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Referat und bibliographische Beschreibung

,,Blut ist ein ganz besonderer Saft“ schrieb J.W.v.Goethe [*28.08.1749 122.03.1832] in seinem
monumentalen Werk ,,Faust“. Eine bedeutende Rolle kommt dabei einem wichtigen Teil des
Blutes, den Thrombozyten, zu. Sie sind in die Pathomechanismen von fiihrenden
Zivilisationskrankheiten wie Apoplex und instabile Angina pectoris verwickelt. Thrombozyten
produzieren einen Wachstumsfaktor, PDGF, der fir viele Zellen einen entscheidenden
proliferativen Reiz darstellt. Friihere Studien haben gezeigt, dass PDGF hemmend auf die
Aggregation der Thrombozyten wirkt.

Die hier vorgestellten Studien sollten Verstéandnis fiir die PDGFR- vermittelte Hemmung der
Aggregation sowie die dabei einbezogenen Signalkaskaden anhand von Experimenten mit
einem spezifischen PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitor, AG1296, erweitern. Hierzu wurden solche
zentrale Enzyme des Thrombozyten wie ERK2, p38, Proteinkinase B (Akt) untersucht. Die
Bedeutung modulierender Einfliisse anderer Enzyme wie Src, PI-3-Kinasen p110p und y sowie
MEK wurde mithilfe der jeweils spezifischen Inhibitoren exploriert.

VVom besonderen Interesse war der Einfluss des PDGF-Rezeptors auf die Sekretion sowie die
Aktivierung des Integrin oypB3. Diese Zielsetzung konnte mittels Durchflusszytometrie umge-
setzt werden. Um auf die Problematik des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 einzugehen
wurden zwei weitere Inhibitoren eingesetzt und die Aktivierungsmuster der intrazelluléren
Kinasen wie ERK2, p38 und Akt miteinander verglichen.

Im Ergebnis zeigte sich eine Steigerung der Aggregation, der Sekretion und der Aktivierung des
Integrin ay B3 unter Vorinkubation der Thrombozyten mit AG1296. An den von uns untersuch-
ten Enzymen konnte eine deutliche Zunahme der ERK2-Aktivitat bei unveranderter Aktivitét
von p38 und Akt festgestellt werden. Die Zunahme der ERK2-Aktivitat war dabei abhangig von
MEK und PI-3-Kinase p110f und unabhidngig von Src und PI-3-Kinase p110y. Desweiteren war
die Zunahme der ERK2-Aktivitat vom Gi- und nicht von Gg- Signal anhéngig.

Parallele Untersuchung der drei verschiedenen PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren (AG17,
AG1296 und AG1478) zeigte ein dhnliches Aktivierungsmuster der intrazellularen Kinasen wie
ERK2, p38 und Akt fir AG1296 und AG1478.

Da bei unseren Versuchen hohe Konzentrationen von AG17 erforderlich waren, um einen
Effekt auf Thrombozyten nachzuweisen, miissen wir davon ausgehen, dass dieser Inhibitor in
seiner Wirkung eher unspezifisch ist und die erzielten Ergebnisse nicht auf der Hemmung des

PDGF-Rezeptors alleine beruhen.

GroB, Willi: Inhibition der PDGF-Rezeptortyrosinkinase in humanen Thrombozyten:
funktionelle Aspekte und P1-3-Kinase abhangige Aktivierung von ERK2
Halle, Univ., Med.Fak., Diss., 76 Seiten, April 2010
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1. Einleitung

Thrombozyten, die als 2-5um groBe, kernlose Abschniirungen der Megakaryozyten in die
Blutbahn entlassen werden und selbst eine mittlere Lebensdauer von ca. 8 Tagen haben, sind
uberlebenswichtig fiir unseren Organismus. Die Abb.1 zeigt eine rasterelektronenmikroskopi-
sche Aufnahme eines Thrombozyten. Durch die Adhésion von Thrombozyten an Strukturen der
GefaBwand mit Aggregation und Thrombenbildung (weiller Thrombus) spielen sie die entschei-
dende Rolle fur die primdre Hamostase im arteriellen Stromgebiet. Unter pathologischen
Bedingungen, die entweder die Thrombozytenzahl (Thrombozytose oder Thrombozytopenie)
oder aber die Thrombozytenfunktion (Thrombasthenien) betreffen kdnnen, ist die Himostase
aus der Balance gebracht und es entsteht eine Fille verschiedenster klinischer Krankheitsbilder.
Oft wird die Bildung von GefaRverschliissen beobachtet, die durch Atherosklerose und
Plaqueruptur ausgelost wird, wobei die Thrombozyten zur Thrombusbildung entscheidend
beitragen. Somit sind Thrombozyten der entscheidende Faktor bei Zivilisationskrankheiten wie
Apoplex, instabile Angina pectoris und Myocardinfarkt (Goldschmidt et al. 2002).
Thrombozyten sind aber auch an anderen Formkreisen von Erkrankungen wie Autoimmuner-
krankungen und malignen Erkrankungen beteiligt. Zu den bekanntesten Autoimmuner-
krankungen zahlt der Morbus Werlhof, der mit Bildung von Autoantikdérpern gegen
Thrombozyten einhergeht. Im Rahmen der malignen Erkrankungen kommt es haufig zu einer
essentiellen Thrombozytdmie und daraus resultieren Thrombosen. Klinisch ist dies besonders
wichtig, weil diese oft anderen tumorbedingten Symptomen vorausgehen und somit eine
Erstmanifestation der Erkrankung darstellen kénnen. Aus diesen Griinden kommt der Suche
nach Medikamenten, die Thrombozytenfunktionen beeinflussen kénnten eine besondere
Bedeutung zu.

Die Aktivierung der Thrombozyten, induziert durch primére Stimuli wie Thromboxan A,
seinen Analogon U46619, ADP, Thrombin oder Collagen fuihren zur raschen Forménderung,
shape change, der Thrombozyten. Die Abb. 2 zeigt eine rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme der Thrombozyten im Stadium der Adhésion. Die verschiedenen primaren Stimuli
entfalten ihre Effekte Uber unterschiedliche Rezeptoren und haben somit unterschiedliche
Signalwege.

TXA: ist ein Metabolit der Arachidonsaure, der endogen in Thrombozyten durch das Enzym
Cyclooxygenase synthetisiert wird (Samuelsson et al. 1978). TXA;bindet an den Thromoxan-
oder Prostanoidrezeptor a (TPa), einem Mitglied der G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(GPCR). In Thrombozyten koppeln sowohl Gg-Proteine, als auch Giyis- Proteine an TPa.
(Offermanns et al. 1994, Habib et al. 1999).

Adenosindiphosphat (ADP) ist der erste bekannte Thrombozytenagonist mit einem niedrigen

Molekulargewicht. Interessanterweise bewirken niedrige ADP-Konzentrationen nur einen shape



change und eine reversible Aggregation. Hohe Konzentrationen von ADP als priméarer Stimulus
fiihren zu einer irreversiblen Aggregation der Thrombozyten, die mit der Aggregation unter
Stimulation mit anderen Stimuli vergleichbar ist. Es nimmt dennoch eine Schlisselstellung ein,
da es aus dichten Granula sezerniert wird und die Aggregation, induziert durch andere Stimuli,
um ein Vielfaches verstarken kann.

- \.. T Lo E BT I ST (. ‘~- 3
Abb.1 Thrombozyt in Langs- und Querschnitt im Lumen eines Blutgefalies.
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme modifiziert nach Pavelka et al. 2005
(VergroBierung x 63500 und x 43500) MT=Mikrotubulus, *= a-Granula

Es sind zwei verschiedene metabotrope G-Protein gekoppelte ADP-Rezeptoren bekannt. Der
P2Y1-Rezeptor ist Gg gekoppelt, wohingegen der spater beschriebene P2Y12-Rezeptor, Gi,
gekoppelt ist und eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des Integrins o, B3 Spielt (Ohlmann et
al.1995).

Die P2Y1-Rezeptoraktivierung fiihrt zur Calciummobilisation und initiiert shape change und
Aggregation. Die P2Y12-Rezeptoraktivierung fuhrt einerseits zur Aktivierung der
Phosphoinositol-3-Kinase (PI-3-Kinase), welche dann die Sekretion der dichten Granula



verstdrkt und durch die o;-Untereinheit die Adenylatcyclase hemmt, was entscheidend zur
dauerhaften Aggregation und Thrombusbildung beitrdgt. Die von P2Y12-Rezeptor ausgehende
Signalwege sind in die Aktivierung des Fibrinogenrezeptors — Integrin oyP3 - involviert
(Nieswandt et al. 2002).

Die pharmokologische Beeinflissung des P2Y12-Rezeptors findet eine breite Anwendung in
der Medizin. Etablierte Medikamente wie Ticlopidin und Clopidogrel inhibieren durch ihre
aktiven Metabolite selektiv und irreversibel die P2Y12-Rezeptoraktivierung durch ADP (Savi et
al. 2005).

Abb.2 Aktivierte Thrombozyten im Stadium der Adhéasion. Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme modifiziert nach Schmidt et al. 2007

Des Weiteren existieren spezifische P2Y12 Rezeptorantagonisten wie z.B. ARC-69931MX, mit
dem generischen Namen Cangrelor. Die Rezeptorinhibition hemmt dabei die Aggregation der
Thrombozyten unabhéngig davon, welcher Primérstimulus sie ausgeldst hatte und zeigt die
fundamentale Bedeutung des P2Y12-Rezeptors flr die Signaltransduktion und Aggregation
(Hechler et al. 2005).

Die priméare Aktivierung der Thrombozyten durch starke Stimuli wie Thrombin oder TXA,
fuhrt zur direkten Aktivierung des G4-gekoppelten Rezeptors und ist unabhdngig von der
nachfolgenden P2Y12-Rezeptoraktivierung (Nylander et al. 2003). Auch die Antwort auf
Collagen, welche uber Glycoprotein VI (GPVI) geschieht, fuhrt zur intermedidren TXA,- und
ADP- Sekretion, welche dann zur Aktivierung von P2Y12-Rezeptors flhrt (Nieswandt et al.
2001).



Fir die Aktivierung der Thrombozyten durch ADP sind beide Signalwege (G4 und G;) wichtig.
Auch bei der Aktivierung der Thrombozyten durch Thrombin erfolgt das einzige G;-Signal
durch das freigesetzte ADP mit nachfolgender Aktivierung des P2Y12-Rezeptors (Félker et al.
2004).

Bei der Aktivierung der Thrombozyten kommt es zur Sekretion der gespeicherten Substanzen
wie ATP, ADP, PDGF (patelet derived growth factor) und Substanzen, die erst bei der
Aktivierung des Thrombozyten produziert werden, wie z.B. Thromboxan A, (TXA;). Dies ist
ein wesentliches Aktivierungsereignis der Thrombozyten. Die Funktion von ATP und ADP
besteht in der Verstarkung und Aufrechterhaltung der Thrombozytenaggregation via Interaktion
mit speziellen Rezeptoren und der nachfolgenden Aktivierung verschiedener Signalwege.

Doch was genau ist PDGF und welche Funktion hat er fur die Thrombozyten selbst?

In den spaten 70er Jahren gelang die Isolierung des gereinigten PDGF. Uber die nichsten 15 bis
20 Jahre zeigten die Studien, dass es zwei verschiedene Gene fur PDGF - o und 3 - sowie 3
biologisch aktive Isoformen PDGF-AA, -BB und -AB existieren (Hammacher et al. 1988; Hart
et al. 1990). In den letzten 8 Jahren wurden weitere Mitglieder der PDGF-Familie PDGF-CC
und -DD nachgewiesen (Fredriksson et al. 2004). Biochemische Untersuchungen an
verschiedenen Zellkulturen lieferten wichtige Erkenntnisse iber Rezeptortyrosinkinasen und die
Signalwege stromabwaérts des Rezeptors.

PDGF, welcher aus a-Granula freigesetzt wird, ist ein 30 kDa schweres, durch Disulfid-
briicken miteinander verbundenes dimeres Peptid, das aus A-, B-, C- und D- Ketten besteht und
folglich als ein Homo- oder Heterodimer vorliegen kann.

Ahnlich den verschiedenen PDGF-Dimeren gibt es zwei verschiedene PDGF-Rezeptoren:
PDGF-a und —f3 Rezeptor. Die beiden Rezeptoren haben eine &hnliche molekulare Grof3e von
170 kDa (PDGF-Ra) und 180kDa (PDGF-Rp). Extrazelluldr besitzen beide Rezeptoren fiinf
Immunoglobulindhnliche Doménen und intrazellular eine Tyrosinkinasedoméne (Claesson-
Welsh et al. 1989; Matsui et al. 1989). Die PDGF-Rezeptoren zeigen ein unterschidliches
Bindungsverhalten beztiglich der PDGF-Dimere. So kénnen an PDGF-Rezeptor-a beide PDGF-
a und -B binden, wohingegen an PDGF-Rezeptor-p nur PDGF-B. Verschiedene Geweben
exprimieren bestimmte PDGF-Rezeptoren. Die humanen Thrombozyten exprimieren nur den
PDGF-Rezeptor-a. Die Struktur der PDGF-Rezeptoren ist dhnlich der des colony stimulating
factor CSF (Coussens et al. 1986) und der des stemm cell factor SCF (Yarden et al. 1987). Die
Bindung des PDGF an den Rezeptor fiihrt zur Rezeptordimerisierung und Aktivierung der
intrinsischen Tyrosinkinaseaktivitat, die den dimerisierten Rezeptor phosphoryliert.

Diese Autophosphorylierung dient als Andockungsstelle fir Signalmolekiile, die SH,-Doménen
enthalten. Die Rezeptorphosphorylierung initiiert dann eine Reihe von Signalwegen, die

schliel3lich zu biologischen Antworten fihren.



In den Untersuchungen an Zellkulturen wurde demonstriert, dass PDGF unabhangig von dem
PDGF-Rezeptor &hnliche zellulare Antworten hat in Zellen, die entweder nur PDGFR-a oder -3
exprimieren. Obwohl auch einige Unterschiede berichtet wurden, tiberwiegen bei weitem die

ahnlichen oder sogar tbereinstimmenden Effekte (Rosenkranz et al. 1999).

Abb.3 Schematische Darstellung des PDGF-Rezeptors nach Bindung des PDGF.
Die Abbildung wurde modifiziert nach Raleigh Labor, USA und zeigt schematisch eine
Autophosphorylierung des Rezeptors durch eine intrinsiche Tyrosinkinase sowie verschiedene

Andockungsstellen fiir SH2-Doménen.

In neuester Zeit werden nun ahnliche Experimente anstelle von Zellkulturen an komplexen
Organismen wie z.B. Méausen durchgefuhrt. In den Studien an gentechnisch veranderten
Maéusen wurdegezeigt, dass PDGF von fundamentaler Bedeutung fiir die embryonale
Entwicklung ist. Dabei wurde den Mausen entweder das Gen fur PDGF oder flr den Rezeptor
abladiert. Diese Experimente gezeigten, dass die Inaktivierung der B-Kette des PDGF (Leveen
et al. 1994) oder des B-Rezeptors (Soriano et al. 1995) zu Missbildungen der Blutgefale und
einem kompletten Fehlen der Mesangiumzellen in den Nieren fihren.

Die genetisch veranderten knock-out-Tiere, denen die a-Kette des PDGF fehlt, entwickeln
hingegen defekte Alveoli der Lunge mit einen emphyseméhnlichen Bild. Eine Inaktivierung des
a-Rezeptors fuhrt zu schweren kraniellen Missbildungen. All diese Tiere sind entweder schon
bei der Geburt nicht lebensfahig, oder kdnnen nur wenige Tage bis Wochen Uberleben. (Soriano
et al. 1997)

Fur den Menschen ist PDGF ein potentes Mitogen und chemotaktischer Faktor fur Zellen
mesenchymalen Ursprungs. PDGF beeinflusst als Wachstumsfaktor die Proliferation der Fibro-

blasten und fordert somit den Gefassverschluss.



Die Untersuchungen an humanen Thrombozyten mittels Vorinkubation mit PDGF haben
gezeigt, dass PDGF einen hemmenden Einfluss auf die Aggregation hat (Vassbotn et. al 1994).
Doch wie wird der hemmende PDGF-Einfluss auf die Aggregation auf der Ebene der
Signalwege umgesetzt und welche andere funktionelle Effekte spielen dabei eine Rolle? Um an
diese Fragen besser herangehen zu kénnen fragen wir uns welche zentralen Molekiile der
Signalwege sind in Thrombozyten bekannt und kénnten sie nicht auch eine Rolle fir die PDGF-
abhédngigen Signalwege spielen? Solche zentralen Enzyme sind die Phosphoinositol-3-Kinasen
(P1-3Kinasen), die MAP-Kinasen, die Proteinkinase B (Akt) und die Src. Erstgegannt ist die
Familie der PI-3-Kinasen, die durch Tyrosinkinaserezeptoren aktiviert werden und zur Familie
der Lipidkinasen z&hlen. Grundsatzlich kann man zusammenfassen, dass ihre Funktion in der
Generierung von Phosphatidylinositolphosphaten (P1(3,4,5)P3 und PI(3,4,)P,) als ,,second
messenger” liegt, die dann die Rekrutierung von Signalmolekiilen mit pleckstrinhomologen
Doménen erleichtern (Schoenwaelder et al. 2007).

Es ist etabliert, dass Thrombozyten 4 Isoformen der PI1-3-Kinasen in hohen Mengen exprimie-
ren. Drei davon gehoren der Klasse I (p110a, p110B und p110y) und eine der Klasse IT (PI-3K-
C2a). Die Einteilung in verschiede Klassen geschieht dabei abhingig von ihrer Struktur,
Regulationsmodus und Substratspezifitat.

Die Klasse | gehort zu den am besten untersuchten P1-3-Kinasen, wohl wegen ihrer Funktion an
der Regulation so wichtiger Prozesse wie Proliferation, Glukosemetabolismus, Migration und
Uberleben der Zellen. Man unterscheidet regulatorische Untereinheiten wie p85a, p85B, p55a,
pS5B, pS5y und p50a, die durch Tyrosinkinase gekoppelte Rezeptoren reguliert werden
(Wymann et al. 1998; Meier et al. 1999).

Die p110-y enthilt dabei die Untereinheiten p84 und p101, welche durch G-Protein gekopelte
Rezeptoren reguliert werden, ganz besonders durch GByi-Untereinheit (Vanhaesebroeck et al.
1999).

Es wurde gezeigt, dass es in Thrombozyten auch zur Expression von Pl-3-Kinase p11038 kommt,
allerdings in viel geringem AusmaB als z.B. in Leukozyten (Zhang et al. 2002).

Obwohl die Phosphoinositide eine Schlisselrolle fir die funktionelle Antworten vieler
hamatopoetischer Zellen spielen, ist ihre Rolle in der Hamatostase und in der Thrombose noch
nicht eindeutig geklart (Jackson et al. 2004).

Zwei Typen der PlI-3-Kinase-Isoformen (p110p und p110y) sind durch noch unbekannte
Mechanismen an der Regulation des Integrin allbB3 beteiligt. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass die primdr Integrin allbp3 regulierende PI-3-Kinase, die Gj-abhangige p110p- Isoform ist
(Schoenwaelder et al. 2007).

Ein anderes der potentiellen Substrate der PI-3-Kinase ist die Serin-Threonin Proteinkinase B.
Es stehen gegenwartig mehrere isoformspezifische Pl-3-Kinaseinhibitoren wie TGX-
221(p110B-Inhibitor), AS252424 (p110y-Inhibitor) und unspezifische PI-3-Kinaseinhibitoren



wie z.B. Wortmannin, der alle Isoformen hemmt zur Verfiigung. Mit Hilfe der spezifischen
Inhibitoren ist es modglich, den einzelnen Sinalwegen, die daran beteiligte Isoformen der PI-3-

Kinase zuzuordnen.

Eine weitere wichtige Klasse der Kinasen ist die Familie der MAP-Kinasen. Humane Thrombo-
zyten enthalten dabei mehrere Mitglieder der Familie der Mitogen aktivierten Kinasen (MAPK),
wie z.B. p38 MAP-Kinase (Kramer et al. 1995), c-Jun Kinasen (JNK) (Bugaud et al. 1999),
extracellular sigal regulated Kinases (ERK1 und ERK?2) (Papkoff et al. 1994) und die
stromaufwarts von ERK1 und ERK2 liegenden MEK1 und MEK2 (McNicol et al. 2001).

Die MAP-Kinasen gehdren zu der Familie der Serin-Threonin Kinasen, die nicht nur zu den
evolutiondr konserviertesten Kinasen dieses Typs zdhlen, sondern auch fur viele Funktionen der
Sdugertierzelle wie z.B. Zelldifferenzierung, Zellbewegung und Proliferation sowie Genexpres-
sion wichtig sind. Sie steuern eine Reihe von Molekiilen im Zytosol, Zytoskelett, Mitochondrien
und in der Zellmembran. Einige der am besten untersuchten Vertreter dieser MAP-Kinasen sind
die ERK1 und ERKZ2, auch bekannt als p44-MAPK und P42-MAPK.

Die Aktivierung der MAP-Kinasen geschieht durch einen Signalweg, bei dem es nachfolgend
zu einer Aktivierung eines kleinen GTP-bindenden Proteins, Ras und Raf-1soformen b-Raf und
c-Raf kommt. Die Zunahme der Raf-Aktivitét fuhrt iber das MEK/ERK Modul zu ERK
Aktivierung. Der gegenwartigen Lehrmeinung nach werden die MAP-Kinasen nach der
Thrombozytenaktivierung durch die MEKZ1/2 zuerst an dem Tyrosin 185 (Y185) und
anschlieBend an Threonin 183 (T183) phosphoryliert. Das dual phosphorylierte Enzym ist aktiv
(Pearson et al. 2001, Roux et al. 2004).

Nun kommen wir zu einer Kinase mit einer zentralen Rolle fiir viele Zellen, der Src-Kinase. Das
menschliche Genom kodiert fur neun Mitglieder der Src-Familie. Diese Proteine sind eng
miteinander verwandt und werden wahrscheinlich durch &hnliche Mechanismen reguliert.
Historisch gesehen war das Src-Protein die zuerst entdeckte Tyrosinkinase. Tyrosinkinasen
spielen eine kritische Rolle in der Signallibertragung in Zellen des multizellularen Organismus.
Ein wichtiger Mechanismus ist dabei die Erkennung von Phosphotyrosin durch kleine
Proteinmodule, genannt SH2-Doméanen (Src homology domains), die zuerst in Proteinen der
Src-Familie entdeckt wurden. Universell kommt es nach der Bindung von Liganden an den
Rezeptor zur Aktivierung der Tyrosinkinasen, die die Thyrosinreste der Proteine
phosphorylieren. Diese intrazellulare Phosphotyrosinreste agieren ihrerseits als ,,beacons®, die
die Bindung von SH2-enthaltenden Signalproteinen an den Rezeptor ermdglichen.

Die Src-Kinase hat eine Struktur, die aus zwei peptidbindenden Doménen und einer
katalytischen Kinase-Domaéne besteht. Eine der peptidbindenden Doménen ist die SH2-Domane

und die andere ist die SH3-Domane, die Polyprolin-Helices erkennt. Die intrazelluldre Src-



Kinase (c-Src) ist normalerweise autoinhibiert durch Interaktion zwischen SH2-Doméne und
der katalytischen Kinase-Doméne und damit mit dem C-terminalem Phosphotyrosinrest Tyr-527
(Abb. 4).

Inaktiv Aktiv

Kinase-Domine
N-terminaler Lobus

SH3 - SH2
linker

Substrat

Kinase-Domaidne
C-terminaler Lobus

Abb. 4 Schematische Darstellung von Autoinhibition von Src;
modifiziert nach Young et al. 2001
Die onkogene Form der Src-Kinase (v-Src), die durch Rous Sarcoma Virus kodiert wird, ist
konstitutiv aktiv. Im Gegensatz dazu ist die intrazelluldre Src-Kinase inaktiv bis sie adequat
aktiviert wird. Doch weder SH2-, noch SH3-Domane vermag die Kinase-Doméne direkt zu
blocken. Nichtsdestotrotz, ist die katalytische Aktivitat der Src-Kinasen deutlich reduziert, wenn

SH2- und SH3-Doménen gebunden an das aktive Zentrum vorliegen.

Nachdem wir nun auf die wichtigen Enzyme, die in die PDGF-abhédngigen Signalwege
involviert sein kénnten eingegangen sind, stellt sich die Frage, ob es noch weitere funktionelle
Aspekte der PDGF-Rezeptoraktivierung und der Hemmung der Thrombozytenaggregation gibt
und wie diese auf molekularer Ebene bewerkstelligt werden. Dazu miissen wir uns erinnern,
dass bei der Aktiverung der Thrombozyten die Interaktion von Zelle zu Zelle und Zelle zu
Matrix von entscheidender Bedeutung sind. Diese werden bei den Thrombozyten durch einen
spezifischen Rezeptor der Intergrinfamilie, Glycoprotein I1b-1I1a, Integrin ay B3 bewerkstelligt.
Integrine sind eine Familie von Adhdsionsmolekilen, die Zell-Zell und Zell-Matrix-
Interaktionen mediieren. Obwohl es acht verschiedene B-Untereinheiten der Integrine gibt, sind
nur zwei Ps-Integrine bekannt. Das Integin B3 kommt nur in Thrombozyten, Megakaryozyten
und einigen Tumorzellen vor. Bei Thrombozyten ist das Integrin o533 ein Plasmamembran-
proteinkomplex, das in 80 000 bis 100 000 Kopien auf der Oberflache vorliegt. Die zentrale

Funktion von Integrin o,,B3 ist seine Fahigkeit aktiviert zu werden und dabei von einem



Zustand der niedrigen Affinitat zu seinen extrazellularen Liganden in einen Zustand der hohen
Affinitat iberzugehen. Diese Transformation erlaubt die Bindung des Fibrinogens oder des von
Willebrand Faktors, die ihrerseits als Briickenmolekiile zu weiteren Thrombozyten zu dienen.

Schliesslich kénnen wir die heute nun unverzichtbaren Werkzeuge der PDGF-Forschung — die
PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren — nicht unerwéhnt lassen. Da die Wachstumsfaktoren und
ihre Rezeptoren so wichtig fir unseren Organismus sind, wurden Subastanzen gefunden, die
diese Rezeptoren zu hemmen vermochten. Im Laufe der Jahre wurden viele verschiedene
PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren entwickelt. Die Ergebnisse der Forschung der letzten Jahre
zeigten, dass einer unter ihnen, AG1296, besonders spezifisch und potent war. Er gehort zu der
Gruppe der Tyrphostine und gilt als der PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitor schlechthin. AG1296
hemmt mit hoher Spezifitat die Autophosphorylierung des PDGF-Rezeptors. Auch friihere
Generationen der Tyrphostine mit dem PDGFR-hemmenden Effekt sind kommerziell erhéltlich.
Andere Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren, wie z.B. EGFR—Inhibitor AG1478, kénnen ebenfalls
den PDGFR hemmen. Dies erfolgt jedoch bei weit héheren Konzentrationen als fur die

Hemmung der Rezeptoren, fir die sie als spezifische Inhibitoren gelten.



2. Zielsetzung

Bei bisher vorwiegend untersuchten direkten PDGF-Einfliissen durch Vorinkubation der
Thrombozyten mit PDGF setzten wir einen PDGF-Rezeptortyrosinkinaseinhibitor AG1296 ein
und stellten folgende Ziele auf:

1. Nachweis des Einflisses des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf die
Aggregation sowie seine Abhéngigkeit von der Konzentration des Inhibitors.

2. Nachweis des Einfliisses des AG1296 auf die Sekretion sowie seine Abhangigkeit von

der Konzentration des Inhibitors.

3. Einfluss des AG1296 auf die Aktivierung des Integrin oypfs.

4. Einfluss des AG1296 auf die Aktivitdt der MAP-Kinasen (ERK2 und p-38) und der
Proteinkinase B (Akt).

5. Untersuchung der Bedeutung der PI-3-Kinasen p110p/y fur die PDGF-abhangigen

Signalwege.

6. Untersuchung der Bedeutung der Src-Kinase fir die PDGF-abhangigen Signalwege.

7. Untersuchung der Aggregation und der PDGFR-abhédngigen Signalwege anhand von
zwei weiteren PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren AG17 und AG1478.
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3. Material und Methoden

3.1. PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren mit Strukturformel
AG1296 (Calbiochem, Deutschland) 6,7-Dimethoxy-3-Phenylquinoxalin

Molekulargewicht (kDa) 266.3

Chetnische Formel C,eH 4N,0,

AG1478 (Calbiochem, Deutschland) 4-(3-Chlorophenylamino)-6,7-Dimethoxyqzunazolin
Molekulargewicht (kDa) 3158

Chemische Formel C1sH14CINAO;
A
N Cl
CH40 S
CH3O NA

AG17 (Calbiochem, Deutschland) (3,5)-di-tert-butyl-4-hydroxybenzylidene Malonitril

Wolekulargewicht (kDa) 2582 4
Chernische Formel g M0

(HzC)3C CN

CN
HO

C(CH3)a
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3.2. Substanzen

Substanz

Bezugsquelle

Acrylamid (Rotiphorese Gel 30)

APS (Ammoniumpersulfat)

ARC69931MX (Cangrelor)

AS252424 (5-Furan- 2-ylmethylen-Thiazolidin-2,4-dion)
BSA (Rinderserumalbumin, Fraktion V)

CD61 (Antiintegrin B3) Peridinin-Chlorophylprotein
CDG62P (Phycoerythrin)

Coomasie-Brilliant Blau R250

DMSO (Dimethylsulfoxid)

ECL (enhanced chemiluminescence system)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure)

Epinephrin (Adrenalin)

HEPES (N-2-hydroxiethylpiperazin-N’-2-ethyan-sulfonsgure)
Hirudin

Isopropanol

B-Mercaptoethanol
MRS2179(N-Methyl-2’-deoxyadenosin-3’5’Bisphosphat)
NaHCO; (Natriumtrihydrogencarbonat)

NaH,PQO, (Natriumdihydrogenphosphat)

PAC-1 (Fluorescin-Isothiocyanat)

Ponceau S (3-hydroxy-4-2,7-naphtalen-disulfonsaure)
PP2 (4-amino-5-7-butyl-Pyrazolopyrimidin)

PP3 (4-amino-7-phenyl-Pyrazolopyrimidin)

SDS (Dodecylsulfate Natrium-Salz)

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylen-diamine)
TGX-221 (7-methyl-2-9-4H-pyridol-pyrimidin-4-on)
Tri-Natrium-Dehydrat

Tris (Tris-(hydroximethyl)-aminomethan)

Tween-20 (Polyoxyethylenesorbitan monolaurate)
U0124 (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-Bisbutadien)
U0126 (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-Bisbutadien)

U46619 (9,11-dideoxy-11a, 9a-epoxymethanoprostaglandine(F2a.))

Wortmannin

12

Roth

Merck
AstraZeneca
Cayman

Sigma

BD Biosciences
BD Biosciences
Roth

Sigma
Amersham Bioscience
Sigma

Sigma

Roth

Loxo

Roth

Sigma

Tocris

Merck

Merck

BD Biosciences
Sigma
Calbiochem
Calbiochem
Serva

Sigma

Cayman

Merck

Roth

Sigma

Cell Signalling
Cell Signalling
Sigma

Sigma



3.3. Gerate und Materialien

Gerat Bezugsquelle
Aggregometer (Platelet aggregation profiler) Bio/Data Corp.
Blotkammer (Mini-Trans-Blot- Elektrophoresekammer) Biorad
Densitometer GS800 und Quantity one® Software Biorad
Ependorff-Thermmomixer Ependorff
Glaskuivetten, silikonisiert Molab. Langenfeld
FACScalibur Becton Dickinson

3.4. Thrombozytenpraparation

Nach Erhalt der freiwilligen Einwilligung gemaR der Ethikkomissionsbestimmungen der
Martin-Luther Universitat Halle Wittenberg, wurde den gesunden Blutspendern 60-80ml
vengdses Blutes aus einer oberflachlichen Armvene (V.cubitalis), unter Einhaltung medizinischer
Desinfektion und der Verwendung von 21 Gauge Butterfly (Becton Dickinson, Helsingborg,
Sweden) und 20ml steriler Einwegspritzen (Braun, Melsungen, Deutschland) abgenommen. Die
Blutspender mussten bestatigen, dass sie in den 14 Tagen vor der Spende keine Medikamente
eingenommen hatten.

Die Thrombozytenpraparation wurde durchgefiihrt nach der im Folgendem beschriebenen
Methode (Falker et al. 2004). Das Blut wurde im Verhéltnis 6:1 zu ACDA-L6sung (Acid-
-Citrate-Dextrose formula A: 38mM Citratsaure, 88mM Natriumcitrat, 124mM Glukose) in 13
ml Zentrifugenréhrchen tberfuhrt (95x16.8mm im Durchmesser, Sarstedt, Nuembrecht,
Deutschland) und bei 120 g 15 Minuten lang zentrifugiert.

Dem so gewonnenem Plattchenreichenplasma (PRP) wurden 111ul ACD-A pro ml PRP
hinzugefligt und anschlieBend bei 450g 10 min zentriefugiert. Das so gewonnenen Sediment
wurde in modifiziertem Tyrodewaschpuffer (137mM NaCl, 2.7mM KCI, 10 mM Hepes,
0,36mM NaH,PQO,, 1 mg/ml Glukose, pH 6.4) unter Zusatz von 1 U/ml Apyrase und

1U/ml Hirudin resuspendiert. AnschlieSend wurden die resuspendierten Thrombozyten fiir 15
in in 37°C warmes Wasserbad gestellt. Danach wurden sie zentrifugiert und die Waschung 2
mal wiederholt, wobei der Waschpuffer kein Hirudin mehr enthielt.

SchlieRlich wurden die Thrombozyten mit Suspensionspuffer (pH 7,4; 2mM CaCl,, 2mM
MgCl, und 0,02U/ml Apyrase) resuspendiert. Nach der Bestimmung der Thrombozytenzahl in
Neubauer-zahlkammer wurden die Thrombozytenkonzentrationen fiir die jeweiligen Versuche
standardisiert eingestellt (sieche Bestimmung der Zellzahl). Alle Schritte dieser
Thrombozytenpraparation wurden bei Raumtemperatur vorgenommen. Fir die Zentrifugation
verwendeten wir eine Hermle Z364 Zentrifuge (Hermle, Wehingen, Deutschland). Hirudin

wurde im ersten Waschschritt dazugegeben um Spuren von Thrombin abzufangen. Die
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Nucleotidase Apyrase, vorhanden in allen Waschpuffern und im Suspensionspuffer, degradiert
ADP und ATP. Die auf 5x10° Thr/ml eingestellte Thrombozytensuspension ruhte schlieRlich 30
min lang bei 37°C im Wasserbad um die Erholung des P2Y1 Rezeptors zu ermdglichen
(Baurand et al.2000, Cazenave et al. 2004). Alle experimentell angewendeten Substanzen
wurden in Suspensionsionspuffer geldst. Fir die im Wasser nicht l6slichen Substanzen, wurden

die Kontrolllésungen untersucht.

3.5. Bestimmung der Zellzahl der isolierten Thrombozyten

Nach dem letzten Schritt der Préparation werden die Thrombozyten in ein gemeinsames Rohr-
chen tberfuhrt. Aus diesem Rohrchen werden 10ul Thrombozytensuspension entnommen und
1:100 mit Suspensionspuffer verdiinnt. Davon werden wiederum 10ul in eine Neubauerzahl-
kammer pipetiert und anschlielend unter dem Mikroskop 3 Gruppenquadranten ausgezahlt. Der
Mittelwert dient zur Berechnung der Zellzahl pro Milliliter der Thrombozytensuspension
(Mittelwert x 100 x 250000 x (Verdinnungfaktor)).

3.6. Thrombozytenaggregation

Die isolierten Thrombozyten wurden im Suspensionspuffer auf die Thrombozytenzahl von
3x10° Thr/ml eingestellt. Fir die Versuche wurde das Aggregometer (PAP4 Bio/Data Corp.,
Hatboro, PA, USA), silikoniesierte Glaskulvetten und Magnetriihrer benutzt. Die Methode
basiert auf der Extinktionsmessung des durch die Glaskiivette durchgehenden Lichtstrahls. Zur
Messung werden 198ul Thrombozytensuspension, 11ul geldster Vorinkubationssubstanz und
11l Agonist in das silikonisierte Glasréhrchen dazugegeben. Unter standigem Rihren
(900rpm) im Aggregometer erfolgte die Messung nach der Methode von Born (1962). Die
Messung beginnt mit der Zugabe des Agonisten und endet wenn keine Verdnderung im
Aggregationsverlauf mehr zu erkennen ist.

Bei der Stimulation der Thrombozyten mit einem Agonist wie Thrombin oder TXA, durch-
laufen sie eine Formanderung ,,shape change*, wobei sie von der urspriinglich sphérischen oder
diskoiden Form durch Ausbildung von Philopodien (Abb. 2) ihr Volumen vergréern und die
Lichttransmission voriibergehend abnimmt. In der nachfolgenden Aggregation bilden sie
immer groer werdende Aggregate, was wiederum zu einer Zunahme der Lichttransmission
fiihrt. Dabei stellt die Aggregation den Prozentsatz der Lichttransmission verglichen mit
Suspensionspuffer (=100%).

Vorinkubationen wurden in silikonisierten Glasréhrchen, bei 37°C im Ependorff-Thermmo-

mixer und 700 Umdrehungen pro Minute durchgefiihrt.
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Thrombozytenaggregationsprofile, induziert durch Thrombin, Collagen oder U46619, wurden
im Anschlul? an jede Thrombozytenpréparation als interne Kontrollen zur Sicherung der
Qualitat jeder einzelnen Praparation durchgefhrt.

3.7. Thrombozytenstimulation, Detektion und Quantifizierung der phosphorylierten

Proteine

Fur Versuche, die die Proteinphosphorylierung bestimmen sollten, wurden Thrombozyten mit
Suspensionspuffer auf eine Konzentration von 5x10° Thr/ml eingestellt.

Vorinkubationen, Kontrollen und Stimulation wurden in 200ul Thrombozytensuspension
(Totalvolumen, welches sich aus 180ul Thrombozytensuspension, 10ul Vorinkubation und 10ul
Stimulation zusammensetzt) bei 37 "C in 2ml ,,round bottom*“ Eppendorffer im Ependorff-
Thermmomixer und 700 Umdrehungen pro Minute durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden mit
50ul SDS Puffer (10% SDS, 1,43M B-Merkaptoethanol, 20% Glycerin, 26% Harnstoff, 125mM
Tris-HCI, pH=6,8) gestoppt und die Proben bei 95 ‘C 10 Minuten lang erhitzt. Von diesen

Proben wurden dann 25ul fiir die Westernblottanalysen benutzt.

3.8. SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die SDS Gelelektrophorese wurde entsprechend der Beschreibung von Laemmli (1970)
durchgefiihrt. Die Proteinseparation erfolgte bei Raumtemperatur mit Hilfe von SDS
Gelelektrophorese und des Bio Rad Minigelsystems (Biorad, Minchen, Deutschland).

Die Zusammensetzung der Trenngele war: 33,3%(v/v) Acrylamid, 50% Tris-HCI 0,75M,
15,45% bidest H, O, 0,7% APS und 0,05%TEMED; und die der Vorgele: 16,7%(v/v)
Acrylamid, 12,5% Tris-HCI, 0,5%SDS, 0,1% TEMED, 69,7% zweifach destilliertes H,O,
0,5% APS. Die genauen Mengenangaben fur die Herstellung der Trenn- und Sammelgele sind
in der Tab.2 zusammengefasst.

Der Laufpuffer bestand aus 25mM Tris, 200mM Glycin und 1%SDS, pH8,3.

Um die apparenten Molekularmassen der Proteine zu bestimmen wurden folgende Marker-
proteine eingestzt: Myosin(205 kDa), -Galaktosidase (116kDa), Phosphorylase (97kDa), BSA
(66kDa), Katalase (60kDa), Ovalbumin (45kDa), Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase
(36kDa), Carboanhydrase (29kDa). Alle Markerproteine wurden von Sigma erworben.

Vor dem Auftragen wurden alle Proben fiir 10 min bei 95°C erhitzt. Die Trennung im elek-
trischen Feld wird gestoppt, sobald der Farbstoff (Coumasie Brilliant Blau) aus dem Gel
herausgelaufen ist. Im Anschluss werden die Proteine im Gel mit Coomasie-Farbeldsung (25%

(v/v) Isopropanol, 10% Essigsaure (v/v), 0,05% Coomasie-R250(w/v)) gefarbt und das Gel
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wieder mit 10% Essigsédure entfarbt. Ungefarbte Gele wurden zur weiteren Analyse im

Westernblott verwendet.

Tab. 2 Ubersicht iiber die Zusammensetzung der Gele fiir SDS-Gelelektrophorese
(Mengenangaben fir jeweils 2 Gele)

Substanz Trenngel Sammelgel
9% 10%
30%Acrylamid/Bisacrylamid 3,375ml 3,750ml 835ul
Tris-HCI 0,75M, pH 8,8 5,625ml 5,625ml
Tris-HCI 0,625M, pH6,8 625pl
20%(w/v) SDS 56,51l 56,51l 25ul
TEMED 5.65ul 5,65l 5ul
Agua bidest 2,125ml 1,75ml 3,5ml
APS 79ul 79l 25ul

3.9. Westernblott und Detektion der phosphorylierten Proteine
Nach der SDS Polyakrylgelelektrophorese mittels BioRad Mini Blots (BioRad, Miinchen,

Deutschland) wurden die Proteine bei 4°C, einer Laufzeit von 2,5h und einem elektrischem Feld
von 2,5mA/mm? Nitrocellulosemembran (NC) auf die NC tiberfiihrt. Die Anordnung der
einzelnen Lagen beim Blotten ist dabei folgende:
Anode Schwamm

4 Lagen Filterpapier

SDS-Gel

Nitrozellulosemembran

4 Lagen Filterpapier
Kathode Schwamm
Der Transferpuffer besteht aus 192mM Glycin, 27mM Tris, 20% Methanol, 0,015%SDS,
pH8,3-8,4. Um den Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose sicherzustellen wurden die Gele
10 min lang mit Coomasie Brilliant Blau (25%2-Propanol, 10% Essigséaure, 0,05% Coomasie-
R250) gefarbt. Dadurch konnten die residualen Proteine im Gel nachgewiesen werden.
AnschlieRend wurden die Gele in 10% Essigsaure entfarbt. Proteine auf der Nitrozellulose
wurden reversibel mit Ponceau-S-rot angefarbt und die Lage der Markerproteine mit einem
weichen Bleistift auf der Nitrozellulose eingezeichnet. Die Nitrozellulose wurden anschlie3end
mit TBS-T (10mM Tris-HCI pH 8,0; 150mM Nacl, 0,1% Tween-20) entfarbt. TBS-T wurde flr
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alle weiteren Waschvorgange und Verdinnungen einschlieBlich der der Antikorper benutzt.
Alle weiteren Schritte wurden unter leichtem Schiitteln ausgefuhrt.

Um unspezifische Bindung des Antikorpers zu minimieren, wurde die Nitrozellulose bei
Raumtemperatur 2h lang entsprechend dem jeweiligen Protokoll entweder mit 5% Mager-
milchpulver oder 5% bovinem Serumalbumin geblockt. Die NC wurde mit dem ersten Anti-
korper tber Nacht bei 4°C unter leichtem Schwenken vorinkubiert. Nach dreimaligem Waschen
(3 mal 10 Minuten bei Raumtemperatur) wurde die NC dann fur 2h bei Raumtemperatur mit
dem zweiten Antikorper vorinkubiert. Abhdngig vom ersten Antikorper wurden verschiedene
Blockldsungen und verschiedene zweite Antikdrper bzw. deren Verdiinnungen eingesetzt. Die
spezifischen Angaben zu jeweiligen Antikdrpern sind in der Tab. 3 zusammengefasst.

Nach dem Auswaschen des nicht gebundenen zweiten Antikdrpers (3 mal 10 min bei
Raumtemperatur) wurde die Nitrocellulose mit ECL “enhanced chemiluminiscence* geméal3
Herstellerprotokoll vorbehandelt. Das dahinter stehende Prinzip besteht darin, dass Luminol in
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid durch die Wasserstoffperoxidase, die an den zweiten
Antikorper gekoppellt ist, gebildet wird. Es resultiert daraus eine Chemiluminiszenz
(Lichtemission), die dann mittels eines Rontgenfilmes liber der Nitrozellulose detektiert wird.

Die Belichtungszeit variiert dabei zwischen 2 und 60 s.

Tab. 3 Spezifische Antikdrper, jeweilige Verdinnung und Blocken

Erster Antikorper Geblockt in Verdinnung Verdinnung
1. Antikérper (AK) 2. Antikdrper
Phospho-p42/44 5% 1:500 in 5% Anti-Maus IgG
MAPK(E10) Magermilchpulver Magermilchpulver 1:1000
p-ERK(E4) 5% BSA/5% 1pg/ml in 5% BSA Anti-Maus IgG
Magermilchpulver 1:1000
ERK2(D2) 5% 0,4pug/ml in 5% BSA Anti-Maus IgG
Magermilchpulver 1:1000
Phospho-Akt 5% 1:1000 in 5% Anti-Maus IgG
(Serd73)(587F11) Magermilchpulver Magermilchpulver 1:1000
p-p38 5% 1:1000 in 5% Anti-Maus IgG
Magermilchpulver Magermilchpulver 1:1000
Anti-pY"*MAPK 5%BSA 1:1000 in 1% BSA Anti-Rabbit 1gG
1:1000
Anti-pT*MAPK 5%BSA 1:500 in 1% BSA Anti-Rabbit 1gG
1:1000
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3.10. Visualisierung und Quantifizierung der phophorylierten Proteine

Die mit dem Westernblottverfahren erhaltenen Signale auf den Rontgenfilmen wurden durch
GS800 Densitometer (BioRad, Munchen, Deutschland) eingescant. Die Intensitat der
Phosphorylierung wurde mittels ,,Quantity One*“-Software, Version 4.2.1. (BioRad, Minchen,
Deutschland) bestimmt. Die Graphiken wurden anschlieBend mit dem Adobe Photoshop 5.0
Programm bearbeitet (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA)

3.11. Bestimmung der Integrin B3 Aktivierung und a-Granulasekretion mittels
Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie basiert auf simultaner Messung verschiedener physika-
lischer und chemischer Eigenschaften einzelner Zellen oder Teilchen, die hintereinander in
einem Fllssigkeitsstrom angeordnet sind und einzeln untersucht werden. Voraussetzung fur die
Analyse ist eine Zellsuspension und spezielle Fluoerszenzfarbstoffe, die mit einem Argonlaser
bei 450nm Wellenlange angeregt werden. Das Emissionslicht der Fluoreszenzfarbstoffe kann
dann gemessen werden. Zur Analyse wird die in einem Probenréhrchen vorgegebene
Zellsuspension Uber eine Stahlkapillare durch Uberdruck in die Messkiivette eingefiihrt. Beim
Eintreten in die Messkammer werden die Zellen durch die umgebene Trégerflissigkeit stark
beschleunigt, wodurch sich die Aggregate auftrennen und die Zellen aneinander gereiht den
Analysepunkt erreichen. Dieser Vorgang wird als hydrodynamische Fokusierung bezeichnet.
Der Analysepunkt ist der Ort, an dem der Laser die Zellen erfasst. Argonlaser emittiert blaues
Licht, welches die durchfliefenden Partikel trifft und damit die entsprechenden Fluorochrome
anregt. Diese wiederum emittieren Licht einer bestimmten Wellenldnge, das durch ein System
aus optischen Linsen, Filtern und Spiegeln aufgetrennt wird. Damit kénnen 5 verschiedene
Parameter detektiert werden: Vorwartsstreulicht (FSC), als Mal furr die GréRe der Partikel;
Seitwaértsstreulicht (SSC), als MaR fur die Granularitat und bis zu 3 weitere Fluoreszenzbereiche
Tab. 4.

Tab. 4 Wellenlangen der Fluorochrome FITC, PE, TC

Fluorochrom Max. Exzitation Max. Emission Farbe
Fluorescein (FITC) 488nm 520nm Grin
Phycoerythrin (PE) 488nm 575nm Rot-Orange
Tricolor (TC) 488nm 667nm Dunkelrot

Fur die Messungen mittels Durchflusszytometrie wurde die Thrombozytensuspension auf
2x10°Thr/ml eingestellt. Die Vorinkubation und Stimulation wurden in 2 ml Eppendorf-

Réhrchen bei 37°C und einem Gesamtvolumen von 200ul durchgefiihrt.
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Die Reaktionen wurden durch den Transfer von Sul Thrombozytensuspension in 12x75mm
Rohrchen (Falkon, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) beendet. Diese enthielten 20ul
PrCPkonjugierten CD61 Antikorper (3pug/ml Losung), 20 pl PE konjugierten CD62P Antikorper
(1,5pg/ml Losung) und 20ul FITC-konjugierten PAC-1 Antikorper (25pug/ml) (Gesamtvolumen
65ul). Um den Kontrollwert zu erhalten wurde eine Probe mit 20ul PE konjugierten Anti-Maus
IgG (25pg/ml Losung), 20ul PrCPkonjugierten CD61 Antikdrper (3pg/ml Losung), 20pl FITC-
konjugierten PAC-1 Antikdrper (25pug/ml) und 10ul RGDS (10mg/ml Losung)
(Gesamtvolumen 75ul) behandelt.

Die Proben wurden 20 Minuten lang bei Raumtemperatur im Dunkeln geférbt. Nach der Zugabe
von 1ml PBS/0,1% Natriumazid wurden die Proben bei 4°C gelagert, bis sie innerhalb der
nachsten 5 bis 15 Minuten analysiert wurden.

Dreifarbenanalyse der Thrombozytenaktivierung in der DurchfluBzytometrie wurde mit Hilfe
von FACScalibur (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) mit einem Laser von 488nm
und spezifischer Bandbreitenfilter von 530nm (FITC), 585nm (PE) und >650nm (PerCP)
durchgefiihrt.

Die Dreifarbenanalyse hat dabei den Vorteil, dass eine fluoreszierende Farbe dazu benutzt wird,
die gewonnenen Daten nur auf die von Thrombozyten stammende einzuschréanken. Dabei ist der
CD61 (Integrin p3)-Antikorper spezifisch flr Thrombozyten und unabhéngig von ihrem
Aktivierungsgrad oder Aktivierungszustand. Er dient also dazu, die zu untersuchende
Thrombozyten von anderen Zellarten, Zellfragmenten und den Thrombozyten stammenden
Mikropartikel (PDM = platelet derived microparticles) abzugrenzen. Die zwei andere Farben,
PE und FITC, die mit CD62 und PAC-1 Antikérpern konjugiert wurden, dienen dazu, die von
der Thrombozytenaktivierung abhéngige Bindung der Antikdper zu bestimmen.

Vor jeder Probemessung wurde die Thrombozytenpopulation durch Bestimmung der Gréfie und
Verteilung sowohl im Vorwaértsstreulicht als auch im Seitwartsstreulicht definiert und dann
durch ,,Gating* mittels CD61 positiver Ereignisse bestatigt. Dieses gelang durch eine préazise

Einstellung des >650 nm Filters.

3.12. Statistische Auswertung

Die gewonnen Daten wurden mit Hilfe von GraphPad Prism Version 5 fur Windows (San
Diego, CA, USA) ausgewertet. Die Daten sind prasentiert als Mittelwert + Standardab-
weichung (SD). Statistische Analysen zur Ermittlung des p-Wertes wurden mittels gepaarten

t-Testes durchgefiihrt, da die Daten voneinander unabhangige Variablen darstellen.
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4. Ergebnisse

4.1. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf die Aggregation

Vorinkubation mit 10uM AG1296, einem Tyrphostin, das als spezifischer PDGF-RK-Inhibitor
anerkannt ist, flhrt zu Aggregationssteigerung bei niedrigen Primérstimuli wie 0,3uM bis 1uM
U46619. U46619 (9,1-Dideoxy-9a,11a-methanepoxy-Prostaglandin F,,) induziert als ein
Tromboxananalogon ,,shape change* mit einer ICs,= 4,8 nM und eine Thrombozytenaggre-
gation mit einer 1Cs= 82 nM in humanen Thrombozyten (Tymkewycz et. al., 1991).

Die Abb.5 zeigt die Aggregation unter Vorinkubation mit 10 uM AG1296 und Stimulation mit
0,3uM oder 1uM U46619. Bei der Stimulation mit 0,3uM U46619 fiihrt eine gleichzeitige
Vorinkubation mit 10uM AG1296 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu einer
Aggregationssteigerung, die der Aggregation unter Stimulation mit 1uM U46619 entspricht.
Selbst unter Stimulation mit 1uM U46619 ist eine Zunahme der Aggregation zu verzeichnen,
obwohl sie deutlich geringer ist, als bei der Stimulation mit 0,3uM U46619. Die

Aggregationssteigerung ist also umso deutlicher, je niedriger der Primarstimulus ist.
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Abb.5 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf die Aggregation
Gewaschene Thrombozyten (3x10®Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10uM AG1296 oder 0,05%
DMSO vorinkubiert und anschlieBend mit 0,3 oder 1uM U46619 stimuliert. Die Abbildung

zeigt den zeitlichen Verlauf der Aggregation und ist reprasentativ fiir 3 Experimente. Die Pfeile
markieren den Zeitpunkt der jeweiligen Simulation und die Ziffern 1-4 kennzeichnen jeweils

den Beginn und den Verlauf der jeweiligen Aggregationskurven.
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Eine Stimulation der Thrombozyten mit 0,3uM U46619 fiihrt zu einer reversiblen
Forménderung der Thrombozyten ,,shape change* mit einer Abnahme der Lichtextinktion ohne
wesentliche nachfolgende Aggregation und Wiederherstellung des urspriinglichen Niveaus der
Lichtextinktion. Die Vorinkubation der Thrombozyten mit 1, 3 oder 10uM AG1296 fiir 10 min
fiihrt zur konzentrationsabh@ngigen Aggregationssteigerung bei einem schwachen
Primarstimulus wie 0,3uM U46619, Abb.6. Die dabei erfolgte Aggregation ist irreversibel und
um so starker, je héher die Konzentration der AG1296-Vorinkubation ist. Die h6chste Aggrega-
tion wird unter Vorinkubation der Thrombozyten mit 10uM AG1296 erreicht. Deshalb werden
alle anschlieBenden Experimente mit einer AG1296 Konzentration von 10 uM durchgefiihrt.

-

10 u AG1296

Lichttransmizsion
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Abb.6 Aggregation unter ansteigender Konzentration des PDGFR-Tyrosinkinase-
inhibitors AG1296 bei niedriger Konzentration des Primarstimulus

Gewaschene Thrombozyten (3x10°Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 1, 3 oder 10uM AG1296

oder 0,05% DMSO vorinkubiert und anschlieBend mit 0,3uM U46619 stimuliert. Die

Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der Aggregation und ist reprasentativ fur 2

Experimente. Die Pfeile markieren den Zeitpunkt der jeweiligen Stimulation und die Ziffern 1-4

kennzeichnen jeweils den Beginn und das Ende der jeweiligen Aggregationskurven.

Die Abb. 7 zeigt die Aggregationszunahme unter VVorinkubation mit ansteigenden

Konzentrationen des PDGF-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296. Die Vorinkubation der
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Thrombozyten mit 1, 3, 10 und 30uM AG1296 fiir 10 min fiihrt zur Aggregationssteigerung bei
Stimulation mit 1uM U46619. Die Aggregationssteigerung ist weniger ausgepragt als bei
Stimulation mit 0,3uM U46619. 120 Sekunden nach der Stimulation ldsst sich eine Aggregation
von 39,2% +14,61% in den Kontrollen und eine Aggregation von 61,2% +8,61% in den
Proben, die mit 10uM AG1296 vorinkubiert wurden feststellen. Bei einer Vorinkubation mit
3uM AG1296 ergab die Aggregationsmessung nach 120 Sekunden eine Aggregation von
46,67% +18,37%.

Da der aggregationssteigernde Effekt des AG1296 auch bei einer Stimulation mit 1uM U46619
nachgewiesen werden kann und dieser Stimulus eine deutlich bessere Stabilitat hinsichtlich der
Reproduzierbarkeit gegeniiber 0,3uM U46619 zeigt, werden alle weiteren Experimente mit
1uM U46619 durchgefiihrt.
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Abb.7 Aggregation unter ansteigender Konzentration des PDGFR-Tyrosinkinase-
inhibitors AG1296 bei einer hohen Konzentration des Priméarstimulus
Gewaschene Thrombozyten (3x108Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 1, 3, 10 und 30uM AG1296
oder 0,15% DMSO vorinkubiert und anschliefend mit 1uM U46619 stimuliert. Die Abbildung
zeigt den zeitlichen Verlauf der Aggregation mit 4 Experimenten fiir DMSO-Kontrolle, 5
Experimenten fir 10uM AG1296 sowie jeweils mit 2 Experimenten fir 1uM und 30uM
AG1296. Mittelwerte + SD sind fir DMSO-Kontrolle und 10uM AG1296 dargestellt. Der

Kurvenverlauf fir 1uM und 30uM AG1296 wird nur aus Mittelwerten zusammengesetzt.
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4.2. Sekretion unter dem Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296

P-Selektin, ein integrales Membranprotein, welcher auch als CD62 bekannt ist, befindet sich in
der Membran der a-Granula der ruhenden Thrombozyten. Es wird bei aktivierten Thrombozyten
auf der Plasmamembran vorgefunden und gilt als Marker fiir die Sekretion. Um die Ergebnisse
der P-Selektin Messungen besser zu standardisieren wurde der hochste Wert des P-Selectins
der DMSO-Kaontrolle als 100% definiert. Ausgehend von diesem Wert erfolgte die Angabe aller
anderen Werte als %-Wert. Der zeitliche Verlauf der Sekretion ist in Abb. 8 dargestellt. Da die
Kurven die Ergebnisse von 3 Experimenten zusammenfassen und der als 100% definierte,
hochste Wert der DMSO-Kontrollen zu unterschiedlichen Zeitpunkten erreicht wurde, erreicht
die Kurve der DMSO-Kontrollen zu keinem Zeitpunkt einen Wert von 100%. Alle Werte fur die
mit AG1296 vorinkubierte Thrombozyten liegen oberhalb der Kontrollkurve mit VVorinkubation

von DMSO. Statistisch signifikante Unterschiede ergeben sich nach 45, 60, 120 und 150s.
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Abb.8 Sekretion unter dem Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296
Gewaschene Thrombozyten (1x10°Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10uM AG1296 oder 0,05%
DMSO vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM U46619 stimuliert. Die CD62-Analyse erfolgte
entsprechend den Ausfuihrungen im Kapitel Methoden 4.11. mittels Durchflusszytometrie. Der
hdchste Wert der DMSO-Kontrolle wurde als 100% der Ereignisse definiert. Die Abbildung
stellt den zeitlichen Verlauf der CD62-Expression der mit AG1296 vorbehandelten
Thrombozyten gegeniiber der DMSO-Kontrolle dar und zeigt die Mittelwerte = SD von 3
Experimenten. Die Bestimmung des p-Wertes (*= p<0,05; **= p<0,005; ns = nicht signifikant)

erfolgte im ungepaarten t-Test.
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Bei einem Prdaktivierungswert von 6,2% * 0,3% ergaben die DMSO-Kontrollen nach 15
Sekunden einen Wert von 57,8% =+ 9,8%, wohingegen die AG1296 vorbehandelten
Thrombozyten einen Wert von 76,1% + 9,0% lieferten. Selbst nach 120 Sekunden konnte die
DMSO Kontrolle nicht den Wert von AG1296 vorbehandelten Thrombozyten erreichen, so dass
immer ein Unterschied von 10-20 % bestehen blieb. Die Zunahme des P-Selektins war 15 und
30 Sekunden nach Stimulation nicht signifikant gegenuber der Kontrolle mit DMSO.

4.3. Integrin o pf3 -Aktivierung unter dem EinfluR des PDGFR-Tyrosinkinase-

inhibitors AG1296

Die Aktivierung des Integrin ay,f33 flihrt zu einer Zunahme der Aggregation der Thrombozyten.
Deshalb stellten wir die Hypothese auf, dass auch die durch PDGF-Rezeptortyrosinkinaseinhi-
bition beobachtete Zunahme der Aggregation darauf basiert. Die Untersuchung des Integrin
aypPs erfolgte mittels Durchfluzytometrie. Hierbei wurde der monoklonale Antikdrper, PAC-1,
eingesetzt. Er bindet spezifisch an das aktivierte Integrin a3 und ist ein geeigneter
quantitativer Marker (Schitz et al. 1998).

Die Abb. 9 stellt den zeitlichen Verlauf der Integrin ay,f33 -Aktivierung von Thrombozyten
vorinkubiert mit AG1296 gegentber Kontrollen dar.

Vergleichsweise mit der Messung des P-Selectins wurde auch hier zur Standardisierung der
Werte der hdchste Wert der DMSO-Kontrolle als 100% definiert. Im Vergleich zu DMSO-
Kontrollen zeigt die Vorinkubation AG1296 eine Zunahme der PAC-1-Bindung bereits nach 15
sek von 80,2% + 11,5% auf 143% + 14,7%. Diese Werte schwanken nur geringfligig im zeitli-
chen Verlauf und zeigen deshalb einen annéhrend parallelen Kurvenverlauf von DMSO-
Konrolle vs. AG1296-behandelten Thrombozyten.

Nach 150 Sekunden ergab die PAC-1- bindung fir die DMSO-Kontrolle einen Wert von 61,5%
+ 24,4%, wohingegen fir AG1296 behandelte Thrombozyten einen Wert von 137% + 11,5%.
Die Unterschiede sind statistisch signifikant mit p=0,003. Da der hichste Wert der Kontrolle im
jeweiligen Versuch als 100% definiert und zu unterschiedlichen Zeiten erreicht wurde, ergab es
sich fir den Mittelwert in der Kontrollreihe kein 100%-Wert.
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Abb. 9 Integrin a3 -Aktivierung unter dem EinfluB des PDGFR-Tyrosinkinase-
inhibitors AG1296

Gewaschene Thrombozyten (2x10°Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10pM AG1296 oder 0,05%
DMSO vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM U46619 stimuliert. Die PAC-1 Analyse erfolgte
entsprechend der Ausfiihrungen im Kapitel Methoden 4.11. mittels Durchflusszytometrie. Der
hdchste Wert der DMSO-Kontrolle wurde als 100% der Ereignisse definiert. Die Abbildung
stellt den zeitlichen Verlauf der Aktivierung des Integrin oypPs der mit AG1296 vorbehandelten
Thrombozyten gegenliber der DMSO-Kontrolle dar und zeigt die Mittelwerte = SD von 3
Experimenten. Die Bestimmung des p-Wertes (*= p<0,05; **= p<0,005) erfolgte im

ungepaarten t-Test.
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4.4. Der Einfluss der PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren auf die Signalwege der

Thrombozyten

4.4.1. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitiors AG1296 auf die Aktivitat der

Proteinkinase B (Akt)

Die Abb. 10 zeigt die Aktivitat der Proteinkinase B (Akt) in Abhangigkeit von der
Konzenrtration des AG1296. Eine Vorinkubation mit AG1296 lieferte keine Steigerung der
Akt-Phosphorylierung bei AG1296 Konzentrationen von 0,3 bis 30uM AG1296 und eine
Hemmung der Enzymphosphorylierung bei 100uM AG1296. Die im Densitometer gemessene
optische Dichte der stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100% definiert.
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Abb. 10 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf die Aktivitat

der Proteinkinase B (Akt)
Gewaschene Thrombozyten (5x108Thr/mI) wurden fur 10 min mit 0,3, 1, 3, 10, 30, 100uM
AG1296 vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM U46619 fur 6 min bei 37°C stimuliert. Die
Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte
entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene
optische Dichte der stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100% definiert. Bei
logarithmischer Auftragung der x-Achse ist sie unterbrochen. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels eines ungepaarten t-Testes (ns = nicht signifikant). Dargestellt sind die
Mittelwerte aus 2 Experimenten mit Ausnahme von 10uM AG1296 (n=3; Mittlewert + SD).
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4.4.2. Aktivitat der MAP-Kinasen ERK2 und p38 unter dem Einflu3 des

PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296

Um die Signalwege des PDGF-Rezeptors zu untersuchen wurden die Thrombozyten aus den
jeweiligen Experimenten mittels Westernblott analysiert. Da es im Rahmen einer Dissertations-
arbeit unmoglich ist alle bekannten intrazellularen Enzyme zu untersuchen, beschrénkten wir
uns zunachst auf die MAP-Kinasen ERK2 und p38, die fiir die Thrombozyten von zentraler
Bedeutung sind. Die Abb. 11 zeigt den Einfluss auf die p38-, ERK2-Aktivierung durch
Vorinkubation mit 10uM AG1296 bei Stimulation mit 1 uM U46619. Die Vorinkubation mit
10uM AG1296 fiihrt bei der anschlieBenden Aktivierung der Thrombozyten zur Zunahme der
Phosphorylierung der von ERK2, und hat keinen Effekt auf die Phosphorylierung von p38.
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Abb.11 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf Aktivitat der
MAP-Kinasen ERK2 und p38

Gewaschene Thrombozyten (5x10%Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10uM AG1296 vorinkubiert

und anschlieBend mit 1uM U46619 fir 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch

Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den

Ausflhrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die Abbildung ist repréasentativ flir 3 Experimente.
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4.4.3. Einfluss des PDGF-Rezeptortyrosinkinaseinhibitiors AG1296 auf p38-Aktivitat

Ein wichtiges Mitglied der MAPKinasen-Familie ist p38. Die Abb. 12 zeigt die p38-Aktivitat
bei einer Vorinkubation mit ansteigenden Konzentrationen des AG1296. Die p38-Aktivitat
kann durch die Vorinkubation mit AG1296 nicht gesteigert werden. Dieser Effekt ist
unabhéngig von der AG1296-Konzentration. Die im Densitometer gemessene optische Dichte

der stimullierten DMSO-Kontrolle wurde als 100% definiert.
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Abb. 12 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf p38-Aktivitat
Gewaschene Thrombozyten (5x108Thr/mI) wurden fir 10 min mit 0,3, 1, 3, 10, 30 und 100uM
AG1296 vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM U46619 fur 90s bei 37°C stimuliert. Die
Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte
entsprechend den Ausfuihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene
optische Dichte der stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100% definiert. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels eines ungepaarten t-Testes (ns = nicht signifikant). Bei
logarithmischer Auftragung der x-Achse ist sie unterbrochen. Dargestellt sind die Mittelwerte

aus 2 Experimenten mit Ausnahme von 10uM AG1296 (n=3; Mittlewert £ SD).

4.4.4. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitiors AG1296 auf die ERK2-Aktivitat

Unter den drei von uns untersuchten Enzymen (Akt, p38 und ERK?2) zeigte ERK?2 als einziges
Enzym eine Zunahme der Aktivierung. Da der Aggregationssteigernde Effekt der PDGF-

Rezeptortyrosinkinaseinhibition von der Konzentration des AG1296 abhangig war, untersuchten
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wir, ob auch die ERK2-Aktivierung eine dhnliche Konzentrationsabhéngigkeit aufwies. Die
Abb.13 zeigt die ERK2-Aktivierung in Abhéngigkeit von der AG1296-Konzentration. Die
Vorinkubation mit AG1296 flhrt zur hoheren ERK2-Aktivitat. Die Zunahme der
Phosphorylierung wird statistisch signifikant ab einer AG1296-Konzentration von 10uM und
hat ihr Maximum bei 30uM AG1296. Bei 100uM AG1296 wurde eine Zunahme der
Phosphorylierung gegeniiber der DMSO-Kontrolle, jedoch eine Reduktion der
Phosphorylierung gegeniiber der Vorinkubation mit 30uM AG1296 beobachtet. Die im
Densitometer gemessene optische Dichte der stimullierten DMSO-Kontrolle wurde als 100%

definiert.
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Abb. 13 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf die ERK2-Aktivitat
Gewaschene Thrombozyten (5x108Thr/mI) wurden ftr 10 min mit 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 und
100uM AG1296, vorinkbiert und anschlieBend mit 1uMU46619 flir 2 min bei 37°C stimuliert.
Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte
entsprechend den Ausfuihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene
optische Dichte der stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100% definiert. Bei
logarithmischer Auftragung der x-Achse ist sie unterbrochen. Die Abbildung zeigt Mittlewerte
£ SD mit n=4 fiir 0,3uM AG1296, n=5 flr 1, 3 und 30uM AG1296, n=10 fur 10uM AG1296
und n=2 fur 100uM.
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4.4.5. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitiors AG1296 auf die Phosphorylierung

von Tyrosin 185 und Threonin 183 der ERK2

Die enzymatische Aktivierung von ERK2 geschieht durch eine nacheinander abfolgende
Phosphorylierung des Tyrosins 185 (Y185) und des Threonins 183 (T183). Die Phosphory-
lierung des Y185 (pY185) ist der erste Schritt und eine unbedingte VVoraussetzung fur die
Phosphorylierung des T183 (pT183). Das dualphosphorylierte Enzym (pYpT) ist aktiv.

Da der hochste Wert der ERK2-Aktivitét bei einer einer Konzentration von 30uM AG1296
erreicht wurde (Abb.15), wurde die Phosphoryliereung des Y185 bei dieser AG1296-Konzen-
tration bestimmt. Die Vorinkubation mit 30uM AG1296 fiihrt zu einem Anstieg von 22,6 %
+13,1% des pY185. Statistisch ergibt sich dabei keine signifikante Zunahme des pY185
(p=0,366). Die Abb.14 zeigt ein Beispiel eines Westernblottfilmes mit Kontrolle der Protein-
mengen. Die Abb.15 zeigt die Mittelwerte und SD des p-Y185 von 3 Experimenten.
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Abb. 15 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf die
Phosphorylierung von Tyrosin 185 der ERK2

Gewaschene Thrombozyten (5x108 Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 30pM AG1296 oder 0,15%
DMSO vorinkubiert und anschliefend mit 1uM U46619 fur 2 min bei 37°C stimuliert. Die
Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte
entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene
optische Dichte der stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100% definiert. Die Abbildung

zeigt Mittelwerte + SD von 3 Experimenten.
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Abb. 14 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitiors AG1296 auf die

Phosphorylierung von Tyrosin 185 der ERK2

Gewaschene Thrombozyten (5x10% Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 30uM AG1296 oder 0,15%
DMSO vorinkubiert und anschlieend mit 1uM U46619 fir 2 min bei 37°C stimuliert. Die
Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte
entsprechend den Ausfuihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die Abbildung ist représentativ fiir 3

Experimente.

Die Phosphorylierung des Threonin 183 (T183) gilt als Beweis fir die dualphosphorylierte
ERK2. Diese Phosphorylierung ist nur mdglich, wenn die Phosporylierung des Y185 bereits
erfolgt ist. Die Abb.16 zeigt die Zunahme des pT 183 unter Vorinkubtaion mit 30uM AG1296.
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Abb. 16 Einflull des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf pT183 der ERK2
Gewaschene Thrombozyten (5x10% Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 30pM AG1296 oder 0,15%
DMSO vorinkubiert und anschliefend mit 1pM U46619 fur 2 min bei 37°C stimuliert. Die
Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte

entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene
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optische Dichte der stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100% definiert. Die Abbildung
zeigt die Mittelwerte + SD von 3 Experimenten.

4.4.6. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitiors AG1296 auf die ERK2-

Aktivitat in Abhéangigkeit vom verstarkten Gi-Signal

Um den AG1296-Effekt besser zu standardisieren wurde sein Einfluss bei primérer Stimulation
von Gq mit 1uM U46619 vs. simultaner Gq- und Gi- Stimulation mit 1uM Epinephrin und
1uM U46619 untersucht. Die Abb. 17 zeigt die ERK2- Aktivitat unter Vorinkubation mit
AG1296 vs. Kontrolle in An- und Abwesenheit von Epinephrin. Bei einem zusatzlichen,
definierten G;-Signal beobachtet man, dhnlich einer Stimulation mit nur 1uM U46619, eine
Zunahme der ERK2-Aktivitét, allerdings schwanken die einzelnen Werte deutlich weniger. Dies
fuhrt zu Erhdhung der Signifikanz sowie Verringerung der Standardabweichungen. Deshalb
wurden alle nachfolgenden Versuche mit AG1296 unter gleichzeitiger Gg- und Gi-Stimulation
durchgefiihrt. Die im Densitometer gemessene optische Dichte der mit 1uM U46619 oder mit

1uM Epinephrin und 1pM U46619stimullierten Thrombozyten wurde jeweils als 100%

definiert.
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Abb. 17 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2- Aktivitéat in
Abhangigkeit vom verstarkten Gi-Signal
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Gewaschene Thrombozyten (5x10° Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10pM AG1296 oder 0,05%
DMSO vorinkubiert und anschlieBend mit 1pM U46619 oder mit 1pM Epinephrin und 1uM
U46619 fur jeweils 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul
SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel
Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene optische Dichte der jeweils stimulierten DMSO-
Kontrolle wurde als 100% definiert. Die Daten zeigen Mittelwerte + SD mit n=10 fiir
Stimulation mit 1uM U46619 und n=3 fur Stimulation mit 1uM Epinephrin und 1pM U46619.

4.4.7. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2-Aktivitat unter

Inhibition von MEK 1/2

U0126, 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4,bis[2-amiinophenylthio] Butadien, ist ein hochspezifischer
MEK-Inhibitor. Die Abb. 18 zeigt die Abhé&ngigkeit der ERK2-Aktivitat von der U0126-
Konzentration bei simultaner Vorinkubation mit 10uM AG1296. Als Kontrolle dient die Kurve
der Thrombozyten vorinkubiert mit U0126 und 0,05%-DMSO. Ab einer U0126 Konzentration
von 1uM wird die ERK2-Aktivitat auf 5-10% gehemmt. Auch durch Vorinkubation mit 0,1uM
U0126 wird sie gehemmt, allerdings nur auf 40%. Diese Hemmung der ERK2-Aktivitat kann
durch die gleichzeitige Vorinkubation mit 10uM AG1296 bei allen Konzentrationen von U0126

nicht aufgehoben werden.
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Abb. 18 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2- Aktivitat unter
Inhibition von MEK1/2
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Gewaschene Thrombozyten (5x10% Thr/ml) wurden fir 10 min mit 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100uM
U0126 und 10uM AG1296 vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM Epinephrin und 1pM
U46619 fur 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS
gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel
Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene optische Dichte der stimulierten DMSO-
Kontrolle wurde als 100% definiert. Bei logarithmischer Auftragung der x-Achse ist sie
unterbrochen. Die Daten zeigen die Mittelwerte + SD von 3 Experimenten fiir 0,3, 3 und 30uM
U0126 und von 2 Experimenten fir 0,1, 1, 10 und 100uM U0126.

4.4.8. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitiors AG1296 auf ERK2-Aktivitat

unter Inhibition von Src
PP2, 4-Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]Pyriminid, ist ein potenter und
spezifischer Inhibitor der Src. Er inhibiert die Src mit einer 1ICs, = 4M (Hanke et al. 1996). Die
Vorinkubation der Thrombozyten mit 10 oder 30uM PP2 fiihrt zur verminderten ERK2-
Aktivitat. Die Abb. 19 zeigt die duale ERK2-Phosphorylierung unter VVorinkubation mit Src-
Inhibitor PP2 und PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitor AG1296. Die Hemmung der ERK2-Aktivitét
ist abhangig von der PP2-Konzentration und lasst sich durch die gleichzeitige Vorinkubation
mit 10uM AG1296 wieder aufheben.
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[O0pM AG1206 | - 5 n " - —
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Abb. 19 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2-Aktivitat

unter Inhibition von Src
Gewaschene Thrombozyten (5x108 Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10 und 30pM PP2 und 10puM
AG1296 vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM Epinephrin und 1uM U46619 fir 2 min bei
37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die
Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die

Abbildung ist reprasentativ fiir 3 Experimente.
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Die Abb.20 zeigt die ERK2-Aktivitat unter Vorinkubtion mit dem Src-Inhibitor PP2 und dem
PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitor AG1296. Der hemmende Effekt der Vorinkubation der
Thrombozyten mit 10 oder 30uM PP2 wird durch die gleichzeitige Vorinkubation mit 10uM
AG1296 wieder aufgehoben. Eine dem PP2 ahnliche Substanz ohne inhibitorischen Einfluss auf
die Src ist PP3, 4-Amino-7-phenylpyrazolo[3,4-d]Pyrimidin. Sie dient als Negativkontrolle zu
PP2. Unter Vorinkubation der Thrombozyten mit PP3 wird die gleiche ERK2-Aktivitat
entsprechend der von DMSO-Kontrollen beobachtet.
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Abb. 20 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2-Aktivitat
unter Inhibition von Src

Gewaschene Thrombozyten (5x10% Thr/ml)wurden fiir 10 min mit 10 und 30puM U0126

und 10uM AG1296 oder 0,05% DMSO vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM Epinephrin und

1uM U46619 fir 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul

SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel

Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene optische Dichte der stimulierten DMSO-
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Kontrolle wurde als 100% definiert. Die Abbildung reprasentiert die Mittelwerte + SD von 3

Experimenten.

4.4.9. Bedeutung der PI-3-Kinasen fur die PDGF-abhangigen Signalwege

Wortmannin ist ein nicht selektiver PI-3-Kinaseinhibitor, der alle Isoformen der PI-3-Kinasen
hemmt. In zwei Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass eine VVorinkubation mit 300nM
Wortmannin die Aggregation von 80% auf 23% hemmt und die Aggregation durch
Vorinkubation mit 10uM AG1296 auf 35% wieder angehoben werden kann. Auf der Ebene der
PDGF-abhangigen Signalwege wurde ERK2-Aktivitat in Abhdngigkeit von verschiedenen PI-3-
Kinaseinhibitoren als néchstes untersucht. Die Vorinkubation der Thrombozyten mit
Wortmannin fuhrt zur verminderten Phosphorylierung der ERK2. Dieser Effekt kann durch eine
simultane Vorinkubation mit AG1296 nicht wieder aufgehoben werden. Die Abb. 21 zeigt die
ERK2-Aktivitat unter Vorinkubation mit PI-3-Kinaseinhibitor Wortmannin und PDGFR-
Tyrosinkinaseinhibitor AG1296.
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Abb. 21 ERK2-Aktivitat in Abhangigkeit von der Vorinkubation

mit Wortmannin und AG1296
Gewaschene Thrombozyten (5x10° Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 300 und 1000nM
Wortmannin und 10uM AG1296 oder 0,05% DMSO vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM
Epinephrin und 1uM U46619 fiir 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch
Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den
Ausfihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus 2
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Experimenten mit Ausnahme der zweiten Sdule (Epinephrin, U46619 und AG1296) n=10 mit
Mittelwert + SD.

Da die Aggregation durch Inhibition der PI-3-Kinasen gehemmt wird und dieser Effekt durch
die Vorinkubation mit 10uM AG1296 partiell antagonisierbar ist, werden nun die 2 hdufigsten
Isoformen der PI-3-Kinasen der Thrombozyten , PI-3-Kinase p110p und p110y, untersucht.
Dazu setzen wir TGX-221, einen potenten, selektiven, zellpermeablen Inhibitor der
Pl-3-Kinase-p110p ein. Er besitzt eine 1000-fache Selektivitit gegeniiber P1-3-Kinase-p110a
und groBer Anzahl anderer Proteinkinasen. Der TGX-221 inhibiert PI-(3,4)-P Produktion in
Thrombozyten mit einer 1C5=50 nM (Jackson et al. 2005). Die Vorinkubation der Thrombo-
zyten mit 1000nM TGX-221 fiir zehn Minuten vor der Stimulation fuhrt zu einer globalen
Abnahme der Aggregation. Nach 240 Sekunden kommt es zu einer Aggregationshemmung um
47%. Diese Hemmung l&sst sich durch eine simultane Vorinkubation mit 10uM AG1296 um
15,5% wieder steigern. Insgesamt beobachtet man eine Zunahme der Aggregation bei
gleichzeitiger VVorinkubation mit AG1296. Diese Zunahme nimmt mit der Zeit kontinuierlich zu
und ist am groBten nach 240 s. Die Abb.22 gibt den Aggregationsverlauf unter VVorinkubation
mit 1000nM TGX-221und 10uM AG1296 wieder. In 2 Vorversuchen wurde der Aggregations-
verlauf bei Vorinkubation mit 300nM TGX-221 und 10pM AG1296 bestimmt. Ahnlich wie die
Vorinkubation mit 1000nM TGX-221, fiihrt die Vorinkubation mit 100nM TGX-221 zu einer
Aggregationshemmung von 52 % auf 16%. Diese Hemmung der Aggregation lasst sich

allerdings durch gleichzeitige Vorinkubation mit 10uM AG1296 auf 43% wieder anheben.
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Abb. 22 Aggregation unter selektiver P1-3-Kinase p110p-Inhibition und der
antagonistische Effekt des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296
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Gewaschene Thrombozyten (3x10%Thr/ml) wurden fiir 10 min mit DMSO, 1000nM TGX-221
oder 1000nM TGX-221 und 10 uM AG1296 oder 0,05% DMSO vorinkubiert und anschliefend
mit 1uM Epinephrin und 1uM U46619 fir 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der
Aggregation. Alle Punkte der Kurven sind Mittelwerte aus 2 Experimenten. Fiir die Zeitpunkte
120s und 240s nach der Stimulation sind die Einzelwerte der jeweiligen Kurven als nicht
gefullte Symbole dargestellt.

AS-252424 ist ein potenter und selektiver Inhibitor der PI-3-Kinase p110y. Er hemmt die
PI-3-Kinasen v, a, p und & bei einer jeweiligen ICso von 30, 940, 20000 und 20000 nM (Pomel
et al. 2006). Die Abb. 23 zeigt, dass die Vorinkubation der Thrombozyten mit 1000nM AS-
252424 im Gegensatz zu PI-3-Kinase-p110B-Inhibition durch TGX-221, keinen Einfluss auf
Aggregation hat. Obwohl alle Punkte der AS252424-Kurve iber den DMSO-Kaontrollen liegen,
sind die jeweiligen Unterschiede sehr gering.
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Abb.23 Aggregation unter selektiven P1-3-Kinase p110y-Inhibition
Gewaschene Thrombozyten (3x108Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 1uM AS-252424 oder 0,05%
DMSO vorinkubiert und anschliefend mit 1uM Epinephrin und 1uM U46619 stimuliert. Die

Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der Aggregation. Alle Punkte der Kurven sind
Mittelwerte aus 2 Experimenten.
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Bei der Stimulation der Thrombozyten kommt es zu einer Zunahme der ERK2-Aktivitat. Diese
kann durch Vorinkubation mit AG1296 gesteigert, und durch eine unspezifische Hemmung der
P1-3-Kinase durch Wortmannin reduziert werden. Die Abb. 24 zeigt die ERK2-Aktivitat nach
Vorinkubation mit 1000nM TGX-221 oder 1000nM AS252424 + 10uM AG1296. Nach der
Vorinkubation mit 1000nM TGX-221, einem potenten und selektiven P1-3-Kinase p110p-
Inhibitor mit einer 1C5,=50nM, wird eine deutliche Abnahme der ERK2-Aktivitat beobachtet
(Jackson et al.2005). Eine geringe, nicht signifikante Reduktion der ERK2-Aktivitat wird unter
der Vorinkubation mit AS252424, einem PI-3-Kinase p110y-Inhibitor festgestellt. In beiden
Féllen kann die ERK2-Aktivitat durch gleichzeitige Vorinkubation mit 10uM AG1296
gesteigert werden.
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Abb. 24 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2-Aktivitat

unter Inhibition der PI-3-Kinase p110 p/y
Gewaschene Thrombozyten (5x108 Thr/ml) wurden fir 10 min mit 2000nM TGX-221, 1000nM
AS-252424 und 10uM AG1296 vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM Epinephrin und 1uM
U46619 fur 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS
gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel
Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene optische Dichte der stimulierten DMSO-

Kontrolle wurde als 100% definiert. Die Abbildung ist reprasentativ fur 3 Experimente.
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Die Abb.25 zeigt die ERK2-Aktivitat nach einer Vorinkubation mit 30, 100 oder 1000nM
AS252424. Der spezifische P1-3-Kinase p110y-Inhibitor AS252424 hat bei einer Konzentration
von 30nM keinen Einfluss auf die ERK2-Aktivitat. Er hemmt aber die durch AG1296 erzielte
Phosphorylierungszunahme auf 110%. Bei den Konzentrationen von 100 und 1000nM
AS252424 wird die ERK2-Phosphorylierung geringfiigig gehemmt. AG1296 kann diesen
Effekt wieder aufheben und bringt die ERK2-Aktivierung auf 112%. Die dabei erreichte
Phosphorylierung entspricht der von 30uM AS252424 und 10uM AG1296. Interessanterweise
wird ein ,,ceiling effect* durch AS252424-Vorinkubation hervorgerufen, so dass die
Phosphorylierungszunahme durch AG1296-Vorinkubation die 115% nicht Giberschreiten kann.
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Abb. 25 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2-Aktivitat
unter Inhibition der PI-3-Kinase p110 y
Gewaschene Thrombozyten (5x108 Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 30, 100 und 1000 nM
AS252424 und 10uM AG1296 oder 0,05% DMSO vorinkubiert und anschliefend mit 1uM
Epinephrin und 1uM U46619 flir 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch
Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den
Ausflihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene optische Dichte der
stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100% definiert. Bei logarithmischer Auftragung der x-
Achse ist sie unterbrochen. Die Abbildung zeigt die ERK2-Aktivitat und stellt die Mittelwerte
aus 2 Experimenten fiir 30nM und 100 nM AS252424 und Mittelwerte + SD aus 3
Experimenten fiir 1000 nM AS2524243 dar.
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Die Abb.26 zeigt die ERK2-Aktivitat unter einer Vorinkubation mit 30, 100 und 1000nM TGX-
221 + 10uM AG1296. Unter Hemmung der PI-3-Kinase-p110y mit 30, 100 und 1000nM TGX-
221 stellten wir eine Abnahme der ERK2-Aktivitéat auf entsprechend 42, 40 und 18 % fest.
Auch die durch AG1296 erzielte Zunahme der ERK2-Aktivitdt nimmt bei gleichzeitiger
Vorinkubatioin mit steigender Konzentration des TGX-221 stetig ab und ist bei 1000nM TGX-
221 vergleichbar mit der DMSO-Kontrolle.
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Abb. 26 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2-Aktivitat

unter Inhibition der PI-3-Kinase p110p
Gewaschene Thrombozyten (5x108 Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 30, 100 und 1000nM TGX-
221 und 10pM AG1296 oder 0,05% DMSO vorinkubiert und anschliefend mit 1uM Epinephrin
und 1puM U46619 fur 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul
SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel
Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene optische Dichte der stimulierten DMSO-
Kontrolle wurde als 100% definiert. Bei logarithmischer Auftragung der x-Achse ist sie
unterbrochen. Die Abbildung zeigt die ERK2-Aktivitat und stellt die Mittelwerte + SD aus 3

Experimenten dar.
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4.4.10. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2-Aktivitat

bei definiertem Gg- und ansteigendem Gi- Signal

Um ein definiertes G;- Signal zu gewéhrleisten wurden die Thrombozyten simultan zur
AG1296-Vorinkubation mit 10uM ARC-669931, auch bekannt als Cangrelor (P2Y12-
Rezeptorinhibitor), und 100uM MRS2179, einem spezifischen P2Y 1-Rezeptorinhibitor
(Baurand et al. 2001) vorinkubiert. Danach wurden sie mit 1pM U46619 und einer ansteigenden
Konzentration von Epinephrin 1, 10 und S0uM Epinephrin stimuliert. Die Abb.27 zeigt die
ERK2-Aktivitat in Abhéngigkeit von G;-Signal mit oder ohne Vorinkubation mit 10uM
AG1296. Unter diesen Bedingungen wird die Zunahme der ERK2-Aktivitét, die durch AG1296
erzielt wurde, mit steigendem G;-Signal kontinuierlich kleiner, bis schlieSlich bei 50pM

Epinephrin keine Zunahme mehr feststellbar ist.
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Abb. 27 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2-Aktivitat

bei definiertem Gg- und ansteigendem Gi- Signal
Gewaschene Thrombozyten (5x108 Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10uM ARC-669931, 100uM
MRS2179 und 10uM AG1296 oder 0,05% DMSO vorinkubiert und anschliefend mit 1, 10 und
50uM Epinephrin und 1puM U46619 fur 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die im Densitometer gemessene optische Dichte der
stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100% definiert. Bei logarithmischer Auftragung der x-
Achse ist sie unterbrochen. Die Abbildung reprasentiert Mittelwerte + SD aus 3 Experimenten

mit 1 und 10uM Epinephrin, sowie Mittelwerte aus 2 Experimenten mit 50uM Epinephrin.
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4.4.11. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2-Aktivitat

bei definiertem Gi- und zunehmenden Gg- Signal

Um ein definiertes G;-Signal zu gewérleisten wurden die Thrombozyten simultan zur AG1296-
Vorinkubation mit 10uM ARC-669931, einem selektiven P2Y12-Rezeptorinhibitor, und 100uM
MRS2179, einem P2Y1-Rezeptorinhibitor, vorinkubiert. Danach wurden sie mit 1uM
Epinephrin und einer ansteigenden Konzentration von 1, 10 und 30uM U46619 stimuliert.
Unter diesen Bedingungen wird die Zunahme der ERK2-Aktivitét, die durch AG1296 erzielt
wurde, mit steigendem G,-Signal immer kleiner, bleibt aber dennoch detektierbar bei einer
Stimulation mit 30uM U46619 Abb. 28.
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Abb. 28 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1296 auf ERK2-Aktivitat

bei definiertem Gi- und zunehmendem Gg-Signal
Gewaschene Thrombozyten (5x10°8 Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10uM ARC-669931,
100uM MRS2179 und 10uM AG1296 oder 0,05% DMSO vorinkubiert und anschliefend mit
1uM Epinephrin und 1, 10 und 30uM U46619 fir 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen
wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend
den Ausflihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene optische Dichte
der stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100% definiert. Bei logarithmischer Auftragung
der x-Achse ist sie unterbrochen. Die Abbildung représentiert Mittelwerte + SD von 2

Experimenten.
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4.4.12. Einfluss der PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren AG1296, AG17 und AG1478 auf

ERK2-Aktivitat

Waéhrend die Tyrphostine AG1296 und AG17 spezifische PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren
sind, ist Tyrphostin AG1478 ein selektiver EGF-Rezeptorkinaseinhibitor (ICso= 3nM), der auch
Tyrosinkinaseinhibition des PDGF-Rezeptors bewirkt, allerdings bei htheren Konzentrationen
als EGF-RKI (ICs > 100uM) (Levitski et al. 1995). Unter diesen drei Inhibitoren nimmt
AG1296 eine Schlisselstellung ein, da er mit ICsp = 1uM der mit Abstand potentere und
selektivere PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitor ist. Desweiteren hat er keinen Einfluss auf die
Autophosphorylierung des VEGFR KDR (Kovalenko et al. 1994; Sturz et al. 2001). Auch
AG17 gilt als selektiver PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitor mit einer 1Csy = 500nM, der als
antiproliferativer Agens die oxidative Phosphorylierung entkoppelt (Palumbo et al. 1994;
Burger et al. 1995). Die Abb. 29 zeigt den Einfluss von verschiedenen PDGF-Tyrosinkinase-
inhibitoren AG1296, AG17 und AG1478 auf die ERK2-Aktivitat. Unter Vorinkubation mit
10uM oder 30uM AG17 nimmt die ERK2-Aktivitét ab. Bei einer Vorinkubation mit 10uM oder
30uM AG1478 oder 10uM AG1296 nimmt die ERK2-Aktivitat zu.
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Abb. 29 Einfluss der PDGF-Rezeptorkinaseinhibitoren AG1296, AG17 und AG1478 auf
ERK2-Aktivitat

Gewaschene Thrombozyten (5x108 Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10uM AG1296, 10, 30 und

100uM AG17 oder 10 und 30uM AG1478 vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM Epinephrin

und 1uM U46619 fur 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul

SDS gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel

Methoden 4.8. Die Abbildung ist reprasentativ fir 3 Experimente.
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4.4.13. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG17 auf die Aggregation

Die Abb.30 zeigt die Aggregation unter einer Vorinkubation mit 10 und 30uM AG17.

Die Vorinkubation mit dem PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitor AG17 fuhrt zu einer Zunahme der
Aggregation bei Stimulation mit 1uM Epinephrin und 1uM U46619. Dabei wird bei einer
Vorinkubation mit 30uM AG17 sowohl eine gréfRere Steigung der Aggregartionskurve, als auch
eine deutlich hohere maximale Aggregation erreicht. Der Auswertung des zeitlichen Verlaufs
der DMSO-Kontrolle und der Vorinkubation mit 30uM AG17 mittelsl eines ungepaarten
t-Testes zeigt signifikante Unterschiede (p<0,05) ab 60s nach Stimulation.
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Abb. 30 Einfluss des PDGF-RezeptortyrosinkinaseinhibitorsAG17 auf die Aggregation
Gewaschene Thrombozyten (3x108 Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 20pM und 30pM AG17
vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM Epinephrin und 1uM U46619 stimuliert. Die
Aggregationsmessung erfolgte gemal Ausflihrungen im Kapitel Methoden 4.6. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels eines ungepaarten t-Testes (*= p<0,05; ns = nicht signifikant). Die
Abbildung représentiert Mittelwerte und SD von 3 Experimenten.
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4.4.14. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG17 auf die Aktivitat der

MAP-Kinasen ERK2 und p38

Die Abb.31 zeigt die ERK2-Aktivitat unter Vorinkubation mit ansteigenden Konzentrationen
des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG17. Im Unterschied zu Vorinkubation mit AG1296
fiihrt eine Vorinkubation mit AG17 nicht zu einer Zunahme der ERK2-Aktivitat. Im Gegenteil,
man beobachtet eine Abnahme der ERK2-Aktivitat bei allen Konzentrationen des AG17. Bei
niedrigeren Konzentrationen des AG17 ist die Hemmung geringer ausgepragt. Allerdings ist
eine Zunahme der ERK2-Aktivitét ist auch hier nicht zu beobachten.
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Abb. 31 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG17 auf ERK2-Aktivitat
Gewaschene Thrombozyten (5x108Thr/mI) wurden fir 10 min mit 0,1, 1, 10, 30 und 100uM
AG17 vorinkubiert und anschlieend mit 1uM Epinephrin und 1uM U46619 fir 2 min bei 37°C
stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die Westernblot-
analyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die im
Densitometer gemessene optische Dichte der stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100%
definiert. Bei logarithmischer Auftragung der x-Achse ist sie unterbrochen. Die Abbildung
reprasentiert Mittelwerte und SD von 2 Experimenten fur 0,1 und 1uM AG17, sowie 3
Experimenten fiir 10, 30 und 100uM AGL17.
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Die Abb. 32 zeigt die p38-Aktivitat unter Vorinkubation mit 10uM oder 30uM AG17. Die
Vorinkubation der Thrombozyten mit AG17 flihrt dabei zur héheren Aktivitat des p38. Dies ist
statistisch nicht signifikant (p = 0,267) wegen der groRen Streuung der Ergebnisse.
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Abb. 32 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG17 auf die Aktivitat von p38
Gewaschene humane Thrombozyten (5x10° Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10 und 30puM AG17
oder 0,3% DMSO, vorinkubiert und anschlieend mit 1uM Epinephrin und 1uM U46619 fir
90s bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die
Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den Ausfilhrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die im
Densitometer gemessene optische Dichte der stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100%
definiert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels eines ungepaarten t-Testes (ns = nicht
signifikant). Die Abbildung zeigt den Mittelwerte £ SD aus 3 Experimenten fur 10uM AG17
und den Mittelwert aus 2 Experimenten fiir 30uM AG17.
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4.4.15. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG17 auf die Aktivitat der

Proteinkinase B

Die Abb.33 zeigt die Aktivitdt der Proteinkinase B nach einer Vorinkubation der Thrombozyten
mit 10 oder 30uM AG17. Darunter kommt es zur Zunahme der Proteinkinase B (Akt-)
Aktivitat. Diese Zunahme ist bei beiden Konzentrationen von AG17 vergleichbar und hat einen
Mittelwert von 308% gegeniiber der DMSO-Kontrolle, die als 100% definiert wurde.

450 -
400 +

390

300

250 1

200 +
150 4

100

Proteinkinase B (Akt-) Aktivitat (%)

50

u T T T
DMSO-Kontralle 10pM AGTT J0pM AGTT

Abb. 33 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG17 auf die Aktivitat

der Proteinkinase B
Gewaschene humane Thrombozyten (5x108 Thr/ml) wurden fir 10 min mit 10 und 30pM AG17
oder 0,3% DMSO, vorinkubiert und anschlieend mit 1uM Epinephrin und 1pM U46619 fir 6
min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die
Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die im
Densitometer gemessene optische Dichte der stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100%
definiert. Die Abbildung reprasentiert Mittelwerte und SD von 3 Experimenten fur 10uM AG17
und 2 Experimenten fiir 30uM AGL17.
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4.4.16. Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1478 auf die Aktivitat der
Proteinkinase B, p38 und ERK2

Um PDGF-Rezeptor abhangige Signalwege zu erforschen untersuchten wir die Aktivitét
von Proteinkinase B(Akt), ERK2, und p-38 unter Vorinkubation mit AG1478, der als
spezifischer EGF-Inhibitor gilt, aber auch den PDGF-Rezeptor zu hemmen vermag.
Humane Thrombozyten besitzen keinen EGF-Rezeptor, so dass die Wirkung Uber die
Inhibition des PDGF-Rezeptors zu erkléren sind. AG1478 hemmt die PDGFR-
Phosphorylierung mit ICs>100uM (Levitski et al. 1995). Die Abb. 34 zeigt bei einer
Vorinkubation mit 30uM AG1478 die Hemmung der Akt-Aktivitat auf 56% + 17,3%,
statistisch signifikant mit p=0,013.
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Abb.34 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1478 auf die Aktivitat

der Proteinkinase B
Gewaschene humane Thrombozyten (5x108 Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10 und 30pM
AG1478 oder 0,3% DMSO, vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM Epinephrin und 1uM
U46619 fur 6 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS
gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel
Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene optische Dichte der stimulierten DMSO-
Kontrolle wurde als 100% definiert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels eines
ungepaarten t-Testes (*= p<0,05). Die Abbildung reprasentiert Mittelwerte und SD von 2
Experimenten fiir 10uM AG14783 und 3 Experimenten fiir 30uM AG1478.
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Die Abb. 35 zeigt die ERK2-Aktivitat unter Vorinkubation mit ansteigenden Konzentrationen
von AG1478. Bei einer AG1478 Konzentration von 0,3uM entspricht die ERK2-Aktivitat der
DMSO-Kontrolle. Allerdings beobachtet man eine deutliche Zunahme der ERK2-Aktivitét
schon ab einer AG1478-Konzentration von 3uM. Sie kann durch eine weitere
Konzentrationszunahme des AG1478 gesteigert werden. Die ERK2-Aktivitét erreicht ihren
hochsten gemessenen Wert bei einer AG1478-Konzentration von 30uM.
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Abb. 35 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1478 auf die ERK2-Aktivitat
Gewaschene Thrombozyten (5x108Thr/mI) wurden fir 20 min mit 0,3, 3, 10 und 30uM
AG1478 oder 0,3% DMSO vorinkubiert und anschliefend mit 1uM Epinephrin und 1uM
U46619 fur 2 min bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS
gestoppt. Die Westernblottanalyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel
Methoden 4.8. Die im Densitometer gemessene optische Dichte der stimulierten DMSO-
Kontrolle wurde als 100% definiert. Bei logarithmischer Auftragung der x-Achse ist sie
unterbrochen. Die Abbildung repréasentiert Mittelwerte aus 2 Experimenten fiir 0,3 und 3uM
AG1478, sowie Mittelwerte = SD aus 3 Experimenten fir 10 und 30uM AG1478.
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Bei der beobachteten Zunahme der ERK2-Aktivitat unter Vorinkubation mit AG1478 stellte
sich die Frage, ob diese Zunahme auf eine vermehrte Phosphorylierung des Enzyms und die
Aktivierung einer Kinase oder auf die Hemmung einer Phosphatase zurtickzufiihren ist. Um
diese Frage zu beantworten, untersuchten wir die ERK2 mittels eines spezifischen Antikorpers
gegen das posphorylierte Threonin 183. Die Phosphorylierung des Threonin 183 (T183) gilt als
Beweis fur das dualphosphorylierte ERK2. Diese Phosphorylierung ist nur moglich wenn die
Phosporylierung des Y185 bereits erfolgt ist.

Die Abb. 36 zeigt die Ergebnisse der Aktivitat von p-38 unter Vorinkubation der Thrombozyten
mit 30uM AG1478. Dabei ist kein Einfluss auf die Phosphorylierung von p-38 bei
Vorinkubation mit 30uM AG1478 festzustellen.
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Abb. 36 Einfluss des PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitors AG1478 auf die Aktivitat von p-38
Gewaschene Thrombozyten (5x108 Thr/ml) wurden fiir 10 min mit 10, 30uM AG1478 oder
0,3% DMSO, vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM Epinephrin und 1uM U46619 fir 90s bei
37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 50ul SDS gestoppt. Die
Westernblotanalyse erfolgte entsprechend den Ausfiihrungen im Kapitel Methoden 4.8. Die im
Densitometer gemessene optische Dichte der stimulierten DMSO-Kontrolle wurde als 100%

definiert. Die Abbildung zeigt Mittelwerte £ SD aus 3 Experimenten.
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5. Diskussion

5.1. Einfluss des PDGF-Rezeptors auf die Aggregation

PDGF ist ein potentes Mitogen fiir mesenchymale, epitheliale und kapillare Zellen. Die
bekannten Isoformen von PDGF, PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB, PDGF-CC und PDGF-DD
interagieren mit unterschiedlicher Affinitat mit den PRGFa- und PDGF-Rezeptoren. Zwei neu
identifizierte Gene der PDGF—Familie, genannt PDGF-C und —D, haben &hnliche genomische
Strukturen, die denen von PDGF-A und —B &hneln. lhre Expression in den Zellen der arteriellen
Gefalwande und anderer vaskulérer Zellen deutet darauf hin, dass sie die Proliferation der
Perizyten und der glatten Muskelzellen transduzieren kénnen (Uutela et al. 2001).

Die Tyrosinkinaseaktivitat des PDGF-Rezeptors ist essentiell fur die Transmission des
mitogenen Signals in die Zellen. PDGF und seine Rezeptoren sind an vielen physiologischen
Prozessen mitbeteiligt. Es wird angenommen, dass eine besonders hohe Aktivitat des PDGF-
Rezeptors eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Atherosklerose, Restenosen der
Blutgefalie, Lungenfibrose, Glomerulonephritis und Rheumatoider Arthritis spielt.
Interessanterweise exprimieren einige maligne Tumore sowohl den PDGF-Rezeptor, als auch
PDGF, was eine autokrine Stimulation des Tumorwachstums nahe legt.

Die Wirkung des PDGF auf die Thrombozyten selbst wurde untersucht durch exogene Addition
des PDGF. Es wurde gezeigt, dass PDGF (50-100ng/ml) die thrombininduzierte Thrombozyten-
aggregation bei niedrigen Konzentrationen des Thrombins (0,1U/ml) hemmen kann (Vassbotn
et al. 1994).

Thrombozyten enthalten PDGF in ihren dichten Granula. Dadurch kann die exogene Gabe von
PDGF durch sezerniertes PDGF verfélscht werden. Wir untersuchten daher den Effekt von
endogenem PDGF ausgehend von der Rezeptoraktivitat und ihrer Hemmung durch spezifische
Rezeptorkinaseinhibitoren.

Unter den bekannten PDGF-Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren finden sich AG34, AG17,
AG785, AG805, AG808, AG1295 und AG1296. Allen diesen Substanzen ist gemein, dass sie
zu einem gewissen Grad den PDGF-Rezeptor hemmen kdnnen. Dabei hemmt AG34 kaum den
PDGF-Rezeptor und ist wenig spezifisch. AG1296 hingegen gehort zu der neueren Generation
der Tyrphostine mit einer hohen Potenz und einer hohen Selektivitat fir den PDGF-Rezeptor,
was besonders im Hinblick auf die EGF-Rezeptorinhibition wichtig ist (Kovalenko et al. 1994;
Lewitzki et al. 1995; Grazit et al. 1996).

Als Tyrosinkinaseinhibitor andert AG1296 nicht die PDGF-Bindung an den PDGF-Rezeptor
und hindert nicht die Rezeptordimerisierung.

Unter Vorinkubation der Thrombozyten mit 10uM AG1296 und einer Stimulation mit 1uM
U46619 beobachteten wir nach 120 Sekunden eine 1,6-fache Zunahme der maximal

erreichbaren Aggregation gegentber den Kontrollen mit DMSO (Abb. 7). Diese Zunahme der
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Aggregation ist umso deutlicher, je schwécher der Stimulus ist und l&sst sich dann in
Abhéngigkeit von der AG1296-Konzentration titrieren (Abb. 6).

Unsere Ergebnisse bestatigen die Beobachtung des hemmenden Effektes von PDGF auf die
Aggregation, was bisher von der Gruppe von Vassbhotn gezeigt wurde (Vassbotn et al. 1994).

5.2. Einfluss des PDGF-Rezeptors auf die Integrin a,,B3-Aktivierung

Das Integrin oyipB3 Spielt eine kritische Rolle fir die Thrombozytenadhésion und Aggregation. In
ruhenden Thrombozyten hat es eine niedrige Affinitat zu seinen Liganden. An Stellen der
vaskuldren Verletzung und Exposition der Thrombozyten den Agonisten wie ADP oder VWF,
kommt es zur Aktivierung einer Reihe intrazellularer Signalkaskaden (inside-out signalling),
was wiederum zur Aktivierung der ligandbindenden Funktion des Integrin oy B3 flhrt.

Durch die Fibrinogenbindung (,,outside-in* Signal) hat das Integrin ay,33 einen hemmenden
Einfluss auf die Aktivierung der ERK2 (Nadal et al. 1997; Bugaud et al. 1999). Dieser negative
Einfluss fuhrt zur selektiven Dephosphorylierung von Threonin 183 von ERK2, wobei die
Phosphorylierung von Tyrosin 185 von dem ,,outside-in* Signal des Integrin a3 unbeeinflusst
bleibt (Pawlowski et al. 2002).

Die Aktivierung des Integrins oypps wurde mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Der dafir
eingesetzte monoklonale Antikdrper PAC-1 bindet mit hoher Affinitat und Spezifitat an das
aktivierte Integrin oy,33 (Schitz et al. 1998).

Die Abb. 9 zeigt die zeitliche Abhdngigkeit der Integrin ayuBs-Aktivierung von Thrombozyten,
die mit AG1296 — bzw. DMSO- vorinkubiert und durch U46619 stimuliert wurden. Verglichen
mit Kontrollen kommt es bei einer Vorinkubation der Thrombozyten mit AG1296 einerseits zu
einer schnelleren Aktivierung von Integrin opB3 und andererseits zu einem deutlich hherem
Aktivierungsgrad von Integrin ay,f33, der Uber den gemessenen Zeitverlauf von 150 Sekunden
aufrechterhalten wird. Diese Zunahme der o, ,f3-Aktivierung erklart die Zunahme der
Aggregation unter der PDGF-RK-Inhibition durch AG1296 und bedeutet im UmkehschluB3, dass

PDGF einen hemmenden Einfluss auf die Integrin oy,33-Aktivierung hat.

5.3. Einfluss des PDGF-Rezeptors auf die Sekretion

Thrombozyten besitzen zwei grofle Populationen von sekretorischen Granula: die a-Granula
und die dichten Granula. Weil bei der Sekretion nicht nur inhibierende Substanzen wie PDGF,
sondern auch aktivierende Substanzen wie ADP freigesetzt werden und bei einer PDGF-
Rezeptorkinaseinhibition das Ausmal der Aggregation zunimmt, untersuchten wir den Einfluss
des PDGFR-Inhibitors AG1296 auf die Sekretion.
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P-Selektin befindet sich auf der Membran von a-Granula der ruhenden Thrombozyten. Es wird
bei aktivierten Thrombozyten auf der Plasmamembran vorgefunden und dient als Marker fir die
stattgehabte Sekretion. P-Selektin ist das grofite bekannte Selektin mit einer Molmasse von
140kDa (Palabrica et al. 1992, Toffman et al. 1995, Romo et al. 1999).

In friiheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass die beginnende Aggregation unmittelbar nach
der Thrombozytenaktivierung unabhangig von der Sekretion ist (Charo et al. 1977). AuRerdem
wurde gezeigt, dass ADP und die ADP-induzierte P2Y12-abhangige Gai- Signaltransduktion
wichtig fiir die durch das TXA,; bedingte Aggregation ist (Paul.et al. 1999; Dangelmaier et al.
2001). Dieser scheinbare Widerspruch wurde erklart durch das VVorhandensein von zwei
Sekretionswellen, die bei der Thrombozytenaktivierung durch das TXA; hervorgerufen werden.
Die beiden Sekretionswellen entstehen nacheinander und ihre Beziehung zur Aggregation ist
experimentell belegt. In humanen Thrombozyten wurde die Abhé&ngigkeit der Sekretion von der
P1-3-Kinasen abhéngigen Signaltransduktion mittels VVorinkubation der Thrombozyten mit
LY?294002, einem nicht Isotyp spezifischen P1-3-Kinaseinhibitor, nachgewiesen. Im Model mit
Méusen, denen das Gen firr die PI-3-Kinase p110y abladiert wurde, konnte beobachtet werden,
dass die zweite Welle der Sekretion stark reduziert ist (Li et al. 2003).

Mit unseren Versuchen konnten wir zeigen, dass es bei Vorinkubation mit AG1296 zu
einer Zunahme der Sekretion kommt (Abb. 8). Diese Zunahme ist allerdings erst nach
45 Sekunden statistisch signifikant. Dies spricht flr eine Zunahme der zweiten Welle
der Sekretion, die eine kritische Rolle fur die Verstarkung der Aggregation spielt. Die
initiale Sekretion bei der Aktivierung scheint gleich zu sein in AG1296-behandelten und
-unbehandelten Thrombozyten. Somit nimmt die PDGF abhangige Signaltransduktion
einen negativen, modulierenden Einfluss auf die zweite Welle der Sekretion. Da die
zweite Welle der Sekretion von PI-3-Kinasen abhangig ist und durch die PDGF-
Signaltransduktion gehemmt wird, liegt es nahe, dass auch die AG1296 induzierte
Steigerung der zweiten Welle der Sekretion von PI-3-Kinasen abhangig ist.
Maoglicherweise ist sogar die PDGF-Signaltransduktion selbst davon abhéngig.
Insgesamt lasst es sich festhalten, dass ein Teil der Aggregationssteigerung unter

AG1296-Vorinkubation tber eine Zunahme der zweiten Welle der Sekretion geschieht.
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5.4. PDGF-Rezeptor abhangige Signalwege
5.4.1. Die Rolle der MAPKinasen ERK2 und p38, der Proteinkinase B (Akt) und von Src

in PDGFR-abhéangigen Signalwegen

Nach der Bindung von PDGF an den PDGF-Rezeptor erfolgt eine Rezeptordimerisierung und
anschlieRende Autophosphorylierung des Rezeptors. Die unterschiedlichen, phosphorylierten
Domanen dienen als Andockungsstellen flr intrazellulare Adapterproteine und Enzyme, die
wiederum Uber die Rezeptortyrosinkinaseaktivitat phosphoryliert werden kénnen.

Einige der wichtigen Enzyme fiir die Signalubertragung sowohl in Thrombozyten als auch in
anderen Zellen sind Akt, p38-MAPK und ERK 2. Sie sind bekannte Regulatoren der
Signalltransduktion und werden durch PDGF stimuliert (Dollof et al. 2005).

Zur Akt-Aktivierung kommt es in Thrombozyten durch Stimulation mit dem

TXA;-Analogon U46619, Collagen oder Thrombin (Kroner et al. 2000, Cho et al. 2002)
Humane Thrombozyten enthalten zwei unterschiedliche Typen der Proteinkinase B (Akt):
PKBa und PKB (Kroner et al. 2000). Fir die Aktivierung muss die Proteinkinase B in die
Zellmembran transloziert, sowie an zwei von einander unabhéngigen Stellen Threonin 308 und
Serin 473 dual phosphoryliert werden. Da die Aktivierung der Proteinkinase B von PI-3-
Kinasen abhangig ist und der MEK-Inhhibitor U0126 keinen Effekt auf die ihre Aktivierung
hat, werden zwei unterschiedliche Signaltransduktionswege zu ERK2 und Proteinkinase B
angenommen. Eine Vorinkubation mit AG1296 lieferte keine Steigerung der Proteinkinase B-
Aktivierung in isolierten Thrombozyten (Abb. 10). Der gleiche Effekt wurde auch in einem
Mausmodell bei in vivo Behandlung mit AG1296 beobachtet (Dell et al. 2006). Jedoch lasst
sich die Hemmung bei 100uM AG1296 am ehesten als eine unspezifische Hemmung bei hoher
Konzentration des Inhibitors deuten.

Die MAPK Familie umfasst vier Untergruppen: ERK2, c-Jun(JNK), ERK5/big MAP kinase
(BMK1) und die p38-MAPK. Wahrend der Thrombozytenaktivierung kommt es zur Akti-
vierung von ERK2, JNK und p38 (Kramer et al. 1995; Nadal et al. 1997).

Fruhere Studien zeigten, dass ERK2 und p38 durch unterschiedliche Signalkaskaden aktiviert
werden und oft eine antagonistische Rolle fur Zelliberleben oder Zelltod haben (Zhang et al.
2001).

Interessanterweise ist neben Akt auch die Aktivierung der p38-MAPK von einer Vorinkubation
mit AG1296 unabhangig (Abb. 12). Lediglich die ERK2 wird von der VVorinkubation mit
AG1296 beeinflusst. Die hier beobachtete Zunahme der Phosphorylierung spricht fiir einen
inhibitorischen Einfluss des PDGF auf die ERK2 (Flevaris et al. 2009).

Da aber die ERK2-Aktivierung, die eine Steigerung der Aggregation wie bereits nachgewiesen

(Garcia et al. 2005) nicht erklaren kann, ist ERK2 lediglich als ein Teil der Signaltransduktion
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des PDGF-Rezeptors zu verstehen, der die Aggregation nicht beeinflusst. Die funktionelle
Bedeutung von ERK2, die von Rosado et al. 2002 beschrieben wurde, liegt in der Aktivierung
des Ca**-Einstroms und damit der Ca**-Homdostase (Flevaris et al. 2009).

Eine mogliche Rolle von ERK2 konnte in der zytoskelettalen Umordnung der Membranproteine
durch ERK2-Translokation bzw. in dem das Zytoskelett eine Basis zum Zusammenfiihren von
ERK?2 und seinen Substraten bildet liegen (McNicol et al. 2001).

Spétere Studien (Pawlowski et al. 2002) haben jedoch gezeigt, dass nur ein geringer Anteil von
ERK2 in die Thrombozytenmembran transloziert wird und dass es sich dabei um die inaktive,
monophosphorylierte PY-185 Form handelt und die dual phosphorylierte Form,

PY-185 & PT-183 jedoch in der zytosolischen Fraktion vorgefunden wird.

Die Aktivierung nur eines der zentralen Enzyme, bei unverandertem Aktivierungsgrad von Akt
und p38, spricht fiir eine spezifische Wirkung des PDGF-Transduktionsweges. Die Aktivierung
der ERK2 geschieht durch die duale Enzymphosphorylierung an Y-185 und T-183. Wir konnten
zeigen, dass es sowohl zu einer Y185-, als auch zu einer T183-Phosphorylierungszunahme unter
AG1296 Vorinkubation kommt. Die in Westernblott festgestellte Phosphorylierung der ERK2
ist eine Resultante der Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsprozessen aus MEK
(positiver Einflul}), einer Phosphatase (negativer Einfluf3), sowie einer Integrin opB3
abhdngigen Phosphatase, die selektiv zur Dephosphorylierung von Threonin 183 der ERK2
fiihrt. Da bei PDGF-Rezeptorinhibition durch AG1296 die Aktivierung des Integrin o P33
zunimmt (Abb. 9), ist es anzunehmen, dass der inhibitorische Einfluf} des Integrins o33 auch
grolRer wird. Da aber die ERK 2-Aktivierung insgesamt unter VVorinkubation mit AG1296
zunimmt, muss die durch AG1296 induzierte MEK-Aktivierung bzw. die Hemmung der ERK2-
Dephosphorylierung den inhibitorischen Einflul des Integrins ayBs Uberwiegen.

Um nicht nur ein definiertes Gg-Signal tber den TXA,-Rezeptor, sondern auch ein definiertes
Gi Uber adrenergen a,, - Rezeptor zu untersuchen, werden Thrombozyten in allen weiteren
Versuchen mit U46619 und Epinephrin stimuliert. Dabei ist eine Reduktion der Streuung und
eine geringere Standardabweichung (SD) bei der ERK2-Aktivierung zu erzielen (Abb. 17).

Die Zunahme der ERK2-Aktivierung kann auf unterschiedlichen Wegen zustande kommen:
entweder ist sie das Ergebnis einer Aktivierung von MEK, oder einer Hemmung der PDGF-
abhédngigen Phosphatase, die ERK2 dephosphoryliert, oder von beiden. Fir diese Fragestellung
behandelten wir Thrombozyten gleichzeitig mit U0126, einem spezifischem MEK-Inhibitor und
AG1296 bzw. DMSO als Kotrolle. Da bei einer MEK-Inhibition und der daraus resultierenden
Phosphorylierung der ERK2 von etwa 15- 30% (bezogen auf nicht mit U0126 vorbehandelte
Thrombozyten) (Abb. 18) keine Zunahme der Phosphorylierung zwischen einer Vorinkubation
mit DMSO oder AG1296 festgestellt werden konnte, bedeutet das, dass fiir diesen Effekt die
MEK und nicht eine Phosphatase zusténdig ist. Eine gleichbleibende Enzymphosphorylierung

in diesem Versuch spricht fir einen Substratmangel der MEK, die auf eine bestimmte % -Zahl
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reduziert ist und nun ein phosphorylierungssteigernder Effekt durch AG1296 unterbleibt, da alle
verflgbaren MEK-Enzyme bereits aktiviert sind. Der Effekt der Phosphatase ist auszuschliel3en,
da es sonst bei einer konstanen, verminderten Phosphorylierung durch eine Abnahme der
Dephosphorylierung es zu Akkumulation von PYPT-ERK2 kommen sollte und damit zur
Zunahme der absoluten Anzahl der phosphoryliert vorliegenden Enzyme. Eine wichtige Rolle
fur die Aktivierung von p38-MAPK und MEK/ ERK2 spielt die Signaltransduktion via Src.

Src— PLCy=> I3P(1,4,5)=> DAG=> Ca®* -»PKC8— p38MAPK und/oder MEK/ERK (Jacoub
et al. 2006).

Src-Kinasen spielen eine wichtige Rolle fur die Thrombozytenaktivierung durch vVWF (Marshall
et al. 2002). Dabei fihrt die Src-Inhibition durch PP2 zu ERK-Inhibi-tion sowie zur Blockade
der GPIb-vermittelten TXA,-Generierung (Garcia et al. 2005). Dies ist besonders wichtig, da
eine vermehrte TXA,-Generierung zu einer Zunahme der Integrin o, pPs-Aktiivierung fihrt, was
wiederum die Aggregation verstarkt.

Bei Vorbehandlung der Thrombozyten mit dem Src-Inhibitor PP2 nahm die ERK2-Aktivierung
ab, konnte jedoch durch gleichzeitige Vorinkubation mit AG1296 wieder aufgehoben werden
(Abb. 19). Die durch PP2 erzielte Hemmung der ERK2 kann durch gleichzeitige Vorinkubation
mit AG1296 nicht nur aufgehoben werden, sondern annéhrend im gleichen Male gesteigert
werden (Abb. 20). Dies legt es nahe anzunehmen, dass es zwei unterschiedliche Wege zu MEK
gibt. Einerseits via Src und andererseits via den PDGF-Rezeptor. Beide Wege miissen eine
gemeinsame Endstrecke haben, so dass bei einer Src Hemmung mehr Substrat fir den durch
AG1296 aktivierten Signaltransduktionsweg zur Verfligung steht. Also ist Src zwar wichtig flr
die ERK2-Aktivierung, ist jedoch nicht an der PDGF-abhéngigen Signalwegen zu ERK2
beteiligt. Die Kontrollen mit PP3, dem biologisch unwirksamen Analogon von PP2, zeigten eine

unverdnderte ERK2-Aktivierung gegenuber den DMSO Kontrollen.

5.4.2. Die Rolle des Gj- oder G4-Signals fur die PDGFR abhéangige ERK2-Aktivierung

Bei unseren Versuchen sehen wir also, dass bei einer Vorinkubation der Thrombozyten mit
AG1296 und Aktivierung der Thrombozyten durch Gg, via den TXA,-Rezeptor und durch die
zusatzliche Rekrutierung eines inhibitorischen G-Proteins, Gz, via den adrenergen o, -
Rezeptor, zu ERK2-Aktivierung kommt. Um den fiir die PDGF-Signaltransduktion wichtigeren
Weg einzuschranken, wurden die Thrombozyten (DMSO- vs. AG1296-vorinkubiert) bei
konstantem G; (1uM Epinephrin) durch ein steigendes Gq (1, 10 und 30uM U46619) stimuliert.
Dabei nimmt die durch AG1296-Vorinkubation erzielte Zunahme der ERK2-Phosphorylierung
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mit steigendem G, zwar ab, bleibt jedoch nachweisbar selbst bei der hochsten G,-Stimulation
(Abb. 28). Das bedeutet, dass PDGF-Signalltransduktion vorwiegend uber G; abléuft.

Im Gegensatz dazu, nimmt die ERK2-Aktivierung nicht nur ab, wenn man bei konstantem G
(1uM U46619) G;-Signal erhoht (0,3, 1, 3, 10, 30 und 50uM Epinephrin), sondern die Zunahme
ist beim groRen G; Stimulus nicht mehr nachzuweisen (Abb. 27). Dies bestétigen die Ergebnisse
der Untersuchungen mit konstantem G; und zunehmendem G, Es ist mittlerweile anerkannt,
dass G;-Signale durch G-Protein a-Untereinheiten der Adenylatcyclase und durch p/y-
Untereinheiten die PI-3-Kinasen aktiviert (Dorsam et al. 2004; Hechler et al. 2005). Da die hier
untersuchte PDGF-Signaltransduktion und die Zunahme der ERK2-Aktivierung von G;-Signal
abhéngen, liegt es nahe, dass die PDGF-Signaltransduktion durch P1-3-Kinasen geschieht bzw.

von ihnen abhéngig ist.

5.4.3. Die Rolle der Phosphoinositol-3-Kinasen fur die PDGFR-abhéngige ERK2-

Aktivierung

Phosphoinositol-3-Kinasen spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der Adhé&sion bei
vielen verschiedenen Zelltypen. Die erste Klasse der P1-3-Kinasen wird unterteilt in Klasse la
und Ib. Die Klasse la besteht aus p110a, p110f und p1103. Sie alle enthalten eine regulatorische
Einheit (p85a, p85B, p55a, p55y, pS0a) und werden durch Tyrosinkinasen reguliert. Die Klasse
Ib, mit einem einzigen Vertreter p110y und einer einzigartigen Struktur mit p84 und p101 als
Untereinheiten, wird hingegen durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren, insbesondere Gfy;
aktiviert. Thrombozyten enthalten, obwohl die PI-3-Kinase p1108 Isoform nur geringfligig
exprimiert wird, alle Isoformen der P1-3-Kinase der Klasse I. Zwei Isoformen der P1-3-Kinasen
(B und ) sind an der G;-abhéngigen Regulation des Integrins o533 beteiligt. Eine Rolle der
P1-3-Kinasen bei der Regulation der Integrine, einschliellich des Integrins o,pB3 und der oyfs,
a4f; und B,-Integrine wurde fur Thrombozyten, Leukozyten und glatte Muskelzellen
beschrieben, jedoch sind die genauen regulatorischen Mechanismen noch weitgehend
unbekannt (Frazier et al. 1999, Constantin et al 2000, Jantzen et al. 2001, Barazi et al. 2002).
Die Adhésion der Thrombozyten ist abhangig von den kooperativen Signalmechanismen
zwischen den PI-3-Kinasen der Klasse la und Ib. Diese kooperativen Signalwege nehmen
Einfluss auf die Formation von stabilen Adhasionen von Thrombozyt zu Thrombozyt. Dabei ist
die p110B-Isoform der P1-3-Kinase die dominante Isoform in der Regulation der G;-abhéngigen
Integrin aypPs-Aktivierung. Integrin oyf33 kann aber auch durch die p110y Isoform der
Pl-3-Kinase (Schonwalder et al. 2007).

58



Wortmannin, ein nicht selektiver PI-3-Kinaseninhibitor, der alle Isoformen der PI-3-Kinasen
hemmt, wurde in unserem Model eingesetzt um die Beteiligung der P1-3-Kinasen an PDGF-
abhédngigen Signaltransduktionswegen zu ERK2 zu untersuchen.

Bei Vorinkubation der Thrombozyten mit 300nM Wortmannin kommt es zu einer geringeren
Steigung der Aggregationskurve, sowie zu einer Reduktion der maximal erreichbaren
Aggregation von 71,7%. Eine Steigerung der maximalen Aggregation um 16,3% war in 2
Vorversuchen durch die gleichzeitige Vorinkubation mit AG1296 durchaus zu erzielen. Auch
die Aktivierung der ERK2 ist durch Vorinkubation mit Wortmannin gehemmt. Diese Hemmung
lasst sich &hnlich wie die Hemmung der Aggregation nicht durch die PDGFR-Inhibition durch
AG1296 aufheben und bleibt bestehen bei einer Vorinkubation mit 1000nM Wortmannin (Abb.
21). Dies zeigt einerseits, dass PDGF-Signaltransduktion zur ERK2 tber PI-3-Kinasen ablauft
und nicht erst stromabwarts von P1-3-Kinase geschieht und andererseits, dass P1-3-Kinasen an
der Steigerung der Aggregation (wahrscheinlich iiber Integrin a,,B3-Aktivierung) beteiligt sind.
Um die zwei fiir die Integrin oy p33-Aktivierung wichtigen Isoformen der PI-3-Kinasen (p110p
und p110y) und ihre Beteiligung bei den PDGF-abhéngigen Signalwegen zu ERK2 zu
untersuchen, setzten wir die isoformenspezifische PI-3-Kinase Inhibitoren AS252424 und
TGX-221 ein.

AS252424 ist ein selektiver und spezifischer Inhibitor der PI1-3-Kinase p110y. Im Gegensatz zu
den Versuchen mit Wortmannin und TGX-221 konnte bei Vorinkubation der Thrombozyten
mit AS252424 kein Einfluss auf die Aggregation festgestellt werden (Abb. 23). Bei der ERK2-
Aktivierung zeigte eine Vorinkubation mit AS252424 nur eine geringe Abnahme gegeniiber den
nicht vorbehandelten Thrombozyten. Allerdings war die Zunahme der ERK2-Aktivierung durch
AG1296 deutlich reduziert (Abb. 25) und kann 115% nicht tiberschreiten. Dieser ,,ceiling
effect” zeigt ein gleiches Verhalten wie bei unseren Untersuchungen an Src und weist auf 3
unterschiedliche Wege zu ERK2. Durch Hemmung der P1-3-Kinase p110y und vorausgesetzter
gemeinsamer Endstrecke der drei unterschiedlichen Signalwege kommt es zur Zunahme der
Substratkonzentration oder der Verfligbarkeit fur den durch den AG1296-aktivierten Weg.
Wenn alle Substrate phosphhoryliert vorliegen, kann die Phosphorylierung nicht mehr gesteigert
werden und der ,,ceiling effect™ ist erreicht.

Um den Einfluss einer weiteren wichtigen Isoform der P1-3-Kinase zu untersuchen, benutzten
wir TGX-221, einen Inhibitor der PI-3-Kinase p110p. Es besitzt eine tber 1000-fache
Selektivitét gegenuber P1-3-Kinase p110a und einer breiten Spanne von anderen
Proteinkinasen. Die dabei erzielte Inhibition der P1-3-Kinase p110p hat keinen Einfluss auf
P2Y12-abhdngigen zytosolischen Ca®* -Einstrom oder ,.shape change der Thrombozyten.

Bei Vorinkubation mit TGX-221 beobachteten wir eine Abnahme der ERK2-Aktivierung mit
steigenden TGX-221-Konzentrationen. Bei geringeren TGX-221 Konzentrationen von 100nM
war jedoch eine Steigerung der ERK2-Aktivierung durch die PDGFR-Inhibition mit AG1296 zu
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erzielen. Diese Zunahme der ERK2-Aktivierung ist jedoch bei steigender TGX-221-
Konzentration immer geringer ausgepragt bis sie schlief3lich bei 1000nM kaum mehr
nachweisbar ist (Abb.26).

Auch bei der Aggregation kommt es zu einer geringeren Steigung der Aggregationskurve sowie
einer herabgesetzten maximal erreichbaren Aggregation. Die Aggregation kann dabei bei
groRen TGX-221 Konzentrationen nur geringfugig durch AG1296 gesteigert werden (Abb. 22).
In 2 Vorversuchen konnte bei einer Vorinkubation mit 100nM TGX-221 und 10uM AG1296
eine deutliche Zunahme der Aggregation von 17% auf 43% erreicht werden. Somit sind die
PDGFR-abhéangigen Signalwege nicht nur abhangig von PI-3-Kinase p1108, sondern PI-3-
Kinase p110p selbst ist ein unverzichtbarer Teil von ihnen.

Bei hoheren Konzentrationen von TGX-221 ab 1000nM verhdlt sich die ERK2-Aktivierung
entsprechend den Versuchen mit Wortmannin. Dies alles legt nahe, dass auch der Wortmannin-
Effekt mit dem entsprechenden Einfluss auf die ERK2 und auf die Aggregation durch
P1-3-Kinase p110p bewerkstelligt wird.

5.5. Problematik der verschiedenen PDGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren
5.5.1 Aggregation und Phosphorylierungsmuster der intrazellularen Kinasen unter

Vorinkubation mit AG17

AG17, (3,5)-di-tert-butyl-4-Hydroxybezyliden-Malononitril, gehért zur Gruppe der
Tyrphostine, die als Phosphotyrosinkinaseblocker fungieren und durch diese Eigenschaft eine
mdgliche Anwendung in Erkrankungen, die sich durch eine Hyperaktivitat der Tyrosinkinasen
auszeichnen, finden kénnten. AG17 wurde als spezifischer PDGF- und EGF- Rezeptortyrosin-
kinaseinhibitor beschrieben (Grazit et al. 1989; Bilder et al. 1991). Die friiheren Studien
untersuchten die Effekte des AG17 entweder durch in vitro PDGF- bzw. EGF-Rezeptorkinase-
inhibition, oder in Zellkulturen, die mit PDGF oder EGF stimuliert wurden. AG17 wurde als
potenter Inhibitor zelluldrer Funktionen in peripheren mononuklearen Zellen, die mit IL-2 und
Lectin stimuliert wurden beschrieben (Lander et al. 1992)

Ahnlich einer Vorinkubation der Thrombozyten mit AG1296, fiihrt eine Vorinkubation mit
AGL17 zu einer Steigerung der Aggregation (Abb. 30). Allerdings kann bei den Untersuchungen
der Signalwege ein ganzlich abweichendes Aktivierungsmuster der untersuchten Enzyme
beobachtet werden. So ist bei der ERK2-Aktivierung keine Zunahme, sondern eine Abnahme zu
verzeichnen (Abb. 31). Im Gegensatz dazu nehmen die Aktivierung des p38 (Abb. 32) und der
Proteinkinase B (Akt) (Abb. 33) zu.

60



Aus friheren in vitro Untersuchungen ist es bekannt, dass AG17 in gereinigten Mitochondrien
als Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung agiert und somit zur ATP-Verarmung fihrt,
wobei der genaue Mechanismus der mitochondrialen Toxizitat noch unbekannt ist (Freisleben et
al. 1988; Terada et al. 1984). Deshalb wurde eine These geduf3ert, dass der antiprolifertive
Effekt von AG17 nicht durch Inhibition der Signaltransduktion, sondern durch seinen Effekt auf
den zelluldren Metabolismus zustande kommt. Im Gegensatz zu anderen
Proteintyrosinkinaseinhibitoren (PTKI), wie z.B. Quercetin oder Genestein, fiir die bei hohen
Konzentrationen des Inhibitors auch eine mitochondrienschadigende Wirkung nachgewiesen
wurde (Young et al. 1993), kann AG17 schon in einer Konzentration von 2uM toxisch fiir die
Mitochondrien in lebenden HL-60-Zellen sein (Burger et al. 1995).

Da bei unseren Versuchen hohe Konzentrationen von AG17 erforderlich waren, um einen
Effekt auf Thrombozyten nachzuweisen, miissen wir davon ausgehen, dass dieser Inhibitor in
seiner Wirkung eher unspezifisch ist und die erzielten Ergebnisse nicht auf der Hemmung des
PDGF-Rezeptors alleine beruhen. Obwohl es maglich ist, dass bei sehr niedrigen Konzentra-
tionen des AG17 die spezifische Wirkung des Inhibitors durch proteinkinasevermittelte
Signaltransduktion tber die Effekte auf die ATP-Produktion dominieren kénnte, miissen
zukiinftige Untersuchungen noch zeigen, ob der Effekt des AG17 in Thrombozyten tatsachlich
auf der Hemmung der PDGF-abhéangigen Signalwegen beruht und nicht durch mitochondriale

Toxizitat hervorgerufen wird und in wie weit die Inhibition spezifisch ist.

5.5.2. Aggregation und Phosphorylierungsmuster der intrazellularen Kinasen unter

Vorinkubation mit AG1478

AG1478, (4-(3-chlorophenylamino)-6,7-dimethoxyquinazoline), ist ein selektiver EGFR-
Inhibitor, der auch PDGF-Rezeptortyrosinkinase hemmen kann. (Osherov et al. 1994; Levitzki
et al., 1995).

AG1478 inhibiert die PDGFR-Phosphorylierung geringgradig bei 0,1-1puM AG1478 und
vollstéandig bei 10-100uM AG1478 in NIH 3T3 Mausfibroblasten (Lipson et al. 1998).

Die Inhibition von EGFR durch AG1478 geschieht im Vergleich dazu bei 0,1-1uM AG1478
(Lipson et al. 1998).

Die Untersuchungen der Enzym-Aktivierung bei PDGFR-Inhibition durch den EGFR-Inhibitor
AG1478 zeigten keine Anderung der Aktivierung von p38 (Abb. 36), jedoch eine Zunahme der
ERK2-Aktivierung (Abb. 35). Bei der Akt-Aktivierung beobachtet man eine Hemmung bei
Vorinkubation mit 30uM AG1478 (Abb. 34).

Insgesamt entspricht das Aktivierungsmuster der intrazellularen Enzyme bei einer Vor-
inkubation der Thrombozyten mit AG1478 dem, der mit AG1296 vorinkubierten Throm-
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bozyten. Wie bereits durch Lipson et al. 1998 demonstriert wurde, sind AG1478 und AG1296
potente selektive Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren, die fiir Untersuchungen der Liganden
indurzierter Signalwege geeignet sind. Dennoch ist es von immenser Bedeutung zu erkennen,
dass die Selektivitat der Inhibitoren nur bei niedrigen Konzentrationen gegeben ist und dass
unterschiedliche Signalwege unterschiedlich sensitiv gegeniiber der rezeptorspezifischen
Inhibition sind.
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5.6. Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die VVorinkubation der Thrombozyten mit AG1296
zu einer Zunahme der Aggregation fiihrt, die tiber eine Zunahme der Integrin oyBs-Aktivierung
sowie Steigerung der zweiten Welle der Sekretion bewerkstelligt wird.

Den Signalwegen des PDGF-Rezeptors scheint eine zentrale Rolle bei der ERK2-Aktivierung
zuzukommen. Im Gegensatz zu Studien, in denen die Proliferation untersucht wurde und stets
die ERK2-Aktivierung durch PDGF nachgewiesen wurde, kdnnen wir zeigen, dass in humanen
Thrombozyten PDGFR einen negativ regulierenden Einfluss auf die ERK2-Aktivierung hat.
Die PDGFR-abhéngigen Signalwege verlaufen unabhéngig von Src-Kinasen und sind abhéngig
von der P1-3-Kinase p110p-Isoform. Dabei wird dieser Weg am stérksten durch eine G;-
abhéngige Kaskade beeinflusst. Das G;-Signal ist fiir die Integrin oy,Bs-Aktivierung zwingend
notwendig. Dies belegt die zentrale Rolle von PI-3-Kinasen bei der Aktivierung der ERK2
sowie des Integrins o nP3. Die ERK2-Aktivierung geschieht dabei durch eine Aktivierung von
MEK-Kinasen und nicht durch Hemmung von PDGFR-abhangigen ERK2-Phosphatasen.
ERK2 konnte zusatzlich, parallel zu den Ergebnissen in GPIb-stimulierten Thrombozyten
(A.Garcia et al. 2002), zur Zunahme der TXA,-Generierung fuhren und somit indirekt zu einer

Zunahme der Integrin oy pPs-Aktivierung fuhren.
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5.7. Ausblick

Die Effekte sowie Singalwege des PDGF-Rezeptors sind so vielfaltig, dass es unmoglich ist
alles in einer Arbeit abzudecken.

Weitere Untersuchungen sind nétig um die Rolle der anderen P1-3-Kinasen Isotypen (p110a,
p1100) zu definieren. Dies konnte mit Hilfe von gentechnisch verdnderten knock-out Tieren
oder eventuell mit Hilfe von isotypspezifischen Inhibitoren untersucht werden.

Bei bis dato zur Verfiigung stehenden AK mit geringer Spezifitdt zum PDGF-Rezeptor wére
eine Entwicklung eines spezifischeren AK mit einer hohen, selektiven PDGF-
Rezeptorerkennung hilfreich fur den Nachweis der PDGF-Rezeptortyrosinkinaseinhibition
durch verschiede Inhibitoren.

Interessant waren Untersuchungen mittels FACS-Analyse von platelet derived microparticles
(PDMP), die mit der Sekretion auf der Thrmbozytenmembran erscheinen und die Verknlpfung
zur plasmatischen Gerinnung herstellen. Im Hinblick auf die von uns festgestellte Zunahme der
Sekretion nehmen wir an, dass auch die PDMP zunehmen.

Der postulierte Einfluss der PI-3-Kinasen auf die Aktivierung des Integrin ay,33und seine
Bedeutung fur die Effekte der PDGFR-Tyrosinkinase kann ein weiteres Kapittel der Forschung
eroffnen. Weitere Untersuchungen der ERK2 konnten ihre Bedeutung PDGFR-abhéngigen

Signalwege aufzeigen.
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5.8. Ubersicht von PDGFR-abhangigen Signalwegen

Stimulation mit TXA; oder seiner Analoga fiihrt zur Aktivierung von ERK2. Die bei der
Sekretion freigesetzten Substanzen wie ADP oder PDGF nehmen einen modulierenden Einfluss
auf die ERK2-Aktivierung. PDGF inhibiert die ERK2 uber Inhibition vorgeschalteter Kinasen.
Desweiteren inhibiert es die Sekretion und die Aktivierung des Integrin o, pf33. FUr den
modulierenden Signalweg des PDGF zu der ERK2 spielt die PI-3-Kinase p110p eine zentrale
Rolle. Proteinkinase B (Akt) und p38 sind in ihrer Aktivierung vom PDGFR unabhéngig.
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7. Thesen der Dissertation

1. Der PDGF-Rezeptorkinaseinhibitor AG1296 steigert die Aggregation der
Thrombozyten. Dabei kommt es auch zu einer Zunahme der Sekretion.

2. Der PDGF-Rezeptorkinaseinhibitor AG1296 steigert die Aktivierung des Integrins
oipPa.

3. Einer der von PDGF-Rezeptor abhangigen Signalwege fuhrt tiber die MEK-Kinase zur
Zunahme der ERK2-Aktivitat. Dieser Weg ist abhéngig von der P1-3-Kinase p110
und unabhéngig von P1-3-Kinase p110y und Src.

4. Der PDGF-Rezeptorkinaseinhibitor AG17 zeigt nur bei hohen Konzentrationen eine
Wirkung auf Thrombozyten. Dabei ist seine mitochondriale Toxizit4t problematisch, so
dass keine selektive Wirkung am PDGF-Rezeptor fiir Thrombozyten postuliert werden
kann.

5. Das gleiche Aktivierungsmuster der intrazelluldren Kinasen wie ERK2, p38 und Akt
kann sowohl bei Vorinkubation mit PDGF-Rezeptorkinaseinhibitor AG1296 als auch
mit dem EGF- und PDGF-Rezeptorkinaseinhibitor AG1478 nachgewiesen werden.
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