Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik |
Direktor: Professor Dr. med. Steffen Massberg
Klinikum der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Der Einfluss des Retinoid-X-Rezeptors auf die Thrombozytenfunktion und die
Thrombopoese

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

vorgelegt von

Verena Dorothee Warm
aus

Nurnberg

Jahr

2022



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

Erster Gutachter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der mundlichen Prifung:

PD Dr. med. Tobias Petzold

apl. Prof. Dr. Michael Spannagl|

PD Dr. med. Claudia Nuf3Bbaum

Prof. Dr. rer. nat. Bernhard Nieswandt

Prof. Dr. med. Uta Behrends

Prof. Dr. med. Steffen Massberg

Prof. Dr. med. Thomas Gudermann

06.10.2022



Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden bereits im Journal of Thrombosis

and Hemostasis veroffentlicht: Liusebrink E*, Warm V*, Pircher J, et al. Role of

RXRB in platelet function and arterial thrombosis. JThromb Haemost.
2019;17:1489-1499 (1), * contributed equally.



Inhaltsverzeichnis

ZUSAMMENTASSUNG ...ciiiiiiiiie et e e e e e e e e e e aaa s VI
Y 151 4 = Lo PP VIII
ADDIdUNGSVEIZEICANIS oo IX
TabellenNVerzeiChNis ... e X
ADKUIrZUNGSVEIZEICANIS ..uuiiii e e Xl
N ] oY =T 1 AU o o SRR 1
1.1 ThrombOZYIEN .o 1
1.1.1 Megakaryopoese und Thrombopoese. ..........ccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiienene, 1
1.1.2 Thrombozytenadh&sion und -aktivVierung............ccoeevvevvviiiieeeeeeeeennnns 2
1.1.3 Kernrezeptoren in Thrombozyten .............ccccooiiiiiiiiiiiiciiii e, 6

1.2 Der Retinoid-X-ReZePtOr.....ccoouuiuiiiiiii i 7
1.2.1 Evolutionsbiologie des Retinoid-X-Rezeptors.........cccccvvvevveevieienennn. 8
1.2.2 EXpression und STrUKLUT ..........coovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 8
1.2.3 RXR-LIGANAEN ....coviiiiiii et e e e e e eaaens 9
1.2.4 Funktionen des RXR ........ccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 12

1.3 Der RXR in Megakaryozyten und Thrombozyten .......................... 15
1.3.1 Einfluss von RXR-Liganden............ccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeee 16

2 ZIEISEBIZUNG vt e aaana 20
3 Material und Methoden ... 21
TR RV =T €YU [od £ 1] A= = ISR 21
3.1.1 Knockoutmodelle.........oooeeeeiiiiiee e 21
3.1.2 BIUENINANME ....uiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eennne 25

3.2  Experimentelle VEersucChe ........ccooooiiiiiiiiii e 26
3.2.1 Arbeiten mit 9-CiS REINSAUIE ........ccevvuviiiiiie e 26
3.2.2 ThrombDOZYIENASSAYS ......evvvrrururiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiaiieibbaeb e 26
3.2.3 MegaKaryOzyteNasSaYS .......ccccevuuuieeiiiiiiieeeeiii e e e e e e 31
3.2.4 Kultivierung hamatopoetischer Vorlauferzellen ............c......ooeeni.n. 35

3.3 Eisenchlorid-induzierte arterielle Thrombose in vivo................... 36
3.4 Statistische AUSWErTUNG ......coovvviiiiiiiiiiiieee 37



N S o =] o] T ST T = PO 39

4.1 Expression des Retinoid-X-Rezeptors in Thrombozyten und -

YT o L= 100 174 YA (=] o SRR 39
4.1.1 WeSEEINDIOL .....ueiiie e e 39
4.1.2 Nachweis der RXR-Isoformen in Thrombozyten und

Megakaryozyten mittels Immunofluoreszenzfarbung ...........cccccceeeen 40

4.2  Der Einfluss von RXR-Liganden auf die Thrombozytenfunktion. 43

4.2.1 AQOrEGOMETIIE ...ttt 43
4.2.2 SPIrEAGING ...ttt 43
B4.2.3 FACS ..o 46

4.3  Der Einfluss von RXR-Liganden auf die Thrombozytenbildung .. 48
4.3.1 Quantifizierung der Proplattchenpartikelbildung mittels FACS

ANBIYSE <. 48
4.3.2 Quantifizierung der proplattchenbildenden Megakaryozyten mittels
IMMUNOFIUOIESZENZ ... 49
N (g ToTod (o TV L o 1T PSR 50
4.4.1 MX1-Cre/ RXRBIOIOX e 50
4.4.2 Pfa-Cre/ RXRBIOIOX e 53
5 DISKUSSION oo 71
5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse.......ccccccoviiiiiiiiiiiinnnnnnn. 71
5.2 Diskussion der Methoden .........cccoooeeiiiiiiiiiiiii e 72
5.2.1 Das Pf4-Cre/ RXRo¥ox Knockoutmodell............ccoeeevveeeicreeeennen. 72
5.2.2 Spezifitat der verwendeten RXR-Liganden............cccoooeeeeiiiviiinnnnnnn. 72
5.3 Diskussion der ErgebnisSe ......ccccoviviiiiiiiiiiiiiiiiii 73
5.3.1 RXR-Isoformen in Thrombozyten und Megakaryozyten................. 73
5.3.2 Reduktion der Plattchenfunktion durch RXR-Liganden .................. 73
5.3.3 Der Einfluss des RXRs auf die Thrombopoese ...........ccccceeeevvnnnnnnn. 74

5.3.4 Keine Beeintrachtigung der Thrombozytenbildung durch RXR[3-
L0703 (0¥ 75
5.3.5 Keine Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion durch RXR[3-
KINOCKOUL ... e e e 76



5.3.6 Keine Beeintrachtigung der thrombozytenhemmenden

Eigenschaften von RXR-Liganden bei RXRB-Knockout................cccce...... 76
5.3.7 DNA-unabhangige Funktionen des Retinoid-X-Rezeptors ............. 77

5.4 AUSDIICK oo 78

B LI I AUN e 79
A B - 101 €Y= 1o 11 o o RPN 89
PUBDITKAtIONSIISTE ... 91

Vi



Zusammenfassung

Der Retinoid-X-Rezeptor (RXR) ist ein Kernrezeptor, der durch die Bindung
seines Liganden 9-cis Retinséure als Transkriptionsfaktor wichtige Prozesse wie
Zelldifferenzierung, Zellmetabolismus und Zelltod reguliert. Dartiber hinaus fuhrt
die Behandlung von humanen Thrombozyten mit RXR-Liganden zu einer
reduzierten Thrombozytenfunktion, diese Effekte wurden bisher DNA-

unabhangigen Funktionen des RXRs zugeschrieben.

Ziel der Arbeit war es die inhibitorischen Effekte der RXR-Liganden auf murine
Thrombozyten zu untersuchen und eine Mauslinie mit einem

thrombozytenspezifischen RXR Knockout zu charakterisieren.

Es wurde mit Westernblotting gezeigt, dass murine Thrombozyten ausschlief3lich
RXRB exprimieren. Mit Hilfe von Thrombozytenfunktionsassays, wie Licht-
Transmissions-Aggregometrie, Spreading und FACS Analysen zur
Quantifizierung von Thrombozytenaktivierungsmarkern wurde der Einfluss von
RXR-Liganden auf die murine Thrombozytenfunktion weiter untersucht. Es
konnte bestatigt werden, dass eine Vorbehandlung mit RXR-Liganden vor der
Aktivierung mit Collagen und U46619 zu einer signifikant reduzierten
Thrombozytenantwort fuhrt. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass der

synthetische RXR-Ligand Methoprensaure die Thrombopoese steigert.

Um zu bestatigen, dass die beobachteten Effekte auf den RXR zuriickzufihren
sind wurde die Mauslinie Pf4-Cre/ RXRpflox/flox generiert. Diese prasentiert
einen Megakaryozyten- und Thrombozyten-spezifischen RXRB-Knockout. Die
Knockout-Tiere zeigten keine veradnderten Thrombozytenzahlen im Blut und
Megkaryozytenzahlen in  Knochenmark wund Milz. Sie zeigten keine
Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion. Ebenfalls konnte die gleiche
Reduktion der Thrombozytenfunktion durch RXR-Liganden induziert werden wie

in den Kontrolltieren.

Daraus resultiert, dass die Reduktion der Thrombozytenfunktion durch RXR-
Liganden unabhangig von RXR} ist und Uber bisher unbekannte Mechanismen
vermittelt wird. Diese Mechanismen gilt es in der Zukunft zu identifizieren und

charakterisieren.
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Abstract

The retinoid X receptor (RXR) is a nuclear receptor and transcription factor that
regulates important processes such as cell differentiation, cell metabolism, and
cell death by activation by its ligand 9-cis retinoic acid. Furthermore, treatment of
human platelets with RXR ligands results in reduced platelet function; these

effects have previously been attributed to non-genomic functions of RXR.

The aim of this work was to investigate the inhibitory effects of RXR ligands on
murine platelets and to characterize a mouse model with a platelet-specific RXR

knockout.

We demonstrated that murine platelets exclusively express RXR[B. Platelet
function assays, such as light transmission aggregometry, platelet spreading, and
FACS analyses to quantify platelet activation markers, were used to further
investigate the influence of RXR ligands on murine platelet function. It was
confirmed that pretreatment with RXR ligands before activation with collagen and
U46619 resulted in a significantly reduced platelet response. Furthermore, the

synthetic RXR ligand methoprenoic acid was shown to increase thrombopoiesis.

To confirm that the observed effects were specifically mediated by the RXR, the
mouse line Pf4-Cre/ RXRpflox/flox was generated, a mouse strain with a a
megakaryocyte- and platelet-specific RXRB knockout. The knockout animals
showed no altered blood platelet counts and megakaryocyte counts in the bone
marrow and the spleen. The knockout animals showed no altered platelet counts
in blood and megakaryocyte counts in bone marrow and spleen. They showed
no impairment of platelet function. Likewise, the same reduction in platelet

function could be induced by RXR ligands as in control animals.

This suggests that the reduction in platelet function by RXR ligands is
independent of RXRB and is mediated by currently unknown mechanisms. These
mechanisms need to be identified and characterized in the future.
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1 Einleitung
1.1 Thrombozyten

Kommt es im kardiovaskularen System zu Lasionen der GefalRwand wird tber
zahlreiche biochemische und zellulare Prozesse die Blutstillung vermittelt, um die
Integritat der GefalBwande und damit den Blutfluss sicher zu stellen. Dabei
konnen unterschiedliche pathologische Faktoren, wie beispielsweise das
Vorliegen einer Arteriosklerose mit Ruptur einer arteriosklerotischen Plaque, zu
UberschieRenden Gerinnungsprozessen filhren und in einer arteriellen
Thrombose resultieren. Dies fuhrt zu einem Gewebeinfarkt im Versorgungsgebiet
der verschlossenen Arterie, sind die Koronararterien davon betroffen kann es zur
Ausbildung eines Myokardinfarktes kommen. Eine zentrale Rolle in der
Ausbildung der arteriellen Thrombose spielen dabei neben Endothelzellen und

Gerinnungsfaktoren die Thrombozyten (2).

Thrombozyten sind kleine, kernlose Zellfragmente, die im Blut zirkulieren und
essentiell fur die Blutstillung sind. Im Knochenmark werden sie durch komplexe
Prozesse von ihren Vorlauferzellen, den Megakaryozyten, abgeschnirt und in
den Blutkreislauf entlassen. Kommt es im Gefal3system zu dessen Verletzung
binden sie an die durch die Lasion freigelegten subendothelialen Komponenten.
Diese Adhdsion an den GefaRdefekt fuhrt 2zu einer weiteren
Thrombozytenaktivierung mit Rekrutierung weiterer Thrombozyten und
anschlieBend zur Aggregation mit Quervernetzung durch Fibrinmolekile und
Ausbildung eines arteriellen Thrombus. Diese Vorgadnge werden durch
inhibitorische und aktivierende Proteinkaskaden fein reguliert. Gerat diese
Regulierung jedoch aufRer Kontrolle, kann es zu lebensbedrohlichen
Komplikationen kommen (3).

1.1.1 Megakaryopoese und Thrombopoese

Megakaryozyten sind die Vorlauferzellen der Thrombozyten, sie entstehen
wahrend der Megakaryopoese aus hamatopoetischen Stammzellen im
Knochenmark. Die Thrombopoese bezeichnet die Bildung von Thrombozyten
aus Megakaryozyten. Megakaryozyten sind sowohl die grof3ten (50-100 pm im
Durchmesser) als auch die seltensten (0,1 %) Zellen des Knochenmarks (4).

Sowohl die Megakaryopoese als auch die Thrombopoese werden durch das

1



Zytokin Thrombopoietin stimuliert, welches an den Membranrezeptor c-Mpl
bindet (5).

Um Thrombozyten bilden zu kénnen vervielfaltigen Megakaryozyten ihre DNA
ohne sich dabei zu teilen, dieser Vorgang wird als Endomitose bezeichnet. Die
polyploiden Zellen kénnen dabei das bis zu 128-fache ihrer DNA enthalten. Im
Verlauf maturiert der Megakaryozyt und bildet reichlich Proteine, Granula,
Zellorganellen und Zellmembran aus. Anschlie@end formieren sich
Ausstilpungen aus Zytoskelett und Zellmembran, die sich weiter verlangern und
zu perlschnurartigen Proplattchen entwickeln. Entlang des Zytoskeletts werden
Zellorganellen und Granula in die Zellausstilpungen transportiert (6). Die
Proplattchen werden als Thrombozytenvorlaufer abgeschnirt und reifen wahrend
ihrer Zirkulation im Blutstrom zu 1-3 pum grofRen Blutplattchen heran. Dort
zirkulieren sie fur 7-10 Tage. Kommt es wahrenddessen zu keiner Aktivierung

der Thrombozyten werden diese anschlieRend in der Milz abgebaut (7).

1.1.2 Thrombozytenadhasion und -aktivierung

Verletzungen der GefalBwande aktivieren Proteinkaskaden im Blut und in
Thrombozyten. Diese regulieren die Bildung eines Thrombus und die Blutstillung.
Es kommt zur Adhasion der Blutplattchen an beschadigte GefaRabschnitte, diese
resultiert in einer Aktivierung der Thrombozyten und zur anschliel3enden
Aggregation mit Quervernetzung von Thrombozyten und Ausbildung eines
Thrombus (8).

Bei Lasionen des GefalRendothels kommt es zur Exposition subendothelialer
extrazellularer Matrixproteine (EZM). Die Bestandteile der EZM initiieren die
Hamostase, welche sich in die primare und die sekundare Hamostase gliedert.
Die priméare Hamostase ist gekennzeichnet durch die Bildung eines Thrombus
durch Thrombozyten. Die sekundare Hamostase beschreibt den Verschluss des

Thrombus durch Fibrin, welche durch die Gerinnungsfaktoren reguliert wird (9).

Teil der EZM sind adhasive Makromolekiile, wie Collagen, Laminin, Fibronectin
und der von-Willebrand-Faktor (VWF). In Gefallen mit hohen Scherraten, wie
Arteriolen und kleinen Arterien, binden die Blutplattchen an die Endotheldefekte
initial mit Hilfe des Glykoproteinrezeptors GPlb an den collagengebundenen
VWEF, der vom verletzen Gefaliendothel exprimiert wird (10). Diese Bindung ist
fur die Thrombozyten allerdings nicht ausreichend um eine suffiziente Adhasion

2



zur EZM auszubilden. Sie rollen entlang der Gefal3oberflache, wahrend der
Glykoproteinrezeptor VI (GPVI) niedrigaffin an Collagen bindet und innerhalb des
Thrombozyten intrazellulare Signalkaskaden auslost. Diese Signalkaskaden
fuhren zu einer Konformationséanderung in Integrinen (11). Integrine sind
Matrixrezeptoren auf der Thrombozytenoberflache, bei deren Aktivierung es zu
einer Erhohung ihrer Bindeaffinitait an die EZM und der intrazellularen
Calciumkonzentration kommt. Die fir die Adhéasion wichtigsten Integrine sind das
Integrin a2B1, welches an Collagen bindet, und das Integrin allbf3, das den VWF
bindet (Abbildung 1). Dariber hinaus kommt es zur Ausschittung intrazellular
gelegener Granula und Thrombozytenmediatoren, wie Adenosindiphosphat
(ADP), Thrombin und Thromboxan Az (TXA2). Diese Mediatoren fihren zu einer
weiteren Eigenaktivitat der Blutplattchen und rekrutieren und aktivieren wiederum
weitere Thrombozyten und potenzieren so die Thrombozytenaktivierung. (11,
12).

& GPb
s S~ GPVI
Endothelzelle %  Resting Integrina2f1
®%— Activated Integrina2p1
> 3 Resting Integrinallb3
\ Activated IntegrinallbB3
GPIb vermitteltes Aktivierung, Integrinvermittelte
Ausschutten von Adhésion

Rollen
Granula,

GPVI vermittelte
Bindung

Abbildung 1 : Schematische Darstellung der Adhasionsmechanismen von
Thrombozyten. Die Bindung von GPIb an Collagen gebundenen vWF vermittelt das
Rollen der Thrombozyten auf der Endothellasion. Die GPVI-Bindung an Collagen
vermittelt eine weitere Thrombozytenaktivierung, es kommt Zu
Konformationséanderungen in den Integrinen, die eine feste Adhasion an die EZM

vermitteln (modifiziert nach Varga-Szabo et al. 2008 (11)).

Die Amplifizierung der Thrombozytenantwort wird neben der Ausschittung
intrazellular gelegener Thrombozytenagonisten zuséatzlich durch Stimuli
induziert, die bei Endothelverletzungen oder gegebenenfalls aus rupturierten
atherosklerotischen Plaques freigesetzt werden. Diese Stimuli binden an G-
Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) auf der Thrombozytenoberflache und
fuhren zu einer weiteren Amplifikation der Zellantwort. Guanosintriphosphat
bindende Proteine (G-Proteine) dienen als Schaltstellen in verschiedenen

Signaltransduktionswegen (13). Thrombozyten exprimieren unterschiedliche
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GPCRs, an die die G-Proteine Gs, Gq, G12/13 und Gi/Gz gekoppelt sind. Alle G-
Proteine aul3er Gs vermitteln eine Stimuli-spezifische Thrombozytenaktivierung,
wohingegen Gs an Rezeptoren fiir physiologische Thrombozyteninhibitoren wie
Prostazyklin gekoppelt ist. Thrombin bindet und aktiviert die G-Protein
gekoppelten Protease-aktivierten Rezeptoren PAR1 und PAR4 durch
intramolekulare Spaltung. PAR-Rezeptoren sind an Gq und G12/13 gekoppelt.
TXAz bindet an den TXA2/Prostaglandin Hz-Rezeptor TP welcher mit Gg und G13
assoziiert ist. Serotonin bindet an den Gg-gekoppelten 5SHT2A-Rezeptor und
ADP an den Gg- und Gi-gekoppelten P2Y-Rezeptor (Abbildung 2) (14).

Thrombin TXA2 Serotonin ADP Prostazyklin,
i i i Adenosin
PAR1 PAR4 TP 5HT2A P2y [i
ﬁ_:\ N AND ﬁ_:\ A ﬁ_:\ N AN JITWN
|A'A LA'AY LA'AY

VVV) VVV)

Abbildung 2 : Schematische Darstellung G-Protein gekoppelter Rezeptoren. Die
Aktivierung von Gs durch Prostazyklin fuhrt zu einer Thrombozytenhemmung, die
Aktivierung durch Thrombin, TXA2, Serotonin und ADP fuhrt zu einer Aktivierung der
thrombozytenaktivierenden G-Proteinkaskaden (modifiziert nach Varga-Szabo et al.
2008 (11)).

Die Stimulation von Gq hat besonderen Stellenwert, da viele Stimuli tber Gq ihre
Aktivierung vermitteln. Sie tragt maf3geblich zur Thrombozytenaggregation,

Granulasekretion und Integrinaktivierung bei.

Diese GPCR aktivieren wiederum im Verlauf weitere G-Proteine. Dabei spielen
die G-Proteine RhoA, Cdc42 und Rac eine Schlisselrolle in der Aktivierung von
Thrombozyten, der Dynamik des Zytoskelettes und der Sekretion von Granula
(13).

Final konvergieren viele der Signalkaskaden, die durch unterschiedliche Stimuli
ausgeldst werden, in derselben Endstrecke: der Aktivierung der Phosphoinositid-
Phospholipase C. Diese bildet Inositoltriphosphat und Diacylglycerol aus, die zur
Calciummobilisierung und der Aktivierung der Proteinkinase C fuhren. Die

erhdhte Calciumkonzentration und die Proteinkinase C sind wiederum fir viele



intrazellulare Aktivierungsmechanismen wichtig, wie der Ausschittung von
Granula, der Synthese von TXA2 und der Funktion der NO-Synthase (15).

Eine zentrale Rolle in der Thrombozytenaktivierung spielt die Sekretion von
Granula. Blutplattchen enthalten drei Arten von Granula: Zur ersten Gruppe
gehoren a-Granula, die Adhasionsmolekilen wie Fibrinogen, vWF und
Gerinnungsfaktoren beinhalten. Die zweite Gruppe besteht aus den dense
Granula, welche mit Serotonin, Histamin, divalente Kationen und Nukleotide
beladen sind. Die dritte Gruppe sind lysosomale Granula, diese enthalten
Lysozyme mit Proteasen. Die Ausschittung endogener Stimuli amplifiziert die
Thrombozytenantwort und hilft bei der Rekrutierung von zirkulierenden
Thrombozyten (16).

Thrombozyten exprimieren unterschiedliche Integrine, das am zahlreichsten
enthaltene ist das Integrin allb3, gefolgt von dem Integrin a2f1, Integrin a5p1
und Integerin a6B13. Im nicht aktivierten Thrombozyten liegen sie in einem
niedrigaffinen Zustand vor. Bei Plattchenaktivierung kommt es zu
Konformationsanderungen, wobei sie in einen hochaffinen Zustand Ubergehen
und an ihre Liganden binden. Die Signalkaskaden, die zu dem Affinitatsshift der
Integrine fuhren, werden auch als ,Inside-Out Signalling“ bezeichnet. Die
Ligandenbindung an Integrine fuhrt zu dem sogenannten ,,Outside-in Signalling®,
es kommt erneut zu einer Konformationsanderung der Integrine, die dadurch
intrazellular neue Proteinkaskaden anstof3en. Diese fuihren zu einer stabilen
Thrombozytenadhasion, Thrombozytenaggregation und Thrombusformation (17,
18).

Der Thrombozyt verandert im Laufe seiner Aktivierung seine Form. Im Blut
zirkuliert er als rund-ovale Scheibe. Bei Adhasion an die EZM bildet er eine Kugel
aus und breitet sich unter Ausbildung von Pseudopodien und Lamellopodien aus,
dieser Vorgang wird auch als ,Platelet Spreading“ bezeichnet (19). Danach
kommt es zur ,Clot Retraction, der Thrombozyt adhéariert fest an der EZM,
kontrahiert sein Zytoskelett und versiegelt so die Gefal3lasion. Diese strukturellen
Veranderungen werden mafgeblich durch das Integrin allbf3 vermittelt und sind
Teil des Outside-in Signallings. Das Integrin besitzt einen zytoplasmatischen
Schwanz, der an das Zytoskelett gebunden vorliegt und als Transduktor von
biochemischen Signalen zu einer mechanischen Reaktion fungiert und damit zur
Kontraktion fuhrt (14).



Das Zytoskelett der Thrombozyten besteht zu grol3en Teilen aus Actin in seiner
filamentésen Form, sogenanntes F-Actin, und einem Ring aus Mikrotubuli.
Wahrend der Thrombozytenaktivierung kommt es zum ,Platelet Spreading®, das
F-Actin bildet eine Zone mit parallel angeordneten Bundeln, die Filopodien
ausbilden und eine Zone mit kirzeren orthogonal ausgehenden F-Actin
Filamenten, die das Lamellopodium ausbilden. In der spateren Phase der ,Clot
Retraction kommt es zur Aktin-Myosin vermittelten Kontraktion des Zytoskeletts,

was zu einer Stabilisierung des Blutgerinnsels fuhrt (20, 21).

(A) (B ©) (D)
Abbildung 3: Aktivierung eines Thrombozyten unter Flussbedingungen bei einer
Scherrate von 1500s™ auf VWF. Der unaktivierte Thrombozyt als oval-runde Scheibe (A),
Ausbildung von Pseudopodien und Rollen auf der mit vVWF beschichteten Oberflache,
Adhésion (B und C) und Ausbildung eines Lamellopodiums (D) (22).

1.1.3 Kernrezeptoren in Thrombozyten

Kernrezeptoren sind Transkriptionsfaktoren, die erst nach Bindung ihres
spezifischen Ligandens die Transkription der DNA beeinflussen. Da
Thrombozyten zellkernlose Zellen sind und damit keine nukleare DNA besitzen,
scheinen die Kernrezeptoren in Thrombozyten keine Funktion zu erflllen.
Entgegen dieser Erwartung sind die Kernrezeptoren nicht nur Uberbleibsel, die
im Zuge der Abschnirung von Megakaryozyten im Zytosol verbleiben. In den
DNA-losen Zellfragmenten haben sie sogenannte nicht-genomische Funktionen

und beeinflussen darlber die Thrombozytenfunktion (23).

Um DNA-unabhéangige Funktionen von Kernrezeptoren zu untersuchen stellen
Thrombozyten ein hervorragendes Modell dar. Wahrend Kernrezeptoren als
Transkriptionsfaktoren mehrere Stunden bis Tage brauchen bis man ihren Effekt
untersuchen kann, modulieren die DNA-unabhéngigen Wirkungen der
Kernrezeptoren bereits nach kurzer Zeit die rasch induzierbare

Thrombozytenantwort.

Zahlreiche Kernrezeptoren konnten in Blutplattchen nachgewiesen und ihr
Einfluss auf die Thrombozytenfunktion herausgearbeitet werden. Sie stellen nicht
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nur Uberbleibsel dar, die im Rahmen der Thrombopoese im Zytosol verbleiben,
sondern vermitteln kurzfristige Zellantwort und kdnnen dabei die
Thrombozytenfunktion inhibierend oder aktivierend beeinflussen (23).
Thrombozyten exprimieren verschiedene Kernrezeptoren die meist durch
Bindung ihres spezifischen Liganden aktiviert werden. So zeigen beispielsweise
Thrombozyten, die mit Prednisolon behandelt werden, eine durch den
Glucocorticoidrezeptor (GR) vermittelte Reduktion des Aggregationsverhaltens
(24). Durch die 0Ostrogenbedingte Aktivierung der Estradiolrezeptoren (ER)
kommt es zu einer stdrken Thrombozytenaktivierung (25). Die Aktivierung des
Liver-X-Rezeptors (LXR) (26), des Retinoid-X-Rezeptors (RXR) (27), des
Peroxisomen-Proliferator-aktivierte Rezeptors (PPAR) (28) oder des Retinoic-
Acid-Receptor (RAR) (29) fuhren zu einer Inhibition der Plattchenfunktion.

Da Thrombozyten eine maRgebliche Rolle in der Entstehung der arteriellen
Thrombose spielen ist die Erforschung der Funktionsmechanismen in
Blutplattchen von groRer Bedeutung. Auf der Suche nach neuen
Therapiekonzepten stellt die Modulation der Thrombozytenfunktion durch

Kernrezeptoren eine interessante Option dar (30).

Ein wichtiger Kandidat zur weiteren Erforschung ist der Retinoid-X-Rezeptor.
Viele der anderen Kernrezeptoren sind in ihrer Funktion obligat auf den RXR
angewiesen, indem sie mit ihm Heterodimere bilden und nur in dieser Bindung
als Transkriptionsfaktor agieren konnen. Aufgrund dieser enormen Bedeutung
besteht ein grof3es Forschungsinteresse an moglichen Beeinflussungsfaktoren

dieses Rezeptors.

1.2 Der Retinoid-X-Rezeptor

Der Retinoid-X-Rezeptor (RXR) ist ein Kernrezeptor und Transkriptionsfaktor, der
in vielen Bereichen der Zelldifferenzierung, des Zellmetabolismus und des
Zelltods eine wichtige Rolle spielt. Durch Aktivierung beeinflusst er die
Transkription der DNA und moduliert dartber die Proteinexpression in Zellen. Er
besitzt drei Subtypen, RXRa, RXRB und RXRy, die wiederum durch alternatives

Splicen mehrere Isoformen haben (31).



1.2.1 Evolutionsbiologie des Retinoid-X-Rezeptors

Kernrezeptoren lassen sich abhangig von ihrem Bindeverhalten in funf
unterschiedliche Gruppen einteilen (32). Gruppe eins ist nur in der Lage ihre
Funktion auszufuhren, wenn sie in heterodimerer Form mit Gruppe zwei vorliegt.
Der RXR gehort zur Gruppe zwei, diese Gruppe kann sowohl als Heterodimer als
auch als Homodimer agieren. Gruppe drei sind Steroidhormonrezeptoren, die als
Homodimere agieren. Gruppe vier kann ebenfalls mit dem RXR Heterodimere
ausbilden. Gruppe funf besteht aus dem Germ-cell-nuclear-factor-Rezeptor

(GCNF), der nur wenig Gemeinsamkeiten mit anderen Rezeptoren aufweist (33).

Obwohl sich all diese Rezeptoren in ihrer Funktion unterscheiden, zeigen sie
doch einige strukturelle Gemeinsamkeiten. Das legt nahe, dass sie sich alle aus
einem gemeinsamen Rezeptorvorfahren entwickelt haben. Pflanzen, Hefen,
Protozoen und Pilze zeigen keine codierenden DNA-Strukturen far
Kernrezeptoren. Erst hoher entwickelte Organismen wie Quallen und
Seeanemonen besitzen Gene um Kernrezeptoren zu bilden. Sie exprimieren
Rezeptoren der Gruppe funf und der Gruppe zwei, unter anderem den RXR.
Daruiber hinaus zeigen sowohl der RXR in der Qualle als auch der im S&ugetier
die gleiche Ligandenspezifitat fir 9-cis Retinsaure. Es wird angenommen, dass
der RXR der phylogenetisch alteste Kernrezeptor ist, aus dem sich die

Kernrezeptorgruppen eins bis vier entwickelt haben (34),(33, 35).

1.2.2 Expression und Struktur

Die Subtypen RXRa, RXRB und RXRy unterscheiden sich hinsichtlich der Lange
ihrer Basenpaare und Masse (Tabelle 1). Sie sind in unterschiedlichen Geweben
zu finden, RXRa findet sich in Leber, Milz, Epidermis und Intestinum, RXR[ wird
ubiquitar exprimiert und RXRy wird vornehmlich in der Skeletmuskulatur, dem
ZNS und dem Fettgewebe synthetisiert. Polymorphismen des RXRB-Gens
kbnnen in Zusammenhang mit einem erhdhten BMI, Gallensteinen und
cholangiozellularen Karzinome gebracht werden, Polymorphismen des RXRy

Gens mit familiarer Hyperlipiddmie und Diabetes mellitus Typ 2.

Die RXR Subtypen haben sechs strukturelle Domanen, beginnend vom N-
Terminus: eine Liganden-unabhangige Aktivierungsstelle, an die Co-Aktivatoren
binden koénnen; eine DNA-Bindedomane mit zwei Zinkfingern; eine
Ligandenbindedomane; eine Verbindung zwischen der DNA-Bindedomé&ne und
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der Ligandenbindedoméne; und eine Doméne, deren Funktion noch unbekannt

ist (31).

Human Murin

RXRa Basenpaare: 462 Basenpaare: 467
Masse: 50,8 kDa Masse: 51,2 kDa

RXRpB Basenpaare: 533 Basenpaare: 520
Masse: 56,9 kDa Masse: 55,9 kDa

RXRy Basenpaare: 463 Basenpaare: 463
Masse: 50,8 kDa Masse: 50,8 kDa

Tabelle 1 : Basenpaarlange und Masse der RXR-Subtypen (36)

1.2.3 RXR-Liganden

Bis heute ist es umstritten, welches Molekil der natirliche endogene Ligand fur
den RXR ist. Es ist ebenfalls unklar ob es Uberhaupt einen RXR-spezifischen
Signalweg gibt oder ob der RXR nicht nur als Bindepartner in
Rezeptorheterodimeren agiert. Organische Metabolite wie 9-cis-Retinsaure,
Phytansaure und Docosahexaensaure binden in vitro spezifisch an den RXR,
(35). Sowohl RXR-Dimere, als auch RXR-Tetramere und Heterodimere kénnen

RXR-Liganden binden und werden durch sie aktiviert (33).

Einen Nachweis, dass es zu einer endogenen RXR-Aktivierung und damit auch
zu einer endogenen RXR-Ligandenbindung kommt, erbrachten Solomin et al. Sie
zlchteten eine Mauslinie, bei der ein Fusionsprotein an die RXR-Bindedoméane
gekoppelt ist. Durch Bindung des Liganden wird ein transgenes Reporter-
Konstrukt aktiviert und die Bildung von B-Galaktosidase induziert. Mit Hilfe von
Whole-Monut Staining wurde diese Galaktosidase angefarbt. Es konnte gezeigt
werden, dass es wahrend der Embryogenese zu einer RXR-spezifischen
Galaktosidase-Bildung im Rickenmark kommt. Daraus resultiert die Vermutung,
dass es zu diesem Zeitpunkt zu einer endogenen Ligandensynthese kommt (37).

1.2.3.1 Natirliche RXR-Liganden
1.2.3.1.1 9-cis Retinsaure

Vitamin-A und seine Derivate sind essentiell fur viele Prozesse im Korper.
Besonders wahrend der Embryogenese spielen sie eine zentrale Rolle in der

Entwicklung des Nervensystems, der Extremitaten und der kraniofazialen
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Differenzierung. Auf der anderen Seite kdnnen zu hohe Retinoidkonzentrationen
teratogen und toxisch fur den Embryo sein. Im Organismus sind sie essentiell fur
das Sehen, die Fortpflanzung und das Immunsystem (38). Diese komplexen

Prozesse werden durch unterschiedliche Vitamin-A Rezeptoren vermittelt.

1990 entdeckten Mangelsdorf et al. einen bisher unbekannten Rezeptor, der
Retinoid-abh&ngig aktiviert wird. Dieser zeigte jedoch eine andere Primarstruktur
als der bereits bekannte Vitamin-A Rezeptor Retinoid-Acid-Receptor (RAR) und
eine andere Ligandenspezifitat. Da zu diesem Zeitpunkt noch nicht klar war,
welches Retinoid diesen Rezeptor aktiviert, wurde er ,Retinoid-X-Rezeptor®
genannt. Erst spater wurde 9-cis Retinsaure als das unbekannte ,Retinoid X*
identifiziert und gezeigt, dass sie alle drei Subtypen RXRa, RXRB und RXRy
spezifisch bindet und aktiviert (39, 40).

Der endogen uberwiegend vorkommende und metabolisch aktivste Vitamin-A
Metabolit ist all-trans Retinsaure (atRS), der seine Funktion Uber den Retinoic-
Acid-Receptor ausilbt. Sein Isomer, 9-cis Retinsaure (9cRS), bindet sowohl
hochaffin an den RXR als auch niedrigaffin an den RAR. Leider konnte lange Zeit
9-cis Retinsaure mit keiner validen analytischen Methode in Serum oder Gewebe
nachgewiesen werden (38, 41). 2010 konnte jedoch mit Hilfe von
Flissigchromatographie mit Massenspektrometriekopplung 9cRS im murinen
Pankreas detektiert werden und seine Funktion in der Regulation Glucose-

induzierter Insulinsekretion gezeigt werden (42).

9cRS hat im Organismus unterschiedliche Funktionen, im Pankreas agiert 9-cis
Retinsaure als Autakoid, das die glucoseabhangige Insulinproduktion mitreguliert
(42). Daruber hinaus nimmt 9cRS Einfluss auf metabolische Stoffwechselwege,
wie die Schilddrisenhormonachse, Triglyceridsynthese, mitochondriale DNA-
Transkription und die Steroidsynthese. Auch beeinflusst es das Immunsystem

und moduliert Proliferation und Immunantwort von Lymphozyten (41).

Zur klinischen Anwendung kommt 9cRS, auch als Alitretinoin bezeichnet, bei
dermatologischen Erkrankungen wie dem chronischen Handekzem und dem
Kaposi-Sarkom. Es wirkt sowohl antiinflammatorisch und immunmodulierend, als
auch antiproliferativ und proapoptotisch. Es kann topisch als Gel oder in Form
von Kapseln oral eingenommen werden. So wie alle Retinoide zeigt auch 9cRS

vielfaltige Nebenwirkungen. Es wirkt teratogen und ist daher in der
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Schwangerschatft kontraindiziert, fuhrt zu einer Hypertriglyzeridamie, trockener
Haut, Kopfschmerzen, Alopezie, Photosensitivitat und anderen Komplikationen
(43).

1.2.3.1.2 Fettsauren

Fettsauren stellen neben 9cRS ebenfalls RXR-Liganden dar. Insbesondere die
gesattigte Fettsdure Phytanséaure und die mehrfach ungesattigten Fettsduren
Arachidonsdure und Docosahexaensdure fihren in vitro zu einer RXR-
Aktivierung. Die Fettsauren binden mit einer hohen Affinitdt an den RXR, sodass
Lenggquvist et al. nahelegen, dass der RXR auch in vivo als ein Fettsdurerezeptor
agieren konnte (44, 45). Niu et al. identifizieren ungesattigte Fettsduren als

natlrliche RXR-Liganden in murinen hamatopoetischen Stammzellen (46).

1.2.3.2 Synthetische Liganden: Rexinoide

Die sogenannten Rexinoide sind kunstlich hergestellte Substanzen, die
spezifisch den RXR aktivieren. Haufig verwendete Rexinoide sind beispielsweise
Methoprensaure und Bexaroten (31).

Methopren und seine Derivate sind Wachstumshormone in Insekten und finden
Anwendung als Insektizide. In Sdugetieren bindet insbesondere Methoprenséure
selektiv an den RXR und aktiviert ihn spezifisch, ohne dabei wie 9cRS ebenfalls
den RAR zu aktivieren (47).

Bexaroten ist ein synthetisches Retinoidanalogon, das unter dem
Arzneimittelnamen Targretin zur Therapie des kutanen T-Zelllymphoms
eingesetzt wird. Phase 2 und 3 Studien konnten zeigen, dass bis zu 50 % der
Patienten, die refraktar oder intolerant gegen bisherige Therapieschemata
waren, von einer Bexarotentherapie profitieren. Allerdings kommt es auch zu
starken unerwinschten Arzneimittelwirkungen. Die Patienten leiden vermehrt
unter Hypothyreosen, Knochenmarksdepression und einer Serumerhdéhung von
Cholesterol und Trigylzeriden (48). Neben seiner Affinitat fur den RXR bindet
Bexaroten auch an andere Rezeptoren, wie den PPARYy und zeigt damit keine
reine RXR-Spezifitat (49).

Um Nutzen aus der Wechselwirkung mit dem RXR zu ziehen, aber gleichzeitig
das Nebenwirkungsprofil von Bexaroten und 9cRS zu vermeiden, wird weiterhin

an Rexinoiden geforscht. 9cUAB ist ein Retinoidanalogon mit einer inhibierenden
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Wirkung auf die Karzinogenese, es wurde bereits sowohl in vitro, im Tierversuch,
als auch in einer Phase 1 Studie untersucht. Es zeigt bisher ein glnstiges
Nebenwirkungsprofil und kdnnte nach weiterer Erprobung klinisch eingesetzt
werden (50).

1.2.4 Funktionen des RXR

Der RXR hat viele unterschiedliche Funktionen. Zum einen agiert er als
Transkriptionsfaktor, der durch Ligandenbindung aktiviert wird und die
Proteinexpression beeinflusst. Auf der anderen Seite agiert er unabhangig von

Liganden und ist ein obligater Bindepartner flr andere Kernrezeptoren. (33)

1.2.4.1 RXR als Transkriptionsfaktor

Der RXR kann Homodimere oder Homotetramere mit sich selbst oder
Heterodimere mit einer Vielzahl von anderen Kernrezeptoren ausbilden. Durch
Ligandenaktivierung binden die Dimere an spezielle Basenpaarsequenzen an
der DNA in der Nahe von Promotoren und beeinflussen deren Aktivitat. Der
Bindepartner des RXR bestimmt, an welche Basenpaarsequenz das Heterodimer
bindet. Kein anderer Kernrezeptor kann mit so vielen unterschiedlichen
Kernrezeptoren Heterodimere bilden. Bindepartner, wie der Peroxisom-
Proliferator-aktivierte Rezeptor (PPAR) a, PPARB, PPARYy, der Vitamin-D-
Rezeptor (VDR), der Retinoid-Acid-Receptor (RAR), der Liver-X-Receptor (LXR)
a, LXR B sind obligat auf den RXR angewiesen und kénnen nur mit ihm ihre
Funktion erfiullen (31, 35).

1.2.4.2 Knockout der RXR-Isoformen

Um die Funktion des RXR besser zu verstehen wurden unterschiedliche

Knockout-Mause gezlchtet und untersucht.

1.2.4.2.1 RXRa Knockout

Kastner et al. generierten Knockout-Mause mit einem inkompletten,
heterozygoten (RXRa +/-) und mit einem kompletten, homozygoten RXRa (RXRa
-/-) Knockout. Die RXRa +/- Tiere zeigten im Gegensatz zu C57B/6 Mausen
(RXRao+/+) eine deutliche Wachstumsretardierung, die RXRa -/- Tiere verstarben
in utero bis Embryonaltag 18,5. Die Embryonen zeigten okuldre und kardiale
Malformationen, aber auch die Entwicklung von Lunge, Haut, Leber, Z&hnen und

Gaumen war beeintrachtigt (51).
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Das Fehlen von RXRa im Organismus zeigt gro3e Effekte auf die embryonale
Entwicklung. Eine Aktivierung der Retinsaurerezeptoren RXR und RAR durch
ihre Liganden kann wéhrend der Schwangerschaft jedoch auch teratogene
Effekte hervorrufen, wie beispielsweise Skelettfehlbildungen und einen
unvollstandigen Verschluss des Gaumens. Um diese Effekte genauer zu
untersuchen wurden weibliche heterozygote RXRa Knockout-Tiere mit
mannlichen heterozygoten verpaart und wahrend der Schwangerschaft mit all-
trans Retinsaure geflttert. Per Kaiserschnitt wurden die Tiere am Embryonaltag
14,5 entbunden und auf ihre Fehlbildungen hin untersucht. RXRa -/-
Nachkommen zeigten im Gegensatz zu den RXRa+/+ Nachkommen keine durch
all-trans Retinsaure bedingten Malformationen. Die RXRa+/- Nachkommen
zeigten milde Malformationen, jedoch nicht so ausgepréagte wie die Tiere ohne
Knockout. Dies deutet daraufhin, dass die teratogenen Effekte von Retinsauren
uber RXRa vermittelt werden (52, 53).

Um den Effekt des RXRa noch genauer zu untersuchen und die embryolethalen
Auswirkungen des Knockouts zu umgehen, wurden Mause mit konditionellem
Knockout gezichtet. Durch Verpaarung mit einer gewebespezifischen Cre-
Rekombinase Maus, kann somit ein Gewebe selektiver knockout induziert
werden. In einer Studie wurde mit Hilfe der K14-Cre-ER/ RXRao¥ox Mauslinie
ein isolierter RXRa Knockout in adulten Keratinozyten generiert, dabei zeigte sich
eine starke Beeintrachtigung der Zelldifferenzierung. Die Knockout-Tiere litten
unter Haarverlust, Zysten- und Ulcusbildungen bedingt durch eine
Hyperproliferation und abnormalen terminalen Differenzierung der Keratinozyten.
All diese Veranderungen traten in Weibchen starker auf als in Mannchen.
Mannchen exprimieren hohere Level an RXRp in Keratinozyten, ein Knockout
von RXRa und RXRB flhrte bei Mannchen und Weibchen zu ahnlichen
Hautveranderungen. RXR[B scheint den Mangel an RXRa in Keratinozyten von

Méannchen kompensieren zu kénnen (54).

Mit Hilfe von Mx1-Cre/ RXRafo¥fox Mausen, Knockout-Tieren mit einem
induzierbaren Knockout in hamatopoetischen Stammzellen, wurde der Einfluss
von RXRa auf die Blutbildung untersucht. Der Mangel an RXRa hatte keinen
Einfluss auf die Hamatopoese in vivo. Zellkulturen von hamatopoetischen
Stammzellen, die mit 9-cis Retins&ure behandelt wurden zeigten eine reduzierte

Bildung an Colony Forming Units (CFU). Die Stammzellen der RXRa -/- zeigten
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hingegen in vitro keine vergleichbare Reaktion auf die Behandlung mit 9-cis

Retinsaure, sondern eine leicht vermehrte Bildung von Stammzellkolonien (55).

1.2.4.2.2 RXRB-Knockout

Zur Untersuchung der RXRp-Isoform wurde eine Mauslinie mit einem
vollstdndigen RXR[B-Knockout generiert. Etwa die Halfte der gezichteten RXR[3
-/- Tiere starb vor oder nach der Geburt, die andere Halfte zeigte aul3er einer
nicht funktionierenden Spermatogenese keine Auffalligkeiten. Kastner et al.
nehmen an, dass die einzelnen Isoformen des RXR redundant sind und den

Ausfall einer Rezeptorisoform kompensieren kénnen (56).

Sunaga et al. untersuchten den Einfluss von RXRB auf die myeloiden
Vorlauferzellen des Knochenmarks. Es wurden transgene Mause generiert, in
denen die Funktion von RXRp Heterodimeren in myeloiden Vorlauferzellen
unterdrickt wird. Diese Tiere zeigten eine Beeintrachtigung der Hamatopoese.
Eines der zwdlf untersuchten Tiere zeigte einen Arrest in der Differenzierung im
promyelozytaren Stadium, drei weitere zeigten eine leichte Inhibition der

myeloiden Hamatopoese (57).

Um den Einfluss des RXR auf die Osteoklastendifferenzierung zu untersuchen
generierten Menéndez-Gutiérrez et al. Mx1-Cre/ RXRafo/flox | RX RBfloxflox Mzuse.
Diese Tiere exprimieren in ihnren hAmatopoetischen Stammzellen, aus denen sich
auch Osteoklasten differenzieren, keine RXR-Isoformen. Sie untersuchten die
Knochendichte der Tiere und zeigten, dass 20 Wochen alte mannliche Knockout-
Tiere eine hohere Knochendichte besalRen als die Kontrolltiere. Im Gegensatz
dazu zeigten weibliche Knockout-Tiere keine Abnormalitaten in ihrem
Knochengerust, jedoch konnte man bei ihnen im Gegensatz zu den Kontrolltieren
keine Osteoporose induzieren durch Ostrogenmangel nach Ovarektomie (58).
Welchen Einfluss der RXR-Knockout fir die anderen Zellen der
hamatopoetischen Reihe hatte wurde nicht weiter untersucht, jedoch zeigte sich
auch in dieser Studie &hnlich wie bereits bei einem RXR-Knockout in
Keratinozyten ein unterschiedlicher Effekt des Knockouts auf beide

Geschlechter.

1.2.4.2.3 RXRy Knockout

Im Vergleich zu RXRy +/+ Tieren zeigen RXRy -/- keinerlei Unterschiede

hinsichtlich Lebensféahigkeit, Fertilitat, Wachstum und Verhalten. Auch der
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vollstandige Knockout von RXR und RXRy und ein heterozygoter Knockout von
RXRa (RXRa +/-, RXRB-/-, RXRy-/-) fihrte zu den vorher beschriebenen
Fehlbildungen bei RXRa und RXRB-Knockouts, jedoch zu keinen
RXRYy spezifischen. Krezel et al. ziehen daraus den Schluss, dass RXRy sowohl
fur die embryonale Entwicklung, als auch fir den erwachsenen Metabolismus
entbehrlich ist. Darlber hinaus vermuten sie, dass ein einziges RXRa Allel den

Funktionsverlust der anderen RXRs ausgleichen kann (59).

1.2.4.3 Einfluss des RXR auf mitochondriale DNA

Neben anderen Kernrezeptoren, wurde auch eine gekurzte Version des RXRa
(mt-RXR) in der Mitochondrienmatrix entdeckt. Er Gibt dort einen Einfluss auf die
mitochondriale Genexpression, die oxidative Phosphorylierung und die
Energiebereitstellung aus. Seine Aktivierung fuhrt zu einer Erhdhung
mitochondrialer DNA und der Proteinexpression von Enzymen der Atmungskette
(60-63).

Mitochondrien in Thrombozyten zeigen eine hohe metabolische Aktivitat. Sie
stellen den Blutplattchen nicht nur Energie in Form von ATP bereit, die
Polarisation ihrer Membran ist auch assoziiert mit der Plattchenaktivitat (64, 65).

1.2.4.4 DNA-unabhangige Funktionen des RXR

Neben seiner Funktion als Transkriptionsfaktor wurde gezeigt, dass der RXR
auch zytoplasmatische, DNA-unabhangige Funktionen hat (31). Er fungiert
sowohl als Transportprotein fur andere Kernrezeptoren, ist aber auch in der Lage
Apoptose und Immunreaktionen zu induzieren und inhibieren (66), (67).

Darlber hinaus findet man den RXR, wie auch viele andere Kernrezeptoren, in
Thrombozyten. In diesen kernlosen Zellfragmenten kommt keine nukledre DNA
vor, daher konnen die Kernrezeptoren dort ihre Funktion als
Transkriptionsfaktoren nicht ausiben. Sie scheinen dort jedoch eine DNA-
unabhangige Rolle zu spielen, denn die Behandlung mit RXR-Liganden fuhrt zu

einer Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion (27).

1.3 Der RXR in Megakaryozyten und Thrombozyten

Thrombozyten sind Zellfragmente, die mit dem Zytoplasma und den
Zellorganellen ihrer Vorlauferzellen, den Megakaryozyten, ausgestattet sind,

jedoch ohne Zellkern und nukledre DNA (7). In ihnen finden sich eine Vielzahl
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von Kernrezeptoren. Diese stellen allerdings nicht nur Uberbleibsel des
Abschnirungsprozesses von den Megakaryozyten dar, sondern tben einen
Einfluss auf die Plattchenfunktion aus (23). Neben dem PPAR (28, 68, 69), dem
Androgenrezeptor (70) und Glukokortikoidrezeptor (24) wurde auch der Retinoid-
X-Rezeptor in Thrombozyten gefunden.

Moraes et al. zeigen, dass sowohl im Zytosol als auch in der Membran von
humanen Thrombozyten sowie in der Megakaryozytenlinie Meg-01 RXRa und
RXRB vorkommen (27).

1.3.1 Einfluss von RXR-Liganden

1.3.1.1 Einfluss von 9-cis Retinsaure auf die Hamatopoese

Retinoide beeinflussen die Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen.
In Konzentrationen von 10% M wirkt 9cRS inhibitorisch auf die Differenzierung
von hamatopoetischen Vorlauferzellen, 9cRS zeigt jedoch keinen Effekt auf die
Differenzierung von Megakaryozyten (71). Auch zeigen sowohl CD34+- als auch
HL-60 Zellen eine reduzierte Ausbildung von CFUs bei der Behandlung mit 9cRS
(72, 73).

1.3.1.2 Einfluss von RXR-Liganden auf die Thrombozytenfunktion
Bereits 1990 zeigten Mukherjee et al.,, dass Thrombozyten nach einer
Vorbehandlung mit 100nM Retinsaure fur 20 min ein reduziertes

Aggregationsverhalten auf Stimulation mit ADP zeigen (74).

Moraes et al. zeigen, dass sich durch die Aktivierung des RXR mit 9cRS und
durch den synthetischen RXR-Liganden Methoprensaure die Plattchenfunktion
beeinflussen lasst. Eine durch ADP oder TXA:z induzierte Plattchenaggregation
l&sst sich durch die Vorbehandlung mit RXR-Liganden reduzieren. Weiterhin wird
gezeigt, dass der RXR das G-Protein Gq bindet, die Gg-abhangige Rac-
Aktivierung inhibiert und damit die Rac-abhangige intrazellulare
Calciumerhéhung hemmt. Dies fuhrt 2zu einer Reduzierung der

Thrombozytenantwort auf Stimuli (27).

Durch Unsworth et al. wurde der Einfluss von RXR-Liganden auf die
Plattchenfunktion weitergehend untersucht. Eine Vorbehandlung mit RXR-
Liganden fuhrt zu einer Hemmung der Aggregation in der Licht-Transmissions-

Aggregometrie, einer Hemmung der Integrin Inside-Out Aktivierung sowie die
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Sekretion der a-Granula. Es kommt zu einer geringeren Erhohung der
intrazellularen Calciumkonzentration bei Aktivierung und zu einer Hemmung des
Zellspreadings. Diese Hemmung konnte beobachtet werden bei einer
Vorbehandlung mit RXR-Liganden in einer Konzentration von 10-20 pM fur drei
min und einer anschlieBenden Stimulation durch die Thrombozytenaktivatoren
Collagen, Thrombin und das collagen-related Peptide (CRP), einen spezifischen
Agonisten fur den Collagenrezeptor GPVI. Auch unter Durchflussbedingungen in
der Durchflusskammer und in einem Thrombosemodell im Tierversuch konnte
eine Reduktion der Thrombusbildung durch Vorbehandlung mit RXR-Liganden

gezeigt werden.

Es wurde auf molekularer Ebene untersucht, wie RXR-Liganden eine Hemmung
der Aktivierung durch GPVI-Agonisten und Thrombin vermitteln. Die am Anfang
von GPVI-vermittelten Signalkaskaden stehende Phosphorylierung wird nicht
quantitativ beeinflusst, sondern nur kurz verzdgert. Erst in spateren Teilen der
Signalwege kommt es zur RXR-vermittelten Inhibition der Thrombozytenfunktion.
RXR-Liganden fuhren tber eine Hochregulierung von NFkB und cAMP zu einer
erhohten Aktivitdt der Proteinkinase K (PKA). Diese wiederum vermittelt eine
Reduktion der intrazellularen Kalziumkonzentration und der Integrinaktivierung.
Dartber wird die Granulasekretion, das Adhasions- und Spreadingverhalten der
Thrombozyten, die Thrombozytenaggregation und die Retraktion des
Blutgerinnsels gehemmt. Dies resultiert in einer reduzierten Thrombusformation
in vitro und einer Hemmung der Hamostase und der arteriellen Thrombose in
vivo. Diese PKA-vermittelte Hemmung der Thrombozytenfunktion stellt einen

neuen Ansatz dar fur die Thrombozytenaggregationshemmung (75).
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RXR Liganden

Blutaerinnselretraktion <4—— — Adhasion und Spreading
Aggregation }
Thrombusformation
Hamostase

Abbildung 4: Schematische Darstellung RXR-abhéngiger Signalwege in Thrombozyten.
Die ligandenabhéngige Aktivierung des RXR fiihrt zu einer Aktivierung von NF-kB und
cAMP, welche wiederum zu einer erhdhten Aktivitat der PKA flhren. Diese hemmt die
intrazellulare Erhdéhung der Calciumkonzentration und der Integrin allbp3 Aktivitat.
Daraus resultiert eine Inhibition der Granulasekretion, der Blutgerinnselretraktion, des
Adhasions- und Spreadingverhaltens sowie der Thrombozytenaggregation. Diese haben
eine reduzierte Thrombusformation und Hamostase zur Folge. Modifiziert nach Unswoth
et al. (75).

Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass der RXR bei Plattchenaktivierung
gemeinsam mit seinem Bindepartner, dem PPARy, in Form von Platelet
Microparticles freigesetzt wird (76) wobei deren physiologische Konsequenz
nicht abschliel3end verstanden ist.

Liu et al. untersuchten Patienten mit koronarer Herzkrankheit Giber drei Jahre und
bestimmten deren Retinsaurewerte im Blut. Das Patientenkollektiv mit
niedrigeren Werten zeigte im Gegensatz zu dem Kollektiv mit hoheren
Retinsdurewerten in dem Beobachtungszeitraum eine erhéhte Mortalitat. Sowohl
der RAR als auch der RXR reduzieren in hoheren Konzentrationen die
Thrombozytenfunktion.  Dartber  hinaus  steigern  Retinsduren  die
Reendothelialisierung bei Gefaldverletzungen, reduzieren das Remodelling nach
Herzinfarkten und beeinflussen Makrophagen in ihrer Funktion (29, 77). Diese
Effekte kdnnten zu der geringeren Mortalitat bei héheren Retinsaurewert im Blut
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beigetragen haben. Daher stellen Retinsduren und ihre Analoga einen maglichen
neuen Therapieansatz dar um die Entstehung der arteriellen Thrombose zu

hemmen.
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Dissertation ist die Untersuchung der DNA-unabhangigen
Funktionen des Retinoid-X-Rezeptors in Thrombozyten. Bislang wurden nur
Untersuchungen zum Einfluss der RXR-Liganden auf die Thrombozytenfunktion
durchgefuhrt. Im Rahmen dieser Arbeit soll die Funktion des Retinoid-X-
Rezeptors in Thrombozyten und Megakaryozyten mit Hilfe von neu generierten,
Zelltyp-spezifischen, konditionellen Knockout-Tieren herausgearbeitet und
verglichen werden. Mit Hilfe der neuen Mausmodelle, soll zudem die Spezifitat
der in friheren Studien beobachteten Effekt der RXR-Liganden evaluiert werden.
Die Ergebnisse der durchgefuhrten Versuche sollen im Folgenden

zusammengefasst und analysiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden am Mausmodell
durchgefuhrt, da sich dieses besonders gut eignet Rickschlisse auf die
menschliche Biologie zu ziehen. Zum einen bestehen in der Genetik und der
Physiologie von Menschen und Méausen viele Gemeinsamkeiten, zum anderen
lassen sich die Tiere dartber hinaus schnell ziichten und ihre Physiologie ist
bereits gut untersucht. Durch unterschiedliche Knockoutmodelle kbnnen Tiere
generiert werden, denen zu untersuchende Proteine fehlen (78, 79).

Es wurden die Stamme C57BL/6J, Mx1-Cre/ RXRpfo¥flox ynd Pf4-Cre/
RXRpfloxflox yverwendet. Der C57BL/6 Stamm ist ein Wildtypstamm, der von den
Charles Rivers Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) erworben wurde. Die beiden
Knockout-Mauslinien Mx1-Cre/ RXRBfo¥lox ynd Pf4-Cre/ RXRB¥ox haben einen
genetischen C57BL/6 Hintergrund. Es wurden 10-20 Wochen alte Tiere
verwendet. Alle Tierversuche wurden mit der Genehmigung der Regierung
Oberbayern durchgefihrt (ROB-55.2-2532.Vet_02-17-228).

Die Tiere wurden in der spezifisch pathogenfreien Tierhaltung des Zentrums flr
Neuropathologie und Prionforschung oder der Tierhaltung der Medizinischen
Klinik 1 des Klinikums Grof3hadern gehalten.

3.1.1 Knockoutmodelle

Um einen RXRPB-Knockout in Thrombozyten zu generieren wurden zwei
unterschiedliche Knockoutstamme gezlchtet. Die Knockouts wurden mit dem
cre-loxP System generiert. Dieses System besteht aus zwei Komponenten. Zum
einen aus einer Rekombinase, die in der Lage ist DNA zu rekombinieren und zum
anderen aus zwei loxP-Regionen, die eine DNA-Sequenz markieren, an der die
Rekombinase ansetzen soll. Die Rekombinase steht unter dem Einfluss eines
Promoters, der spezifisch fir das Gewebe gewéhlt wird, in dem der Knockout
stattfinden soll. Damit ein suffizienter Knockout stattfinden kann missen beide
Allele des auszuknockenden Proteins loxP-Regionen tragen und auf einem Allel
die Rekombinase vorliegen. Ein Knockout kann konstitutiv oder konditionell

vorliegen. Bei einem konstitutiven Knockout exprimiert die Maus bereits wahrend
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der Embryonalperiode nicht das Protein. Bei einem konditionellen Knockout, wird
durch Verpaarung der konditionellen Knockout Maus mit einer spezifischen,
promotergetriebenen Cre-Rekombinase Maus eine zellspezifische Expression
der Cre-Rekombinase innerhalb der Zielzelle erreicht. Dadurch wird ein
Ausschneiden der loxP-flankierte Region in der Zielzelle und somit ein Knockout
erreicht. (80).

Zellspezifischer Promoter

—B- | Cre Rekombinase ——

loxP loxP
Zielgen
Zielgen
Cre Rekombinase loxP
o
loxP \
N
l/

Abbildung 5 : Schematische Darstelllung des Cre-loxP Systems. Die Cre Rekombinase
steht unter dem Einfluss eines zellspezifischen Promoters. Bei seiner Aktivierung wird
die Rekombinase gebildet, setzt an den loxP-Regionen um das Zielgen an und schneidet

dieses aus.

3.1.1.1 Mx1-Cre/ RXRpfoxflox

Der Mx1 Promoter wird verwendet zur Untersuchung von hamatopoetischen
Stammzellen. Er wird aktiviert bei viralen Infektionen und ist in gesunden Tieren
inaktiv. Durch Interferon-a und -, aber auch durch doppelstrangige RNA wie
Polyinosin-polycytidin (pl-pC) wird er aktiviert. Auf seine Aktivierung hin wird in
hamatopoetischen Stammzellen die Cre Rekombinase gebildet und schneidet

dort das loxP-flankierte Gen aus (81).

Fur Experimente wurden Mx1-Cre*-/ RXRB¥flox Mause als Knockout-Tiere und
Mx1-Cre’/ RXRBfo¥flox gls Kontrolltiere gezlichtet. Sie wurden mit poly I:C (pl-
pC) (invivogen) behandelt.

Es wurden unterschiedliche Therapieregime zur Induktion des Knockouts
verwendet. Dabei wurden jeweils drei Kontroll- und drei Knockout-Tiere mit pl-pC

behandelt. Die Tiere wurden einmal Uber drei Tage mit einer Dosis von 15 mg/kg
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KG pl-pC an Tag 1 und mit einer zweiten Dosis an Tag 3 behandelt. Fur einen
zweiten Versuchsansatz wurden Mause uber finf Tage mit pl-pC behandelt, mit

Injektion an Tag 1, Tag 3 und Tag 5.

Am Tag nach der letzten Injektion wurde den Tieren intrakardial Blut entnommen

und auf den Knockout hin untersucht.

3.1.1.2 Pf4-Cre/ RXRflox/flox

Um einen reinen Megakaryozyten-spezifischen Knockout zu generieren wurden
Pf4-Cre/ RXRB1o¥lox Mause geziichtet. Der Plattchen Faktor 4 (Pf4) Promoter
wird in Megakaryozyten aktiviert und fuhrt in Megakaryozyten und Thrombozyten

zum Knockout des gefloxten Gens (82).

Dabei dienten Pf4-Cre*-/ RXRBMox¥fox Tiere als Knockout-Tiere und Pf4-Cre”/

RXRploxflox g|s Kontrolltiere.

3.1.1.3 Genotypisierung

Die gezuchteten Tiere wurden mittels PCR von labortechnischen Assistenten
genotypisiert. Alle Proben wurden mit Wasser als Negativprobe zeitgleich
gemessen, um Kontaminationen auszuschlieen. Fur die Genotypisierung
wurden die Schwanzspitzen der zu untersuchenden Tiere mit dem DNeasy

Blood&Tissue Kit (Qiagen) lysiert.

Fur die PCR des Pf4-Cre-Locus und des RXRB™*-Locus wurden 2,5 pl 10x
Standard Tag Reaction Buffer, 0,5 pl 10 mM dNTPs, 0,5 pul 10 uM Forward
Primer, 0,5 pl 10 uM Reverse Primer und 0,125 pl Taqg DNA-Polymerase
(BioLabs) mit 2 pl der DNA-Probe und mit nukleasefreiem Wasser auf 25 pl pro

Probe aufgefullt.

Fur die PCR der Mx1-Cre-Locus wurde das KAPA2G Fast Hot Start Genotyping
Mix Kit von Peglab verwendet. Dazu wurden 7,5 pl nukleasefreies Wasser, 12,5
ul KAPA2G Fast Hot Start Genotyping Mix, 0,5 pl 25mM Magnesiumchlorid?2,
1,25 pl 10 uM Forward Primer und 1,25 pl 10 uM Reverse Primer mit 2 pul DNA-

Probe gemischt.

Es wurden Primer fur die unterschiedlichen DNA-Abschnitte und die
dazugehorigen PCR Protokolle aus den Tabellen 2-4 verwendet. Die RXRfox
Primer XO141 und WS55 detektieren das RXRB Wildtyp-Allel, WH137 und WS

54 das RXRB*-Allel.
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RXRBﬂox

Primer Basensequenz Basenlange
X0 141 5-TCCTCCACTGCACACAGCCC-3 20
WS 55 5’- CCGGGAGGGCTGACTTTCATC-3’ 21
WH 137 5-CGTGCAAGGAAGGCCCTTTA-3’ 20
WS 54 5-TTAAAGCAGGAATTGGACCA-3’ 20
PCR Protokoll
Schritt Temperatur Zeit
1 95°C 5 min
2 95°C 30s
3 56°C 30s
4 72C 30s
38 Zyklen Schritt 2-4
5 72°C 7 min
6 4°C

Tabelle 2: RXRB"* PCR Protokoll
Pf4-Cre
Primer Basensequenz Basenlange
Forward 5-CCCATACAGCACACCTTTTG-3 20
Primer
Reverse 5-TGCACAGTCAGCAGGTT-3 17
Primer
PCR Protokoll
Schritt Temperatur Zeit
1 95°C 3 min
2 95°C 30s
3 55°C 45 s
4 72°C 1 min
35 Zyklen Schritt 2-4
5 72°C 7 min
6 4°C

Tabelle 3: Pf4-Cre PCR Protokoll
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Mx1-Cre

Primer Basensequenz Basenlange
Forward 5-GTG AGT TTCGTT TCT GAG CTCC- |22
Primer 3

Reverse 5-CGG TTATTC AAC TTG CAC CA-3 20
Primer

PCR Protokoll

Schritt Temperatur Zeit
1 95°C 3 min
2 95°C 15s
3 65°C 15s
4 72°C 10s
38 Zyklen Schritt 2-4

5 72°C 7 min
6 4°C

Tabelle 4: Mx1-Cre PCR Protokoll

Im Anschluss wurden die Proben auf ein Agarose-Gel (Biozym) pipettiert und bei
100V in einer PCR-Kammer (BioRad PowerPac HC) fiir 60 min nach ihrer Gré3e
aufgeteilt. Als Marker wurde der 100bp DNA-Ladder Gene Ruler (Thermo
Scientific) verwendet. Mit dem GelDoc 2000 (BioRad) wurden anschlieRend die

Aufnahmen der Gele gemacht.

3.1.2 Blutentnahme

Zur Blutentnahme wurden die Mause in Narkose gelegt. Diese wurde mit einer
Inhalationsnarkose  aus Isofluran  eingeleitet, welche Uber einen
Isofluranverdampfer (Ohmeda Isotec 3 Vaporizer, Datex Ohmeda) mit Sauerstoff
als Tragersubstanz verabreicht wurde. Danach wurde 0,05 mg/kg Korpergewicht
Fentanyl (Fentadon, Albrecht GmbH), 0,5 mg/kg Korpergewicht Meditomidin
(Dorbene, Pfizer GmbH) und 0,5 mg/kg Kérpergewicht Midazolam (Midazolam,

B. Braun) intraperitoneal injiziert.

Die Blutentnahme erfolgte mittels intrakardialer Punktion. Das gewonnene Blut
wurde mit 150 pl Acid-Citrate-Dextrose antikoaguliert. Nach der Blutentnahme

wurden die Tiere umgehend durch eine kraniozervikale Dislokation erlost.
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3.2 Experimentelle Versuche

3.2.1 Arbeiten mit 9-cis Retinsaure

9-cis Retinsdure ist sehr temperatur- und lichtempfindlich, sie oxidiert und
isomerisiert schnell (83). Um dies mdglichst zu vermeiden wurde mit 9cRS
(ab141023, abcam) ausschlie3lich unter Gelblicht gearbeitet. 9cRS wurde in
einer Glovebag (108D X-17-17, GlasCol) unter Stickstoffatmosphare in
Dimethylsulfoxid (DMSO; D2438, Sigma) geldst und bei -20°C flr maximal einen
Monat aufbewahrt. Methoprensaure (ab141628, abcam) wurde ebenfalls in
DMSO gelost. DMSO hat thrombozytenhemmende Eigenschaften (84). Um
sicherzustellen, dass die beobachteten Effekte auf 9cRS bzw. Methoprensaure
zuruickzufiihren sind, wurden alle Versuche mit einem Aquivalent an DMSO zur
Kontrolle durchgefuhrt. Im folgenden Text wird diese DMSO-Behandlung als

Vehikel bezeichnet.

3.2.2 Thrombozytenassays

3.2.2.1 Thrombozytenisolation

Thrombozyten wurden aus dem Vollblut mittels Zentrifugation isoliert. Zur
Isolation wurde Tyrodes-Puffer hergestellt (137 mM NaCl; 2,8 mM KCI; 12 mM
NaHCO3; 10 mM HEPES ([N-2 Hydroxyethylpiperazine-N'-2-Ethanesulfonic
Acid], 5,5 mM Glucose) und auf den pH-Wert 6,5 eingestellt. Das Blut wurde mit
Tyrodes im Verhaltnis 1:1 verdunnt und bei Raumtemperatur, 160 g,
Beschleunigung 1 und Bremse O fir 5 min zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge
5804R). Der Uberstand bestehend aus plattchenreichem Plasma wurde
abpipettiert und aufgehoben. Der Zentrifugationsschritt wurde mit dem obersten
Drittel des Erythrozytenuberstandes und 2 ml Tyrodes pH 6,5 wiederholt. Das
plattchenreiche Plasma der beiden Zentrifugationsschritte wurde gemischt und
bei Raumtemperatur, 450 g, Bremse 1 und Beschleunigung 1 fir 10 min zu einem

Pellet zentrifugiert.

Dieses Pellet wurde entweder fur weitere Funktionsassays in 1 ml Tyrodes pH
6,5 resuspendiert oder lysiert fir Untersuchungen der Proteinexpression mittels
Westernblotting. Dazu wurden die Proben 15 min in 98%
Radioimmunoprazipiations-Assay-Buffer (RIPA-Buffer, #89900 Pierce, Thermo
Scientific), 1% Proteaseinhibitor und 1% Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA,

26



Protease Inhibitor Cocktail Kit #78410, Thermo Scientific) lysiert, 10 min bei 450

g zentrifugiert und anschlieend bei -20 °C eingefroren.

Die Zellzahl im Vollblut und in den Thrombozytenisolaten wurde mit einem
Cellcounter (Horiba ABX) bestimmit.

3.2.2.2 Westernblotting

Der Nachweis der RXR-Isoformen erfolgte durch Westernblotting. Dabei wurden
mittels Gelelektrophorese die Proteine der lysierten Thrombozyten ihrer Gréf3e
nach getrennt. Diese Proteine wurden durch Blotting auf eine Membran
Ubertragen, auf der mit Hilfe von Antikdrpern das gesuchte Protein detektiert

wurde.

Um in jeder Probe die gleiche Menge an Proteinen zu untersuchen wurde die
Proteinmenge der lysierten Thrombozyten mittels BCA-Tests (Pierce BCA
Protein Assay Kit # 23227, Thermo Scientific) bestimmt. Dazu wurden Triplets
jeder Probe fir 30 min mit einem Gemisch der Stammlésungen A und B des Kits
im Verhaltnis 50:1 bei 37°C inkubiert. In Abwesenheit von Proteinen ist die
Lésung gran, in Anwesenheit von Protein schlagt sie ins Blau-Violette um. Dieser
Farbumschlag wurde mittels Photometrie (TECAN, Genios) bei 560nm
gemessen. Die gemessenen Absorptionswerte wurden mit denen von BSA
Standards mit bekannter Proteinkonzentration verglichen und daraus die
Proteinkonzentrationen in den Proben errechnet. Alle Proben wurden auf eine
Konzentration von 1 pg/ pl in 20 ul verdinnt. Zu jeder Probe wurden 5 pl einer
Losung aus 65 % Wasser, 25 % NUPAGE LDS Sample Buffer 4x (#NP0007,
invitrogen) und 10 % NUPAGE Sample Reducing Agent 10x (#NPO0009,
invitrogen) gegeben. Die Proben wurden zur Proteindenaturierung 10 min auf
95°C erhitzt.

Die Proteine der Proben wurden mittels Gelelektrophorese ihrer Gré3e nach
getrennt. In ein Gelelektrophoresesystem (XCell SureLock Mini-Cell
Electrophoresis System, Thermo Scientific) wurden Gele (NUPAGE 4-12 % Bis-
Tris Gel #NP0321, invitrogen) eingespannt. In die dadurch entstandene innere
Kammer zwischen den Gelen wurden 200 ml einer Lésung aus 94,75 % Wasser,
5 % NUPAGE SDS MOPS Running Buffer 20x (#NP001, invitrogen) und 0,25 %
NUPAGE Antioxidant (#NPOOQ5, invitrogen) gegeben. In die auf’ere Kammer
wurden 600 ml einer Loésung aus 95 % Wasser und 5 % NUPAGE SDS MOPS
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Running Buffer 20x (#NPO001, invitrogen) gegeben. Die Proben wurden in die
Taschen der Gele pipettiert. In die erste Tasche von links jedes Geles wurden 5
ul eines Westernblotmarkers (SeeBluePlus 2 Prestained Standard #LC5925,
Thermo Scientific) gegeben. Die Gelelektrophorese wurde fir eine Stunde bei
200V und maximaler Stromstarke durchgefuhrt.

Die Proteine wurden mittels Blotting auf eine Nitrocellulose Membran (LC2001,
invitrogen) Ubertragen. Dafir wurden Filterpapier, eine Nitrocellulosemembran
und Schwdmme in 200 ml Wasser, 50 ml Methanol, 12,5 ml NUPAGE Transfer
Buffer 20x (#NP0006-1, invitrogen) und 250 pl NUPAGE Antioxidant eingeweicht.
Das Elektrophoresegel wurde aus seiner Plastikhalterung entnommen und auf
die Nitrocellulosemembran zwischen Filterpapier und Schwammen in die Blotting
Kammer (XCell Il Blot Modul, Thermo Scientific) geschichtet. Darin wurde fir eine
Stunde mit einem zum Gel senkrecht liegenden elektrischen Feldes bei 40V und

maximaler Stromstarke geblottet.

Um unspezifische Bindungen der Antikérper an die Membran zu vermeiden
wurde diese fur 30 min mit Hilfe von 5 % Milchpulver (T145.2, Roth) geldst in
TBS-Tween (TRIS-buffered saline, #1060.1, Roti-Stock; P2287, Sigma) geblockt.

Zur Proteindetektion wurden Priméarantikérper gegen das zu untersuchende
Protein in Milch TBS-Tween verdinnt (Tabelle 5). Die Blots wurden darin bei 4°C
uber Nacht inkubiert. Anschlie3end wurde der Blot dreimal 5 min mit TBS-Tween
gewaschen. Die mit einer Horseradish Peroxidase (HRP) gekoppelten
Sekundarantikdrper wurden ebenfalls in 5 % Milch TBS-T gelést und die
Membranen eine Stunde bei Raumtemperatur darin inkubiert (Tabelle 6).

Anschliel3end erfolgten wieder 3 Waschschritte a 5 min mit TBS-T.

Protein Spezies Hersteller Katalognummer | Verdinnung

Primarantikorper

RXRa Kaninchen | Abcam Ab125001 1:2000
RXRpB Maus GeneTex GTX22815 1:2000
RXRy Kaninchen | Abcam Ab15518 1:500
B-Aktin Kaninchen | Abcam Ab8227 1:10 000

Tabelle 5 : Primarantikorper und dazugehdrige Konzentrationen fur Westernblotting
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Sekundarantikérper, HRP-gelabelt

Anti-mouse IgG Ziege Vector P1-2000 1:2000
Laboratories

Anti-rabbit 1gG Ziege Enzo ADI-SAB- | 1:2000-1:10
Lifescience 300-J 000

Tabelle 6: Sekundarantikérper und dazugehérige Konzentrationen fir Westernblotting

An die zu untersuchenden Proteine binden die Primarantikdrper, an welche
wiederum die HRP-gekoppelten Sekundarantikorper binden. Die HRP ist ein
Enzym, das beim Umsetzen seiner Substrate Licht emittiert. Diese

Chemolumineszenz-Reaktion wird zur Detektion der Proteine verwendet.

Die Blots wurden dafir fiar 1 min mit 500 ul der Substrate (RPN2232SK, ECL
Prime Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare Life Science)
inkubiert. Rontgenfilme (#34090 CL-Xposure Film, Thermo Scientific) wurden
zwischen 10 s und 3 min in einer Dunkelkammer den Blots exponiert und danach
mit einem Westernblotentwickler (Curix 60 AGFA) entwickelt.

B-Aktin fungierte als Housekeeping Protein, es wird in Thrombozyten
gleichmafdig gebildet. Das Housekeeping-Protein dient dazu zu zeigen, dass
Uberall Proteine aufgetragen worden sind und es lasst sich durch die Starke des
Signals abschatzen, wie sich die Proteinmengen der aufgetragenen Proben

zueinander verhalten.

3.2.2.3 Licht-Transmissions-Aggregometrie

Die Licht-Transmissions-Aggregometrie ist eine Methode zur Quantifizierung der

Thrombozytenantwort auf einen definierten Stimulus.

Dazu wurde die Zellzahl in der Thrombozytensuspension bestimmt und mit
Tyrodes pH 7,4 auf 100 000 / ul verdinnt. Calciumchlorid und Magnesiumchlorid
wurden hinzugeftigt um eine Endkonzentration von 1 mM zu erreichen, die in
etwa der physiologischen Calcium- und Magnesiumkonzentration im Vollblut

entspricht.

Thrombozyten wurden 3 min im Aggregometer (CHRONO-LOG® Model 700
Whole Blood/Optical Lumi-Aggregometer) je nach Assay ohne Zusatz, mit 20 uM
9cRS oder Vehikel inkubiert. Danach mit 0,1 U/ml Thrombin (P/N386,
ChronoLog), 10 ug/ml Collagen (P/N385, ChronoLog) oder 10 uM U46619 (BML-
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PGO023, Enzo Life Science) aktiviert. Die Aggregation wurde mit AGGRO/LINK®8
fur 6 min dokumentiert. Die Area Under the Curve (AUC) wurde zur Auswertung

dokumentiert.

3.2.2.4 Thrombozytenspreading und -farbungen

Um das Spreadingverhalten von Thrombozyten zu untersuchen wurden in 24
Well Dishes (CLS3524, 24 Well Plates, Sigma) Coverslips (#1051204, Heinz
Herenz) mit 100 pg/ml Fibrinogen (F3879, Sigma) gel6st in PBS (#70013-016,
gibco life technologies) fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Diese wurden
daraufhin mit 3 % BSA-PBS (#8076.4, Roth) fur 15 min geblockt.

Thrombozyten wurden in Tyrodes pH 7,4 auf eine Zellzahl von 10 000/ pl
verdinnt und Calciumchlorid und Magnesiumchlorid fir mit einer
Endkonzentration 1mM hinzugefiigt. Thrombozyten wurden fir 3 min mit dem
Vehikel, 40 uM 9cRS oder 40 uM MA (ab141628, abcam) inkubiert, anschliel3end
mit 10 ug/ml Collagen, 1 uM U46619 oder 0,1 U/ml Thrombin aktiviert und danach
auf die mit Fibrinogen beschichteten Coverslips gegeben. Nach einer Inkubation
(#9040-0038, Binder) bei 37 °C fur 30 min wurden sie 10 min mit 4%
Paraformaldehyd (#158127, Sigma) fixiert, mit 0,01% Triton 1 min permeabilisiert
und mit 3% BSA-PBS 1 Stunde lang geblockt.

Zum Anfarben der RXR-Isoformen wurden Anti-RXRa-, Anti-RXRB- oder Anti-
RXRy-Antikdrper 1:500 in 3% BSA verdunnt. Die Thrombozyten wurden damit
bei 4 °C Uber Nacht inkubiert und anschlieRend dreimal mit PBS-Tween
gewaschen. Goat anti-mouse IgG (#A-11032, Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly
Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 594, invitrogen, Thermo
Scientific) oder goat anti-rabbit 1IgG (#A-11037, Goat anti-Rabbit 1gG Highly
Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 594, invitrogen, Thermofisher
Scientific) Sekundarantikérper gekoppelt mit ALEXA 594 wurden in 3% BSA-PBS
geldst fur 30 min mit den Thrombozyten inkubiert.

Zum Farben des Zytoskeletts wurde in der Verdinnung 1:1000 Phalloidin 488
(A12379, Alexa Fluor 488 Phalloidin, invitrogen, Thermofisher Scientific) in 3%
BSA-PBS geldst und die Thrombozyten damit eine halbe Stunde inkubiert.
Phalloidin ist ein Gift des Knollenblatterpilzes und bindet hochaffin an
filamentbses Aktin. Fluorochromgekoppeltes Phalloidin stellt eine gute

Mdglichkeit dar, das Aktinzytoskelett von Zellen darzustellen (85).
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Danach wurden die Coverslips mit Hilfe von Mounting Medium (S3023
Fluorescent Mounting Medium, Dako) auf Objekttragern (#J1800AMNZ2, Menzel
Glaser Superfrost, Thermofisher Scientific) fixiert. Die Thrombozyten wurden mit
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Axiolmager. M2, Carl Zeiss Microscopy
GmbH) mit dem 63x Objektiv mit dem Filterset GFP/mPlum gemacht. Fur
detailliertere Aufnahmen wurde ein Konfokalmikroskop (LSM-880 Airyscan and
fast mode Zeiss) verwendet. Die Flache von jeweils 40 gespreadeten

Thrombozyten pro Setting und pro Maus wurden mittels ImageJ gemessen.

3.2.2.5 Fluorescence-activated Cell Sorting
Zur Quantifizierung der Thrombozytenaktivierung wurde die Integrin allbpf3- und
die P-Selektin-Expression mittels Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS)

gemessen.

Die Thrombozytenkonzentrate wurden mit Tyrodes pH 7,4 auf 100 000/ pl
verdinnt und Calciumchlorid und Magnesiumchlorid fur eine Endkonzentration
von 1 mM hinzugefiigt. Thrombozyten wurden fur 3 min mit dem Vehikel, 9cRS
oder Methoprenséaure inkubiert und anschlie3end mit 100 pg/ml Collagen, 10 uM
U46619 oder 0,1 U/ml Thrombin aktiviert. Proben wurden mit CD42b-PE (#M040-
1, emfret Analytics), CD62P-FITC (#M130-1, emfret Analytics) und JON/A-PE
(#M023-2, emfret Analytics) Antikorpern inkubiert und anschlieRend mit dem BD
LSRFortessa FACS-Gerat gemessen.

Die Versuche wurden mit FlowingSoftware analysiert.

3.2.3 Megakaryozytenassays

Der Anteil von Megakaryozyten an Knochenmarkszellen liegt bei etwa 0,1% (7).
Um ausreichend Zellen fur Versuche zu generieren wurden Megakaryozyten
durch Kultivierung mit Thrombopoietin aus fetalen Leberzellen oder dem

Knochenmark gewonnen.

3.2.3.1 Megakaryozytenkultur aus fetalen Leberzellen

Fur die Gewinnung von Megakaryozyten aus fetalen Leberzellen wurden Mause
verpaart. Am Embryonaltag 13,5 wurden die schwangeren Mause mit Isofluran
narkotisiert und mittels kraniozervikaler Dislokation erlost. Die Embryonen
wurden entnommen, ihre Lebern freiprdpariert und in PBS suspendiert. Das

Gewebe wurde mit Hilfe einer 1 ml Pipette und einer 20G Nadel (BD Mikrolance
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Becton Dickson GmbH) zu einer Einzelzellsuspension zerkleinert und durch
einen 70 um Zellfilter (CLS431751 Sigma, Corning Cell Strainer, Sigma)
gegeben. AnschlieRend wurden die Zellen bei 3009 fur 5 min abzentrifugiert. Das
Pellet wurde in 1 ml Medium bestehend aus 89 % Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM, D5796, Sigma), 10 % Bovine Calf Serum (12133C Sigma,
Sigma Aldrich) und 1 % Penicillin-Streptomycin (P4333 Sigma, Sigma)
resuspendiert und mit einer Zahlkammer gezahlt. In 2 ml Medium wurden 1 000
000 Zellen mit 50ng/ml rekombinantem Thrombopoietin (12343615,
Immunotools) in Sixwell Dishes (CLS3516, Corning Costar 6 Well Dish, Sigma)
gegeben und fir 5 Tage bei 37°C inkubiert.

3.2.3.2 Megakaryozytenkultur aus dem Knochenmark

Um Megakaryozyten aus dem Knochenmark zu gewinnen wurden Mause mit
Isofluran narkotisiert und zervikal disloziert. Anschlie3end wurden beidseits
Femora, Tibiae und Humeri freiprapariert und entnommen. Die Knochen wurden
mit Hilfe eines Skalpells an beiden Enden eréffnet und das Knochenmark mit
einer 26G (BD Mikrolance Becton Dickson GmbH) Nadel und 2 %BCS-PBS
ausgespult. Unter Zuhilfenahme einer 20G Kanule wurde eine
Einzelzellsuspension hergestellt. Diese wurde bei 300g 5 min abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in 1 ml Medium geldst und die Zellzahl mittels Zahlkammer
gezahlt. In 2 ml Medium wurden 1 000 000 Zellen mit 70ng/ml Thrombopoietin in
Sixwell Dishes gegeben und fiir 5 Tage bei 37°C inkubiert.

3.2.3.3 Megakaryozytenaufreinigung mittels BSA-Gradienten

Nach der 5-tdgigen Inkubationszeit von Knochenmark und fetalen Leberzellen
wurden diese bei 300g fur 5 min abzentrifugiert und anschlie3end in 1 ml DMEM
gelést. Da sich in dieser Zellsuspension noch andere Zellen aul3er
Megakaryozyten befanden wurden diese mit Hilfe des BSA-Gradienten isoliert.
Der BSA-Gradient besteht aus drei unterschiedlichen Schichten an 3 %BSA-
PBS, 1,5 %BSA-PBS und PBS, die vorsichtig aufeinander pipettiert werden. Die
Zellsuspension wird auf den Gradienten pipettiert. Die schwereren
Megakaryozyten sinken auf den Boden. Nach 30-40 min hat sich der Grol3teil an
Megakaryozyten abgesetzt. Die restlichen Zellschichten werden vorsichtig
abpipettiert. Die Megakaryozyten werden bei 300 g fir 5 min zu einem Pellet

zentrifugiert und in Medium resuspendiert.
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Die Megakaryozyten wurden danach zur Immunofluoreszenzfarbung oder zur

Quantifizierung der Proplattchenbildung mittels FACS weiterverwendet.

3.2.3.4 FACS zur Quantifizierung der Proplattchenpartikelbildung

Mit Hilfe von FACS Analysen wurde untersucht, wie sich RXR-Liganden auf die
Proplattchenpartikelbildung aus Megakaryozyten auswirken. Dazu wurden die
mit dem BSA-Gradienten isolierten Megakaryozyten auf eine mit Fibrinogen
beschichtete Oberflache gesetzt. Fibrinogen induziert in den Megakaryozyten die
Proplattchenbildung. Daftr wurden 6 Well Dishes mit 100 pg/ml Fibrinogen gelost
in PBS bei 37°C fiur eine Stunde inkubiert und danach fur 10 min mit 1,5 % BSA-
PBS geblockt. 25 000 Megakaryozyten wurden in 2 ml Medium auf das
Fibrinogen ausgesaht. In dem Medium waren 1 pM, 10 uM oder 100 uM 9cRS
oder Methoprensaure oder ein Aquivalent des Vehikels gelost. Von jeder Probe
wurden Tripletts erstellt. Die Zellen wurden fur 6 Stunden bei 37°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurde der Uberstand mit den darin enthaltenen
Proplattchenpartikel mit 4 % PFA fixiert und bei 300g 5 min abzentrifugiert. Das
daraus entstandene Pellet wurde in PBS resuspendiert und zur Analyse mit
einem FACS Gerat (Gallios, Beckman Coulter) mit Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) gekoppelten anti-mouse CD61 (#104305, Biolegend) und
Allophycocyanin (APC) gekoppelten anti-mouse CD42b (#148505, Biolegend)
Antikérper in der Verdinnung 1:400, und in der Verdinnung 1:200 ein
Phycoeryhtrin (PE) gekoppelten anti-mouse Lymphozyten Antigen 6 Complex
Locus G6D (Ly6G) (#127607, Biolegend) Antikorper gefarbt. Jeder Probe wurde
die gleiche Menge an Rainbowbeads (#422907, BioLegend) hinzugegeben zum
Standardisieren der Messungen. Es wurde gquantifiziert, wie viele Proplattchen
pro Probe in dem Zeitraum gemessen worden sind, in der eine definierte Anzahl
von Beads gemessen wurde. Die Datenanalyse erfolgte mit FlowJo Software
Version 9.6.2 (Tree Star).

3.2.3.5 Immunofluoreszenz von propléttchenbildenden
Megakaryozyten

Um proplattchenbildende Megakaryozyten fur die weitere Untersuchung mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie anzufarben wurden diese mit dem BSA-
Gradienten isoliert und auf Fibrinogen beschichtete Coverslips gesetzt. Nach

einer Inkubationszeit von 6 Stunden wurden die Zellen fur 10 min mit 4 % PFA
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inkubiert, anschlieBend fir 1 min mit 0,01 % Triton permeabilisiert und fur 1
Stunde mit 3 % BSA-PBS geblockt.

Zum Anfarben der RXR-Isoformen wurden Anti-RXRa-, Anti-RXRB- oder Anti-
RXRy-Antikdrper 1:500 in 3 % BSA-PBS verdinnt. Die Thrombozyten wurden
damit bei 4°C Uber Nacht inkubiert und anschlieRend dreimal mit PBS-Tween
gewaschen. Anti-mouse oder anti-rabbit Sekundarantikdrper gekoppelt mit
ALEXA 594 wurden in 3 % BSA-PBS gelost fir 30 min mit den Thrombozyten

inkubiert. AnschlieRend wurde dreimal mit PBS-Tween gewaschen.

Zum Anfarben des Zellkerns wurde Hoechst 33342 (Hoechst 33342,
Trihydrochloridetrihydrat, Invitrogen) 1:1000 in 3 %BSA-PBs gelost und fur 30
min auf die Megakaryozyten gegeben. Hoechst farbt hochspezifisch die DNA von
Eukaryonten an und wurde in dieser Farbung zur Darstellung des Zellkerns

verwendet. AnschlieRend wurde dreimal mit PBS-Tween gewaschen.

Zum Anfarben des Oberflachenproteins CD41 wurde der Primarantikdrper rat
anti-mouse CD41 (eBioMWReg30, invitrogen, Thermofisher Scientific) in 3 %
BSA-PBS gelost und mit den Zellen fir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliel3end wurden drei Waschschritte mit PBS-Tween durchgefuhrt.
Goat anti-rat IgG Antikorper (Goat anti-Rat IgG Cross-Adsorbed Secondary
Antibody, Alexa Fluor 488, invitrogen, Thermofisher Scientific) wurden in 3 %
BSA-PBS geldst und fir 30 min bei Raumtemperatur zu den Zellen gegeben.
Anschliel3end wurde dreimal mit PBS-Tween gewaschen.

Danach wurden die Coverslips mit Hilfe von Mounting Medium auf Objekttragern
fixiert. Die Megakaryozyten wurden mit Hilfe des Fluoreszenz- oder des
Konfokalmikroskops mikroskopiert und fotografiert.

3.2.3.6 Immunofluoreszenz gegen CD41" Megakaryozyten in Milz,

Leber und Knochenmark
Um die Anzahl von Megakaryozyten im Gewebe zu quantifizieren wurde CD41,
ein Oberflachenprotein von Megakaryozyten, in Milz, Leber und Knochenmark
angefarbt. Murine Milz, Leber und Femur wurden in Tissue Tek (OCT Compound,
Sakura) eingebettet und bei -20°C tiefgefroren. Mit Hilfe des Kryotoms (KryoStar
NX70) wurde das Gewebe in 8 pm feine Schnitte geschnitten und auf
Objekttrager gegeben. Die Schnitte wurden auf einem Schuttler fir 15 min mit 4
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% PFA fixiert und anschliel3end 5 min mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden sie
mit 0,1 % Triton 5 min permeabilisiert und danach wieder 5 min mit PBS
gewaschen. Zum Blocken wurde 3 % BSA-PBS fir eine Stunde verwendet und
danach wieder 5 min mit PBS gewaschen. Mit einem PAP-Pen (Liquid Blocker,
Science Services) wurden die Schnitte umkreist, auf die Schnitte wurde ein 1:100
verdinnter CD41-PE Antikorper pipettiert und unter Lichtausschluss fur 1 Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Schnitte wurden danach zweimal 5 min mit
PBS-Tween gewaschen und zum Anfarben der Zellkerne fir 3 min mit DAPI in
der Verdinnung 1:10 000 in 3 % BSA-PBS inkubiert. Nach einem letzten 5-
minttigen Waschschritt mit PBS wurden auf die Schnitte Deckglaser mit Hilfe von
Mounting Medium fixiert. Die Megakaryozyten wurden mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops (Axiolmager. M2, Carl Zeiss Microscopy GmbH) mit dem
40x Objektiv mit dem Filterset DAPI/mPlum mikroskopiert und fotografiert. Mit

ImageJ wurden Megakaryozyten ausgezahlt.

3.2.4 Kultivierung hamatopoetischer Vorlauferzellen

3.2.4.1 Quantifizierung myeloider Vorlauferzellen

Um durch Knockouts induzierte Veréanderung in der Zelldifferenzierung im
Knochenmark zu quantifizieren wurden Knochenmarkskulturen mit MethoCult
(STEMCELL Technologies, GF M3434) angelegt. MethoCult ist ein Medium, in
dem hamatopoetische Vorlauferzellen aus dem murinen Knochenmark, der Milz,
der fetalen Leber oder dem Blut kultiviert werden. Darin wachsen alle myeloiden
Vorlauferzellen auRer Megakaryozyten.

Murine Knochen wurden isoliert und mit einem Skalpell von Muskeln und Sehnen
befreit. Die Epiphysen wurden abgetrennt und die Knochen wurden mit einer 26G
Kanule und PBS ausgespult. Mit einer 20G Kanule wurde eine
Einzelzellsuspension hergestellt und die Zellen wurden durch einen 40 um Filter

gegeben.

Die Zellen wurden in dem MethoCult Medium mit einer Zellkonzentration von
20 000/ml geldst und fur 8 Tage bei 37°C inkubiert.

Dabei bilden Vorlauferzellen sogenannte CFUs aus. Sie unterscheiden sich in
ihrer Morphologie und Gro3e. Es entstehen aus erythroiden Vorlaufern Colony
Forming Units-erythroid (CFU-E) und Burst-Forming Units-erythroid (BFU-E).

Granulozyten- und Makrophagenvorlaufer bilden charakteristische CFU-GM aus.
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Multipotente Stammzellen bilden CFU-GEMM aus, in denen Granulozyten-,
Erythrozyten-, Makrophagen- und Megakaryozytenvorlaufer zu finden sind. Ein
kleiner Teil lymphoider Vorlaufer kann als Pre-B-CFU gefunden werden. Es
entstehen auch aus einigen Megakaryozytenvorlaufern CFU-Mks, die aufgrund
ihrer Morphologie jedoch schwer zu identifizieren sind.

Die Kulturen wurden mit einem Mikroskop in 20-facher Vergrol3erung
abfotografiert und die Zellkolonien anhand ihrer Morphologie den

unterschiedlichen CFUs zugeordnet und ausgezahit

3.2.4.2 Quantifizierung von Megakaryozytenvorlaufern

Fur die Quantifizierung von Megakaryozytenvorlaufern wurde das MegaCult Kit
(STEMCELL Technologies, #04971) verwendet.

Knochenmarkszellen wurden wie oben beschrieben isoliert. 10 000 Zellen/ml
wurden in MegaCult Medium und IMDM mit 50ng/ml TPO und 10ng/ml 1I-3 gel6st
und fir 6 Tage bei 37°C inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen fixiert und gefarbt. Das MegaCult
Medium wurde dafur fir 5 min mit eiskaltem Aceton fixiert. AnschlieRend wurde
das Medium fur 5 Stunden mit einer Losung aus 0,5 mg/ml Acetylthiocholinoidid,
0,1 M Natriumchlorid, 0,05 M Natriumcitrat, 1,5 mM Kupfersulfat und 0,25 mM
Kaliumferrocyanid gefarbt. Danach wurde das Medium mit 95 % Ethanol fir 10

min fixiert und fir 30 s mit Harris* Hamatoxylin gefarbt.

Die Zellkulturen wurden mit einem Mikroskop in 20-facher Vergrof3erung
abfotografiert und die Zellkulturen gezahlt. Eine Zellkultur wurde als mehr als drei

Megakaryozyten in unmittelbarer Nahe definiert.

3.3 Eisenchlorid-induzierte arterielle Thrombose in
Vivo

In vivo Versuche wurden durch den Veterinarmediziner Dr. Andreas Ehrlich

durchgefuhrt. Es wurde eine arterielle Thrombose in der A. carotis communis

durch topische Applikation von 10%-iger Eisen-III-Chlorid (Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim) induziert. FeCI3 induziert eine oxidative Schadigung des

Endothels und dient als Modell zur Untersuchung der arteriellen Thrombose (86).
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Die Versuche wurden unter einer Isofluran-Inhalationsnarkose (Isofluran CP, cp-
pharma, Burgdorf) und einer Injektionsnarkose mit Medetomidin (Dorbene vet.,
zoetis Deutschland GmbH, Berlin), Midazolam (Midazolam, B. Braun,
Melsungen) und Fentanyl (Fentadon, Albrecht GmbH, Aulendorf) durchgefinhrt.
Die Versuchstiere erhielten Uber einen Schwanzvenenkatheter Fluoreszenz-
markierte Antikdrper (X488, CYLight488-labeled; Emfret Analytics, Eibelstadt,
Germany), welche an die GPIbp Untereinheit des GPIb-V-IX Komplex auf
murinen Thrombozyten und Megakaryozyten binden. Die Versuche wurden mit
den Pf4-Cret*)/ RXRBMoxflox ynd Pf4-Cret)/ RXRBM¥ox Tieren mit und ohne
Vorbehandlung mit 9cRA durchgefihrt. Zur Vorbehandlung wurde 15 min vor
Induktion der arteriellen Thrombose gewichtsadaptiert 9cRA intravends injiziert

um eine Plasmakonzentration von 20pumol/l zu erzielen.

Unter Narkose wurde nach Rasur und Desinfektion mittels Hautschnitt vom
Kieferwinkel Richtung Sternum und stumpfer Praparation die Arteria communis
freigelegt. Filterpapiere (Whatman Filter, GE Healthcare, Life Sciences,
Pittsburgh, PA, USA) wurden mit der 10%-igen Eisen-llI-Chlorid Lésung getrankt
und von auf3en fur 3 min auf der Arterie platziert. AnschlieBend wurden tber 60
min im Abstand von 0,5 S unter einem Intravitalmikroskop (Mikroskop: Leica DM
6 FS, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) Bilder von dem geschadigten
Areal angefertigt. Es wurde analysiert, zu welchem Zeitpunkt es zu einer

Okklusion des GefalRes und wann zu einer Reperfusion gekommen ist.

3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und die Erstellung der Graphen wurde mit GraphPad
Prism 7 gemacht. Auf Normalverteilung wurde mit dem D’Agostino-Pearson
Omnibus Test flr Fallzahlen =8 oder mit dem Kolmogorov-Smirnov Test fir

Fallzahlen =5 Gberpruft.

Fur Stichproben, bei denen keine Normalverteilung vorlag, wurde der Kruskal-
Wallis Test verwendet. Bei Normalverteilung wurden die Daten mit dem
ungepaarten T-Test, Two-way ANOVA, one-way ANOVA, oder dem Multiple T-
Test ausgewertet.
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P-Werte wurden in der Statistik wie folgt dargestellt (Tabelle 7):

Darstellung

P-Wert

ns

P >0.05

*

P <0.05

**

P <0.01

*k%k

P < 0.001

*kkk

P <0.0001

Tabelle 7 : Darstellung von P-Werten
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4 Ergebnisse

4.1 Expression des Retinoid-X-Rezeptors in

Thrombozyten und -megakaryozyten

Mittels Westernblotting und Immunhistochemie gegen die RXR-Isoformen wurde
charakterisiert welche Isoformen in Thrombozyten und -megakaryozyten

exprimiert werden.

4.1.1 Westernblot

Zuerst wurden murine Thrombozyten dahingehend untersucht, welche RXR
Isoformen sie exprimieren. Dazu wurden Westernblots von isolierten
Thrombozyten von C57B/6 Mausen durchgefuhrt (3.2.2.2).

Es konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu humanen Thrombozyten, die
RXRa und RXRB exprimieren, murine Thrombozyten nur RXRB enthalten
(Abbildung 6).

RXRa (54 kDa)

w= | RXRB (57 kDa)

RXRy (51 kDa)

e @ | B-Aktin - (42 kDa)

Abbildung 6 : Reprasentativer Westernblot muriner Thrombozyten nach RXRa, RXR},
RXRy und B-Aktin. Den Versuchstieren wurde Blut enthnommen und aus diesem
Thrombozyten isoliert. Diese wurden lysiert und mittels Westernblotting auf die
Expression der RXR-lsoformen hin untersucht. Murine Thrombozyten exprimieren
RXR}, jedoch kein RXRa und RXRYy.

Megakaryozyten konnten durch Westernblotting nicht auf ihre RXR-Isoformen hin
untersucht werden, da es nicht moglich war Zellisolate mit ausreichender

Reinheit herzustellen.
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4.1.2 Nachweis der RXR-Isoformen in Thrombozyten und
Megakaryozyten mittels Immunofluoreszenzfarbung

4.1.2.1 Thrombozyten

Zum Nachweis der RXR-Isoformen mittels Immunofluoreszenz in Thrombozyten
wurden diese mit Thrombin aktiviert und anschlieRend nach den RXR-Isoformen

gefarbt. Es konnte nur RXR[ in murinen Blutplattchen nachgewiesen werden (

Abbildung 7).

4.1.2.2 Megakaryozyten

Um zu zeigen, welche RXR-Isoformen Megakaryozyten exprimieren wurden
Megakaryozyten wie beschrieben aus fetalen Leberzellen gewonnen und gefarbt
(3.2.3.2).

Abbildung 8 zeigt reprasentative Bilder dieser Farbungen. Es zeigte sich, dass
Megakaryozyten, die durch Kultivierung von fetalen Leberzellen gewonnen

worden sind, RXRB und RXRy exprimieren.
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Abbildung 7 : Reprasentative Aufnahmen von Thrombozyten. Thrombozyten aus C57B/6
Mausen wurden mit Thrombin (0,01/ml) aktiviert, auf Fibrinogen (100ug/ml) ausgesat,
nach 30 min fixiert und nach F-Aktin (griin) und RXR-Isoformen (rot) gefarbt. Aufnahmen
eines konfokalen Mikroskops (A), Aufnahmen eines Fluoreszenzmikroskops (B). Es
zeigt sich RXRB in murinen Thrombozyten, RXRa und RXRy konnten nicht
nachgewiesen werden.
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Abbildung 8 : Représentative Aufnahmen von Megakaryozyten, welche aus fetalen
Leberzellen kultiviert worden sind. Fetale Lebern wurden an Embryonaltag 13,5
entnommen und fir 6 Tage mit Thrombopoietin (70 ng/ml) kultiviert. Mittels BSA-
Gradienten wurden Megakaryozyten isoliert und anschlieBend fir 6 Stunden auf
Fibrinogen (100 pg/ml) ausgesat. Nach anschlieBender Fixierung wurden diese nach
CDA41 (grun), Zellkern (blau) und RXR-Isoformen (rot) gefarbt. Es konnten intrazellulér
RXRB und RXRy nachgewiesen werden, jedoch kein RXRa. Mit freundlicher

Genehmigung von Liusebrink et al (1).
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4.2 Der Einfluss von RXR-Liganden auf die
Thrombozytenfunktion

4.2.1 Aggregometrie

Um den Einfluss von RXR-Liganden auf die Aktivierung von murinen
Thrombozyten zu untersuchen wurden Aggregometrien mit isolierten murinen
Thrombozyten durchgefihrt. Es wurde die Area Under the Curve (AUC)
quantifiziert. Die Vorbehandlung mit 20 pM 9cRS zeigte signifikante inhibitorische
Effekte auf die Aktivierung mit dem Thromboxan A2 Mimetikum U46619. Bei der
Aktivierung mit Collagen zeigten die mit 9cRS vorbehandelten Thrombozyten
eine statistisch nicht signifikante schwachere Aggregation. Bei der Aktivierung
mit Thrombin konnte kein Unterschied zwischen den mit Vehikel und 9cRS

behandelten Thrombozyten festgestellt werden (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9 : Thrombozyten wurden mittels Licht-Transmissions-Aggregometrie (n=3)
untersucht. Eine Vorbehandlung mit 20 uM 9cRA zeigte keinen statistisch signifikanten,
hemmenden Effekt auf die Aktivierung mit Thrombin (0,1 U/ml) und Collagen (10pg/ml).
Eine Vorbehandlung mit 9cRA konnte signifikant eine durch das Thromboxan A2
Mimetikum U46619 (1uM) induzierte Aggregation reduzieren. Graphen zeigen den

Mittelwert £ Standardabweichung.

4.2.2 Spreading

Um den Einfluss der RXR-Aktivierung auf die Aktivierung und das
Spreadingverhalten von murinen Thrombozyten zu untersuchen wurden
Spreadingversuche durchgefiihrt. Es wurden Thrombozyten von vier C57B/6
Mausen mit den RXR-Liganden 9cRS und MA oder dem Vehikel DMSO

vorbehandelt und mit U46619, Thrombin oder Collagen aktiviert. In Abbildung 10
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zeigt sich, dass die Vorbehandlung mit RXR-Liganden einen hemmenden
Einfluss auf das Spreadingverhalten nach Collagen- und U46619-Aktivierung hat.
Die RXR-Liganden zeigten keinen Einfluss auf die Aktivierung mit 0,1 U/mi
Thrombin.
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Abbildung 10 : (A) Reprasentative Darstellung von Thrombozyten nach

Spreadingversuchen. 10 000 Zellen/ pl wurden mit den RXR-Liganden 9cRA (40uM)
oder MA (40uM) vorbehandelt und anschlieend mit entweder Collagen (10ug/ml),
Thrombin (0,1U/ml) oder U46619 (1 pM) aktiviert. Die Thrombozyten wurden
anschlielRend auf Fibrinogen (100w/ml) ausgesét, nach 30 min Inkubation bei 37,0°C
fixiert und anschliel3end nach F-Aktin gefarbt. (B) Die Flache der Thrombozyten wurde
mittels ImageJ quantifiziert. Nach Stimulation mit allen drei Thrombozytenaktivatoren
zeigt sich eine signifikant vergrol3erte Spreadingflache. Durch Vorbehandlung mit dem

Vehikel, 9cRA (40 pM) und MA (40 pM) kam es zu keiner Aktivierung der unstimulierten
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Thrombozyten. Die Vorbehandlung mit beiden RXR-Liganden konnte das
Spreadingverhalten auf die Aktivierung mit Collagen und U46619 signifikant reduzieren,
auf eine Aktivierung mit Thrombin zeigte sich kein Einfluss. Graphen zeigen den
Mittelwert £ Standardabweichung.

4.2.3 FACS

FACS-Versuche mit murinen Thrombozyten wurden wie beschrieben
durchgefuhrt, um zu quantifizieren, welchen Einfluss RXR-Liganden auf die
Expression von Thrombozytenaktivierungsmarkern von Mausen haben. Es
wurde untersucht wie grof3 der Anteil an CD42b positiven Zellen ist, die nach
RXR-Ligandenbehandlung und Stimulation mit 0,1 U/ml Thrombin, 100 pg/mi
Collagen und 10 uM U46619 Aktivierungsmarker exprimieren.

In Abbildung 11 zeigt sich eine signifikante Reduktion der P-Selektin Expression
auf Thrombozyten nach Behandlung mit RXR-Liganden und der Aktivierung mit
100 pg/ml Collagen. Die gleiche Tendenz ist bei der Integrin allbp3 Expression
zu erkennen, jedoch liegt kein statistisch signifikanter Unterschied vor. Auf die
Aktivierung mit 0,1 U/ml Thrombin haben die RXR-Liganden keinen signifikanten
Einfluss.
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0,1 U/ml Thrombin 0,1 U/ml Thrombin

*kk
* ns 1007 E— ns

804 T T

604

1001

| T

60

40+ 401

204 204

Anteil P-Selektin
positiver Thrombozyten (%)

Anteil Integrin alphallbbeta3
positiver Thrombozyten (%)

E Integrinallbf3 F P-Selektin
100 pg/ml Collagen 100pg/ml Collagen

100~ —

Fkkk

1001 * ns

80 801

604

J T

204
—
0 T T T

60

401 -

Anteil P-Selektin
positiver Thrombozyten (%)

Anteil Integrin alphallbbeta3
positiver Thrombozyten (%)

Abbildung 11 : Thrombozyten (n = 3) wurden isoliert und mit dem Vehikel oder den RXR-
Liganden 9cRA (40 uM) und MA (40 pM) fir 3 min inkubiert und anschlie3end mit
Collagen (100 pg/ml) oder Thrombin (0,1 U/ml) aktiviert. Die aktivierten Thrombozyten
wurden mittels fluorezenzmarkierterten Antikérpern gegen die
Thrombozytenaktivierungsmarker Integrin allbf3 und P-Selektin markiert. Anschliel3end
wurde Expression der Aktivierungsmarker mittels FACS-Analyse quantifiziert. Es zeigte
sich keine Aktivierung der Thrombozyten durch die RXR-Liganden. Es kam zu keiner
Thrombozytenaktivierung und Expression von Integrin allbB3 (A) und P-Selektin (B)
nach Vorbehandlung mit 9cRA und MA. Die Vorbehandlung mit RXR-Liganden hatte
keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Expression von aktiviertem Integrin
allbB3 nach Stimulation mit Thrombin (C) und Collagen (E) und auf die Expression von
P-Selektin nach Stimulation mit Thrombin (D). Es zeigte sich eine signifikant reduzierte
Expression von P-Selektin nach Vorbehandlung mit den RXR-Liganden und Stimulation

mit Collagen (F). Graphen zeigen den Mittelwert + Standardabweichung.
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4.3 Der Einfluss von RXR-Liganden auf die
Thrombozytenbildung

4.3.1 Quantifizierung der Proplattchenpartikelbildung mittels
FACS Analyse

Neben dem Einfluss von RXR-Liganden auf die Thrombozytenfunktion wurde
weitergehend der Einfluss der RXR-Liganden auf die Thrombozytenbildung
untersucht. Mittels FACS-Analyse wurde die Proplattchenpartikelbildung von
Megakaryozyten quantitativ bestimmt.

Megakaryozyten wurden wie beschrieben aus fetalen Leberzellen kultiviert und
mit den RXR-Liganden 9-cis Retinsaure, Bexaroten und Methoprenséure fur 6
Stunden auf Fibrinogen beschichteten Oberflachen inkubiert. Die gebildeten

Proplattchen wurden mit Hilfe von FACS Analysen quantifiziert.

Es zeigte sich kein Effekt durch die Behandlung mit 9cRS, jedoch durch die
Behandlung mit Bexaroten und Methoprensaure. In der Konzentration 10 pM
zeigten beide RXR-Liganden eine signifikant erhdhte Proplattchenpartikelzahl, in
der Konzentration 100 uM zeigte nur Methoprenséaure eine signifikant erhéhte
Proplattchenpartikelzahl (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12 : Megakaryozyten wurden aus fetalen Lebern kultiviert und mittels FACS-
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Analyse auf die Bildung von Proplattchenpartikeln hin untersucht (n = 5). Daflr wurden
fetale Lebern an Embryonaltag 13,5 entnommen und fir 6 Tage mit Thrombopoietin (70
ng/ml) kultiviert. Mittels BSA-Gradienten wurden Megakaryozyten isoliert und
anschlie3end auf Fibrinogen (100 pg/ml) ausgesat und mit dem Vehikel oder den RXR-
Liganden 9cRA, Bexaroten und MA in den Konzentrationen 1 uM, 10 uM und 100 puM fur
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6 Stunden inkubiert. Die gebildeten Proplatichenpartikel wurden mit 4%-iger PFA
Ldsung fixiert und anschlieRend nach den Thrombozytenoberflachenmarkern CD61 und
CD42b gefarbt. Mittels FACS-Analyse wurde die Anzahl gebildeter Proplattchenpartikel
quantifiziert. Eine niedrig dosierte Behandlung mit Bexaroten (1 und 10 uM) fuhrte zu
einer signifikanten Erhdhung der Proplattchenpartikelbildung, sowie eine Behandlung
mit Methoprenséaure in allen drei verwendeten Konzentrationen. Eine Behandlung mit
9cRA hatte keinen Einfluss auf die Proplattchenpartikelbildung. Graphen zeigen den

Mittelwert £ Standardabweichung.

4.3.2 Quantifizierung der proplattchenbildenden

Megakaryozyten mittels Immunofluoreszenz
Mittels CD41 Farbung von Megakaryozyten, die fir 6 Stunden auf Fibrinogen

beschichteten Coverslips mit RXR-Liganden behandelt wurden, wurde der Anteil
an proplattchenformenden Megakaryozyten an der Gesamtzahl von
Megakaryozyten bestimmt. Es wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop
Aufnahmen in 20-facher VergréRerung gemacht und 40 Zellen pro Setting
ausgezahlt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 zusammengefasst. Es konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Behandlungen festgestellt

werden.
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Abbildung 13 : Anteil der proplattchenbildenden Megakaryozyten an der Gesamtzahl
aller Megakaryozyten nach 6-stiindiger Inkubation mit RXR-Liganden (n=3). Daflr
wurden fetale Lebern an Tag 13,5 post conceptionem enthommen und flr 6 Tage mit
Thrombopoietin (70 ng/ml) kultiviert. Mittels BSA-Gradienten wurden Megakaryozyten
isoliert und anschlieRend auf Fibrinogen (100 pg/ml) ausgesat und mit dem Vehikel oder

den RXR-Liganden 9cRA, Bexaroten und MA in den Konzentrationen 1 uM, 10 uM und
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100 pM fur 6 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden anschlie3end fixiert und nach CD41
gefarbt. Es wurde der Anteil an proplattchenbildenen Megakaryozyten im Verhaltnis zur
Gesamtzahl an Megakaryozyten erhoben. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den unterschiedlichen Behandlungsgruppen hinsichtlich des
Anteils proplattchenbildender Megakaryozyten. Graphen zeigen den Mittelwert +

Standardabweichung.

4.4 Knockout-Tiere

Um zu untersuchen, wie sich der Knockout des Rezeptors auf die
Thrombozytenbildung und -funktion auswirkt wurden zwei Knockout-Mauslinien
gezuchtet und auf die Vollstandigkeit und den Einfluss des Knockouts hin

untersucht.

4.4.1 Mx1-Cre/ RXRplox/flox

Zur Induktion eines konditionellen RXRB-Knockouts in Thrombozyten wurden die
Mx1-Cre/ RXRBo¥lox Mause mit unterschiedlichen Therapieregimen mit polyl:C
behandelt, Blut wurde abgenommen, Thrombozyten isoliert und auf den

Knockout hin Gberpruft.

4.4.1.1 Westernblot

Die Effektivitat des Knockouts wurde mit Hilfe von Westernblots kontrolliert.
Lysierte Thrombozyten von Kontrolltieren (Mx1-Cre”/ RXRBf¥oX) und Knockout-
Tieren (Mx1-Cre*/ RXRB¥oX) wurden auf ihren RXRB Gehalt Gberprift.

Mit den unterschiedlichen getesteten poly I:C Injektionsschemata konnte kein
kompletter = RXRpB-Knockout generiert werden. Mittels Westernblot
Charakterisierung fand sich in den Thrombozyten aus behandelten Tieren immer
noch 30-60 % des RXR[ Proteins. Jedoch kam es zu keiner kompensatorischen

vermehrten Expression von RXRa oder RXRy.

Cre - Cre +

RXRa (54 kDa)
- e e e e w|RXRB (57 kDa)

RXRy (51 kDa)

- e e e e e | (-Actin (42 kDa)
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Abbildung 14 : Reprasentativer Westernblot der RXR-Proteinexpression in
Thrombozyten von Mx1-Cre/ RXRB™1* Mausen. Den Versuchstieren wurde Blut
entnommen und aus diesem Thrombozyten isoliert. Diese wurden lysiert und mittels
Westernblotting auf die Expression der RXR-Isoformen hin untersucht. Es konnte kein
suffizienter RXRB-Knockout mit dem Mx1-Cre/ RXRB"¥1x Modell generiert werden.

4.4.1.2 Blutbild Analyse

Um den Einfluss des partiellen Knockouts auf das Blutbild zu untersuchen,
erfolgten Blutanalyse mittels Cellcounter. Es zeigte sich kein Unterschied in der
Thrombozytenzahl, Leukozytenzahl und in der Hohe des Hamoglobinwertes

zwischen den Knockout und den Kontrolltieren.
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Abbildung 15 : Hamoglobingehalt, Leukozyten- und Thrombozytenzahlen der Mx1-Cre/
RXRpo¥ox Tiere (n=7-8). Mittels Cellcounter wurden Blutbilder von den Versuchstieren
angefertigt. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Knockout-
und Kontrollgruppe hinsichtlich des Hamoglobingehalts und der Leukozyten- und
Thrombozytenzahl. Die Graphen zeigen einzelne Individuen sowie den Mittelwert *

Standardabweichung.

4.4.1.3 CD41 Farbungen des Knochenmarks

Zur Quantifizierung der Megakaryozytenzahl im Knochenmark der Mx1-Cre/
RXRpfoxflox  Tiere wurden CD41-Farbungen von Knochenschnitten wie
beschrieben durchgefihrt. Anschlielend wurde die Anzahl der Megakaryozyten
pro Sichtfeld ausgezahlt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
der Versuchs- und der Kontrollgruppe.
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Abbildung 16: Megakaryozytenzahlen im Knochenmark. Aus Humeri der Versuchstiere
wurden bei -20°C 8 um feine Schnitte angefertigt und nach dem Megakaryozytenmarker
CD41 gefarbt. Es wurden CD41 positive Zellen im Knochenmark der Mx1-Cre/
RXRpM¥ox Mause ausgezahlt (n=5-7), es zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen. Die Graphen zeigen einzelne

Individuen sowie den Mittelwert + Standardabweichung.

4.4.1.4 Quantifizierung hamatopoetischer Vorlauferkolonien in vitro

Zur Untersuchung der hamatopoetischen Vorlauferzellen im Knochenmark der
Mx1-Cre/ RXRpMo¥fox Tiere wurden MegaCult und MethoCult Kulturen angelegt.

4.4.1.4.1 MegaCult

Zur Untersuchung der Megakaryozytenvorlaufer im Knochenmark der Knockout-
und Kontrolletiere wurden MegaCult Kulturen angelegt. Knochenmark wurde wie
beschrieben isoliert und prépariert fur das MegaCult Assay.
Megakaryozytenkulturen wurden nach 8 Tagen ausgezahlt. Es ergab sich kein
Unterschied in der Ausbildung von Megakaryozytenkolonien zwischen Knockout
und Kontrolltieren (Abbildung 17 A).

4.4.1.4.2 MethoCult

MethoCult Kulturen wurden zur Untersuchung der hamatopoetischen
Vorlauferzellen der myeloischen Reihe angelegt. Im MethoCult Assay konnten
weder bei den multipotenten CFU, wie den CFU-GEMM, aus denen sich
Granulozyten, Monozyten, Erythrozyten und Megakaryozyten differenzieren,
noch in den CFU-GM, aus denen Granulozyten und Monozyten entstehen,
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Unterschiede zwischen Knockout- und Kontrollzellen gezeigt werden. Unipotente
Vorlauferkolonien wie CFU-Monozyten, CFU-Granulozyten und BFU-
Erythrozyten zeigten auch Kkeinen statistisch signifikanten Unterschied
(Abbildung 17). Es zeigte sich kein Unterschied in der Differenzierung von
hamatopoetischen Vorlauferzellen zwischen der Kontrollgruppe und der

Knockoutgruppe.
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Abbildung 17 : CFU-Assays von hamatopoetischen Vorlauferzellen der Mx1-Cre/
RXRpM¥ox Mause. Aus Humeri und Femora der Versuchstiere wurde Knochenmark
isoliert, aufgereinigt und anschliel3end in MegaCult oder MethoCult Medien (STEMCELL
Technologies, GF M3434, #04971) kultiviert, fixiert und anschlielend ausgezahlt. Es
zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Versuchsgruppen. Die Graphen zeigen einzelne Kulturen und den Mittelwert +

Standardabweichung.

4.4.2 Pf4-Cre/ RXR flox/flox

Es wurde eine weitere Mauslinie, die Pf4-Cre/ RXRB floXflox | inie, zur
Untersuchung eines RXRB-Knockouts in Thrombozyten gezichtet. Wahrend in
der Mauslinie Mx1-Cre/ RXRBo/lox ein konditioneller Knockout vorliegt, der erst
durch Behandlung mittels poly I:C Therapie induziert wird, liegt in der Pf4-Cre/
RXRR floXflox |_inje ein konstitutiver Knockout vor. Dabei wird die Cre-Rekombinase
in allen Zellen gebildet, in denen der PF4-Promoter aktiv ist. Dieser findet sich in
Megakaryozyten und Thrombozyten und ermdglicht einen bereits kongenital
bestehenden thrombozyten- und megakaryozytenspezifischen Knockout des
RXRpB-Proteins.

53



4.4.2.1 Charakterisierung der Pf4-Cre/ RXRBo¥ox Mause
4.4.2.1.1 Westernblot

Zur Uberprifung der Effektivitat des Knockouts wurden Westernblots der
lysierten Thrombozyten der Pf4-Cre/ RXRBMo¥ox Mause angefertigt. Es konnte
ein effektiverer RXRB-Knockout generiert werden als durch den konditionellen
Mx1-Cre/ RXRpfo¥flox Knockout. Allerdings zeigten einige der durch
Genotypisierung bestimmten Knockout-Tiere das RXRB Protein in geringen
Mengen im Westernblot, was fir eine nicht vollstandige Deletionseffizienz
spricht.

Cre- Cre+

RXRa (54 kDa)

- RXRB (57 kDa)

RXRYy (51 kDa)

— e | BACtiN (42 kDa)

Abbildung 18 : Westernblot der RXR-Proteinexpression in Thrombozyten von Pf4-Cre/
RXRpMx Tieren. Den Versuchstieren wurde Blut entnommen und aus diesem
Thrombozyten isoliert. Diese wurden lysiert und mittels Westernblotting auf die
Expression der RXR-Isoformen hin untersucht. Es zeigte sich ein RXRB-Knockout und
keine kompensatorische Erhéhung der Proteinlevel an RXRa und RXRy.
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4.4.2.1.2 RXRp Farbung in Thrombozyten

Cre- Cre+

fusioniert

RXRB

Aktin

Abbildung 19: Reprasentative Aufnahmen von Thrombozyten der Pf4-Cre*"/ RXRplx/flox
und Pf4-Cre’/ RXRB"Mox Tiere. Diese wurden mit Thrombin (0,01 U/ml) aktiviert, auf
Fibrinogen (100 pg/ml) ausgesat, nach 30 min fixiert und nach F-Aktin (griin) und RXRf
(rot) gefarbt. In den Knockout-Thrombozyten zeigte sich keine Expression von RXRp.
Zum Nachweis von RXRB wurden Thrombozyten wie beschrieben mit 0,01 U/ml
Thrombin aktiviert, gespreadet und nach RXR[ angefarbt. Es zeigte sich wie bereits im
Westernblot, dass die Pf4-Cre*/ RXRB "o/ Mause kein RXRB exprimieren.

4.4.2.1.3 Blutbild
Um den Einfluss des Pf4-Cre/ RXRB1o¥ox Knock-outs auf das Blutbild zu

untersuchen, erfolgten Blutanalyse mittels Cellcounter. Hdmoglobingehalt und
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Leukozyten- und Thrombozytenzahlen im Blut der Pf4-Cre/ RXRpflox/flox

Knockout-Tiere zeigten keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrolltieren.
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Abbildung 20 : Hamoglobingehalt, Leukozyten- und Thrombozytenzahlen von Pf4-Cre/
RXRp¥Mox Tieren (n=10). Mittels Cellcounter wurden Blutbilder von den Versuchstieren
angefertigt. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Knockout-
und Kontrollgruppe hinsichtlich des Hamoglobingehalts und der Leukozyten- und
Thrombozytenzahl. Die Graphen zeigen einzelne Individuen sowie den Mittelwert *

Standardabweichung.

4.4.2.1.4 CDA41 Farbungen von Knochenmark und Milzen

Zur Quantifizierung der Megakaryozytenzahl in Milz und Knochenmark der Pf4-
Cre/ RXRpfo¥iox Tiere wurden CD41-Farbungen von Knochenschnitten wie
beschrieben durchgefihrt. Anschlielend wurde die Anzahl der Megakaryozyten
pro Sichtfeld ausgezahlt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

Knockout- und Kontrolltieren.
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Abbildung 21 : Megakaryozytenzahlen in Knochenmark und Milz. Aus den Humeri und
Milzen der Versuchstiere wurden bei -20°C 8 um diinne Gewebeschnitte angefertigt und
mit dem Megakaryozytenmarker CD41 gefarbt. Es wurden CD41 positive Zellen im
Knochenmark der Pf4-Cre/ RXRBflox/flox Mause ausgezahlt (n=6), es zeigte sich kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen. Die Graphen

zeigen einzelne Individuen sowie den Mittelwert + Standardabweichung.

4.4.2.2 Thrombozytenfunktionsassays mit RXRB-Knockout

Thrombozyten in vitro

Es wurden unterschiedliche Thrombozytenfunktionsassays mit den
Knockoutthrombozyten durchgefiihrt, um den Einfluss des Knockouts auf die

Thrombozytenfunktion zu untersuchen.

4.4.2.2.1 Aggregometrie

Mittels Licht-Transmissions-Aggregometrie wurde die Auswirkung des RXR[-

Knockouts auf die Thrombozytenaktivierung untersucht.

Mit isolierten Thrombozyten der Knockout- und Kontrolltiere wurden
Aggregationsversuche durchgefuhrt. Fir die Stimuli 0,1 U/ml Thrombin, 10 pug/mi
Collagen und 1 uM U46619 zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 22 : Licht-Transmissions-Aggregometrie mit Thrombozyten der Pf4-Cre/
RXRpMMx | inie. Es wurden Thrombozyten aus Vollblut isoliert und im Aggregometer
mit 0,1 U/ml Thrombin, 10 ug/ml Collagen oder 1 uM U46619 stimuliert. Es zeigt sich
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Knockout- und Kontrollgruppe. Die
Graphen zeigen einzelne Individuen sowie den Mittelwert + Standardabweichung.
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4.4.2.2.2 Spreading

Der Einfluss der RXR-Liganden wurde auf das Spreadingverhalten von
Knockout- und Kontrollthrombozyten nach Aktivierung mit Thrombin, Collagen
und U46619 untersucht. Darlber hinaus wurde analysiert, ob die RXR-Liganden
in den Knockout-Tieren einen Einfluss auf die Thrombozytenfunktion haben. In
den Pf4-Cre’/ RXRBMoxflox Kontrolltieren zeigten sich dhnliche Auswirkungen wie
in den C57B/6 Mausen (Abbildung 23), es kam zu einer Reduktion des
Spreadingverhaltens durch eine Vorbehandlung mit 40 uM 9cRS und 40 uM MA
bei Stimulation mit 10 pg/ml Collagen oder 1 uM U46619. Die Vorbehandlung mit
40 pM 9cRS und 40 pM MA reduzierte das Spreadingverhalten auf die
Stimulation mit 10 pg/ml Collagen und 1 pM U46619. Auch die Pf4-Cre”*/
RXRpfoxflox Mause zeigten eine ahnliche Inhibition der Thrombozytenaktivierung
durch die RXR-Liganden (Abbildung 24). Im Vergleich von Knockout- und
Kontrolltieren zeigte sich ein signifikanter, wenn auch nur marginaler,
GroRRenunterschied in der Spreadingflache von unstimulierten Thrombozyten
zwischen Knockout- und Kontrolltieren. AuRerdem fuhrte die Stimulation mit 1
UM U46619 in den Knockoutthrombozyten zu einem signifikant stéarkeren

Spreadingverhalten als in den Kontrollthrombozyten (Abbildung 25).
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Abbildung 23 : Spreading der Pf4-Cre”/ RXRB"fox Kontrolltiere (n=6) nach Stimulation
mit Collagen (10pg/ml), U46619 (1uM) und Thrombin (0,1U/ml). Isolierte Thrombozyten
mit der Konzentration von 10 000 Zellen/ pl wurden mit den RXR-Liganden 9cRA (20uM)
oder MA (40uM) vorbehandelt und mit Collagen (10ug/ml), Thrombin (0,1U/ml) oder
U46619 (1 uM) aktiviert. Die Thrombozyten wurden anschlieend auf Fibrinogen
(100p/ml) ausgesat, nach 30 min Inkubation bei 37,0°C fixiert und nach F-Aktin gefarbt.
Die Flache der Thrombozyten wurde mittels ImageJ quantifiziert. Durch Vorbehandlung
mit dem Vehikel, 9cRA (20 pM) und MA (40 uM) kam es zu keiner Aktivierung der
unstimulierten Thrombozyten. Die Vorbehandlung mit beiden RXR-Liganden konnte das
Spreadingverhalten der Kontrollgruppe auf die Aktivierung mit Collagen und U46619
signifikant reduzieren, auf eine Aktivierung mit Thrombin zeigte sich kein Einfluss.
Graphen zeigen den Mittelwert + Standardabweichung
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Abbildung 24 : Spreading der Pf4-Cre*/ RXRB"M°x Knockout-Tiere (n=6) unter Zusatz
der Stimuli Collagen (10ug/ml), U46619 (1uM) und Thrombin (0,1U/ml). Die Zellen
wurden wie oben beschrieben aufbereitet und hinsichtlich ihres Spreadingverhaltens
untersucht. Die Vorbehandlung mit beiden RXR-Liganden konnte das
Spreadingverhalten der Knockoutgruppe auf die Aktivierung mit Collagen und U46619
signifikant reduzieren, auf eine Aktivierung mit Thrombin zeigte sich kein Einfluss.
Graphen zeigen den Mittelwert £ Standardabweichung.
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Abbildung 25 : Zusammenfassende Darstellung und Vergleich des Spreadingverhaltens
von Knockout- und Kontrolltiere (n=6). Die Zellen wurden wie oben beschrieben
aufbereitet und  hinsichtlich ihres

Spreadingverhaltens  untersucht, das

Spreadingverhalten der Knockoutgruppe wurde dem der Kontrollgruppe
gegenubergestellt. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Spreadingflache in den unstimulierten Thrombozyten ohne RXR-Vorbehandlung
zwischen Knockout- und Kontrolltieren. Ebenso zeigte sich nach Aktivierung der
Thrombozyten mit dem Thromboxan A2 Mimetikum U46619 mit und ohne
Vorbehandlung mit RXR-Liganden ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Versuchsgruppen. Graphen zeigen den Mittelwert + Standardabweichung.
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4.4.2.2.3 FACS

Zur weiteren Untersuchung der Auswirkungen eines RXRB-Knockouts auf die
Thrombozytenfunktion wurden mittels FACS-Analyse die Expression von

Thrombozytenaktivierungsmarker untersucht.

An den Thrombozyten der Pf4-Cre/ RXRB¥ox Tiere wurden wie zuvor
beschrieben FACS-Versuche durchgefiihrt. Hierbei wurden die Kontroll- und die
Knockout-Tiere mit RXR-Liganden vorbehandelt und anschlieRend mit Collagen
und Thrombin stimuliert. Der Einfluss der RXR-Liganden auf die Funktion der
Cre- und Cre+ Tiere wurde untersucht und die Expression der
Aktivierungsmarker Integrin allbf3 und P-Selektin zwischen den beiden Gruppen

verglichen.

In der Kontrollgruppe der Cre- Tiere zeigte sich kein statistisch signifikanter Effekt
der RXR-Liganden auf die Thrombozytenfunktion (siehe Abbildung 26). Weder
die Expression von Integrin allbB3 noch die von P-Selektin liel3 sich durch die

Vorbehandlung mit RXR-Liganden signifikant beeinflussen.

Die Knockoutgruppe wurde ebenfalls dahingehend untersucht, ob RXR-Liganden
einen Einfluss auf die Expression der beiden Aktivierungsmarker nehmen. Es
zeigte sich auch in der Knockoutgruppe kein statistisch signifikanter Unterschied
zur Kontrollgruppe durch eine Vorbehandlung mit RXR-Liganden (siehe
Abbildung 27).

Anschlie3end wurde die Expression der Aktivierungsmarker zwischen Kontroll-
und Knockout-Tieren verglichen. Auch hier zeigte sich kein statistisch
signifikanter Unterschied (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 26: Thrombozyten von Pf4-Cre”/ RXRB"/lox Mausen (n=7) wurden isoliert
und mit dem Vehikel oder den RXR-Liganden 9cRA (20uM) und MA (40 puM) fur 3 min
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inkubiert und anschlieRend mit Collagen (100 pg/ml) oder Thrombin (0,1 U/ml) aktiviert.
Es wurde untersucht, inwieweit die Vorbehandlung der RXR-Liganden die Expression
von Integrin a2bB3 (A) und P-Selektin (B) beeinflusst. Die Graphen stellen den Anteil der
CD42 positiven Zellen dar, die das Integrin a2bp3 (A) oder den P-Selektin (B)
exprimieren Es zeigte sich keine Aktivierung der Thrombozyten durch die RXR-
Liganden. Die Vorbehandlung mit RXR-Liganden hatte keinen statistisch signifikanten
Einfluss auf die Expression von Integrins allbf3 nach Stimulation mit Thrombin und
Collagen und auf die Expression von P-Selektin nach Stimulation mit Thrombin in der

Kontrollgruppe. Graphen zeigen den Mittelwert + Standardabweichung.
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Abbildung 27: Thrombozyten von Pf4-Cre*"/ RXRB"°x Mausen (n=7) wurden mit RXR-

Liganden 3 min inkubiert und daraufhin mit 100 pg/ml Collagen oder 0,1 U/ml Thrombin
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aktiviert. Es wurde untersucht, inwieweit die Vorbehandlung der RXR-Liganden die
Expression von Integrin a2bB3 (A) und GPVI (B) in den Knockoutthrombozyten
beeinflusst. Die Graphen stellen den Anteil der Thrombozyten dar, die das Integrin
a2bB3 (A) oder den GPVI (B) exprimieren. Die Vorbehandlung mit RXR-Liganden hatte
keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Expression von Integrins allbf3 nach
Stimulation mit Thrombin und Collagen und auf die Expression von P-Selektin nach
Stimulation mit Thrombin in der Knockoutgruppe. Graphen zeigen den Mittelwert *

Standardabweichung.
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Abbildung 28: Zusammenfassende Darstellung und Vergleich der Ergebnisse von
Knockout- und Kontrolltieren. Es wurde untersucht, ob es in der Expression der

Thrombozytenaktivierungsmarker Integrin allbB3 und P-Selektin Unterschiede zwischen
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der Kontrollgruppe der Pf4-Cre”/ RXRB" " Tiere und der Knockoutgruppe der Pf4-
Cre*"/ RXRB"™°x Tiere gibt (n=7). Thrombozyten von Knockout- und Kontrollmausen
(n=7) wurden mit RXR-Liganden 3 min inkubiert und daraufhin mit 100 pug/ml Collagen
oder 0,1 U/ml Thrombin aktiviert. Es wurde untersucht, inwieweit die Vorbehandlung der
RXR-Liganden die Expression von Integrin a2bB3 (A) und GPVI (B) beeinflusst. Die
Graphen stellen den Anteil der Thrombozyten dar, die das Integrin a2bB3 (A) oder den
GPVI (B) exprimieren. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Versuchsgruppen hinsichtlich der Expression der beiden untersuchten
Thrombozytenaktivierungsmarkern. Graphen zeigen den Mittelwert +

Standardabweichung.

4.4.2.3 Arterielle Thrombose in vivo

Um die Auswirkungen von RXR[ auf die arterielle Thrombose in vivo eruieren
wurde diese im Eisen-11I-Chlorid Modell untersucht. Die Durchfihrung erfolgte mit
der Unterstitzung von Dr. Joachim Pircher und Dr. Andreas Ehrlich. Mittels
topischer Applikation von Eisen-III-Chlorid wurde in den Pf4-Cre(*)/ RXRpflo¥/flox
und den Pf4-Cret")/ RXRpMoxlox eine arterielle Thrombose in der Arteria carotis
communis induziert. Mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie wurde
untersucht, ob sich ein Unterschied zwischen den Knockouttieren und den
Kontrolltieren hinsichtlich der Bildung eines arteriellen Thrombus zeigt. Sowohl in
der Zeit bis zur Okklusion des geschéadigten Gefalies, als auch in der Dauer und
der Anzahl auftretender Okklusionen konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Versuchsgruppen gezeigt werden. Auch nach 15-minitiger
Vorbehandlung mit 9cRA zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Kontrollgruppen.
A 10 min

20 min 30 min

Cre(-/-)

Cre(+/+)
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Abbildung 29: Induktion einer arteriellen Thrombose im Eisen-III-Chlorid Modell in vivo.
(A) Thrombozyten wurden in vivo mit Fluoreszenzmarkierten Antikbrpern gelabelt, die
Bildung des Thrombus wurde mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. (B)
Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Pf4-Cre™"/ RXRB"™1x ynd Pf4-
Cret/ RXRB™x Tieren (n=10) hinsichtlich der Zeit bis zur ersten Okklusion, Dauer
der ersten Okklusion und Anzahl der Okklusionen. (C) Die Kontroll- und Knockouttiere
wurden fir 15 min vor der Gefal3schadigung mit einer gewichtsadaptierten Dosis von
9cRA in einer geschatzten Plasmakonzentration von 20umol/l vortherapiert (n=7). Es
zeigte sich zwischen den beiden Versuchsgruppen hinsichtlich der Zeit bis zur ersten
Okklusion, Dauer der ersten Okklusion und Anzahl der Okklusionen kein signifikanter
Unterschied. Die Graphen zeigen einzelne Individuen sowie den Mittelwert +

Standardabweichung. Mit freundlicher Genehmigung von Lisebrink et al. (1).
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Ziel der Arbeit war es die DNA-unabhangigen Funktionen des RXR in
Thrombozyten herauszuarbeiten.

Es konnte gezeigt werden, dass murine Thrombozyten ausschlie3lich RXRf und
murine Megakaryozyten RXRB und RXRy exprimieren. Wie bereits fur humane
Thrombozyten gezeigt worden ist (27, 75), konnte auch fur murine Blutplattchen
demonstriert werden, dass RXR-Liganden einen inhibierenden Einfluss auf die
Thrombozytenfunktion haben. Darlber hinaus konnte eine gesteigerte
Proplattchenproduktion nach Behandlung von Megakaryozyten mit RXR-
Liganden gezeigt werden.

Mit dem flr die Untersuchung eines RXRB-Knockouts verwendete Mausmodell
der Linie Mx1-CreRXRpMo¥flox konnte kein suffizienter RXRB-Knockout in
Thrombozyten erreicht werden. In der verwendeten Mauslinie konnte keine
Beeintrachtigung der Thrombopoese oder der Differenzierung hamatopoetischer

Vorlauferzellen im Knochenmark beobachtet werden.

Der Pf4-Cre/ RXRpfo¥/flox Mausstamm wurde stattdessen verwendet, da in dieser
Mauslinie ein suffizienterer Knockout des RXR[B Proteins generiert werden
konnte. Der Mangel an RXRB in Megakaryozyten und Thrombozyten zeigte
keinen Einfluss auf die Thrombozytenzahlen im Blut und die
Megakaryozytenzahlen im Knochenmark. Blutplattchen ohne RXR[( zeigten
keine Beeintrachtigung ihrer Thrombozytenfunktion, nur im Spreadingversuch
zeigte sich nach Stimulation mit dem Thromboxan A2 Mimetikums U46619 eine
signifikant groRere Spreadingflache als in der Kontrollgruppe. Auch im in vivo
Modell zur Untersuchung der arteriellen Thrombose zeigte sich kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Okklusion eines durch Eisen-IlI-Chloid geschadigten
GefalRes zwischen den beiden Versuchsgruppen. Die RXR-Liganden 9cRS und
MA zeigten auch in Thrombozyten mit einem Knockout des RXRB-Proteins die

gleiche Wirkung wie in den Kontrolltieren.
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5.2 Diskussion der Methoden
5.2.1 Das Pf4-Cre/ RXRB">/ox Knockoutmodell

Das Cre/flox-System mit PF4 als Promoter fur die Cre-Rekombinase stellt ein
etabliertes und gangiges Modell zur Deletion von Proteinen in Megakaryozyten
und Thrombozyten dar (82). Allerdings ist der PF4-Promoter auch in weiteren
hamatopoetischen Stammzellen aktiv, dadurch kommt es auch zu einem RXR
Knockout in anderen blutbildenden Zellen. Die daraus resultierenden
Interaktionen koénnen das Knockoutmodell auf unvorhergesehene Weise
beeinflussen. (87, 88)

5.2.2 Spezifitat der verwendeten RXR-Liganden

In den Versuchen wurden 9-cis Retinsdure, Methoprensaure und Bexaroten als
RXR-Liganden verwendet. Da Bexaroten dosisabhangig
thrombozytenaktivierende und -inhibierende Wirkungen zeigte und es als
Apoptoseinduktor in Thrombozyten und PPAR Antagonist beschreiben worden
ist (49, 89), wurde davon Abstand genommen weitere Versuche mit Bexaroten

durchzufthren.

9-cis Retinsaure ist einer der viel diskutierten natirlichen Liganden fir den RXR.
Allerdings weist er keine reine Spezifitdt fir den RXR auf, sondern bindet
ebenfalls an den RAR. Fur die Aktivierung des RAR mit seinem Liganden all-
trans Retinsdure wurde bereits ebenfalls eine thrombozyteninhibierende
Funktion beschrieben (29). 9cRS und atRS sind Isomere, die sich leicht
ineinander umwandeln. Obwohl wie oben beschrieben mit 9cRS nur unter
Gelblicht gearbeitet wurde und Aliquote unter Stickstoffatmosphare aufbewahrt
worden sind, kann nicht komplett ausgeschlossen werden, dass die
beobachteten Effekte durch atRS vermittelt worden sind, welches sich durch
Isomerisierung aus 9cRA bildet. Auch besteht die Moglichkeit, dass die Effekte,
die in dieser Arbeit auf eine vermeintliche Aktivierung des RXR zurtckgefiihrt
werden, letztlich durch eine 9cRS-vermittelte RAR-Aktivierung bedingt sind (29,
83, 90).

Methoprensaure wird in der Literatur als reiner RXR-Ligand beschrieben (31) und

zeichnet sich durch eine bessere Stabilitat als 9cRS aus. Daher sind die
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Ergebnisse, die mit Methoprenséure generiert wurden, als spezifische Effekte zu

interpretieren.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 RXR-Isoformen in Thrombozyten und Megakaryozyten

Humane Thrombozyten exprimieren RXRa und RXRB (27), murine
Thrombozyten hingegen nur RXRB. Obwohl sich Maus und Mensch in vielen
Bereichen ihrer Physiologie sehr dhneln, weisen sie doch Unterschiede in ihrer

Proteinexpression auf.

Fur die humane Meg-01 Megakaryozytenlinie wurde bereits bestatigt, dass der
RXR enthalten ist (27). In den von uns durchgefiihrten RXR-Féarbungen von
fetalen Megakaryozyten in vitro wurde sowohl RXRB als auch RXRy
nachgewiesen. Dies ist bemerkenswert, da Thrombozyten nur RXR[
exprimieren. Dies kann darauf zurtckzufuhren sein, dass die verwendeten
Megakaryozyten aus fetalen Leberzellen gewonnen worden sind. Daher ist es
maoglich, dass Megakaryozyten aus dem Knochenmark adulter Mause eine
andere Proteinexpression aufweisen. Eine andere Mdglichkeit wére, dass RXR[3
von den Megakaryozyten beispielsweise in Form von Granula in Thrombozyten
transportiert wird und RXRy im Megakaryozyten zuriickbleibt. Geplante Studien

sollen dahingehend Klarheit bringen.

5.3.2 Reduktion der Plattchenfunktion durch RXR-Liganden

Zahlreiche Studien haben in den letzten Jahren den DNA-unabhangigen Einfluss
von Transkriptionsfaktoren auf die Plattchenfunktion untersucht (23, 30). Der
hemmende Einfluss von RXR-Liganden auf die Funktion von humanen
Thrombozyten wurde eingehend beschrieben. Unsworth et al. beobachten eine
RXR-Liganden vermittelte Reduktion der Thrombozytenaktivierung durch
Thrombin, Collagen, Collagen-related Peptide, ADP und Thromboxan A2 (27,
75).

In den von uns durchgefuhrten Versuchen mit murinen Thrombozyten konnten
diese Ergebnisse fur das Mausmodell weitgehend bestétigt werden, RXR-
Liganden fihrten in murinen Thrombozyten zu einer Reduktion der
Thrombozytenantwort bei Aktivierung mit Collagen und dem Thromboxan A2
Mimetikum U46619.
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Mittels Licht-Transmissions-Aggregometrie konnte gezeigt werden, dass 9-cis
Retinsaure einen statistisch signifikant hemmenden Einfluss auf die Aktivierung

mit U46619 hat und die Aktivierung durch Collagen tendenziell auch reduziert.

Durch FACS-Analysen wurde quantifiziert, wie die Expression der
Thrombozytenaktivierungsmarker CD62P und Integrin allbB3 auf der
Thrombozytenoberflache durch RXR-Liganden beeintrachtigt wird. CD62P, auch
P-Selektin genannt, befindet sich im ruhenden Thrombozyten in intrazellular
gelegenen a-Granula. Bei Plattchenaktivierung werden diese Granula sekretiert
und P-Selektin an der aufReren Thrombozytenmembran exprimiert. Die
gemessene Reduktion von P-Selektin auf der Zellmembran durch eine
Vorbehandlung mit RXR-Liganden zeigt, dass diese zu einer reduzierten
Ausschittung  von  ao-Granula  fuhren.  Weitere  Marker fur die
Thrombozytenaktivierung stellen Konformationsdnderungen in den auf der
Thrombozytenmembran lokalisierten Integrine dar. Die darin resultierenden
Proteinkaskaden werden als Inside-Out Signalling bezeichnet. Insbesondere das
Integrin  allbB3 hat dabei einen mal3geblichen Stellenwert. Bei
Plattchenaktivierung vermittelten Strukturanderungen im Integrin allbB3 eine
feste Adhéasion an Gefalllasionen. Es konnte gezeigt werden, dass RXR-
Liganden die Aktivierung des Integrins allbf3 und damit das Inside-Out Signalling

von Thrombozyten reduzieren.

5.3.3 Der Einfluss des RXRs auf die Thrombopoese

Wahrend der Einfluss von all-trans Retinsdure und dem Retinoic-Acid-Receptor
auf die Hamatopoese schon eingehend untersucht worden sind (91), wurden
bisher nur wenig Studien zum Einfluss des RXRs und seiner Liganden auf die

Hamatopoese durchgefihrt.

Um den Einfluss von RXR-Liganden auf die Thrombopoese zu untersuchen,
behandelten wir aus fetalen Leberzellen kultivierte Megakaryozyten mit
unterschiedlichen RXR-Liganden. Insbesondere flr den RXR-selektiven, warme-
und lichtstabilen Liganden Methoprensaure konnte eine signifikant erhéhte
Proplattchenproduktion gezeigt werden. Dies deutet darauf hin, dass RXR-
Liganden die Bildung von Thrombozyten steigern. Mikroskopisch konnte kein
erhohter Anteil von proplattchenproduzierenden Megakaryozyten an der

Gesamtzahl von Megakaryozyten in den mit RXR-Liganden behandelten
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Kulturen nachgewiesen werden. Daher ist davon auszugehen, dass die
Mehrproduktion auf eine erhdhte Effektivitat der Thrombopoese zurtickzufiihren

ist und nicht auf eine vermehrte Induktion der Thrombopoese in Megakaryozyten.

Allerdings ist zu beachten, dass unter statischen Bedingungen in vitro nicht
zwingend auf Effekte in vivo zu schlieRen sind. Darliber hinaus entstammen die
verwendeten Megakaryozyten fetalen Lebern, die in vitro kultiviert wurden. Es ist
nicht auszuschlielen, dass diese eine andere Proteinexpression als reife
Megakaryozyten aus dem Knochemark adulter Mause aufweisen und deshalb

auf Stimuli anders reagieren.

Megakaryozyten enthalten im Gegensatz zu Thrombozyten DNA, daher ist es
auch moglich, dass die beobachteten Effekte auf eine Aktivierung des RXR als
Transkriptionsfaktor zurtickzufihren sind und nicht auf die kurzfristigen, DNA-
unabhangigen Effekte, wie sie Thrombozyten beobachtet werden kdnnen.
Allerdings stellt das Zeitfenster von 6 Stunden, in dem die Megakaryozyten mit
den RXR-Liganden kultiviert worden sind, einen relativ kurzen Zeitraum dar, um
die beobachteten Effekte auf eine RXR-induzierte Veranderung der
Genexpression zurtckzufiihren. Daher gehen wir davon aus, dass die vermehrte
Plattchenproduktion auf eine Beeintrachtigung des Zytoskeletts durch akute
Proteininteraktionen  entstanden ist, ahnlich wie das reduzierte

Spreadingverhalten der Thrombozyten.

5.3.4 Keine Beeintrachtigung der Thrombozytenbildung
durch RXRB-Knockout

Der RXR ist fur andere Transkriptionsfaktoren ein obligater Bindepartner, auf den
sie angewiesen sind um ihre Funktion ausfiihren zu kdnnen (31). Daraus
resultierte unsere Hypothese, dass durch den Knockout von RXR nicht nur
dessen Funktionen in Megakaryozyten beeintréachtigt werden, sondern auch die
Funktionen vieler anderer Transkriptionsfaktoren. Entgegen unserer
Erwartungen konnten keine Veranderungen der Thrombozytenzahlen im Blut und
der Megakaryozytenzahlen in Milz und Knochenmark beobachtet werden und

keine Beeintréachtigung der Hamatopoese festgestellt werden.

Es konnte in den Knockout-Tieren auch keine andere RXR-Isoform detektiert
werden, welche durch eine kompensatorische Bildung bei Mangel des RXR[3-

Proteins in Megakaryozyten zu erklaren ware.
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Dennoch ist nicht auszuschlieRen, dass der Mangel von RXRB durch die
biologischen Leistungen anderer Proteine kompensiert wird. Ein bereits
kongenital bestehender Knockout, der zu keinen offensichtlichen Fehlfunktionen
des Organismus in Fetal- und Embryonalperiode sowie postpartal fihrt setzt ein
weitgehend intaktes biologisches System voraus. Dies kann durch die
Entbehrlichkeit von RXRB erklart werden, aber auch durch eine ausreichende

Kompensation durch andere Proteine.

5.3.5 Keine Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion
durch RXR[B-Knockout

Um zu untersuchen, ob der RXRB-Knockout zu einer Beeintrachtigung der
Thrombozytenfunktion fuhrt, wurden unterschiedliche
Thrombozytenfunktionsassays durchgefiihrt. Zur Untersuchung wurden die
Stimuli Thrombin, U46619 und Collagen verwendet. Fur diese drei Stimuli hatten
Unsworth et al. gezeigt, dass sie durch RXR-Liganden beeinflusst werden. Wir
konnten dies mit unseren Versuchen nur fir Collagen und U46619 belegen.
Weder in der Aggregometrie, noch im FACS oder dem Spreading konnte gezeigt
werden, dass Thrombozyten ohne RXR[ eine andere Funktionalitat aufweisen
als Thrombozyten mit RXRB. Ebenso zeigte sich in vivo hinsichtlich der Bildung
einer arteriellen Thrombose kein Unterschied zwischen der Kontroll- und der

Knockoutgruppe.

5.3.6 Keine Beeintrachtigung der thrombozytenhemmenden
Eigenschaften von RXR-Liganden bei RXRB-Knockout

In unserer Studie wurden daruber hinaus die RXRB-Knockoutthrombozyten mit
RXR-Liganden behandelt. Entgegen unserer Erwartungen fihrten auch hier die
RXR-Liganden zu einer Reduktion der Thrombozytenfunktion. Es lie3en sich in
vitro die gleichen thrombozytenhemmenden Effekte in Thrombozyten ohne RXRf3
generieren wie in  Thrombozyten mit RXRpB. Granulasekretion und
Integrinaktivierung, sowie Outside-In Signalling konnten mit RXR-Liganden
reduziert werden. Im in vivo Modell zur Bildung einer arteriellen Thrombose zeigte
sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Okklusion des
geschadigten Gefalies.
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Daher stellt sich die Frage, worauf diese Effekte zuriick zu fihren sind. Das
verwendete Mausmodell bietet die Mdglichkeit, spezifisch zu untersuchen, ob die
verwendeten RXR-Liganden ihre Effekte Uber den RXRB vermitteln. Unsere
Ergebnisse legen nahe, dass ein anderer als bisher angenommener
Mechanismus der Reduktion der Plattchenfunktion zugrunde liegt, welcher
unabhangig von einer RXR-Aktivierung ist. Um diese Problemstellung

abschlieRend zu klaren bedarf es noch weiterer Untersuchungen.

5.3.7 DNA-unabhangige  Funktionen des Retinoid-X-

Rezeptors

Die in den letzten Jahren viel beschriebenen DNA-unabhangigen Funktionen von
Kernrezeptoren sind bis heute noch nicht abschlieBend aufgeklart.
Thrombozyten stellen ein hervorragendes System dar, um DNA-unabhangige,
schnelle Effekte von Kernrezeptoren zu untersuchen. Als Zellfragmente enthalten
sie keinen Nukleus und keine nukledre DNA. Dartber hinaus lasst sich die
Beeinflussung ihrer Funktionalitdt mit etablierten Thrombozytenfunktionsassays

untersuchen. (30)

Entdeckt wurden diese DNA-unabhangigen Effekte durch die Beeinflussung von
kernlosen Zellen, wie Erythrozyten und Thrombozyten, durch Steroide. Schnelle
Zellantworten auf Konjugate aus Kernrezeptorliganden, die nicht
membrangangig waren, wiesen darauf hin, dass Kernrezeptoren nicht nur im
Kern und Zytosol, sondern auch in der Membran zu finden sind. Fir Steroide,
Vitamin D und Schilddriisenhormone konnten G-Protein gekoppelte Signalwege
identifiziert werden (92). Allerdings konnte fir viele andere Kernrezeptoren keine
spezifischen, DNA-unabhangigen Signalwege nachgewiesen werden oder es
wurden andere Rezeptoren identifiziert, die die vermeintlich DNA-unabh&angigen

Funktionen der Kernrezeptoren vermitteln (93).

Die durch unsere Versuche produzierten Ergebnisse zeigen, dass es trotz eines
RXRB-Knockouts zu einer 9cRS- und MA- vermittelten Reduktion der

Thrombozytenfunktion kommt.

Unter der Bedingung, dass ein suffizienter RXRB-Knockout stattgefunden hat und
damit keine RXR-Isoform in den Thrombozyten mehr enthalten war, lasst sich

ableiten, dass die inhibitorischen Effekte der RXR-Liganden auf Thrombozyten
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durch andere Mechanismen als die DNA-unabhangigen Funktionen des RXR

vermittelt werden.

5.4 Ausblick

Um zu klaren, wodurch die durch die RXR-Liganden induzierte Reduktion der
Thrombozytenfunktion generiert wird, missen weitere Studien durchgefihrt

werden. Es bedarf der Identifikation des vermittelnden Rezeptors.

Retinoide werden bereits in der Therapie von Ekzemen, Akne und der
promyelozytaren Leukamie eingesetzt. Allerdings weisen sie Vviele
Nebenwirkungen auf. Daher waren Retinoide zur
Thrombozytenaggregationshemmung nur bedingt geeignet. Vorausgesetzt die
thrombozytenhemmenden  Funktionen  werden durch eine andere
Rezeptorklasse vermittelt, stellt diese moéglicherweise einen vielversprechenden
Ansatzpunkt far neuartige Therapiemoglichkeiten zur

Thrombozytenaggregationshemmung dar.

Mit dem Pf4-Cre/ RXRpfo¥lox Modell lasst sich dartiber hinaus weiterfiihrend
untersuchen, ob andere Kernrezeptoren, die eine DNA-unabhangige Funktion
besitzen und obligat fir die Austbung ihrer Funktion als Transkriptionsfaktor auf
den RXR angewiesen sind, diesen auch zur Vermittlung ihrer nicht genomischen

Effekte obligat bendtigen.

Teilergebnisse wurden bereits im April 2019 im Journal of Thrombosis und
Haemostasis unter dem Titel ,Role of RXRpB in platelet function and arterial

thrombosis® veroffentlicht (1).
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