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1 Einleitung

Schon seit Jahrtausenden sieht die Menschheit sich Krankheiten ausgesetzt, die durch
Mikroorganismen ausgelost werden. Diese mikrobiellen Infektionen fuhren haufig zu
schweren Krankheitsverldufen und kénnen die Lebenserwartung stark reduzieren. An-
dererseits besiedeln viele Bakterien den menschlichen Kérper wie z.B. die Mundhohle,
den oberen Respirationstrakt und die Haut. Diese kommensalen Bakterien l6sen je-
doch keine schweren Krankheiten aus. Die Anwesenheit der Bakterien auf oder in die-
sen Organen stellt fir den Koérper keine Infektion dar, denn der Nasen- und Mundbe-
reich, der Respirationstrakt und Urogenitaltrakt sind mit der ,Auflenwelt* verbunden
und somit von der sterilen ,Innenwelt” getrennt. Pathogene als auch kommensale Mik-
roorganismen konnen eine Immunantwort auslésen, wenn sie oder ihre Bestandteile
die Grenze zwischen der Auflen- und Innenwelt Gberschreiten. Dies wird im Allgemei-
nen als Sepsis bezeichnet. Bakterielle endovaskulare Infektionen wie die Endokarditis,
die suppurative Thrombophlebitis und andere eitrige Infektionen stellen aufgrund der
resultierenden Bakteriamie, Sepsis und metastasierenden Erregerabsiedlung eine
schwerwiegende Verlaufsform bakterieller Infektion dar.

Zu Sepsis induzierenden bakteriellen Toxinen zahlen neben den Endotoxinen,
wie das Lipopolysaccharid (LPS). Auch die Exotoxine zum Beispiel, das Staphylococ-
cus aureus a-Toxin. Das von Staphylococcus aureus produzierte Exotoxin a-Toxin
beschreibt sich durch seine hamolytischen, zytotoxischen, dermonekrotischen und leta-
len Eigenschaften [1].

Als Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien ist das Lipopolysaccharid ein
sehr verbreitetes Endotoxin weiterhin ist es ein Prototyp in der Aktivierung des Immun-
systems, das schon in sehr geringen Konzentrationen von 1nM wirkt. Dem LPS wird
eine Schlisselrolle beim septischen Schock zugesprochen.

Sepsis sowie Endokarditis sind gekennzeichnet durch veranderte Thrombozy-
tenfunktion, welche meist direkt oder indirekt auf Interaktion mit den eingedrungen Bak-
terien zurick zu fuhren sind. Solche Interaktionen beschreiben sich durch Bindung von
Bakterien und Thrombozyten. Diese konnen sowohl direkt Uber bakterielle Oberfla-
chenproteine als auch indirekt durch Bindung Uber Plasmaproteine geschehen, doch
fuhren solche Interaktionen meist zu einer Plattchenaktivierung und damit zu einer
Thrombusbildung. So kann gleichsam ein Thrombus auf Herzklappen zur Herzinsuffi-
zienz oder zur Ausbildung von septischen Embolien beitragen. Bleibt diese Aktivierung
der Thrombozyten durch Bakterien bzw. deren Produkten nicht lokal begrenzt, sondern
weitet sich auf den ganzen Kérper aus, kann das zu einer Thrombozytopenie [2] und
damit zu einer gefahrlichen Abnahme der Thrombozytenzahl oder sogar zu einer Dis-

seminated Intravasculare Coagulation (DIC) [3] flhren.



In dieser Arbeit soll der Einfluss, bakterieller Toxine wie LPS und a- Toxin auf
die Blutplattchen analysiert werden. Besonderes Augenmerk soll dabei auf die Toxin
induzierte Thrombozyten Aktivierung, Adhasion und daraus resultierende Proteinsyn-
these gelegt werden. Zu diesem Zweck werden Western Blot, Proteom Analysen sowie
durchflusszytrometrische Untersuchungen und fluoreszens mikroskopische Analysen
durchgefiihrt.

1.1 Sepsis

-Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Koérpers ein Herd gebildet hat, von
dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen und
zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive Krankheitserscheinun-
gen ausgeldst werden®; so die Definition von Schottmdaller 1914 [4].

Die Begriffsbildung der Sepsis unterliegt jedoch einem standigen Wandel. Eine
weitere Definition besagt: ,Sepsis ist die Gesamtheit der lebensbedrohlichen klinischen
Krankheitserscheinungen und pathophysiologischen Veranderungen als Reaktion auf
die Aktion pathogener Erreger und ihrer Produkte, die aus einem Infektionsherd in den
Blutstrom eindringen, die grof3en biologischen Kaskadensysteme und spezielle Zellsys-
teme aktivieren und die Bildung und Freisetzung humoraler und zellularer Mediatoren
auslosen.“ Diese Erklarung stitzt sich auf die funf Grundpfeiler des schweren septi-
schen Krankheitsprozesses: Die septische Infektionsquelle als Ausgangspunkt, die
Invasion von Mikroorganismen, die Freisetzung ihrer Bestandteile oder Toxine, die
Ausschlittung von Mediatoren, Zellfunktionsstérungen und morphologische Destruktion
von Zellmembranen sowie Zellstrukturen als Grundlage der Organschadigung und die
Multiorganinsuffizienz, als deren klinischer Ausdruck das Multiorganversagen [5, 6].
Die oben genannte Aussage bezieht sich auf die von der Consensus Conference des
American College of Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine
(ACCP/SCCM) 1992 festgelegte Definition der Sepsis.

Heute wird die Sepsis wie folgt definiert: eine Sepsis liegt dann vor, wenn zusatzlich zu
einem SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrom) ein mikrobiologischer Nach-
weis der Infektion vorliegt (Bakteriamie). SIRS ist definiert durch Vorliegen mindestens
zwei der folgenden Symptome, wie eine nicht regulierte Kérpertemperatur, welche sich
zum einen in einer Hypothermie (Kérpertemperatur < 36°C) oder Fieber (Kérpertempe-
ratur > 38°C) aulern kann. Weitere Symptome waren Tachykardie (Herzfrequenz >
90/min), Tachypnoe Atemfrequenz >20 oder Hyperventilation, im Differentialblutbild
werden vermehrt unreife neutrophile Granulozyten nachgewiesen sowie Leukozytosen

oder Leukopenien beobachtet. Wird zu einer Sepsis noch eine akute Organdysfunktion



nachgewiesen, spricht man von einer schweren Sepsis. Diese Form der Sepsis kann
sich zu einem septischen Schock entwickeln und damit zu einem lebensbedrohlichen
Kreislauf-, Herz- und Multiorganversagen fuhren. All diese Definitionen beschreiben die
Sepsis als einen Vorgang, bei dem Bakterien, bakterielle Toxine, Pilze oder Protozoen
die korpereigenen Schutzmechanismen Uberwinden und in die Blutbahn gelangen. Die
Fremdkorper zirkulieren im Blut und aktivieren Makrophagen. Die aktivierten
Makrophagen sezernieren eine Reihe von Mediatoren. Zu ihnen gehdren Zytokine, wie
die Interleukine IL-1, IL-6, IL-12 oder Tumor Nekrose Faktor alpha (TNFa), Chemokine,
Plattchen Aktivierender Faktor (PAF) Prostaglandin, Leukotrien, Thromboxan, Tissue
Faktor (TF) aber auch Superoxid- und hydroxiradikale sowie Stickstoffmonoxid NO [7,
8]. Viele dieser Substanzen haben mehrere Zielzellen und regulieren unterschiedliche
Mechanismen. Die Stickoxide z.B. haben einerseits antimikrobielle Eigenschaften und
beeinflussen andererseits die Gefalkspannung und die Makrophagen-Apoptose. Die
Zytokine aktivieren Neutrophile, Lymphozyten und die Gefallendothelzellen, aulRerdem
wird die Prasentation zellularer Adhasionsmolekile durch sie reguliert. Chemokine
aktivieren die Immunsystemzellen und das extrinsische Gerinnungssytem wird durch
TF, PAF und Thromboxan aktiviert. Die daraus resultierende Thrombozyten-
Aktivierung fuhrt zu einer Thrombusbildung, gefolgt von einem GefalRverschluss. Dies
fuhrt dann gepaart mit einer schlechten myokardialen Kontraktion zu einer Hypooxige-
nierung der betroffenen Gewebe und damit zum Absterben und Organversagen (siehe

schematische Darstellung Abbildung 1-1).

Bakterieni‘ Toxine

Abbildung 1-1: Ausbildung einer
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1.2 Thrombozyten
1.2.1 Morphologie

Thrombozyten, auch Blutplattchen genannt, sind kernlose Zellen mit einem Durchmes-
ser von 2-4pum, die aus den Megakaryozyten [9] durch Abschnlirung im Knochenmark
entstehen (Abbildung 1-2). Ihre Uberlebenszeit betragt ca. zehn Tage, bis sie dann im
retikuloendothelialen System der Leber und Milz abgebaut werden. Etwa ein Drittel der
Thrombozyten wird in der Milz gespeichert und steht so fur den Austausch mit im Blut
zirkulierender Plattchen zur Verfigung [10]. Im ruhenden Zustand zeigen Plattchen
eine diskoide Struktur auf, ihre Anzahl im humanen Blut schwankt zwischen 140.000
bis 360.000 Thrombozyten/pl. Man kann die Thrombozyten in vier morphologische Be-

reiche gliedern:

Abbildung 1-2: Entstehung der Thrombozyten (c) aus den Megakaryozyten (a) durch Einschniirung
des Zellleibes liber die Prothrombozyten (b) [11].

Die periphere Zone besteht aus der Zellmembran, die extrazellular mit einer diinnen
Schicht belegt ist der Glykokalyx, in welcher die Glykoproteine (siehe Abschn. 1.3) in-
tegriert sind. Der nachste Bereich wird strukturelle Zone genannt und besteht aus
submembrands gelegenen Mikrotrubuli (MT), umgeben von einem Netzwerk anderer
Strukturproteine (vergleich Abbildung 1-3).

Im Zytoplasma befindet sich die Zone der Organellen, bestehend aus Mito-
chondrien (M), Glykogenspeichern (Gly) und den Granula (G). Die Granula sind cha-
rakteristisch fur Plattchen und dienen als Speicherort flir Proteine sowie essentielle
Substanzen fiur die Plattchenfunktion. Es werden drei Formen der Granula unterschie-
den: die dichten Granula (DB) (dense bodies), diese werden aufgrund ihrer hohen opti-
schen Dichte so bezeichnet. Sie enthalten niedermolekulare Substanzen und Boten-
stoffe, wie ADP, ATP, Ca®* und Serotonin, die den Aggregationsprozess férdern. Die
am haufigsten vorhandenen Granula sind die a-Granula (40-80 Stick pro Thrombozyt).
Sie beinhalten zahlreiche Proteine, die verschiedenste biologische Funktionen beein-
flussen. In ihnen befinden sich Adhasionsproteine wie Fibrinogen, von Willebrand Fak-
tor, P-Selektine und Thrombospondin, des Weiteren Zytokine und Wachstumsfaktoren.
Lysosomen (A-Granula) [12] stellen die letzte Gruppe an Granula dar. (siehe auch Ta-
belle 1)
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Abbildung 1-3: Schematische Darstellung eines Thrombozyten [13]: EC= &ulRere Hiille, CM= Zell-
membran, SMF= Membranfilamente, CS= kanikuldres System, MT= Mikrotubuli, Gly= Glykogen, M= Mito-
chondrien, G= Granula, DB= dense bodies, DTS= dense tubuldre System, GZ= Golgi Apparat

Die vierte morphologische Zone ist das Membransystem. Einstllpungen der Plasma-
membran in das Plattcheninnere bilden das offene Kanalsystem (CS), welches bei Ak-
tivierung der Plattchen zur Pseudopodienbildung nach aufien gestllpt wird (shape
change). Das dichte tubuldre System ist einer der Hauptspeicherorte fiir freie Ca?*-
lonen, welche die zentrale Rolle in der Regulation des Plattchenmetabolismus und der
Thrombozyten-Aktivierung spielen. Uberschreitet die zytoplasmatische freie Ca*- lo-
nenkonzentration einen Schwellenwert, erfahrt der Thrombozyt eine Formveranderung
mit der Ausbildung von Pseudopodien.

Plattchen gehoren zu den kernlosen Zellen. Genetische Informationen kénnen
daher nicht in Form von DNA gespeichert werden. Vielmehr zeigte sich in den letzten
Jahren, dass die Thrombozyten m-RNA und ein vollstandiges Spliceosom [11, 14] ent-
halten, welches ihnen ermdglicht, die genetische Information, die in der RNA gespei-
chert ist, zu verarbeiten und in entsprechende Proteine zu translatieren. Plattchen ent-
halten 12500mal weniger m-RNA als die Leukozyten. Die Plattchen RNA stammt aus
den Megakaryozyten und wird wahrend der Thrombopoese auf die Thrombozyten ver-
teilt. Umso erstaunlicher scheint es, dass Thrombozyten nach ihrer Aktivierung diese
m-RNA in Proteine umschreiben [15]. Sie kdnnen damit auf Umwelteinflisse reagieren

und aktiv in Prozesse eingreifen.

Dichte Granula a-Granula Lysosom (A-Granula)
(6-Granula)

ADP Enzyme Kathepsin

ATP a4-Antitrypsin Kollagenase

Serotonin az- Makroglobulin Elastase

Phosphat az- Antiplasmin N-Acetylglukosamidase

Guaninnukleotid C1-Esterase Inhibitor a- Arabinoside
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B- Galaktosidase

adhasive Proteine B- Glukuronisidase

Fibrinogen

Fibronektin

von- Willebrand-Faktor

Thrombospondin

Vitronektin

Glykoprotein IIb/llla

Wachstumsfaktoren

Platelet-derived growth factor

Transforming growth factor 8

Epidermal growth factor

Endothelial cell growth factor

zytokinahnliche Proteine
Interleukin 1 (?)

CDA40- Ligand (?)
Plattchenfaktor 4

- Globulin

Koagulationsfaktor

Plasminogen
PAI-1

Faktor V
Faktor XI

Protein S

HMWK

Tabelle 1 Inhaltstoffe der thrombozytédren Speichergranula: ?= noch nicht eindeutig nachgewiesen
[16].

1.2.2 Funktion der Thrombozyten

Die Funktion der Thrombozyten besteht darin, sich an der freigelegten subendothelialer
Matrix anzulagern, dadurch die Gefal3wandlasion zu verschlieBen und den Blutverlust
zu stoppen. Dieser Vorgang, der auch als Hamostase bezeichnet wird, verlauft in drei
Phasen: der Plattchenadhasion, -aktivierung, und -aggregation.

Die Adhésion, der noch ruhenden Thrombozyten, an die verletzte GefalRwand
ist der erste Schritt in der Primarhamostase. In Folge der Anlagerung kommt es zum
shape change und zur Sekretion der Granulainhalte, dies fuhrt zur Aktivierung weiterer
im Blut zirkulierender Thrombozyten und endet in der Aggregation der Thrombozyten.

Durch die Bildung eines Verschlusspfropfens kommt es zum GefalRwandverschluss.
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Gerét dieser Prozess auller Kontrolle bilden sich Verschluthromben in Gefalken und
kénnen eine Minderversorgung der nachgeschalteten Gewebe nach sich ziehen. Als
Folge daraus kdnnen sich Krankheitsbilder wie Schlaganfall und Herzinfarkt entwi-
ckeln.

Die Adhasion an die Gefallwand wird Uber die Interaktion spezifischer Platt-
chenglykoproteine mit der subendothelialen Matrix vermittelt. Die Blutplattchen binden
dabei an Proteine, wie dem Glykoprotein Ib-V-IX (von Willebrand Faktor), Kollagen,
Fibronektin oder Laminin sowie auf dem freigelegten Subendothel immobilisierten
Fibrinogen Uber das Glykoprotein llb/llla (siehe 1.3.2.2). Bei einer ersten Kontaktphase
binden die Thrombozyten an den von Willebrand Faktor (VWF), gefolgt von einer Stabi-
lisierung Uber weitere Adhasionsrezeptoren, die der Gruppe der Integrine zugeordnet
werden konnen. Die Anbindung der Thrombozyten an diese Proteine Uber spezielle
Platchenrezeptoren flhrt zur Aktivierung der Thrombozyten (outside in signaling).

Doch kdnnen Plattchen auch ohne GefalRwandverletzung durch physiologische
Agonisten wie z.B. Thrombin eine Serinprotease, ADP und Serotonin oder durch hohen
mechanischen Scherstress aktiviert werden. Binden die Agonisten an den jeweiligen
Rezeptor, so |6sen sie eine Reaktionskette aus, die zu einer Formveranderung shape
change fuhrt. Diese Strukturveranderung duRert sich im Ubergang der diskuiden Form
in eine spharische Form. Dabei breiten sich die Plattchen aus und gleichzeitig werden
durch Membranausstilpungen des offenen kanikularen Systems Pseudopodien gebil-
det. Durch Veranderung der Zytoskelettproteine werden die a-Granula und dense-
bodies zentralisiert; im Rahmen von Exozytosevorgangen verschmelzen die Granula-
membran und die Zellmembran. Als Folge kommt es zur Sekretion der Granulain-
haltstoffe, die ihrerseits wieder als Agonisten fir die Plattchenaktivierung und —
aggregation dienen (inside-out signaling), was einen sich selbst verstarkenden Prozess
darstellt.

Bei diesem Vorgang der Membranverschmelzung werden Glykoproteine, wie
das P-Selektin (CD-62), der a- Granulamembran und das Granulophysin (CD-63) der
dense-bodies, an die Thrombozytenoberflache gebracht. In Folge der Aktivierung wer-
den nicht nur Glykoproteine auf der Zellmembran prasentiert, sondern auch vorhande-
ne Glykoproteine funktionalisiert. So kommt es zur Konformitatsdnderung des fur die
Aggregation essentiellen Glykoproteines lIb/llla. Dieses ist dann in der Lage l6sliches
Fibrinogen zu binden, welches als Brickenmolekul mehrere Plattchen mit einander
verbinden kann. Die lokale Anhaufung mehrerer GP lIb/llla- Komplexe fuhrt des Weite-
ren zu einer Plattchenbindung untereinander und damit zur Aggregatbildung.

Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass Plattchen nicht nur auf

chemische Signale antworten und als Folge der Aktivierung aggregieren. Sie kénnen
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vielmehr durch de novo Synthese von Proteinen aktiv in Prozesse der Hdmostase und
Inflammation eingreifen. Die genetische Information zur Synthese der Proteine stammt
aus der m-RNA, die die Zelle auf ihrem Entwicklungsprozess aus den Megakaryozyten
erhalten (siehe 1.2.1). Mit Hilfe der m-RNA und des voll funktionsfahigen Translation-
sapparates kénnen Thrombozyten auf chemische Reize reagieren. Dabei kénnen nicht
nur die in ihren Granula gespeicherten Proteine sezerniert, sondern kénnen vielmehr
auch spezifische Proteine neu synthetisiert, sezerniert bzw. exprimiert werden [14, 17,
18].

1.3 Thrombozytédre Rezeptorproteine

1.3.1 Leuzinreiche Glykoproteine

Unter Glyoproteinen versteht man Membranproteine, die zusatzlich verzweigte Hete-
roglykanreste tragen. Thrombozyten besitzen zwei Membranglykoproteinkomplexe,
welche sich durch ihren Reichtum an Leucin auszeichnen (LRR).

Das Glykoprotein-Ib-V-IX bildet den Adhasionsrezeptor flr den von-Willebrand-
Faktor und spielt eine zentrale Rolle in der Primarhamostase. Die Hauptaufgabe des
GPIb-V-IX ist die Adhasion zirkulierender Thrombozyten an den in Kollagenfibrillen

immobilisierten von Willebrand Faktor (vWF) auch entgegen hoher Scherkrafte.

1.3.1.1 Toll-Like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren (TLRs) bilden eine Klasse von LRR Proteinen, die auf allen Zellen
exprimiert werden. Von den auf Thrombozyten exprimierten Toll-like Rezeptoren TLR
1, TLR 4, TLR 6 [19, 20] und TLR 9 ist der TLR 4 der wichtigste Typ | transmembrana-
re Rezeptor.

Der TLR 4 besteht aus 9 und 11 leuzinreichen Regionen, die durch eine Linker

Domaine verbunden sind. Die zytoplasmatische Region besteht aus einer
Toll/Interleukin 1 Domaine. Durch Bindungen von Liganden an den TLRs werden Sig-
nalkaskaden aktiviert, die zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Im-
munantworten fuhren.
Das Endotoxin LPS (siehe 1.4.1) bindet an TLR 4 der Thrombozyten und erhéht die
Adhasion der Plattchen an Fibrinogen. Fir diese Reaktion wird noch ein weiteres Mo-
lekdl: das MD-2 bendtigt. MD-2 ist ein 20-30 kDa grof3es Glykoprotein, welches an der
extrazellularen Domaine des TLR 4 bindet und dessen Signalaktivierung verstarkt (sie-
he Abbildung 1-4).
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Abbildung 1-4: Modell des Toll-like Rezeptor 4/MD-2 Komplexes: Der TLR 4 besteht aus zwei leucin-
reichen Ketten (LRR) mit neun bis elf leucinreichen Wiederholungen, die (iber eine Linkerdomaine verbun-
den sind. Die zytoplasmatische Region besteht aus einer Toll/ Interleukin 1 Signal Domaine. Das MD-2
Protein ist am N-terminalen Ende des TL-Rezeptors gebunden.

1.3.1.2 von Willebrand Faktor

Der von Willebrand Faktor (VWF) ist ein in den Megakaryozyten und Endothelzellen
synthetisiertes Glykoprotein, welches Multimere mit 50-100 Untereinheiten ausbilden
kann. Nach Aktivierung der Thrombozyten, wird es dort aus den a-Granula wahrend
der Thrombogenese sezerniert [21]. Im Endothel existieren zwei unterschiedliche Quel-
len der Freisetzung. Im akuten Entziindungsgeschehen kann sowohl freier vWF nach
der Spaltung des grofRen Multimeres in den Blutstrom sezerniert werden, oder auch in
der subendothelialen Matrix exprimiert vorliegen. Die Freisetzung und Expression auf
der Zelloberflache von vWF erfolgt innerhalb weniger Minuten durch Exozytose aus
den Weibel- Palade- Kdérpern nach Kontakt mit Entziindungsmediatoren wie z.B.
Thrombin, Histamin, Leukotrien, sowie nach Auftreten von spezifischen hydrodynami-
schen Scherkraften. Als multifunktionaler Adhasionsligand ist der vVWF in der Lage ver-
schiedene Proteinsorten zu binden.

Der vVWF vermittelt zum einen die Adhasion von aktivierten Thrombozyten an
geschadigten GefaBwanden durch spezielle Glykoproteine auf der Thrombozyten-
membran.

Zum anderen hat er als Tragerprotein flr den Faktor VIII eine Funktion in der plasmati-
schen Gerinnung. Im Falle der Gewebstraumatisierung und Schadigung des Endothels
durch prothrombotische oder proinflammatorische Stimuli, was auch auf die Sepsis
zutrifft, ist vVWF nach seiner Exprimierung auf Thrombozyten und Endothel in der Lage,

mit verschiedenen Liganden eine Bindung einzugehen.
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Hierbei sind unter anderem drei unterschiedliche Liganden von Bedeutung, die
in einem Zwei-Schritt-Modell die Thrombozytenadhasion an VWF vermitteln. Dies ware
auf der einen Seite der Komplex aus Glykoprotein Ib-IX-V auf Thrombozyten, der fir
die Adhasion der Thrombozyten an VWF des Endothels hauptverantwortlich ist. Das
Glykoprotein Ib-IX-V ist der einzige Ligand, der auch auf unaktivierten Thrombozyten
eine Affinitdt zu vWF aufweist. Auf der anderen Seite wird der Komplex aus Glykopro-
tein lIb-llla, auch als Integrin a,,B3 Komplex (siehe 1.3.2.2) bezeichnet, der bei unakti-
vierten Thrombozyten nicht in der Lage ist, eine Bindung mit vWF einzugehen und erst
in eine aktivierte Form Ubergehen muss. Ist dies der Fall, wird die Bindung durch GP
Ib-IX-V verstarkt. Als weitere Liganden kdnnten ebenso verschieden Kollagentypen der
extrazellularen Matrix dienen.

In aktuellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass vVWF neben der
Thrombozytenadhdasion, aufgrund einer spezifischen Tripeptid- Sequenz aus Leucin-
Leucin- Glycin, eine Rolle in der durch B,- Integrine vermittelten Leukozytenadhasion
Ubernimmt. Dieselbe Sequenz wird von ICAM-1, dem interzellularen Adhasionsmolekil
fur Leukozyten exprimiert. Es scheint demnach, dass der vWF auch eine aktive Rolle in

der Initialen Phase des akuten Entzindungsgeschehens tragt.

1.3.2 Integrine

Integrine sind Adhasionsrezeptoren, die Strukturen des Zytoskelettes mit der extrazel-
lularen Matrix verbinden. Sie bestehen aus einer a- und B-Untereinheit, diese Hetero-
dimeren werden Uber ihre B-Kette in Subklassen eingeteilt. Auf Thrombozyten wurden
funf verschiedene Integrine beschrieben: drei der B, Klasse, wie der Kollagenrezeptor
(azB4), der Fibronektinrezeptor (asB1), Lamininrezeptor (aspB+1) und zwei der Bs- Klasse,

wobei hier der Fibrinogenrezeptor (a),33) besonders zu erwahnen ware.

1.3.2.1 Kollagenrezeptor

Der erste Kontakt mit dem geschadigten Endothel findet Gber den VWF statt, jedoch ist
diese Bindung nicht sehr stabil. Zur Stabilisierung binden die Thrombozyten an die
freigelegte Kollagenfibrillen Uber Glykoprotein VI (p 62) und IV (CD 36) und Integrin
a2B1 [22]. Die Adhésion von ruhenden Thrombozyten an Kollagen fihrt zu deren Akti-
vierung mit nachfolgender Sekretion der Granulainhalte und Aggregation [22, 23]. Kol-
lagen, welches zu den Skleroproteinen gehdrt, verfligt Gber eine Faserstruktur. Zurzeit
sind 28 Subtypen des Kollagens bekannt wie z.B. Fibrillare (Typ ) oder Netzbildende
(Typ IV) Kollagene. Alle Kollagene sind aus drei Polypeptidketten aufgebaut (Kollagen-
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Helices), die als Tripelhelix umeinander gewunden sind. Jede Helix kann je nach Kol-
lagentyp aus 600 bis 3000 Aminosauren aufgebaut sein

Das Kollagen des Typ | wird aufgrund seiner langen seilartigen Tripelhelix zu
den fibrillaren Kollagenen gerechnet [24]. Es ist eines der Hauptkomponenten in arthe-
rosklerotischen Plaques sowie in der Gefallwand [25]. Die Bindung von Kollagen an
seinen Rezeptor ist Mg®*- lonen abhangig. Doch kommt es durch die Bindung an ap;
nicht zur Thrombozytenaktivierung. Es wird dafiir vielmehr ein two-step-two-site Modell
diskutiert [26], in dem der erste Kontakt der Thrombozyten an das Kollagen lber das
Integrin a,B+ stattfindet und in einem zweiten nachfolgenden Schritt bindet ein zweiter
Kollagenrezeptor (GP VI) der Thrombozyten, was dann zu einer Aktivierung der
Thrombozyten tber den Tyrosin-Kinase Mechanismus fiihrt (siehe Abbildung 1-5). Der
Bindung des Kollagens an das Glykoprotein VI (GP VI) folgt die Clusterung des GP VI,
dies fihrt zur Phosphorylierung der Fc Rezeptor y-Kette durch Lyn und Fyn, Kinasen
der Src- Familie. Uber mehrere Zwischenschritte werden intrazellulare Calciumspei-
cher mobilisiert und Isoformen der Protein Kinase C (PKC) ausgeschittet, was Gber die

Aktivierung letztendlich die Aggregation der Thrombozyten auslést [22].

£
St
(pop
IP./DAG

Calcium
PKC

Abbildung 1-5 Aktivierung von Thrombozyten durch Kollagen iiber eine direkte Interaktion zwi-
schen Kollagen und dem Integrin a2B1 sowie der GP Vl/y-Kette: Die Clusterung des GP VI fihrt zu
einer Tyrosin-Phosphorylierung in der y-Kette gefolgt von einer Aktivierung der Tyrosin Kinase Syk. Syk
aktiviert die Phospholipase y (PLCy), welche Uber Inositoltriphsphat (IP3) Diacylglycerol (DAG), die Protein
Kinase C (PKC) Aktivitat sowie die Calcium Konzentration erhéht.
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1.3.2.2 Fibrinogenrezeptor

Das Glykoprotein llb/llla (oyuB3) gehodrt zu den Bs-Integrinen und ist das am haufigsten
vorkommende thrombozytare Plasmamembranprotein, des offenen kanikuldren Sys-
tems und der a-Granula. Die Hauptaufgabe des Rezeptors, dessen oy,- Kette aus ei-
ner schweren und einer leichten Untereinheit aufgebaut ist, ist die Bindung von [6sli-
chem Fibrinogen an die aktivierten Thrombozyten. Die Bindung stellt den ersten Schritt
der Aggregation dar, denn Uber ein Fibrinogenmolekil werden zwei Thrombozyten
verbunden (bridging). Fibrinogen wird in den Hepatozyten gebildet und in den Blut-
kreislauf sezerniert. Von dort kann es in Megakaryozyten und Plattchen aufgenommen
werden.

Das Fibrinogen stellt ein Dimer dar, welches aus zwei gleichartigen Halften auf-
gebaut ist, welche ihrerseits aus drei nicht identischen Polypeptidketten (Aa-,BB- und
y-Kette) bestehen [27]. Durch Thrombin Einwirkung kommt es zur Abspaltung der
Fibrinopeptide A und B vom Aminoende der Aa- und Bp- Kette. Die entstandenen Fi-
brinmonomere aktivieren das fibrinolytische System und damit den Abbau von Gerinn-
seln durch Plasmin.

Unter physiologischen Bedingungen prasentieren Thrombozyten einen nicht ak-
tivierten GP lIb/lla Rezeptor auf ihrer Membran. In diesem niedrigaffinen Zustand kann
der Rezeptor nur immobilisiertes nicht aber I6sliches Fibrinogen binden. Die Aktivie-
rung der Thrombozyten fiihrt zu einer raschen Konformitatsdnderung des GPlIb/llla
Komplexes, wodurch hochaffine Fibrinogenbindungstellen freigelegt werden. Die Bin-
dungsstellen sind ein Dodekapeptid (His-His-Leu-Gly-Gly-Ala-Lys-GIn-Ala-Gly-Asp-Val;
HHLGGAKQAGDV) am Carboxyterminalen Ende der y-Kette [28] und zwei Arg-Gly-
Asp (RGD)-Sequenzen enthaltenden Regionen der Aa- Kette des Fibrinogens [29].

Durch die Bindung des Iéslichen Fibrinogens an den GP lIb/llla Rezeptor an der
Oberflache des Thrombozyten kann es zu einer Verbindung zweier Thrombozyten Uber
ein Fibrinogenmolekldl kommen und damit zu einer Plattchenaggregation. Verschiede-
ne Agonisten induzieren das Inside-out signaling. Mit Inside- out signaling wird die Ak-
tivierung des o3 Integrins durch Gi- gekoppelte Rezeptoren beschrieben. Die Gi-
Rezeptoren aktivieren Phospholipase C (PLCy2) durch Syk. Aktivierte PLC hydrolysiert
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphonat (PIP,) zu Inositoltriphosphat (/P3;) und Dia-
cylglycerol (DAG). Das IP5 mobilisiert Ca?*- lonen, wahrend DAG die Protein Kinase C
(PKC) anregt. Die aktivierte PKC reguliert die Serin/Threonin Phosphorylation, wodurch
der oyipp3 — Rezeptor in seine aktive Form Gbergeht.

Als Antwort auf den erhéhten Calcium- und DAG-Spiegel startet ein Guanin
Nukleotid Austausch Faktor (CalDAG-GEFI) die RAP1, kleine GTPasen der Ras Fami-
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lie. Zusatzlich sind Pl 3-Kinasen an der Regulation der Aktivierung beteiligt, sie regen
die Gi-abhangigen Rap1b an [30, 31]. Rap1b greift wiederum an RIAM (Rap 1 interac-
ting adaptor molecule) an. RIAM ist mit Talin verbunden und unterstiitzt die Bindung
von Talin an o3 ,was eine Aktivierung des Rezeptors zur Folge hat [32, 33] (siehe
Abbildung 1-6).

Dieser Mechanismus ist gemeinhin als clasping/ unclasping bekannt. Unter
clasping versteht man hierbei die nicht aktivierte Form des Rezeptors. Die a- als auch
die B- Helizes umklammern sich dabei bis in transmembranare Domanen. Bei der unc-
lasping, der aktivierten Form, liegen die Helices frei im Zytosol und kénnen Talin H
binden. Dadurch andert sich die extrazellulare Domane und geht in die aktive Form
Uber, die I6sliches Fibrinogen binden kann (siehe Abbildung 1-7:).

Mit der 3; Einheit kbnnen weitere Zytoskelett- Proteine wie Myosin, Sklelemin, a-
Aktinin interagieren. Ebenso wirken Proteinkinasen und Phosphatasen wie Src und Syk

auf das B; Ende des Integrins ein [32].

Fibrinogen
- =

extrazellular
Raum

TRITTTIrn R
LBAHESE

Agonisten

Calcium
DAG =P PKC
(PTK, Pl 3-K

Abbildung 1-6: Durch einen aufieren Agonisten, meist Uber Gi- gekoppelte Rezeptoren kommt, es zu
einer Erhéhung der Calciumionen Konzentration durch Inositoltriphosphat (IP3). Das Diacylglycerol (DAG)
regt die Protein Kinase C (PKC) an. Als Antwort auf die erhéhten Calcium- DAG- Spiegel startet ein Gua-
nin Nukleotid Austauschfaktor (CalDAG-GEFI) Rap1. Rap1 greift an RIAM an, welches mit Talin verbun-
den ist. Talin ist fur die Aktivierung des a3 verantwortlich, welches dann Fibrinogen binden kann (/nside-
out signaling). [33]
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Abbildung 1-7: Das clasping/ unclasping Modell des Inside- out signaling: Durch die Erhéhung der Calci-
um- und DAG Konzentration in der Zelle kann Talin an die B3 Untereinheit des a;u33- Rezeptors binden.
Der Rezeptor geht dann in die unclasping also die aktive Form Uber und kann dann Fibrinogen binden
[32].

Im Gegensatz zum inside- out signaling, bei dem eine Fibrinogenrezeptor- Aktivierung
Uber ein sekundar Rezeptor und intrazellularem signaling erfolgt, versteht man unter
outside- in signaling die Aktivierung von Signalwegen durch Bindung von Fibrinogen
direkt an dessen Rezeptor. Die verschiedenen Signalwege beeinflussen z.B. die Bil-
dung und Stabilisierung groRRer Platichenaggregate oder flihren zur Sekretion speziel-
ler Subtanzen aus den Granula. Weiter kdnnen prokoagulatorische Oberflachenstruktu-
ren geschaffen sowie die Clot Retarction [34] beeinflusst werden. Die Clot Retraction
ist die Verkurzung der Fibrinfaden innerhalb eines Plattchenaggregates, sie dient damit
der Ausbildung stabiler Thromben im Gefal.

Im ersten Schritt des outside-in signaling findet eine Clusterung der o3 Re-
zeptoren statt. Nach erfolgter Clusterung der Integrin Rezeptoren werden Protein Tyro-
sin Kinasen und Phosphatasen wie Src und Syk aktiviert. Diesem Initiationsschritt fol-
gen komplexe Signalwege Uber verschiedene Enzyme, Schaltmolekiile und Substrate,
die auf das Aktinzytoskelett Einfluss nehmen. Zu diesen Verbindungen gehéren Rac
(GTPase), Nck (eine Schaltsubtanz), PAK (p21 aktivierte Kinase sie gehdren zur Se-
rin/Threonin Kinasen), Pl 3-Kinasen (Phospoinositol 3 Kinasen sind Lipidkinasen) und
VASP (Vasodilatator-Stimuliertes Phosphoprotein, ein Aktin bindendes Protein).

Drei weitere Proteine, die flir das Verstandnis des outside-in signaling wichtig
sind, sind zum einen das B3 Protein selbst, die Phospholipase Cy (PLCy) und das a-
Aktinin. Allen Dreien ist gemein, dass sie wahrend der Aggregation oder dem Spreizen
(Spreaden) von Src und oder Syk Tyrosin phosphoryliert werden. Sie greifen des Wei-
teren in die Strukturveranderung der Thrombozyten Uber Aktin basierende Komplexe

ein. An dem (33 Protein kdnnen Schaltmolekile binden oder auch Myosin, welches zur
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Clot Retraction bendtigt wird. PLCy ist das Substrat von Src und Bruton Tyrosin Kinase
(Btk) Kinasen, und seine Aktivierung durch Tyrosin-Phosphorylierung leitet eine ver-
mehrte Produktion von Diacylglycerol und Inositol Phosphat (IP3) ein, welche fur eine
maximale Aggregation und Ausspreitung bendtigt wird [35]. Das a-Aktinin ist ein ho-
modimeres Aktin- bindendes Protein, was erst durch Phosphorylierung des Tyr'? an die
Aktin Fillamente des Zytoskelettes binden kann [36].

Die Integrine sind heterodimer integrale Membranproteine, welche aus einer
extrazellularen, einer transmembranare und einer zytoplasmatischen Domaine beste-
hen. Diese hochsensitiven Rezeptoren tragen nicht nur zur Zelladhasion und Migration
bei, vielmehr leiten sie Informationen bidirektional durch die Plasmamembran. Die zy-
toplasmatischen Domainen sind flr die Signalleitung der Informationen notwendig und
haben gezeigt, dass sie mit zytoplasmatischen Proteinen interagieren. Neuere Er-
kenntnisse konnten belegen, dass durch diese Interaktionen mit bestimmten Adhasi-
ons- Kinasen die Integrine in der Lage sind mit Hilfe des Aktins die Zytoskelettstruktur
zu verandern. Diese Strukturverdnderung ist fir den Translations Prozess in den
Thrombozyten entscheidend (Abschnitt 1.5).

Das Integrin oypP3 ist ein bidirektionaler Signalrezeptor, der sowohl ein

inside- out signaling als auch ein outside- in signaling steuern kann.
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Abbildung 1-8: Inside out signaling erhoht die Affinitat (1a) und die Bindungsneigung (1b) von ouiPs flr
Liganden wie das Fibrinogen. Outside in signaling verstarkt eine

Vielzahl von Ereignissen nach Ligandenbindung (2). Doch bendétigen einige Signalwege auch das Zu-
sammenwirken von ouipB3 abhangige Signale und Agonist-Rezeptorsignalen [31].
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1.3.2.3 Lamininrezeptor

Unterschiedlichste Formen von Laminin werden in der subendothelialen extrazellularen
Matrix exprimiert und schlieRlich prasentiert. Sie bilden damit ein potentielles Substrat
fur die Bindung von Thrombozyten wahrend einer Gefalverletzung. Die subendothelia-
len Formen bilden Laminin 8 (a4B+4y41) und Laminin 10 (asB+y4). Thrombozyten enthalten
und sekretiern nach Aktivierung diese beiden Laminin (8 und 10) als auch das Laminin
11 (asB2y1) [37].

In der Literatur findet man widersprichliche Angabe Uber die durch Aktivierung
resultierende Formveranderung der Thrombozyten. So wird einerseits beschrieben,
dass die Plattchen Uber das Integrin ag1 an Laminin binden und spater diese Bindung
durch GP VI verstarkt wird, was wiederum in einer filopodialen und lamellipodialen
Strukturanderung der Plattchen endet. Von einigen Wissenschaftlern wird hingegen ein
Mechanismus beschrieben, in dem die Thrombozyten an Laminin nur Gber agf34 binden.
Sie konnten keine Strukturveranderung feststellen und unter Einfluss von GP VI wur-
den nur filopodiale Veranderungen beobachtet, was darauf schlieRen lasst, dass der
Strukturwandel von der Beteiligung des GPVI abhangig ist.

Das Integrin asB1 wird in allen Betrachtungen aber als Laminin Rezeptor cha-
rakterisiert. Uber eine zuséatzliche Bindung der Thrombozyten an GP VI wird eine struk-

turelle Veranderung maoglich [38].

1.3.3 Thrombinrezeptoren

Thrombin ist einer der starksten Aktivatoren der Thrombozyten [39]. Die bis heute in-
dentifitzierten Thrombinrezeptoren gehéren zur Gruppe der Protease-aktivierten Re-
zeptoren (PARs), welche Mitglieder der G-Protein gekoppelten Rezeptorfamilie
(GPCR) sind [40]. Zurzeit sind 4 Subtypen des PAR Rezeptors bekannt. PAR-1, PAR-3
und PAR-4 werden direkt durch Thrombin aktiviert. Der PAR-2 dient als Rezeptor flr

weitere Proteasen, wie Trypsin oder FXa [41].
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Rezeptoren Aktivierende Protease Zelltyp physiologische
Protease ECso Aufgabe
Plattchenaktivie-
Thrombin Thrombin Thrombozyten rung und Thrgmbo—
PAR-1 Trypsin 50 pM Endothel se, embrionale
Glatte Muskelzellen Entwicklung, Vaso-
FXa i
Leukozyten regulation, Gewebe
Remodelling
Tryptase Endothel Entzindung
PAR-2 Trypsin pyptsai‘rfﬁ:”’\‘ﬂ'\" Glatte Muskelzellen  Vasoregulation
FXa yp Leukozyten
Thrombin Thrombozyten Plattchenaktivie-
PAR-3 Thrombin (Maus) rung und Thrombo-
0,2nM 2
Endothel se in Mausen
Thrombin  Thrombin  Endothel Plattchenaktivie:
PAR-4 Trypsin 5nM Glatte Muskelzellen se 9
Cathepsin G Trypsin 5nM  Leukozyten

Entzindung

Tabelle 2: Ubersicht der Protease- aktivierten- Rezeptoren (modifiziert nach [41, 42])

Aus der Ubersicht in Tabelle 2 sind die einzelnen PAR Rezeptoren und deren Vor-
kommen sowie ihre physiologische Aufgabe zu erkennen. Humane Thrombozyten
exprimieren PAR-1 und PAR-4, diese koénnen beide - die Plattchen Sekretion und die
Aggregation - beeinflussen [43].

Bei der Aktivierung der Thrombozyten durch Thrombin, wirkt die Serinprotease
indem sie den N-Terminus des PAR-1 Rezeptors verkirzt. Der dabei neu entstehende
N-Terminus, wird als tethered ligand (angebundener Ligand) bezeichnet. Nach intra-
molekularer Bindung fuhrt der verkurzte Ligand zur Aktivierung des Rezeptors (Abbil-
dung 1-9). Daraus lasst sich schlielen, dass die proteolytische Aktivierung der einzel-
nen PAR-Subtypen durch kurze Peptide, deren Sequenzen der des angebundenen
Liganden am N-Terminus entspricht, imitiert werden kann. Demnach kdnnen PARs

auch als Peptid-Rezeptoren bezeichnet werden, die ihren eigenen Liganden tragen.

PAR-1 aktiviert
¢ N g‘“

L
Dt

PAR-1

Thrombin

—

a

Effekt

Abbildung 1-9: N= N Terminus, C= C Terminus, RSFLLRN= Thrombin Bindungssequenz [44].

Auf Thrombozyten werden sowohl PAR-1 als auch PAR-4 Rezeptoren exprimiert, doch

scheint der PAR-1 Rezeptor der wichtigere zu sein. Auf diese Weise konnte durch An-
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tikorper, die gegen die Thrombinbindungsstelle an PAR-1 gerichtet sind, eine mit nied-
riger Konzentration von Thrombin ausgeldste Plattchenaktivierung blockiert werden
[45-47]. Zu &hnlichen Ergebnissen kam man mit PAR-1 Antagonisten [47, 48]. Im Ge-
gensatz dazu zeigten Antikérper gegen die Thrombinbindungsstelle auf PAR-4 keinen
Effekt auf die Inhibierung der Thrombozytenaktivierung. Erst durch Kombination mit
PAR-1 Rezeptorblockern konnte die durch hohe Konzentrationen von Thrombin ausge-
I6ste Plattichenaktivierung inhibiert werden [47]. Das lasst darauf schlieRen, dass bei
geringen Konzentrationen von Thrombin die Aktivierung uber PAR-1 gesteuert wird
und bei einem Fehlen von PAR-1 die Aktivierung Giber PAR-4, der eine geringere Affini-
tat zum Thrombin hat, geregelt wird. Aufgrund der geringen Affinitat des PAR-4 Rezep-
tors zum Thrombin wird bei der Aktivierung von Thrombozyten Gber PAR-4 eine hdéhere
Konzentrationen von Thrombin notwendig [49] (siehe Tabelle 2). PAR-4 bendétigt nicht
nur héhere Konzentrationen an Thrombin, vielmehr spricht er auch langer darauf an.
Die PAR Aktivierung ist irreversibel, denn die Protease spaltet einen Teil des Rezep-
tors. Der PAR- Rezeptor muss erst ,recycelt“ werden bevor er wieder aktiviert werden
kann [50]. Eine langere shut off Zeit wirde ein verlangertes Ansprechen des Rezeptors
und somit eine Aktivierung nach sich ziehen. In Folge dessen konnte von Shapiro et al.
gezeigt werden, dass der PAR-4 Rezeptor eine verlangerte shut off Zeit besitzt [51].

Unterschiede zwischen den beiden auf humanen Thrombozyten exprimierten
PAR Rezeptoren bestehen auch in ihrer Bindung an G-Proteine. Der PAR-1 Rezeptor
ist intrazelluldr an Giz13 [52], Ggi11 [53] und an G; [54] gekoppelt. An die intrazelluléare
Doméne des PAR-4 Rezeptors kénnen Gg11 [53] sowie an Giz43 [52] Proteine gebun-
den sein. Demnach kann die Aktivierung der intrazellularen Signaltransduktion durch
Thrombin Gg4-, Gi-, und/ oder Gqz13 vermittelt sein. Durch die G413~ abhangige Aktivie-
rung kommt es im Verlauf des Rho Signalweges zur Phosphorylierung von Zytoske-
lettproteinen und somit zur Formveranderung [55]. Der G- abhangigen Aktivierung folgt
eine Regulierung verschiedener Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAPK) bzw.
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinasen (P13-Klnase). Dabei kommt die G- vermittelte Aktivie-
rung sowohl tber die a- als auch Uber die By-Untereinheit zustande. Gig, bewirkt in Fol-
ge der Aktivierung der P13-Kinase die Phosphorylierung der Proteinkinase B (PKB) und
der p70S6-Kinase. Gj;- fuhrt hingegen uber eine RAS-RAF Aktivierung zur Phosphory-
lierung der MAPK.

Die G4— Protein vermittelte Signaltransduktion fihrt zu einer Aktivierung der
Phospholipase C B (PLC B) [56]. PLC B ihrerseits katalysiert die Bildung der sekunda-
ren Botenstoffe Inositol-1,4,5 -triphosphat (IP3;) und Diacylglycerol, welchem eine Cal-
cium lonen Mobilisierung und Protein Kinase C Aktivierung (PKC) folgt. Eine indirekte

Aktivierung der MAPK-Kaskade kann auch Uber den PKC-Weg erfolgen, wobei es zur
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Aktivierung der RAS-RAF Kaskade und zur Phosphorylierung der MAPK (siehe Abbil-
dung 1-10) kommt.

AbschlieRend stellt sich die Frage, weshalb auf Thrombozyten zwei verschie-
dene PAR-Rezeptoren exprimiert werden, von denen der PAR-4 hohere Konzentratio-
nen an Thrombin bendtigt und dessen Ansprechen auf die Thrombinaktivierung verlan-
gert ist. Man kénnte in der verlangerten shut off Zeit eine Anpassung sehen, die eine
Aktivierung auch dann noch erlaubt, wenn sehr viele Rezeptoren durch Thrombin oder
andere Protease aktiviert sind. Weiterhin zeigt der PAR-4 Rezeptor im Gegensatz zum
PAR-1 Rezeptor ein Ansprechen auf Cathepsin G eine andere Protease [57]. Die Exis-
tenz von zwei verschiedenen Rezeptoren, die in unterschiedlicher Geschwindigkeit auf
Thrombin ansprechen, erlaubt eine deutliche Reaktion, die auf ein und derselben Zelle

auch noch von der Konzentration an Thrombin abhangen kann.
¢ N

oy

Thrombin

Zellstruktur
Veranderung

Sekretion, Integrin Aktivierung, Metabolismus

Abbildung 1-10: Thrombin induzierte Signaltransduktion durch Aktivierung des PAR-1:

PAR-1 kann an Mitglieder der G113, G4, Giz, Familie von G-Proteinen binden. Darauf bindet das
Gi213 an RhoGEFs (Guanine Nucleotide Exchange Factors), welche letztendlich Rho-
abhéangige Kinasen aktivieren (ROK). Diese ROK wiederum beeinflussen Zytoskelett Proteine
und flhren zum shape change der Thrombozyten. Gigy aktivieren Phosphatidylinositol 3,4,5-
triphosphat (PIP3), Protein Kinase B sowie MAP Kinasen (MAPK). G, regt die Phospholipase C
B (PLC B), an diese hydrolysiert Phosphatidylinositolbisphosphat zu Diacylglycerol (DAG) und
Inositoltriphosphat (IP3), dadurch kommt es zur intrazelluldren Calcium Mobilisierung und zur
Aktivierung der Protein Kinase C (PKC) [49, 53].
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1.4 Proteinsynthese in Thrombozyten

Die Vorstellung, dass Thrombozyten als Spaltprodukte der Megakaryozyten nur zur
Blutungsstillung dienen, musste in den letzten Jahren neu Uberdacht werden. Obwohl
seit 1968 bekannt ist, dass die kernlosen Plattchen m-RNA enthalten und somit die
Maoglichkeit besteht Proteine zu synthetisieren [58] konnte erst 1998 das Bcl-3 als Ers-
tes von den Thrombozyten synthetisiertes Protein charakterisiert werden [17]. Bcl-3
wurde in Thrombin stimulierten Plattchen synthetisiert. Weiterfihrende Untersuchun-
gen zeigten, dass die m-RNA von den Megakaryozyten stammt [11], und falls notwen-
dig, selbst in Thrombozyten durch splicen zurecht geschnitten werden kann. Bcl-3 wird
jedoch nicht gespliced. Dieser signalabhangige Weg der Translation in Thrombozyten
ist an verschieden Bedingungen geknupft.

Die Translation erfolgt in drei Schritten: Erstens der Initiation: das Anlagern der
m-RNA an die Ribosomen sowie die Bindung der t-RNA an das Startcodon der m-
RNA. Der nachste Schritt ist die Elongation (Verlangerung). Sie verlduft Uber drei Zwi-
schenschritte: der Bindung von t-RNA an die komplementare m-RNA, der Ausbildung
von Peptidbindungen und das Abldsen der t-RNA vom m-RNA Strang (siehe Abbildung
1-11). Als letzter Schritt, der Translation, wird die Termination betrachtet, dabei wird ein

Stoppcodon erreicht zu dem es keine passende t-RNA Sequenz gibt (Abbildung 1-12).

R A 2) Elongation
é) I::".Iat;qbn Untereinheit Die Initiator-t-RNA wandert in den Eine Peptidbindung wird gebildet;
e eine. MUOSOMeD: S msrein et , P-Ort. Neue t-RNA bindet der Komplex wandert zum P-Ort,
bindet an die mRNA. Die Initiator t-RMNA (F-Met) bindet an den A-Ort. der Initiator verlaRt das Ribasom.

ebenfalls an dieser Stelle.

—_—— i
Untereinheit Q
/ :

Starter- Codon

L
I

&

? Initiator t-RNA

UAC

~m-RNA

Ribosom
Das Ribosom wandert von
) 5'in 3'- Richtung
grofe ”__ Asite an einem Codon.

Untereinheit

P site

Abbildung 1-11: Ablauf der Translationsstufen: 1 Initiation; 2 Elongation,
A-site =Eingang; P-site = Ausgang der m-RNA
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3) Terminierung
e Gelangt das Ribosom zu einem Stop- Codon, bricht

Abbildung 1-12: Ablauf der

& die Translation ab und die Polypeptidkette wird Translationsstufe 3 Termination
freigesetzt.

(@ T coon

5 _—3

Stop- Codon Stop- Codon L

Der fir die Initiation der Translation wichtige Faktor 4E, auch eukaryotischer Initiations-
Faktor 4E (elF4E) genannt, wurde in Thrombozyten nachgewiesen [15]. Er befindet
sich im Membrangerist der Thrombozyten, zusammen mit den B3- Integrinen und ist
an das Repressorprotein elF4E binding protein-1 (4E-BP-1) gebunden [15]. Die m-RNA
ist im Inneren des Zytoskelettes der Thrombozyten lokalisiert. In nichtaktivierten
Thrombozyten liegen beide demnach in getrennten Zellkompartimenten vor. Diese
raumliche Trennung und die Bindung an das Repressorprotein bedingen Regulations-
moglichkeiten der Translation in Thrombozyten.

Werden die Plattchen durch einen aulReren Reiz aktiviert, unterziehen sie sich
einem Formenwandel, dieser shape change flhrt zu einer Verlagerung der Zellkompar-
timente. Der elF4E wird umverteilt und gelangt nun in direkten Kontakt mit der m-RNA.
Durch Phosphorylierung des 4E-BP-1 wird dieses Repressormolekul inaktiviert, el/F4E
kann nun an das Cap- Ende der m-RNA binden und die Translation initileren (Abbil-
dung 1-13) [59, 60].

Abbildung 1-13: Bildung des
freien elF-4E welcher als Folge
die Translation initiiert

Translation

In der letzten Dekade wurden neben Bcl-3 noch weitere Proteine charakterisiert, die
durch eine signalabhangige Translation in Thrombozyten synthetisiert wurden. So
konnte Lindemann et al. die Expression von IL-13 [18], einem inflammatorischen Zyto-

kin, in Thrombozyten nachweisen. Wie von Denis et al. [11] gezeigte wurde, muss die
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IL-18 m-RNA in den Thrombozyten erst gespliced werden, d.h. es werden die nicht
kodierenden Introns entfernt. Dies gilt auch als weiterer Beleg daflr, dass die Throm-
bozyten einen vollstdndigen Translationsapparat enthalten. Schwertz et al. [14] hat
beschrieben, dass Thrombozyten in der Lage sind, TF (tissue factor) signalabhangig zu
splicen und zu exprimieren. Es konnte damit zum ersten Mal nachgewiesen werden,
dass Thrombozyten nicht nur Speicher flir thrombogene Substanzen und Verschluss-
material sind, sondern Thrombozyten vielmehr ihre vorhandene m-RNA nutzen, um
aktiv Proteinen zu synthetisieren, die inflammatorischen und thrombogene Prozesse
unterhalten kénnen. Die Signalabhangigkeit dieser Proteinsynthese besteht im Zu-
sammenwirken von Stimulation Gber G-Protein Rezeptoren und dem damit gekoppel-
ten inside-out signaling. Die direkte Zellstrukturveranderung durch outside- in signaling,
Uber die Bindung von Fibrinogen an o3 (siehe auch Abschnitt 1.3.2.2) fihrt auch zu
einer signalabhangigen Proteinsynthese. Erst durch das Zusammenwirken dieser
Komponenten kommt es zur Anlagerung des elF-4E an die m- RNA und damit der Ini-
tiation der Proteinsynthese [15, 59].

Pabala et al. [61] untersuchte den Einfluss der Integrine auf die Proteinsynthese
in Thrombozyten am Beispiel von Bcl-3. Es konnte in den Untersuchungen nachgewie-
sen werden, dass die Adhasion der Thrombozyten an Fibrinogen Uber Integrin o33
die Expression von Bcl-3 steuert. Schliel3lich konnte auch der Einfluss der Kollagen
vermittelten Proteinexpression geklart werden. Die Bindung der Thrombozyten an Kol-
lagen Uber a,B4 Integrine flhrt zu einer Bcl-3 Expression auch ohne zusatzliche Stimu-

lation.

1.5 Moglichkeiten der Inhibition der Proteinsynthese

Durch die Wahl geeigneter Inhibitoren kann die Translation unterbunden werden. Wie
unter 1.4 beschrieben verlauft die Translation in drei Stufen: der Initiation, der Elonga-

tion und der Termination. So kann die Proteinsynthese unterbunden werden durch:
Puromycin

3'-(a-Amino-p-methoxyhydrocinnamamido)-3'-deoxy-
N,N-dimethyladenosine, 2HCI

MG: 544,4 g/mol HACO.
' NH; Q
m'NH OH
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Puromycin, ein Nucleosid- Antibiotikum aus Streptomyces alboniger, hemmt die Prote-
in-Biosynthese, indem es eine verfrihte Termination einleitet. Dabei bindet das Puro-
mycin als Aminoacyl-tRNA Analogon an die Polypeptidkette, was dann zum vorzeitigen
Kettenabbruch flhrt. Die entstanden Pseudoproteine sind nicht funktionsfahig (siehe
Abbildung 1-14).

Abbildung 1-14: Wirkung des Puromycin

als Jfalscher* Baustein in der
Proteinsynthese fihrt zum Abbruch der
Synthese.
HOL o
Rapamycin HGTT i
AN
23,27-Epoxy-3H-pyrido[2,1c][1,4] [*’ ™ e /Iﬂ
. . "N"-“"'“" H3ﬂ l‘r.":lH
oxaazacyclohentriacontin o e H“m,{\
MG: 914,17 g/mol it S8 )0
W
g '~.T_-;f“*=h¢y"*-,__¢- e
CHy CHy

Rapamycin, ein Makrolidantibiotikum aus Streptomyces hygroscopius, bindet in
Saugetierzellen an m-TOR (mammalian Target of Rapamycin) oder besser gesagt an
FKBP12 (FK-506 binding protein 12) [62]. Diese Bindung bewirkt eine Hemmung der
m-TOR Aktivitdt. Die Serin/Threonin—Kinase m-TOR gehért in die Gruppe der
Phosphatidylinositol-3-Kinase ahnlichen Kinasen [63]. Als Bestandteil eines Protein-
komplexes reguliert es unter anderem die Translation.

Der durch Rapamycin gehemmte Komplex ist der m-TOR complex 1, beste-
hend aus m-TOR, Raptor (regulatory associated protein of m-TOR) sowie ein G- Prote-
in B-Untereinheit- Ahnliches Protein (GBL), auch als mLST8 bezeichnet [64]. Sowohl
Raptor als auch mLST8 regulieren die m-TOR abhangige Phosphorylierung der S6
Kinase1 und des 4E-B Protein 1 (4 eukariotischen Bindungsprotein 1) in vivo und in
vitro.

Die Translation ist durch eine Vielzahl von Initiations-Faktoren reguliert. In den
eukariotischen Zellen ist die Bildung eines elF4F (eukaryotische Initiations- Faktor 4F)-
Komplexes der entscheidende Schritt der Translations-Initiation. Der elF4F-Komplex,
dirigiert die ribosomalen Untereinheiten an die m-RNA und 16st die so genannte cap—
abhangige Translation aus. Fur einen funktionsfahigen elF4F-Komplex, bestehend aus
elF4A, elF4E und elF4G, muss erst elF4E mit der 7-Methylguanosin Triphosphat (m’
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GTP) cap Struktur der mRNA, die sich am 5°Ende befindet, interagieren. elF4E rea-
giert weiter mit dem elF4G, Uber welches letztendlich die Verbindung zum Ribosom
geschaffen wird [60]. Der elF4F besteht aus drei Komponenten, wobei die Aktivitat des
elF4E durch das 4E-BP1 (4E Bindungsprotein 1) reguliert wird. Uber den Phosphorylie-
rungsstatus des 4E-BP1 wird dessen Affinitat zum elF4E gesteuert. Der Phosphorylie-
rung, speziell an Serin und Threonin des 4E-BP1 durch m-TOR, folgt die Spaltung vom
elF4E, welches damit in den elF4F Komplex binden kann (siehe Abbildung 1-15). Ra-
pamycin unterbindet die Phosphorylierung von 4E-BP1 an Serin 65 und Threonin 70,
und somit die Bildung eines funktionsfahigen elF4F Komplexes [65] (siehe Abbildung
1-16).

Abbildung 1-15: Mechanismus der
Translation- Initiation. Eine
Hyperphosphorylation von 4E-BPs (durch
‘P gekennzeichnet) fuhrt zu einer
Spaltung von 4E-BP und elF-4E. Dabei
kann das freie elF-4E an elF-4G binden.
EIF-4G dient dabei als Gerilst fur die
Translations Faktoren. Diese sind die
RNA , elF4A, das Poly A- Bindungsprotein
PABP und elF3 welches die 40 S
Untereinheit der Ribosomen zum 5 Ende Translation
der m-RNA leitet.[66]
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rylierung ist entscheidend fiir die 5" TOP m- \ q@-ﬂg
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Translation /

Ein weiterer Angriffspunkt von Rapamycin ist an der S6 Kinase1. Die S6 Kinase1, oder
auch p70/S6 Kinase, phosphoryliert das 40 S ribosomale Protein S6 [65, 67]. Die m-
RNA Familie, deren Translation von S6 Kinasen reguliert wird, sind durch einen end-
standiges Oligopyrimidin Gebiet (TOP) am 5° Ende charakterisiert [67, 68]. Diese 5
TOP m-RNAs verschlisseln sowohl Komponenten der Translationsmaschinerie, als
auch ribosomale Proteine, Elongations Faktoren und das Poly (A)- bindende Protein
(PABP) [67]. Unter Rapamycin Einfluss kommt es zu einer Dephosphorylierung von
Threonin 389, Serin 404 sowie Threonin 229 und somit zur Inaktivierung von S6K1 [65,
68, 69]. Daraus resultiert eine Verminderung der 5"'TOP m-RNA Translation (siehe Ab-
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bildung 1-16). Rapamycin zeigt damit einen sehr selektiven Wirkmechanismus auf, der
es ermoglicht, gezielt in die Proteinsynthese und damit in die Proliferation von Zellen
einzugreifen. In der Praxis wird Rapamycin zum einen zur Prophylaxe von Organab-
stoBungen bei Transplantpatienten eingesetzt. Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die
Verhinderung von Restenose in nativen Herzgefalten. Dabei kommt ein mit Rapamycin
beschichteter Stent zum Einsatz, welcher kontinuierlich Rapamycin aus einer Poly-
mermatrix Uber den Zeitraum von 3 Monaten freisetzt. Diese Stutze wird in dem Gefaly
an der verengten Stelle platziert und verhindert den Totalverschluss. Die Restenosen,
welche nach Stentimplantation beobachtet wurden, sind Folgen der Neointimabildung.
Durch Verwendung von Rapamycin beschichteten Stents konnte ein Riickgang dieser

Restenosen beobachtet werden [70].

Wortmannin:
MG: 428,4 g/mol

Wortmannin, ein Stoffwechselprodukt von Penicillium funiculosum, ist ein spezifischer
Inhibitor der Phosphatidyloinositol 3-Kinasen (PI3Ks) [71]. Wie oben genannt gehdrt m-
TOR zur Gruppe der Phosphatidylinositol-3-Kinase ahnlichen Kinasen [63]. Wortman-
nin wirkt auf ahnliche Weise wie Rapamycin, indem es die Phosphorylierung des 4E-
BP1 hemmt und dadurch die Ausbildung des fiir die Translation nétigen elF4F Kom-
plexes verhindert [72, 73] (siehe auch Abbildung1-15 und 1-16).

) Abbildung 1-17: Wortmannin wirkt inhibierend auf
die Phosphoinositol-3 Kinase (PI-3K), welche uber

die Pyruvat Dehydrogenase Kinase 1 (PDK1) und die
Protein Kinase B (PKB) letztendlich auf m-TOR wirkt.
Somit wird die 4E-BP1 Phosphorylierung gehemmt.
Es konnen keine elF4F Komplexe gebildet werden.
Als Folge daraus ist die Translation gehemmt.
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Dabei greift Wortmannin an einer GUbergeordneten Stelle des Signalweges ein. Auf die-
se Weise sind weitere Faktoren, die fir die Proliferation der Zelle wichtig sind, auch
gehemmt. So wird durch Inhibierung der Phosphoinositol-3 Kinasen nicht nur die
Phosphorylierung des 4E-BP1 gehemmt, vielmehr werden durch Hemmung nachfol-
gender Kinasen zellulare Prozesse reguliert. Die Protein Kinase B (PKB) ist eine Se-
rin/Threonin Kinase welche in der Zelle unter anderem die Apoptose verhindert [74].
Durch deren Funktionseinschrankung werden apoptotoische Prozesse in der Zelle

nicht mehr reguliert.

1.6 B-cell Lymphoma 3 (Bcl-3)

Bcl-3 wurde in den B-Zellen bei chronisch lymphatischer Leukadmie entdeckt [75]. Es
gehort in die Familie der IkB Regulationsproteine, die unter anderem den Transkripti-
onsfaktor NF-kB regulieren und so Einfluss auf die Proteinexpression in kernhaltigen
Zellen nehmen kdnnen. In vitro bindet Bcl-3 an p50 und p52. Beide sind Mitglieder der
Rel Familie und man geht davon aus, dass uber diese Bindung die Transkription regu-
liert wird [76]. Das Bcl-3 Protein besteht aus mehreren Ankyrin Regionen mit Prolin-
reichen N und C Termini, was auf weitere Protein-Protein Interaktionen als nur die von
NF-kB schlief3en lasst. In verschiedenen Experimenten konnte festgestellt werden,
dass Bcl-3 an die SH 3 Domaine von Fyn in transfezierten Zellen und auch in Plattchen
binden kann. Zugleich interagiert Bcl-3 aber auch mit Lck, einer Tyrosin Kinase ahnlich
Fyn. Fyn reguliert die Zytoskelettfunktion. Die genaue Funktion des BCI-3 Proteins ist
noch nicht bis ins Detail aufgeklart. In Thrombozyten tbernimmt BCI-3 eine Funktion in
der Thrombusverfestigung (Clot Retraction), indem es an die SH 3 Domaine von Fyn
bindet [77].

1.7 Bakterielle Toxine

1.7.1 Lipopolysaccharid

Das zur Gruppe der Endotoxine gehérende LPS ist ein Zellwandbestanteil Gram-
negativer Bakterien. LPS ist ein Heteropolymer, welches aus zwei Hauptbestandteilen
besteht: dem hydrophoben Lipid A, welchem die immunmodulatorischen Eigenschaften
des LPS zugesprochen werden, sowie den hydrophilen Polysacchariden. Die Lipid A
Phosphate und Fettsdure Acylierungen unterscheiden sich unter den einzelnen Bakte-
rienstdmmen. Nach Lyse der Bakterienzelle wird das LPS in die Blutbahn abgegeben

und ist dort in der Lage, das Immunsystem zu aktivieren, indem es die Monozyten,
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Makrophagen, Thrombozyten und die Endothelzellen stimuliert. LPS kann an drei ver-
schiedenen Rezeptoren binden: an dem gelésten oder membrangebundene CD14-
MD2-TLR4 Molekulen, allgemein als Toll like Rezeptor 4 bezeichnet, sowie an dem
CD11/18 Molekillen, den B 2 Integrinen und an den Scavenger Rezeptoren. Im
menschlichen Plasma bindet das LPS an ein hepatisches akut Phasen Protein: das
LPS binding Protein LPB. Das LPB transportiert LPS Monomere an den CD 14 Rezep-
tor (siehe Abbildung 1-18).

LBR~
LPS Abbildung 1-18: LPS bindet an LPB
O (LPS binding Protein) und gelangt so
- zum CD14-MD 2 Rezeptor Komplex.
Die Effekte der Bindung des LPS am
L MD2

Rezeptor-Komplex sind die Aktivierung

uoooooooooo v 00000000000 W von Rac 1, Ras und PI3K

......Q....“/..........’ (OO0

/\

Indem LPS am CD14-MD2-TLR4 Molekul bindet erhéht sich die Adhasion der Throm-
bozyten an Fibrinogen. Allerdings ist der genaue Mechanismus der Aktivierung huma-
ner Thrombozyten noch nicht im Detail aufgeklart. So konnte in verschiedenen Experi-
menten, mit unterschiedlichen LPS Konzentrationen, keine Aggregation induziert wer-
den. Vielmehr kann die Aggregation als Folge der Aktivierung betrachtet werden. Ein
direkter Zusammenhang von der Bindung des LPS an TLR4 und den weiteren intrazel-

luldren Signalwegen ist noch unbekannt.

1.7.2 Staphylococcus aureus a- Toxin

Staphylococcus aureus ist einer der haufigsten Erreger bakterieller Infektionen und flr
sehr viele Erkrankungen, wie das Lyell-Syndrom (Staphylococcal scalded skin syn-
drom) oder auch fiir eine lebensbedrohliche Sepsis, verantwortlich. Zudem produziert
Staphylococcus aureus eine Vielzahl von extrazellularen Proteinen, unter anderem funf
zytolytische Toxine (a-, B-, y-, 8- Hamolysin und Leukocidin), eine Koagulase, Entero-
toxine A-E, das Shock Syndrom Toxin-1 und viele weitere [1]. Das a-Toxin aus Staphy-

lococcus aureus ist ein hydrophiles Protein mit einer Masse von 34 kDa, welches ha-
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molytischen, zytotoxischen und dermonekrotischen Eigenschaften besitzt. Es besteht
aus 293 Aminosaureresten und enthalt kein Cystein [78]. Fir die Bindung an die Zell-
membran bendtigt a-Toxin keine speziellen Proteinrezeptoren, vielmehr bildet es eine
Ringstruktur aus Toxin-oligomeren. Diese Heptamere bilden nichtselektive Poren in
einem Lumendurchmesser von 1,1 — 2,5 nm in den Zellmembranen [79, 80]. Bei diesen
Poren handelt es sich um wassergefillte Kanale, die nicht selektive lonen und kleinere
Molekile (MG 1000-4000) passieren lassen (Abbildung 1-19 und 1-20).

Abbildung 1-19: Porenbildung: Das wasserlésliche Monomer bindet an der Zellmembran (a); die memb-
rangebundenen Monomere bilden einen Pre-Poren Komplex (b). Durch die Oligomerisierung kommt es zur
Insertion der zentralen Molekildoméane in die Bilayermembran, in dessen Folge sich dann ein heptameri-
sches Porenkomplex ausbildet (c). [modifiziert nach [81] ]

Abbildung 1-20: Modellvorstellung einer a-Toxinpore
in Aufsicht auf die Zellmembran

Der Zelltod erfolgt durch den schnellen Verlust an lebenswichtigen Molektlen, wie z.B.
ATP, sowie durch Veranderung des intrazellularen Milieus durch Einstrom von Wasser
(bis hin zur Zytolyse) aber auch von Calciumionen [80]. Calciumionen fungieren als
Trigger fiir viele sekundare Reaktionen in der Zelle [82]. So werden viele Ca?* abhangi-
ge Enzyme, wie die Adenylatcyklase, die Phospholipase A2 und die Phospholipase C,
reguliert. Weiterhin sind Calciumionen an der Muskelkontraktion und an Sekretionsvor-
gangen beteiligt. Es ist bekannt, dass Plattchen nicht bis zur Lyse anschwellen kdnnen,
da ihr Gehalt an zytoplasmatischen Makromolekulen geringer ist [83]. Somit gewinnen
sekundare zellulare Reaktionen, hervorgerufen durch die Porenbildung, und daraus
resultierenden lonen Einstrom an Bedeutung [1].

Auch konnte gezeigt werden, dass a-Toxin in verschiedenster Weise mit dem
Blutplattchen interagiert [83, 84]. Die aggregationsauslésende Eigenschaft des a-
Toxins im Plasma wurde in einem Konzentrationsbereich von 1- 2,5 pg/ml beschrieben
[83]. Gewaschene Thrombozyten reagieren sensibler. Hier gentigt eine Konzentration

von 0,5-1ug/ml a-Toxin im Fluid zum Aggregieren. Die Sensibilitdt der Thrombozyten
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auf das Toxin konnte durch Zugabe von gepoolten humanen IgG wieder verringert
werden. Diese Erkenntnisse lassen auf einen protektiven Effekt der Immunglobin- Anti-
koérper auf die durch a-Toxin induzierte Plattchenaktivierung und Aggregation schlief3en
[83].

Die bisherigen Untersuchungen des Einflusses von Staphylococcus aureus o-
Toxin auf die Blutplattchen blieben auf die Aggregation beschrankt. Es sind noch keine
Daten zur Thrombozytenaktivierung und Veranderungen im Proteinmuster bekannt. In
der unten aufgeflihrten Tabelle 3 werden die Einfliisse des a-Toxins auf verschiedene
Zellpopulationen dargestellt. Die Wirkung beruht meist indirekt durch Mediatorfreiset-
zung aus verschiedenen Zellen. Durch einen erhohten Calciumeinstrom in die Zelle

werden diese aktiviert und es folgt die Mediatorfreisetzung.

Toxin Target freigesetzte Mediatoren Zielzellen
Thromboxan
. an Leukotrien Saugerzelle
in Saugerzel-
aIIg|:rrr11ein Polymorphkernigeneutrophile
kommt es zum LTB, Leukozytgn
Calcium- Eosinophile
einstrom Monozyten
'II?)?AZ Glattemuskelzellen
2
Polymorphkernigeneutrophile
a- TNFa Endothelzellen
Toxin IL 1 T-Zellen und Makrophagen
Monozyten L6 Akutphasen Protein, T-Zell-
und B-Zellproliferation
IL8 Chemotakt flir Neutrophile
und T-Zellen
Endothelzellen
Makrophagen PAF Thrombozyten
Neutrophile
Thrombozyten PF4 Neutrophile, Monozyten

Tabelle 3 Wirkung des a-Toxins auf verschieden Zellen [1, 8, 85, 86].

Durch die Toxinpore kommt es zum Calciumionen Einstrom, dies flhrt zur Aktivierung der Zelle und letzt-
endlich zur Ausschuttung der Mediatoren. LTB4: Leukotrien Bs, PGl,: Prostaglandin I, TXAz: Thromboxan
A2, TNFo Tumor Nekrose Faktor a, IL 1;2,6,8: Interleukin 1,2,6,8; PAF: Plattchen Aktivierender Faktor,
PF4: Plattchen Faktor 4
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1.8 Fragestellung dieser Arbeit

Die Entdeckung, dass Thrombozyten RNA enthalten und diese nutzen, um nach sig-
nalabhangiger Aktivierung Proteine zu synthetisieren, wirft ein neues Licht auf die ein-
fachen, nicht zur Regulation fahigen, Zellen. In der Vergangenheit konnte gezeigt wer-
den, dass die Thrombozyten nicht nur RNA enthalten, sondern diese sogar splicen und
in Proteine umschreiben kdnnen. Dieser Vorgang erfolgt aber nicht spontan, sondern
ist vielmehr signalabhangig. Die Signale fiihren jedoch nicht nur zu einer Translation,
vielmehr werden die Thrombozyten aktiviert und erfahren dann einen shape change.
Durch diese Strukturveranderung ist allerdings auch eine Aggregation der Thrombozy-
ten moglich. Die Aggregation stellt die Hauptaufgabe der Thrombozyten dar, sie fiihrt
zum Verschluss der Lasion und stoppt die Blutung. Gerat dieser Prozess der Ha-
mostase auller Kontrolle, kommt es zu Blutungskomplikationen. Blutungskomplikatio-
nen, wie eine starke Abnahme der Thrombozytenzahl und die Ausbildung von
VerschluRthromben in den Gefallen, werden haufig bei septischen Patienten beobach-
tet. Ausléser dieser Komplikationen kénnen Substanzen des Immunsystems sein, die
gegen die Infektion ankdmpfen oder es sind die Erreger selbst. Aus der Literatur ist
bekannt, dass bakterielle Toxine Blutzellen und speziell Thrombozyten beeinflussen

kdbnnen.

Um den Einfluss der bakteriellen Toxine auf Thrombozyten zu untersuchen, sollte im

Rahmen dieser Arbeit folgende Fragestellung bearbeitet werden:

e Einfluss bakterieller Endo- und Exotoxine Toxine auf die Aktivierbarkeit hu-
maner Thrombozyten
o Aktivierung der Adhasion von Thrombozyten an unterschiedliche Matrizes
durch bakterielle Toxine
o Aktivierung thrombozytarer Rezeptoren wie dem GP lIb/llla durch bakteriel-
le Toxine
o Beeinflussung der Proteinexpression humaner Thrombozyten durch bakteri-
elle Endo- und Exotoxine
0 Signalabhangige de novo Synthese des Bcl-3 Proteins
0 Regulation der Bcl-3 Expression
o0 Identifizierung und Regulation thrombozytarer Proteine mit Hilfe der 2-D

Analyse Methode
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Laborgerate und Verbrauchsmaterial

2.1.1.1 Laborgerate

APACT-4 Rolf Greiner Biochemica Flacht
Automatische Pippetierhilfe: Pipetus Hirschmann Laborgerate Eberstadt
Akku

Durchlaufkihler: FBC 620 Fischerbrand Schwerte
Electrophoresis Powersupply Amersham Pharmacia Biotech Freiburg i.Br.
EPS600

Filmmaterial Amersham Hyper- Amersham GE Healthcare Limi- UK

film™ ECL ted

Folienschweil3gerat: Vacupack plus  Krups Solingen
Heizblock: Thermomixer 5437 Eppendorf Hamburg
Hoefer SE600 Dual Vertical Unit, Amersham Pharmacia Biotech Freiburg i.Br.

Complete

Immobilon™-P Transfer Membrane Millipore Bedfordm USA
Inkubator Heraeus Heraeus Hanau
IPGphor Isoelectric Focusing Unit Amersham Pharmacia Biotech Freiburg i.Br.
Kamera: Canon Power shot G6 Japan
Laborwaage: FI3100 Fischerbrand Schwerte
Linearschuttler: Polymax 2040 Heidolph Instruments Schwabach
Magnetrihrer: lkamag RCT IKA® Labortechnik Janke & Kun-  Staufen

kel
Mikrowelle: Micromat AEG Nurnberg
Mikroskop: Axioskop Zeiss Unterkochen
pH-Meter: CG837 Schott Mainz
Pipette: 0,5-10ul Eppendorf Hamburg
Pipette: 10-100pl Eppendorf Hamburg
Pipette: 100-1000ul Eppendorf Hamburg
Prazisionswaage: Precisa 40SM- PAG Oerlikon AG Zurich, Ch
200A
Scanner: AGFA Snapscan 1236s AGFA Koln
Spectra Fluor Plus Tecan Crailsheim
Spectralphotometer S.250 Secoman Domont Cedex
Strip Holder, 13cm Amersham Pharmacia Biotech Freiburg i.Br.
Vortexer: Reax 2000 Heidolph Instruments Schwabach

Wasseraufbereitungsanlage: Milli- Millipore Bedford USA
pore

Wasserbad Julabo Seelbach
Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge Eppendorf Hamburg
5417R

Zentrifuge: Hettich Hettich Zentrifugen Tuttlingen
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2.1.1.2 Plastikware

Centrifuge Tubes 50ml Labcon SanRafael, USA

Halbmikrokuvetten 1201 Ratiolab Dreieich

Kandlen: Sterican 0,70x30, 0,90x70 Braun Melsungen

Mehrweghé&hne: Discofix Braun Melsungen

Pipettenspitzen 0,5-10, 10-100, Eppendorf Hamburg

100-1000ul

Plastikpipette: Pasteurpipetten PE Ratiolab Dreieich

Reaktionsgefafte 1,5 und 2,0ml Eppendorf Hamburg

Spritzen: 1, 2, 5, 10, 20, 50m| Braun Melsungen

Perfusionsbesteck mit Fligel Sarstedt Nimbrecht
2.1.1.3 Glasware

Flaschen mit Schraubdeckel (PP) Schott Mainz

100, 500, 1000ml

Glasauflaufformen Pyrex/Schott Mainz

Messzylinder 5, 10, 25, 100ml Schott Mainz

Objekttrager Superfrost Plus, Men-  Labotec Wiesbaden

zel Glaser

Zahlkammer nach Neugebauer: Kihn & Bayer Nidderau

improved

2.1.2 Chemikalien

Wasserqualitat

Zur Herstellung von Lésungen und Reaktionsansatzen wurde destilliertes Wasser

verwendet (Aufbereitungsanlage: Millipore Direct Q3 UV, Millipore Schwalbach). Bei

Ribonukleinsaure (RNA)-Analysen wurden die Lésungen und Reaktionsansatze mit

destilliertem Wasser angesetzt, das mit Diethylpolycarbonat (DEPC) behandelt wurde.
Dazu wurde 1 | dH,O mit 100ul DEPC Uber Nacht inkubiert und das DEPC anschlie-

Rend durch autoklavieren inaktiviert.

1-Butanol B7906-500ML Sigma Aldrich
30% Acrylamid/Bis Solution, 37,5:1  161-0156 BioRad

Aceton 5025.2 Roth

Acetonitril 1.15500.1000 Merck

ADP 5366 Rolf Greiner
Agarose 22674 Roth
Albuminstandard 23209 Thermo Scientific
a- Toxin (a-Hemolysin) H-9395 Sigma Aldrich
Staphylococcus aureus

Amidoschwarz A-8181 Sigma Aldrich
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Ammoniumpersulfat 161-0700 BioRad
Ammoniumsulfat 1.0126.1000 Merck

Bcl-3 Antikdrper sc13038 Santa Cruz
Benzonase® 1.01694.0001 Merck

Borat B7901 Sigma
Bromphenolblau B-3269 Sigma
CHAPS 1479.1 Roth
Citronensaure Monohydrat 1.00242.0500 Merck
complete® mini 11.836.153.001 Roch

DEPC K028.3 Roth
Dinatriumhydrogenphosphat 1.05586.0500 Merck
(NaQHPO4)

Diethylpolycarbonat (DEPC)

Dimethylsulfoxid DMSO D-2650 Sigma Aldrich
Dithiothreitol (DTT) 6908.1 Roth

DNA latter T-833.1 Roth

ECL Western blotting detection RPN2108 Amersham
reagents and Analysis system

ECL Plus Western blotting detection RPN 2132 Amersham
reagents

Essigsaure 3738.1 Roth

Ethanol absolut 20 821.321 VWR
Ethidiumbromid E-7637 Sigma Aldrich
Ethylendiamintetraessigsaure E-6758 Sigma Aldrich
EDTA

Evans Blau E-2129 Sigma Aldrich
Fibrinogen (human plasma) Cat. No. 341576 Calbiochem
Glucose K1261442 Merck
Glycerol 87% 17-1325-01 Amersham
Glycin 99% G 8898-1KG Sigma Aldrich
Goat anti Rabbit sc 2004 Santa Cruz
Goat anti Mouse IgM, H&L Chain 401225 Calbiochem
Specific Peroxidase Conjugat

Harnstoff A 120.1 Roth

HBSS without Ca**, Mg”* and Phe- Cat. No BE10-527F Biowithaker
nol red free

HEPES H9136 Sigma Aldrich
Humanes Serum Albumin 20% Ch.B 0103502C Baxter

IGP Cover Fluid 17-1335-01 Amersham
Immobiline DryStrip gels, pH 3-10L

IPGphor Strip Holder Cleaning So- 80-6452-78 Amersham
lution

Isopropylalkohol 6752.3 Roth
Kaliumchlorid (KCI) 1.04936.1000 Merck
Kaliumdihydrogenphosphat 1.04873.1000 Merck
(KH,PO,)

Kollagen Typ | (human placenta) Cat.No. C7774-5MG Sigma Aldrich
Kodak processing Chemicals D- 19 P 5670 1GA Kodak
Developer

Kodak Fixer P 6557 1GA Kodak
Laminin Cat. No. L6274-.5MG Sigma Aldrich
LPS E.coli Serotype 0127:B8 L-3129 Sigma Aldrich
Magermilchpulver Sucofin TSI
Magnesimchlorid (MgCl,) M-2670 Sigma Aldrich
Medium 199 BE 12117f Biowhitaker
Methanol 65543 Fluka
Naphthol blue black/Amido black 1B N- 3393 Sigma Aldrich
Natriumazid K-3051 Roth
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Natriumdeoxycholat D6750-25G Sigma Aldrich
Natronlauge (NaOH) 6771 1 Roth

Nonidet P40 1754599 Boehringer
Omniscript® Cat.No. 205111 Qiagen
o0-Phosphorsaure 9079.1 Roth

PAC-1 340507 BD

PBS- Tabletten P-4417 Sigma Aldrich
Phosphoserin Detection Kit 525282 Calbiochem
Phosphothreonin Detection Kit 525288 Calbiochem
Phosphotyrosin Detection Kit 525322 Calbiochem
PIPES P8655-25G Sigma Aldrich
Ponceau S P-7170 Sigma Aldrich
Prestained SDS-PAGE Standards, 161-0304 Bio Rad

Low Range

Prostaglandin E (PGE1) 13010 Cayman
Puromycin P8833-10MG Sigma Aldrich
Rapamycin 553210 Calbiochem
rat mab anti mouse 1IgG1 HRP 04-6120 Invitogen
Roti® load 2 4x konz. K 930.1 Roth
Saccharose 9286.1 Roth
Salzsdure (HCI) 4625-1 Roth

SDS solution 10% 161-0416 BioRad

SDS 2326.3 Roth

Seva Blue G 350 50 Serva

Silver Saining Kit, Protein 17-1150-01 GE Healthcare
TEMED 161-0801 BioRad
(N,N,N’N’'Tetramethylethylendiamin

e)

Thioharnstoff T-7875 Sigma Aldrich
Trifluoressigsaure P008.1 Roth

Tri- Natriumcitrat Dihydrat 3580.1 Roth

TRIS (Trishydroxymethylamino- 4855.2 Roth

methan)

TRIZOL® Reagent Cat. No. 15596-018 Invitrogen
Tween 20 P- 9419- 100ML Sigma Aldrich
Wasserstoffperoxid H,O, 30% 1.07209.0250 Merck
Wortmannin W1628-1 MG Sigma Aldrich

2.2 Methoden

2.2.1 Thrombozyten-Isolierung

Die Blutproben wurden von gesunden mannlichen Probanden durch Punktion der Cubi-

talvene mit einem 21 G Perfusionsbesteck mit Flugeln abgenommen. Die freiwilligen

Probanden hatten in den letzten 10 Tagen vor der Blutentnahme keine Antikoagulan-

zien genommen. Das Blut wurde in ACD-A (Acid Citrat Dextrose) aufgenommen um

eine Aktivierung durch freie Calciumionen zu verhindern.

In einem ersten Zentrifugationsschritt gewann man bei 800 rpm 37°C fir 18 min

das PRP (Plattchenreiche Plasma). Durch einen zweiten Zentrifugationsschritt wurde

bei 2950 rpm und 37°C fir 18 min das Thrombozytenpellet erhalten. Das Zellpellet

wurde zweimal mit Waschpuffer resuspendiert und erneut bei 2950 rpm und 37°C fir
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18 min zentrifugiert. Im Anschluss wird das Pellet in Medium 199 oder HBSS aufge-
nommen.
Die Zellzahlbestimmung erfolgt in einer Neubauer improved Zahlkammer durch

auszahlen von 5 Gruppenquadraten (80 Kleinstquadraten) und Berechnung nach

x *V * 4000 )
80 = Zellen/pl . V= Verdiinnungsfaktor
x = die in 5 Gruppenquadraten (80 Kleinstquadraten) ge-
fundenen Thrombozyten

ACD-A

tri-Natriumcitrat 25¢g

Zitronensaure 1,379

Glucose 2049

Aqua ad 100 ml
Tabelle 4 :Zusammensetzung ACD-A nach USP

Waschpuffer [87]

PIPES 5mM

HEPES 20 mM

NaCl 145 mM

KCI 4 mM

MgCl, 1 mM

NazHPO4 50 HM

Glucose 55 mM

PGE; 10 nM

pH 7,2

Tabelle 5: Zusammensetzung des Waschpuffers

2.2.2 Adhiasions Experiment

Kommt es im Verlauf einer Gefalverletzung zur Exposition von extrazellularer Matrix,
lagern sich sehr schnell Thrombozyten an das geschadigte Areal an und versuchen so
die Lasion zu schlieBen. Dieser erste Schritt der Adhasion (lose Adhasion) einzelner
Thrombozyten flhrt zur Rekrutierung von im Blut zirkulierenden Plattchen und schliel3-
lich zur Thrombusbildung. In der initialen Kontaktphase der im Blut zirkulierenden
Thrombozyten und der subendothelialen Matrix scheinen die auf Thrombozyten expri-
mierten Glykoproteine Iba (GPIb-V-1X) und das Glykoprotein VI (GP VI) entscheidend
zu sein. Die Interaktion zwischen GPlba mit an Kollagen verankertem von Willebrand

Faktor (VWF) [88] sowie die Bindung von GPVI an fibrillares Kollagen fihren zur Rekru-
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tierung von Thrombozyten aus dem Blutstrom an die verletzte GefalRwand. Es folgte
eine Verfestigung der Adhasion tber GPlIb-llla (a,B3) und GPla- lla (axB+).

Die extrazellulare Matrix der Gefallwande besteht aus unterschiedlichen Kolla-
gen-Typen, VWF, Fibronectin sowie andere adhasive Proteine, wie Laminin, Fibulin
und Thrombospondin. Fibrinogen/Fibrin und Vitronectin werden zwar nicht von den
GefaBwandzellen synthetisiert, dennoch zahlen sie zu den potentiellen thrombogenen
Substanzen und kénnen sich an die extrazellulare Matrix anlagern. Mit diesen Experi-
menten sollten unterschiedliche Matrizes auf ihre Fahigkeit Thrombozyten zu binden

getestet werden. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mikroskopisch.

2.2.2.1 Adhasion an Kollagen

Das aus humanem Plazentagewebe gewonnene Typ | Kollagen wurde in 0,5 % Essig-
saure geldst, aliqoutiert und bei 4 °C gelagert. Fur jeden Versuch wurden die Aliquots
(1 mg/ ml) mit 0,5 % Essigsaure verdunnt, um eine Konzentration von 50 pug/ ml bzw.
10 pg/ ml zu erhalten. Diese Losung wurde dann in die Zellkulturflaschen oder 6 Loch
Kulturgefal® gegeben und Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Zu Beginn der Adh&sionsver-
suche wurde der Uberstand aus den Kulturflaschen abgesaugt und verworfen. Um un-
spezifische Bindungen zu unterbinden wurde 1%iges humanes Serum Albumin (HSA)
fur vier Stunden auf das an den Zellkulturflaschenboden anheftende Kollagen gege-
ben. Anschlielliend wurde das HSA wieder abgesaugt und die Kulturflaschen mit HBSS
(Ca®*/Mg** frei) gesplilt. Die Thrombozytensuspension wurde in etwas N&hrmedium
zugegeben und fur vier oder zwdlf Stunden bei 37 °C, 5% CO, Sattigung im Inkubator
gelagert. Es folgte eine mikroskopische Auswertung der an Kollagen adharenten

Thrombozyten.

2.2.2.2 Adhasion an Fibrinogen

Fibrinogen, der Faktor | der Blutgerinnung, ist ein I6slicher EiweilRkérper (Glykoprotein),
der in der Leber gebildet wird. Bei der Blutgerinnung wird es durch Thrombin und Cal-
cium in Fibrin, das fir die Bildung des sekundaren Thrombus verantwortlich ist, umge-
wandelt. Fur die Experimente mit Fibrinogen wurde das Lyophylisat in 37°C warmer
isotonischer Kochsalzldsung zu einer Konzentration von 1mg/ml geldst und aliquotiert.
Wie schon bei den Kollagen-Experimenten wurde das Fibrinogen in Zellkulturflaschen
oder 6 Loch Platten ausgebracht und tber Nacht bei 4°C gelagert. Am Tag des Expe-
rimentes wurde das Fibrinogen mit einprozentigem HSA flir mindestens drei Stunden

geblockt und mit HBSS zweimal gewaschen.



42

2.2.2.3 Adhasion an Laminin

Das Laminin wurde mit HBSS auf eine Konzentration von 50 ug/ ml gebracht und bei
4°C gelagert. Fur die Versuche wurden die unspezifischen Bindungen ebenfalls mit
einprozentigem HSA beblockt und mit HBSS gewaschen. Laminin ist als Glykoprotein
ein Bestandteil der extrazellularen Matrix. Das Lamininmolekll besteht aus einer a-,
einer B- und einer y-Proteinkette, die sich in heterotrimerer Form zum Lamininmolekill
zusammensetzen. Die subendothelialen Formen sind Laminin 8 (a4f4y4) und 10
(asB1y+); Thrombozyten enthalten auf3er 8,10 auch das Laminin 11 (asB2y+1).

In der Literatur gibt es verschiedene Auffassungen lUber die Wechselwirkungen
von Laminin und den Plattchen. So wurde beschrieben, dass sich die Thrombozyten an
Laminin anlagern ohne dabei eine Strukturveranderung (shape change) zu erfahren,
wie es bei der Adhasion an Kollagen oder vVWF beobachtet wurde. Damit zeigen sich
auch keine sekretatorischen oder morphologischen Veranderungen, die zur Aktivierung
fuhren [89]. Neuere Erkenntnisse hingegen belegen, dass Thrombozyten Uber einen
Laminin-Rezeptor (Integrin asB1) an die E8 Domaine des Laminin binden [90]. Dem
folgt dann die Aktivierung Uber ein weiteres Glykoprotein GP VI zur Lamelopodienfor-

mation (siehe auch 1.3.2.3).

2.2.3 Proteinexpression in Thrombozyten

Um den Proteinexpressionsstatus der Thrombozyten zu untersuchen wurden Western-
Blot sowie das 2D Western-Blot Verfahren angewendet. Das Plattchen-Proteom um-
fasst alle Proteine zu einem bestimmten Zeitpunkt, mit all ihren Isoformen und
posttranslationalen Variationen. Fir Proteom-Untersuchungen eignen sich Plattchen
besonders durch das Fehlen des Zellkerns. Weiterhin kann man sie in hohen Ausbeu-
ten isolieren und leicht von anderen Blutzellen isolieren. Das Proteom unterliegt einem
stédndigen Wandel, unter anderem einer Post-Translationalen-Modifikation (PTMs). Im
Falle vom Plattchen-Proteom geschehen diese Veranderungen als Antwort auf die Ak-
tivierung. Da die Plattchen nur eingeschrankt zur de novo Proteinsynthese fahig sind,
werden Veranderungen meist als PTMs sichtbar, wie z.B. Protein-Phosphorylierungen
an Serin, Threonin und Tyrosin. Daher geben Veranderungen des Phosphorylie-
rungsstatuses eines Proteins wichtige Informationen (ber die Mechanismen der PIlatt-

chenaktivierung.
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2.2.3.1 Proteinextraktion

Die Verwendung eines Lysepuffers zerstort die Zellmembran und die Proteine gehen in
Lésung. So kénnen sie anschlieBend bei der Elektrophorese (Abschitt 2.1.4.1) aufge-
trennt werden. Der Lysepuffer enthalt Protease- und Phosphataseinhibitoren, welche

der Denaturierung der Proteine durch zelleigene Enzyme entgegenwirken.

RIPA- Lysepuffer

Nonidet P 40® 1%
Natriumdeoxycholat 0,5 %

SDS 1% (m/V)
Complet mini® 4 Tabletten
mit PBS auf 40 ml

Tabelle 6: Zusammensetzung RIPA Lysepuffer: Der Lysepuffer wird in 2,5 ml Tubes aliquotiert und bei -
20°C gelagert.

Lysepuffers fiir 2D:

Harnstoff 7M
Thioharnstoff 2M
CHAPS 4 %

TRIS Buffer 40 mM
Complete Mini® 4 Tabletten
Benzonase® 100 1U/ml
Mit Aqua dest. auf 40 ml

Tabelle 7: Modifiziertes Amersham Pharmacia Biotech Protokoll (Berkelman und Stenstedt, 1998):
Der Lysepuffer wird zu 2,5 ml aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Nach Zugabe des Lysepuffers werden 100 U/ ml Probenvolumen einer DNAse/RNAse
(Benzonase®) zupipettiert. Die Proben werden bei Raumtemperatur fir eine Stunde
inkubiert und anschliellend in einer Eppendorf-Zentrifuge mit 20800 g fir 90 min bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird abpipettiert und zu Proben von je 100 pl in origi-
nal Eppendorf-Probengefalien aliquotiert. Im Folgenden kénnte sowohl die Auftren-
nung mittels Gel-Elektrophorese oder die erste Dimension angeschlossen werden, falls
dies nicht geschieht werden die Proben bei — 80°C gelagert. Vor dem Auftragen der
Proben auf die Gele muss der Gesamtproteingehalt der Proben bestimmt werden. Dies

erfolgt mit der Proteinbestimmung nach Popov [91].

2.2.3.2 Proteinbestimmung nach Popov

Ansetzen der Losungen.
Losung I: 0,65 g Amidoschwarz 10B in 50 ml Lésung 1.
Losung II: 30 ml Eisessig(100 prozentige Essigsaure), 450 ml Methanol.

Losung lll: Loésung | mit Lésung 11 1:10 verdinnen.
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Die Proteinldsungen (Proben) werden im Verhaltnis 1:20 mit Wasser verdinnt. Davon
werden 200 ul in dem Test eingesetzt. Zur Erstellung der Eichkurve wird eine BSA (bo-
vine serum albumine)-Stammldsung (2 mg/1000 pl) mit Aqua dest auf 100, 250, 500,
1000 und 1500 pg/ ml im Test verdinnt. Die 200 pl der Eich- bzw. Probelésung wird in
originalen Eppendorf-Probegefallen vorgelegt. Durch den Zusatz von 600 ul Lésung
Il bildet sich ein Komplex aus Proteinen und Amidoschwarz 10B, der dann ausfallt. Die
Probe wird 5 min. bei 15800xg zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wird dreimal mit 750 ul Lésung Il gewaschen, 5 min. bei 15800xg zentrifugiert und im
letzten Schritt in 1 ml 0.1 M Natronlauge geldst. Die Lésungen werden in 72 Mikroklvet-
ten Uberfihrt und es wird die Absorption bei 620 nm in einem Spektrophotometer ge-
messen. Die Eichgerade wird aus den Absorptionswerten der Eichproben bestimmt

und die Konzentrationen der Proben durch Extrapolation aus derselbigen gewonnen.

2.2.4 Prinzipien des Western Blot

Die Auftrennung eines Proteingemisches erfolgt durch die SDS-Gel Elektrophorese.
Bei dem hier angewendeten SDS-PAGE Natrium dodecy! sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis, wandern die SDS-Protein-Komplexe im elektrischen Feld durch eine
porése Polyacrylamidmatrix und werden nach ihrem Stokes-Radius, und somit nach
ihrer MolekulgréRRe, aufgetrennt. Die Porengrélie, und damit der Bereich der Auftren-
nung der Gele, kann durch den unterschiedlichen Acrylamidgehalt gewahlt werden. Mit
Hilfe des anionische Detergenz SDS werden die Proteine denaturiert und die Eigenla-
dungen der Proteine werden Uberdeckt. Dadurch haben alle Proteine die gleiche nega-
tive Ladung pro Einheit. Als Puffersystem kommt das diskontinuierliche Lammli-System
mit Tris-Glycin-Puffer zur Anwendung. Im Anschluss erfolgt ein Transfer der Proteine
aus dem SDS-Gel auf eine Polyvinylidendifluorid Membran. Auf dieser Membran kon-
nen die Proteine mit spezifischen Antikdrpern detektiert und auf einem Film durch

Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden.

2.2.4.1 Prinzipien der Elektrophorese

Bei dem Elektrophoreseverfahren nach Laemmli (1970) werden Proteine nach Ladung
und GrofRe getrennt, da ein Protein im angelegten elektrischen Feld zu der ihm entge-
gengesetzten geladenen Elektrode wandert. Je grofier das Verhaltnis von Ladung zu
Masse ist, desto schneller bewegt sich das Protein. Als Matrix fir die Gelelektrophore-
se wird Polyacrylamid verwendet, welches durch Zusatz von Bisacrylamid quervernetzt
wird. In Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die Proteine ihrer GroRe

nach getrennt. SDS bindet als anionisches Detergenz an der Oberflache der Proteine,
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Uberdeckt deren Eigenladung und zerstért auch die Tertiarstruktur der Proteine. Die
aufgetrennten Proteine koénnen Uber verschiedene Detektionsverfahren qualifiziert
werden. Nach erfolgter Auftrennung werden die Proteine auf eine Polyvinylidendifluo-

ridmembran transferriert und kénnen so mit geeigneten Antikdérpern im Wester-Blot

nachgewiesen werden.

Fir ein Acrylamid-Gel 180 mm x 180 mm x 1 mm wird bendtigt:

Trenngel fiir ein 9% iges Gel
Acrylamid 13,5 ml
Trenngelpuffer 5,62 mi

SDS 450 pl

Wasser 23,25 ml

APS 2,25 ml

Temed 22,5 ul

Tabelle 8:Trenngelzusammensetzung

Sammelgel fur ein 9%iges Gel
Acrylamid 2,5 mi
Sammelgelpuffer 5 ml

SDS 200 pl

Wasser 11,3 ml

APS 1ml

Temed 15 pl

Tabelle 9: Zusammensetzung des Sammelgels

Trengelpuffer

Endkonzentration im Gel 375 mM Tris-
HCI, pH 8,8

Tris Base (3,0 M)

363 g

Aqua destitlata

auf 1000 ml

pH 8,8 einstellen

Sammelgelpuffer

Endkonzentration im Gel 375 mM Tris-

HCI, pH 6,8
Tris Base (3,0 M) 30 g
Aqua .dest auf 500 ml

pH 6,8 einstellen

Tabelle 10: Gelpuffer Bestandteile

Die Trenngelldsung wird in eine vorbereitete Hoefer SE 600 Gelkammer gegossen, um
zu polymerisieren. Das Gel wird mit 95 % Isopropanol Uberschichtet, dies garantiert
eine Luftblasen freie Oberflache. Nach beendeter Polymerisation wird die Isopropanol-
I6sung vorsichtig abgehoben und die entstandene Oberflache wird mit destilliertem
Wasser gewaschen.

Es schlieldt sich nun die Applikation des Sammelgels in die Gelkammer an. In

das noch nicht polymerisierte Sammelgel wird ein Gelkamm geschoben. Dieser stellt
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eine Ausbildung gleichgroRRer Geltaschen sicher. Die Geltaschen werden vor dem Be-
laden mit der Proteinlésung kurz mit Elektrophoresepuffer gewaschen.

Die Proben wurden daflir mit vierfach Rotiload® 1:3 versetzt und vor dem Auftragen
auf das Gel 5 min bei 95°C im Thermomixer erhitzt.

Es werden dann 50 ug Proteinldsung pro Tasche appliziert, zusatzlich wird in
eine der Taschen ein Molekilgewichts-Standard gegeben (5 ul low range Bio Rad).
Jeweils zwei Gele werden in eine Gelkammer Uberfuhrt und die oberen als auch die
unteren Kammern mit insgesamt 5000 ml Elektrophoresepuffer befiillt. Die Elektropho-
rese wird in einer auf 17°C temperierten Elektrophoresekammer gestartet, wobei nach
einer 15 minltigen Fokusierung bei 40 mV folgt die Auftrennung mit 80 mV. Nach der
Auftrennung der Proteine schlie®t sich der Transfer auf eine Polyvinylidendifluorid
Membran an (siehe 2.2.4.2).

Elektrophorese Laufpuffer

Tris ( 2,5 mM) 3,039
Glycin (19,2 mM) 14,49
SDS (0,1%) 1,09

auf 1000 ml mit Aqua dest.
pH 8,3 einstellen

Tabelle 11: Laufpuffer Bestandteile

2.2.4.2 Transfer aus SDS- Polyacrylamidgelen auf Polyvinyliden-
difluorid-Membran

Transferpuffer 10fach
Tris (25 mM) 30,29 ¢
Glycin (192 mM) 144 g

auf 1000 ml mit Aqua dest.

Tabelle 12: Bestandteile fiir die Herstellung von 11 Transferpuffer 10 fach

Transferpuffer
10x Transferpuffer 100 ml
Methanol 200 ml

auf 1000 ml mit Aqua dest.
pH 8,3 einstellen

Tabelle 13: Komponenten fiir die Herstellung von 11 Transferpuffer

Der Proteintransfer wurde in einer Tank-Blot Apparatur mit Platin Elektrode durchge-
fuhrt. Fir den Transfer wurde folgender Sandwich-Aufbau verwendet:

e Abstandshalter
e Silberelektrode
e Abstandhalter
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Schwamm
Filterpapier

Gel
Transfermembran
Zwei Filterpapier
Zwei Schwamme
Filterpapier

Gel
Transfermembran
Zwei Filterpapier
Zwei Schwamme
Abstandshalter
Platinelektrode
Abstandshalter

Blotbedingungen fur 12 h bei 0,5 A auf Eis gefolgt von einer Stunde bei 1A.

2.2.4.3 Proteinfarbung mit Ponceau S

Mit dem roten Farbstoff Ponceau S konnen die Proteine, die durch den Transfer auf die
Membran gebracht wurden, sichtbar gemacht werden. Dazu muss die mit Proteinen
beladene Membran fur etwa zehn Minuten mit Ponceau S inkubiert werden. Anschlie-
Rend wird die Membran mit zehnprozentiger Essigsaure gewaschen, gefolgt von meh-
reren Waschschritten mit Aqua destillata, bis das Proteinbandenmuster gut zu erken-
nen ist. Nach erfolgter Ergebnisdokumentation Uber Scannen oder Kopieren kann die

Membran mit der Magermilchlésung behandelt werden (siehe Absch. 2.2.4.4).

2.2.4.4 Immunologischer Nachweis des Bcl-3 Proteins

10 fach TBS (Tris-Buffered-Saline)
Tris Base (100 mM) 12,10 g
NaCl 90g
auf 1000 ml mit Aqua dest.

Tabelle 14: TBS L6ésung

TBST
TBS 100 ml
Tween 1 ml

auf 1000 ml mit Aqua dest.

Tabelle 15: TBS mit Tween versetzt

Blocklésung 5% Magermilch
Magermilchpulver (Succofine) 5¢
TBST 100 ml

Tabelle 16: Blockierungslosung



48

Um unspezifische Bindungen des Antikdrpers zu vermeiden, wurden freie Bindungs-
stellen auf der Membran mit der Magermilchlésung fir 1,5 h bei RT blockiert. Nach
zwei Waschschritten mit TBS-T schliel3t sich die Inkubation mit dem Primarantikérper
fur 1,5 h bei Raumtemperatur an. Nach erneutem Waschen wurde die Reaktion mit

dem entsprechenden sekundaren Antikérper (anti-rabbit, HRP linked) durchgefihrt.

Optimale Antikoérperkonzentration:

Primar-Antikorper Bcl-3 (H146) 1:250

Sekundar-Antikérper 1:1000

Danach wurde die Membran nochmals gewaschen und anschlieRend die Chemilumi-
neszenzreaktion mit ECL™ (Amersham), entsprechend der Angabe des Herstellers,
durchgefiihrt. Das emittierte Licht der Wellenlange 466 nm wurde mit geeigneten Fil-
men (Hyperfim™ECL™, Amersham) detektiert. Flr die Ladekontrolle wurde ein Aktin
sensitiver Antikérper verwendet. Dazu muss die vormals detektierte Membran gestript
werden, indem sie drei Waschschritten zu je zehn Minuten unterzogen wird. Es folgt
dann ein erneutes Blocken der Membran fir 1,5 h mit einer Magermilch TBST-L6sung.
Nach mehreren Waschschritten wird dann der Aktin HRP gekoppelte Antikorper fiir 1,5
h inkubiert. Das Einwirken von ECL™ auf die Membran fuhrt zu Lichtsignalen, die auf

einem Film detektiert werden kdénnen.

2.2.4.5 Prinzipien der 2D-Gel-Elektrophorese

Mit der Zwei-Dimensionalen-Gelelektrophorese kénnen mehrere tausend Proteine aus
komplexen Proteingemischen aufgetrennt werden. Dazu werden die Proteine in zwei
Schritten bearbeitet. In der ersten Dimension werden sie nach ihrer Ladung mit einem
pH-Gradienten durch Isoelektrische Fokusierung (IEF) getrennt. In der zweiten Dimen-
sion werden die Proteine anhand ihrer molekularen GréRe durch SDS-
Gelelektrophorese separiert. Mit Hilfe der Zwei-Dimensionalen-Gelelektrophorese kann
das Proteom einer Zelle oder eines Gewebes analysiert werden. Das Proteom wird
definiert als die Gesamtheit aller Proteine in einer Zelle, einem Gewebe oder einem
Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt und unter prazise festgelegten, limitierten
Bedingungen. Im Gegensatz zum Genom ist das Proteom ein hdchst dynamischer
Prozess. Die Proteomanalyse in Form der 2D-Gelelektrophorese ist also nur als sub-
traktives Verfahren sinnvoll, indem die Proteinexpression zweier oder mehrerer genau
definierter Stoffwechselsituationen des selben Zelltyps miteinander verglichen werden
[92].
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Probenaufarbeitung:

Die Probenaufarbeitung beinhaltet die Lésung, Denaturierung und Reduktion der Pro-
teine um jegliche Interaktionen zwischen ihnen zu unterbinden [93]. Eine ideale Pro-
benaufarbeitung fiir 2D-PAGE hat eine komplette Zerstérung aller nicht-kovalent ge-
bundenen Proteinkomplexe und eine Losung individueller Polypeptide zur Folge. Die
Proteinproben sollten so wenig wie moglich manipuliert und in einer geschlossenen
Kihlkette bearbeitet werden, um artifizielle, durch die Probenaufarbeitung bedingte,
Punkte auf den Gelen zu vermeiden [94]. So fuhrt das Erhitzen von Proben, welche
Harnstoff beinhalten, zur Carbamylierung der Proteine, wodurch Ladungsunregelma-
Rigkeiten auftreten kdnnen, die nicht reproduzierbare Ergebnisse liefern. Gewebepro-
ben mit einem hohen Gehalt an DNA/RNA missen mit proteasefreier DNAse/RNAse
inkubiert werden, um horizontales Schmieren auf den Gelen zu vermeiden. Auch die
Zerstdrung der Proteinproben durch Proteasen muss bedacht werden. Als Folge des-
sen ist die Zugabe von Proteaseinhibitoren ndétig, die ihrerseits wieder artifizielle Punk-
te verursachen konnen. Proteinextrakte sollten nicht weniger als 0,1 mg/ ml Protein
und im ldealfall 1-5 mg/ ml Protein enthalten. Um gleich bleibende und vor allem ver-
gleichbare und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, missen Gele einer Ver-
gleichsgruppe mit derselben absoluten Menge an Protein beladen werden. Dies wird
mit dem Erstellen einer Eichkurve und der Proteinbestimmung nach Popov erreicht
[91].

Erste Dimension

Die isoelektrische Fokusierung (IEF) trennt die Proteine nach ihrem isoelektrischen
Punkt (pl) aufgrund ihrer zwitterionischen Eigenschaft auf. In Abhangigkeit des umge-
benden pH-Wertes tragen Proteine sowohl negative als auch positive Ladung. Der pl
ist definiert als der spezifische pH-Wert, bei dem die Proteinladung gleich null ist. Fir
die Technik der IEF wird ein pH-Gradient erzeugt und die Proteine werden in einem
Spannungsfeld zur Wanderung an den pH-Wert ihres pl angeregt.

Die Probleme der ersten Dimension bestehen in der Instabilitat der pH-
Gradienten, die mit so genannten Ampholyten gebildet werden. Durch langere Fokusie-
rungszeiten kam es zum ,Kathodendrift, einer Verschiebung des pH-Gradienten in
Richtung der Kathode und somit zu einer schlechten Reproduzierbarkeit der Ergebnis-
se von Labor zu Labor. Das Problem der pH-Instabilitdt und der fehlenden Reprodu-
zierbarkeit wurde durch die Einfihrung der immobilisierten pH-Gradienten (IPG) geldst.
In der aus Polyacrylamid bestehenden Gelmatrix wird ein immobilisierter pH-
Gradienten durch kovalentes Verknlpfen von basischen und aziden Gruppen erzeugt.

Das bis heute nur in wenigen Punkten geanderte Basisprotokoll fir die IEF mit IPG
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wurde 1988 von Gorg et al. etabliert [95] und ermdéglicht gréRere Reproduzierbarkeit
und einen Vergleich der Ergebnisse. Zur Vorbereitung der ersten Dimension werden
die Strip holder mit einer speziellen Reinigungsflissigkeit (Fa. Amersham Pharmacia)
gesaubert und an der Luft getrocknet. Die Proteinproben werden mit dem Rehydrie-

rungspuffer vermischt.

Endkonz.
Harnstoff 7M;
Thioharnstoff 2 M;
CHAPS 2 %;
IPG Buffer 0,5 %;

Bromphenolblau; eine Spatelspitze

Aufflllen mit Aqua dest. auf 25 ml

Einfrieren bei — 80°C in 2,5 ml Proben

Kurz vor Gebrauch: Zugabe von 7 mg DTT pro 2,5 ml Puffer

Tabelle 17: Ansatz des Rehydrationspuffers: modifiziertes Amersham Pharmacia Biotech Protokoll
(Berkelman und Stenstedt, 1998).

Das Probenvolumen richtet sich nach dem Proteingehalt der Proben und der Grolie
des Gelstreifens. Flr einen analytischen Lauf werden 50 ug Protein pro 13 cm
Gelstreifen geladen, wobei diese Menge flur einen quantitativen Lauf verfinffacht wird.
Das bendétigte Gesamtvolumen, bestehend aus dem Rehydrationspuffer und der Probe
zur Rehydratisierung eines 13 cm Gelstreifen, betragt 250 pl. Der in der ersten Dimen-
sion verwendete Gelstreifen umfasst den pH-Bereich von 3-10 in linearer Einteilung.
Nach dem Auftragen der Proben werden die Gelstreifen in dem Strip holder platziert,
auf das IPGphor Gerat aufgesetzt, mit Cover fluide (Fa. Amersham Pharmacia), einem

Mineraldl, Gberdeckt und das Protokoll fir die erste Dimension wird gestartet.

Rehydration 12 h

150 V 2h

500 V 1h

1000 V 1h

3000 V 2 h — insgesamt 7795 Vhr

Tabelle 18: Protokoll fiir die erste Dimension fiir IPG-Phor: modifiziertes Amersham Pharmacia Bio-
tech Protokoll (Berkelman und Stenstedt, 1998).

Nach Beendigung der ersten Dimension werden die Gelstreifen entweder sofort 15
Minuten aquilibriert, um sie den Bedingungen der SDS-Gelelektrophorese anzupassen,
oder in Zellkulturflaschen bei —80°C eingefroren, um zu einem spateren Zeitpunkt mit

der zweiten Dimension fortzufahren.
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Zweite Dimension

In der zweiten Dimension werden die Proteine anhand ihrer molekularen Gréfe durch
SDS-Gelelektrophorese separiert. Bei zusatzlicher Verwendung von Dithiothreitol
(DTT) sind die Proteine durch die Zerstérung der Disulfid-Brickenbindungen vollkom-
men ungefaltet und werden in einem elektrischen Feld nur nach der MolekiilgréRe auf-
getrennt. Die zweite Dimension wird mit zehnprozentigen SDS-Gelen in der GréfRe
160x160x1 mm durchgeflhrt.

2-D SDS Gelkomponenten fur ein 10% iges Gel
30% Acrylamid / Bis 37,5:1) 16,65 mi
4X Resolving Gel Buffer 12,5 ml

Tris Buffer 1,5 M; 181,5 g

Aqua dest. 750 mi

Mit HCI auf pH 8,8 einstellen

Mit Aqua dest auf 1000 ml aufflllen

10 % SDS-Lsg. 500 pl
Aqua dest. 20,1 mi
Cross linker : 10% Ammoniumpersulfat* 250 pl
Cross linker : TEMED* 16,5 ul

Tabelle 19: Protokoll fiir ein 10%iges SDS-Gels der zweiten Dimension. Modifiziertes Amersham Pharma-
cia Biotech Protokoll (Berkelman und Stenstedt, 1998). (*: Zugabe erst kurz vor dem GielRen des Gels).

Die Gelmatrix wird in die Gelkassetten eingebracht und zum Erreichen einer planen
Geloberflache mit N-Butanol Gberschichtet. Die Gele polymerisieren innerhalb von zwei
Stunden. Damit ein problemloses Ubertreten der Proteine von der ersten in die zweite
Dimension erreicht wird, missen die Gelstreifen der ersten Dimension vor dem Auf-
bringen auf die SDS-Gele aquilibriert werden. Pro Streifen der ersten Dimension wer-
den hierzu 20 ml Aquilibrierungs-Puffer zugegeben und 15 min auf einem Schwenk-
Schittler aquilibriert. Nach den 15 min Aquilibrierung werden die Gelstreifen auf einen

feuchten Rundfilter gelegt, um den Aquilibrierungs-Puffer ablaufen zu lassen.

Endkonzentration
4X Resolving Gel Buffer 50 mM
Harnstoff 6 M
Glycerol 99 % 30 % (v/v)
SDS 2 % (wiv)
Bromphenolblau eine Spatelspitze
Aqua dest. Auffullen auf 200 ml

Einfrieren bei — 80 °C in 40 ml Proben
Vor Gebrauch 100 mg DTT pro 10 ml Puffer zugeben

Tabelle 20: Protokoll fiir den Aquilibrierungs-Puffer: nach Amersham Pharmacia Biotech (Berkelman
und Stenstedt, 1998).
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Nach dem Aquilibrieren werden die Gelstreifen der ersten Dimension auf die SDS-Gele
aufgelegt und mit Agarose eingegossen. Dadurch wird ein Verrutschen der Streifen
vermieden. Zugleich wird eine Tasche eingegossen, um einen Molekularmarker paral-

lel mitlaufen lassen zu kénnen (Low Range Marker 3ul, Fa. Bio-Rad).

| Agarose Endkonzentration
SDS-Elektrophoresepuffer

Agarose 0,5 % (wlv)
Bromphenolblau eine Spatelspitze

In der Mikrowelle in einer Glasflasche verfliissigen; nicht liberkochen lassen
In 2 ml Eppendorfgefale bei Raumtemperatur aufbewahren

Tabelle 21: Protokoll fiir die Agarose: nach Amersham Pharmacia Biotech (Berkelman und Stenstedt,
1998).

Jeweils zwei Gele werden in eine Gelkammer Uberfiihrt.

Starten der 2. Dimension.

In der zweiten Dimension werden die Proteine, die in der ersten Dimension nach ihrem
isoelektrischen Punkt aufgetrennt wurden, in vertikaler Richtung nach ihrer molekula-
ren Grolie aufgetrennt. Das Protokoll der zweiten Dimension ist in zwei Schritte geglie-
dert: Der erste kurze Schritt ist zur Ubertragung der Proteine von der ersten auf die

zweite Dimension gedacht. Der zweite Schritt mit hdherer Ampere-Zahl dient der Auf-

trennung.

Schritt 1: 15 mA/ Gel 0:15h

Schritt 2: 30 mA/ Gel Auftrennung bis die Laufmittelfront das unte-
re Gelende erreicht hat (ca. 4 h).

Tabelle 22: Protokoll fiir die zweite Dimension fir eine Hoefer SE600 Kammer, modifiziertes Amersham
Pharmacia Biotech Protokoll (Berkelman und Stenstedt, 1998).

Wahrend der Auftrennung der zweiten Dimension werden die Gele mittels eines Durch-
laufkiihlers auf 17°C gekuhlt, um eine Uberhitzung der Gele zu verhindern und somit
konstante experimentelle Bedingungen gewahrleisten zu kénnen. Nach Ende der zwei-

ten Dimension werden die Gele enthommen und angefarbt.

Anfédrbung der Gele:

Silberfarbung: Fir die Anfarbung von Gelen eines analytischen Laufes wird wegen der
grolien Sensitivitat, die man sich allerdings mit einer geringeren dynamischen Breite
erkauft, die Silberfarbung (Fa. Amersham Pharmacia) verwendet. Die bendtigten Rea-
genzien sind Inhalt des Silver Staining Kit Protein, bis auf Essigsaure (100 %) und Gly-

cerol (99 %) (w/w). Die Gele werden fur die Farbeprozedur in Glasauflaufformen (Fa.
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Pyrex) Uberfuhrt. Sie verbleiben wahrend der gesamten Farbeprozedur in diesen Ge-

falRen. Die einzelnen Inkubationsschritte werden unter kontinuierlichem Schwenken auf

einem Schwenk-Schuttler durchgeflihrt. Fur ein Gel werden 250 ml der folgenden L6-

sungen bendtigt. Die mit * gekennzeichneten Reagenzien werden erst kurz vor

Gebrauch hinzugegeben.

Endkonz. Menge Dauer
Fixierung Ethanol 100 % 100 ml 30 min
Essigsaure 100 % 25 ml
Aqua dest. auf 250 ml auffiillen
Sensitivierung Ethanol 100 % 75 ml 30 min
Glutardialdehyde 25 % wiv* | 1,25 ml
Natriumthiosulfat 5 % wiv 10 ml
Natriumacetat 179
mit Aqua dest. auf 250 ml auffiillen
Waschen mit Aqua dest. 250 ml 3X5 min
Silberreaktion Silbernitrat Lsg. 2,5 % wiv 25 mi 20 min
Formaldehyd 37 % wiv* | 0,1 mi
mit Aqua dest. auf 250 ml auffullen
Waschen mit Aqua dest. 250 ml 2x1min
Entwicklung Natriumkarbonat 6,259 2- 5 min
Formaldehyd 37 % wiv* | 0,05 ml
Auffillen mit Aqua dest. auf 250 ml
Entwicklungsstop | EDTA-Na, * 2H,0 3,659 10 min
Auffullen mit Aqua dest. auf 250 ml
Waschen mit Aqua dest. 250 ml 3X5 min
Gel- Ethanol 75 ml 2X30 min
Konservierung
Glycerol 99 % wiw 10,1 ml

Auffullen mit Aqua dest. auf 250 ml

Tabelle 23: Farbeprotokoll: nach Amersham Pharmacia Biotech (Introductions for Silver Staining Kit

Protein).

Am Ende der Farbung werden die Gele mittels eines haushaltsiiblichen Folien-

schweillgerates in Kunststoff-Klarsichthillen (Fa. Folex) luftdicht eingeschweilt und bis

zur weiteren Auswertung flach gelagert.
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Coomassiefdrbung: Gele eines praparativen Laufes werden zur Vorbereitung auf die

sich anschlieRende Weiterverarbeitung mittels Massenspektrometrie mit Coomassie
gefarbt. Die Farbung wird ebenfalls in Glasformen auf einem Schwenk-Schattler
durchgefuhrt. Fur das Farbeprotokoll werden pro Gel je 500 ml der Reagenzlésungen
bendtigt. Nach der zweistiindigen Fixation (Methanol 40 % (v/v), Eisessig 10 % (v/v),
Aqua dest.) werden die Gele in Aqua dest. gewaschen (3x20 min). In einem sich an-
schlieRenden Aquilibrierungsschritt (Phosphorséaure 2 % (v/v), Methanol 10 % (v/v),
Aqua dest.) werden die Gele weitere zwei Stunden inkubiert. Der nun folgende Farbe-

schritt wird, je nach Farbeintensitat, zwischen 12 und 24 Stunden durchgefihrt.

Endkonzentration
Phosphorséaure (85 %) 2% (viv)
Ammoniumsulfat 10 % (W/v)
Methanol 20 % (vlv)
Serva Blau G 0,1 %
Aqua dest.

Tabelle 24: Protokoll fir die Coomassie-Farbeldsung.

Der abschlieRende Waschschritt wird GUber 30 Minuten, mit einer Natriumacid-Lésung
zu 0,1 % durchgefiihrt, um eine Verkeimung der Gele im weiteren Verlauf zu verhin-

dern.
Auswertung der Gele:

Die fertig gefarbten Gele werden mit einem Scanner mit Durchlichteinheit (Fa. AGFA)
eingescannt und digitalisiert. Die Gele, die mittels der Silberfarbung angefarbt wurden,
werden mit der Proteomweaver Software (Fa. Definiens) ausgewertet. Hierbei werden
die einzelnen Spots der Gele detektiert und optisch-densitometrisch vermessen. Dies
lasst im Weiteren einen Vergleich der Gele verschiedener Gruppen, sowohl beziiglich
der starkeren oder schwacheren Auspragung eines Spots, als auch des Neuauftretens
eines Spots in einer der Gruppen zu. Des Weiteren erlaubt die Proteomweaver Soft-
ware die Durchfiihrung statistischer Tests und somit die Bestimmung statistisch signifi-
kanter Unterschiede zwischen einzelnen Punkten in den Gelen unterschiedlicher
Gruppen. Sobald die computergestlitzten Auswertungen beendet sind, kann man die

mit Coomassie gefarbten Gele weiterverarbeiten.
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2.2.4.6 2D Western Blot Analysen mit phosphosensitiven Antikor-
pern

Die, durch die 2D-Gelelektophorese, erhaltenen Gele wurden anschlieffend auf eine
Polyvinylidendifluorid Membran transferiert (siehe auch 2.2.4.2). Die Membran wurde
wie unter 2.2.4.4 beschrieben mit Antikorpern detektiert. Nur mit dem Unterschied das,
als Blockierungslésung eine funf prozentige BSA Losung verwendet wurde. Dazu wer-
den 5 g BSA in 100 ml TBST gel6st. Diesmal kamen phosphosensitive AntikGrper zum
Einsatz, die gegen Phophoserin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin gerichtet sind.
Die optimale Antikérperkonzentration ist unten angegeben. Nach Detektion, mittels
Antikorper, folgt anschlielend die Chemilumineszenzreaktion mit ECL Plus™ (Amers-
ham), entsprechend der Angabe des Herstellers. Das emittierte Licht, der Wellenlange
466 nm, wurde mit geeigneten Filmen (Hyperfilm™ECL™, Amersham) detektiert. Das
Einwirken von ECL Plus™ auf die Membran fihrt zu Lichtsignalen, die auf einem Film
detektiert werden kdnnen. Der Film wurde dann eingescannt und mit der Analyse Soft-
ware Proteomweaver ausgewertet. Die veranderten Spots wurden aus einem Coomas-
siegel wie unter 2.2.4.7 |dentifizierung der Gele beschrieben ausgestochen und bear-
beitet.

optimale Antikérperkonzentration:

Primar- Antikérper | Sekundar- Antikérper

Phosphothreonin (Kit) | 1:100 1:15 000
(goat anti mouse IgM H&L chain HRP
1:1 mit rat mab anti mouse IgG1 HRP)

Phosphotyrosin (Kit) 1:500 1:10 000 (rat mab anti mouse IgG1 HRP)

Phosphoserin (Kit) 1.500 1:10 000 (rat mab anti mouse IgG1 HRP)

2.2.4.7 Identifikation einzelner Proteine mittels Massenspektrometrie

Prinzipien der Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist eine Methode, die der Identifizierung von organischen
Molekllen dient. Anhand des Massenspektrums einer Substanz sind Rlickschllisse auf
die Struktur der Verbindung mdglich. Die Empfindlichkeit der Massenspektrometrie ist
unter anderem abhangig von zusétzlichen Trenn- und Reinigungsmethoden (z.B.
Chromatographie) und liegt im Bereich von 0,5 mg bis zu einigen Pikogramm. Unter
Anlegen eines hohen elektrostatischen Potentials und mit aus einer lonenquelle (Heiz-

draht) stammenden Elektronen wird die Probe im Hochvakuum beschossen, beschleu-
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nigt und die Molekule in lonen Uberfuhrt. Die instabilen lonen zerfallen in geladene und
ungeladene Fragmente. Hierbei werden in einem Molekil bestimmter Struktur nur be-
stimmte Bindungen bevorzugt gespalten, so dass ein Muster charakteristischer
Bruchstlicke entsteht. Die beschleunigten geladenen Fragmente werden in einem
elektromagnetischen Feld nach ihrer Masse aufgetrennt. Man erhalt ein Massenspekt-
rum mit der Darstellung der Fragmentmassen und ihrer relativen Intensitaten.
NanoLC/ESI-MS/MS (nano liquid chromatography electrospray ionisation tandem
mass spectromeiry)

Bei der ESI-MS (Abbildung 2-1) [96] wird eine fliissige angesauerte Proteinprobe mit
einem organischen Losungsmittel verspriht und mit Hilfe eines elektrostatischen Fel-
des im Hochvakuum fein zerstaubt. Durch das Abdampfen des Losungsmittels werden
die Proteintrépfchen immer kleiner und die gegenseitige elektrostatische AbstoRung
der Protein-lonen immer starker. Es kommt schlieRlich zur ,Coulomb-Explosion®, die
zur Bildung von Mikrotropfen fuhrt. Die lonen werden zum Massenspektrometer wei-
tergeleitet, wo sie mit einem Quadrupol-Analysator detektiert werden. Dies ist ein Mas-
senfilter der unter bestimmten physikalischen Bedingungen nur lonen bestimmter Mas-
se passieren lasst. Durch kontinuierliche Anderung der Bedingungen ist eine sequen-
zielle Bestimmung von lonen verschiedener Masse mdglich. Um die Methode zu ver-
feinern, werden hochkonzentrierte Losungen mit sehr niedrigen Flussraten im Bereich

von nl/min verwendet (nanospray).

Blende

Spray Kapillare + L & & Elektronen
— >

LCHPLC —[ it + >
. Verstarker

N | |
mit ‘

Spannungsquelle

Abbildung 2-1: Schematischer Aufbau eines ESI-Massenspektrometers. Die flissigen Pro-
ben (LC/HPLC) werden kontinuierlich durch die Kapillare eingespriht. Die ionisierten Molekile
gelangen durch das Hochvakuum zum Quadrupol-Analysator (Q1-Q3). Die Quadrupole Q1 und
Q2 lassen alle lonen passieren. Q3 selektiert und ist nur fir lonen einer bestimmten Masse
durchlassig. Hier werden die aktuellen Massen auch detektiert.

Eine Alternative zum Quadrupol-Analysator ist der so genannte ion-trap. Hier werden
die lonen in einem stabilen elektrischen Feld gefangen, beschleunigt und an einem
Detektor, zehn mal schneller als mit dem Quadrupol-Analysator, analysiert. Lasst man

die lonen im jon-trap mit hoher Geschwindigkeit mit Argon-Gas kollidieren, so kénnen
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die entstehenden Fragmente einzeln analysiert werden und man erhalt Informationen
Uber die Struktur der Proteine. Zusatzlich kann durch eine dem Spray vorgeschaltete
Chromatographieeinheit (HPLC) ein Stoffgemisch besser getrennt und in der MS bes-
ser und schneller untersucht werden. Die Massenspektren werden abschliellend Uber
ihre Sequenzen (,Sequenztags®) computergestiitzt ausgewertet, Peptide werden ana-

lysiert und wenn maoglich identifiziert.

Identifizierung der Proteine

Aus Coomassie-Gelen werden diejenigen Punkte, die in der Computeranalyse auffallig
erscheinen ausgeschnitten und die Proteine aus den ausgeschnittenen Punkten extra-
hiert. Hierzu werden die ausgeschnittenen Spots zerkleinert, zweimal mit einer 10 mM
Ammoniumbicarbonat NH;HCO; und ein weiteres mal mit 10 mM NH4sHCO; und 50 %
Acetonitrilldésung (ACN) gewaschen und geschittelt. Die Gelstiicke werden nun mehr-
mals mit hundertprozentiger ACN oder Reaktionspuffer (2 % ACN in 100 mM
NH4HCOs-Lésung [pH 8,5]) geschiittelt, fir eine Minute bei 9200 U/ min zentrifugiert,
die Uberstéande jeweils verworfen und schlieBlich fiir 45 min getrocknet. Es schlieft
sich der Trypsinverdau (Roche, Mannheim) an. Hierbei werden die Gelstiicke mit
Trypsinlésung (25 pg Trypsin wird in 100 yl 0,01 % Trifluoressigsaure [TFA] geldst.
AnschlieRend erfolgt die Zugabe von 150 ul Reaktionspuffer bis zu einer Endkonzent-
ration von Crypsin=4 pmol/l) Uberschichtet und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Als
nachste Schritte werden jeweils zweimal HCOOH und ACN zugesetzt, geschiittelt,
zentrifugiert und die Uberstande abpipettiert und gesammelt. Zum Abschluss werden
die vereinigten Uberstande zur Trocknung einrotiert.

Zur Durchfiihrung einer nanoHPLC/ESI-MS/MS (nano high performance liquid
chromatographic elektro-spray ionisation tandem mass spektrometry) missen die ge-
wonnenen Peptide weiter verarbeitet werden. Die Peptide werden mittels reversed
phase Chromatographie mit einer 75 um i.d. HPLC-Saule (RP18-3, 100 A) von 15 cm
Lange, 3 um dC18 Atlantis NanoEase™ (Fa. Waters, USA) aufgetrennt. Hierzu werden
der mit einer Eldex HPLC Pumpe (Fa. SunChrome, Friedrichsdorf) erzeugte Fluss der
Gradientenlésungsmittel von 10 yl/ min mit einem so genannten split-system (Valco 4-
Wege-Ventil) auf einen Saulendurchfluss von 150 nl/ min reduziert. Ein Gradient von 5-
60 % der Lésung A und B (A: 5 % ACN, 95 % 0,1 % v/v Methansaure; B: 95 % ACN, 5
% 0,1 % v/iv HCOOH) wird fur die Chromatographie der trypsin-verdauten Peptide aus-
gewahlt. Die Analyse der getrennten Peptide wird mit einem LCQ classic ion trap Mas-
senspektrometer (Fa. ThermoFinnigan, San Jose, USA) durchgeflhrt. Die Quellen-
spannung der Elektronenquelle liegt bei 1,1 KV. Als Spraynadel kommt eine vergoldete

Glaskapillare (Fa. New Objektive, Inc.) zum Einsatz. Das MS-Instrument wird so pro-
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grammiert, dass Peptidfragmente, welche eine Signalintensitat von mindestens 0,9 x
10 (superscript: 4) counts, ein Mal flr die Fragmentgrdlie, im full-scan mode Uberstei-
gen, fur zwei Tandem-MS-Experimente (MS/MS) selektiert werden. Nach einem weite-
ren MS-Experiment wird dann die zweitintensivste Komponente fiir ein Tandem-MS-
Experiment herangezogen, vorausgesetzt auch sie Ubersteigt den vorher programmier-
ten Grenzwert der Signalintensitat. Diese Zyklen werden wiederholt um eine maximale
Ausbeute und maximale Qualitat an Information zu bekommen. Die Peptide werden
anschlief’end uUber ihre Sequenzen (sequenztags) mit dem Suchprogramm MASCOT

auf Homologie mit anderen Peptiden analysiert und wenn maoglich identifiziert.

2.2.5 FACS Analysen

Die Voraktivierung der Thrombozyten durch die Praparation wurde mit Hilfe der Durch-
flusszytometrie festgestellt. Die Durchflusszytometrie ermoglicht die automatisierte
Analyse von Fluoreszenzintensitaten und Lichtstreuung bzw. Lichtbrechung einzelner
Zellen innerhalb heterogener Zellgemische. Hierbei ist die gleichzeitige quantitative
Erfassung mehrerer biochemischer und biophysikalischer Parameter einer einzelnen
Zelle unter der Voraussetzung mdglich. Grundlage flr die Durchflusszytometrie ist die
Méglichkeit Fluoreszenzfarbstoffe spezifisch mit einem zu untersuchenden Molekil zu
verknupfen. Dabei spielt der Einsatz von Antikdrpern, die oft hochspezifisch ihre Anti-
gene erkennen, in Verbindung mit fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrpern eine
grol’e Rolle. Neben Antikorpern konnen beispielsweise auch nukleinsdurebindende
Farbstoffe oder Farbstoffe, die ihr Fluoreszenzverhalten durch Bindung an intrazellula-
re lonen verandern, zum Einsatz kommen. Die Durchflusszytometrie besitzt gegentber
anderen fluorimetrischen Methoden mehrere Vorteile:

1) Die computergesteuerte Quantifizierung der Fluoreszenzsignale ei-

ner sehr groRen Anzahl von Zellen — bis zu mehreren tausend Zellen in

der Sekunde — fuhrt zu einer groRen statistischen Aussagesicherheit.

2) Die Durchflusszytometrie liefert nicht nur einen Durchschnittswert fur

das zu untersuchende Zellgemisch, sondern eine Verteilung der Fluo-

reszenzintensitaten der Einzelzellen, die auch eine Unterscheidung von

Subpopulationen erméglicht.

3) Aulerdem konnen durch die gleichzeitige Analyse mehrerer Para-

meter einer einzelnen Zelle Signale eindeutig miteinander verknipft

werden.
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Aufarbeitung der Thrombozytenproben zur Bestimmung von

Oberflachenmarkern

Die Prasentation von Oberflachenmarkern wie GP llb/llla geben Riickschllisse auf den
Aktivierungsstatus der Thrombozytenpraparation. Die Aktivierung des GPIIb/llla Re-
zeptors wurde mit dem PAC-1 Antikorper (CD-41) von Becton Dickinson festgestellt.
Dabei wurden Messungen im Vollblut, aber auch mit gereinigten Thrombozyten durch-
gefuihrt. Bei den Vollblutmessungen wurden jeweils 10 pl Vollblut mit 50 pl modifizier-
ten Tyrode-Puffer versetzt.

Tyrodes Puffer pH 7,4

NaCl 137 mM
KCI 2,8 mM
MgCl, 1mM
NaHCO; 12 mM
Na,HPO, 0,4 mM
BSA 0,35 %
Hepes 10 mM
Glucose 5,5 mM

Tabelle 25: Tyrodes Puffer Zusammenstzung

Von diesem Puffer-Blutgemisch wurden 12 yl abgenommen und mit 4 ul PAC-1 Anti-
korper fir 15 Minuten unter Lichtausschluss inkubiert. Es folgte eine 30-min(tige Fixie-
rung mit 125 yl Tyrode und 125 pl zweiprozentigem Paraformaldehyd. Im Fall von ge-
waschenen Thrombozyten werden 10 pl der Thrombozytensuspension mit 20 ul PAC-1

inkubiert und nach 15 Minuten mit 250 ul zweiprozentigem Paraformaldehyd fixiert.

Messungen am Durchflusszytometer

Fur die durchflusszytometrischen Messungen wurde ein FACS-Scan DurchfluRzytome-
ter von Becton Dickinson mit einem Argon-Laser (Anregungswellenlange 488 nm) so-
wie einem Diodenlaser (Anregungswellenldange 630 nm) eingesetzt. Die Messungen
erfolgten bei niedriger Durchflussrate und die Proben wurden so verdunnt, dass eine
maximale Zahlrate von 2000 Ereignissen pro Sekunde nicht Uberschritten wurde.

Alle Photodetektoren wurden auf logarithmische Verstarkung eingestellt. Die
Verstarkungen der Signale von Forward Scatter und Side Scatter wurden so einge-
stellt, dass die Messwerte der Thrombozyten flir beide Parameter im Mittelfeld der lo-
garithmischen Skalen lagen (FSC: E00, SSC: 337 V). Die Thrombozytenpopulation
wurde durch eine Farbung gegen das Glycoprotein lIb/llla als spezifischen Thrombozy-
tenmarker identifiziert.

In der FSC-SSC-Auftragung wurde die Thrombozytenpopulation durch das Set-

zen eines Analysefensters eingegrenzt. Das Fenster wurde eng um die unstimulierte
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Population gesetzt und auch bei der Analyse aktivierter Thrombozyten unverandert
beibehalten. Bei allen Messungen wurden nur Signale innerhalb dieser Grenzen aus-
gewertet. Dadurch wurde verhindert, dass Mikropartikel und Mikroaggregate, die sich
in aktivierten Thrombozytenproben bilden kénnen, zu verfalschten Signalen fihren.
Mikropartikel, die sich im FSC-SSC-Diagramm links unterhalb des Thrombozyten-
fensters befinden, weisen aufgrund ihrer geringeren Grofie kleinere Fluoreszenzwerte
auf. Kleine Thrombozytenaggregate hingegen, die sich rechts oberhalb des Thrombo-
zytenfensters befinden, flihren zu Gberhéhten Fluoreszenzsignalen, da hier die Fluo-
reszenzintensitat mehrerer Zellen gleichzeitig Uberlagert wird. Die Verstarkung der Flu-
oreszenzsignale in den einzelnen Fluoreszenzkanalen wurde fiir jede Farbemethode
so gewahlt, dass das Signal der unstimulierten Thrombozytenprobe bei logarithmischer
Verstarkung einen mittleren Fluoreszenzwert zwischen 10 und 20 erhielt. Alle Proben
einer Messreihe wurden bei identischen Gerateeinstellungen gemessen.

Fir jede Messung wurden 20000 Zellen analysiert. Die Messungen und die
Auswertungen der Daten erfolgten mit dem Programm CellQuest. Ausgewertet wurden
die Fluoreszenzmessungen in Form von Histogrammen, in denen die Fluoreszenzin-
tensitat als Abszisse und die Anzahl der Zellen als Ordinate aufgetragen wurden. Aus
den Histogrammen wurde die mittlere Fluoreszenzintensitdt der Thrombozyten einer
Probe berechnet. Diese Mittelwerte dienten als Mal} fir die Menge der gebundenen

Antikorper.

2.2.6 Thrombozytenaggregationsmessung

Die Thrombozytenaggregation wird aus dem plattchenreichen Plasma bestimmt. Dabei
wird von gesunden Probanden, die keine Thrombozytenfunktion beeinflussende Medi-
kamente in den letzten zwei Wochen genommen haben, Blut abgenommen. Die Mes-
sung wurde frihestens eine Stunde nach Blutabnahme durchgefuhrt. Zuvor wird das
Blut bei 200 x g fur 15 Minuten zentrifugiert, das entstandene plattchenreiche Plasma
(PRP) wird abgenommen und bis zum Gebrauch bei 37°C gelagert. In einem weiteren
Zentrifugationsschritt wird bei 900 x g fir 15 Minuten das plattchenarme Plasma (PPP)
gewonnen. Da platichenreiches Plasma eine geringe Durchlassigkeit flr langwelliges
Licht aufweist, plattchenarmes Plasma dagegen dieses Licht praktisch ungehindert
durchlasst, kann die prozentuale Lichtdurchlassigkeit eines Plasmas als Mal} fur die
Aggregation verwendet werden.

Zu Beginn der Aggregationsmessung wird das PRP auf 2 x 10 Thrombozyten
pro Milliliter mit PPP eingestellt. Die turbidimetrische Messung nach der Methode von
Born [97], erfolgt in einem Appact 4 (Automated Platelet Aggregation Coagulation Tra-

cer). Um eventuell auftretende Transmissionsunterschiede auszugleichen wird das
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PRP auf einen Wert von 0 % Transmission und das nach vollstandiger Aggregation
entstehende PPP auf den Wert von 100 % Transmission eingestellt. Die Aggregation
wird durch Zugabe von ADP, Kollagen oder bakterieller Toxine induziert. Flur jede Mes-
sung werden 250 ul vom PRP bendtigt, die mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Induktoren versetzt werden. Die Messung endet automatisch nach drei Minuten und

die Aggregation wird als Prozentwert am Computer ausgegeben.

2.2.7 RNA Extraktion

Zur Isolierung der RNA aus Thrombozyten wurden die Plattchen aus dem PRP gewon-
nen. Dabei macht man sich die wasserunloslichen Eigenschaften der RNA zunutze.
Die Zellen werden lysiert, die RNasen inaktiviert und die RNA anschlie3end isoliert. So
erhalt man am Ende ein Gemisch aus ribosomaler RNA, Transfer- RNA, messenger
RNA (m-RNA) und anderen. An dieser Stelle werden die Eigenschaften des Lésungs-
mittelgemisches ausgenutzt: so lysiert das Guanidinisothiocyanat nicht nur die Zellen,
sondern denaturiert die Proteine und inaktiviert sogar die RNasen. Mit der phenoli-
schen Komponente entfernt man Proteine und kleinere DNA-Fragmente. Durch Zuga-
be von Chloroform bildet sich ein Drei Phasen-System. In der organischen Phase be-
finden sich die Proteine, in der Interphase die DNA und in der oberen wassrigen Phase
die RNA.

Diese singel- Step-Methode wird wie folgt durchgefliihrt. Das Pellet wird in ein
1,5 ml Eppendorf-Tube Uberfihrt und mit 250 pl Trizol®, einer monophasischen Lo6-
sung, bestehend aus Phenol und Guanidinisothiocyanat, versetzt. Nachdem das Ho-
mogenat 10 min bei Raumtemperatur inkubierte, wurden 50 pl Chloroform zugegeben
und far 5 min geschdittelt. Es schlie3t sich ein 15 min Zentrifugationsschritt (12000 g,
4°C, Eppendorf Centrifuge 5417 R) an. Man erhalt drei Phasen: in der obersten befin-
det sich die RNA, in der triiben bis weilllichen Interphase die DNA und in der untersten
roten Phase das Protein Phenol-Chloroformgemisch.

Die klare obere Phase wird vollstandig abpipettiert und die RNA mit 125 pl (eis-
kalten) Isopropanol gefallt. Danach wurde fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert,
damit die RNA prazipiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (12.000 g, 4°C,
15 min) sedimentiert die RNA auf den Grund des Reaktionsgefales. Der Uberstand
wurde vorsichtig vom entstanden Pellet abgehoben, darauf folgten zwei Waschschritte
mit je 250 yl 75 % Ethanols (reiner Alkohol + DEPC Wasser). Das nun gewaschene
RNA-Pellet wurde luftgetrocknet und in 25 ul DEPC Wasser resuspendiert und fir 5
min auf 55°C erhitzt. Die Konzentration der Gesamt-RNA wurde mittels Nanotrop®
photometrisch bei 260 nm gemessen. Als Reinheitskontrolle der RNA wurde gleichzei-

tig die optische Dichte bei 280 nm (Absorptionsmaximum flr Proteine) bestimmt und
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der Quotient OD 260/ OD 280 gebildet. Verunreinigungen durch Proteine wiirden sich
in einem niedrigeren Quotienten widerspiegeln. Eine hinreichend reine RNA liegt dann
vor, wenn die Ergebnisse zwischen 1,6 und 2,0 liegen [98]. Die Qualitat wurde mit ei-
nem einprozentigen Agarose Gel kontrolliert. Die RNA wurde bis zu ihrem Gebrauch
bei -80°C aufbewahrt.

2.2.8 Reverse Transkription (RT)

Die gesamte RNA wird mit Hilfe der Reversen Transkriptase in komplementare DNA

(cDNA) umgeschrieben. Fur eine RT wurde folgender Ansatz verwendet:

Kits:

1. Omniscript® reverse transcription
2. oligo dT Primer 10 uyM

3. RNAse Inhibitor 10 U/ pl

Reverse Transkription Komponenten RT Ansatz
10fach Puffer RT 2 ul
dNTP-Mix (5mM each dNTP) 2yl
Oligo dT-Primer 10uM 2 ul
RNAse Inhibitor 10U/l 0,4 ul
H,O RNAse-frei 0,6l
Omniscript rev. Transkriptase 1 ul
m-RNA

Tabelle 26: RT Komponenten

Der Ansatz wurde fir eine Stunde bei 42 °C inkubiert, dann fir eine Minute auf 95 °C

erhitzt, um die Transkriptase zu inaktivieren, und anschlieend auf 4 °C abgekunhlt.

2.2.9 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Vervielfaltigung der DNA. Sie beruht
auf einem immer wieder kehrenden Zyklus aus drei Schritten:
1. Denaturierung:
Dabei trennen sich bei 94 °C die beiden Strange der c-DNA Strange.
2. Hybridisierung:
Bei 55 °C lagern sich die im Uberschuss vorhanden Oligonucleotidpri-
mer an die einzelstrangige c-DNA.
3. Verlangerung:

Die Temperatur wird nun wieder auf 72 °C, das Temperaturoptimum



63

der Polymerase, erhéht und es werden weitere Nukleotide an die ent-

stehenden DNA-Strange angebaut.
Kits:

1. Hot Star Taq Plus (Qiagen Catalog no. 203603/6)
2. dNTP-Mix 10mM of each (Fermentas Catalog no. R0192)

3. Primer sense und antisense (forward und reverse) (MWG-Biotech AG)

Protokoll
* PCR-Ansatz (25 pl): Aqua bidest. 25,6 pl

10x Tag-Puffer 5,0 pl

dNTP (jedes dNTP 0,125 mmol/l) 8,0 pl

Primer (sense) (5 umol/l) 3,0 pl

Primer (anti sense) (5 umol/l) 3, 0 ul

Primer fur Bcl3

sense 5-TCA AGA ACT GCC ACA ACG ACA C-3°
anti sense 5'-CTG GGG TCA GAG TCC TGG GAG -3’

AmpliTag Gold (10 U/ul) 0,4 pl
Genomische DNA 5,0 ul
* Programm Thermocycler :

a) Aktivierung der Tag-Gold : 96 °C — 10 Min.
b) 35 Reaktionszyklen jeweils bestehend aus :

Denaturierung: 94 °C - 20 sec.
Annealing: 62 °C - 30 sec.
Extension: 72 °C - 40 sec.
c¢) Elongation: 72 °C -10 min
Halt: 25 °C - unendlich
* Fir den Verdau wurden 7 pl PCR-Produkt, 1 ul NEBZ_Puffer, 1 pI BSA (10x) und 1

Ml Mnlin ein 0,65 ml Reaktionsgefald pipettiert.

* Inkubation Uber Nacht (mind. 4 h) bei 37 °C im Thermoblock.

» Zur Detektion wurde der Verdau mit 2 yl Probenpuffer versehen und auf ein 3 %
TAE-Gel aufgetragen. Als Standard diente MW 5: 1 yl Standard, 9 pl Aqua.dest.
und 2 ul Probenpuffer mischen.

* Auftrennen bei 120 V fir ca. 30 Minuten und Sichtbarmachung im UV-Licht, Pho-

todokumentation.
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PCR-Komponenten 50ul PCR Ansatz
10 fach Coral Load Puffer 5,0 pl
dNTP-Mix 10mM of each 1,0 ul
Primer sense 0,5 pl
Primer antisense 0,5 pl

Taq Plus DNA Polymerase 0,25 ul

H,O RNAse-frei 40,25 pl
cDNA (siehe 2.2.6) 2,5 ul

Tabelle 27: PCR Ansatz

2210 Agarosegel-Elektrophorese

Das Verfahren der Agarosegel-Elektrophorese wurde zur Darstellung von PCR-
Produkten verwendet. Hierbei kam es durch das Anlegen einer definierten Spannung
zur Wanderung negativ geladener Nukleinsaurefragmente im elektrischen Feld. Auf-
grund ihrer GrélRe und Ladung bewegten sich die einzelnen Fragmente unterschiedlich
schnell zur Anode, so dass eine analytische Auftrennung erméglicht wurde. Die
Elektrophorese wurde in einer neutralen, Ethidiumbromid enthaltenden Gelmatrix
durchgefiihrt. Ethidiumbromid bindet unspezifisch an Nucleinsduren und dient somit
der Sichtbarmachung der einzelnen Fragmente im UV-Licht (254 nm). Die verwendete
Agarose, sowie die Konzentration der Gelmatrix variierten in Abhangigkeit der GréRe
des PCR-Produktes.

Protokoll

Die entsprechende Agarosemenge wird im benétigten Volumen TBE- bzw. TAE-Puffer
aufgenommen und durch Erhitzen auf dem Magnetrihrer gel6ést (50 ml 1% Gel: 0.5 g
Agarose). Die Agarose kurz aufkochen lassen, anschlieRend 2,5 pl (10 mg/ml) Ethidi-
umbromid pro 25 pl Gel zugeben. Die flissige Agarose blasenfrei in Gelschlitten gie-
Ren, ca. 30 Minuten abkuhlen lassen. In die ausgekuhlten Geltaschen 12 ul bestehend
aus 10 pl PCR-Produkt mit 2 pl Probenpuffer pipettieren. Als Standard: 1 ul Standard,
9 pl Aqua. bidest. und 2 pl Probenpuffer mischen. Bei einer Spannung von ca. 80-120
V erfolgt die Auftrennung fur etwa 30 Minuten bis eineinhalb Stunden. Die Banden

werden im UV-Licht sichtbar gemacht anschlief3end erfolgt die Photodokumentation.
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Reagenzien

Tris-borat-EDTA (TBE)-Puffer (pH 8,0)
Tris 45 mM
Borat 45 mM
EDTA 1 mM
A.bidest. ad 1000 ml

Tris-acetat-EDTA (TAE)-Puffer (pH 7,2)

Tris 40 mM

Eisessig 12 %

EDTA 1 mM

A.bidest. ad 1000 ml

Probenpuffer

40 % Saccharose-Lésung 0,9 ml

0,25 % Bromphenolblau-Ldsung 0,9 ml

EDTA (0,5 M) Lsg. pH 8,0 0,1 ml

Ethidiumbromid (10 mg/ml)

Tabelle 28: Agarose Elektrophorese Komponenten

2.2.11 Clot Retraction

In der Endphase der Blutgerinnung erfolgt ein Zusammenziehen des Blutgerinnsels,
durch die Verklrzung der Fibrinfadden, unter Auspressung von Serum. Dieser Vorgang
wird als Clot Retraction bezeichnet. Das Zusammenziehen wird durch Thrombasthenin
bewirkt und ist abhangig von der Thrombozytenzahl sowie der Fibrinpolymerisation.
Far die Versuche zur Clot Retraction wurden gewaschene Plattchen eingesetzt, welche
in M199 resuspendiert sind und auf eine Zahl von 2x10® Zellen/ ml eingestellt wurden.
Zu diesen Zellen wurde dann CaCl, (2 mM) und Fibrinogen (250 ug/ ml) zugegeben.
Das Ganze wurde flir einen Zeitraum von zwei Stunden bei 37°C gerihrt. Das absolute
Versuchsvolumen war ein Milliliter. Fir die Aggregationinduzierung wurde Thrombin (1
U/ml) bzw. a- Toxin (0,5 pg/ml) verwendet. In einigen Experimenten wurden die
Thrombozyten fir 30 Minuten mit Rapamycin vor inkubiert und dann in den Ver-
suchsaufbau gebracht. Nach Zugabe von Thrombin bzw. a- Toxin war die Ausbildung
von Fibringelen zu beobachten. Die Clot Retraction wurde fotographisch Uberwacht,
dabei wurden alle 15 Minuten Fotos gemacht. Um die Stabilitdt der entstanden Clots zu

testen, wurde die Suspension zweimal leicht geschwenkt.
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2212 Fluoreszenz Mikroskopie (Immunzytochemie)

In den Suspensionsexperimenten werden ruhende oder Toxin stimulierte Thrombozy-
ten mit Fibrinogen cokultiviert. Die Stimulation der Thrombozyten erfolgte mit 0,5 U/ml
a-Toxin und 0,1ug/ml LPS flr vier Stunden bei 37 °C und 5 % CO,- Atmosphére. Die
Zellen werden mit zweiprozentigem Paraformaldehyd fixiert und auf Vectabond™ be-
schichtete Deckglaschen durch eine Zytospin Zentrifuge aufgebracht. Mit Alexa Fluo®
488 Phalloidin werden die F- Aktin Fillamente angefarbt und Alexa Fluor® 555 farbt die
Sialinsaure in den Granula an. Die Adhasions-Experimente werden in Achtloch Cham-
berslides aus Borosilikat, welche mit Fibrinogen oder Kollagen beschichtet sind, durch-
gefuhrt. FUr vier Stunden werden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO, Atmosphare kulti-
viert und in einigen Versuchsreihen werden die Zellen zusatzlich mit a-Toxin stimuliert.
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden an einem Olympus 1X81, FV300 mit konfokal
Ausristung und 60 x/1.42 NA Ol durchgefiihrt. Mit einer Olympus FVS-PSU/IX2-UCB

Kamera mit entsprechender Software wurden die Bilder aufgenommen.

2.213 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse im Text und in den Graphiken, Schaubildern und Tabellen sind Mittel-
werte + SEM (standard error of the mean) von n unabhangigen Experimenten. Die sta-
tistischen Analysen wurden mit der Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt. In den Ab-
bildungen wurde zuséatzlich noch angegeben, ob die entsprechenden p-Werte fiir Paar-

vergleiche <0,05 sind.
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3 Ergebnisse
3.1 Thrombozytenaktivierung

3.1.1 Staphylococcus aureus a-Toxin induzierte Aggregation

Aus friiheren Arbeiten ist bekannt, dass Staphylococcus aureus die Plattchenaggrega-
tion induzieren kann [99]. Siegel und Cohen konnten als erste zeigen, dass das a-
Toxin aus Staphylococcus aureus die Plattchenaggregation auslost. Sie beschreiben
einen shape change an isolierten Plattchen, die mit a-Toxin behandelt wurden. Dem
shape change folgt die Freisetzung pro koagulatorischer Faktoren aus den Thrombozy-
ten Granula. Mit der Freisetzung der Faktoren verlieren die Thrombozyten gleichzeitig
Kaliumionen und NAD, es konnte aber keine Zelllyse beobachtet werden [100].

Nach Applikation von a-Toxin in den Konzentrationen von 1 pg/ml, 3 ug/ml, 5
pg/ml und 10 pg/ml setzt sehr schnell die Aggregation ein und erreicht innerhalb von
zwei Minuten ihr Maximum. Bei semilogarithmischer Auftragung der Konzentrationen
ergibt sich folgender graphischer Verlauf (Abbildung 3-1), wobei der Wert der bei Ap-
plikation von 10ug/ml a-Toxin erreicht wurde einer 100 prozentigen Aggregation

gleichgesetzt wird. Aus den Messung ergibt sich eine ECso von 2,98 ug/ml + 0,64

100
I/.
80+

EC,, 2,98ug/ml + 0,64ug/ml

pg/mil.

60

40 4

Aggregation [%]

204

[]

05 1 log 3 5 10

a—toxin Konzentration [ug/ml]

Abbildung 3-1: Aggregationskurve, welche mit unterschiedlichen a-Toxin Konzentrationen
erreicht wurde. Der Wert von 10ug/ml a-Toxin wird einer 100 prozentigen Aggregation gleichge-
setzt.

Im Gegensatz zum a-Toxin konnte mit LPS in verschieden Konzentrationen keine Ag-

gregation erreicht werden.
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3.1.2 Inhibierung, der durch a-Toxin induzierten Aggregation

Die Aggregation der Thrombozyten, die als Folge der Aktivierung mit Freisetzung pro
aggregatorischer Mediatoren aus den Thrombozyten Granula gesehen werden kann,
kann durch verschiedene Inhibitoren unterbunden werden. Im heutigen Kliniksalltag
werden unterschiedliche Inhibitoren verwendet, z.B direkte Thrombozytenfunktions-
Inhibitoren wie Acetylsalicylsdure, welche die Freisetzung von Thromboxanen aus den
Thrombozyten unterbindet. Aber auch Rezeptorblocker wie die Thienopyridine Clopi-
dogrel und Prasugrel, die die Aktivierung der Thrombozyten Gber den ADP- Rezeptor
P,Y,, verhindern. Als Folge der ADP induzierten Aktivierung der Thrombozyten kommt
es zur Sekretion der a-Granula. In den a-Granula sind verschiedene Substanzen ge-
speichert (siehe Tabelle 1; Abschnitt 1.2.1) unter anderem auch Fibrinogen. Dieses
dient als Brickenmolekiil, in dem es zwei Thrombozyten Gber einen ihrer GP llb/llla
Rezeptoren miteinander verbindet. Durch den Einsatz des monoklonalen Antikdrpers
7E 3 (Abciximab) wird die Bindung des Fibrinogens an dem GP lIb/llla Rezeptor unter-
brochen. In den Experimenten, in denen mit 5 ug/ml a-Toxin die Aggregation ausgelost
wurde, konnte mit 0,91 + 0,19 ug/ml Abciximab eine 50 prozentige Inhibierung der Ag-
gregation erreicht werden. Dabei wurde die Gabe von Oug/ml Abciximab auf 100 Pro-

zent Aggregation gesetzt (siehe Abbildung 3-2).

100 —

80

ICSOO,91i 0,19 ug/ml
60 -}

40

Aggregation [%]

20

T T T T T T T T T
1 2 3 4 5

Abciximab Konzentration [jug/ml]

o -

Abbildung 3-2: Konzentrationsabhangige Inhibierung, der mit 5ug/ml a-Toxin ausgeldsten
Aggregation.
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3.2 Adhiédsionsexperimente

Die Adhasionsexperimente wurden mit 2 x 10® gereinigten Thrombozyten durchgefiihrt.
Dabei wurde die Zellsuspension auf vorbeschichtete Zellkulturflaschen ausgebracht.
Nach vier Stunden wurde die Suspension abgesaugt und die Kulturflaschen zwei Mal
mit HBSS gewaschen. Die mikroskopischen Aufnahmen der adharenten Zellen in Ab-
bildung 3-3 wurden bei 40-facher Vergréf3erung gemacht. Dabei wird eine grof3e Vari-
anz zwischen der als Kontrolle dienenden HSA Gruppe und den subendothelialen Mat-

rizes zu erkennen (siehe Abbildung 3-3).

Abbildung 3-3: (a) HSA,; (b) Kollagen; (c) Fibrinogen; (d) Laminin

Fur eine bessere Quantifizierung wird die relative Zellzahl bestimmt. Dabei wurde ein
respektiver Ausschnitt von 1 x 1 cm bei 40 facher Vergroferung ausgezahlt (n= 3 Ex-
perimenten). Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-4 zu erkennen. Hier zeigt sich, dass
die Thrombozyten verstarkt an Kollagen, gefolgt von Fibrinogen, adharieren. Die Adha-

sion an Laminin ist dem der HSA-Gruppe vergleichbar gering.
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Abbildung 3-4: Auszdhlung der adharenten Thrombozyten

Die Abbildung 3.4 zeigt Thrombozyten, die auf beschichtete Zellkulturflaschen ausge-
bracht wurden. Dabei ist deutlich zu erkennen, dass an das, als Kontrolle dienende,
humane Serum Albumin (a) nur sehr wenige Thrombozyten adharent werden. Dass
dennoch Plattchen sich anlagerten, ist auf die Voraktivierung der Thrombozyten bei der
Isolation bzw. schon bei der Abnahme zurlck zu fuhren. Dem gegenlber sieht man
aber eine deutliche Zunahme der Adhasion der Thrombozyten an Kollagen (b) und
Fibrinogen (c). Diese Adhdasion wird Uber spezielle Rezeptoren die Glykoproteinen
(GP) reguliert.

Fir die Adhasion an Kollagen ist der GP VI Rezeptor auf den Thrombozyten
verantwortlich. Kollagen wird auf der intakten GefalRwand nicht prasentiert. Erst durch
eine Gefallverletzung kommt es zur Exposition, worauf die Anlagerung der Thrombozy-
ten folgt. Wie unter 1.3.2.1 beschrieben, schlie3t sich der Anlagerung der Thrombozy-
ten, Uber GPVI, eine Aktivierung von Signalwegen an. Die Anlagerung der Thrombozy-
ten an Fibrinogen erfolgt Gber den Fibrinogenrezeptor, welcher sich auf der Thrombo-
zytenoberflache befindet. Mittels der Bindung an den GP llIb/llla Rezeptor werden in-
trazellulare Mechanismen gesteuert. Es kommt zum so genannten outside-in signaling
(siehe 1.3.2.2).

An das ausgebreitete Laminin binden die Thrombozyten Gber ihr agB+-Integrin.
Anders als bei der Bindung der Thrombozyten an Kollagen oder Fibrinogen folgt hier
keine Aktivierung der Thrombozyten [89, 101]. Sie unterziehen sich keinem shape
change, es konnte weiterhin auch nicht gezeigt werden, dass es zur Sekretion von Se-
rotonin oder anderen aggregationsférdernden Substanzen kommt [89].

In verschiedenen experimentellen Ansatzen wurden diese Adhasionsversuche
auch mit stimulierten Thrombozyten durchgeflihrt. Dazu wurden die Zellen mit Throm-
bin (0,05 U/ml), LPS (0,1 ug/ml) oder a- Toxin (0,5 pg/ml) behandelt. Es sollte der Fra-

ge nachgegangen werden, ob eine zusatzliche Aktivierung durch die o.g. Stimuli die
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Adhasion der Thrombozyten an die Matrixproteine noch steigern kann. Da sich eine
mikroskopische Auszahlung der adharenten Thrombozyten als nicht praktikabel erwies,
wurde nach einer Alternative gesucht. Dabei wurden die adharenten Zellen mit 2%igem
Toluodin, welches in 4%igem Paraformaldehyd gelést wurde, angefarbt. Die Zellen
wurden fur 30 Minuten bei 37°C fixiert, und im Anschluss mit Wasser gewaschen. Die
Lésung entfarbt sich mit jedem weiteren Waschschritt. Nun werden die adharenten
Zellen mit einer 1%igen Natrium Dodecyl Sulfat (SDS) Losung solubilisiert. Das SDS
lysiert die Zellen und der aufgenommene Farbstoff wird freigesetzt. Die Absorption der
Farbstofflésung wird bei 595 nm in einem Tecan ELISA-Reader gemessen. In Abbil-
dung 3-5 sind die Ergebnisse der Absorptionsmessung dargestellt. Die toxinstimulier-
ten Thrombozyten adharieren dabei wie in vorangegangen Experimenten an HSA, Kol-
lagen, Fibrinogen und Laminin. Im Gegensatz zu den nicht toxinstimulierten Thrombo-
zyten, adharieren die mit LPS und a-Toxin stimulierten verstarkt an Fibrinogen, was auf

eine Aktivierung des GP lIb/llla Rezeptors schliel3en I&asst.

[ IThrombin 0,05 U/ml
[ 1LPS 0,1 pg/ml
0,6 7 | o-Toxin 0,5 ug/ml
0,5
— 11
s
> 0,4
0
0
a T
B T T
a 0.2
Ne!
<
0,1
0,0 t t t
HSA Kollagen Fibrinogen Laminin

Abbildung 3-5: Semiquantitative Auswertung der an HSA, Kollagen, Fibrinogen und Laminin
adharenten Thrombozyten. Messung der Absorption bei 595 nm. (n= 3 Experimente)

Durch Stimulation mit LPS bzw. Thrombin ist eine verstarkte Adhasion der Thrombozy-
ten an Fibrinogen zu erkennen. Dabei hat sich bei allen Versuchen gezeigt, dass a-
Toxin die Adhasion an alle vorgegebenen Matrizes nicht erhdhen konnte. Die starkste
Aktivierung der Thrombozyten wurde hier durch a-Toxin Stimulation erreicht. So konn-

ten Aggregate nachgewiesen werden. Diese sehr widersprichlichen Ergebnisse der a-
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Toxin-Experimente ziehen eine genauere Untersuchung der Thrombozyten-Toxin-

Interaktion nach sich.

3.3 Aktivierung des GPIIb/llla Rezeptors

Die Ergebnisse der Adhasionsexperimente warfen Fragen zur Aktivierung der Throm-
bozyten auf, da es sich gezeigt hatte, dass a-toxinstimulierte Thrombozyten aggregie-
ren, aber die Adhasion an subendotheliale Matrizes nicht erhoht werden konnen. Somit
wurden Untersuchungen Uber die Aktivierung des GPIlIb/llla der unter anderem die
Adhasion von Thrombozyten an Matrizes reguliert angestrebt.

Der GP llIb/llla Rezeptor ist ein sicherer Aktivierungsmaker fur Thrombozyten
[102]. Unter physiologischen Bedingungen prasentieren Thrombozyten einen nicht ak-
tivierten GP llb/llla-Rezeptor auf ihrer Membran. Die Aktivierung der Thrombozyten
fuhrt zu einer raschen Konformitatsanderung des GPIIb/llla Komplexes, wodurch ho-
chaffine Fibrinogenbindungsstellen freigelegt werden. Die Bindungsstellen sind ein
Dodekapeptid (His-His-Leu-Gly-Gly-Ala-Lys-GIn-Ala-Gly-Asp-Val;, HHLGGAKQAGDV)
am Carboxyterminalen Ende der y-Kette [28] und zwei Arg-Gly-Asp (RGD)-Sequenzen
enthaltenden Regionen der Aa-Kette des Fibrinogens [29].

Durch inside-out signaling, welches zu einer Aktivierung des GP llb/llla- Rezep-
tors Uber Gi-gekoppelte Rezeptoren flihrt, kann der PAC 1 Antikérper gebunden wer-
den. Doch nicht nur inside-out signaling kann den GP lIb/llla-Rezeptor aktivieren, auch
outside- in signaling fihrt zu dessen Aktivierung. Aktivierte GP lIb/llla Rezeptoren auf
der Thrombozytenmembran kénnen den FITC konjugierten Antikdrper binden und wer-
den so fur die FACS- Analyse sichtbar. Der PAC-1 Antikdrper kann nur an aktivierten
GP lIb/llla binden. Die Bindung an den Kontrollplattchen ist daher sehr gering, doch
Iasst sich durch die Blutabnahme und der weiteren Verarbeitung des Blutes eine ge-
ringfugige Aktivierung nicht vermeiden. Als Positivkontrolle wurden die Thrombozyten
mit Thrombin stimuliert. Die Protease Thrombin aktiviert Thrombozyten Uber G-
abhangige Rezeptoren. Durch dieses inside-out signaling geht der GPIIb/llla- Rezeptor
in seine aktive Form Uber und der PAC-1 Antikérper kann dann an der Fibrinogenbin-
dungsstelle binden. Durch diese vermehrte Bindung des PAC-1 erfolgt eine Rechtsver-
schiebung im FSC und die aktivierten Thrombozyten kénnen klar von den Kontrollplatt-
chen differenziert werden. Nach Thrombin-Applikation kommt es innerhalb einer Minute
zu einer maximalen Aktivierung von 18 % und nimmt dann im weiteren zeitlichen Ver-
lauf wieder ab. In der nachfolgenden Abbildung wird die Zunahme der Fluoreszenzin-

tensitat sichtbar.
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Abbildung 3-6: Aktivierung
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Doch nicht nur Thrombin kann den GP lIb/llla- Rezeptor auf Thrombozyten aktivieren,
auch a-Toxin und LPS kénnen den Rezeptor anregen. Die Aktivierung der Thrombozy-
ten durch Thrombin erfolgt schon nach wenigen Minuten und ist bereits nach 30 Minu-
ten abgeschlossen, dass PAC-1 Signal geht danach auf Null.

Die Thrombozyten, die mit a-Toxin stimuliert wurden, zeigen eine maximale Ak-
tivierung von fast 40 % nach 30 Minuten. Diese Aktivierung nimmt dann stetig ab, bis
sie nach 24 Stunden 3 % erreicht. Bereits nach einer Stunde hat sich das Aktivierungs-
signal halbiert auf 18 %. Nach acht Stunden werden kaum noch Thrombozyten akti-
viert. Diesem Ergebnis liegen verschiedene Mechanismen zugrunde. Eine Aktivierung
von Thrombozyten hat die Sekretion von Fibrinogen aus den Granula zur Folge. Das
frei werdende Fibrinogen kann an dem GP lIb/llla Rezeptor binden und damit die PAC-
1 Bindungsstelle besetzen. Man muss auch die Aggregation der Thrombozyten in Be-
tracht ziehen, bei der die Thrombozyten Uber Fibrinogenbricken verbunden sind. Da-
bei bindet das Fibrinogen an GP llb/llla und der PAC-1 Antikérper kann nicht mehr
binden. Zum anderen kann das a-Toxin die Zellen zerstéren, was zu einer Verringe-
rung der GP lIb/llla Prasentation flhrt.

Bei den LPS stimulierten Thrombozyten zeigt sich nach einer Stunde eine mo-
derate Aktivierung von 8 %, die dann ebenfalls rasch wieder abnimmt und nach vier
Stunden auf den Ausgangswert von 4 % gesunken ist. Diese Werte spiegeln auch die
Aggregationsversuche mit LPS wieder. Sie zeigen, dass LPS zu einer sehr geringen

Aktivierung des GP lIb/llla Rezeptors auf Thrombozyten fihrt.
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Abbildung 3-7: Zeitlicher Verlauf der GP llb/llla Aktivierung durch a-Toxin einer Konzentration
von 0,05 U/ml sowie durch LPS (0,1ug/ml) und 1,0 U/ml Thrombin. Durch Thrombin (1,0 U/ml)
wird der Rezeptor durch out-side in signaling aktiviert und kann so den Fluoreszensfarbstoff
binden. Nach 30 Minuten ist keine weitere Aktivierung durch Thrombin méglich. a-Toxin fihrt
erst nach 30 Minuten zu einer maximalen Aktivierung des Rezeptors. Doch bereits nach weite-
ren 30 Minuten nimmt die Aktivierung ab. LPS aktiviert den GPIIb/llla erst nach einer Stunde
maximal jedoch zu keiner Zeit so stark wie a-Toxin.

Anhand der mit a-Toxin (0,05ug/ml) erreichten Aktivierung zeigt eine zehnfach héhere
Konzentration von a-Toxin (0,5ug/ml) nur eine Verschiebung des Aktivierungsmaxi-
mums von 30 Minuten auf vier Stunden. Jedoch erreichen beide Konzentrationen nach
acht Stunden ihr Minimum und eine Veranderung wird auch uber weitere 16 Stunden

nicht mehr sichtbar.
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3.4 RNA Nachweis

Als Quelle der thrombozytaren m-RNA werden die Megakaryozyten betrachtet. Im Ver-
lauf der Thrombopoese gelangen die genetischen Informationen in Form von m-RNA
Strangen in die Thrombozyten [11]. Der Nachweis spezifischer RNA gibt dartiber Aus-
kunft, ob die Information fiir die Proteinsynthese in den Thrombozyten enthalten ist.
Wenn diese Information fehlt, konnen die Proteine nur gespeichert und nicht neu syn-
thetisiert werden.

Plattchen enthalten die m-RNA fur Bcl-3. Diese RNA setzt sich mit speziellen
Primern zu den entsprechenden Basenpaaren um (siehe Abbildung 3-9). Die Stimulati-
on der Thrombozyten mit a-Toxin zeigt keine vermehrte Expression der Bcl-3 m-RNA.
Im Gegenteil, man kdnnte von keiner signifikanten Veranderung der m-RNA sprechen.
Die 18S RNA diente als Beladungskontrolle und zeigt dabei eine nahezu gleiche Bela-
dung mit RNA.

a-Toxin o~ Toxin
unstimuliert stimuliert

unstimuliert  stimuliert

e 500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

324 bp — >

18S RNA

100 bp

Abbildung 3-9: Dargestellt sind die Signale fiir Bcl-3 bzw. 18S- rRNA unter Kontrollbedingun-
gen und nach a-Toxin Stimulation.

In der unteren Abbildung sind die PCR-Produkte, nach Amplifikation mit Bcl-3 bzw. 18S
rRNA Primer aus Thrombozyten RNA dargestellt. Dabei zeigen LPS stimulierte Throm-
bozyten eine ahnliche RNA Konzentration, wie in unstimulierten Thrombozyten. Auch
hier erfolgt eine RNA Beladungskontrolle mit der 18S RNA.

unstimuliert
stimuliert
unstimuliert
stimuliert

Leiter
LPS
LPS

500bp K
324 bp ;%%22 -«—480 bp Bcl-3
18S RNA 200bp
100bp

Abbildung 3-10: Bcl-3 c-DNA Produkt aus unstimulierten und mit LPS stimulierten Thrombozy-
ten.
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3.5 Proteinexpression

3.5.1 Bcl-3 Expression in Thrombozyten stimuliert mit LPS

3.5.1.1 Effekt der Adhasion von Thrombozyten an Fibrinogen

Bei diesen Experimenten wurden die Thrombozyten auf fibrinogenbeschichteten Kul-

turflaschen fur vier bzw. zwdlf Stunden ausgebracht. Die Plattichen wurden zusatzlich

mit Thrombin und LPS stimuliert. Pro Geltaschen wurden 50ug Gesamtproteinmenge

appliziert, die Aktin Western dienen als Ladekontrolle (siehe Abbildung 3-11).

4h = ¥ 7y «——6Bas3
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Fibrinogen
Thrombin
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Abbildung 3-11:Western Blot Auswertung der Thrombozyten, die adharent an Fibrinogen mit

Thrombin oder mit LPS stimuliert wurden.
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Abbildung 3-12: Densi-
tometrische Auswertung
des Western Blots aus
Abbildung 3-11 normiert
auf das Fibrinogen Signal
zum entsprechenden
Zeitpunkt.

Die Signalintensitaten fur Bcl-3 sind relativ gleichstark. Das |&sst darauf schlie3en,

dass die Expression des Bcl-3 von der Beteiligung der a;,B83 Integrine abhangt [61].

Dennoch konnte mit diesen Experimenten gezeigt werden, dass LPS stimulierte
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Thrombozyten genau wie Thrombin stimulierte Bcl-3 exprimieren. Somit zeigt sich,
dass bakterielle Toxine, genau wie endogene Substanzen, auf Thrombozyten wirken
kénnen. Vielmehr reagieren die Platichen auf den Stimulus mit einer geregelten Ant-
wort. Die Expression von Bcl-3 in den LPS stimulierten Thrombozyten ist zwar mit 0,91,
bezogen auf das Fibrinogensignal, etwas geringer, doch konnte auch die Stimulation
mit Thrombin das Signal nicht signifikant (nur um 1,16 ) steigern in Bezug auf das
Fibrinogensignal. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch nach 12 Stunden wieder. Dann
nimmt das Kontrollsignal stark zu. Doch sind die zusatzlichen Stimulationen mit
Thrombin (1,03) und LPS (0,91), bezogen auf das Fibrinogensignal, nicht sehr erfolg-
reich. Das lasst auf einen starken Stimulus durch das Fibrinogen (1 mg/ml) schlieRen.
Andererseits kann auch durch die statischen Bedingungen die Aktivierung beglnstigt

sein.

3.5.1.2 Proteinexpression in Thrombozytensuspension

In den folgenden Suspensionsexperimenten (siehe Abbildung 3-14) wurden die
Thrombozyten in Medium 199 suspendiert mit Fibrinogen (100 pg/ml) und zusatzlich
mit LPS 0,1 pg/ml oder Thrombin 0,05 U/ml stimuliert. Reprasentative Western Blots
sind in Abbildung 3-14 dargestellt. Der Aktin-Western dient als Beladungskontrolle.

Abbildung 3-14: Thrombo-

) )
zyten in Suspension stimu- 0,5h “ ’ ” - ~—Bcl-3
liert mit Thrombin 0,05 U/ml - L |

und LPS 0,1 yg/ml tber den

Zeitraum von 30 min Uber ]
vier und zwolf Stunden. Die P~ ACtin
Aktin Western dienen als
Ladekontrolle.

Es ist die Zunahme des Bcl-
3 Signals im zeitlichen Ver-
lauf in den Thrombin stimu-
lierten Thrombozyten zu

erkennen. Die LPS stimulier-  g_ Actin

ten Thrombozyten zeigen e ~ —
schon nach 30 min keine
weitere Steigerung der Bcl-3
Expression.

4 h — W - Bcl-3

12h " e W ™ . Bc3

- + + + Fibrinogen
- . + - Thrombin
LPS
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Die densitometrische Auswertung zeigt eine sehr starke Aktivierung der LPS stimulier-
ten Thrombozyten bereits nach 30 Minuten, im Vergleich zu Thrombin stimulierten
Thrombozyten. Nach vier Stunden exprimieren jedoch thrombinaktivierte Plattchen
mehr Bcl-3 als solche, die mit LPS stimuliert wurden. Nach zwdlf Stunden sinkt die

Expression von Bcl-3 in LPS stimulierten Plattchen sehr stark ab.

[CJo,5h Abbildung 3-15: Densito-

4n C— 4h metrische Auswertung des
T . 12h Western Blots aus Abbildung

3-15 normiert auf das Fibrino-

34 gen Signal. Die densitometri-

sche Auswertung der Blots
aus Abbildung 3-16 bestatigt
5 = die maximale Expression des
Bcl-3 Signals in den LPS sti-
mulierten Thrombozyten nach
30 Minuten.

relative Signalstarke
Bcl-3 Expression

Thrombin ' LPS

Es hat sich gezeigt, dass auf die Verwendung von Fibrinogen in den Suspensionsexpe-
rimenten nicht verzichtet werden kann. So wurden von Pabla et al. nachgewiesen,
dass die allbB3 Integrine durch ihr outside in signaling die Translation und weiterge-
hend die Proteinsynthese regulieren [61]. Lindemann et al. zeigte in weiteren Experi-
menten, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der Stimulation der a3 Integrine
und der Aktivierung des eukaryotischen Initiations Faktor 4 E (elF4E) besteht [15]. Der
elF4E verknipft die mMRNA mit den Ribosomen [60]. In ruhenden Thrombozyten ist der
elF4E Faktor im Membrangertst und in der I8slichen Fraktion eingelagert [15]. Kommt
es durch aufieren Einfluss zu einer Aktivierung wird elF4E im Zytoskelett verteilt und

gelangt so schneller an die dort befindliche mRNA.

3.5.1.3 Adhasion humaner Thrombozyten an Kollagen

Die Folge der Thrombozyten Adhasion an Kollagen endet in einer Aktivierung (siehe
Abschnitt 1.3.2.1). Dabei binden die Thrombozyten tber GP VI und IV sowie den In-
tegrinen a,B4. Sie sind dann unter anderem in der Lage Proteine wie Bcl-3 zu exprimie-
ren. Eine zusatzliche Stimulation der an Kollagen adharenten Thrombozyten mit
Thrombin und LPS flihrt zu einer gesteigerten Expression von Bcl-3. Nach 12 Stunden
zeigen die toxischen Eigenschaften von LPS ihre Wirkung. So nimmt das Bcl-3 Signal
sehr stark ab. Im Vergleich zum LPS-Signal nimmt die Expression von Bcl-3 unter Kol-
lagen-Stimulation von vier nach zwolf Stunden stark zu, wie auch unter der zusatzli-

chen Stimulation mit Thrombin.
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Abbildung 3-16: An Kollagen adharente Thrombozyten exprimieren BCI-3 Uber den Zeitraum
von vier und zwolf Stunden. Der Aktin Western zeigt eine vergleichbare Proteinbeladung der
Gele. Dargestellt ist ein reprasentativer Western Blot aus fiinf Versuchen.

Abbildung 3-17: Die densi-
tometrische Auswertung der

= Abbildung 3-16 zeigt eine

] . deutlich gesteigerte Expres-
3,0 sion von Bcl-3 in den mit
1 LPS stimulierten Thrombo-
251 zyten nach vier Stunden im

Vergleich zur Stimulation mit
Thrombin. Nach zwo6If Sun-
den ist das Bcl-3 Signal in
der LPS Gruppe geringer als

2,0 H

relative Signalsarke
Bcl-3 Expression
o
1

104 = in den thrombinstimulierten
] Thrombozyten. Als Referenz
0.5 fur diese Messung wurde
: das Kollagensignal zum
00 Thrombin = T ! jeweiligen Zeitpunkt gewahilt.

Die densitometrische Auswertung zeigt eine mehr als doppelt so starke Expression von
Bcl-3 in den LPS stimulierten Thrombozyten, als in thrombinstimulierten Zellen nach
vier Stunden. Doch nach 12 Stunden verringert sich die Signalstarke in LPS behandel-

ten Plattchen starker als in der Thrombingruppe.
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3.5.1.4 Adhasion von Thrombozyten an Laminin

Die Adhasion an Laminin, eines der Hauptkomponenten der nicht-kollagenen Adhasi-
onsproteine, fuhrt Gber eine GP VI Aktivitat zum Spreaden der Thrombozyten. Dabei
binden die Thrombozyten Uber agB+-Integrine an Laminin. Die nachfolgenden Signal-
kaskaden ahneln denen von an Kollagen adharenten Thrombozyten. Uber die agB+-
Integrin Aktivierung kommt es zur Tyrosin Phosphorylierung sowie zur Aktivierung von
Syk und PLCy, was letztendlich PKC aktiviert, und auch zur Sekretion der thrombozy-
taren Granulas fuhrt. Mit dem Spreaden geht eine intrazellulare Umlagerung von
Translationsfaktoren einher, dem dann die Expression von Proteinen wie z.B. Bcl-3
folgt.

Doch es werden bereits in den vier Stunden Experimenten kaum Unterschiede
in den verschieden Versuchsbedingungen sichtbar. Im Gegensatz dazu sind die Unter-
schiede in den Experimenten mit Kollagen und Fibrinogen sehr viel deutlicher. Auch
nach zwolf Stunden werden kaum Unterschiede in den verschiedenen Bedingungen
sichtbar. In Abbildung 3-18 wurden reprasentative Western Blots aus finf Experimen-
ten dargestellt. Die densitometrische Analyse in Abbildung 3-19 zeigt kaum einen Un-

terschied in den einzelnen Behandlungsgruppen.

4h | - & ' -
l * -' — Bcl-3 Abbildung 3-18: Western

Blot von Laminin
adharenten Thrombozyten

p-Actin DG zum Zeitpunkt vier und

zwolf Stunden.

12h ;F"- - . <—Bcl-3
B A _}
p-actin DD DD

- + + + Laminin
= - + - Thrombin
- - - + LPS
[ 4h
144 [C112h
B T _‘,
Abbildung 3-19: Die Auswertung .
der Abbildung 3-18 zeigt eine leicht )
gesteigerte Expression von Bcl-3 1,04 T

unter zusatzlicher Stimulation mit
Thrombin und LPS nach vier Stun-
den. In den zwdlf Stunden Experi-
menten ist kaum eine Unterschei-
dung der Signale mdglich. Die rela-
tiv starke Grundaktivierung konnte ]
geringfiigig noch durch zusatzliche 0.2
Stimulation erhéht werden. 1

0,84

0,64

0,44

relative Signalstarke
Bcl-3 Expression

00 Thrombin ’ LPS
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3.5.2 Bcl-3 Proteinexpression in a-Toxin stimulierten Thrombozyten

3.5.2.1 Proteinexpression in Thrombozytensuspension

Die Suspensionsexperimente wurden durchgefiihrt um den Einfluss adhasiver Mecha-
nismen auszuschliefien. Dabei wurden die Thrombozyten im Medium 199 suspendiert
und mit Fibrinogen (100 pug/ml) und zusatzlich mit a-Toxin (0,5 ug/ml) oder Thrombin
(0,05 U/ml) stimuliert. Bereits nach 30 Minuten ist eine Expression von Bcl-3 sichtbar,
wobei die verschiedenen Versuchsbedingungen sehr unterschiedliche Expressionsin-
tensitaten zeigen. Die a-Toxin stimulierten Thrombozyten exprimieren bereits nach 30
Minuten sehr viel Bcl-3, im Verhaltnis zu den anderen Versuchsbedingungen. Nach
vier Stunden wird dieser Trend nicht mehr so stark fortgesetzt. Die Kontrolle sowie die
Fibrinogen- und Thrombin-, a-Toxin stimulierten Thrombozyten exprimieren nahezu
identische Mengen an Bcl-3. (siehe Abbildung 3-20). Im Vergleich zu den Thrombin
stimulierten Thrombozyten exprimieren a-Toxin stimulierte Plattchen noch mehr Bcl-3.
Doch nach zwoélf Stunden wird von Thrombin stimulieten Thrombozyten mehr Bcl-3
produziert als von den a-Toxin stimulierten. Im zeitlichen Verlauf der Suspensionexpe-
rimente lasst sich ein Trend zu mehr Proteinprodukt feststellen. In den Suspensionsex-
perimenten zeigt sich, dass a-Toxin bereits nach 30 minditiger Stimulation der Bcl-3
Expression 7,7mal starker ist, als in der Fibrinogen Gruppe. Das Thrombin-Signal ist
nur 2,25mal intensiver als das Signal von Fibrinogen stimulierten Thrombozyten. Nach
vier Stunden nehmen die Signalintensitaten von Fibrinogen und Thrombin zu. Die In-
tensitat des Bcl-3 Signals von a- Toxin stimulierten Thrombozyten bleibt nahezu gleich.
Bezogen auf das Fibrinogen-Signal nach vier Stunden, steigert die Stimulation mit
Thrombin die Bcl-3 Expression um 0,36 und eine Stimulation mit a-Toxin um 0,57.
Nach zwoélf Stunden sind kaum noch Unterschiede zwischen der Thrombin-Stimulation
1,28 und a-Toxin-Stimulation 1,33, bezogen auf das Fibrinogen-Signal, zu erkennen.

Vergleichend dazu die densitometrische Analyse in Abbildung 3-21.
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Abbildung 3-21: Bei der Aus-
wertung der Western aus Ab-
bildung 3-20, wird deutlich,
dass das a-Toxin nach 30 min
den stérksten Stimulus fur die |
Bcl-3 Expression darstellt Die 7
Expression ist 7,7 mal starker ]
als in Thrombozyten, welche 6
sich in Suspension mit Fibrino- ]
gen alleine befinden. Nach vier
Stunden exprimieren throm-
binstimuliete ~ Thrombozyten
annahert gleiche Mengen an
Bcl-3 (Faktor 1,36) wie a-Toxin
(Faktor 1,57) stimulierte

Thrombozyten. Die Werte sind 14
auf die Expression von Bcl-3 in 1

relative Signalstarke
Bcl-3 Expression

Abbildung 3-20:
Dargestellt ist der
zeitliche Verlauf der Bcl-
3 Expression von
Thrombozyten in Sus-
pension mit M199 und
Fibrinogen (100 mg/ml).
Einige Thrombozyten
wurden mit Thrombin
0,05 U/ml bzw. mit 0,5
pg/ml a-Toxin stimuliert.
Die Aktin Western
wurden zur Ladekontrolle
durchgefiihrt.

[—o0,5hn
T [ 4h
B 12h

i

der Fibrinogen Gruppe zum Thrombin
jeweiligen Zeitpunkt normiert.

3.5.2.2 Adhasion an Fibrinogen

o— Toxin

In diesen Experimenten zeigte sich, dass eine zusatzliche Stimulation der an Fibrino-

gen adharenten Thrombozyten zu einer gesteigerten Expression von Bcl-3 fuhrt. Je-

doch ist die Steigerung relativ gering: in der Thrombin Gruppe um 0,02 und in der a-

Toxin Gruppe um 0,1, bezogen auf das Fibrinogen nach vier Stunden. Nach 12 Stun-

den sind die Verhaltnisse ahnlich. In der Thrombingruppe steigt die Signalintensitat um
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0,03 und in der a- Toxin Gruppe um 0,1 in Bezug auf die Fibrinogengruppe. Auch hier

scheint eine starke Grundaktivierung durch das Fibrinogen voraus zu gehen. Im Ge-

gensatz zu den Suspensionsversuchen ist unter stationdaren Bedingungen die unter-

schiedlich starke Aktivierung nicht so stark ausgepragt. In den Abbildungen 3-22 und 3-

23 sind die Ergebnisse aus flinf unabhangigen Experimenten dargestellt. Die densito-

metrische Auswertung zeigt eine geringfiigig starkere Aktivierung durch zusatzliche

Stimulation mit a-Toxin im Zeitraum Uber vier und zwolf Stunden im Vergleich zu

Thrombin behandelten Thrombozyten.
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Abbildung: 3-22:
Western Blot Unter-
suchungen Fibrino-
gen adharenter
Thrombozyten. Die
Thrombozyten wurden
zusatzlich mit Throm-
bin 0,05 U/ml bzw. mit
0,5 pg/ml a- Toxin
stimuliert.

Abbildung 3-23: Densi-
tometrische Auswer-
tung der Western Blot
Analysen aus Abbil-
dung 3-22. Die zusatzli-
che Stimulation  mit
Thrombin oder a- Toxin
zeigt eine moderate
Steigerung der Expres-
sion.
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3.5.2.3 Adhasion an Kollagen

Durch die Adhasion der Thrombozyten an Kollagen kommt es durch eine Aktivierung
zur Initiation der Proteinexpression. Der Aktivierung der Thrombozyten folgt eine Sek-
retion der thrombozytaren Granulas und damit eine Aktivierung weiterer, noch ruhen-
der Thrombozyten. Durch zusatzliche Stimulation mit Thrombin und a-Toxin kann eine
Aktivierung und darauf folgende Proteinexpression gesteigert werden. So auch in den
hier vorliegenden Experimenten. Die Stimulation mit Thrombin steigert die Expression
von Bcl-3 auf 1,47 und in den a- Toxin stimulierten Thrombozyten wird die Bcl-3 Ex-
pression auf 2,83 in Bezug auf das Kollagen-Signal gesteigert. Die densitrometrische
Analyse in Abbildung 3-25 zeigt eine deutliche Zunahme der Bcl-3 Expression in der a-
Toxin stimulierten Versuchsgruppe nach vier Stunden. Doch nach zwdlf Stunden sinkt
das Signal stark ab. Als mogliche Ursache kommt der toxische und zellzerstérende
Effekt des a-Toxin in betracht.

B Abbildung 3-24:
4h - - Bel-3 Adhésion von

Thrombozyten an
Kollagen: (ber einen

B— Actin 2 ' Zeitraum von vier und
zwolf Stunden.
12h - - - ~—Bcl-3

A
>
g
2

- + 4 o+ Kollagen

- - + - Thrombin

= - - + o— Toxin
Abbildung 3-25: Auswertung C_J4h
der Western Blot Analyse aus 3.0 1 T B 12h
Abbildung 3-24. Die Stimulation 1
mit a-Toxin steigert die Bcl-3 254

Signalintensitat auf 2,83 und die
Thrombin Stimulation auf 1,47 in
Bezug auf das Fibrinogen-Signal
nach vier Stunden. Nach zwolf
Stunden zeigt das a-Toxin sei-
nen toxischen Effekt, das Bcl-3
Signal nimmt schlagartig ab.

1,5

1,0

relative Signalstarke
Bcl-3 Expression

Thrombin : a- Toxin
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3.5.2.4 Adhasion an Laminin

Die Adhasion der Thrombozyten an Laminin I6st eine Signalkaskaden aus, die zur Ini-
tiation der Translation fliihren. So konnte nach vier Stunden ein Signal fiir Bcl-3 ermittelt
werden, dass durch weitere Stimulation der an Laminin adharenten Thrombozyten mit
Thrombin oder a-Toxin gesteigert werden konnte. Dabei zeigte sich, dass nach vier
Stunden zuséatzlicher Thrombin-Stimulation das Signal fur Bcl-3 um 0,25 und nach 12
Stunden um 0,11 in Bezug auf das Laminin-Signal zu den entsprechenden Zeiten ge-
steigert werden konnte. Durch a- Toxin-Stimulation wurde das Signal um 0,42 nach

vier Stunden und um 0,36 nach 12 Stunden gesteigert.

4h ’ ' Abbildung 3-26: Ana-
— I - <— Bcl-3 lyse von Laminin adha-

renten Thrombozyten
die weiterhin mit

— Actin Thrombin 0,05 U/ml
P .-“ bzw. 0,5ug/ml a-Toxin

behandelt wurden.

12hi=".._--. B e, 0. 3

- + + + Laminin
- = + - Thrombin
- - - + a~— toxin

Im Gegensatz zu den Versuchen mit LPS Stimulation zeigt die a-Toxin Stimulation eine

geringfligige Zunahme der Bcl-3 Expression im Vergleich zur Thrombin Stimulation.

Abbildung 3-27: Auswer-

[ 4h tung der Western-Blots
; : C12h aus Abbildung 3-26: nach
141 [ vier Stunden kann das Bcl-
1 I 3 Signal durch Thrombin
1’2'_ T um 0,25 und durch a-Toxin
104 um 0,42 in Bezug auf das
] Laminin Bcl-3 Signal ge-
0.8+ steigert werden.
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Bcl-3 Expression
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0,0

Thrombin ' a- Toxin
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3.5.3 Inhibierung der Proteinexpression

Die Proteinsynthese kann an verschiedenen Punkten durch Inhibitoren unterbrochen
werden. Die einzige Moglichkeit in den Thrombozyten zur Unterbrechung stellt das
Eingreifen in die Translation dar. Die Translation lauft wie 0.g. in verschiedenen Stufen
ab. Durch den Einsatz geeigneter Translationsinhibitoren kann man regulierend in die-

sen Prozess eingreifen.

Puromycin

Puromycin greift auf der Stufe der Terminierung der Translation ein. Dabei wird Puro-
mycin anstelle von einer Acyl-t-RNA an die m-RNA angelagert. Als Folge dieser Bin-
dung kénnen keine weiteren t-RNAs an die m-RNA binden. Die Translation der m-RNA
in Aminosauresequenzen wird abgebrochen und es entstehen funktionslose Proteine.
Die Thrombozyten sind wie unter 2.2.1 isoliert und fir 30 Minuten mit 1mM Pu-
romycin inkubiert worden. AnschlieRend sind sie auf mit Fibrinogen beschichteten
Wells ausgebracht worden. Nach vier Stunden hat man die Zellen wie in vorangegan-
gen Versuchen abgenommen und fir die Western-Blot Untersuchungen vorbereitet.
Das Ergebnis ist in der unteren Abbildung 3-28 dargestellt. Mit Puromycin wird die
Translation von Bcl-3 in allen Thrombozyten nahezu vollstandig unterbunden. Bei der
densitometrischen Auswertung wurde das Signal aus der unbehandelten Stimulations-
gruppe eins gesetzt. Die inhibierende Wirkung wurde Anhand des Signals der Kontroll-
gruppe ermittelt und ist in Abbildung 3-29 dargestellt. Dabei konnte durch den Einsatz
von Puromycin die Expression von Bcl-3 auf unter 50 Prozent zum Kontrollniveau ge-
bracht werden. Die Thrombozyten der Thrombin und LPS Gruppen sprachen dabei
geringfligig besser auf die Inhibierung an, als die Thrombozyten, die mit a-Toxin oder

nur mit Fibrinogen behandelt wurden.

Rapamycin

Die Thrombozyten wurden mit 1uM Rapamycin fir 30 Minuten vorbehandelt, bevor sie
auf mit Fibrinogen beschichteten Zellkulturschalen fir vier Stunden ausgebracht wur-
den. In den Experimenten zeigte sich, dass die Expression von Bcl-3 tiber m-TOR ge-
regelt wird. (Abbildung 3-28). Bei der densitometrischen Auswertung der Western Blots
zeigt sich, dass durch Rapamycin die Expression von Bcl-3 in allen Versuchsgruppen
um 50 Prozent gesenkt werden konnte. Einzige Ausnahme stellt die LPS Gruppe dar
bei der nur eine Reduktion um rund 40 % erreicht wurde. Zum Vergleich siehe Abbil-

dung 3-30. Es sind bis zum heutigen Tag nur sehr wenige Proteine bekannt, die Gber
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m-TOR reguliert werden. Bcl-3 ist eines davon. Diese Ergebnisse bestatigen auch die

von Weyrich et al. gemachten Beobachtungen.

Wortmannin

Wortmannin ist ein Pl 3-Kinase-Inhibitor und hat eine Halbwertzeit von 20 Minuten,
welches eine wiederholte Applikation vom Pharmakon notwendig macht. Auch hier
zeigt sich eine verringerte Expression von Bcl-3 in den Thrombozyten. Die Plattchen
sind wie bei allen Inhibitionsversuchen fur 30 Minuten mit 100 nM Wortmannin vorinku-
biert, bevor sie fur vier Stunden auf fibrinogenbeschichteten Zellkulturschalen gegeben
wurden (siehe Abbildung 3-28). Die nachfolgende densitrometrische Auswertung zeigt
eine Reduktion der Bcl-3 Expression um 30 bis 65%, abhangig von den gewahlten
Versuchsbedingungen. (Vergleiche dazu Abbildung 3-31). Die mit LPS und Fibrinogen
behandelten Thrombozyten sprechen nicht so stark auf den Inibitor Wortmannin an wie

Thrombin und a-Toxin stimulierte Thrombozyten.

Puromycin Rapamycin Wortmannin

- - - - - +
Fibrinogen w= T = -, TTw - Bcl-3
Thrombin =0 e = WRW <«— Bcl-3
LPS e e = W™ <«— Bcl-3
o— Toxin === e == 3 s <— Bcl3

Abbildung 3-28: zeigt den Einsatz von Translationsinhibitoren: Die inhibierende Wirkung ist
jeweils im Vergleich mit der positiv Kontrolle in Suspensionsexperimenten Uber vier Stunden
dargestellt (+ gleich Pharmakon vorinkubiert;- bedeutet keine Vorbehandlung).
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Abbildung 3-29: Bei der densito-
metrische Auswertung der in Ab-
bildung 3-28 dargestellten Wes-
tern- Blots wurde die Signalintensi-
tat der Puromycin negativ Gruppe

auf eins gesetzt (n=5).

Abbildung 3-30: Densitometrische
Auswertung der in Abbildung 3-28
gezeigten Western- Blots: Das
Signal; der nicht mit Rapamycin
behandelten Gruppe wurde auf
eins gesetzt (n= 5).

Abbildung 3-31: Densitrometri-
sche Auswertung der Western-
Blots aus Abbildung 3-28: Die Sig-
nale der Plattchengruppen ohne
Wortmannin wurden auf eins ge-
setzt (n=95).
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3.5.4 Beeinflussung der Clot-Retraction

Bei der Ausbildung eines Thrombuses (engl. clot) werden drei Formen unterschieden.
Der Abscheidungs- oder weille Thrombus entsteht durch Anlagerung von Thrombozy-
ten an Fibrinfaden, die sich an einer Endothellasion gebildet haben. Die Ausbildung
eines Gerinnungsthrombuses, oder auch roten Thrombus, erfolgt in den Gefallen
durch zu langsam flieRendes Blut. Dabei findet man alle Blutbestandteile in den
Thromben. Als dritte Form wird der gemischte Thrombus unterschieden, der sich aus
den beiden oberen Thrombenformen zusammensetzt. Aus dem Kopfteil entsteht der
Abscheidungsthrombus und der Gerinnungsthrombus bildet den Schwanzteil aus. Die
Thrombusentstehung im Allgemeinen bezieht sich auf die Anlagerung von Thrombozy-
ten an Fibrinfaden. Daraus resultiert eine Aktivierung weiterer Thrombozyten, welche
aggregieren und so die Lasion verschlieRen. Zur Stabilisierung der Thromben verkdr-
zen sich die Fibrinfaden und es kommt zur Clot Retraction. Ein wichtiges Schliisselen-
zym flr diesen Prozess ist das Bcl-3 Protein. [77]

Durch den Einsatz von Rapamycin wird die Translation von Bcl-3 unterbunden.
Bcl-3 ist fur die Verkirzung der Fibrinfaden in Thromben verantwortlich. Wird die Syn-
these dieses Proteins verhindert, kann zwar eine Aggregation der Thrombozyten auf-
treten, doch werden die entstanden Thromben nicht verfestigt. In der unteren Abbil-
dung (Abbildung 3-32) wurden mit Rapamycin vorinkubierte Thrombozyten in die Rea-
genzgefalle (c) und (e) appliziert, wobei (c) zusatzlich mit Thrombin (1 U/ml) stimuliert
und (e) a-Toxin (0,5 pg/ml) aktiviert wurde. In (b) ist Thrombin zu den Thrombozyten
gegeben worden und (e) enthalt a-Toxin. Die Gruppe (a) dient als Kontrolle und wurde
weder inhibiert noch aktiviert. Wie zu erkennen ist, sind die Thrombozyten aggregiert.
Aus diesem Grund wurde mit LPS, welches keine Aggregation in humanen Thrombo-
zyten auslost, kein Experiment vorgenommen. Die Stabilitdt der nach zwei Stunden
entstandenen Clot wurde durch zweimaliges leichtes Schwenken der Reagenzglaser

getestet. Die Aggregate in (c) und (e) sind wieder zerfallen, wobei in (b) und (d) stabile

Aggregate erhalten wurden.

Abbildung 3-32: Clot-

Retaction.
a) Kontrolle
b) Thrombin

c) Thrombin + Rapamycin
d) a- Toxin
e) a- Toxin + Rapamycin




90

Semi quantitative Auswertung der Clot —Retraction

(@) (b) (c) (d) (e)

Clot o} ++ ++ +++ +++

Clot resuspendiert o} - + - +

Tabelle 29: Semiquantitative Auswertung der Clot- Retraction aus n= 5 Experimenten:

Dabei zeigen die Thrombozyten, die mit 1 U/ml Thrombin stimuliert wurden, eine Aggregatbildung. Dieser
Clot Iasst sich bei Rapamycin behandelten Thrombozyten wieder resuspendieren. Auch a- Toxin stimulier-
te Plattchen weisen eine Aggregatbildung auf; nur bei den mit Rapamycin behandelten Thrombozyten
Iasst sich das Aggregat wieder auflésen.

3.6 Mikroskopische Aufnahmen der a- Toxin Wirkung

Die hier dargestellten mikroskopischen Aufnahmen zeigen den zellzerstérenden Effekt
des a-Toxins unter verschiedenen Bedingungen. In Abbildung 3-33 sind Thrombozyten
adharent an Kollagen fir vier Stunden und zusatzlich noch mit a-Toxin stimuliert. Zur
besseren Identifizierung wurden die Thrombozyten mit Alexa Fluor® 488 Phalloidin fiir
die F-Aktin Fillamente des Aktinzellgeriistes und mit Alexa Fluor® 555 fiir die Sialinsau-
re der Granulamembran angefarbt.

Zum Zeitpunkt Null besitzen die Zellen noch ihre runde Form, das F-Aktin ist
noch sehr gleichmaBig im Zellinneren verteilt. Die Sialinsaure der Granulas zeigt die
Thrombozytengranulas noch als intakt und in der Zelle verstreut an. Nach Stimulation
mit a- Toxin wandern die Granula an die Zellmembran und setzen ihren Inhalt frei. Das
Aktingerist zeigt in den Thrombozyten, die nur adharent an Kollagen sind (mittlere
Spalte Abbildung 3-33), eine Verteilung in die Peripherie der gespreizten Zellen. Im
Gegensatz dazu zeigen die Zellen, die zusatzlich noch mit a- Toxin stimuliert wurden

(rechte Spalte Abbildung 3-33), eine diffuse Aktin-Verteilung im Zellinneren.
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Abbildung 3-33: Fluoreszens mikroskopische Aufnahmen an Kollagen adharenter Thrombozy-
ten, dabei wurde eine Versuchsreihe mit a-Toxin behandelt. In den unterschiedlichen Farbun-
gen sind die zellschadigenden Effekte des Toxins zu erkennen. Zur Kontrolle dienen die Bilder
der Thrombozyten, die nicht mit a-Toxin stimuliert wurden - sie zeigen eine Formveranderung
(spreaden). Die mit Toxin behandelten Thrombozyten sind dazu nicht mehr in der Lage.

Die Thrombozyten, welche adharent an Fibrinogen sind, zeigen keine groRen Unter-
schiede zu den Thrombozyten, welche auf Kollagen ausgebracht wurden. Zum Zeit-
punkt Null (linke Spalt Abbildung 3-34) sind die Zellen rund; das Aktin befindet sich im
gesamten Zellinneren verteilt. Die Sialinsdure befindet sich in definierter Form in den
Granula. Nach vier Stunden auf Fibrinogen (mittlerer Spalte Abbildung 3-34) zeigen die
Zellen die typische Formanderung und sie spreaden wie auf Kollagen. Beim Spreaden
vergroRert sich die Oberflache der Thrombozyten und sie gehen von einer runden,
kugelférmigen Gestalt in eine flache, tellerartige Gestalt Uber. Dabei verteilt sich das
Aktingerlst in die AuRenbereiche der Zellen. Die Granula, die durch die Sialinsaure-
Anfarbung sichtbar gemacht wurden, befinden sich auch hier wieder zentral im Inneren
der Thrombozyten. Die mit a-Toxin stimulierten Thrombozyten (rechte Spalte Abbil-
dung 3-34) zeigen ebenfalls eine Anlagerung der Granula an die Zellmembran. Eine
Differenzierung des Aktins ist auch hier sehr schwierig. Das Aktin der stimulierten Zel-
len befindet sich im Gegensatz zu den Kontrollzellen als diffuses Netz im Zellinnen-

raum.
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Abbildung 3-34: Fluoreszens mikroskopische Aufnahmen von Thrombozyten adhdrent an
Fibrinogen. Eine Versuchsreihe wurde zusatzlich noch mit a-Toxin behandelt. Auch hier zeigt
das Toxin seinen Effekt.

In den Experimenten, in denen Thrombozyten im Medium mit Fibrinogen versetzt wur-
den, zeigen die Zellen auch nach vier Stunden (mittlere Spalte Abbildung 3-35) kein
spreading. Im linken unteren Viertel der Bilder, in der mittleren Spalte, sind kleine Ag-
gregate zu erkennen, sowohl in der Aktin-Farbung als auch in der Sialinsaure-
Anfarbung. Die a-Toxin stimulierten Thrombozyten (rechte Spalte Abbildung 3-35) zei-
gen ein ausgepragtes Fibrinnetz. In der Sialinsaure-Anfarbung sind die Granula nicht
mehr eindeutig zu erkennen. Das Aktingerust ist nicht mehr sichtbar. Im linken oberen
Viertel der a-Toxin Gruppe sind Thrombozytenaggregate sowohl in der Aktin- und der

Sialinsaure-Farbung zu finden.
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F-Aktin

Sialinsaure

Oh 4 h 4 h

o— Toxin

Abbildung 3-35: Fluoreszens mikroskopische Aufnahmen von Thrombozyten im Medium, das
zusatzlich Fibrinogen enthalt: Die Thrombozyten wurden mit oder ohne a-Toxin Uber vier Stun-
den in der Suspension kultiviert. Hier zeigt die Kontrolle nach vier Stunden auch keine Forman-
derung, aber dafir sind kleine Aggregate erkennbar. In den mit Toxin stimulierten Zellen ist eine
definierte Zellstruktur im Sinne von Granulastrukturen nicht mehr zu erkennen.

3.7 Mikroskopische Aufnahmen von LPS stimulierten Thrombozy-
ten

In diesen Experimenten wurden die Thrombozyten mit 0,1ug/ml LPS stimuliert. Zur
besseren Identifizierung wurden die Thrombozyten mit Alexa Fluor® 488 Phalloidin fiir
die F-Aktin Fillamente und mit Alexa Fluor® 555 fiir die Sialinsdure gefarbt. Es I4sst
sich kein Unterschied zwischen den Thrombozyten, die nur mit Fibrinogen kultivierten
und den Thrombozyten, die zusatzlich noch mit LPS stimuliert wurden, erkennen. LPS

aktiviert die Thrombozyten nicht in dem Malie wie a-Toxin (vgl. 3.6).
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Abbildung 3-36: Fluoreszens mikroskopische Aufnahmen von Thrombozyten im Medium, das
zusatzlich Fibrinogen enthalt: Die Thrombozyten wurden mit oder ohne LPS Uber vier Stunden
in der Suspension kultiviert. Es sind keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zu er-
kennen.

Im nachsten Experiment wurden die Thrombozyten fir vier Stunden auf Fibrinogen
kultiviert. Nach vier Stunden zeigen die Kontrollthrombozyten ein typisches spreading.
Dabei siedeln sich die Granula im Zellinneren an. Im Vergleich zeigen die LPS stimu-
lierten Thrombozyten diese Eigenschaften nicht mehr. Dies lasst darauf schliellen und
bestatigt wiederum die schon gemachte Aussage, dass LPS die Thrombozyten nicht
zum Spreaden aktivieren kann. Umso erstaunlicher ist die Anordnung der Granula im
Zellinneren.
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Abbildung 3-37: Fluoreszens mikroskopische Aufnahmen von Thrombozyten adharent an
Fibrinogen: Eine Versuchsreihe wurde zusatzlich noch mit LPS behandelt. Nach vier Stunden
zeigen die Zellen ein spreading auf Fibrinogen. Die Thrombozyten die vier Stunden in Fibrino-
gensuspension kultiviert wurden, zeigen eine Formveranderung (spreading). Die F-Aktin Far-
bung zeigt, dass die Aktinfillamente sich aus dem Zellinneren in die Aullenbereiche verteilt ha-
ben. Die Granulas, die durch die Sialinsaure angefarbt wurden befinden sich im Zellinneren. In
mit LPS stimulierten Thrombozyten ist kein spreading zu beobachten, die Granula befinden sich
zentral in den Zellen.

Im Gegensatz zu den an Fibrinogen adharenten-, zeigen die an Kollagen adharenten
Thrombozyten ein ausgepragtes spreading. Dabei vergrofiert sich die Oberflache um
ein vielfaches und die Aktinfillamente verteilen sich kreisférmig Uber den gesamten
Zellinnenraum. Die Granula, deren Sialinsaure angefarbt wurde, sind gut sichtbar zent-
ral im Zelllumen verteilt. Ein ausgepragtes Spreading wie in der Kontrollgruppe ist in
der LPS-Gruppe nicht zu erkennen. Auch sind die Granula Uber das gesamte Zelllu-

men verteilt (siehe Abbildung 3-38)
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Abbildung 3-38: Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen von Kollagen adharenter Thrombozy-
ten, eine Versuchsreihe wurde mit LPS behandelt. Nach vier Stunden zeigen die Kontroll-
Plattchen ein ausgepragtes spreading. Die LPS stimulierten Thrombozyten zeigen hingegen
kaum ein spreading.

3.8 Massenspektrometrische Auswertung der 2D Proteomanalyse

Zur ldentifizierung veranderter Plattchenproteine wurden die Thrombozytenproteinlysa-
te mit der 2-D Gelelektrophorese untersucht. Die 2-D Gelelektophorese wurde dabei
noch um die Detektion mittels phosphosensitiver Antikdrper erweitert. Dabei wurden
mehrere hundert Proteinspots von der Analysesoftware gefunden, die eine signifikante
Veranderung zeigten. Die mit Hilfe der Software Proteomweaver gefundenen auffalli-
gen Proteine wurden massenspektroskopisch mit der nanoHPLC/ESI-MS/MS Technik
analysiert und sind in den Tabellen 30 und 31 dargestellt. In der Abbildung 3-41 ist ein
Silbergel der vier Stundenexperimente dargestellt. Die Tabelle 30 gibt Auskunft Uber

die in der Abbildung 3-39 nummerierten Spots.
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Abbildung 3-39: Silbergel der vier Stunden Experimente mit den ermittelten Proteinspots:
Die Nummern bezeichnen, die in Tabelle 30 aufgefiihrten Spots und die identifizierten Proteine.
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Nummer | Spot ID Protein Vorkommen/ Litera-
Funktion tur-
quelle
1 68364 WD repeat protein 1 Induziert den Abbau von Aktin-
Aktin-interacting pro- fillamenten
tein 1
2 68361 WD repeat protein 1 Induziert den Abbau von Aktin-
Actin-interacting pro- fillamenten
tein 1
3 68353 Fibrinogen Beta Monomere polymerisieren zu
chain Fibrin, Cofaktor der Thrombozy-
ten-aggregation
4 68363 T-complex protein 1 Molekulares Chaparon an der
subunit beta Faltung von Aktin und Tubulin
beteiligt
5 38474 PLEK Protein Hauptsubstrat der Protein C [103]
Ki
(Platelet p47 protein) inase
6 38469 Coronin Actin binding Funktion in der Signal Trans- [104]
Protein 1C duktion
7 71750 _38 Alpha Enolase multifunktionelles Enzym was
477 auch als Rezeptor fir Plasmi-
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nogen fungieren kann
8 71751 Alpha Enolase multifunktionelles Enzym was
auch als Rezeptor flr Plasmi-
nogen fungieren kann
9 38472 Fumarylaceto- Hydrolysiert 4 Fumarylacetoa-
acetase cetat in Fumarat und Acetat
10 68356 Ras suppressor pro- | steuert die RAS Signalkaskade
tein 1
11 68350 63 | Ras suppressor pro- | steuert die RAS Signalkaskade
113 tein 1
12 68334 Triosephosphate Isomersase in der Fettsaure-
isomeras 1 variant biosynthese
13 68368 DJ-1 Protein Sensor fUr oxidativen Stress
14 68365 Superoxid- Dismuta- mitochondrial,
se zerstort Radikale
Tabelle 30: Liste, der nach vier Stunden Stimulation mit Thrombin, LPS und a-Toxin regulierten
Proteine.

Die Abbildung 3-40 zeigt ein zwdlf Stundenexperiment Silbergel in Tabelle 31 sind die

nummerierten Spots benannt.
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Abbildung 3-40: Silbergel der zwolf Stunden Experimente mit den ermittelten Proteinspots. Die

Nummern bezeichnen die in Tabelle 31 aufgefiihrten Spots und die identifizierten Proteine.
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Liste der nach zwdlf Stunden Toxin Stimulation signifikant veranderte Proteine aus
dem Silbergel aus Abbildung 3-40.

sector ATPase

(mitochondrial)

Produziert ATP aus ADP unter Pro-
tonengradient

Num- Spot ID Protein Vorkommen/ Litera-
mer Funktion L=
quelle
1 72763 Protein- disulfid- | Protein des ER und der Zellmemb-
isomerase ran, katalysiert den Um- Abbau von
ER 60 precusor Disulfidbricken
2 72619 Protein-disulfide- Protein des ER und der Zellmemb-
isomerase ran, katalysiert den Um- Abbau von
ER 60 precursor Disulfidbricken
3 55613 _443 | Fibrinogen beta chain Koagulationsfaktor, welches aus [105]
47 den a-Granula sekretiert wird
4 64942 Fibrinogen beta chain Koagulationsfaktor, welches aus [105]
den a-Granula sekretiert wird
5 57838 1 H* transporting two Mitochondrium

6 44337_647

Fibrinogen gamma A

Monomere polymerisieren zu Fibrin,

39 chain percusor Cofaktor der Thrombozyten-
aggregation
7 44336 Fibrinogen gamma A | Monomere polymerisieren zu Fibrin,
chain percusor Cofaktor der Thrombozyten-
aggregation
8 64667 Alpha Enolase multifunktionelles Enzym was auch

als Rezeptor fur Plasminogen fun-
gieren kann

9 57848 443
39

Alpha Enolase

multifunktionelles Enzym was auch
als Rezeptor fur Plasminogen fun-
gieren kann

10 | 57877_566

Alpha Enolase

multifunktionelles Enzym was auch

86 als Rezeptor flr Plasminogen fun-
gieren kann

11 64600 Tropomyosin 2 Bindet an Aktinfillamente von Mus-

kel- und nicht Muskelzellen

12 64601 AF212303 Glutathion abhangige Thiol-

Transferase, im Zytosol
13 5662 Proteindisulfid- Protein des ER und der Zellmemb-
isomerase ran, katalysiert den Um- Abbau von
Disulfidbricken

14 64598 Peroxiredoxin-6 Enzym welches an Redoxreaktio-

nen der Zelle beteiligt ist

Tabelle 31: Identifizierte Proteinspots, der zwdlf Stunden Experimente mit Thrombin-, LPS- und

a-Toxin Stimulation.
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3.8.1 Effekte der Stimulation mit bakteriellen Toxinen auf die Prote-
inexpression

Die Regulation der unter Abschnitt 3.8 beschriebenen Proteine ist im Anhang 1 darge-
stellt. Dabei sind die unter den Versuchsbedingungen beschriebenen Zahlenwerte rela-
tive Expressionswerte der entsprechenden Proteine. Auf finf regulierte Proteine unter
Toxin Stimulation wird naher eingegangen: DJ-1 Protein, Ras suppressor Protein1,
PLEK Protein, Fumarylacetoacetase sowie das Coronin actin binding Protein.

Beim DJ-1 Protein handelt es sich um eine atypische Peroxiredoxin &hnliche
Peroxidase [106], welches als Redox-sensitives Chaparon agiert und als Sensor flr
oxidativen Stress dient. Als atypische peroxiredoxinahnliche Peroxidase reduziert DJ-1
H,0,, in den Mitochondrien durch Oxitadtion an Csy 106. Der Verlust der DJ-1 Aktivitat
lasst den H,O,- Wert in den Mitochondrien rasch ansteigen [106]. In den Kontrollplatt-
chen wird dieses Protein stark exprimiert (siehe dazu Anhang Tabelle 37). Mit Stimula-
tion der Plattchen nimmt die Signalstarke in LPS stimulierten Thrombozyten um mehr
als 40 % ab und in der a-Toxin Gruppe ist DJ-1 nur noch zu 29 % exprimiert. Eine
down regulation von DJ-1 lasst auf einen Anstieg des oxidativen Stresses schlieRen

[107], mit nachfolgendem Verlust der de novo Synthese von DJ-1.
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Abbildung 3-41: Anderung der relativen Abbildung 3-42: Anderung der relati
Signalstarke des DJ-1 Proteins in LPS stimulierten ven Signalstarke des DJ-1 in a-Toxin
Thrombozyten zum Zeitpunkt vier Stunden stimulierten Blutplattchen zum Zeitpunkt

(*p< 0,05; bein = 3) vier Stunden (*p< 0,05; bei n = 3)

Ein weiteres Protein das Ras suppressor Protein 1 oder auch als Rsu-1 bezeichnet, ist
ein LRR (leucin rich repeat) Protein. Rsu-1 blockiert die Ras Transformation und inhi-
biert so alle nachfolgenden Signalwege Uber Rho und Rac. Durch Stimulation mit LPS
verandert sich die Expression kaum, doch nach vier stindiger Stimulation mit a-Toxin

nimmt die Expression um 58 % zu.
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Abbildung 3-43: Ras- suppressor Protein 1 Abbildung 3-44: Expression von Ras-
Expression nach vierstiindiger Stimulation mit LPS. suppressor Protein 1, nach vierstlndi-
ger Stimulation mit a-Toxin (p< 0,05 bei
n=5).

3.8.2 Anderung im Phosphorylierungsmuster Toxin stimulierter Throm-

bozyten

Unterschiede im Phosphorylierungsmuster einzelner Proteine geben Auskunft Uber die
Funktionalitat einzelner Proteine. Viele Proteine werden durch Serin-, Threonin- oder
Tyrosinphosphorylierung aktiviert. Durch geeignete Antikorper ist es mdglich Verande-
rungen sichtbar zu machen. PLEK Protein oder Pleckstrin 1 ist das Hauptsubstrat der
Protein Kinase C in Thrombozyten und Leukozyten [108]. Die Phosphorylierung von
PLEK durch PKC an Serin oder Threonin fuhrt zur Sekretion von Thrombozytengranula

und gibt Gber den Aktivierungszustand der Thrombozyten Aufschluss [109].
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Abbildung 3-45: PLEK Protein Signal Abbildung 3-46: PLEK Protein Signal

in LPS stimulierten Thrombozyten in a-Toxin stimulierten Thrombozyten
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Der Phosphothreonin 2D- Western zeigt eine geringfigige Zunahme von 21 % der
PLEK Phosphorylierung unter LPS Stimulation und einen geringfligig héheren Anstieg
der Phosphorylierung von 36 % unter a-Toxin Stimulation.

Die Fumarylacetoacetase Hydrolase ist ein Enzym, welches die Hydrolyse von vier
Fumarylacetoacetat in Fumarat und Acetoacetat katalysiert. Somit stellt es ein Stoff-

wechselenzym dar.
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Abbildung 3-47: Threoninphosphorylierung Abbildung 3-48: Threoninphosphory-
von Fumarylacetoacetase in 4h LPS lierung a-Toxin stimulierter Thrombo
stimulierten Thrombozyten (n=5). zyten (4h) am Beispiel von Fumary-

lacetoacetase (n=5).

Unter Stimulation mit bakteriellen Toxinen, wie dem LPS und dem a-Toxin, ist dieses
Enzym geringer an Threonin phosphoryliert, als unter Kontrollbedingungen. In den LPS
stimulierten Thrombozyten ist das Signal um 5% geringer und in den a-Toxin stimulier-
ten Zellen um 7 %, als das Kontrollsignal. Diese Schwankungen sind vernachlassigbar
gering, zeigen jedoch den Einfluss der vierstiindigen Stimulation auf die Prote-
inphosphorylierung.

Das Coronin-Actin-binding Protein gehort zur Gruppe der WD 40 Proteine. Co-
ronin interagiert mit den F-Aktin Fillamenten des Zytoskelettes. Das Protein ist damit
am Umbau des Zytoskelettes wahrend der Phagozytose, Chemotaxis, Degranulation
und am cell signaling beteiligt. Eine vermehrte Phosphorylierung lasst somit auf eine
verstarkte Aktivitat dieses Proteins in toxinstimulierten Thrombozyten schlieRen. Unter
Stimulation mit LPS steigt der Phosphorylierungsgrad um 79 % bezogen auf die Kon-
trollthrombozyten. Die Stimulation mit a-Toxin flhrt zu einer nahezu Verdreifachung

der Intensitat des Phosphothreonin Signals.
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Abbildung 3-49: Phosphothreonin Signal Abbildung 3-50: Phosphothreonin
vom Coronin Actin binding Protein in Signal vom Coronin Actin binding Pro
LPS stimulierter Thrombozyten im Vergleich tein a-Toxin stimulierter Throm-
mit Kontrollthrombozyten (4h Experiment n=5) bozyten im Vergleich zu Kontrollplatt

chen (p< 0,05 bei n=5)

Die Protein-Disulfid-lsomerase ist an Redoxvorgangen und der Umlagerung von Disul-
fidbricken einiger Proteine beteiligt. Sie kommt im Lumen vom Endoplasmatischen
Retikulum (ER) vor und katalysiert die Thiol-Disulfid-Austauschreaktion. In LPS stimu-
lierten Thrombozyten wird die Isomerase nicht signifikant reguliert. Im Unterschied da-
zu steigt das Protein Signal unter a-Toxin Stimulation um 13% an, aber unter Berlck-

sichtigung des Kontrollsignals ist dies nicht signifikant.
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Abbildung 3-51: Signal der Protein- Abbildung 3-52: Signal, der Protein-
Disulfid Isomerase LPS stimulierter Disulfid-lsomerase a-Toxin stimulierter
Thrombozyten. Thrombozyten.

Peroxiredoxin-6 gehort zur Familie der Peroxiredoxine. Diese nutzen die Redoxeigen-
schaften des Cysteins um Peroxide zu reduzieren. Peroxiredoxine unterstitzen die
Redoxbalance der Zellen im Normalzustand und unter oxidativem Stress. Die 6 Peroxi-
redoxine sind an den Orten der ROS (reaktive Sauerstoffverbindungen) verteilt, somit
findet man sie im Zytosol in den Mitochondrien und den Peroxisomen. Das Peroxiredo-

xin-6 ist ein bifunktionales Protein, mit sowohl Glutathion-Peroxidase als auch
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Phospholipase A2 Eigenschaften [110]. In LPS stimulierten Thrombozyten ist eine Zu-
nahme der Signalintensitat um 29 % in Silbergefarbten Gelen nach 12 Stunden zu be-
obachten. Im Gegensatz dazu nimmt das Signal in a-Toxin stimulierten Thrombozyten

um 5 % ab.
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Abbildung 3-53: Peroxiredoxin-6 Abbildung 3-54: Peroxiredoxin-6
Signal in LPS stimulierten Thrombozyten in a-Toxin stimulierten Thrombozyten
(n=5; 12 h Experimente). (n=5; Zeitraum 12 h).

Tropomyosin-2 ist ein Aktin bindendes Protein, welches die Kontraktion der Aktinfaden

und somit den shape change in Thrombozyten regulieren kann [111].
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Abbildung 3-55: Tropomyosin-2 Abbildung 3-56: Tropomyosin-2 Signal
Signal LPS stimulierter Thrombozyten. a-Toxin stimulierter Thrombozyten.

Unter Toxin Stimulation mit LPS verringert sich die Signalintensitat um 12 % und in o-
Toxin stimulierten Thrombozyten sogar um 26 %, in Bezug auf das Kontrollsignal nicht
stimulierter Thrombozyten nach zwdlf Stunden in Silber gefarbten Gelen. Die statisti-
sche Auswertung ergab jedoch einen nicht signifikanten Unterschied in den Versuchs-

bedingungen im Vergleich zum Kontrollsignal.
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Die Auswertung der zwoIf Stunden Phosphothreonin Gele ergab eine minimale Veran-

derung der H* transporting two sector ATPase. Sie katalysiert die Synthese von ATP

aus ADP entgegen eines Protonengradients in der inneren Membran des Mitochondri-

ums. In den LPS stimulierten Thrombozyten sinkt das Phosphothreonin Signal um 11%

an. Die Stimulation mit a-Toxin fihrt zur Abnahme des Signals um 28 %.
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Abbildung 3-57: Phosphothreonin
Signal der H' transporting two
sector ATPase in LPS stimulierten
Thrombozyten (n>3; 12 h Zeitraum).
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Abbildung 3-58: Phosphothreonin
Signal der H" transporting two sector
ATPase in a-Toxin stimulierten
Thrombozyten (n>3; t=12 h).
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4 Diskussion

4.1 Thrombozytenaktivierung
Die Funktion der Thrombozyten im Falle einer Verletzung ist schon seit langerem be-

kannt und wurde in der vorliegenden Arbeit mehrfach beschrieben. Allen diesen Funk-
tionen der Thrombozyten in der Primar- und Sekundar-Hamostase geht eine Thrombo-
zytenaktivierung voraus, denn wie in vielen Systemen beruht die Funktion einzelner
Elemente auf der Regulation ihrer Aktivitat. Das Blutplattchen, welches durch chemi-
sche Botenstoffe andere Blutplattchen und Blutzellen aktivieren kann, ist damit in der
Lage, selbst diese Regulation zu steuern. Thrombin, ein endogen produziertes Signal-
peptid, kann durch Bindung am PAR-Rezeptor ein outside-in-signalling steuern, was zu
einer Aktivierung des Thrombozyten flhrt der GPIIb/llla-Rezeptor wird funktionalisiert
und kann Fibrinogen binden. Durch die Bindung von Fibrinogen kommt es zur Aggre-
gation der Thrombozyten. Die aggregierten Thrombozyten sezernieren wiederum ihren
Granulainhalt [16] und aktivieren so weitere im Blut zirkulierende Thrombozyten. Als

sicherer Aktivierungsmaker fur die Thrombozyten gilt der GPIIb/Illa-Rezeptor.

Abbildung 4-1: Thrombozytenoberflachenrezep-
toren und ihre Substrate im Subendothel.

GP Ib-\V-IX

Eine Aktivierung kann nicht nur durch endogene Substanzen wie ADP, Thrombin und
PAF erfolgen. Es kdnnen auch bakterielle Toxine, die in die Innenwelt des Korpers
gelangen, Thrombozyten aktivieren. Durch Einwirkung von LPS auf die Thrombozyten
sind sie in der Lage, durch ihre TLR4 gekoppelten Signalkaskaden gespeicherte m-
RNA in die entsprechenden Proteine umzuschreiben. Die FACS-Analysen zeigen
ebenfalls eine Aktivierung des GPIIb/llla Gber einen Zeitraum von mehr als zwei Stun-
den. Trotz der Funktionalisierung des GP llIb/llla (ay,B3) Rezeptors konnte mit LPS im
Gegensatz zum a-Toxin keine Aggregation gemessen werden. Es finden sich auch
keine Literaturquellen die eine Aggregation von humanen Thrombozyten belegen. Dies
kann zum einen auf die unzureichende Aktivierung der Thrombozyten Uber die Bindung
des LPS an dem LPB, gefolgt von einer TLR4 MD-2 Signalkaskade Aktivierung, zu-
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rickgeflihrt werden. Die Aggregation wird jedoch in wenigen Minuten gemessen. In der
Durchflusszytometrie wird eine Funktionalisierung des GPIlIb/llla-Rezeptors erst nach
30 Minuten messbar. Einen weiteren Hinweis fur die Aktivierung der Thrombozyten
durch LPS zeigen die Adhasionsexperimente, in denen LPS stimulierte Thrombozyten
eine signifikant erhéhte Adhasion an Fibrinogen Uber den Zeitraum von vier Stunden
zeigen, im Vergleich zu Thrombin und a-Toxin. Dieses Ergebnis deckt sich auch mit
den Angaben aus der Literatur [112] und gibt einen Hinweis darauf, dass Zellen adha-
rent werden kénnen ohne eine signifikante Aktivierung zu erfahren.

Das a-Toxin des Staphylococcus aureus ist ein Exotoxin, welches schon in fri-
heren Experimenten gezeigt hat, dass es die Thrombozyten aktivieren kann. Aufgrund
der besonderen porenbildenden Eigenschaften des a-Toxins sind fur die Aktivierung
keine speziellen Rezeptoren auf den Thrombozyten notwendig. Der Aktivierungsme-
chanismus geht auf die Porenbildung in der Thrombozytenmembran und damit auf die
Stoérung des lonengleichgewichts der Zelle zurtick. Dadurch gelangen extrazellulare
Calcium-lonen in das Zytosol und DAG und Pkl abhangige Signalkaskaden werden
aktiviert. Da der Austausch der lonen durch diese lonenkanéle unkontrolliert erfolgen
kann, ist dieses Aktivierungsmuster nicht reguliert. Staphylococcus aureus a-Toxin
zeigt eine konzentrations-abhangige Aggregation, die durch den Einsatz von Aktivie-
rungsinhibitoren, wie Abciximab, aufgehoben werden kann. So ist es mdglich, dass
einzelne Thrombozyten durch Porenbildung und einem Calcium-Einstrom aktiviert wer-
den kdnnen. Dieser Aktivierung folgt eine Granulasekretion und weiterfihrend die Akti-
vierung anderer Thrombozyten. Mit dem GPIIb/llla-Rezeptorblocker Abciximab kann
keine Brickenbildung Uber Fibrinogen erfolgen, damit bleibt jedoch eine messbare
Aggregation aus. Die Adhasion von Thrombozyten an die verschiedenen Matrizes
konnte durch Stimulation mit a-Toxin im Vergleich zur Kontrolle nicht weiter gesteigert
werden. Ein Grund dafiir kann die Aggregation, der a-Toxin stimulierten, Thrombozyten
sein, die schon nach wenigen Minuten abgeschlossen ist. In den Adhasionsexperimen-
ten wurden die Zellen vier Stunden auf den Matrixproteinen kultiviert. Hier sind stets
Aggregate in den Kulturen makroskopisch erkennbar gewesen. Die durchflusszyto-
metrischen Analysen zeigen, dass die maximale Aktivierung des GPIIb/llla-Rezeptors
bereits nach 30 Minuten abgeschlossen ist. Anhand der gewonnen Erkenntnisse kann
man zu dem Schluss kommen, dass Staphylococcus aureus a-Toxin sofort nach Kon-
takt mit den Thrombozyten Poren ausbildet. Durch diese Porenbildung werden die Zel-
len sofort aktiviert. Wohingegen das LPS eine verzdgerte Aktivierung der Thrombozy-
ten verursacht. Dort wird das Maximum der GPIlIb/llla Rezeptoren erst nach einer

Stunde im FACS sichtbar. Die unterschiedlichen Aktivierungsmuster, die sowohl rezep-
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torabhangig als auch rezeptorunabhangig sein kénnen, sind flir das sehr ungleiche

Ansprechen der Zellen verantwortlich.

4.2 Proteinexpression Toxin stimulierter Thrombozyten am Beispiel
des Bcl-3.

Die Proteinbiosynthese in Thrombozyten weicht von zellkernhaltigen Zellen ab. Eine
Transkription, wie sie im Zellkern stattfindet, konnte in Thrombozyten noch nicht nach-
gewiesen werden. In Thrombozyten beschrankt sich die Proteinbiosynthese auf die
Translation der m-RNA, welche aus den Megakaryozyten stammt. Dabei unterliegt die
Translation der RNA in, das entsprechende Peptid einem gewissen Regelkreis. Die
Thrombozyten missen erst eine Strukturverdnderung dem shape change erfahren,
bevor die Proteinbiosynthese anlaufen kann.

Erst durch diese Strukturveranderung gelangen die fiir die Translation notwen-
digen Komponenten in Kontakt. Sie befinden sich in den nicht aktivierten, runden
Thrombozyten in verschiedenen Zellkompartimenten. Nach dem shape change kann
der el4E an die m-RNA angelagert werden und die Translation lauft an [15]. In ver-
schiedenen Versuchen mit unterschiedlichen Bedingungen; Stimulation des PAR-
Rezeptors durch Thrombin, Aktivierung Gber den TLR4 Rezeptor durch LPS und Uber
Zellmembranporen verursacht durch a —Toxin, konnte keine Expression von Bcl-3 be-
obachtet werden. Erst mit zusatzlicher Stimulation der Integrin a,,B; oder GPVI konnte
eine Bcl-3 Expression initiiert werden. Bcl-3 diente in diesem Falle als Muster- oder
Beispielprotein, das nach Thrombinstimulation von Thrombozyten exprimiert wird [17,
61].

Erst durch eine Co-Stimulation mit Kollagen, Fibrinogen oder Laminin konnte
eine Bcl-3 Expression beobachtet werden. Dies belegt die Aussagen von Pabla et al.
[61], Weyrich et al.[77] und Lindemann et al. [15], dass fir die Proteinbiosynthese in
Thrombozyten Co-Faktoren notwendig sind, die einen shape change bewirken.

Im Falle des Kollagens erfolgt eine Gi-Protein abhangige Aktivierung tber das GP VI.
Durch dieses inside out signaling wird der Fibrinogenrezeptor GPIIb/llla (auch als In-
tegrin ay,B;s bezeichnet) funktionalisiert und es kann nun lIésliches Fibrinogen binden.
Die Zelle unterzieht sich einem shape change, wohingegen die Thrombozyten direkt an
Fibrinogen Uber ihren GP llb/llla Rezeptor binden. Durch dieses outside in signaling
wird in der Zellen ein Signalkaskade ausgeldst, die zum shape change fluhrt [113]. Wei-
tere Stimulation durch bakterielle Toxine (LPS, a-Toxin) oder Thrombin konnten die
Bcl-3 Expression nur in der Friihphase von 30 Minuten bis vier Stunden steigern. Nach
zwolf Stunden sind kaum noch Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsreihen

zu erkennen. Vielmehr ist ein Rickgang der Bcl-3 Expression in den Toxin stimulierten
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Gruppen sichtbar. Diese verminderte Expression ist moglicherweise auf die toxischen
Eigenschaften der Stimulanzien zurtick zu flhren, die im Falle des a-Toxins zellzersto-

rende Eigenschaften besitzt (vgl. 3.6).

4.2.1 Reduktion durch Translationsinhibitoren

Eine Verringerung der Bcl-3 Expression wurde auch durch den Einsatz geeigneter
Translationsinhibitoren erreicht. Dabei wurden drei Inhibitoren eingesetzt, die unter-
schiedliche Angriffspunkte in der Translation haben (siehe Abbildung 4-2): Puromycin,
Rapamycin und Wortmannin. Das Puromycin, als falsches Analogon in der Anelie-
rungsphase der Translation eingebaut, fuhrt zum Abbruch der Aminosaurekette und
somit zum Entstehen von Nonsenspeptiden. Puromycin zeigt im Vergleich zu den bei-
den anderen Inhibitoren den gréflten inhibierenden Effekt auf die Bcl-3 Expression.

Wortmannin und Rapamycin greifen in der Initiationsphase die Translation ein.
Rapamycin inhibiert die Translation durch Bindung an das zelleigene m-TOR (mamma-
lian target of rapamycin). Diese Bindung bewirkt eine Hemmung der m-TOR Aktivitat.
Die Serin/Threonin— Kinase m-TOR gehért in die Gruppe der Phosphatidylinositol-3-
Kinase ahnlichen Kinasen [63]. Als Bestandteil eines Proteinkomplexes reguliert es
unter anderem die Translation. Der durch Rapamycin gehemmte Komplex ist der m-
TOR complex 1, bestehend aus m-TOR, Raptor (regulatory associated protein of m-
TOR) sowie ein G- Protein B-Untereinheit- ahnliches Protein (GBL), auch als mLST8
bezeichnet [64]. Beide, sowohl Raptor als auch mLST8, regulieren die m-TOR abhan-
gige Phosphorylierung der S6 Kinase1 und des 4E-B Protein 1 (4 eukariotischen Bin-
dungsprotein 1) in vivo und in vitro. Rapamycin unterbindet die Phosphorylierung von
4E-BP1 an Serin 65 und Threonin 70, und somit die Bildung eines funktionsfahigen
elF4F Komplexes [65]. Damit steht ein wichtiger Translationsfaktor nicht zur Verfiigung
und die Translation kann nicht anlaufen. Wortmannin wirkt inhibierend auf die
Phosphoinositol-3 Kinase (PI-3K), welche Uber die Pyruvat Dehydrogenase Kinase 1
(PDK1) und die Protein Kinase B (PKB) letztendlich auf m-TOR wirkt. Somit wird die
4E-BP1 Phosphorylierung gehemmt. Es kdnnen keine elF4F Komplexe gebildet wer-
den. Als Folge daraus ist die Translation gehemmt.

Der Einsatz der m-TOR Inhibitoren hat gezeigt, dass die Translation von Bcl-3
Uber m-TOR reguliert wird. Doch konnte durch diese sehr gezielte Inhibierung durch m-
TOR die Expression von Bcl-3 nicht vollstandig unterbunden werden. Durch diese sehr
selektive Inhibierung werden nicht alle Expressionswege unterbunden. In den Puromy-
cinversuchen konnte die Bcl-3 Expression vollstandig unterbunden werden. Der Nach-
teil beim Einsatz von Puromycin ist, dass es die Proteinexpression auch anderer Prote-

ine inhibiert, die nicht Glber m-TOR reguliert werden. Somit ist eine geregelte Thrombo-
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zytenfunktion nicht mehr gewahrleistet. Eine Inhibierung einzelner Proteine, die z.B.
nur Uber m-TOR reguliert werden, ist demnach sinnvoll und sollte Ziel weiterer Unter-
suchungen sein, um moglichst gezielt in die Regelkreislaufe eingreifen zu kénnen und
damit eine eingeschrankt Funktionalitat noch erhalten bleibt. So wird in Thrombozyten
nicht nur Bcl-3 exprimiert, welches fiir die Clot Retraction verantwortlich ist [77], viel-
mehr werden Proteine wie TF [14] und IL-1 [18] exprimiert, die wichtige Funktionen in
der Inflammation und der Gerinnugskaskade tUbernehmen. So wird von Thrombozyten
auf Stimulation mit Thrombin IL-13 synthetisiert [18], welches dann den Entziindungs-
prozess aktiviert oder noch verstarkt. In den letzten Jahren wurden einige Proteine
gefunden, die neu von Thrombozyten synthetisiert wurden [14, 17, 18]. Die de novo
Synthese von Tissue Faktor [14] zeigt, dass die Thrombozyten Regulationsmechanis-
men besitzen, mit denen sie in der Lage sind, selbst die Gerinnung zu aktivieren, in-
dem sie die enthaltene m-RNA flr den Tissue Faktor splicen, d.h. funktionalisieren und
anschliel3end die erhaltene Information in das entsprechende Protein Ubersetzen. Das
Protein kann dann ausgeschieden oder auf der Zelloberflache prasentiert werden und
somit weitere Thrombozyten aktivieren. Somit sollte die Funktion der Thrombozyten
neu Uberdacht werden. Sie sind nicht nur einfache unspezifische Zellen, die eine Lasi-
on verschliel3en, vielmehr sind sie hoch spezialisierte Zellen die auf aulere Reize mit
einer gezielten Antwort reagieren. Die Antwort kann die Expression spezieller Proteine
sein, aber auch die Sekretion von Substanzen aus den Granula, die ihrerseits wieder-

um andere Zellen und Zellen des Immunsystems aktivieren kénnen.
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4.3 Identifizierung und Regulation thrombozytérer Proteine

Die 2-D Gelelektrophorese sowie die anschlieRende massenspektoskopische Analyse
der Thrombozyten Proteinlysate haben gezeigt, dass die Thrombozyten nach Toxin
Stimulation mehrere Proteine regulieren. Im Anhang sind die veranderten Proteine in
den Tabellen 37-42 im Detail aufgefiinrt. Die folgenden Tabellen sollen eine kleine U-

bersicht Uber die Identifizierten Proteine geben.

Silbergele LPS a-Toxin biologischer Effekt
DJ-1* l l l Sensor fir oxidativen
Stress
WD- repeat Protein 1 l l l induziert den Abbau
von Aktinfillamenten
Ras suppressor Protein 1 T T T steuert die RAS Sig-
nalkaskade
SOD l T mitochondrial,
zerstort Radikale
T- complex Protein 1 subunit T T T Molekulares Chapa-
beta ron an der Faltung
von Aktin und Tubulin
beteiligt
Triosephosphat isomerase l T Isomersase in der
1 variant Fettsdurebiosynthese

Tabelle 32: Dargestellt sind die Proteine, die nach vierstiindiger Stimulation mit bakteriellen Toxinen eine
Veranderung in ihrer Spotintensitat (Proteinexpression) aufweisen. Die Pfeile charakterisieren eine Zu-
bzw. Abnahme der Signalintensitat bezogen auf die Intensitat nicht stimulierter Kontrollplattichen.

Das DJ-1 Protein, ein Protein was die Zelle vor oxidativen Stress schiitzen soll, ist in
den Kontroll- als auch in den Toxin stimulierten Thrombozyten vorhanden, doch nimmt
mit Toxin-Stimulation die Signalintensitat und somit die Konzentration in der Zelle sehr
stark ab. In den a-Toxin stimulierten Thrombozyten betragt die Intensitat nur noch 29%
vom Ausgangswert, die Zelle ist somit sehr starkem Stress ausgesetzt, was zum Ab-
bau des DJ-1 Proteins fuhrt. Das DJ-1 Protein ist eine atypische peroxiredoxinahnliche
Peroxidase die durch Oxidation an Cys 106 H,O, reduziert. Diese Reduktion findet
meist in den Mitochondrien statt [106]. Ein Verlust der DJ-1 Aktivitat fihrt zu einem
Anstieg von H,O; in den Zellen. Es konnte aber nicht eindeutig geklart werden, wieso
kein Anstieg und somit eine Neusynthese vom DJ-1 Protein erfolgt, was zu erwarten
gewesen ware. Doch ein Anstieg an DJ-1 wurde weder unter Toxin noch unter Stimula-

tion von Fibrinogen und Thrombin beobachtet. Dem Zufolge ist die Abnahmen stimula-
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tionsbedingt und nicht auf einen toxischen Effekt der bakteriellen Toxine zuriick zu flh-
ren. Das Ras-suppressor- Protein 1 (Rsu-1) hingegen erfahrt unter a-Toxin Stimulation
eine signifikante Zunahme der Intensitat. Rsu-1 blockiert die Ras Transformation und
inhibiert so alle nachfolgenden Signalwege Uber Rho und Rac. Von den drei Rac
GTPasen konnte nur die Rac-1 in Thrombozyten nachgewiesen werden [114]. Dem-
nach wird nach vierstiindiger Stimulation mit a-Toxin 58 % mehr Ras suppressor Prote-
in exprimiert als unter Kontrollbedingungen. Dem Zufolge werden unter a-Toxin Stimu-

lation durch das Rsu-1 alle Rho und Rac Signalwege blockiert.

Abbildung 4-3: Ras Signalweg: Hier wird Ras
durch Bindung an GTP aktiviert. Das aktivierte
Ras reguliert Uber Phophoinositol 3 Kinase (PI

3K) und Aktin die GTPasen Rac und Rho. Rac
und Rho regulieren verschiedene Thrombozyten-
funktion wie shape change und Granulasekretion

[115]. Rsu-1 blockiert den Ras Signalweg.

U

3

+ Sekretion + shape change

+ Integrin Aktivierung
+ Metabolismus z.B
Calcium

Es Folgt durch Rho und Rac Blockade eine Verringerung des shape change. Da Rac-1
die Phospholipase Cy 2 und Phospholipase C[ aktiviert[114, 116, 117], die den Calci-
umeinstrom in die Zelle reguliert, werden Uber einen Calciumeinstrom die Funktionen
wie Adhasion, Sekretion und Thrombusausbildung gesteuert [116]. Rac-1 ist des Wei-
teren an der Regulation der Lamellopodienformation in Thrombozyten nach Aktivierung
und Adhasion beteiligt [118]. Der Inhibierung von Rac-1 durch Rsu-1 folgt damit eine
verminderte Aktivierung der Thrombozyten mit nachfolgendem verminderten shape
change und Aggregation. Eine Hochregulation des Rsu-1 kann als ein negativer Feed-
backmechanismus gesehen werden, denn durch eine erhdhte Rac-1 Aktivitdt kommt
es zum intrazellularen Anstieg von Calciumionen durch Phospholipase Cy 2 und
Phospholipase CB Aktivierung. Da der Calciumeinstrom in die Zelle durch die o-
Toxinporen unkontrolliert erfolgt, versucht die Zelle durch Inhibierung des Rac Systems
dem entgegen zu wirken. Anders dagegen die LPS stimulierten Thrombozyten. Sie
zeigen keine Veranderung in der Rsu-1 Protein Expression. Das zeigt, dass LPS die

Thrombozyten nicht so stark aktivieren kann wie a-Toxin.
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Veranderung im Phosphorylierungsmuster thrombozytarer Proteine

Phosphoserin LPS a-Toxin biologischer Effekt
Alpha Enolase l l l multifunktionelles Enzym
was auch als Rezeptor
fur Plasminogen fungie-
ren kann
Phosphothreonin
PLEK T T T Hauptsubstrat der Protein
C Kinase
Fumarylacetoacetase l l l Hydrolysiert 4 Fumaryla-
cetoacetat in Fumarat
und Acetat
Alpha Enolase T T multifunktionelles Enzym

was auch als Rezeptor
fur Plasminogen fungie-

ren kann
Coronin  Actin  Binding T T T T T Funktion in der Signal
Protein 1C Transduktion

Tabelle 33: zeigt alle Proteinen welche nach vierstiindiger Stimulation eine Veranderung im Phosphorylie-
rungsmuster aufweisen. Dabei wurden Phosphothreonin und Phosphoserin sensitive Antikdrper benutzt.
Die Pfeile geben Aufschluss dariiber, ob unter den jeweiligen Bedingungen die Spotintensitat in Bezug auf
unstimulierte Thrombozyten zu oder abgenommen hat.

Eine Steigerung der Expression wird ebenfalls beim PLEK Protein beobachtet.
Das PLEK Protein oder Pleckstrin 1 (platelet and leukocyte C kinase substrate) ist das
Hauptsubstrat der Protein Kinase C in Thrombozyten und Leukozyten [108] Hier wird
eine Zunahme der Threonin-Phosphorylierung sowohl unter LPS (21%) als auch unter
a-Toxin (62%) Stimulation erreicht. Eine gesteigerte Threonin-Phosphorylierung flihrt
zu einer Sekretion der Granula [108, 109] . Diese Erkenntnis deckt sich mit den fluo-
reszens gefarbten mikroskopischen Aufnahmen, die sowohl unter LPS als auch unter
a-Toxin Stimulation eine Verschmelzung der Granula mit der Thrombozytenzell-
membran zeigen. Diese Verschmelzung ist bei den LPS stimulierten Thrombozyten
nicht so stark ausgepragt wie bei den a-Toxin stimulierten Thrombozyten. Die
Phosphorylierung an Serin und Threonin des Pleckstrin wird durch Phosphatidylinositol
(3,4,5)-Trisphosphat gesteuert, einer Phosphorylierung des Pleckstrin durch eine Akti-
vierung der PKC (Protein Kinase C) [119, 120]. Die Protein Kinase C gehdrt in die Fa-
milie der Serin/Threonin Kinasen, die fir lebenswichtige Zellsignalwege bendtigt wer-
den, wie die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung. Eine Erhéhte PKC Aktivitat
fuhrt zur Sekretion der Granulainhalte und Funktionalisierung der Integrine in Throm-
bozyten [121, 122].
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Abbildung 4-4: PLEK Phosphorylierung

durch PKC, welche durch DAG und Calci-
um sowie Rac und PI3 Kinase aktiviert wird
\ * (P= Phosphat).
—

® ¥
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Die Protein Kinase C wird durch DAG Diacylglycerol, Calcium sowie Rac in Pl 3K

(Phosphoinositol 3 Kinase) aktiviert. Demzufolge aktiviert a-Toxin die PKC durch einen
erhohten Calciuminflux und damit verbunden einer vermehrten DAG Aktivitat. Der Akti-
vierungsmechanismus des LPS ist nicht so eindeutig zu erklaren. In der Literatur finden
sich verschiedene Quellen die einen Zusammenhang zwischen der LPS- TLR4 vermit-
telten Aktivierung der PKC Isoform a und ( zeigen[123]. Diese Isoformen aktivieren
dann nachfolgend MAPK Kinasen. Damit ist auch eine Aktivierung der PKC vermittel-
ten Phosphorylierung des PLEK durch LPS denkbar. Die erhdhte PKC Aktivitat fihrt zu
einer Phosphorylierung von PLEK an Ser 113, Ser 117 und Thr 114. Die genaue Funk-
tion des PLEK-Proteins ist jedoch noch nicht genau aufgeklart, jedoch werden Interak-
tionen mit Polyphosphoinositol wie dem PtdIins-4,5-P, , beschrieben, welches Uber die
Pleckstrin Homolog Domaine am N-Terminus des Proteins interagiert [124, 125]. Ande-
re Ergebnisse beziehen das Pleckstrin in den Aktin Umbau ein, welches nach
Phosphorylierung an dem Rac vermittelten Aktinumbau beteiligt ist [126]. Ein weiteres
am Aktin Komplex der Thrombozyten angreifendes Protein ist das Coronin Actin bin-
ding Protein.

Das Coronin Actin binding Protein ist mit dem Aktin der Thrombozytenzelle ver-
bunden und am Umbau der Zelle, dem so genannten shape change, beteiligt. Ein An-
stieg diese Proteins wurde auch bei Patienten mit einer arteriellen Thrombose beo-
bachtet [127]. Unter Stimulation mit a-Toxin verdreifacht sich das Signal, unter LPS
Stimulation verdoppelt es sich. Hier zeigt sich wieder, dass LPS einen geringeren Ein-
fluss auf die Aktivierbarkeit der Thrombozyten im Vergleich zum a-Toxin aufweist.
Durch die Aktivitditszunahme des Coronin Actin binding Proteins wird ein Umbau des
thrombozytaren Aktingerustes veranlasst. Dabei gehdrt das Coronin zu den WD-repeat
Proteinen [128]. Die genaue Funktion des Coronin Actin binding Proteins ist noch nicht

bis ins Detail aufgeklart. Ihm wird unter anderem eine Funktion im Vesikeltransport
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zugesprochen. Die bedeutsamere Funktion ist jedoch der Einfluss auf das Aktin und
damit der Beitrag zum shape change von Zellen [129]. Eine massive Anderung im Zy-
toskelett fuhrt zu einer Veranderung im Expressionsverhalten der Thrombozyten. Denn
erst durch den shape change sind die Thrombozyten in der Lage Proteine zu exprimie-
ren, da erst dann die Translation initiiert werden kann. Die Regulation in Patienten mit
arterieller Thrombose zeigt die klinische Relevanz des Proteins. Dieses Ergebnis stellt
aber auch die Relevanz der bakteriellen Toxine bei thrombotischen Ereignissen dar,
denn sowohl unter LPS als auch unter a-Toxin Stimulation ist ein Anstieg des Coronin
Actin binding Proteins beobachtet worden. So wurden nach vierstiindiger Stimulation
mit bakteriellen Toxinen nicht nur die Proteine reguliert, die im Ergebnisteil besprochen
wurden, sondern auch Proteine wie neusynthetisiert oder phosphoryliert. Im Anhang
befinden sich alle gefunden und regulierten Proteine. Unter ihnen befinden sich weitere
WD-40 Proteine wie das WD-repeat Protein 1. WD-40 repeat Proteine zeichnen sich
durch eine Wiederholung von mindestens vier WD Sequenzen aus, wobei die WD Se-
quenz aus 40-60 Aminosauren besteht, die am N-Terminus mit einem Glycin/Histidin
Dipeptid startet und am C-Terminus mit einem Tryptophan/ Asparaginsaure Dipeptid
endet. Das WD- Protein 1 (Wdr1) schneidet die Enden des F-Aktins [130, 131]. Das
Wdr1 und das Coronin regulieren die Aktinverteilung und den Umbau des Aktinge-
rustes in der Zelle. Doch befanden sich nicht nur Proteine die mit Aktin interagieren
unter den regulierten thrombozytaren Proteinen, vielmehr sind auch Proteine darunter,
die speziell bei Zellstress exprimiert werden. Unter anderem auch die Superoxid Dis-
mutase (SOD) die sowohl in ruhenden Thrombozyten als auch in stimulierten expri-
miert wurde. Die Ausgangswerte der SOD sind in den Kontrollthrombozyten schon
recht hoch, was sicher auch auf die Aktivierung der Thrombozyten bei der Aufarbeitung
zurlck zu fuhren ist. Doch unter LPS Stimulation nimmt das SOD Signal um 12% ab
und unter a-Toxin Stimulation wird es um 7% erhoht. Die Superoxid Dismutase ist ein
kupfer- und zinkhaltiges Enzym, welches die Funktion eines Radikalfangers im Orga-
nismus ausubt. Es katalysiert die Reaktion
SOD

20, + 2H* 0, + H,0,

wodurch Peroxi- bzw. freie Sauerstoffradikale rasch abgebaut werden. Das entstehen-
de Wasserstoffperoxid wird durch Peroxidasen oder Katalasen weiter abgebaut. Die
SOD ist somit eine wichtige endogene, antioxidativ wirkende Substanz mit der Fahig-
keit, oxidativen Stress zu unterdriicken, indem es in der Zelle die Sauerstoffradikale
und Peroxide abbaut. In Thrombozyten ist ein Femtogramm von SOD, welches einem
funftel der Menge in Leukozyten entspricht [132]. Eine Zunahme des Signals lasst auf
einen zunehmenden oxidativen Stress bzw. ein vermehrtes Aufkommen des Superoxid

Anions in der Zelle schlieBen. Das Superoxid Anion unterstitzt unter anderem die
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Thrombozytenaggregation [133, 134] dies wirde auch die gesteigert SOD Produktion

in a-Toxin stimulierten Thrombozyten erklaren die aggregiert sind. Die Abnahme der

SOD Konzentration in LPS stimulierten Thrombozyten ist dagegen nicht zu erklaren.
Die durch die SOD-Aktivitat produzierten zytotoxischen Peroxidverbindungen

konnten durch weitere Redoxproteine abgebaut werden.

Veranderungen im Proteinmuster nach zwolfstundiger Stimulation

Silbergele LPS a-Toxin Biologischer Effekt

Proteindisulfid Isomerase ER T TT Protein des ER und der Zell-
60 Precursor membran, katalysiert den Um-
Abbau von Disulfidbriicken

Alpha Enolase l l l multifunktionelles Enzym was
auch als Rezeptor fiir Plasmi-
nogen fungieren kann

Peroxiredoxin-6 T l Enzym welches an Redoxreak-
tionen der Zelle beteiligt ist

Tropomyosin-2 l l l Bindet an Aktinfillamente von
Muskel- und nicht Muskelzellen

Tabelle 34: Dargestellt sind einige der nach zwolf stlindiger Stimulation veranderten Proteine. Die Pfeile
charakterisieren die Richtung der Veranderung in Bezug zum Signal aus Kontrollthrombozyten.

Ein weiteres interessantes Protein ist das Peroxiredoxin- 6. Es gehdrt zur Familie der
Peroxiredoxine. Diese nutzen die Redoxeigenschaften des Cysteins um Peroxide zu

reduzieren. Peroxiredoxine unterstutzen die Redoxvorgange der Zellen unter anderem

bei oxidativem Stress.

Abbildung 4-5: Funktion des Peroxiredoxin-6. Es kata-
lysiert die Reduktion von Peroxiden zu Wasser

Das Peroxiredoxin-6 ist ein bifunktionales Protein, mit sowohl Glutathion- Peroxidase
als auch Phospholipase A, Eigenschaften [110]. In LPS stimulierten Thrombozyten
wird eine vermehrte Expression beobachtet, was auf einen erhdhten oxidativen Stress
nach zwolIf Stunden Stimulation schlief3en I&sst. Unter zwolfstindiger a-Toxin Stimula-
tion, nimmt das Signal jedoch sehr stark ab. Die verminderte Synthese lasst auf einen
Ausfall der Thrombozyten Proteinsynthese schlieBen. Nach zwdlf Stunden Stimulation

mit a-Toxin machen sich dessen toxische Effekte bemerkbar oder zeigt sich vielmehr,
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dass durch die Toxin Einwirkung der oxidative Stress so stark angestiegen ist, dass die

Peroxiverbindungen nicht mehr adaquat abgebaut werden kénnen und die Zelle zersto-

ren.
Phosphoserin LPS a-Toxin biologische Effekte
Alpha Enolase T T T multifunktionelles Enzym was
auch als Rezeptor fir Plasmi-

nogen fungieren kann

Phosphothreonin

H’- transporting two sector T l Mitochondrium

ATPase Produziert ATP aus ADP unter
Protonengradient

Tabelle 35: Die Tabelle zeigt Proteine die nach zwdlf Stunden Stimulation eine Veranderung ihres
Phosphorylierungs-Musters aufweisen. Dabei wurde mit Phosphoserin und Phosphothreonin sensitiven
Antikdrpern gearbeitet. Die Pfeile geben an, ob das Signal starker oder schwacher als unter Kontrollbedin-
gungen ist.

Ein weiteres Protein, welches sowohl unter den regulierten Proteinen der vier Stunden
als auch in den zwdlf Stunden Experimenten zu finden ist, ist die alpha Enolase (E-
NO1). Die ENO’s sind in den meisten Zellen vertreten und an der Glykolyse beteiligt
(siehe Abbildung 4-6). Weiterhin reagieren sie unter hypoxischen Bedingungen als
Stress-Proteine, welche eine zunehmende Regulation erfahren. Die alpha Enolase wird
auch auf der Zellmembran prasentiert und kann dort als Rezeptor fir Plasminogen

dienen [135, 136].

OH <|3'

- p—— ‘O—P=—=0
HO—P==0 Enolase |
— H
o 20 ©
OH

o) o O (o}

2-Phosphoglycerat Phosphoenolpyruvat

Abbildung 4-6: Enolase katalysierte Umsetzung von 2-Phosphogycerat zu Phosphopyruvat

In den verschiedenen Experimenten erfahrt die alpha Enolase sehr unterschiedliche
Regulationen die keinen Trend erkennen lassen. Doch kann der alpha Enolase durch
ihre plasminogenen Bindungseigenschaft ein Beitrag an inflammatorischen Prozessen
und der Immunantwort zugesprochen werden. Diese Eigenschaften konnten zwar in
Thrombozyten nicht nachgewiesen werden, doch sind sie fiir aktivierte T und B Zellen
belegt [136].
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In der massenspektroskopischen Auswertung sind weitere Proteine aufgeflhrt,
auf die nicht ndher eingegangen werden soll. So z.B. die unterschiedlichen Fibrinogen
Untereinheiten die reguliert wurden aber bei denen eine Zuordnung, zu in Thrombozy-
ten gespeicherten Fibrinogen und als adhasive Matrix dienendes Fibrinogen sehr
schwer méglich ist. Auch wurde auf einige andere Proteine wie, H" transporting two
sector ATPase ein mitochondriales Protein sowie dem AF212303 eine Glutathion ab-
hangige Thiol-Transferase im Zytosol nicht weiter eingegangen. Zum weiteren die Fu-
marylaceto-acetase, die die Hydrolyse von 4 Fumarylacetoacetat in Fumarat und Ace-
tat katalysiert, ein weiteres Protein der Glykolyse. Die Triosephosphate isomeras 1
variante, eine Isomersase in der Fettsaure- Biosynthese wird auch nicht naher bespro-
chen. Sowie der T-complex protein 1 subunit beta ein molekulares Chaparon welches
an der Faltung von Aktin und Tubulin beteiligt ist und das Tropomyosin 2, welches an
Aktinfillamente von Muskel- und Nichtmuskelzellen bindet. Sie stellen damit weitere am
Aktinumbau beteiligte Proteine dar, die durch den Toxin Einfluss reguliert werden.

Unter Berucksichtigung der gesammelten Ergebnisse, zeigen Thrombozyten ein
geregeltes Antwortsystem auf bakterielle Reize. Dabei kdnnen die Antwortreaktionen,
abhangig von der Konzentration und der Art des Toxins, unterschiedlich ausfallen.
Wahrend das LPS die Thrombozyten nur sehr moderat aktiviert, kann das Staphylo-
coccus aureus a-Toxin die Thrombozyten zur Aggregation bringen. Die Aktivierung
aulert sich dabei auch sehr unterschiedlich. Zum einen in einer vermehrten Adhasion
an verschiedene Matrizes wie im Fall von LPS und Fibrinogen, zum anderen in einer
Funktionalisierung von thrombozytaren Rezeptoren. Doch zeigen die Thrombozyten
nach Aktivierung eine erhohte Stresssituation, die sich auch in den massenspektrosko-
pischen Ergebnissen widerspiegelt, in dem eine vermehrte Expression von SOD und
Peroxiredoxin 6 auftritt, welches zum ersten Mal in den Thrombozyten beschrieben
wurde. Auch zeigen die Ergebnisse, dass die aktivierten Thrombozyten Proteine regu-
lieren, die am Aktinumbau beteiligt sind. Der Aktinumbau ist Voraussetzung fir die Pro-
teinexpression in Thrombozyten. Mit der signalabhangigen Proteinsynthese von Bcl-3
konnten die Einflisse der bakteriellen Toxine auf das Translationsverhalten der Blut-
plattchen nachgewiesen werden. Diese wiederum belegen, dass die Translation in
Thrombozyten durch Inhibitoren kontrolliert werden kénnen.

Doch nicht nur das, vielmehr riickt die klinische Bedeutung der Ergebnisse die-
ser Arbeit in den Vordergrund. Diese zeigen, dass bakterielle Toxine wie sie in septi-
schen Patienten vorkommen nicht nur das Immunsystem aktivieren, welches dann
durch Zytokin- und Chemokinfreisetzung weitere Zellen aktiviert, sondern vielmehr,
dass die bakteriellen Toxine direkt auf Zielzellen, wie die Thrombozyten, einwirken. Der

Thrombozyt reagiert darauf mit einer geregelten Proteinexpression sowie einer Sekre-
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tion der Thrombozyten Granula. Deren Inhaltsstoffe kdnnen wiederum andere Zellen
des Immunsystems beeinflussen. Die Antwort der Thrombozyten kann dabei sehr un-
terschiedlich ausfallen, wie die Unterschiede zwischen LPS und a-Toxin zeigen. Das
LPS ist nicht in dem Male zur Aktivierung der Thrombozyten fahig wie das porenbil-
dende a-Toxin, das zur Aggregation von Thrombozyten fihrt, und so einen Gefaliver-
schluss induzieren kann. Im klinischen Alltag findet man im septischen Patienten eine
Mischinfektion mit unterschiedlichsten Bakterien, die wie schon gezeigt eine unter-
schiedliche Thrombozytenaktivierung verursachen. Im Rahmen der Therapie sollten
neben antibiotischen Medikamenten vermehrt auch Thrombozytenfunktionshemmer
eingesetzt werden. Die durch Hemmung der thrombozytaren Cox z.B. durch Aspirin
sowie die GP lIb/llla Funktionalisierung vermittelt durch ADP Aktivierung (Thienopyridi-
ne) oder Substanzen die die GP-Aktivierung (Abciximab) inhibieren und so die Funkti-
on der Thrombozyten einschranken. Doch fiihrt der Einsatz von Thrombozytenfunkiti-
onshemmern zum Verlust der Funktionalitat, was nicht immer gewlnscht ist. Die Medi-
kamente sollten besser gezielt an den Regulationspunkten angreifen. Dabei waren
verschiedene Ansatzpunkte denkbar. Die Adhasion an der subendothelialen Matrix der
Thrombozyten fuhrt meist zu deren Aktivierung durch Inhibitoren, die gezielt in die Pra-
sentation der Adhasionsproteine eingreifen, kann dieser Weg der Aktivierung unter-
bunden werden.

Auch der Einsatz von Splicing-Inhibitoren ware ein méglicher Ansatz, um die
Thrombozytenaktivierung zu unterbinden. Wie gezeigt werden konnte verfigen Throm-
bozyten Uber einen Splicingapparat, der es ermdéglicht, RNA zu schneiden und speziel-
le Proteine zu exprimieren. Auch stellen die Translationsinhibitoren, wie in dieser Arbeit
am Beispiel von Bcl-3 gezeigt, eine Alternative mit der gezielt Proteine gehemmt wer-

den konnen dar ohne einen totalen Funktionsausfall nach sich zu ziehen.

5 Zusammenfassung

Die Sepsis sowie Endokarditis sind gekennzeichnet durch eine veranderte Thrombozy-
tenfunktion, die meist direkt oder indirekt auf Interaktion mit eingedrungen Bakterien
zurtick zu fihren ist. Solche Interaktionen beschreiben sich durch Bindung von Bakte-
rien und Plattchen, welche sowohl direkt Gber bakterielle Oberflachenproteine (TLR-4)
als auch indirekt durch Bindung iber Plasmaproteine geschehen kénnen. Doch flihren
solche Interaktionen meist zu einer Plattchenaktivierung und damit zu einer Thrombus-
bildung. So kann gleichsam ein Thrombus auf Herzklappen zur Herzinsuffizienz oder

zur Ausbildung von septischen Embolien beitragen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der bakteriellen Toxine LPS und
Staphylococcus aureus a-Toxin auf die Thrombozytenaktivierung sowie Proteinexpres-
sion untersucht. Dabei wurden verschiedene Methoden von Aggregationsmessungen
Uber FACS-Analysen und Western Blot, im besonderem auch Proteom-Analysen,
durchgefiihrt. Dabei hat sich gezeigt, dass Thrombozyten durch LPS und a-Toxin auf
unterschiedliche Weise aktiviert werden kénnen. Eine LPS-Stimulation fuhrt zu einer
vermehrten Adhasion der Thrombozyten an Fibrinogen. Das Staphylococcus aureus a-
Toxin verursacht, im Gegensatz zum LPS, eine konzentrationabhangige Thrombozyte-
naggregation im Bereich von 0,5 ug/ml bis zu 10 pg/ml a-Toxin. Beide Toxine sind wei-
terhin in der Lage den GP lIb/llla Rezeptor zu aktivieren. Schon nach einer drei3ig mi-
natigen a-Toxin Stimulation wird der GP lIb/llla maximal aktiviert. Jedoch erst nach vier
Stunden der LPS-Stimulation wird eine moderate GP llb/llla Rezeptoraktivierung er-
reicht. In den Western Blot Analysen zeigten beide Toxine eine Steigerung der Expres-
sion des Bcl-3 Proteins, das bereits in Thrombin stimulierten Thrombozyten charakteri-
siert werden konnte. Das Bcl-3 wird fur die Clot Retraction der Thrombozyten verant-
wortlich gemacht. Damit wurden in dieser Arbeit zum ersten Mal ein Zusammenhang
zwischen einer thrombozytaren Proteinexpression und einer Stimulation mit bakteriel-
len Toxinen beschrieben. Auch konnte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von Transla-
tionsinhibitoren die Proteinexpression in Toxin stimulierten Thrombozyten charakteri-
siert werden. Dabei zeigte sich Puromycin als starkster Translationsinhibitor, gefolgt
von Rapamycin und Wortmannin. Der Einsatz von Rapamycin und Wortmannin besta-
tigt die Erkenntnis, dass die Bcl-3 Translation Uber m-TOR reguliert wird. In fluoreszens
mikroskopischen Untersuchungen konnte unter verschiedenen Bedingungen die zell-
zerstorende Eigenschaft des a-Toxins nachgewiesen werden. Wobei das a-Toxin, im
Gegensatz zum LPS, eine Verschmelzung der Thrombozytengranula mit der Zell-
membran zeigte und damit einer Sekretion der Granula stattfinden kann. Auch das
Aktingerlst a-Toxin stimulierter Thrombozyten, ist starker umgebaut als es bei LPS
stimulierten Thrombozyten beobachtet wurde. Die Proteom-Analyse der Thrombozyten
zeigt erstmalig, dass die Thrombozyten nicht nur nach Toxin-Stimulation Proteine
exprimieren, sondern auch die vorhandenen Proteine aktivieren (phosphorylieren) und
deaktivieren. Nach vier Stunden konnte ein verstarke Zunahme der Threonin-
Phosphorylierung unter a-Toxin Stimulation an PLEK beobachtet werden. Eine gestei-
gerte Threonin- Phosphorylierung flhrt zu einer Sekretion der Granula. Die Phosphory-
lierung an Serin und Threonin des PLEK wird durch Phosphatidylinositol (3,4,5)-
Trisphosphat gesteuert, einer Phosphorylierung des PLEK durch eine Aktivierung der
PKC (Protein Kinase C). Die Protein Kinase C gehdrt in die Familie der Serin/Threonin

Kinasen, die fir lebenswichtige Zellsignalwege bendtigt werden, wie die Aktivierung,
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Proliferation und Differenzierung. Eine erhéhte PKC Aktivitat fuhrt zur Sekretion der
Granulainhalte und Funktionalisierung der Integrine in Thrombozyten. Ein weiteres
Protein ist das Coronin Actin binding Protein, welches mit dem Aktin der Thrombozy-
tenzelle verbunden und am Umbau der Zelle, dem so genannten shape change, betei-
ligt ist. Ein Anstieg diese Proteins wurde auch bei Patienten mit einer arteriellen
Thrombose beobachtet. Unter Stimulation mit a-Toxin verdreifacht sich das Signal,
unter LPS Stimulation verdoppelt es sich. Durch die Aktivitdtszunahme des Coronin
Actin binding Proteins wird ein Umbau des thrombozytaren Aktingerustes veranlasst.
Eine massive Anderung im Zytoskelett fiihrt zu einer Verénderung im Expressionsver-
halten der Thrombozyten. Denn erst durch den shape change sind die Thrombozyten
in der Lage, Proteine zu exprimieren, da erst dann die Translation initiiert werden kann.
Die Regulation bei Patienten mit arterieller Thrombose zeigt die klinische Relevanz des
Proteins. Dieses Ergebnis stellt aber auch die Relevanz der bakteriellen Toxine bei
thrombotischen Ereignissen dar, denn sowohl unter LPS als auch unter a-Toxin Stimu-
lation ist ein Anstieg des Coronin Actin binding Proteins beobachtet worden.

Anhand der massenspektroskopischen Analyse konnten zahlreiche Proteine, die
am Aktinumbau beteiligt sind, charakterisiert werden. Doch nicht nur Proteine, die mit
Aktin interagieren, konnten in Thrombozyten identifiziert werden. Auch wurden Proteine
reguliert, die ein Indiz flr oxidativen Stress sind wie SOD und Peroxiredoxin 6. Das
Peroxiredoxin 6 wird in dieser Arbeit zum ersten Mal in Thrombozyten beschrieben,
dieses Protein ist an Redoxvorgangen in der Zelle beteiligt. Es besitzt bifunktionale
Funktionen, mit sowohl Glutathion- Peroxidase als auch Phospholipase A, Eigenschaf-
ten. Bemerkenswert ist, dass die mit a-Toxin stimulierten Thrombozyten starker regu-
liert werden, als Thrombozyten, die durch andere Substanzen stimuliert wurden. Es
haben sich in der vorliegenden Arbeit deutliche Unterschiede in den Aktivierungsfahig-
keiten der Toxine gezeigt. Gemeinsam ist aber allen getesteten Toxinen, dass sie in
der Lage sind, Thrombozyten zu aktivieren. Durch die Sekretion der Granula scheinen
die aktivierten Thrombozyten ihrerseits inflammatorische Prozesse zu unterstiitzen und
durch vermehrte Aggregatbildung zur Stérung der Mikrozirkulation beizutragen. Damit
tragen die aktivierten Thrombozyten zur klinischen Manifestation einer schweren Sep-

sis bei.
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o- Toxin LPS

\ Rapamycin
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Thrombozytenaktivierung
Immunsytemaktivierung

Clot Retraction 599

Abbildung 5-1 Zusammenfassung der bisherigen Erkenntnisse:

Sowohl Thrombin als auch bakterielle Toxine, wie das a-Toxin aus Staphylococcus aureus und
das LPS, kénnen Thrombozyten dahingehend stimulieren, dass sie Proteine, wie Bcl-3 synthe-
tisieren. Dabei nutzten die Thrombozyten die gespeicherte m-RNA und translatieren diese in die
entsprechenden Proteine. Die Translation in Thrombozyten kann durch bekannte Translation-
sinhibitoren unterbunden werden. Die Synthese von Bcl-3 kann gezielter durch Inhibitoren wie
Rapamycin und Wortmannin inhibiert werden, da die Translation Uber m-TOR verlauft. Damit
besteht die Moglichkeit gezielt in die Proteinbiosynthese des Bcl-3 einzugreifen. Weitere nach
Stimulation mit Thrombin neu synthetisierten Proteinen sind das Interleukin 13 (IL-1 8) und der
Tissue Factor (TF), wobei die TF RNA erst geschnitten werden muss, um in das Protein umge-
schrieben werden zu kdnnen. Alle drei Proteine haben direkt oder indirekt einen Einfluss auf die
Thrombozytenaktivierung und somit auf eine Thrombusbildung. Dabei ist weiter zu klaren, ob
das Bcl-3 nur eine Funktion in der Clot Retraction hat oder ihm nicht noch andere Funktionen zu
gesprochen werden kdénnen.

Alles in allem hat sich in dieser Arbeit gezeigt, dass Thrombozyten nicht nur einfache
kernlose Zellen sind, die bei einer Gefalverletzung als ,Dichtmasse” benutzt werden
konnen. Vielmehr sind Thrombozyten hoch spezialisierte Zellen, die auf einen kérper-
eigenen als auch korperfremden Stimulus eine gezielte Antwort in Form von Protein-

synthese und Proteinfunktionalisierung haben.

6 Ausblick

Bei Erkrankungen, wie der Sepsis oder auch der Endokarditis liegen meist Mischinfek-
tionen mit verschiedenen Bakterien und Toxinen vor. Die unterschiedlichsten Toxine
sind, wie in dieser Arbeit gezeigt, in der Lage Thrombozyten zu aktivieren und, wie a-
Toxin, sogar zu aggregieren. Diese Bakterien- Thrombozytenaggregate kénnen zum
Verschluss von BlutgefalRen fuhren und die Erkrankung weiter verschlimmern. Daher
sollte zu einer antibiotischen Therapie auch die Thrombozytenaktivierung gehemmt

werden. Dies kann zum einen durch Aktivierungsinhibitoren, wie Abciximab, Thienopy-
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ridine oder Acetylsalicylsaure, erfolgen. Eine gezielte Inhibierung spezieller Proteine
kdnnte, wie am Beispiel von Bcl-3 gezeigt, einen groReren therapeutischen Nutzen
haben.

Dass Thrombozyten zur Proteinsynthese fahig sind, weil® man schon seit mehr
als 40 Jahren. Doch ist der Mechanismus der Kontrolle und der Regulation noch nicht
im Detail geklart. Zu den Proteinen, die von Thrombozyten synthetisiert werden, geho-
ren neben dem Bcl-3, IL-1p und der TF, sowie eine Vielzahl noch unbekannter Protei-
ne, deren Charakterisierung noch aussteht. Dabei kdnnte die Methode der Proteoma-
nalyse hilfreich sein, denn durch sie ist es mdglich, mehrere tausend Proteine zu identi-
fizieren. Weiterhin kénnen durch den Einsatz von Translationsinhibitoren die Auswir-
kungen auf das Proteom analysiert werden. Zuklnftig wird man sich weiter mit den
Signalwegen sowie der Kontrolle des pre- m-RNA splicing und der m-RNA Translation
kernloser Zellen, insbesondere der Thrombozyten, auseinander setzen missen. So
wurde von Dittrich et al. gezeigt, dass die 3'-UTRs ( 3’ Un-Translatierten Regionen) der
Thrombozyten m- RNA langer und komplexer sind als kernhaltiger Zellen [137]. Zudem
konnte Rosenwald et al. [138] die Expression von elF4E und elF-2a. in Thrombozyten
nachweisen. Diese beiden Proteine sind essentiell fur den Transport der Initiator t-RNA
an die 40 S Untereinheit der Ribosomen und stellen damit die Voraussetzung flr eine
Proteinsynthese in den Plattchen dar. Neuere Ergebnisse von Thon und Devine [139]
konnten des Weiteren klar zeigen, dass Thrombozyten ihren Translationsapparat nut-
zen, um das Integrin oypP3 wahrend der Lagerung neu zu synthetisieren. Die gesamte
mRNA fur oypp3 konnte wahrend der Lagerung von uUber zehn Tagen nachgewiesen
werden, die Translation der Nachricht in das entsprechende Protein wurde anhand der
Einlagerung von [*S]- Methionin in die Sequenz mit nachfolgender Immunprazipitation
des o33 Proteins durchgefiihrt. Diese und andere Untersuchungen belegen eindeutig,
dass Thrombozyten die Fahigkeit zur kontinuierlichen Proteinsynthese wahrend ihrer
kurzen Lebenszeit haben. Damit wurde gezeigt, welche Mechanismen der Proteinsyn-
these in Thrombozyten zugrunde liegen und welche Auswirkungen diese Proteinsyn-
these auf den Phanotyp und die Funktion der Platichen hat. Durch ein gezieltes Ein-
greifen in die Proteintranslation mittels Translations- oder splicing— Inhibitoren kénnen
genau definierte Proteine reguliert werden, die durch eine Uber- oder Unterfunktion zu
einer Thrombozytenaktivierung fuhren kdnnen. Dieser Aktivierung kann dann eine Ag-
gregation mit Thrombusbildung folgen. Eine Thrombusbildung in der Mikrozirkulation
kann zu einem Gefallverschluss und damit zu sehr schweren Krankheitsverldufen fih-
ren. Eine Durchfihrbarkeit der gezielten Steuerung der Proteinregulation in Thrombo-
zyten in vivo sollte Gegenstand weiterer Forschungen sein. Ein sehr spannendes Feld

stellen dabei die Einflisse der Statine auf Thrombozyten dar, die heutzutage in der
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taglichen Praxis weit verbreitet sind. Dabei ware zu klaren ob und wie die Statinen die
Thrombozytenfunktion beeinflussen und wie sie mit Toxinen und toxinaktivierten
Thrombozyten wechselwirken. Doch nicht nur die Einwirkungen von exogenen Fakto-
ren auf die Thrombozyten sollte untersucht werden, auch die Thrombozyten selbst mit
ihren verschiedenen Granula und noch nicht genauer charakterisierten Inhaltstoffen
sollte weiter betrachtet werden, insbesondere der TGFp (fransforming growth factor p),
der das Zellwachstum und die Immunantwort verstarkt. Bei T-Zell-Leukdmie, Gli-
oblastom u.a. wird eine Uberexpression nachweisbar. Die Fragen die man sich dabei
stellen sollte sind: wird der TGFp in Thrombozyten synthetisiert oder nur gespeichert
und stammt aus eigentlich den Megakaryozyten, wie kann man das Freisetzen von
TGFB aus Thrombozyten kontrollieren. Des Weiteren stellt sich die Frage, ob es noch
weitere Faktoren gibt, die eine Immunantwort modulieren und aus Thrombozyten
stammen, welche Mechanismen liegen der Freisetzung und der Synthese zugrunde.
Die Thrombozyten bieten als kernlose Zellen ein ideales Model, um direkte Ein-
flusse auf translationkontrollierte Prozesse zu untersuchen und mégliche Signalwege
zu etablieren. Damit stellen die Thrombozyten ein interessantes Forschungsobjekt dar

das es weiter zu entdecken gilt.
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8 Anhang
Identifizierte Proteine
Silbergel | Protein- MG pl Kontrol- | Fibri- Throm- LPS a- Toxin
Spot ID name (kDa) | (pH) | le nogen bin
68368 DJ-1  Pro- | 19,83 | 6,7 0,618 0,355 0,363 0,338 0,178
tein , -
- - -
- - - - ®
68364 WD repeat | 66,02 | 6,9 0,390 0,362 0,324 0,319 0,223
protein 1
68361 WD repeat | 66,02 | 6,9 0,433 0,461 0,370 0,433 0,322
protein 1 o
68365 Superoxid- | 24,71 | 7,9 0,970 0,856 0,946 0,858 1,046
Dismutase
o o »
68353 Fibrinogen | 55,9 | 7,5 0,774 0,612 0,722 0,693 0,841
beta chain - -
e P e
- - -
68363 T-complex | 57,32 | 6,5 0,176 0,257 0,202 0,273 0,205
protein 1 - § | — S | een
subunit ® . & . ® - o &q
beta i
68334 Triose- 26,69 | 7,6 0,641 0,636 0,660 0,603 0,758
phosphate g >
isomerase
- | - - > | »
1 variant i '
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68356 Ras sup-|31,39 |72 0,332 0,315 0,305 0,324 0,467
pressor b
protein 1 ® - - *
# * » ' . |
68350 Ras sup-|31,39|7,8 0,522 0,633 0,473 0,517 0,822
pressor ]
protein 1 re Me Me & "
- - - | L
Tabelle 36: Anderungen der Proteinexpression ausgedriickt in folgenden Werten: molekulare
Masse (MG), pl (Wert des isoelektrischen Punktes in pH-Einheiten), relative Expression der Prote-
ine.
Phos- Protein- MG pl Kontrol- | Fibri- Throm- LPS a- Toxin
pho- name (kDa) | (pH) | le nogen bin
serin
Spot ID
71751 Alpha 47,04 | 7,6 1,022 0,713 0,729 0,534 0,628
Enolase -
® o e - 9
71750 Alpha 47,04 | 7,3 0,522 0,346 0,403 0,245 0,542
Enolase
. . ® . L

Tabelle 37: Anderungen der Proteinexpression ausgedriickt in folgenden Werten: molekulare
Masse (MG), pl (Wert des isoelektrischen Punktes in pH-Einheiten), relative Expression der Prote-

Ine.
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Phos- Protein- MG pl Kontrol- Fibri- Throm- LPS a- Toxin
pho- name (kDa) | (pH) | le nogen | bin
threonin
Spot ID
38474 PLEK Pro- | 62,09 | 6,0 0,829 1,135 1,160 1,009 1,349
tein ' . ; -
(Platelet .. ‘ ’ -
p47 prote- . . .
in)
63113 Ras sup-| 31,39 |78 0,388 0,283 0,471 0,213 0,348
pressor
. -
protein 1 . .. . .. . .
- . » s
38472 Fumaryla- | 46,34 | 6,9 0.887 0,831 0,705 0,589 0,543
ceto- {
acetase | . » - ‘
k
38477 Alpha 47,04 | 7,3 0,394 0,793 0,212 0,545 0,653
Enolase . 3 ™
¢ '@ = 9 °
38469 Coronin 56,34 | 6,9 0,223 0,588 0,726 0,491 0,737
Actin  bin- " a
ding Prote- ' e 3 . ’ . B . “
in1C ‘ ! ;

Tabelle 38:Anderungen der Proteinexpression ausgedriickt in folgenden Werten: molekulare Masse (MG),

pl (Wert des isoelektrischen Punktes in pH-Einheiten), relative Expression der Proteine.
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Proteine Liste der nach zwolf Stunden signifikant veranderten Proteine

-
-

D <

Silbergel | Protein- MG pl Kontrol- | Fibri- Throm- LPS a- Toxin
Spot ID name (kDa) | (pH) | le nogen bin
64601 AF212303 | 27,55 | 5,5 0,540 0,753 0,723 0,689 0,766
- - - :
- . ’. ; .
- . - -
72619 Protein- 56,8 | 5,7 0,432 0,462 0,543 0,524 0,722
disulfid- .
ER 60 pre- =y _ e
cursor
56686 Alpha 47,04 | 7,3 0,793 0,679 0,654 0,620 0,771
Enolase
® . Le L+ o
64598 Peroxire- 24,88 | 6,3 0,623 0,682 0,589 0,703 0,490
doxin-6
e | @
| "
L3
72763 Protein- 56,76 | 5,7 0,574 0,542 0,404 0,359 0,589
disulfid- -
-
isomerase - - -Q
ER 60 pre-
cursor
5662 AF212303 | 27,55 | 5,9 0,160 0,332 0,250 0,322 0,372
@® - ® - -
64600 Tropomy- 32,79 | 4,2 2,352 1,697 1,782 1,993 1,671
osin 2

*

Tabelle 39: Anderungen der Proteinexpression ausgedriickt in folgenden Werten: molekulare
Masse (MG), pl (Wert des isoelektrischen Punktes in pH-Einheiten), relative Expression der Prote-

ine.
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Phos- Protein- MG pl Kontrol- | Fibri- Throm- LPS a- Toxin
pho- name (kDa) | (pH) | le nogen bin
serin
Spot ID
64739 Fibrinogen | 49,5 | 5,6 1,168 0,914 0,826 1,111 1,571
gamma A - ¥
chain . “ F —
percursor A ™ "
55613 Fibrinogen | 55,9 | 6,8 0,405 1,318 0,577 0,868 0,597
beta chain
e
64942 Fibrinogen | 55,9 | 6,9 0,563 0,829 0,743 0,367 0,465
beta chain - > |
; ‘ ' b‘ ' ®
| -
64667 Alpha 47,04 | 7,0 0,125 0,260 0,258 0,258 0,463
Enolase " i
® . e I " inr

Tabelle 40: Anderungen der Proteinexpression ausgedriickt in folgenden Werten: molekulare
Masse (MG), pl (Wert des isoelektrischen Punktes in pH-Einheiten), relative Expression der Prote-

ine.
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Phospho- | Protein- | MG pl Kontrol- | Fibri- Throm- LPS a- Toxin
threonin name (kDa) (pH) |le nogen bin
Spot ID
57848 Alpha 47,04 7,0 0,462 0,236 0,391 0,449 0,279
Enolase re s
s I e M o
™Y
57877 Alpha 47,04 7,3 0,388 0,337 0,713 0,442 0,369
Enolase v
> - ) -
- -
578381 H" trans- | 56,52 4,8 0,640 1,096 1,518 0,978 0,607
porting —_
two sec- @
tor AT-
Pase
(mito-
chon-
drial)

Tabelle 41: Anderungen der Proteinexpression ausgedriickt in folgenden Werten: molekulare
Masse (MG), pl (Wert des isoelektrischen Punktes in pH-Einheiten), relative Expression der Prote-

Ine.
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