei 37°C fiir 15 min
inkubiert. Die Lokalisation des Integrin Oyp,B3 und von Syk wurde iiber Immunfluoreszenz ermittelt. Es sind
Doppelfirbungen des Integrins OjpPB3 und von Syk gezeigt. Die Pfeile zeigen beispielhaft Bereiche der

Colokalisation beider Proteine an der Zellmembran.
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3.4.2.1 Thrombozyten-Aggr egation: FcRy-K etten Tyrosinphosphorylierung,
Syk- und PL Cy2-Aktivierung

Um der Frage der Regulation von Syk nach Aktivierung des Integrins Q[[p[33 nachzugehen,
werden  Untersuchungen an  aggregierenden  Thrombozyten  durchgefiihrt. Die
Thrombozytenaggregation wird iiber die Bindung von Fibrinogen an das Integrin Q[[p33
vermittelt, welche zu outside-in Signalen wie Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung der
Tyrosinkinase Syk fiihrt. Eine Auftrennung von Syk-Immunprézipitaten von Thrombin-
aggregierten Thrombozyten auf einem Gradientengel zeigte, dal die ITAM-enthaltende
FcRy—Kette vermehrt tyrosinphosphoryliert wird und mit Syk assoziiert. Dabei zeigte die
tyrosinphosphorylierte FcRy-Kette eine Doppelbande bei etwa 15 kDa Molekiilmasse.
Identifiziert wurde die FcRy-Kette durch stripping der Membran und durch einen Immunoblot
mit einem polyklonalen Antikdrper gegen die FcRy-Kette. Es wurde gefunden, daf3 bei der
Verwendung des EDTA enthaltenden Lysis-Puffers fiir die Syk-Immunprézipitation, der fiir
die Pull-down Assays mit dem GST-Syk Tandem-SH2 Fusionsprotein verwendet wurde
(2.2.6), die Tyrosinphosphorylierung deutlich besser nachweisbar war. Die
Tyrosinphosphorylierung von Syk und der assoziierten FcRy-Kette war 10 s nach Induktion
der Aggregation durch Thrombin detektierbar und war nach 30 s maximal (Abb. 22). Als
Positivkontrolle diente Kollagen, ein starker Stimulus der Tyrosinphosphorylierung von Syk

und der FcRy-Kette (Gibbins et al., 1996).

Nach einer Vorbehandlung der Blutpldttchen mit RGDS, welches die Bindung von Fibrinogen
an das Integrin Oj[p3 und die Thrombin-induzierte Aggregation hemmt, konnte keine
Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette in den Syk-Immunprézipitaten beobachtet werden
(Abb. 22). Ebenfalls kam es unter diesen Bedingungen bei Pull-down Assays zu keiner
Zunahme an phosphorylierter FcRy-Kette (Zugabe von RGDS und kein Riihren; Daten nicht
gezeigt). Syk war jedoch tyrosinphosphoryliert, allerdings schwicher als in den aggregierten
Proben (s. Abb. 23, Spur 2 im Vergleich zu Spuren 6 bis 8). Die Anwesenheit der
tyrosinphospho-rylierten FcRy-Kette in den Syk-Immunprizipitaten war also abhingig von

der Bindung von Fibrinogen an das Integrin a[jpB3 und der Thrombozytenaggregation.

Die Stimulus-induzierte Assoziation von Syk und der FcRy-Kette in aggregierenden
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Thrombozyten konnte auch in Pull-down Assays mit einem GST-Fusionsprotein, das die
Tandem-SH2-Doméne von Syk enthielt, gefunden werden (Abb. 24). Zeitabhingig assoziierte in
Thrombin-aggregierten Blutpléttchen die tyrosinphosphorylierte FcRy-Kette mit dem GST-
Syk Tandem-SH2 Fusionsprotein. Das Maximum war 30 s nach der Zugabe von Thrombin
erreicht. GST allein diente als Kontrolle und zeigte keine FcRy-Doppelbande (Abb. 26B, Spur
6).
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Abb. 22: Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette wahrend shape change und Aggregation in
Abhangigkeit von der Zeit

Suspensionen von gewaschenen humanen Thrombozyten wurden mit Thrombin (1U/ml) aktiviert; zum einen

nach Vorinkubation mit RGDS (ImM) ohne Riihren um einen shape change zu induzieren (links), oder zum

anderen mit Riithren um eine Aggregation der Thrombozyten auszuldsen (rechts). Plittchen wurden lysiert, Syk

wurde immunprazipiert und die Phosphorylierung der FcRy-Kette wurde iiber einen Immunoblot und dessen

densitometrische Auswertung analysiert. (Mittelwerte + SD, n = 4)
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Abb. 23: Coimmunprézipitation der tyrosinphosphorylierten FcRy-Kette mit Syk wéahrend der
Thrombin-induzierten Thrombozyten-Aggregation
Suspensionen von gewaschenen Thrombozyten wurden bei 37°C fiir 3 min ohne oder mit RGDS (1 mM, Spur 1-
3) inkubiert. Thrombin (1 U/ml, Spuren 2 bis 10) und Kollagen (100 pg/ml, 90 s, lane 11) wurden zugegeben
und fiir die angegebene Zeitdauer inkubiert. In den Proben 1-3 erfolgte die Aktivierung der Thrombozyten ohne
Rithren, um zusétzlich zu der RGDS-Vorbehandlung eine Thrombozyten-Aggregation zu verhindern. Die
Thrombozyten wurden lysiert und Syk wurde immunprézipitiert. Die Abbildung zeigt einen Anti-Phosphotyrosin
Blot (unten: ldngere Exposition der FcRy-Kette) der Anti-Syk Immunprézipitate und ist repriasentativ fiir 5

weitere Experimente.
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ADbb. 24: Assoziation der tyrosinphosphorylierten FcRy-Kette mit dem GST-Syk Tandem-SH2
Fusionsprotein in Thrombin-aggregierten Thrombozyten

Suspensionen von gewaschenen Thrombozyten wurden mit Thrombin (1 U/ml) fiir verschiedene Zeiten

stimuliert. Die Thrombozyten wurden lysiert, die Proteine in einem Pull-down Assay mit 10 pg GST-Syk

Tandem-SH2 Fusionsprotein aus den Zellysaten prézipitiert. Die Abbildung zeigt einen Anti-Phosphotyrosin

Blot und ist reprisentativ fiir 2 weitere Experimente.
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Desweiteren wurde die Tyrosinphosphorylierung der PLCy2 untersucht, welche ein
Zielprotein der Syk-Aktivierung in Kollagen-stimulierten Thrombozyten darstellt. Die
Tyrosinphosporylierung der PLCy2 stieg um das 8-fache in Thrombin-aggregierten
Thrombozyten an, aber nur zu einem geringerem Ausmall in Thrombin-stimulierten

Thrombozyten wihrend des shape change in Abwesenheit von Aggregation (Abb. 25).
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Abb. 25: Tyrosinphosphorylierung der PLCy2 in Thrombin-stimulierten Thrombozyten

Suspensionen von gewaschenen Thrombozyten wurden mit Thrombin (1 U/ml) aktiviert, entweder unter Riihren,
um eine Aggregation hervorzurufen (links), oder nach Vorinkubation mit RGDS (1 mM) ohne Riihren, um den
shape change zu induzieren (rechts). Die Thrombozyten wurden lysiert und die PLCy2 wurde immunprézipitiert.
Gezeigt sind reprisentative anti-Phosphotyrosin Blots und anti-PLCy2 Blots der PLCY2 Immunprézipitate (oben)

und die Ergebnisse der densitometrischen Messungen der PLCy2 Tyrosinphosphorylierung (unten).
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Um die Tyrosinkinasen zu identifizieren, welche verantwortlich sind fir die
Tyrosinphosporylierung der FcRy-Kette und der Syk-Aktivierung, wurden die spezifischen
Inhibitoren der Src-Kinasen PP1 und PD173956 verwendet. Es wurde gefunden, dal3 diese
zwei Inhibitoren die Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette in Thrombin-stimulierten
Thrombozyten hemmten. Die Hemmung der Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette war in
Syk-Immunprézipitaten und in GST-Syk Tandem-SH2 Pull-down Assays nachweisbar
(Abb. 26A, B). AuBBerdem hemmten die Src-Kinase Inhibitoren die Assoziation der FcRy-
Kette mit der Syk Tandem-SH2-Doméne (Abb. 26B unten), was darauf schlieBen 148t, daf die
Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette erforderlich ist fiir die Assoziation mit der Tandem-
SH2-Doméne von Syk. Weiterhin war die Tyrosinphosphorylierung von Syk ebenfalls
inhibiert (Abb. 26A).

Zusammengefalit zeigen diese Ergebnisse, dal die Aktivierung des Integrins Q[pf33 durch
Fibrinogen in Thrombin-aggregierten Thrombozyten zur Src-Kinasen vermittelten
Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette fiihrt, welche dann mit der Tandem-SH2-Doméne
von Syk assoziiert. AnschlieBend kommt es zu einer vermehrten Syk-Tyrosinphospho-
rylierung, Syk-Aktivierung und Tyrosinphosphorylierung der PLCY2. Dagegen wird wéahrend
des shape change ohne Aggregation die Tyrosinphosphorylierung von Syk und der PLCY2 nur

gering stimuliert, und zwar durch einen Signalweg, der unabhéngig von der FcRy-Kette ist.
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Abb. 26: Inhibierung der Tyrosinphosphorylierung von Syk und der assoziierten FcRy-K ette durch die
Src-Kinase Inhibitoren PP1 und PD173956 in Thrombin-stimulierten Thrombozyten

(A) Anti-Phosphotyrosin Blot der Syk-Immunprézipitate
Suspensionen von humanen Thrombozyten wurden mit DMSO (Spuren 1, 2), PP1 (20uM, Spur 3) und
PD173956 (2,5 uM, Spur 4) fiir 10 min bei 37°C inkubiert, bevor sie mit Thrombin (1 U/ml) fiir 30 s
aggregiert wurden. Das Experiment ist représentativ fiir 3 Experimente.

(B) Anti-Phosphotyrosinblot von Pull-down Assays mit GST-Syk Tandem-SH2 Fusionsprotein
Thrombozyten wurden mit DMSO (Spuren 1-3, 6), PP1 (20 uM, Spur 4) oder PD173956 (2,5 uM, Spur 5)
fiir 10 min inkubiert, bevor sie mit Thrombin (1 U/ml) fiir 30 s oder 60 s aggregiert wurden. Die Proteine

wurden mit 10 pg GST-Syk Tandem-SH2 Fusionsprotein (Spuren 1-5) oder einem molaren Aquivalent an

GST (Spur 6) aus den Zellysaten immunprézipitiert. Die Proteine wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und
es wurde ein Phosphotyrosin-Blot erstellt (oben). Der Blot wurde gestrippt und mit anti-FcRy-Ketten

Antikorpern behandelt (unten).
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Um die funktionelle Relevanz des beschriebenen Signalwegs zu untersuchen, wurden
Aggregationsstudien mit den Src-Familie Kinase spezifischen Inhibitoren PP1 und PD173956
durchgefiihrt.

Die Src-Kinase Inhibitoren hatten eine hemmende Wirkung auf die Thrombin-induzierte
Aggregation. Sowohl PP1 (20 uM) als auch PD173956 (2,5 uM) hemmten die Aggregation
nach niedrigen Thrombin-Konzentrationen (0,05-0,15 U/ml) (Abb. 27). Die Hemmung betrug
40 + 11% nach Vorinkubation der Plittchen mit 20 uM PP1 und 71 * 16% nach
Vorbehandlung mit 2,5 uM PD 173956 (Mittelwert £ SD, n=4 Experimente mit
Thrombozyten verschiedener Spender). Der shape change, wie bereits in 3.3.2 ausfiihrlich
beschrieben, war unbeeinfluflit von der Inkubation mit den Src-Kinase Inhibitoren PP1 und
PD173956. Wurden hohe Konzentrationen an Thrombin eingesetzt, verhinderten PP1 und
PD173956 die Pléttchenaggregation nicht (Abb. 27B).

Die Ergebnisse legen nahe, dall das Integrin a[[pB3 outside-in signaling zu einer durch die
Src-Familie Kinasen vermittelten Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette und deren
Assoziation mit Syk fithrt. Dadurch kommt es zur Aktivierung von Syk und zur
Tyrosinphosphorylierung der PLCy2. Dieser Signalweg scheint eine Rolle bei der
Thrombozytenaggregation zu spielen, welche durch niedrige, nicht aber hohe Thrombin-
Konzentrationen ausgelost wird.

Diese SchluBfolgerung wird durch Studien an Thrombozyten von Syk und FcRy-Ketten
defizienten Méausen unterstiitzt. In drei Experimenten wurden die Aggregationkurven nach
Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen an Thrombin (0,01 — 0,3 U/ml) in FcRy-Ketten (-/-)
und Wildtyp-Maus-Thrombozyten verglichen. Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse in einer
Ubersicht. In Abb. 28 A sind die Aggregationskurven von Versuch 3 abgebildet. Die FcRy-
Ketten(-/-) und auch Syk (+/-) (Abb. 28B) Maus-Thrombozyten zeigten eine verzogerte und
verringerte Aggregation nach Stimulation mit niedrigen im Vergleich zu hoéheren

Konzentrationen an Thrombin.
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Abb. 27: Die Src-Kinase Inhibitoren PP1und PD173956 inhibieren die Aggregation von humanen
Thrombozyten induziert durch niedrige Konzentrationen von Thrombin.

Suspensionen von Aspirin-vorbehandelten gewaschenen humanen Thrombozyten wurden in Aggregometer-
Kiivetten gegeben und 10 min mit den Src-Kinase Inhibitoren PP1 (20 uM) und PD173956 (2,5uM) inkubiert,
bevor sie mit Thrombin aktiviert wurden.

(A) Reprisentative Aggregationskurven von Thrombozyten stimuliert mit 0,04 U/ml Thrombin.

(B) Balkendiagramm. Hohe Thrombinkonzentrationen: 0,2 - 1 U/ml; niedrige Thrombinkonzentrationen: 0,05 -

0,15 U/ml.
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Tab. 3: Aggregation in FcRy-K etten defizienten Maus-Thrombozyten (-/-) im Vergleich zu Wildtyp-M aus-
Thrombozyten (+/+)

Versuchs-Nr. |1 1 2 2 3 3
+/+ -/- +/+ -/- +/+ -/-

Thrombin [U/ml]
0,01 sc. |sc. |- - - -
0,015 - - - - SC. |scC.
0,03 156 (3,2 |81,3 |688 [100 |75
0,06 649 |435 |531 (71,9 |- -
0,1 100 |753 |84,4 |100 |- -
0,3 - - - - 90,9 (90,9

Gewaschene Wildtyp-Maus-Thrombozyten (+/+) und FcRy-Ketten (-/-)-Maus-Thrombozyten wurden mit
Thrombin (0,01 — 0,3 U/ml) stimuliert und die Aggregationskurven im Aggregometer aufgezeichnet. Die

Maximalaggregation jedes Versuchs wurde auf 100% gesetzt. (s.c. = shape change)
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Abb. 28: Erniedrigung der thrombin-induzierten Aggregation von defizienten M aus-Thrombozyten ohne
FcRy-K ette (A) oder Syk (B)

(A) Shape change und Aggregation von Thrombozyten, welche aus Wildtyp- und FcRy-Ketten (-/-) Méusen
isoliert wurden, wurden durch verschiedene Konzentration von Thrombin (0,015 U/ml bis 0,3 U/ml)
induziert. Die Kurven der FcRy-Ketten knock-out Maus-Thrombozyten sind mit () gekennzeichnet.

(B) Thrombozyten wurden aus Wildtyp(C5)- und Syk-defizienten(X2, Syk+/-)-Méusen isoliert und die
Aggregation der Thrombozyten durch verschiedene Konzentrationen an Thrombin (0,05 U/ml bis 0,3 U/ml)

induziert.
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3.4.2.2 Dissoziation des Integrins a||bB3: FcRy-Ketten Tyrosinphospho-
rylierung, Syk- und PL Cy2-Aktivierung

Da die Dissoziation des Integrins QO[p3 durch EGTA-Behandlung der Thrombozyten
(5§ mM, 20 min) die Tyrosinphosphorylierung von Syk stimuliert (s. 3.3.1 und Negrescu und
Siess, 1996), war die Frage, ob hier auch die FcRy-Ketten Tyrosinphosphorylierung involviert

1st.

Es wurde gefunden, dal nach EGTA-Behandlung der Thrombozyten (5 mM, 20 min) die
FcRy-Kette tyrosinphosphoryliert wird und mit Syk coimmunprézipitiert (Abb. 29). Dabei
war bei Verwendung des EDTA enthaltenden Lysispuffers C (s. 2.2.6) mit Triton X-100
anstelle von NP-40 fiir die Syk-Immunprizipitation die Tyrosinphosphorylierung der FcRy-

Kette deutlich besser nachweisbar.

Desweiteren bewirkte die durch EGTA induzierte Dissoziation des Integrins Q[pP3 eine

Stimulation der Tyrosinphosphorylierung der PLCY2 (Abb. 30).
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Abb. 29: Coimmunpré&zipitation der tyrosinphosphorylierten FcRy-Kette mit Syk nach Dissoziation des
Integrinsa)|pPB3 mit EGTA

Suspensionen gewaschener menschlicher Thrombozyten wurden mit Puffer (ruhende Thrombozyten, Spur 1),

Kollagen (100 pg/ml, 90 s, Spur 2) oder EGTA (5 mM, 20 min, Spur 3) inkubiert. Syk wurde aus den

Thrombozytenlysaten immunprézipitiert. Es ist ein Antiphosphotyrosin-Blot der Anti-Syk Immunprézipitate

gezeigt (oben). Der Anti-Syk Blot (unten) zeigt, da3 vergleichbare Mengen Syk immunprézipitiert wurden.
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Abb. 30: Dissoziation des Integrins ajjpp3 mit EGTA stimuliert die Tyrosinphosphorylierung der
PLCy2.

Thrombozyten wurden mit Puffer oder EGTA (5 mM) fiir 20 min inkubiert. Oben: anti-Phosphotyrosin Blot und

anti-PLCy2 Blot der PLCY2 Immunprézipitate; unten: Balkendiagramm.

Eine Vorbehandlung der Thrombozyten mit den zwei selektiven Inhibitoren der Src-Familie
der Tyrosinkinasen (Src-Tyrosinkinasen) PP1 (20 uM, 10 min) oder PD173956 (2,5 uM, 10
min) fiihrte zu einer kompletten Hemmung der Tyrosinphosphorylierung von P62, P68, P130
und Syk (s. Abb. 31) und der FcRy-Kette (nicht gezeigt). Die Resultate zeigen eine
Abhidngigkeit der Tyrosinphosphorylierung dieser Proteine von der Aktivitit der Src-
Tyrosinkinasen.

Die Ergebnisse nach Dissoziation des Integrins Q[pf33 durch EGTA weisen auf folgende
Signalkaskade hin: Src-Kinasen — FcRy-Ketten Tyrosinphosphorylierung —  Syk-
Aktivierung und PLCy2 Tyrosinphosphorylierung. Hervorzuheben ist, daB3 es nach dieser
Behandlung der Thrombozyten mit EGTA zu keiner Aktivierung der Thrombozyten kommt.
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Abb. 31: Die Src-Kinase Inhibitoren PP1 und PD173956 inhibieren die Tyrosinphosphorylierung von
Syk, P62, P68, P130 induziert durch Integrin aj|p3-Dissoziation.

Thrombozyten wurden mit DMSO, PP1 (20 pM) oder PD173956 (2,5 puM) fir 10 min behandelt und

anschlieBend mit EGTA (5 mM) fiir 20 min inkubiert, um das Integrin aypB3 zu dissoziieren. Gezeigt sind

Antiphosphotyrosin-Blots von Thrombozytenproteinen und von Syk-Immunprézipitaten.
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3.4.2.3 Ausbreitung

Spreading von humanen Thrombozyten

Thrombozyten, die durch Zentrifugation auf Glas aktiviert und anschliefend bei 37°C
inkubiert werden, breiten sich aus (spreading). Dabei ist die Bindung von Fibrinogen an das
Integrin a[pB3 essentiell fiir diesen ProzeB.

Nach Vorbehandlung der Thrombozyten mit dem Fibrinogen-Rezeptor Antagonisten RGDS
war eine deutliche Hemmung des spreading zu erkennen (Abb. 32A, C; F-Aktin-Farbung).
Auch zeigten Versuche mit Thrombozyten von Patienten mit Thrombasthenia Glanzmann,
welchen das Integrin a[pB3 fehlt, kein spreading (Abb. 32B, Phasenkontrast). Hier breiteten
sich diese Thrombozyten nicht aus, sondern verblieben im shape change Stadium, zeigten

also kugelige, sphdrische Gestalt und Pseudopodien.

Es wurde mittels spezifischer Inhibitoren (Tab. 4) untersucht, ob fiir die Regulation der
Thrombozyten-Ausbreitung Tyrosinkinasen wichtig sind. Weiterhin wurde die Wirkung von
Hemmern der Proteinkinase C und Rho-Kinase getestet. Dabei wurden sowohl das spreading
fluoreszenzmikroskopisch als auch die Protein-Tyrosinphosphorylierung wihrend des
spreading biochemisch gemessen. Als Kontrolle dienten unstimulierte Thrombozyten in

Suspension.
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Abb. 32 Hemmung des spreading bel Thrombasthenia Glanzmann Thrombozyten bzw. nach RGDS-
Behandlung

Suspensionen von gewaschenen humanen Thrombozyten eines normalen Blutspenders (A, Aktinfirbung) und

von einem Patienten mit Thrombasthenia Glanzmann (B, Phasenkontrast-Bild) wurden auf Poly-L-Lysin

beschichtete Deckgldschen zentrifugiert (250 x g, 5 min) und fiir 15 min bei 37°C inkubiert. C: Vorinkubation

der Thrombozyten fiir 3 min mit RGDS (1mM) (Aktinféarbung).



Tab. 4: Agentien, deren Effekt auf das spreading von humanen Thrombozyten untersucht wurde, und die

jeweilsim Experiment eingesetzte K onzentration und Einwirkzeit

Agentien Eigenschaften Konzentration Zeit
FR-1 Fibrinogenrezeptor Antagonist 15 uM 3 min
PD 173956 Src-Kinase Hemmer 2,5 uM 10 min
PP1 Src-Kinase Hemmer 20 uM 10 min
Ro-31-8220 Protein Kinase C Hemmer 0,2 uM, 2 uM 20 min
BAPTA-AM Hemmung des zytosolischen Ca”" 20 uM 20 min
EGTA 1 mM 1 min
Y-27632 Rho-Kinase Hemmer 20 pM 30 min
Genistein allgemeiner Tyrosinkinasehemmer 150 uM 3 min

Die verschiedenen Hemmsubstanzen wurden mit Suspensionen gewaschener Thrombozyten
(400000 Zellen / ul) wie in der Tabelle 4 beschrieben bei 37°C inkubiert. Vor dem spreading-
Versuch wurden Proben abgenommen und die Tyrosinphosphorylierung der
Thrombozytenproteine gemessen. AnschlieBend wurde die Thrombozytensuspension auf eine
Konzentration von 15000 / pl verdiinnt und auf mit Poly-L-Lysin-beschichtete Deckgldaschen

(24 x 32mm) 5 min zentrifugiert.
Den EinfluB mancher der verschiedenen in Tab. 4 beschriebenen Agentien auf die

Morphologie der Thrombozyten wihrend des spreading ist in Abb. 33 gezeigt. Die
Proteintyrosinphosphorylierung ist in Abb. 34 dargestellt.
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Abb. 33: Einflul3 von Src-Kinase Hemmern (PP1, PD173956) und dem PK C-Hemmer Ro-31-8220 auf das
spreading von adhérenten Thrombozyten

Suspensionen gewaschener Thrombozyten (400000 Zellen / pl) wurden mit den verschiedenen Inhibitoren bei

37°C vorinkubiert, verdiinnt auf eine Konzentration von 15000 / ul und auf Poly-L-Lysin-beschichtete

Deckgléschen zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Proben bei 37°C fiir 15 min inkubiert, fixiert,

permeabilisiert und anschlieend einer Farbung mit Rhodamin-Phalloidin gegen F-Aktin unterzogen (5000-fache

Vergroferung).

Inkubationsbedingungen: A: Kontrolle, B: PP1 (20 uM), C: PD173956 (2,5 uM), D: PKC-Hemmer Ro-31-8220
(0,2 uM). VergroBerung: etwa 5000-fach.
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Abb. 34: Einflu eines Fibrinogenrezeptorantagonisten (FR-1), verschiedener Proteinkinase-1nhibitoren

und von BAPTA-AM/EGTA auf die Proteintyrosinphosphorylierung adhéarenter Thrombozyten
Thrombozytensuspensionen (400000 Zellen / pl; 600 pl) wurden mit 0,25% DMSO (Spur 2, spreading), FR-1
(15 pM, 3 min; Spur 3), Genistein (150 pM, 3 min; Spur 4), PP1 (20 uM, 10 min; Spur 5), PD173956 (2,5 uM,
10 min; Spur 6), Y-27632 (20 uM, 30 min; Spur 7), Ro-31-8220 (2 uM, 20 min; Spur 8) und BAPTA-AM (20
uM, 20 min) / EGTA (1 mM, 1 min; Spur 9) vorinkubiert. AnschlieBend wurden Aliquots (50 pl) auf 1,4 ml
(15000 Zellen / pl) verdiinnt, die Zellen (21 x 10° Zellen) auf Poly-L-Lysin-beschichtete Deckglischen (24 x 32
mm) zentrifugiert und bei 37 °C fiir 1 h inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit 2x Laemmli-Puffer
lysiert, liber ein Gradientengel (5 - 20%) aufgetrennt und ein Phosphotyrosin-Immunoblot angefertigt. Probe 1
zeigt die Tyrosinphosphorylierung nicht-adhérenter diskoider Thrombozyten (20 x 10° Zellen). Die Membran
wurde gestrippt und anschlieBend mit einem polyklonalen Antikdrper gegen die FcRy-Kette erneut inkubiert.
Die Ponceau S Fiarbung der Membran zeigt, dal} die in den verschiedenen Spuren aufgetragene Proteinmenge

(gemessen an Aktin) vergleichbar ist.

Wihrend des spreading von Thrombozyten wird eine Reihe von Proteinen vermehrt
tyrosinphosphoryliert (s. Abb. 34). Am auffilligsten sind dies die Proteine P62, P68, P130,

desweiteren mehrere Banden im Bereich von 50 - 60 kDa, bei welchen es sich um
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Tyrosinkinasen der Src-Familie handelt, sowie eine Doppelbande mit einem
Molekulargewicht von ca. 95 kDa. Die fokale Adhesionskinase FAK konnte mit einem
monoklonalen Antikorper identifiziert werden. Sie lduft direkt unterhalb der P130 Bande.
Desweiteren war auch eine gesteigerte Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette (15 kDa
Molekiilmasse) wihrend des spreading zu beobachten (Daten nicht gezeigt).

Die ausgebreiteten Kontrollthrombozyten zeigten ein deutliches spreading. Es sind
,Radspeichen“-formige Strukturen zu erkennen, die von einem mehr oder weniger
kreisformigen Saum umgeben sind (s. Aktin-Farbung Abb. 33A). Die diversen Inhibitoren
hatten folgende Einfliisse auf das spreading und die damit verbundene Stimulation der
Protein-Tyrosinphosphorylierung: Der Fibrinogenrezeptor-Antagonist FR-1 verhinderte durch
Hemmung des Integrins a[[pP3 das spreading, nicht jedoch den Gestaltwandel (Ausbildung
von Pseudopodien) der adhdrenten Thrombozyten (nicht gezeigt), und reduzierte drastisch die
Tyrosinphosphorylierung. Das Integrin a[[pB3 ist somit essentiell fiir das spreading von
Thrombozyten.

Der Tyrosinkinaseinhibitor Genistein hatte einen starken Hemmeffekt auf die Ausbreitung der
Thrombozyten (nicht gezeigt) und auf die durch das spreading hervorgerufene
Tyrosinphosphorylierung. Auffallend war die komplette Hemmung der
Tyrosinphosphorylierung von P130. Eine Vorinkubation mit den Src-Kinase Inhibitoren PP1
und PD173956 zeigte morphologisch eine partielle Hemmung der Thrombozytenausbreitung
(Abb. 33B, C). Parallel dazu war eine Reduktion der Tyrosinphosphorylierung zu beobachten.
Auffallend war die komplette Hemmung der Tyrosinphosphorylierung des Proteins P62 nach
Behandlung der Thrombozyten mit PP1.

Nach einer Vorinkubation mit dem Rho-Kinase Hemmer Y-27632 fiel bei den
morphologischen Untersuchungen auf, da haufiger Spitstadien der Ausbreitung zu finden
waren (Aktinverdichtungen, hdufig in Form von kreisformigen Strukturen am Zellrand; Daten
nicht gezeigt), was auf eine Beschleunigung des spreading durch Y-27632 hindeutet. Die
Tyrosinphosphorylierung blieb unbeeinflufit.

Desweiteren wurde der EinfluB des PKC-Hemmers Ro-31-8220 untersucht. Das spreading
nach einer Vorbehandlung mit Ro-31-8220 war nicht so stark ausgeprigt wie bei den
Kontrollthrombozyten (Abb. 33D). Beim Tyrosinphosphorylierungsmuster nach dem
spreading fiel auf, daBl die fokale Adhésionskinase FAK bei 125 kDa und die beschriebene
Doppelbande bei 95 kDa nicht mehr phosphoryliert waren.

Nach BAPTA-AM (20 puM, 20 min), EGTA (ImM, 1 min) waren keine signifikanten
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Anderungen beim spreading als auch bei der Tyrosinphosphorylierung zu erkennen.

Zusammengefalit zeigen die Ergebnisse, dall Src-Kinasen fiir das spreading erforderlich sind.
Desweiteren scheint auch die Proteinkinase C wichtig zu sein, wovon in der weiteren
Signalkette auch die Tyrosinphosphorylierung der fokalen Adhésionkinase FAK abhéngt.
Nach Hemmung der Rho-Kinase und nach Erniedrigung des Ca’’-Spiegels durch BAPTA-

AM, EGTA-Behandlung waren keine signifikanten Unterschiede zu erkennen.

Maus-Thrombozyten

Zur Klarung der Rolle der Src-Kinasen Fyn und Lyn sowie der Tyrosinkinase Syk fiir das
spreading, wurden Fyn(-/-)-und FcRy-Ketten(-/-)-Maus-Thrombozyten untersucht. Diese
waren iiber eine Kooperation mit dem Institute of Pharmacology, University of Oxford, UK,
zuginglich.

Um bei Maus-Thrombozyten ein vergleichbares spreading-Verhalten und einen Anstieg der
Tyrosinphosphorylierung wie bei humanen Thrombozyten beobachten zu kénnen, mufliten die
Versuchsbedingungen modifiziert werden. Dafiir wurden die Thrombozyten im wesentlichen
nicht mit Aspirin vorbehandelt. Desweiteren wurden die Zentrifugationszeiten erniedrigt und
die Drehzahlen modifiziert (2.2.1). Die gewaschenen Thrombozyten wurden auf mit
Fibrinogen beschichtete Deckgldschen aufzentrifugiert und anschlieBend fiir 15 min bei 37°C
inkubiert.

Wihrend des spreading konnte dann in Maus-Thrombozyten ebenso wie in humanen
Thrombozyten eine dhnliche Erhohung des Musters der Proteintyrosinphosphorylierung
beobachtet werden (s. Abb. 35).
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Abb. 35: Tyrosinphosphorylierung von M aus-Thrombozyten im Vergleich zu humanen Thrombozyten

Die spreading-Experimente wurden fiir die Maus-Thrombozyten optimiert, um eine starke Ausbreitung der
Maus-Thrombozyten zu sehen (2.2.1). Die Abbildung zeigt das Tyrosinphosphorylierungsmuster nach
Auftrennung des Thrombozytenproteine iiber ein Gradientengel (5 — 20%). Es werden ruhende Thrombozyten
(Kontrolle) und ausgebreitete Maus-Thrombozyten (spreading) den entsprechenden Resultaten von humanen

Thrombozyten gegeniibergestellt.

Wurden nun Maus-Wildtypthrombozyten mit Fyn(-/-)-Thrombozyten in ihrer Morphologie
und ihrem Tyrosinphosphorylierungsmuster wéahrend des spreading verglichen, so waren
keine signifikanten Unterschiede festzustellen (Daten nicht gezeigt), was darauf schlielen
1aBt, daB Fyn, eine Kinase der Src-Familie, zumindest flir das spreading von murinen
Thrombozyten nicht von entscheidender Bedeutung ist bzw. in ihrer Funktion von anderen
Kinasen ersetzt werden kann.

Ebenso verhielt es sich bei spreading Versuchen, die mit FcRy-Ketten(-/-)-Maus-
Thrombozyten durchgefiihrt wurden. Auch hier waren die Morphologie und die Anderung der
Tyrosinphosphorylierung vergleichbar mit den Befunden in Wildtyp-Maus-Thrombozyten
(Daten nicht gezeigt).
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3.5Yeast Two-Hybrid System zur Identifikation von Interaktions-partnern
von Syk

Das Yeast Two-Hybrid System wurde eingesetzt, um Interaktionspartner des Proteins Syk zu identifizieren.

Die Syk kodierende Sequenz lag in Baculovirus (PAcG2T Baculovirus Transfer Vector, humanes Syk kloniert
als BamH1 Fragment; Geschenk Dr. S.P. Watson, Oxford) vor. Syk (wild type, full length) konnte erfolgreich in

den bait-Vektor kloniert und im Hefestamm S. cerevisiae Y190 exprimiert werden (Abb. 36).

Transformationen
1 2

= S e
pPAS PpAS pAS - 2 s 4

2-1 2-1 2-1 PAS 2-1+Syk
+Syk

Abb. 36: Expression von Syk im Hefestamm S. cerevisiae Y 190

Syk wurde in den DNA-bindenden Vektor pAS2-1 kloniert (bait). Es erfolgte eine chemische Transformation
des Hefestamms S. cerevisiae Y190 mit dem Vektor und nach Inkubation der Nachweis von Syk mittels Western
Blot. Dargestellt sind die Ergebnisse von zwei verschiedenen Transformationen. Bei Transformation 2 sind die

Proteinextrakte von 4 verschiedenen Transformanten aufgetragen worden.

AnschlieBend wurde ein Screen mit einer menschlichen Knochenmarks-cDNA Bank (250 pg;
Zahl der unabhingigen Klone: 3,0 x 10°) durchgefiihrt. Der Screen mit dem baiz, pAS2-1, das
Syk full-length enthielt, und der menschlichen Knochenmarks-cDNA Bank lieferte einen
positiven Klon, welcher beim [-Galaktosidasetest blau wurde. Als Kontrolle dienten hierbei
die Interaktionspartner GP3a und Endonexin. Eine Isolation des prey Plasmids und
anschlieBende erneute Transformation konnte den positiven Befund jedoch nicht bestdtigen.
Desweiteren wurde ein Screen des bait Vektors pGBT9/Syk full-length in Y190 mit der
menschlichen Knochenmarks-cDNA Bank (250 pg) unternommen. Auch dieser Versuch
lieferte kein positives Ergebnis. SchlieBlich wurde eben genannter bait Vektor mit einer
Mischung aus zwei cDNA-Banken gescreent: 200 pug menschliche Knochenmarks-cDNA-
Bank und 175 pg fotale Leberzellen cDNA-Bank (2,0 x 10° unabhéngige Klone). Dieser

Screen lieferte zwei blaue Kolonien, die jedoch auch nicht verifiziert werden konnten.
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Desweiteren wurde die Subklonierung der Kinase-inaktiven Syk-Mutante in den Vektor
pGBTY9 durchgefiihrt. Da die Umsetzung der Substrate durch die Kinase in der Regel sehr
schnell erfolgt, reicht der Kontakt der interagierenden Proteine mdglicherweise nicht aus, um die
Transkription der [-Galaktosidase im Yeast Two-Hybrid System anzuschalten. Diese
Schwierigkeit wird mit der Kinase-inaktiven Mutante umgangen. Sie enthélt eine Mutation in
der Kinase-Domine des Proteins. Das Substrat wird zwar gebunden, aber nicht umgesetzt,

woraus eine ldngere Kontaktzeit resultiert.
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4. Diskussion

4.1 Integrin a;,B3 unabhangige Tyrosinphosphorylierung von Syk wahrend

des shape change

In der vorliegenden Arbeit wurden die Aktivierung von Syk und dessen Regulation wéhrend
des Formwandels, der Ausbreitung und Aggregation von humanen Thrombozyten untersucht.

Dabei wurden Unterschiede gefunden, die in der Folge einzeln diskutiert werden.

Die Untersuchungen wurden an isolierten Thrombozyten durchgefiihrt. Die Expression der
Tyrosinkinase Syk mittels Western Blot war in humanen Thrombozyten gut nachweisbar,
wihrend Syk in humanen Endothelzellen nicht gefunden wurde. Entgegen der beschriebenen
Befunde konnte die Expression von Syk in Endothelzellen von der Arbeitsgruppe um
Yamamura (Yanagi et al., 2001a) nachgewiesen werden. In dieser Untersuchung war Syk
sowohl in HUVECs (human umbilical vein endothelial cells) als auch in BAECs (bovine
aortic endothelial cells), wenn auch relativ schwach im Vergleich zu Wildtyp-
Mausleberzellen, zu finden. Unter den in 3.1.1 beschriebenen Bedingungen mit dem
verwendeten Antikorper war es nicht moglich, Syk in Endothelzellen zu detektieren. Eine
Expression von Syk wurde auch in weiteren nicht-hdmatopoetischen Zellen gezeigt, so z.B. in
Fibroblasten, Epithelzellen, Brustgewebe, Hepatozyten und neuronalen Zellen. Es konnte
gezeigt werden, dall Syk funktionell wichtig ist fiir diese Zelltypen (Yanagi et al., 2001b).
Tsuchida et al. berichten iiber die Rolle von Syk in menschlichen Hepatozyten durch dessen
Beteiligung an einem Signalweg, der zur MAP-Kinase Aktivierung durch G-Protein
gekoppelte Rezeptoren fiihrt (Tsuchida et al., 2000). Yanagi et al. vermuten, dafl Syk in
Endothelzellen eine wichtige regulatorische Funktion fiir die Organisation des Zytoskeletts
hat (Yanagi et al., 2001a). AuBlerdem ist Syk bei der Differenzierung von embryonalen
Karzinom-P19-Zellen im Maushirn beteiligt (Tsujumura et al., 2001).

Wihrend des shape change in humanen Thrombozyten ausgeldst durch das Heptapeptid
YFLLRNP oder durch mox-LDL werden die Proteine P62, P68 und P130
tyrosinphosphoryliert (Negrescu et al., 1995; Baumann-Siemons, 2000). In der vorliegenden
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Arbeit wurde gezeigt, dall wihrend des Formwandels, ausgelost durch YFLLRNP und mox-
LDL, auch Syk vermehrt an Tyrosin phosphoryliert wird.

Um Syk von mdoglichen anderen tyrosinphosphorylierten Proteinen im Bereich 68 - 72 kDa
abzugrenzen, war eine Immunprizipitation von Syk notwendig. Die Immunprizipitation
zeigte tatsdchlich, daB3 die im Western Blot von Thrombozytenlysaten bei 68 kDa laufende
tyrosinphosphorylierte Proteinbande nicht mit Syk identisch ist. Da die Stimulation der
Tyrosinphosphorylierung von Syk nur nach vorheriger Immunpréizipitation nachweisbar war,
war es wichtig, die Methode der Syk-Immunpréizipitation zu optimieren (s. 3.1.2). In diesen
methodischen Versuchen wurden inter- und intraindividuelle Schwankungen der Expression
von Syk festgestellt. Weiterhin wurden beim Vergleich von Experimenten mit Thrombozyten
verschiedener Spender erhebliche Unterschiede der Syk-Tyrosinphosphorylierung in
ruhenden Thrombozyten beobachtet (Abb. 4). Da die Syk-Tyrosinphosphorylierung in
ruhenden Thrombozyten nicht konstant war, fiel die Stimulation der Syk-
Tyrosinphosphorylierung wihrend des shape change unterschiedlich aus. SchliefSlich war der
Anstieg der Syk-Tyrosinphosphorylierung vor allem nach Stimulation mit mox-LDL sehr
variabel. Dies konnte moglicherweise auf den unterschiedlichen Oxidationszustand von mox-
LDL  zuriickzufiihren sein und/oder auf die unterschiedliche Antwort der
Thrombozytenpriaparationen auf mox-LDL. Nach Thrombin-Rezeptor Aktivierung mittels
YFLLRNP nahm die Syk-Tyrosinphosphorylierung um das 5,4-fache zu, wihrend nach mox-
LDL ein Anstieg um das 2,5-fache zu verzeichnen war (s. 3.2.1). Mdglicherweise werden
nach Thrombin-Rezeptor-Aktivierung mehr Signalwege als nach Stimulation mit mox-LDL

aktiviert, so da3 daraus eine stirkere Syk-Tyrosinphosphorylierung resultiert.

Auch Clark et al. stellen eine Aktivierung von Syk wihrend der frilhen Aktivierung von
Thrombozyten fest (Clark et al., 1994). Wichtig ist zu beachten, daB3 in diesen Experimenten
der shape change mit der Sekretion von Granula-Inhaltsstoffen assoziiert war, wéahrend in den
Studien unserer Arbeitsgruppe allein der shape change (ohne Sekretion) untersucht wurde.
Wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben auch Gallet et al. die Aktivierung von Syk
wihrend des shape change ohne Sekretion (Gallet et al., 1999). Desweiteren fand diese
Arbeitsgruppe eine Assoziation von Syk mit dem Zytoskelettprotein Cortactin nach
Thromboxan Aj,-Rezeptoraktivierung. Die Syk-Kinaseaktivierung und Tyrosinphospho-
rylierung von Cortactin korrelierten in ihrer Kinetik mit dem shape change. Die Autoren

schlossen aus diesen Ergebnissen, dal Cortactin moglicherweise ein Substrat von Syk
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darstellt und wichtig fiir die Zytoskelettreorganisation wihrend des shape change ist. Diese
SchluBifolgerung unterstiitzend beschrieben Maruyama et al. in der humanen leukdmischen
Zellinie K562 nach Aktivierung die Translokation von Syk vom Zytosol zum Zytoskelett und
die Tyrosinphosphorylierung von Cortactin durch Syk. Cortactin ist ein an F-Aktin bindendes
Protein, das fiir die Reorganisation von Mikrofilamenten wichtig zu sein scheint (Maruyama

et al., 1996).

Uberraschenderweise zeigten die eigenen Versuche, daB Syk keine Rolle fiir die dem shape
change zugrundeliegenden Zytoskelettverdnderungen spielt. Syk(-/-) Maus-Thrombozyten
zeigten bei den Lichttransmissionsmessungen im Aggregometer einen den Wildtyp-Maus-
Thrombozyten vergleichbaren shape change und einen vergleichbaren Anstieg der
Tyrosinphosphorylierung von P62, P68 und P130 wihrend des Formwandels. Syk ist also
nicht fiir den shape change und den Anstieg der Tyrosinphosphorylierung von P62, P68 und
P130 wihrend des Formwandels verantwortlich. Die Untersuchungen an Syk(-/-) Méusen
wurden durch Experimente mit humanen Thrombozyten unterstiitzt. Die Inkubation der
Thrombozyten mit EGTA, welches das Integrin ay,[3; dissoziiert, aktivierte Syk, ohne eine
Plattchenaktivierung zu induzieren (Negrescu und Siess, 1996 und Abb. 13 der vorliegenden
Arbeit). Eine weitere Zugabe von YFLLRNP fiihrte zum shape change, der aber keinen
weiteren Anstieg der Tyrosinphosphorylierung von Syk verursachte. Studien mit spezifischen
Src-Kinase Hemmern und mit Fyn und Lyn defizienten Maus-Thrombozyten zeigten, da3 die
Tyrosinkinasen der Src-Familie und die Phosphorylierung ihrer Substrate auch nicht
funktionell in den shape change involviert sind (Bauer et al., 2001). Aus diesen
Untersuchungen ist zu schliefen, daBl zwar Syk wie die Tyrosinkinasen der Src-Familie
wiéhrend des shape change aktiviert werden, dall aber Syk und die Src-Kinasen keine Rolle

fiir die Zytoskelettverdnderungen wihrend des shape change spielen.

Die Versuche mit dem vermeintlich spezifischen Hemmer der Syk-Tyrosinkinase Piceatannol
zeigten eine dosisabhéngige Reduzierung der Tyrosinphosphorylierung der Proteine P62, P68
und P130, aber keine Hemmung der Tyrosinphosphorylierung von Syk. In einer fritheren
Untersuchung fanden Keely und Parise in Thrombozyten eine Hemmung der Syk-
Tyrosinphosphorylierung und Kinaseaktivitdt durch Piceatannol, aber keinen Effekt auf die
Src-Kinase Aktivitit (Keely und Parise, 1996). Wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben
Law et al. ebenfalls Probleme beim Einsatz von Piceatannol als Syk-selektiven Hemmer.

Auch andere Kinasen wurden gehemmt, sogar bei sehr geringen Konzentrationen an
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Piceatannol (Law et al., 1999). Da Piceatannol also nicht selektiv fiir die Tyrosinkinase Syk
ist, ist es wunbrauchbar fiir Funktionsuntersuchungen in Thrombozyten. Friihere
Untersuchungen der Inhibierung des shape change durch “Breitband”-Tyrosinkinase-
Inhibitoren wie Genistein oder Tyrphostin A23 (Negrescu et al., 1995), die in der
vorliegenden Arbeit bestitigt wurden (s. 3.2.3.3), zeigten, dall mdglicherweise eine nicht-

identifizierte Tyrosinkinase beim shape change beteiligt ist.

Was die Regulation der Syk-Aktivierung wihrend des shape change betrifft, fihrten die
Untersuchungen zu folgenden Ergebnissen: Da die beiden strukturell nicht verwandten Src-
Kinase Hemmstoffe PP1 und PD173956 die Aktivierung von Syk wéhrend des shape change
induziert durch mox-LDL bzw. LPA komplett gehemmt haben (s. Abb. 16), liegt die
Vermutung nahe, daB3 die Syk-Aktivierung sekundidr zur Aktivierung der Kinasen der Src-
Familie erfolgt. Eine Aktivierungskaskade von zunéchst Src-Kinasen und anschlieBend Syk
wurde bereits fiir die Kollagen-induzierte Signaltransduktion in Thrombozyten beschrieben
(Poole et al., 1997; Briddon und Watson, 1999). Beim Kollagen-vermittelten Signalweg
kommt es zur Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette durch Src-Familie Kinasen und zur
Assoziation der FcRy-Kette mit der Tandem-SH2-Doméne von Syk. Letzteres fiihrt zur
Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung von Syk. Wihrend des shape change wurde die
FcRy-Kette jedoch nicht vermehrt an Tyrosin phosphoryliert, was
Coimmunprézipitationsstudien zeigten (s. 3.4.2.1). Daraus ist zu schlieen, daf bei der Src-
Kinase-abhingigen Stimulation von Syk wéhrend des shape change die FcRy-Kette nicht
beteiligt ist.

YFLLRNP, welches zu einer Thrombinrezeptor-Aktivierung fiihrt, aber weder Ca®" erhoht
noch die Proteinkinase C aktiviert (Rasmussen et al., 1993; Bauer et al., 1999), fiihrte zur
Syk-Aktivierung wéhrend des shape change. Gleichermallen induzieren in der Gegenwart von
EGTA mox-LDL und niedrige Konzentrationen von LPA keine Erhéhung des zytosolischen
Ca®" in Thrombozyten, aber eine Syk-Aktivierung (Abb. 16 und Maschberger et al., 2000).
Daraus ist zu schlieen, daB weder ein Anstieg des zytosolischen Ca®" noch die Proteinkinase
C fiir die Syk-Aktivierung wéhrend des shape change verantwortlich sind. Dies unterstiitzend
zeigten die Ergebnisse mit dem PKC-Hemmer Ro-31-8220, daB3 dieser wihrend des shape
change sowohl nach Stimulation mit YFLLRNP als auch mit mox-LDL die Syk-
Tyrosinphosphorylierung nicht hemmte.
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Untersuchungen zur Regulation der Syk-Aktivierung durch zytosolisches Ca>" ergaben, daf
nach einer Vorbehandlung der Thrombozyten mit BAPTA-AM/EGTA, welches das basale
zytosolische Ca>" erniedrigt, der shape change, induziert durch mox-LDL und YFLLRNP,
jedoch  verzogert ablduft und reduziert ist. Desweiteren war die basale
Tyrosinphosphorylierung von Syk erniedrigt und es kam auch nach Aktivierung zu keiner
Erhohung. Dies zeigt, da normale basale Werte von zytosolischem Ca®" (80 - 100 nM)
erforderlich sind filir eine Tyrosinphosphorylierung von Syk sowohl in ruhenden
Thrombozyten als auch nach Stimulation mit mox-LDL und YFLLRNP. Im Gegensatz zu
diesen Ergebnissen induzierte mox-LDL auch nach einer Behandlung mit BAPTA-
AM/EGTA die Translokation von tyrosinphosphoryliertem P62, P68, P130, Src, Fyn und Syk
zum Zytoskelett (s. 3.2.3.2). Die durch mox-LDL induzierte Translokation von
tyrosinphosphorylierten Proteinen und Tyrosinkinasen zum Zytoskelett und der durch Src-
Kinasen vermittelte Anstieg der Proteintyrosinphosphorylierung sind somit unabhidngig von
zytosolischem Ca’". In einer friheren Studie wurde ebenfalls gefolgert, daB die
Proteintyrosinphosphorylierung ~ nicht  sekundir  zur  Ca®’-Mobilisierung  nach
Plattchenstimulation mit LPA erfolgt (Torti et al., 1996). Ebenfalls wie die Syk-
Tyrosinphosphorylierung erfordert der Rho/Rho-Kinase Signaltransduktionsweg, welcher
iiber die Phosphorylierung der myosin light chain (MLC) zum shape change fiihrt, fir eine
optimale Aktivitit die Basalkonzentration von zytosolischem Ca*” in ruhenden
Thrombozyten. Er wird jedoch nicht durch den Anstieg des zytosolischen Ca>" wihrend des
shape change reguliert (Bauer et al., 1999; Bauer, 2003).

Weiterhin zeigt die Arbeit, dal die Syk-Aktivierung wéhrend des shape change von dem
Integrin OypB; unabhdngig ist. Dies ist zu erwarten, weil wihrend des shape change kein
Integrin Q33 outside-in signaling erfolgt. Jedoch war zu Beginn der Arbeit die Frage offen,
ob fiir die Wirkung von mox-LDL auf dic Thrombozyten das Integrin Q33 wichtig ist.
Andere Arbeitsgruppen hatten gefunden, dafl in Thrombozyten LDL und ox-LDL mit hoher
Affinitdit an spezifische Stellen binden, welche sich vom klassischen LDL-Rezeptor
unterscheiden (Pedreno et al., 1992; Pedreno et al., 1994), und hatten die Glycoproteine IIb
und Illa (das Integrin ayPB;) als Bindestellen fiir LDL auf Plattchenmembranen, aber nicht
auf intakten Plittchen identifiziert (Koller et al., 1989; Pedreno et al., 1997). Eine neuere
Studie zeigte, da} das Integrin Oy,B3 bei der Thrombozytensensitisierung durch LDL beteiligt

ist (Hackeng et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit wurden Plédttchen von Patienten mit
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Thrombasthenia Glanzmann, denen das Integrin ay,[3; fehlt, untersucht (s. 3.2.2). In diesen
Thrombozyten war die Stimulation der Tyrosinphosphorylierung von P62, P68, P130 und von
Syk wéhrend des shape change vergleichbar zu der in Kontrollthrombozyten. Desweiteren
war auch der shape change nach mox-LDL in Thrombasthenischen und normalen Pléttchen
dhnlich. Die gleichen Ergebnisse erhielt man auch nach Vorbehandlung von normalen
humanen Thrombozyten mit RGDS, einem Fibrinogenrezeptor Antagonisten (s. 3.2.2).
Daraus ist zu schlieBen, daB mox-LDL nicht {iber das Integrin Q33 den Thrombozyten-

shape change, die Proteintyrosinphosphorylierung und Syk stimuliert.

Untersuchungen der Arbeitsgruppe hatten gezeigt, daB mox-LDL {iber die Aktivierung des
LPA-Rezeptors den shape change induziert. Vergleicht man die Wirkung von mox-LDL mit
der von LPA, der aktiven Substanz in mox-LDL (Siess et al., 1999), so wurde festgestellt, daf3
mox-LDL und LPA einen &hnlichen Anstieg der Syk-Tyrosinphosphorylierung wéhrend des
shape change hervorrufen (Abb. 16). Nach niedrigen Konzentrationen an LPA werden Src-
und Syk-Tyrosinkinasen wihrend des shape change aktiviert, wiahrend nach hohen LPA
Konzentrationen das zytosolische Ca®" erhoht wird (Maschberger et al., 2000). Mox-LDL und
hohe Konzentrationen an LPA induzieren hauptsichlich einen Ca*’-Einstrom iiber die
Plasmamembran und relativ wenig Ca®’-Mobilisierung aus intrazelluldren Speichern, ein
Befund, der ausschlieBlich fiir diese Stimuli zutrifft und fiir andere Agonisten nicht
beobachtet wurde (Siess, 1989; Siess et al., 1999). Yang et al. fanden, da LPA und
Sphingosin 1-phosphat (S1-P) die Tyrosinphosphorylierung von Thrombozytenproteinen,
darunter auch Syk, stimulieren und zur Syk-Aktivierung fithren. Zu bemerken ist, da3 hier
sehr grole Mengen an LPA, ndmlich 40 uM zur Stimulation eingesetzt wurden (Yang et al.,
1996) im Vergleich zu nur 80 nM in unseren Versuchen. Auch Torti et al. zeigten die schnelle
Tyrosinphosphorylierung von mehreren intrazelluliren Proteinen inklusive Syk nach
Plattchenaktivierung mit LPA (Torti et al., 1996). In keiner dieser Studien wurde die

Aktivierung von Syk zu spezifischen Thrombozytenantworten korreliert.

Aus der Sicht des heutigen Standes der Forschung ist unklar, ob der Plattchen-LPA-Rezeptor
zu den drei Siebentransmembrandominen-Rezeptoren fiir LPA (LPA;, LPA,, LPAj) gehort
(Goetzl und An, 1998). Es liegt nahe zu spekulieren, dafl die Aktivierung der zwei
voneinander unabhdngigen Signalwege, Src-Kinase und Syk-Aktvierung einerseits und
zytosolische Ca?*-Erhhung andererseits, durch die Aktivierung von zwei verschiedenen
LPA-Rezeptoren vermittelt wird. Alternativ konnte ein LPA-Rezeptor verschiedene

Signaltransduktionswege aktivieren. So wurde gezeigt, daB3 ein LPA-Rezeptor an mehrere

100



heterotrimere G-Proteine wie G; und Gq koppeln kann (Moolenaar et al., 1997). Analog zu
Arbeiten in anderen Zelltypen konnten in Thrombozyten die Tyrosinkinasen Src und Syk
durch Gi-Aktivierung stimuliert werden, wihrend die Gg-Aktivierung zu einer Ca’"-Antwort
fiihrt. Tatsdchlich wurde eine Gj-vermittelte Src-Kinase und Syk-Aktivierung in anderen
Zelltypen wie Fibroblasten (Hordijk et al., 1994) und Avian B-Zellen (DT40 Zellen) (Wan et
al., 1996) beschrieben. In Thrombozyten von Gg-defizienten Méusen konnte die Aktivierung
von Src-Familientyrosinkinasen und Syk, unabhingig von einem zytosolischen Ca**-Anstieg,

beobachtet werden (Klages et al., 1999).

Welche mogliche Bedeutung hat nun die Syk Aktivierung wahrend des shape change? Mittels
des monoklonalen Antikérpers PAC-1, der spezifische Epitope der aktiven Konformation des
Integrins OypPB3 auf der Plattchenmembran erkennt, konnte festgestellt werden, da3 wahrend
des shape change ein betrachtlicher Teil des Integrins aypf3; aktiviert wird. Desweiteren
wurde gefunden, dal die Bindung von PAC-1 wihrend des durch YFLLRNP induzierten
shape change nach Vorbehandlung mit den Src-selektiven Hemmern vollstindig unterdriickt
war (Bauer et al., 2001 und Abb. 16). Diese Src-selektiven Hemmer inhibierten die
Proteintyrosinphosphorylierung und die Aktivierung von Syk wihrend des shape change
(Bauer et al., 2001). Neben den Src-Kinasen, konnte also auch die Kinase Syk am Integrin
OB inside-out signaling beteiligt sein. Dies unterstiitzend konnte gezeigt werden, dafl Syk
bei der Stimulus-induzierten Aktivierung des Integrins Oyp[3; in Maus-Thrombozyten beteiligt
ist. Versuche in Syk(-/-) Maus-Thrombozyten, in denen die Aktivierbarkeit des Integrins
Opfs tiber die Bindung von FITC-gekoppeltem Fibrinogen gemessen wurde, zeigten, dal3 die
Fibrinogenbindung nach Stimulation mit ADP + Epinephrin im Vergleich zu

Kontrollthrombozyten erniedrigt war (Law et al., 1999).

Zusammenfassend zeigen die Resultate, dal die Aktivierung von Syk wihrend des raschen
Formwandels der Thrombozyten iiber einen Mechanismus, der abhéngig von der Aktivierung
von Src-Kinasen, aber ohne Beteiligung des Integrins Ojp,33 und unabhéngig von der ITAM-
Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette erfolgt. Fiir den shape change selbst hat Syk jedoch
keine Funktion, es konnte jedoch fiir die Aktivierung des Integrins Oyp[33 wichtig sein, welche
fiir die sich an den Formwandel anschlieBende Thrombozyten-Aggregation bzw. -Ausbreitung

(spreading) wichtig ist.
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4.2 Integrin a;,B3 abhéngige Tyrosinphosphorylierung von Syk

Das Integrin ay,3; vermittelt die Thrombozytenaggregation und das spreading in vaskuldren
Wunden durch Interaktionen mit loslichen oder Matrix-assoziierten Liganden. Diese

Funktionen kommen bei der Himostase und bei der arteriellen Thrombose zum Tragen.

Die Untersuchungen der Arbeit zeigten, daB die Aktivierung des Integrins a3 in Thrombin-
aggregierten Thrombozyten die Stimulierung eines &hnlichen Signalwegs bewirkt wie die
Aktivierung des Glykoproteins VI durch Kollagen: es wurde eine Tyrosinphosphorylierung
der FcRy-Kette durch Src-Familie Kinasen gefunden. Diese bewirkt eine Assoziation der
FcRy-Kette mit der Tandem-SH2-Domine von Syk, was zur Tyrosinphosphorylierung und
Aktivierung von Syk fiihrt, und in der Folge zur Tyrosinphosphorylierung der Phospholipase
Cy2. RGDS, welches die Bindung von Fibrinogen und anderen Liganden an das Integrin
OmPBs blockiert, inhibierte die Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette komplett, ebenso
deren Assoziation mit Syk, und reduzierte drastisch die Tyrosinphosphorylierung von Syk
und PLCY2 in Thrombin-stimulierten Thrombozyten. Zwei strukturell unterschiedliche
spezifische Hemmer der Tyrosinkinasen der Src-Familie (PP1 und PD173956) fiihrten zu
einer Reduktion der Tyrosinphosphorylierung von Syk und einer kompletten Hemmung der
Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette in Thrombin-aggregierten Thrombozyten. Die
Bedeutung der FcRy-Kette fiir die Stimulation der Syk-Tyrosinphosphorylierung in
Thrombin-aggregierten Thrombozyten wird durch eine Studie von Poole et al. unterstiitzt.
Diese fanden, daBl die Syk-Tyrosinphosphorylierung in FcRy-Ketten-defizienten Maus-
Thrombozyten stark reduziert war, wenn sie mit niedrigen Thrombinkonzentrationen

aggregiert wurden (Poole et al., 1997).

Es zeigte sich weiter, da} dieser durch das Integrin o33 vermittelte Signalweg funktionell
fiir die Thrombozytenaggregation induziert durch niedrige Thrombinkonzentrationen relevant
ist. Diese SchluBlfolgerungen beruhen auf den Ergebnissen mit den Src-Kinase Inhibitoren
PP1 und PDI173956 wund den Studien an FcRy-Ketten- und Syk-defizienten
Mausthrombozyten, welche eine Verminderung der Pléttchenaggregation nach Stimulation
mit niedrigen Thrombinkonzentrationen zeigten. Die Inhibierung der
Thrombozytenaggregation war nach der Vorbehandlung der Thrombozyten mit den Src-

Kinase Inhibitoren stirker als in FcRy-Ketten- oder Syk-defizienten Mé&usen. Das liegt
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moglicherweise daran, daB3 Src-Kinasen auch unabhingig von Syk bei dem Integrin Oyp[3;
inside-out signaling und Integrin Q33 outside-in signaling beteiligt sind. Src Kinasen wie
Src selbst und Lyn sind konstitutiv mit dem Integrin Q33 in Thrombozyten assoziiert
(Dorahy et al., 1995; Obergfell et al., 2002). Eine derartige Assoziation konnte die Integrin
OmpPB; vermittelte Aktivierung von Src-Kinasen bewirken sowie die anschlieende

Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette.

Im Unterschied zu élteren Verdffentlichungen (Blake et al., 1994; Poole et al., 1997) ergaben
die Untersuchungen der Arbeit eine eindeutige Tyrosinphosphorylierung der PLCY2 in
Thrombin-stimulierten Thrombozyten. Die unterschiedlichen Ergebnisse konnten durch die
unterschiedlichen experimentellen Bedingungen erklirt werden. In den genannten Studien
wurden die Experimente ohne Aggregation durchgefiihrt (kein Riihren), was in der
vorliegenden Arbeit auch zu keiner Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette fiihrte. Die
Thrombozytenaggregation war Voraussetzung fiir einen Anstieg der Tyrosinphosphorylierung
der FcRy-Kette. Wonerow et al. berichten {iber eine Integrin ayp,[3;-vermittelte Stimulation der
PLCy2 Tyrosinphosphorylierung in Thrombozyten, welche auf Fibrinogen adhérierten
(Wonerow et al., 2002). Die Kinasen (Kinase), welche die PLCYy2 in stimulierten
Thrombozyten tyrosinphosphorylieren, sind nicht bekannt. In Kollagen-stimulierten
Thrombozyten scheint Syk die verantwortliche Kinase zu sein, da die PLCy2 in Syk-
defizienten Mausthrombozyten nach Stimulation mit Kollagen nicht tyrosinphosphoryliert
wird (Poole et al., 1997). Jedoch kann Syk im Gegensatz zu Src-Kinasen die PLCY2 nicht in
vitro tyrosinphosphorylieren (Rodriguez et al., 2001).

Der gleiche Signalweg wie nach Aktivierung des Integrins Qyp[3; in Thrombin-aggregierten
Thrombozyten wurde durch eine ldngere Behandlung der Thrombozyten mit EGTA
beobachtet. Die durch das EGTA induzierte Integrin Oyp,[3-Dissoziation bewirkte ebenfalls
eine Src-Kinasen vermittelte FcRy-Ketten Tyrosinphosphorylierung, deren Assoziation mit
tyrosinphosphoryliertem Syk sowie eine vermehrte Tyrosinphosphorylierung von PLCy2.
Allerdings wird durch die Integrin oypf3;-Dissoziation keine Thrombozytenaktivierung
verursacht (Negrescu und Siess, 1996). Die Aktivierung dieses Signalwegs allein ist also noch
nicht ausreichend, um eine physiologische Antwort zu induzieren. Ein silent pathway von der
Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette zu Syk und der PLCy2 wurde kiirzlich auch in

Thrombozyten nach Aktivierung des Glykoproteins Ib von einigen, aber nicht allen
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Arbeitsgruppen beschrieben (Falati et al., 1999, Wu et al., 2001, Marshall et al., 2002). Auch
in Lymphozyten wurde ein silent pathway der Tyrosinphosphorylierung der PLCy2
beobachtet (Fluckiger et al., 1998). Erklart wird die Tyrosinphosphorylierung der PLCY2 in
Abwesenheit einer Zellaktivierung durch eine Studie, die zeigt, da die
Tyrosinphosphorylierung nur bestimmter, spezifischer Tyrosinreste der PLCY2 notwendig ist,

um eine Aktivierung des Enzyms zu verursachen (Ozdener et al., 2002).

Die Beobachtungen in Thrombozyten stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen in CHO-
Zellen, welche stabil mit dem Integrin o33 und transient mit Syk transfiziert wurden (Gao et
al., 1997). In diesem Zellmodell wurde eine von ITAMs unabhingige Aktivierung von Syk
durch das Integrin ay,B5 gefunden. Der Unterschied der beiden Studien liegt vor allem an den
zwei verschiedenen Zelltypen, die untersucht wurden: zum einen Thrombozyten mit der
physiologischen Expression an Integrin O35, FcRy-Kette und Syk gegeniiber den
transfizierten CHO-Zellen mit moglicherweise liberexprimierter Menge an Integrin Oy,[33 und
Syk, und unbekannten Mengen an ITAM enthaltenden Proteinen. Im Modellsystem CHO-
Zellen konnte klar gezeigt werden, dal Syk nach Integrin oy[3;-Stimulierung iiber einen
ITAM-unabhédngigen Weg aktiviert werden kann. Moglicherweise hiangt die Regulation der
Syk-Aktivierung in stimulierten Thrombozyten vom Ausmal} der Integrin oyp3;-Aktivierung
ab: eine schwache Aktivierung nach Stimulation der Aggregation mit niedrigen Thrombin-
Konzentrationen fithrt zu einer funktionell relevanten ITAM-abhédngigen Aktivierung von
Syk, wéhrend eine starke Aktivierung zur Syk-Aktivierung (z.B. spreading, sieche Diskussion
im folgenden) unabhéngig von tyrosinphosphorylierten ITAMs in der FcRy-Kette fiihren

konnte.

Das spreading, welches im Anschlull an den shape change erfolgt, ist essentiell fiir die
Adhédsion von Thrombozyten an geschidigtes Endothel. Wéihrend der shape change
unabhingig vom Integrin Q3 erfolgt, erfordert das spreading die Anwesenheit und das
signaling Uber das Integrin Opp;. Die Ergebnisse der Arbeit und anderer Arbeitsgruppen

zeigten, dal} das spreading Src-Familie Kinasen und die Tyrosinkinase Syk involviert.

Zellbiologische Analysen in der vorliegenden Arbeit ergaben, daB3 Syk in adhirierenden,
ausgebreiteten Thrombozyten sowohl im Zytosol als auch an der Plasmamembran lokalisiert
war. Hier war teilweise eine Colokalisation mit dem Integrin Oppf; erkennbar.

Untersuchungen von auf Fibrinogen ausgebreiteten CHO-Zellen zeigten eine Colokalisation
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von Syk und Integrin o35 in der frithen Phase, jedoch nicht in der Spatphase des spreading
In aggregierenden und adhidrierenden, ausgebreitenen Thrombozyten sowie in CHO-Zellen ist

Syk ein proximales Glied in der Integrin Oyp[3; abhdngigen Signaltransduktionskette.

AuBlerdem zeigte sich in eigenen Versuchen eine vermehrte Tyrosinphosphorylierung der
FcRy-Kette wihrend des spreading von humanen Thrombozyten, was eine anschlieBende
Assoziation an die Tandem-SH2-Démane von Syk und damit eine Syk-Aktivierung
ermdglichen kann. Bei der Vorbehandlung von humanen Thrombozyten mit den Src-Kinase
Inhibitoren PP1 und PD173956 waren sowohl das spreading partiell gehemmt als auch die
Proteintyrosinphosphorylierung  reduziert. Die Src-Kinasen sind somit fiir die
Thrombozytenausbreitung erforderlich. In mehreren erst kiirzlich veroffentlichten Artikeln
wurden Ergebnisse zum Integrin Oyp[33-vermittelten Signalweg in Thrombozyten, die sich auf
immobilisiertem Fibrinogen ausbreiteten (spreading), dargestellt. Unter diesen Bedingungen,
unter welchen das Integrin OyB; outside-in signaling maximal stimuliert ist, wurde ein
Signalweg gefunden, welcher die Aktivierung der Kinase Src, welche konstitutiv an das [33-
Integrin gebunden ist, bewirkt. AnschlieBend wird Syk an das Bs;—Integrin gebunden und
aktiviert (Obergfell et al., 2002). Tatsdchlich kann die N-terminale SH2-Doméne von Syk
direkt an den zytoplasmatischen Teil des [3;-Integrins binden (Woodside et al., 2001;
Woodside et al.,, 2002). Allerdings waren in Untersuchungen von Law et al. keine
Unterschiede in der Adhidsion von Syk-defizienten zu Wildtyp-Mausthrombozyten an
immobilisiertes Fibrinogen feststellbar, woraus zu schlieBen ist, dal die Tyrosinkinase Syk

fiir das spreading nicht erforderlich ist (Law et al., 1999).

Mit dem Yeast Two-Hybrid System sollten Interaktionspartner der Tyrosinkinase Syk
ermittelt werden. Das Projekt wurde in den Labors von S.J. Shattil, La Jolla, USA begonnen.
Das Protein Syk konnte in Hefe exprimiert werden und es wurden eine Knochenmarks-
cDNA-Bank sowie eine fotale Leberzellen-cDNA-Bank nach moglichen Interaktionspartnern

gescreent. Es konnten jedoch keine positiven Klone identifiziert werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 die Resultate zum ersten Mal zeigen, daf}
Integrine nach Aktivierung iiber einen ITAM-abhédngigen pathway Signale an die Syk-Kinase
und PLCY2 weiterleiten, welcher dem Signalweg von Immunrezeptoren in Lymphozyten und
Monozyten, und dem des Kollagenrezeptors in Thrombozyten dhnlich ist. Die Aktivierung

von Syk nach Integrin-Aktivierung wurde auch in anderen hidmatopoetischen Zellen
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(Lymphozyten, Monozyten, Myeloidzellen und Neutrophilen) beschrieben. Hier wurde eine
Funktion von Syk bei der Adhdsion, dem spreading, bei zytoskelettalen Verdnderungen und
fiir die NF-kappa B Aktivierung gefunden (Lin et al., 1995; Gotoh et al., 1997; Yan et al.,
1997; Miller et al., 1999; Stupack et al., 1999; Yan et al., 1999). Es ist moglich, dal3 die
Adhision von Matrixproteinen und die Aktivierung von [3;-Integrinen und [3,-Integrinen in
diesen Zellen zur Syk-Aktivierung iiber einen Mechanismus fiihrt, welcher von der

Tyrosinphosphorylierung von ITAMs abhéngig ist.

4.3 Per spektive

Oxidativ modifiziertes LDL, vor allem mm-LDL oder mox-LDL, konnte iiber dhnliche
Mechanismen, wie in der vorliegenden Arbeit fiir Thrombozyten gezeigt wurde, auch andere
Zellen wie Monozyten, Endothelzellen oder glatte Muskelzellen stimulieren, welche bei der
Pathogenese der Arteriosklerose eine Rolle spielen. Die Beobachtung, dall Genistein den
shape change und die Stimulation der Tyrosinphosphorylierung von Syk induziert durch mox-
LDL hemmte, konnte eine mogliche Relevanz filir eine didtetische Prévention
arteriosklerotischer Erkrankungen haben. Genistein ist ein natiirlicher ”Breitband”-Inhibitor
von Tyrosinkinasen und gehort zu den Isoflavonoiden, die vor allem in Soja in hoher
Konzentration vorhanden sind. So wurde bei Untersuchungen von Japanern nach sojareicher
Diédt eine 30-fach hohere Ausscheidung von Genistein im Vergleich zu Menschen mit
Normalkost nachgewiesen (Gooderham et al., 1996). Genistein ist ein kompetitiver Inhibitor
von Adenosintriphosphat (ATP) in Kinasereaktionen und wirkt nicht-kompetitiv mit dem
Proteinsubstrat. Da die ATP-Bindungsdomdne unter allen Tyrosinkinasen sehr stark
konserviert ist, wirkt Genistein nicht auf eine spezifische Tyrosinkinase. Eine Alternative zu
Genistein stellen synthetische Tyrphostine (tyrosine phosphorylation inhibitors) wie z.B.
Tyrphostin A23 und A47 dar. Dies sind Tyrosinkinase-Hemmer, die in Konkurrenz mit dem
Proteinsubstrat treten. Inhibitoren von Tyrosinkinasen wie das natiirlich vorkommende
Isoflavonoid Genistein oder synthetische Tyrphostine koénnten die pathologische

Uberstimulation von Zellen durch oxidativ modifiziertes LDL erniedrigen.
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5. Zusammenfassung

Oxidativ modifiziertes low-density lipoprotein (LDL) und Thrombozyten spielen eine zentrale
Rolle in der Pathogenese kardiovaskulédrer Erkrankungen. Die Thrombozytenaktivierung fiihrt
abhingig von der Art der Stimulation zu einer raschen Forménderung (shape change),
Ausbreitung (spreading) oder zur Aggregation begleitet von einem Anstieg der
Tyrosinphosphorylierung von Tyrosinkinasen und deren Aktivierung. Die Untersuchung der
Regulation und Aktivierung der Tyrosinkinase Syk stand in der vorliegenden Arbeit im

Mittelpunkt.

Milde oxidiertes LDL (mox-LDL) fiihrt zum shape change. Dabei werden zwei unabhédngige
Signalwege, zum einen die Tyrosinphosphorylierung der Proteine P62, P68 und P130 sowie
der Tyrosinkinase Syk und zum anderen die zytosolische Ca’'-Erhéhung durch einen
erhéhten Ca**-Einstrom stimuliert. Desweiteren kommt es zur Translokation von Fyn und Syk
zum Aktin-reichen Zytoskelett. Wie in der Diskussion ausgefiihrt, erfolgt die Stimulation
dieser Signalwege iiber die Aktivierung des LPA-Rezeptors, mit LPA als der aktiven
Substanz im mox-LDL. Das Integrin oypB; war in die Stimulation dieser frithen
Signaltransduktionswege durch mox-LDL nicht involviert. Die Stimulation der
Proteintyrosinphosphorylierung und Syk-Aktivierung wurde durch die
Tyrosinkinaseinhibitoren Genistein und Tyrphostin A23 und zwei spezifische Inhibitoren der
Src-Familie Kinasen PP1 und PD173956 gehemmt. Im Gegensatz zu PP1 und PD173956
unterdriickten Genistein und Tyrphostin A23 auch den shape change durch mox-LDL. Die
Aktivierung von Syk wihrend des raschen Formwandels der Thrombozyten erfolgt {iber einen
Mechanismus, der abhingig von der Aktivierung von Src-Tyrosinkinasen, aber unabhéngig
vom Integrin aypP; und von der ITAM-Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette ist. Fiir die
Zytoskelettverdnderungen, die dem shape change zugrunde liegen, spielt die Syk-Aktivierung
keine Rolle. Die Syk-Aktivierung wéhrend des Formwandels konnte jedoch fiir die
Aktivierung des Integrins Oyp[3; wichtig sein, welche fiir die anschlieBende Thrombozyten-

Aggregation bzw. -Ausbreitung (spreading) wichtig ist.

Die Aktivierungsmechanismen von Syk wihrend shape change und Aggregation waren
unterschiedlich. In Thrombin-aggregierten Thrombozyten war die Syk-Aktivierung von dem

Integrin ay3; abhéngig. Hier zeigten die Untersuchungen der Arbeit, daBl die Aktivierung des
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Integrins Oyp3; die Stimulierung eines dhnlichen Signalwegs bewirkt wie die Aktivierung des
Glykoproteins VI durch Kollagen: Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette durch Src-
Familie Kinasen — Assoziation der FcRy-Kette mit der Tandem-SH2-Domine von Syk —
Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung von Syk — Tyrosinphosphorylierung der
Phospholipase Cy2. Es zeigte sich weiter, daB dieser durch das Integrin Oyp3; vermittelte
Signalweg funktionell fiir die Thrombozytenaggregation, induziert durch niedrige
Thrombinkonzentrationen, relevant ist. Diese SchluBfolgerungen beruhen auf den
Ergebnissen mit den Src-Kinase Inhibitoren PP1 und PD173956 und den Studien an FcRy-
Ketten- und Syk-defizienten Maus-Thrombozyten, welche eine Verminderung der
Plattchenaggregation nach Stimulation mit niedrigen Thrombinkonzentrationen zeigten. Der
gleiche Signalweg wie nach Aktivierung des Integrins Ojpf3 in Thrombin-aggregierten
Thrombozyten wurde durch Dissoziation des Integrins Q335 mittels EGTA beobachtet.
Allerdings bewirkte die Integrin Oyp[3;5-Dissoziation keine Thrombozytenaktivierung, woraus
zu schliessen ist, dal die Stimulierung dieses Signalwegs (Src-Kinasen Aktivierung —
Tyrosinphosphorylierung der FcRy-Kette — Syk- und PLCy2-Tyrosinphosphorylierung) nicht

ausreicht, um Thrombozyten physiologisch zu aktivieren.

Die Resultate zeigen zum ersten Mal, dall Integrine nach Aktivierung {iber einen ITAM-
abhédngigen pathway Signale an die Syk-Kinase und PLCy2 weiterleiten, welcher dem
Signalweg von Immunrezeptoren in Lymphozyten und Monozyten, und dem des

Kollagenrezeptors in Thrombozyten &hnlich ist.
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Adenosindiphosphat

Antikorper

Ammoniumpersulfat

Amidotriazol

bovine aortic endothelial cells
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