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1 Einleitung

1.1G-Protein-abhangige Signaltransduktion

Rezeptoren dienen als molekulare Strukturen, an die spezifische Signalmolekile
oder Mikroorganismen an Zellen binden konnen. Diese Rezeptormolekile
bestehen in der Regel aus spezialisierten Proteinen oder Proteinkomplexen, die
eine passende Bindungsstelle flr Liganden, wie kleine Molekile oder Teile
groerer Molekule, aufweisen. Wenn ein Ligand an den Rezeptor bindet, 10st dies
ein Signal aus, das Uber spezielle Mechanismen zur Signalweiterleitung und
letztendlich zu zellularen Reaktionen fuhrt, was als Signaltransduktion
bezeichnet wird (Wootten et al. 2018; Uings and Farrow 2000).

Es gibt verschiedene Arten von Rezeptoren. lonotrope Rezeptoren beeinflussen
bei Aktivierung als lonenkanale das Membranpotential. Des Weiteren gibt es
Rezeptortyrosinkinasen. Diese = Transmembranproteine besitzen im
zytosolischen Teil eine Tyrosinkinaseaktivitat, die essentiell fur die
Signalweiterleitung in die Zelle ist. Zuletzt gibt es noch metabotrope Rezeptoren,
die nach ihrer Aktivierung das Signal Uber sog. Second Messenger oder andere
Intrazellulartransmitter weiterleiten. Zu dieser Rezeptorfamilie gehodren die

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Uings and Farrow 2000; Hesch 1991).

1.1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die klassische G-Protein-gekoppelte Signalweiterleitung erfolgt im Wesentlichen
Uber drei Komponenten: (1) Den so genannten G-Protein-gekoppelten Rezeptor
(GPCR), (2) das heterotrimere G-Protein, das den Rezeptor mit (3) den zellularen
Effektoren, wie Enzymen (z.B. Phospholipasen, Adenylylzyklasen), Transportern
(z.B. vesikulare Transporter) oder lonenkanalen (z.B.Kaliumkanale) verbindet
(NUrnberg et al. 2024). Durch die Bindung eines Agonisten wird der GPCR
stimuliert. Agonisten umfassen ein breites Spektrum von Verbindungen wie
Amine, Peptide, Proteine und auch verschiedene Zucker (Gudermann, Nurnberg,
and Schultz 1995), die im Korper Funktionen wie z.B. Neurotransmitter,

Wachstumsfaktoren oder Hormone einnehmen (Nurnberg et al. 2024). Der



stimulierte GPCR wirkt nun auf das G-Protein (Abbildung 1). Das G-Protein
besteht aus einer a-, - und y-Untereinheit. Die p- und y-Untereinheit sind fest
miteinander verknUpft und bilden eine funktionelle Einheit (Offermanns 2003).
Der GPCR wirkt auf das G-Protein als Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (GEF)
und katalysiert im G-Protein in der Ga-Untereinheit den Austausch von GDP
gegen GTP (Syrovatkina et al. 2016). Die GBy-Untereinheit trennt sich von der
Ga-Untereinheit, und beide Komponenten beeinflussen anschlielend getrennt
die nachfolgenden Signalwege (Lambert 2008). Die Hydrolyse und Abspaltung
eines Phosphats im GTP wird durch die eigene GTPase-Aktivitat der Go-
Untereinheit induziert und der aktive Zustand des G-Proteins beendet. Dieser
Prozess wird zusatzlich von Effektoren und Regulatoren reguliert (NUrnberg et al.
2024).

_agonist

i

o> —/

v
effectors effectors

(©D)

Abb. 1: Prinzip des Aktivierungs-/ Inaktivierungszyklus von G-Proteinen durch GPCR. Im kanonischen Signalweg
werden G-Proteine durch die Bindung eines Agonisten an den GPCR aktiviert (Schritt 1). Dies katalysiert den Austausch
von GDP gegen GTP in der Ga-Untereinheit (Schritt 2), wodurch Ga eine molekulare Umstrukturierung erfahrt. GTP
stabilisiert die Ga-Untereinheit in einer aktiven Konformation. Dies fiihrt zur Dissoziation von Ga und GBy am inneren
Bereich der Plasmamembran und zur Regulierung von Effektoren durch Ga und/oder GBy (Schritt 3). Dies fihrt jedoch
nicht unbedingt zu einer raumlichen Trennung des heterotrimeren G-Proteins. Die intrinsische GTPase-Funktion von Ga
bewirkt die Abspaltung des y-Phosphats im GTP (Schritt4). Diese GTPase-Aktivitatist jedoch im Allgemeinen zu langsam,
um ein physiologisches Timing der Inaktivierung zu erreichen, auch wenn es innerhalb der verschiedenen Mitglieder der
G-Protein-Familie Unterschiede in der Geschwindigkeit der Enzymaktivitat gibt. Stattdessen wird eine angemessene
zeitliche Kontrolle der Gao-Inaktivierung durch Regulatoren der G-Protein-Signaliibertragung (RGS-Proteine)
gewahrleistet. RGS-Proteine besitzen eine GAP-Aktivitdt (GTPase-aktivierendes Protein), die die intrinsische
Inaktivierung der Ga-Untereinheit beschleunigt (Schritt 4). Infolge der GTP-Hydrolyse nimmt Ga wieder seinen inaktiven
Zustand an und kann sich wieder mit GBy assoziieren (Schritt 5). Dies erméglicht einen erneuten Aktivierungszyklus, der
durch den GPCR eingeleitet wird. Abbildung und Legende aus (Nirnberg et al. 2024).



Beim Menschen kommen mehr als 800 verschiedene agonistische G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren vor. Diese bestehen aus sieben transmembranen (TM)
helikalen Domanen, die durch je drei abwechselnde intra- und extrazellulare
Schleifen verbunden sind (Syrovatkina et al. 2016). Mit etwa 450 ist der Grolteil
dieser als Sinnesrezeptoren fur die Wahrnehmung von Geruch, Geschmack oder
Licht zustandig. 350 weitere nehmen eine wichtige Rolle in der Kommunikation
des menschlichen Korpers ein (NUrnberg et al. 2024). Aulerdem kdnnen GPCRs
verschiedene Arten von G-Proteinen aktivieren, was dazu beitragt, eine Vielzahl
von verschiedenen nachgeschalteten Signalwegen einzuleiten (Offermanns
2003).

1.1.2 G-Proteine

Bei den G-Proteinen gibt es ebenfalls eine grol3e Variabilitdt der Untereinheiten.
Es sind mindestens 20 Ga-, 7 GB- und 12 Gy-lsoformen bekannt (Simon,
Strathmann, and Gautam 1991; Tennakoon et al. 2021). Die Isoformen von Ga
sind in vier Familien unterteilt Gas, Gaio, Gaq und Ga12. Allgemein tendieren
Rezeptoren, die zur selben Familie von G-Proteinen gehdren ahnliche zellulare
Effekte hervorzurufen (Offermanns 2003). Die in dieser Arbeit untersuchten Gai-
Proteine sind jeweils von einem eigenen Gen codiert und werden in drei
Isoformen unterteilt (Gai-3) (Tabelle 1). Obwohl sich die Isoformen in ihrer
Gensequenzidentitat sehr ahneln (88%-94%) steuern sie sehr spezifisch
verschiedene Signalwege. Zudem ist ihr Expressionslevel in verschiedenen

Geweben sehr unterschiedlich (Nurnberg et al. 2024).

In der weiteren Effektor-Wirkung gibt es verschiedene gut definierte
Signalwirkungen. Sowohl die Gas- als auch die Gai-Familien von G-Proteinen
konnen die Aktivitdt von Adenylatcyclasen regulieren. Gas aktiviert die
Adenylatcyclase, um ATP in cyclisches AMP (cCAMP) umzuwandeln. Ein erhdhter
cAMP-Spiegel fuhrt zur Aktivierung verschiedenster cAMP-regulierter Proteine.
Auf der anderen Seite konnen Gai-Proteine bestimmte Isoformen von
Adenylatcyclasen hemmen, was zu einer Verringerung der intrazellularen cAMP-
Spiegel flhrt (Syrovatkina et al. 2016).



Tabelle 1: Ubersicht der Gai-lsoformen, Effektoren, korrelierenden Gene

und Expressionsmuster (Niirnberg et al. 2024; Offermanns 2003)

Familie Isoform Hauptsachliche Effektoren Expressionslevel Gen

Gai AC|(z.B. ILV,VI), GIRKY, weit verbreitet Gnai1
PLCB?
Gi Gaiz AC|(z.B. LV,\VI), GIRK?, ubiquitar Gnai2
PLCB1, PI3K?
Gais AC|(z.B. ILV,V]), GIRKT, weit verbreitet Gnai3
PLCpB1T, PI3K?

AC - Adenylylcyclasen, GIRK - Kir3-Kaliumkanale, PLC- Phospholipase Cp,
PI3K - Phosphoinositid-3-Kinase

1.2 Thrombozyten

1.2.1 Entdeckung und Vorkommen

Blutplattchen oder Thrombozyten sind kleine, 1-4 ym grol3e, kernlose Zellen. Ihre
Anzahl betragt 150.000-300.000 Zellen pro ul Blut (Gawaz 1999; Yeung, Li, and
Holinstat 2018). Blutplattchen als eigenstandige Blutbestandteile wurden
erstmals im Jahr 1881 durch Bizzozero beschrieben (Gutmann, Joshi, and Mayr
2020). Bizzozero vermutete schon damals eine wichtige Funktion bei der
Hamostase. Im Jahr 1906 fUhrten histologische Studien sowie klinische
Beobachtungen von Wright zur Erkenntnis, dass Blutplatichen aus
Megakaryozyten, ihren Vorlauferzellen freigesetzt werden (Gutmann, Joshi, and
Mayr 2020). Mittlerweile ist bekannt, dass sie ebenfalls in der Lunge, jedoch in
viel geringeren Mengen produziert werden. Nach einer Lebenszeit von
5-10 Tagen (bei Mausen kirzer) werden sie von der Milz und Leber abgebaut
(Van Der Meijden and Heemskerk 2019; Yeung, Li, and Holinstat 2018).



1.2.2 Funktion

Thrombozyten fungieren in erster Linie als Hamostase- und Thrombose-
regulatoren. In den Blutgefallen befinden sich die Blutplatichen in einer
komplexen, stromenden Umgebung. In dieser bewirken sowohl rheologische als
auch hamodynamische Effekte eine unmittelbare Nahe der Blutplatichen zur
Gefallwand. Signale, die von gesunden, unbeschadigten BlutgefalRen erzeugt
werden, sorgen dafur, dass sich die Blutplattchen in einem ruhenden Zustand
befinden und so zirkulieren. Ohne diese Inhibition kdme es zu einer
Selbstaktivierung der Thrombozyten (Bye, Unsworth, and Gibbins 2016). Bei
einer Verletzung werden die Thrombozyten aktiviert, was zur Adhasion dieser an
das Endothel und der Ausbildung eines Thrombus fuhrt. Diese Reaktion erfolgt
in mehreren Phasen, beginnend mit der Adhasion an die subendotheliale
extrazellulare Matrix durch die anfangliche Interaktion der Matrix mit spezifischen
Rezeptoren auf den Thrombozyten. In einem ersten Schritt bindet der GP1b/V/IX-
Komplex an den Von-Willebrand-Faktor (VWF) und darauffolgend binden die
GPVI- und allB1- Rezeptoren auf der Thrombozytenoberflache an die
Kollagenkomponente der extrazellularen Matrix. Diese erste Aktivierung fuhrt zu
einer Bindung an die GefaBwand mit fester Adhasion und 2zu einer
Signaltransduktion innerhalb der Thrombozyten, sowie einer Formanderung
durch Abflachung der urspringlich runden/diskoiden Thrombozyten. Die
aktivierten Thrombozyten im Thrombus fangen an, vermittelt durch den Integrin-
allbB3-Rezeptor weitere Thrombozyten aus dem Blutkreislauf aufzunehmen.
Zusatzlich wird durch die Bildung sekundarer Signale Uber die Oxygenasen
COX-1 und 12-LOX sowie durch Granula-Sekretion verschiedenster Moleklle
eine positive Ruckkopplung angeregt und dadurch weitere Plattchen aktiviert
(Gawaz 1999; Holinstat 2017; Alan D Michelson 2019; Stegner, Klaus, and
Nieswandt 2019).



1.2.3 Mediatoren von Thrombozyten

Thrombozyten enthalten drei Arten von Granula. Man geht davon aus, dass in
jedem Plattchen etwa 4-6 dichte Granula enthalten sind. Die dichten Granula
enthalten mehr als 200 kleine Molekule, darunter Kalzium, ATP, ADP, 5-HT und
Epinephrin. Nach den ersten Schritten der Thrombozytenaktivierung
verschmelzen die dichten Granula mit der Plasmamembran des Thrombozyten
und geben ihren Inhalt an den Extrazellularraum ab. Die zweite Art von Granula
sind die Alpha-Granula. Jeder Thrombozyt enthalt zwischen 60 und 80 Alpha-
Granula, die eine Reihe groRerer Proteine (Integrine, P-Selectin, VvWF,
Fibrinogen, etc.) enthalten, die bei der Sekretion entweder an die Oberflache des
Blutplattchens oder in den Blutkreislauf freigesetzt werden. Zuletzt gibt es noch
die lysosomalen Granula, die mit den in ihr enthaltenden hydrolytischen Enzymen
und Phosphatasen eine wichtige Rolle beim Proteinabbau spielen. Wahrend viele
der Granula-Bestandteile eine wichtige Rolle bei der positiven Ruckkopplung im
Thrombozytenaktivierungsprozess und bei der Rekrutierung neuer
Thrombozyten in einen wachsenden Thrombus spielen, wirken andere Bestand-
teile als Signalsender an die umgebenden Blutzellen und das Endothel (Gawaz
1999; Holinstat 2017; Gogstad et al. 1982; Fritz, Radmacher, and Gaub 1994).
Zum Beispiel verstarkt die Freisetzung von sekundaren Mediatoren wie ADP und
Thromboxan A2 (TxA2) die Reaktion der Thrombozyten. Auch die Exposition von
Phosphatidylserin an der Oberflache stark aktivierter Thrombozyten ermoglicht
die Bildung des Prothrombinase-komplexes und die Katalysation von
Prothrombin zu Thrombin (Bye, Unsworth, and Gibbins 2016). Die Fahigkeit des
aktivierten Integrins allbB3 Fibrinogen zu binden, ist das Schlusselereignis, damit
Thrombozyten aneinander haften und Aggregate bilden (Bye, Unsworth, and
Gibbins 2016).

Dieser erste Schritt der Blutgerinnung ist als die primare Hamostase definiert und
ist fir die Blutgerinnung unerlasslich. Kommt es zu einer Dysbalance in diesem
System kann es zur Ausbildung arterieller Thrombosen kommen. Abgesehen von
ihnrer Rolle bei der Regulierung der Blutgerinnung im Gefall spielen
Thrombozyten nachweislich auch eine wichtige Rolle bei der angeborenen

Immunitat, sowie bei der Regulation des Tumorwachstums und ihrer Ausbreitung
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im Gefallsystem, aber auch beim Ischamie-Reperfusionsschaden (Holinstat
2017).

1.2.4 Thrombozyten und G-Proteine

Die Oberflache der Thrombozytenmembran wird durch eine Vielzahl von mobilen
Transmembranrezeptoren bedeckt. Dies sind zum Beispiel Integrine (allbf3,
a2p1, etc.), Proteine aus der Immunoglobulin-Superfamilie (GPIb, GPVI,etc.) und
auch G-Protein-gekoppelte Transmembranrezeptoren (P2Y1, P2Y12, PAR, TP,
etc.). G-Proteine spielen eine entscheidende Rolle in den Signalwegen fur die
Thrombozytenaktivierung. Agonisten wie z.B. Thrombin, sowie die
Ruckkopplungsmediatoren ADP und TxA2 beeinflussen Uber ihre jeweiligen
Rezeptoren verschiedene G-Proteine (Broos et al. 2011; Gawaz 1999; Rivera et
al. 2009; Stegner and Nieswandt 2011). Thrombozyten exprimieren Gas, Gag,
Ga12113, Goz, Gaiz und Gais. Wahrend Gas die Prostazyklin-abhangige
Thrombozytenhemmung vermittelt, indem es die Adenylatcyclase stimuliert,
aktiviert Gaq die Phospholipase C, was zur Freisetzung von intrazellularem
Calcium und zur Aktivierung von Proteinkinase C fuhrt. Gai2113 kdnnten an
Ereignissen beteiligt sein, die zu einer Veranderung der Thrombozytenform
fuhren. Ga: ist in der Lage, die Adenylatcyclase zu hemmen. Gaiz und Gais
unterdricken ebenfalls die Bildung von cAMP, wahrend die freigesetzten [By-
Untereinheiten die Phospholipase CB oder andere Signalmolekile aktivieren
kénnen (Brass et al. 1997; Jantzen et al. 2001; Offermanns 2000).

1.2.5 Thrombozytenaktivierung uber Stimulanzien

In Thrombozyten kann Uber verschiedenste Stimulanzien eine Vielzahl von
Signalwegen ausgeldst werden. Wahrend viele Substanzen extra-thrombozytar
entstammen, werden andere Stimulanzien von den Thrombozyten selbst nach
initialer Aktivierung sezerniert und so eine positive Rickkopplung bewirkt (Gawaz
1999; Van Der Meijden and Heemskerk 2019; Yeung, Li, and Holinstat 2018; Alan
D Michelson 2019).



Im Nachfolgenden sollen die in dieser Arbeit zur Stimulation genutzten
Substanzen wie ADP, CRP, Thrombin und das Thromboxananalog, U46619

sowie ihre Rezeptoren und Auswirkungen naher erlautert werden.

ADP und Thromboxan A2 (TxA2) fuhren zur Aktivierung sogenannter
Purinozeptoren. ADP aktiviert die ADP-Rezeptoren P2Y12 und P2Y1, TxA2 den
TxA2-Rezeptor (TP). P2Y12 hemmt durch die G-Protein-Untereinheit Gaiz2 die
Adenylatcyclase, stimuliert jedoch die Phosphoinositid-3-Kinasen. P2Y1 und TP
signalisieren Uber Gag-Proteine. Dies bewirkt die Stimulation der Phospholipase
CB, was zu einer Freisetzung von Calcium ins Zytoplasma, zur Aktivierung der
Proteinkinase C und zu weiteren nachgeschalteten Ereignissen flhrt.
Thromboxan-Rezeptoren stimulieren zusatzlich Gai213-Proteine, was zur
Aktivierung der Rho-assoziierten Proteinkinase fuhrt, die bei der Veranderung der
Thrombozytenform beteiligt ist. Thrombin ist ein starker Thrombozytenagonist
und aktiviert die Gag- und Ga1213-gekoppelten Rezeptoren PAR1 und PAR4
(PAR3 und PAR4 bei Mausen). Dies bewirkt wieder die Stimulation der
Phospholipase CB Uber Gaq und damit die Freisetzung von Calcium ins
Zytoplasma, sowie Uber Ga1213 die Aktivierung der Rho-assoziierten
Proteinkinase. All die beschrieben Signalwege fihren letztendlich zur Integrin
allbB3-Aktivierung, Granula Sekretion und Formanderung, was einer Aktivierung

entspricht.

Die Aktivierung der Plattchen Uber Kollagen bzw. CRP wird durch den
Adhasionsrezeptor Integrin a2B1 und GPVI eingeleitet. Die Signallbertragung
von a2f31 umfasst mehrere Regulatoren der kleinen G-Proteine, Kinasen der Src-
Familie und Serin/Threonin-Proteinkinasen. GPVI induziert seinen Signalweg
Uber Tyrosinkinasen (Kinasen der Src-Familie und Syk-Kinasen) was zur
Aktivierung von Phosphoinositid-3-Kinasen und Phospholipase Cy und zur Ca?*
Freisetzung in das Zytoplasma fuhrt (Alan D Michelson 2019; Van Der Meijden
and Heemskerk 2019; Yeung, Li, and Holinstat 2018).



1.3 Aktivierungsmarker von Thrombozyten

1.3.1 Proteine der Zellmembran

Auf Thrombozyten wird der GPIb/IX/V Komplex (CD42) permanent auf der
Zellmembran exprimiert (Uber 25.000 Kopien/Thrombozyt). Durch die Bindung
seiner primaren Liganden VWF und Thrombin bewirkt dieser eine Aktivierung der
Thrombozyten. Er besteht neben GPV und GPIX aus noch zwei weiteren
transmembranen GPs (GPlba, GPIbB). GPIba, GPIbB, GPIX und GPV treten in
einem Verhaltnis von 2:2:2:1 auf (Rivera et al. 2000; Rivera et al. 2009). Diese
GPs gehdren alle zur Leucin-reichen Protein-Familie und entstehen durch die
Expression unterschiedlicher Genprodukte. Der Thrombozytenrezeptor GPIX hat
eine einzelne Leucin-reiche extrazellulare Domane, der intrazellulare Teil ist
jedoch viel kirzer (etwa 5 Reste). Es gibt viele Hinweise aus Studien mit
transfizierten Zellen, dass sowohl GPIX als auch GPlba, zusammen mit GPIb,
notwendig sind, um den funktionalen Komplex auf der Oberflache der
Thrombozyten stabil zu exprimieren. GPV besteht aus fliinfzehn extrazellularen
Leucin-reichen Wiederholungen und hat einen zytoplasmatischen Schwanz von
16 Aminosaureresten. GPV ist einzigartig in diesem Komplex, da er eine
spezielle, durch Thrombin empfindliche Stelle besitzt, die sich direkt unterhalb
der Leucin-reichen globularen Domane befindet. Es ist nicht klar, ob GPV flr die
Expression und Funktion des Thrombozyten-komplexrezeptors notwendig ist,
obwohl er einen nicht-kovalenten Komplex im Verhaltnis 1:2 mit GPIba/IX bildet
(Rivera et al. 2000; Rivera et al. 2009).

Das Thrombozytenmembranprotein GPVI fungiert als physiologischer Kollagen-
rezeptor. Der extrazellulare Bereich von GPVI enthalt zwei Immunoglobulin-
ahnliche Domanen und eine Mucin-ahnliche Serin/Threonin-reiche Region, dies
lasst GPVI der gepaarten Immunoglobulin-ahnlichen Rezeptorfamilie zuordnen.
GPVI spielt eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung von Thrombozyten
durch Kollagen. Es bildet auf der Oberflache der Thrombozyten einen Komplex
mit der Fc-Rezeptor (FcR) y-Kette. Hochstwahrscheinlich besteht dieser aus zwei

GPVI-Molekilen und einem Dimer der FcR y-Kette. Diese dimerische Struktur



von GPVI ist erforderlich, um eine starke Bindung an Kollagen zu ermdglichen
(Moroi and Jung 2004).

Des Weiteren exprimieren Thrombozyten auf ihrer Oberflache funf verschiedene
Integrine, die Signale Uber die Zellmembran ins Zellinnere Ubertragen. Diese sind
a2B1, a5B1, a6B1, avB3 und allbB3, deren Hauptliganden Kollagen, Fibronectin,
Laminin, Vitronectin und Fibrinogen sind (Janus-Bell et al. 2022). Integrin allbB3,
ist das vorherrschende Integrin auf der Oberflache von Thrombozyten und
interagiert hauptsachlich mit Kollagen, Fibronectin, Laminin, Vitronectin und
Fibrinogen. Es ermdglicht die Aggregation von Thrombozyten durch die Bindung
an Fibrinogen und die damit einhergehende Vernetzung untereinander. Integrin
a5B1 fungiert als Rezeptor fur Fibronectin. Es wurde festgestellt, dass in
Thrombozyten a5B1 zusammen mit allbB3 eine wesentliche Rolle bei der
Bindung an Fibronectin unter Bedingungen mit Scherstromung spielt. Integrin
avB3 interagiert mit mehreren Liganden, wie zum Beispiel Vitronectin oder
Fibronectin (Benito-Jarddn et al. 2017; Hermann et al. 1999; Janus-Bell et al.
2022).

1.3.2 a-Granula assoziierte Proteine

Integrin allbB3 ist besonders in Blutplattchen und ihren Vorlauferzellen exprimiert
(Bennett 2005). Dort spielt es wie oben erwahnt eine wichtige Rolle bei
verschiedenen Funktionen der Blutplatichen, wie der Blutgerinnung. In Ruhe
befindet sich das Integrin allbB3 in einer inaktiven Form. Wenn es jedoch durch
bestimmte Signale aktiviert wird, andert es seine Struktur, sodass sein Ligand,
Fibrinogen besser binden kann. Diese Bindung fuhrt zur Bildung von Integrin-
Gruppen und Io6st eine Signalkaskade innerhalb der Zelle aus (outside-in
signalling), welche wiederum wichtige Funktionen, wie Formanderung,
Aggregation, Kontraktion des primaren Blutgerinnsels und Festigung des
Thrombus, initiiert. Die Regulation dieser Signale erfordert die Zusammenarbeit
vieler verschiedener Proteine, die mit Integrin allbB3 im Inneren der Zelle
interagieren (Huang et al. 2019). Alle hier verwendeten Stimulatoren fur
Thrombozyten (ADP, TxA2, Kollagen und Thrombin) fiihren zur Aktivierung von

Integrin allbB3 (Zou et al. 2022), welches mittels des spezifischen Antikdrpers
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Anti-JON/A nachgewiesen werden kann. Bei Aktivierung unter anderem auch
durch diese Stimulatoren kommt es zur Verschmelzung von a-Granula mit der
Zellmembran. Die a-Granula enthalten unter anderem auch weitere Integrin
allbB3-Rezeptoren. Uber die Zunahme an zusétzlich exponiertem aktivem
Integrin allbB3 kann man Ruickschlisse auf den Aktivierungsgrad der

Thrombozyten ziehen (Harrison and Cramer 1993).

P-Selektin ist ein Zelladhasionsmolekul von Blutplattchen und Endothelzellen,
das in sekretorischen Granula gespeichert wird. Bei Thrombozyten wird es in a-
Granula gespeichert. Nach Aktivierung wird P-Selektin auf der Plasmamembran
exprimiert. Nach der Expression auf der Zelloberflache vermittelt es sowohl bei
Endothelzellen als auch bei Thrombozyten die Adhasion von Leukozyten an
diesen (André 2004; Berger, Hartwell, and Wagner 1998).

1.3.3 Mitochondriales Membranpotential

Adenosintriphosphat (ATP) ist die wichtigste Energiequelle fir den Stoffwechsel.
Die Mitochondrien liefern den Grofteil dieses ATP durch einen Prozess, der als
oxidative Phosphorylierung bekannt ist. Dieser Prozess beinhaltet den aktiven
Transfer von positiv geladenen Protonen durch die innere Mitochondrien-
membran, was zu einer internen negativen Nettoladung fuhrt. Diese wird als
mitochondriales Transmembranpotenzial (AWm) bezeichnet. Der Protonen-
gradient wird dann von der ATP-Synthase genutzt, um ATP durch Fusion von
Adenosindiphosphat und freiem Phosphat zu erzeugen. Die negative
Nettoladung eines gesunden Mitochondriums liegt bei etwa -180 mV, was durch
Anfarben der Zellen mit positiv geladenen Farbstoffen, wie TMRE, nachgewiesen

werden kann (Crowley, Christensen, and Waterhouse 2016).

1.3.4 Phosphatidylserin-Freisetzung

Phosphatidylserin (PS) ist ein Phospholipid mit negativer Ladung, das sich nach
dem FlUssig-Mosaik-Modell normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran
befindet. Es spielt eine wichtige Rolle bei verschiedenen Zellfunktionen. Die
verstarkte Freisetzung von Phosphatidylserin auf der au3eren Zellmembran der
Thrombozyten ist ein wichtiger Teil der normalen Gerinnungsreaktion von

Blutplattchen. Die Prasenz von Phosphatidylserin bietet eine negativ geladene
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Oberflache, die essenziell fir die Bindung und Aktivierung der
Gerinnungsfaktoren ist. Aullerdem fihrt, falls diese Asymmetrie der
Lipiddoppelschicht verloren geht, dieses Signal zur Einleitung der Apoptose und
ist damit ein initiales Signal der Apoptose der betroffenen Zelle. Es dient vor allem
Makrophagen als Signal, um diese apoptotischen Zellen Uber spezifische
Phosphatidylserin-Rezeptoren zu erkennen und zu beseitigen (Copic,
Dieudonné, and Lenoir 2023; Tait, Smith, and Wood 1999; Ramstrom et al. 2010;
Schroit and Zwaal 1991; Miyanishi et al. 2007).

1.3.5 Thrombozyten-Interaktion mit Leukozyten

Die Plattchen-Leukozyten-Interaktion ist ein wichtiger Prozess, der durch den
Austausch von verschiedenen Signalen zwischen Blutplattchen und
verschiedenen Arten von weilen Blutkérperchen charakterisiert ist. Dieser
Prozess verknipft zwei grundlegende pathophysiologische Ereignisse
miteinander: die Atherothrombose und entziindliche Immunreaktionen (Totani
and Evangelista 2010). Wenn diese Interaktion zum Beispiel bei einer Verletzung
des Endothelgewebes von Blutgefallen stattfindet, tragen die Blutplattchen durch
die Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten, wie Neutrophile Granulozyten
und Makrophagen zur Entzindungsreaktion und Verengung der Blutgefal3e bei.
Neben ihrer physiologischen Funktion kdnnen diese Reaktionen ebenfalls zur
Verschlimmerung von Arteriosklerose und fur die Instabilitat von Plaques sorgen.
Dartber hinaus koénnen die Interaktionen zwischen Thrombozyten und
Leukozyten eine entscheidende Rolle bei der Regulierung einer Vielzahl von
Reaktionen des Immunsystems spielen und tragen mafgeblich zum Ischamie-

Reperfusionsschaden bei (Granja et al. 2022; Totani and Evangelista 2010).
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2 Ziel dieser Arbeit

Weltweit sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit steigender Tendenz eine der
Haupttodesursachen (Khodadi 2020). In Deutschland sind sie flir 40% der
Todesfalle verantwortlich (Robert Koch Institut 15.06.2023). Thrombozyten
spielen hierbei eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der Koronarthrombose
und der Atherogenese mit den daraus resultierenden Erkrankungen wie koronare
Herzkrankheit, Herzinfarkt und Schlaganfall (Chatterjee et al. 2017; Khodadi
2020).

Im kardiovaskularen System haben Gaiz und Gais ahnliche, aber auch
gegensatzliche Funktionen. Die Blutungszeit nach der Filterpapiermethode ist bei
globalem und Plattchen-spezifischem Fehlen (KO) von Gaiz verlangert, wahrend
die Blutungszeit beim Fehlen von Gais kaum beeinflusst wird ((Devanathan et al.
2015) und unverdffentlicht). Bei der Induktion eines kardialen Infarkts bei Mausen
fuhrt ein globaler Mangel an Gaiz zu einer erhdhten Infarktgrof3e, wahrend ein
Mangel an Gais einen protektiven Effekt auf die Grofle des Infarkts aufweist
(Kohler et al. 2014). Im Gegensatz zum globalen KO zeigt der Plattchen-
spezifische KO von Gaiz einen schiutzenden Effekt bei einem kardialen Ischamie-
Reperfusionsschaden (Devanathan et al. 2015). Bei Gais ist der protektive Effekt

bei globalem und Plattchen-spezifischem KO identisch (unveroffentlicht).

Ziel dieser Arbeit ist es die Funktion von Gaiz und Gais in Thrombozyten genauer
zu untersuchen und letztendlich zu verstehen. Hierflr soll die basale Expression
verschiedener Oberflachenproteine, die Expression von Integrin allbf3 und
CD62P nach Aktivierung mit verschiedenen Substanzen, die Beeinflussung des
Membranpotentials in Mitochondrien nach Aktivierung, sowie die Induktion der
Apoptose der isolierten Plattchen und die thromboinflammatorische Assoziation
von Blutplattchen mit Leukozyten in Vollblut analysiert werden. Hierfur sollen
Mause mit einem Plattchen-spezifischen KO von Gaiz, einem globalen und
Plattchen-spezifischen KO von Gais, sowie mit einem Plattchen-spezifischen
Fehlen von Gaiz und Gais im Vergleich zu Geschwisterkontrolltieren untersucht

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien

Name Hersteller Ort
ADP Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
ADP Chrono-Log Havertown, PA, USA
CaClz MERCK Darmstadt, Germany
CaCl22H:20 Carl Roth Karlsruhe, Germany
CRP CambCol Cambridgeshire, UK
laboratories
a-D-Glucose-Monohydrat Carl Roth Karlsruhe, Germany
FCCP abcam Cambridge, UK
HEPES Carl Roth Karlsruhe, Germany
lonomycin Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
NaCl Carl Roth Karlsruhe, Germany
NaN3 Carl Roth Karlsruhe, Germany
Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth Karlsruhe, Germany
Proteinase K Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
RNase-Free Water QIAGEN Hilden, Germany
u41675 ENZO Farmingdale, NY, USA
Thrombin Roche Diagnostics Mannheim, Germany

Trinatriumcitrat-Dihydrat

MERCK

Darmstadt, Germany

Zitronensaure-Monohydrat

Carl Roth

Karlsruhe, Germany
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3.1.2 Reagenzien, Kits und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Reagenzien

Name Hersteller Ort

BD FACS™ Lysing Solution 10X BD San Jose, California,

Concentrate Biosciences USA

DirectPCR (Tail) VIAGEN Los Angeles, CA,

Biotech USA

Tabelle 4: Kits

Name Hersteller Ort

Multiplex PCR Kit QIAGEN  Hilden,
Germany

QlAxcel DNA Kits QIAGEN  Hilden,
Germany

Taq PCR Master Mix Kit QIAGEN  Hilden,
Germany

TMRE-Mitochondrial Membrane Potential abcam Cambridge, UK

Assay Kit
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Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

Ort

BD Plastipak 1mi

BD Biosciences

San Jose, California,
USA

BD Microlance 3

BD Biosciences

San Jose, California,
USA

Eppendorf Tubes 3810X

Eppendorf

Hamburg, Germany

FACS Tubes

BD Biosciences

Heidelberg, Germany

Falcon Tubes,
15 ml/ 50 ml

BD Biosciences

Heidelberg, Germany

Haematocrit capillaries
75mm/75ul

Hirschmann

Laborgerate

Eberstadt, Germany

PCR 8er-SoftStrips

Biozym Biotech

Trading

Vienna, Austria

Pipette tips (10 pl, 100 pl,
1000 pl)

Eppendorf

Hamburg, Germany
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3.1.3 Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 6: Puffer, Losungen und Medien

Puffer/Losung/Medium Konzentration Inhalt Hersteller
2.5% Trinatriumcitrat-
Dihydrat
Acid-Citrate-Dextrose-Buffer 1.4% Zitronensaure-
(ACD) Monohydrat
2% a-D-Glucose-
Monohydrat
ddH20
10mM HEPES
Binding-Puffer 140 mM NaCl
2.5mM CaCl22H20
pH 7.4
Citrat 9NC in S Monovette 0.106mol/l Sarstedt
PBS* (Dulbecco’s Sigma-
Phosphate Buffered Saline) Aldrich
(St.Louis,
MO, USA)
PBS" (Dulbecco’s Sigma-
Phosphate Buffered Saline. Aldrich
Modified, without CaClz and (St.Louis,
MgCl2) MO, USA)
1% Paraformaldehyd
(PFA)
Zellfixierungspuffer 0,1% NaNs3
PBS+
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3.1.4 Antikorper

Tabelle 7: Antikorper

Antigen Fluorochrom Herkunft Klon Hersteller
AnnexinV FITC Immunotools
RatlgG2b,k  APC Ratte RTK4530 BiolLegend
IsotypeCitrl

CD42b Dylight 649 Ratte Xia.G5 Emfret Analytics
CD42b FITC Ratte Xia.G7 Emfret Analytics
CD45 APC Ratte 30-F11 Biolegend
CD62P FITC Ratte Wug.E9  Emfret Analytics
Rat IgG Dylight 649 Ratte Emfret Analytics
IsotypeCitrl

Rat IgG FITC Ratte Emfret Analytics
IsotypeCitrl

GPV FITC Ratte Gon.G6  Emfret Analytics
GPVI FITC Ratte JAQ1 Emfret Analytics
GPIX FITC Ratte Xia.B4 Emfret Analytics
Integrin allbB3 PE Ratte Jon/A Emfret Analytics
Integrin a5 FITC Ratte Tap.A12  Emfret Analytics
Integrin B3 FITC Ratte Luc.H11  Emfret Analytics
Ly6G PE Ratte 1A8 BioLegend

Rat IgG PE Ratte Emfret Analytics
IsotypeCitrl

RatlgG2a,xk  PE Ratte RTK2758 BiolLegend
IsotypeCitrl
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3.1.5 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von Biomers.net GmbH bezogen.

Tabelle 8: Oligonukleotide fir PCR

Zielstruktur c [uM] Sequenz

Gnai3_Pr8 (wt) 10

Gnai3_Pr9 (wt+ko) 10

5' GTGGCCAAAGATCCGAACGAA 3’

5 TTCATGCTTTCATGCATTCGGTTC 3'

Gnai3_Pr10 (ko) 10

5' TGCCGAGAAAGTATCCATCAT 3'

Gnai_3loxPr_Int-F 10

5-TAGCAGTTGTCATGGCTACC-3'

Gnai3_loxPr_EX7-R 10

5-ATGCTGTCAAACAATTTCATG-3

IPC Reverse 10 5-GTCAGTCGAGTGCACAGTTT-3
IPC Forward 10 5—CAAATGTTGCTTGTCTGGTG-3'
Pf4-CrePr for 10 5'—-CCCATACAGCACACCTTTTG-3'
Pf4-CrePr rev 10 5-TGCACAGTCAGCAGGTT-3
Primer 22 10 5' GGCTATGATCCCAAAACTCCCCG 3

Primer 23 10

5' GGAGCCTGGACTTTGCTTCTGACC 3'
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3.1.6 Laborgerate und Software

Tabelle 9: Laborgerite

Name Hersteller Ort

BP221S Scale SARTORIUS Goettingen, Germany

FACS Canto Il BD Biosciences Franklin Lakes, NJ,

USA

Heidoloph Reax 2000 Heidolph Schwabach,
Instruments Deutschland

Pipetten Eppendorf Hamburg, Germany

QlAxcel QIAGEN Hilden, Germany

Scil VET abc Plus+ HORIBA Medical Oberursel, Germany

Thermomixer comfort/ Eppendorf Hamburg, Germany

Thermomixer R

Zentrifuge 5810 R Eppendorf Hamburg, Germany

Tabelle 10: Software

Name Hersteller Ort

BD FACSDiva Software BD Biosciences Franklin Lakes, NJ, USA
CorelDraw Corel Corporation Ottawa, Ontario, Kanada
Excel Microsoft Corporation Redmond, WA, USA
FlowJo FlowdJo LLC, Becton Dickinson Ashland, OR, USA
GraphPad Prism 10 GraphStats Technologies Atlanta, USA

QlAxcel ScreenGel QIAGEN Hilden, Germany

20



3.2 Methoden
3.2.1 Mauszucht

Die fur die Experimente verwendeten Mause wurden gemal den nationalen
Richtlinien fur die Tierpflege unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen
entweder in offenen oder in isoliert bellfteten Kafigen (IVCs) in der Tierhaltung
"Pharmakologie/Toxikologie" der Medizinischen Fakultat der Universitat
TlUbingen gehalten. Alle Tierversuche wurden nach den geltenden Gesetzen und
den Vorschriften des Regierungsprasidium  Tudbingen  durchgeflihrt
(Genehmigungen PH01/22M und PH01/20M). Alle Blutenthahmen wurden unter
Vollnarkose vollzogen. Das Blut wurde von Prof. Dr. Sandra Beer-Hammer, Dr.
Madhumita Chatterjee, Dr. Veronika Leiss oder Sandra Schwegmann
entnommen. Mause beiderlei Geschlechts im Alter von acht bis 22 Wochen

wurden fur die Experimente verwendet.

Die Erzeugung und grundlegende phanotypische Charakterisierung von Mausen
mit einem globalen Fehlen des Gais-Proteins (Gnai3™), sowie deren Zucht auf
einen C57BL/6N-Hintergrund wurden an anderer Stelle detailliert beschrieben
(Gohla et al. 2007; Jiang et al. 2002). Entsprechende Geschwister-Wildtyp-
Mause wurden als Kontrollen verwendet (Gnai3*™'*). Die Erzeugung von Gnai2™-
Mausen (Plummer et al. 2012) und Gnai3""-Mausen (Beer-Hammer et al. 2018)
wurde ebenfalls an anderer Stelle dokumentiert. Gnai2/i3""-M&ause wurden durch
Kreuzung dieser beiden Stamme generiert. Die Pf4-Cre-transgene Mauslinie,
welche die Cre-Rekombinase spezifisch in Megakaryozyten und Blutplattchen
exprimiert, wurde freundlicherweise von Radek Skoda vom Department of
Biomedicine, Experimental Hematology, am Universitatsspital Basel zur
Verfligung gestellt (Tiedt et al. 2007). Diese Mauslinie wurde jeweils mit Gnai2""-
Mausen, Gnai3""Mausen und Gnai2/i3""-Mausen gekreuzt, um Gnai2"" Pf4-
Cre*, Gnai3" | Pf4-Cre*, Gnai2/i3" | Pf4-Cre* Tiere zu erzeugen. Pf4-Cre-
negative Geschwistertiere (Gnai2"" /| Pf4-Cre’, Gnai3"" | Pf4-Cre", Gnai2/i3"" |
Pf4-Cre") dienten als Kontrollen.
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3.2.2 Genotypisierung von Mausen

Die Mause wurden im Alter von drei Wochen mittels Ohrstanzen markiert und das
gewonnene Gewebe wurde zur Genotypisierung verwendet. Zur Validierung des
ersten Ergebnisses wurden nach Durchfuhrung der Experimente Proben der
Mausschwanze genommen, um eine weitere Genotypisierung der jeweiligen
Mause durchzufuhren. Zur Genotypisierung wurde zunachst eine Gewebe-Lyse
durchgefuhrt, um DNA zu erhalten, die dann fur die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) verwendet wurde. Hierzu wurden die Biopsien der Ohren/Schwéanzchen in
100 pL DirectPCR Lysis Reagenz mit 5 pL Proteinase K (1 mg/ml) fir 4 Stunden
bei Ohrstanzen und 6 Stunden bei Schwéanzchen bei 55°C inkubiert.
AnschlieRend wurde die Proteinase K fur 20 Minuten bei 95°C inaktiviert.
Darauffolgend wurden die PCR-Ansatze pipettiert. Hierflr wurde entweder ein
Multiplex PCR Plus Kit oder ein Taq PCR Master Mix Kit verwendet. Zusatzlich
wurden entsprechende Primer, RNAse-freies Wasser und die DNA-Proben
hinzugefiigt. In Tabelle 11 - Tabelle 16 sind die entsprechenden Reagenzien,
Primer, Volumen und Thermocycler-Programme aufgefuhrt. Durch dieses
Verfahren konnte das Vorhandensein oder Fehlen der Gnai2, Gnai3, der loxP-
Stellen und des Pf4-Cre-Rekombinase-Transgen detektiert werden. Die PCR
wurde mit einem Thermocycler durchgefuhrt und die Proben wurden mit einem

QIAxcel Gerat und der QlAxcel ScreenGel Software analysiert.

Tabelle 11: Reagenzien und Volumina pro Reaktion zur Detektion des

genomischen Vorhandenseins des Pf4-Cre-Rekombinase-Transgens

Pf4-Cre Volumen pro Reaktionsansatz [ul]
Multiplex PCR Plus Kit 12,5

Pf4-CrePr for (10 M) 0,75

Pf4-CrePr rev (10 pM) 0,75

IPC Forward (10 pM) 0,25

IPC Reverse (10 uM) 0,25

RNAse free water 9,5

DNA lysate 1
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Table 12: Reagenzien und Volumina pro Reaktion zur Detektion von
globalem Gnai3-KO und WT

Gnai3 Volumen pro Reaktionsansatz [ul]
Multiplex PCR Plus Kit 12,5

Gnai3_Pr8 (wt) 0,5

Gnai3_Pr9 (wt+ko) 0,5

Gnai3_Pr10 (ko) 0,5

RNAse free water 10

DNA lysate 1

Tabelle 13: Reagenzien und Volumina pro Reaktion zur Detektion des

Vorhandenseins oder Fehlens der loxP-Stellen bei Gnai2f/

Gnai2"" Volumen pro Reaktionsansatz [ul]
Taq PCR Master Mix Kit 12,5

Primer 22 0,5

Primer 23 0,5

RNAse freies Wasser 10,5

DNA lysate 1

Tabelle 14: Reagenzien und Volumina pro Reaktion zur Detektion des

Vorhandenseins oder Fehlens der loxP-Stellen bei Gnai3f/

Gnai3"" Volumen pro Reaktionsansatz [ul]
Taq PCR Master Mix Kit 12,5

Gnai_3loxPr_Int-F 0,5

Gnai3_loxPr_EX7-R 0,5

RNAse freies Wasser 10,5

DNA lysate 1
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Tabelle 15: Thermocycler-Programm zur Detektion von Wildtyp- und
globalen Gnai3-defizienten Mausen sowie zur Detektion des genomischen

Vorhandenseins des Pf4-Cre-Rekombinase-Transgens

Temperatur [°C] Zeit [min] Schritte Zyklen
Initiale
95 15:00
Denaturierung
94 0:30 Denaturierung
60 1:30 Primerhybridisierung 32 x
72 1:30 Elongation
Endgiiltige
72 10:00 g .g
Elongation
8 Haltezeit

Tabelle 16: Thermocycler-Programm zur Detektion des Vorhandenseins

oder Fehlens der loxP-Stellen von Gnai2"fund Gnai3ff

Temperatur [°C] Zeit [min] Schritte Zyklen
Initiale
95 15:00 )
Denaturierung
94 0:30 Denaturierung
60 1:30 Primerhybridisierung 32 x
72 1:30 Elongation
Endglltige
72 10:00 9 .g
Elongation

8 Haltezeit
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3.2.3 Stimulanzien-Vorbereitung

Fur alle verwendeten Stimulanzien wurde vor dem jeweiligen Experiment eine
Vorverdiinnung mit PBS+Ca?* vorbereitet. CRP (Lagerkonzentration 2,5 mg/mL)
wurde auf 50 pg/mL, ADP (Lagerkonzentration 1 mM) auf 100 uM, U46619
(Lagerkonzentration 30 mM) auf 30 yM und Thrombin (Lagerkonzentration
20 U/ml) auf 1 U/ml verdunnt.

3.2.4 PRP-Aufbereitung

Um PRP aus Vollblut zu gewinnen, wurde vendses Blut aus dem retroorbitalen
Plexus der tief narkotisierten Mause in einem Verhaltnis von 1:4 mit ACD-
Antikoagulans entnommen. In weiteren Schritten wurde das Blut zuerst bei 260xg
ohne Bremse fur 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Folgend wurde
groRzugig die gelbliche PRP-Schicht zusammen mit der dinnen milchigen
Schicht, die den Erythrozyten aufliegt in einem separaten Eppendorf-Réhrchen
gesammelt. Dies wurde wiederum bei 50xg ohne Bremse fiur 5 Minuten
zentrifugiert. Das PRP konnte nun vorsichtig abpipettiert werden. In diesem
Schritt musste extrem darauf geachtet werden, keine Erythrozyten oder andere
Zellen mit abzupipettieren, um reines PRP 2zu erhalten. Fiur die
Zellkonzentrationsmessung wurden 10 pl PRP in einem Verhaltnis von 1:10 in
PBS verdunnt und die Anzahl der Thrombozyten mit Scil VET abc Plus+ gezahlt.
Um eine konstante Thrombozytenzahl in einem konstanten VVolumen zu erhalten,
wurde das PRP mit PBS+Ca?* mit 1 mM zusatzlich addiertem CaClz so verdinnt,

dass man 108 Thrombozyten in 5 pl PRP erhielt.

3.2.5 Anpassung der Fluoreszenzspannung und Kompensations-
kontrolle im Durchflusszytometer

Um fur die Auswertung ein optimales Fluoreszenzsignal fur jede Farbung zu
erhalten, wurde zunachst fur jeden Versuch, jeweils eine Probe mit der Isotyp-
Kontrolle korrespondierend flir jedes im Experiment verwendete Fluorophor
gemessen. Hierfir wurde die gleiche Konzentration wie flr den nachfolgend
verwendeten Antikorper eingesetzt. Mit diesen Isotyp-Kontrollen wurde so flr

jeden Parameter die optimale Fluoreszenzspannung ausgewahlt.
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Da in verschiedenen Experimenten Antikorper verwendet wurden, bei denen die
Wellenlangenbereiche der gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe Uberlappen, wurde
zu Beginn des Experimentes eine Kompensationskontrolle nach dem Protokoll
der FACSDiva Software eingelesen. Nach der Kalibrierung mit einzeln gefarbten
Proben berechnet die BD FACSDiva-Software automatisch eine Kompensation,

die falsch positive Signale ausgleicht.

3.2.6 Oberflachenexpression von GPV, GPVI, GPIX, Integrin a5 und
Integrin B3 auf ruhenden Thrombozyten

Um die Expression von GPV, GPVI, GPIX, Integrin a5 und Integrin B3 auf
ruhenden Thrombozyten zu untersuchen, wurde vendses Blut aus dem
retroorbitalen Plexus von Mausen in ACD-Antikoagulans (im Verhaltnis 1:4)
entnommen. Dieses Blut wurde anschlieRend 1:50 mit PBS+Ca?* verdiinnt. In
funf FACS-Rohrchen wurden 5 ul anti-CD42b-Dylight 649, sowie jeweils GPV-
FITC, GPVI-FITC, GPIX-FITC, Integrin a5-FITC oder Integrin B3-FITC vorgelegt.
Die Rohrchen wurden dann mit 15 yl PBS+Ca?* auf ein Gesamtvolumen von
25 pl gebracht. AnschlieRend wurden 25 ul des verdiunnten Bluts hinzugeftigt und
vorsichtig durch leichtes Schwenken gemischt. Das Pipettierschema ist in Tabelle
17 aufgefuhrt. Die Proben wurden dann fir 30 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde jeder Probe 300 yl PBS+Ca?*
hinzugefugt und unmittelbar mit einem FACS Canto Il Durchflusszytometer

gemessen. Dabei wurde auf die CD42b*™ Thrombozytenpopulation gegatet.

Diese Farbung wurde gemeinsam mit den Farbungen zum Nachweis der

Degranulation der a-Granula durchgefuhrt (3.2.7 und 3.2.8.1).

Tabelle 17: Pipettierschema Oberflachenmarker: Endvolumen 50 pl

Aktivierungs- | Vollblut Antikorper Anti- | PBS+Ca®
zustand 1:50 anti-GPV-/ anti-GPVI-/ | P42P
verdunnt | t-GPIX-/ anti-integrin | DYNIN
a5- / anti-integrin B3-FITC 649
Resting 25 ul 5 ul 5l 15 ul

26



3.2.7 Bestimmung der Degranulation von a-Granula mittels
Oberflachenexpression von CD62P

Um die Expression von CD62P auf Thrombozyten in Ruhe und bei Aktivierung zu
messen wurde venodses Blut in ACD-Antikoagulans (1:4) aus dem retroorbitalen
Plexus der Mause entnommen. Dieses Blut wurde 1:50 mit PBS+Ca?* verdinnt.
In jedem FACS-Ro6hrchen wurden zunachst jeweils 5 pl anti-CD62P-FITC und
anti-CD42b-Dylight 649 vorgelegt.
darauffolgend 5 yl PBS+Ca?*, ADP (10 uM)[Sigma], CRP (5 pug/ml) oder U46619
(3 uM) hinzugefigt und mit 10 yl PBS+Ca?* auf ein Volumen von 25 pl gebracht.

Je nach Stimulanz-Medium wurden

Als letzten Schritt wurden 25 pl des verdunnten Blutes hinzugefligt und vorsichtig
durch ein leichtes Schwenken durchmischt. Das Pipettierschema ist der Tabelle
18 zu entnehmen. Die Inkubationszeit der Ansatze betrug 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde jeder Probe
300 ul PBS+Ca?" zugegeben und unmittelbar mit einem FACS Canto I

Durchflusszytometer gemessen. Hierbei wurde auf die CD42b*

Thrombozytenpopulation gegatet.

Tabelle 18: Pipettierschema CD62-Expression: Endvolumen 50 pl
Aktivierungs- Voliblut ADP anti- anti- PBS+Caz"
zustand 1:50 oder CD62P- CD42b

verdiinnt| CRP FITC Dylight
oder 649
U46619
Resting 25 i - 5ul 5ul 15 ul
ADP/CRP/U46619 25 yl 5 ul 5 ul 5 ul 10 pl
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3.2.8 Bestimmung der Aktivierung von allbf3 mittels Bindung von
JON/A an die Oberflache von Thrombozyten

3.2.8.1 Expression von aktiviertem Integrin allb83 auf Thrombozyten in Vollblut
Um die Expression von aktiviertem Integrin allbf3 mittels JON/A auf

Thrombozyten in Ruhe und bei Aktivierung in Vollblut zu messen, wurde vendses
Blut in ACD-Antikoagulans (1:4) aus dem retroorbitalen Plexus der Mause
entnommen. Dieses Blut wurde 1:50 mit PBS+Ca?* verdiinnt. In jedem FACS-
Rohrchen wurden zunachst 5 pl anti-JON/A-PE und 5 pl anti-CD42b-Dylight 649
vorgelegt. Je nach Stimulanz-Medium wurden aulRerdem 5 yl PBS+Ca?*, ADP
(10 pM) [Sigma], CRP (5 ug/ml) oder U46619 (3 pM) hinzugefugt und mit 10 pl
PBS+Ca?* auf ein Volumen von 25 pl gebracht. AbschlieBend wurden 25 pl des
verdunnten Blutes hinzugefugt und vorsichtig durch ein leichtes Schwenken
durchmischt. Das Pipettierschema ist der Tabelle 19 zu entnehmen. Die Proben
inkubierten fir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde jeder Probe 300 yl PBS+Ca?* zugegeben und unmittelbar
mit einem FACS Canto |l Durchflusszytometer gemessen. Hierbei wurde auf die

CD42b* Thrombozytenpopulation gegatet.

Tabelle 19: Pipettierschema allbf33 - Vollblut: Endvolumen 50 pl

Aktivierungs- Voliblut ADP anti- anti- PBS+Caz"
zustand 1:50 oder JON/A- CD42b
verdiinnt| CRP PE Dylight
oder 649
U46619
Resting 25 ul - 5ul 5ul 15
ADP/CRP/U46619 25 yl 5 ul 5 ul 5 ul 10 pl

3.2.8.2 Expression von aktiviertem Integrin allbB3 auf Thrombozyten in PRP
Um die Expression von aktiviertem Integrin allbf3 mittels JON/A auf

Thrombozyten in Ruhe und bei Aktivierung in PRP zu untersuchen, wurden in

allen FACS-Ro6hrchen jeweils 5 ul anti-JON/A-PE vorgelegt. Je nach Stimulanz-
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Medium wurden 10 pl PBS+Ca?* mit zusétzlich 1 mM Ca?*, ADP (10 uM) [Sigmal,
CRP (5 pg/ml) oder Thrombin (0,1U/ml) hinzugefiigt und mit 80 ul PBS+Ca?* mit
zusatzlich 1 mM Ca?*, auf ein Volumen von 95 pl gebracht. Zuletzt wurden 5
des verdiinnten PRPs (10° Thrombozyten) hinzu pipettiert und durch leichtes
Schwenken durchmischt. Das Pipettierschema ist in Tabelle 20 aufgefuhrt. Die
Proben inkubierten fur 90 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach der
Inkubationszeit wurde jeder Probe 300 yl PBS+Ca?* hinzugefiigt. Die Proben

wurden unmittelbar mit einem FACS Canto |l Durchflusszytometer gemessen.

Tabelle 20: Pipettierschema allb@3 - PRP: Endvolumen 100 pl

Aktivierungs- PRP ADP anti- PBS+Ca?"
zustand (108 Thrombozyten) oder CRP | JON/A-PE (mit zusatzlich
oder 1 mM Ca?")
Thrombin
Resting 5ul - 5ul 90 ul
ADP/CRP/Thrombin 5ul 10 pl 5 ul 80 pl

3.2.9 Bestimmung von Phosphatidylserin (Bindung von AnnexinV)
an der Oberflache von Thrombozyten mittels Durchflusszytometrie

Dieser Versuch wurde zusammen mit 3.2.8.2 und 3.2.10 durchgeflhrt.

Die Externalisierung von Phosphatidylserin nach Aktivierung wurde durch die
Anbindung von AnnexinV gemessen. Hierfur wurden je nach Stimulanz-Medium
10 ul PBS+Ca?* mit 1 mM zusatzlich addiertem CaClz, 10 yl ADP (10 uM)
[Sigma], 10 pyl CRP (5 pg/ml), 10 pl Thrombin (0,1U/ml) oder 0,7 ul lonomycin
(10uM) (+9,3ul PBS+Ca?*) hinzugefiigt und mit 80 yl PBS+Ca?* mit zusatzlich
1 mM CacClz, auf ein Volumen von 90 ul gebracht. Anschlieend wurden 5 ul des
verdunnten PRP hinzugegeben und durch leichtes Schwenken durchmischt. Die
erste Inkubationszeit betrug 60 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln.
AnschlieRend wurden 5 pl AnnexinV-FITC zugefugt und die Proben inkubierten

fur weitere 30 Minuten bei gleichen Bedingungen. Das Pipettierschema ist in
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Tabelle 21 aufgefuhrt. Nach der Inkubationszeit wurde jeder Probe 300 ul Binding
Buffer zugegeben und unmittelbar mit einem FACS Canto Il Durchflusszytometer

gemessen. lonomycin diente als positive Kontrolle.

Tabelle 21: Pipettierschema AnnexinV: Endvolumen 100 pl

Aktivierungs- PRP ADP lono- | AnnexinV- | PBS+Caz*
zustand (1°°Tht'°"‘b°' oder mycin FITC (mit zusétzlich
zyten) CRP 1 mM addiertem
CaCly)
oder
Thrombin
Resting 5ul - - 5ul 90 pl
ADP/CRP/ 5 ul 10 pl - 5 ul 80 ul
Thrombin
lonomycin 5ul - 10 i 5ul 80 pl

3.2.10 Messung der Depolarisierung der mitochondrialen Membran
(Aym) mittels TMRE-Fluoreszenzantwort

Um die durch Aktivierung verursachte Depolarisierung der mitochondrialen
Membran (Aym) zu untersuchen, wurden je nach Stimulanz-Medium 10 pl
PBS+Ca?" mit zusatzlich 1 mM Ca?*, 10 yl ADP (10 yM)[Sigma], 10 ul CRP
(5 pg/ml), 10 pl Thrombin (0,1 U/ml), 2 yl FCCP (10 uM)(+ 8 ul PBS+Ca?*) oder
0,7 ul lonomycin (10 uM) (+ 9,3 ul PBS+Ca?*) vorgelegt und mit 81 yl PBS+Ca?*
mit zusatzlich 1 mM CaClz, auf ein Volumen von 91 ul gebracht. Als nachstes
wurden 5 pl des verdinnten PRP hinzu pipettiert und durch leichtes Schwenken
durchmischt. Die Proben inkubierten fur 60 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln. Nach der Inkubationszeit wurden 4 yl TMRE (0,2 uM) beigeflgt und die
Proben inkubierten fur weitere 30 Minuten bei gleichen Bedingungen. Das
Pipettierschema ist der Tabelle 22 zu entnehmen. Nach der Inkubationszeit

wurde jeder Probe 300 ul PBS+Ca?* zugegeben und unmittelbar mit einem FACS
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Canto Il Durchflusszytometer gemessen. FCCP (Abcam) diente als positive

Kontrolle.

Tabelle 22: Pipettierschema Membranpotential: Endvolumen 100 pl

Aktivierungs- | PRP ADP FCCP| lono- | TMRE | PBS+Ca?*
zustand (10¢ oder CRP mycin (mit zusitzlich

Thrombo- oder 1 mM Ca?)

zyten) .
Thrombin

Resting 5 ul - - - 4 pl 91 i
ADP/CRP/ 5 ul 10 ul - - 4 pl 81 i
Thrombin
FCCP 5yl - 2 ul - 4 ul 89 ul
lonomycin 5 ul - - 0,7 pl 4 pl 90,3 ul

3.2.11 Charakterisierung der thromboinflammatorischen Assoziation
von Thrombozyten mit Leukozyten

Um die thromboinflammatorische Assoziation von Thrombozyten mit Leukozyten
(PNCs) zu messen, wurde vendses Blut in Citrat-Antikoagulans (1:10) aus dem
retroorbitalen Plexus der Mause entnommen. In jedem FACS-Rdéhrchen wurde,
je nach Stimulanz-Medium, 10 yl PBS+Ca?*, 10 yl ADP (10 uyM)[Chrono-Log],
10 pl CRP (5 ug/ml) oder 10 yl Thrombin (0,1 U/ml) mit einem Master-Mix,
bestehend aus je 1 pl anti-CD45-APC, anti-Ly6G-PE und anti-CD42b-FITC,
vorgelegt. Zu guter Letzt wurden 87 pl Vollblut hinzugefigt und durch leichtes
Schwenken der Rohrchen durchmischt. Das Pipettierschema ist in Tabelle 23
aufgefuhrt. Die Ansatze inkubierten fur 20 Minuten bei 37°C im Dunkeln. Nach
der Inkubation wurde mit 2 ml BD-Lysing Buffer 1x lysiert, bis die Lyse zu optisch
klar umschlug (meist 10-20 Sekunden). Die Proben wurden nun bei 300xg fur 5
Minuten, bei 22°C, mit Bremse zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand

verworfen. In einem zweiten Schritt wurden die Proben mit 2 ml PBS ohne
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Calcium gewaschen, sofort wieder bei 300xg fur 5 Minuten, bei 22°C, mit Bremse
zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand wieder verworfen. AnschlieBend
wurden die Proben mit 300 pl Zellfixierungspuffer resuspendiert und unmittelbar
mit einem FACS Canto Il Durchflusszytometer gemessen. Hierbei wurde auf die

CD45" Leukozytenpopulation gegatet.

Tabelle 23: Pipettierschema PNCs: Endvolumen 100 pl

Aktivierungs- Voliblut Antikorper-Mix ADP PBS+Ca?
zustand anti-CD45-APC + oder

anti-Ly6G-PE + CRP

anti-CD42b-FITC oder

Thrombin
1:1:1

Resting 87 i 3 ul - 10 ul
ADP/CRP/Thrombin | 87 pl 3l 10 -

3.2.12 Auswertung und Statistik

Die durchflusszytometrischen Daten wurden mit Hilfe der Software FlowJo
ausgewertet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software GraphPad Prism. Alle
Werte wurden als arithmetischer Mittelwert + Standardfehler aufgefthrt. Outliers
wurden mit dem ROUT-Test und einem Q von 2% aus der Auswertung
ausgeschlossen. Zum Vergleich der Gruppen wurde eine Twoway-ANOVA

durchgefuhrt. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Oberflachenexpression von GPV, GPVI, GPIX, Integrin a5 und

Integrin B3 auf ruhenden Thrombozyten

Thrombozyten exprimieren auf ihrer Oberflache verschiedene Glykoproteine
(GP), die zwar unterschiedlichen Rezeptorfamilien zugeordnet werden, aber alle
entscheidend fur die Aktivierung der Thrombozyten sind.

Aus dem GPIb/IX/V Komplex (CD42) wurde GPIb bzw. CD42b als Marker fur
Thrombozyten verwendet, da dieser stets auf Thrombozyten exprimiert wird
(Rivera et al. 2000). Die Exprimierung von GPV und GPIX wurde hingegen in den
einzelnen Mausstammen untersucht und entsprechend verglichen. Das
Thrombozytenmembranprotein GPVI ist durch seine Funktion als physiologischer
Kollagenrezeptor ebenfalls flr die Aktivierung unerlasslich und deshalb von
Interesse (Moroi and Jung 2004).

Die untersuchten Integrine a5 und Integrin B3 sind Untereinheiten verschiedener
Rezeptoren. Integrin a5 kommt in Integrin a5p1 vor und Integrin B3 in Integrin
avB3 und allbp3. Die Funktionsweise dieser Rezeptoren wurden bereits in 1.3
beschrieben (Benito-Jardon et al. 2017; Hermann et al. 1999; Janus-Bell et al.
2022).

Bei der Expression der Glykoproteine GPV, GPVI, GPIX und Integrine a5 und 33
auf der Oberflache von Blutplattchen in vendsem Blut aus Gnai2"": Pf4Cre*-
Mausen, Gnai3""; Pf4Cre*-Mausen und Gnai2/i3""; Pf4Cre*-Mausen zu ihrer
jeweiligen Pf4Cre-Kontrollgruppe konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied festgestellt werden (Abb. 2). Lediglich die Expression von 33 auf
Plattchen von Gnai2/i3""; Pf4Cre*-Mausen war signifikant erhéht (Abb. 2 C).
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Abb. 2: Expression verschiedener Oberflichenproteine in Ruhe. Vendses Blut von A)
Gnai2"™; Pf4Cre*, B) Gnai3"™:; Pf4Cre* und C) Gnai2/i3"", Pf4Cre* Mausen im Vergleich zur
jeweiligen Pf4Cre” Kontrollgruppe wurde auf die Expression von GPV, GPVI, GPIX, a5 und 33
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Sternchen kennzeichnen die statistische Signifikanz:
ns 2 P>0.05 *=2P<0.05

In Gnai2"; Pf4Cre*-Mausen (Abb. 2 A) wurde die Expression von GPV auf
Blutplattchen mit einer mittleren Fluoreszenz von 846 im Vergleich zu 924 in der
Kontrollgruppe gemessen. Bei GPVI war diese mit 1084 in den Kontrollzellen und
1053 in den Gnai2-defizienten Zellen héher. Bei der Expression von GPIX konnte
eine mittlere Fluoreszenz von 7456 in der Kontrolle und 7077 bei Gen-Defizienz
gemessen werden. a5 wurde in seiner Expression mit 1118 in der Kontrolle und
959 in den Gnai2-defizienten Blutplattchen gemessen. Bei der Expression von
B3 in Gnai2™; Pf4Cre*-Plattchen konnte ebenfalls keine Signifikanz von 7068 zu

7121 in der Kontrolle beobachtet werden.

Bei Thrombozyten von Gnai3""; Pf4Cre*-Mausen (Abb. 2 B) wurde eine mittlere

Fluoreszenz fur die Expression von GPV mit 866 in der Kontrollgruppe und 903
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auf den Gnai3-defizienten Zellen gemessen. Die Expression von GPVI in den
defizienten Zellen war mit 1060 etwas hoher als mit 1005 in der Kontrollgruppe.
Bezliglich der GPIX-Expression wurde wie auch in den Gnai2""; Pf4Cre*-
Plattchen eine deutlich hdhere Fluoreszenz festgestellt. Diese betrug 7283 in den
Kontroll- und 7151 in den Gnai3-defizienten-Thrombozyten. Hinsichtlich der a5-
Expression in Gnai3"™; Pf4Cre* Mausen konnte ebenfalls keine signifikante
Abweichung, mit 1030 in der Kontrollgruppe und 1000 in den Gnai3-defizienten
Thrombozyten festgestellt werden. Die B3-Expression betrug 6538 in der
Kontrollgruppe und 6635 in den Gnai3-defizienten-Thrombozyten.

In Gnai2/i3""; Pf4Cre*-Thrombozyten (Abb. 2 C) wurde die Expression von GPV
mit einer mittleren Fluoreszenz von 939 in den Kontrollzellen und 972 auf den
doppel-defizienten Plattchen bestimmt. Bei GPVI lag diese bei 1135 in der
Kontrolle und 1150 in den Thrombozyten mit Gnai2/3-Defizienz. Bei der
Expression von GPIX konnte eine Fluoreszenz von 7011 in der Kontrolle und
6980 in Gnai2/3-defizienten Blutplattchen gemessen werden. Hinsichtlich der a5-
Expression in Gnai2/i3""; Pf4Cre* Mausen konnte ebenfalls keine signifikante
Abweichung, mit 927 in der Kontrolle und 830 in den Gnai2/3-defizienten
Blutplattchen, festgestellt werden. Bei der Expression von B3 in Thrombozyten
der Gnai2/i3"", Pf4Cre*-Mause wurden Werte von 6771 zu 6200 in der Kontrolle
gemessen. Dies erbrachte in der Auswertung eine statistische Signifikanz von
P <0.05.

4.2 Degranulation von a-Granula in Gnai-defizienten Thrombozyten,
gekennzeichnet durch die Oberflachenexpression von CD62P

P-Selektin (CD62P) ist ein Zelladhdsionsmolekul von Blutplattchen und
Endothelzellen, das in Thrombozyten in a-Granula gespeichert wird. Nach
Aktivierung wird P-Selektin auf der Plasmamembran exprimiert. Die erhdhte

Expression von CD62P auf der Zellmembran ist ein Marker fur stimulierte oder
aktivierte Blutplattchen (Wasiluk 2004).
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Abb. 3: Expression von CD62P nach Stimulation bzw. ohne Stimulation auf Thrombozyten
von A) Gnai2""; Pf4Cre*, B) Gnai3""; Pf4Cre* und C) Gnai2/i3""; Pf4Cre* Mausen im Vergleich
zur jeweiligen Kontrollgruppe. Die Sternchen kennzeichnen die statistische Signifikanz: ns = P >
0.05, ** 2P <0.01.

Beim Vergleich der Expression von P-Selektin auf Blutplatichen aus Gnai2";
Pf4Cre*-Mausen zu ihrer Kontrollgruppe (Abb. 3 A), konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied in Ruhe als auch bei Aktivierung mit ADP und U46619
festgestellt werden. Bei CRP lag hingegen eine Signifikanz vor. Der Mittelwert
der Fluoreszenz war in Ruhe bei der Kontrollgruppe 17 zu 13,6 in Gnai2-
defizienten Blutplattchen. Bei ADP konnte in der Kontrolle mit 15,6 zu 13,3 ein
leicht hdherer Wert ermittelt werden. Nach der Stimulation mit CRP wurde eine
signifikant héhere Expression von CD62P auf Zellen mit Gnai2-Defizienz als in
der Kontrollgruppe festgestellt. Diese hat sich von 219,6 zu 368,2 fast verdoppelt.
Bei U46619 konnte diese Erhdhung bei Gnai2-Defizienz ebenfalls festgestellt
werden. Sie betrug 24,8 in der Kontrolle und 96,4 in den Platichen der
Thrombozyten-spezifischen Gnai2-defizienten Mause. Diese Erhdéhung wurde

jedoch nicht als signifikant erkannt. Allgemein konnte bei der Stimulation mit CRP
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und U46619 ein Anstieg der Expression festgestellt werden. Bei ADP war diese

nicht feststellbar.

Beim Vergleich der Expression von P-Selektin in Thrombozyten aus Gnai3"";
Pf4Cre*-Mausen zu ihrer Kontrollgruppe (Abb. 3 B), konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied in Ruhe als auch bei Aktivierung festgestellt werden.
Der Mittelwert der Fluoreszenz war in Ruhe bei der Kontrollgruppe 14,2 zu 13,4
bei Defizienz. Bei ADP lag dieser bei 15,4 in Gnai3-defizienten Blutplattchen und
15,2 bei den Kontrolltieren. Nach der Stimulation mit CRP konnte wieder ein
deutlicher Anstieg der CD62P-Expression im Vergleich zum Resting festgestellt
werden. Dieser ist mit 158 zu 187 jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe bei
Gais-Defizienz leicht, aber nicht signifikant erhoht. Bei U46619 wurden wieder
ahnliche Werte von 14,8 in Thrombozyten der Plattchen-spezifischen Gnai3-
defizienten Mausen und 14,2 in Kontrolltieren, im Vergleich zum Ruhezustand

gemessen.

Beim Vergleich der P-Selektin-Expression zwischen den Gnai2/i3""; Pf4Cre*-
Mausen und ihrer Kontrollgruppe (Abb. 3 C), konnte kein signifikanter
Unterschied sowohl im Ruhezustand als auch nach Aktivierung festgestellt
werden. Die mittlere Fluoreszenzintensitat betrug im Ruhezustand 42,9 in
Kontrollzellen und 68 bei Gnai2/i3-Defizienz. Unter der ADP-Stimulation waren
diese Werte mit 50,4 in der Kontrolle bzw. 82,8 bei Gnai2/i3-Defizienz im
Vergleich zum Ruhezustand leicht erhoht, jedoch nicht signifikant verschieden
voneinander. Eine deutliche Erhéhung der CD62P-Expression im Vergleich zum
Ruhezustand wurde bei der CRP-Stimulation beobachtet. Der Wert stieg auf 453
in den Kontrollzellen und 513 in Thrombozyten mit Gnai2/i3-Defizienz. Bei
Vergleich dieser beiden Werte konnte keine Signifikanz ermittelt werden.
Ahnliche Werte zum Ruhezustand wurden unter U46619-Stimulation mit 45 in
der Kontrolle und 65,5 bei Defizienz gemessen. Generell konnte bei
Thrombozyten der Gnai2/i3""; Pf4Cre*-Mause eine etwas hohere Expression von

CDG62P, als bei den entsprechenden Kontrollen festgestellt werden.
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4.3 Bestimmung der Aktivierung von allbB3 auf Gnai-defizienten
Thrombozyten, gekennzeichnet durch die Bindung von JON/A

JON/A ist ein Antikorperklon, der ausschlieRlich an aktives Integrin allbB3 bindet.
Uber die Zunahme an zusétzlich exponiertem aktivem Integrin allbB3 kann man

Ruckschlusse auf den Aktivierungsgrad der Thrombozyten ziehen (Harrison and
Cramer 1993).

Die Bindung von JON/A wurde in Vollblut und in PRP untersucht.
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In Vollblut wiesen Thrombozyten von Gnai2"". Pf4Cre*-Mausen und ihre

Kontrollzellen (Abb. 4 A) nach der Stimulation mit CRP eine Signifikanz auf. Es
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konnten ebenfalls Unterschiede in der allb3-Aktivierung nach ADP und U46619
Stimulation gemessen werden, die jedoch keine statistische Signifikanz
aufwiesen. Im Ruhezustand konnten die Werte mit 292,4 in der Kontrollgruppe
und 286 bei Plattchen mit Gnai2-Defizienz festgehalten werden. Bei ADP wurde
in der Kontrolle mit 1086,6 ein mehr als doppelt so hoher Wert, als mit 418,2 in
Thrombozyten Plattchen-spezifischer Gnai2-defizienten Mausen gemessen. Bei
CRP konnte wie bereits erwahnt eine statistische Signifikanz ermittelt werden.
Die gemessene allbB3-Aktivierung war mit dem Fehlen von Gaiz mit 7141,4
hoher als in den entsprechenden Kontrollzellen mit 4993,6. Bei der Stimulation
mit U46619 war diese in Gnai2-defizienten Thrombozyten mit 2061,4 ebenfalls

hoher als mit 1030 in der Kontrollgruppe.

Zwischen Plattchen aus Gnai3"™; Pf4Cre*-Mausen und ihrer Kontrollgruppe (Abb.
4 B) hatten sich keine Unterschiede zwischen diesen herausgestellt. Im
Ruhezustand wurde eine mittlere Fluoreszenz von 194 in Kontrolltieren und
182,2 bei Tieren mit Gnai3-defizienten Thrombozyten ermittelt. Nach der
Stimulation mit ADP war diese mit 782,8 in der Kontrolle und 668,8 bei
Thrombozyten mit Fehlen von Gais héher. Bei CRP konnten Werte mit 3567 in
Kontrollzellen und 3656,2 bei Gnai3-Defizienz ermittelt werden. Das Level der
Expression war bei U46619 mit 587,7 bei Kontrollzellen und 526,8 mit Gnai3-

defizienten Plattchen wieder etwas geringer aber recht identisch.

Beim Fehlen des Gnai2 und Gnai3 Gens in Thrombozyten bei Gnai2/i3";
Pf4Cre*-Mausen (Abb. 4 C) konnte wie auch beim alleinigen Fehlen von Gnai2
ein Unterschied zwischen Kontrolle und Gnai2/i3-Defizienz nach der Stimulation
mit CRP festgestellt werden. Im Ruhezustand lagen die Werte bei 156,4 zu 194,4
in der Kontrolle. Bei ADP konnte wie bei Gnai2'"; Pf4Cre*-Tieren ein niedriger
Wert mit 182,4 in Plattchen-spezifischer Gnai2/i3-Defizienz im Vergleich zu 428,4
in den Kontroll-Tieren bestimmt werden. Bei CRP war die statistische Signifikanz
mit einem P< 0.05 durch einen Wert von 5293,9 in Thrombozyten mit Gnai2/i3-
Defizienz und 6740,6 in Kontrollzellen gegeben. Wie bei dem alleinigen Fehlen
von Gaiz oder Gais konnte nach U46619 Stimulation ebenfalls ein Anstieg der
JON/A-Bindung mit 939,4 zu 444 beim doppelten Fehlen dieser beiden Proteine

gegenuber der Kontrollgruppe gemessen werden.
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Bei der allbB3-Aktivierung auf Plattchen von Gnai2"™; Pf4Cre*-M&usen und ihrer
Kontrollgruppe (Abb. 5 A) gemessen in PRP konnten keine signifikanten
Unterschiede bei Ruhe oder bei mit ADP oder CRP stimulierten Thrombozyten
festgestellt werden. Bei Thrombin hingegen war die Bindung von JON/A in Gnai2-
defizienten Thrombozyten mit einem P von < 0.01 signifikant geringer. Im
Ruhezustand betrugen die ermittelten Mittelwerte der Fluoreszenzantwort 177.6
in der Kontrolle und 250,7 bei Gnai2-Defizienz. Bei der Stimulation mit ADP kam
es allgemein zu einem Anstieg von aktiviertem allbf3, diese fiel jedoch mit 304,3
zu 452,1 bei den Gnai2-defizienten Thrombozyten geringer aus. Bei CRP war der
Anstieg der Aktivierung um ein Vielfaches hoher. In der Kontrolle war er auch
dieses Mal mit 3983,2 zu 5222,5 hoher. Die verringerte Aktivierung der

Thrombozyten bei Platichen-spezifischen Gnai2-defizienten-Mausen war wie
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bereits erwahnt bei der Stimulation mit Thrombin signifikant geringer. Bei
Kontrollzellen wurde eine mittlere Floreszenz von 4548,2 und 1327,2 mit GnaiZ2-

Defizienz gemessen.

Beim Vergleich zwischen Plattchen von Gnai3"; Pf4Cre*-Mausen und ihren
Kontrollzellen (Abb. 5 B) konnten keine Unterschiede in der Bindung von JON/A
festgestellt werden. Unter Ruhe konnte die allbp3-Aktivierung in der Kontrolle mit
211,9 und bei Plattchen-spezifischer Gnai3-Defizienz mit 150,1 gemessen
werden. Der Anstieg unter ADP-Stimulation erreichte bei Kontrollzellen 342,5 und
bei Thrombozyten mit Defizienz 274,3. Bei der JON/A-Bindung unter CRP wurde
bei defizienten Plattchen mit 2827 ein hoherer Wert als in der Kontrolle mit 2213,2
festgestellt. Bei Thrombin hingegen war sie in der Kontrolle wiederum mit 1357,2
héher als bei Thrombozyten der Gnai3"; Pf4Cre*-Mausen mit 1143,5.

Zwischen Gnai3 - und den entsprechenden Gnai3 *'* Tieren (Abb. 5 c) konnte
ein statistisch signifikanter Unterschied bei der Bindung von JON/A auf ihren
Thrombozyten, von P < 0.05 bei der Stimulation mit CRP und von P < 0.01 bei
Thrombin, festgestellt werden. In Ruhe und bei der Stimulation mit ADP wurde
jedoch kein Unterschied festgestellt. Die gemessenen Werte lagen im Mittel im
Ruhezustand in der Kontrolle bei 146,3 und bei Gnai3-Defizienz bei 137,5. Bei
ADP konnten sie mit 251,5 bei Kontrollzellen und 282,3 beim Fehlen von Gais
festgestellt werden. Bei CRP lag dieser bei der Kontrolle mit 3827,5 signifikant
hoher als mit 2717,7 bei Thrombozyten Gnai3-defizienter-Tiere. Bei Thrombin
war eine noch grofiere Differenz von 2027,7 in der Kontrolle zu 473,4 bei Gnai3-

Defizienz festzustellen.

Bei Thrombozyten von Gnai2/i3""; Pf4Cre*-Mausen und ihrer Kontrollgruppe
(Abb. 5 D) konnte ebenfalls ein statistisch signifikanter Unterschied bei der
Stimulation mit CRP und Thrombin festgestellt werden. Die statistische
Auswertung ergab beides mal ein P < 0.0001. In Ruhe und bei Stimulation mit
ADP wurde kein Unterschied festgestellt. In Ruhe waren die ermittelten Werte mit
176,8 bei Zellen der Kontrolltiere zu 156,5 bei Gnai2/i3-Defizienz recht identisch.
Bei der ADP-Stimulation wurde eine geringere allbB3-Aktivierung in Gnai2/i3-

defizienten Tieren mit 196,8 zu 397,8 in der Kontrolle festgestellt. Diese war
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jedoch noch nicht statistisch signifikant. Bei CRP konnte die geringere
Expression bei der Kontrollgruppe mit 4033,3 zu 7079 bei Gnai2/i3-Defizienz
gemessen werden. Bei Thrombin fiel die Differenz mit 7636,5 in der Kontrolle zu
2508,2 noch deutlicher aus.

4.4 Aktivierung der Depolarisierung der mitochondrialen Membran

(Aym) von Gnai-defizienten Thrombozyten

Das Membranpotential (AWYm) von Mitochondrien kann durch das Anfarben der
Zellen mit positiv geladenen Farbstoffen wie Tetramethylrhodaminethylester
(TMRE) nachgewiesen werden. TMRE emittiert eine rote Fluoreszenz, die mit
Hilfe von Durchflusszytometrie erkannt werden kann. Anhand der TMRE-
Fluoreszenz lIasst sich feststellen, ob die Mitochondrien einer Zelle ein hohes

oder niedriges AWm aufweisen (Crowley, Christensen, and Waterhouse 2016).

Die durch Aktivierung verursachte Depolarisierung der mitochondrialen
Membran, dargestellt als TMRE-Fluoreszenzantwort, ist statistisch in keinem
Mausstamm mit Gnai2- oder Gnai3-Defizienz unterschiedlich zur Kontrollgruppe.
Alle Werte befinden sich auch etwa auf demselben Niveau. Nur bei der Kontrolle
mit FCCP lasst sich wie erwartet bei allen Mausen ein drastischer Abfall der

Fluoreszenzantwort beobachten.

Im Ruhezustand konnte bei Gnai2": Pf4Cre* Plattchen (Abb. 6 A) eine
Fluoreszenzantwort von 323 gemessen werden. Bei der korrespondierenden
Kontrollgruppe konnte diese mit 318,5 detektiert werden. Nach der Stimulation
mit ADP waren diese leicht hoher mit 341 bei Gnai2-Defizienz und 328,2 in den
Plattchen der Kontrolltiere. Bei der Stimulation mit CRP wurden leicht niedrigere
Werte als im Ruhezustand mit 262 bei Plattchen mit Defizienz und 290,5 in der
Kontrolle ermittelt. Thrombin brachte eine mittlere Fluoreszenzantwort von 313 in
der Kontrollgruppe und 298,3 beim Fehlen von Gai2. FCCP brachte das
Membranpotential auf ein Niveau, bei dem Werte von 23,1 in der Kontrolle und
23,5 bei Gnai2-Defizienz gemessen wurden. Der Apoptose-Induktor lonomycin

brachte groRe Schwankungen der gemessenen Einzelwerte mit sich und es
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stellten sich Mittelwerte von 334,3 bei Kontrollzellen und 295,8 bei Thrombozyten

von Plattchen-spezifischen Gnai2-defizienten Mausen ein.
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Abb. 6: Depolarisierung der mitochondrialen Membran von Thrombozyten in PRP von A)
Gnai2"™; PfACre*, B) Gnai3"; Pf4Cre*, C) Gnai3 " und D) Gnai2/i3"™ Pf4Cre* Mausen im
Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Die Sternchen kennzeichnen die statistische Signifikanz:
ns 2 P >0.05.

Betrachtet man Plattchen aus Gnai3""; Pf4Cre* Tieren (Abb. 6 B) sieht man
ahnliche Ergebnisse. Ohne Stimulation konnte ein Mittelwert von 324,7 in
Thrombozyten von Kontrolltieren und 290,8 bei Gnai3"; Pf4Cre* Plattchen
gemessen werden. Bei der Stimulation mit ADP stellte sich ein Wert von 273,6 in
der Kontrolle und 308,5 bei Gnai3-Defizienz ein. Bei CRP waren diese Werte mit
269,7 in der Kontrolle und 304,8 in Gnai3-defizienten Thrombozyten recht
identisch. Bei Thrombin erhielten wir einen Mittelwert von 313,2 in der Kontrolle
und 286,3 bei Gnai3-Defizienz. Bei der Stimulation mit FCCP senkten sich erneut

die gemessenen Werte der Thrombozyten auf 23,5 bei Kontrolltieren und 28,9
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bei Gnai3""; Pf4Cre* Tieren ab. Unter Zugabe von lonomycin erhielten wir Werte

von 197,7 in der Kontrolle und 189 mit Gnai3-Defizienz.

Im globalen KO von Gnai3 (Abb. 6 C) erhielten wir im Ruhezustand eine
Fluoreszenzantwort von 305 in der Kontrollgruppe und 306,3 bei Gnai3-
Defizienz. Bei Stimulation mit ADP und CRP waren diese Werte etwas geringer.
ADP ergab bei Kontrolltieren einen Mittelwert von 288,4 und 295 bei Gnai3-KO.
Bei der Inkubation mit CRP stellten sich Werte von 295,8 in der Kontrolle und
290,5 bei Gnai3-Defizienz ein. Bei Thrombin war der Mittelwert, mit 303 in der
Kontrolle und 315,2 beim Fehlen von Gais, etwas hoher. FCCP senkt die Werte
wieder auf 29,4 in der Kontrolle und 25,5 bei Gnai3-Defizienz. lonomycin ergibt
mit einer recht groRen Streuung einen Durchschnittswert von 281,8 in der
Kontrolle und 308,8 mit Gnai3-Defizienz.

Thrombozyten der Gnai2/i3""; Pf4Cre* Mause (Abb. 6 D) zeigten in Ruhe eine
TMRE-Fluoreszenzantwort von 311,5. lhre Kontrollgruppe ergab hierbei einen
Wert von 312,3. Die Zugabe von ADP brachte einen Wert von 299,5 in der
Kontrolle und 309,3 bei Thrombozyten mit Gnai2/i3-Defizienz. Die
Durchschnittswerte nach CRP-Stimulation fielen wiederum etwas geringer mit
253,5 in der Kontrolle und 255,3 bei Gnai2/i3-defizienten-Plattchen aus.
Thrombin fUhrte in Kontrollplattchen zu Werten von 294,8 und 302,3 bei Gnai2/i3-
Defizienz. Ein Abfall der TMRE-Fluoreszenzantwort auf 28,2 in der Kontrolle und
37,5 bei Fehlen von Gaiziz wurde durch FCCP ausgel6st. lonomycin brachte
erhdohte Werte von 423,3 in der Kontrollgruppe und 432,8 bei Gnai2/i3-Defizienz

mit einer erhéhten Streuung mit sich.

4.5 Aktivierung der Externalisierung von Phosphatidylserin (Bindung

von AnnexinV) an der Oberflache von Gnai-defizienten Thrombozyten

Die Freisetzung von Phosphatidylserin (PS) wahrend der Apoptose kann mit Hilfe
von AnnexinV detektiert werden. AnnexinV bindet mit sehr hoher Affinitat an

anionische Phospholipide und damit an Phosphatidylserin. AnnexinV dient somit
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als Apoptosemarker und kann mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen
werden (Ramstrom et al. 2010; Tait, Smith, and Wood 1999).
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Abb. 7: Aktivierung der Externalisierung von Phosphatidylserin (Bindung von AnnexinV)
an der Oberfliche von Thrombozyten in PRP aus A) Gnai2""; Pf4Cre*, B) Gnai3"™, Pf4Cre",
C) Gnai3™" und D) Gnai2/i3"; Pf4Cre* Mausen im Vergleich zur jeweiligen Kontroligruppe. Die
Sternchen kennzeichnen die statistische Signifikanz: ns 2 P > 0.05, *™* 2 P<0.01, ™™ 2P <
0.0001.

In allen Mausstammen lasst sich ein in etwa gleiches Niveau der AnnexinV-
Bindung an Thrombozyten in Ruhe, nach Stimulation mit ADP und nach
Stimulation mit Thrombin erkennen. Die Zugabe von CRP hingegen bewirkt einen

deutlichen Anstieg der Phosphatidylserin Freisetzung.

Gnai2"; Pf4Cre* Plattchen (Abb. 7 A) zeigen in der Fluoreszenzantwort der
AnnexinV-Bindung unter Ruhe einen Wert von 56,7 und in der Kontrollgruppe

liegt dieser bei 79,1. Nach ADP-Stimulation liegt der Mittelwert in der
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Kontrollgruppe bei 52,3 und 75,3 bei Plattchen mit Gnai2-Defizienz. Bei CRP
kommt es zu einem deutlichen Anstieg der AnnexinV-Bindung auf 1353 bei
Plattchen aus Kontrolltieren und 1095,3 bei Gnai2"": Pf4Cre* Plattichen. Dieser
Unterschied zwischen Kontrolle und Gnai2-Defizienz ist jedoch aufgrund der
Streuung statistisch nicht signifikant. Unter Thrombin liegen die gemessenen
Werte in der Kontrolle bei 47,6 und bei 52,1 ohne Gai.

Beim Vergleich der Thrombozyten der Gnai3"™; Pf4Cre* M&use mit ihren
Kontrolltieren (Abb. 7 B) lassen sich erneut keine Signifikanzen erkennen. In
Ruhe konnte eine Antwort von 550,5 in der Kontrollgruppe und 307,8 bei Gnai3-
Defizienz gemessen werden. Unter Zugabe von ADP stieg der Wert in der
Kontrolle auf 698,1 und 524,7 bei Plattchen-spezifischer Gnai3-Defizienz an.
Nach Stimulation mit CRP kommt es zu einem Anstieg auf 1568,5 in der
Kontrollgruppe und 1051,3 bei Gnai3-defizienten-Plattchen. Hier ist eine
geringere Phosphatidylserin Freisetzung im KO zu erkennen, die allerdings
statistisch nicht signifikant ist. Unter Thrombin wurden die geringsten Werte mit
204,4 in der Kontrolle und 152,2 mit Gnai3-Defizienz gemessen.

Bei der Gegenlberstellung von Plattchen globaler Gnai3-KO-Mause (Gnai3 ™) zu
Plattchen von Gnai3-Kontroll-Mausen (Gnai3 **) (Abb. 7 C) konnte ein
signifikanter Unterschied in der AnnexinV-Bindung nach der Stimulation mit CRP
festgestellt werden. Im Ruhezustand war der durchschnittlich gemessene Wert
bei Kontrollzellen 185,8 und 156,2 bei Gnai3-Defizienz. Unter dem Einfluss der
ADP-Stimulation konnten zwischen Kontrolle und Defizienz fast identische Werte
mit 153,3 zu 153,4 ermittelt werden. Die Inkubation mit CRP bewirkte ein Anstieg
der Fluoreszenzantwort auf 651,7 in der Kontrolle und 382,7 mit Gnai3-Defizienz.
Die Differenz konnte mit einem P < 0.01 ermittelt werden. Unter Thrombin wurden
wieder die geringsten Werte mit 96,9 bei Kontrollmausen und 68,7 bei Fehlen

von Gais gemessen.

Die AnnexinV-Bindung an Thrombozyten der Gnai2/i3""; Pf4Cre* Mause (Abb.7
D) bewirkte eine gemessene durchschnittliche Fluoreszenzantwort unter Ruhe
von 107,8. In der Kontrollgruppe lag diese bei 90,5. Nach der Stimulation mit ADP

verringerte sie sich auf 49,7 in der Kontrolle und 69,3 bei Gnai2/3-Defizienz. Bei
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der Inkubation mit CRP konnte zwischen Kontrolle und Gnai2/i3-defizienten
Plattchen eine statistische Signifikanz mit einem P < 0.0001 ermittelt werden. Die
Werte lagen bei der Kontrolle bei 1078,5 und bei defizienten-Plattchen mit 426,5
um mehr als die Halfte geringer. Thrombin erbrachte Werte von 64,4 in der
Kontrolle und 76,3 bei Gnai2/i3-Defizienz.

4.6 Charakterisierung der thromboinflammatorischen Assoziation von

Thrombozyten mit Leukozyten

CD45 ist eine Rezeptorprotein-Tyrosinphosphatase, die ausschliellich auf allen
Zellen des blutbildenden Systems vorkommt (Rheinlander, Schraven, and
Bommhardt 2018). Durch diese Eigenschaft kbnnen wir mit einem Antikérper
gegen dieses Protein im Durchflusszytometer Leukozyten markieren und gaten.
Der Ly6G/Ly6C-Marker dient zur Identifizierung von neutrophilen Granulozyten,
eosinophilen Granulozyten und Untergruppen von Monozyten/Makrophagen,
wobei verhaltnismalig Neutrophile in der absoluten Mehrheit sind (Rose,
Misharin, and Perliman 2012). Durch die spezifische Expression dieser Proteine
ist es uns maoglich eine Differenzierung der Bildung von Plattchen-Neutrophil-

Komplexen (PNCs) dieser Zellgruppen vorzunehmen.

In allen Mausstammen lasst sich ein in etwa gleiches Niveau der Komplexbildung
zwischen Thrombozyten und Neutrophilen in Ruhe, unter der Stimulation mit
ADP, unter der Stimulation mit Thrombin und unter der Stimulation mit U46619
messen. Unter der Zugabe von CRP lasst sich ein Anstieg der Komplexbildung

erkennen, der beim Fehlen von Gnai2 nicht ganz so deutlich ausfallt.

Gnai2"™; Pf4Cre* Plattchen (Abb. 8 A) zeigen in Ruhe eine Komplexbildung mit
Ly6G*-Zellen von 1,9%, in der Kontrollgruppe liegt dieser bei 1,6%. Unter ADP-
Stimulation liegt der Anteil in der Kontrollgruppe bei 2,1% und 2,4% bei Plattchen
mit Gnai2-Defizienz. Bei CRP kommt es zu einem deutlichen Anstieg der
Komplexbildung auf 88,5% bei Kontrolltieren und 70,6% bei Gnai2""; Pf4Cre*
Mausen. Dieser Unterschied zwischen Kontrolle und Gnai2-Defizienz ist mit

einem P < 0.0001 signifikant. Bei Thrombin liegen die gemessenen Werte in der
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Kontrolle bei 2,3% und 1,9% ohne Gaiz. U46619 bewirkt ebenfalls keinen Anstieg
der Komplexbildung mit 1,9% in der Kontrolle und 2,1% bei Thrombozyten mit

Gnai2-Defizienz.
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Abb. 8: Charakterisierung der thromboinflammatorischen Assoziation von Thrombozyten
mit neutrophilen Granulozyten von A) Gnai2"™, Pf4Cre*, B) Gnai3""; Pf4Cre*, C) Gnai3™ und
D) Gnai2/i3"" Pf4Cre* Mausen im Vergleich zur jeweiligen Kontroligruppe. Die Sternchen
kennzeichnen die statistische Signifikanz: ns 2 P > 0.05, **** 2 P < 0.0001.

Beim Vergleich der Gnai3"; Pf4Cre* Plattchen mit ihrer Kontrollgruppe (Abb. 8
B) lassen sich keine Signifikanzen erkennen. In Ruhe konnten PNCs von 11,6%
in der Kontrollgruppe und 7,8% bei Gnai3-Defizienz gemessen werden. Unter
Zugabe von ADP wurde der Wert in der Kontrolle mit 8,4% und 4% bei Plattchen-
spezifischer Gnai3-Defizienz ermittelt. Der Anstieg nach CRP-Stimulation auf
66,9% in der Kontrollgruppe und 65,6% bei Vollblut von Gnai3-defizienten-
Mausen ist die Komplexbildung auf einem etwa gleichen Niveau zu erkennen.

Unter Thrombin wurden wieder geringere Werte mit 2,4% in der Kontrolle und 2%
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mit Gnai3-Defizienz gemessen. U46619 kann ebenfalls kein Anstieg der
Komplexbildung mit 6,6% in der Kontrolle und 4,3% bei Thrombozyten mit

Gendefizienz bewirken.

Bei der Gegenliiberstellung globaler Gnai3-KO-Mause (Gnai3 ) zu Gnai3-
Kontroll-Mausen (Gnai3 *'*) (Abb. 8 C) konnte ebenfalls kein statistisch
signifikanter Unterschied in der Komplexbildung mit Gendefizienz und Kontrolle
festgestellt werden. Allerdings war das Level der Komplexbildung unter CRP-
Einfluss etwas hdher und auch nach der Stimulation mit U46619 konnte ein
Anstieg der PNC-Bildung beobachtet werden. Im Ruhezustand war der
durchschnittlich ermittelte Wert in der Kontrollgruppe 7,4% und 11,8% bei Gnai3-
Defizienz. Unter dem Einfluss von ADP bildeten sich in der Kontrollgruppe 8,9%
und bei globalem Fehlen von Gaiz 13,3% PNCs. Die Inkubation mit CRP bewirkte
eine Komplexbildung von 84% in der Kontrolle und 89% mit Gnai3-Defizienz.
Unter Thrombin wurden wieder Werte auf dem Niveau in Ruhe mit 10,1% bei
Kontrollmausen und 8% bei Fehlen von Gais gemessen. Das Thromboxananalog
U46619 bewirkte bei globaler Gnai3-Defizienz eine Komplexbildung von 35%
allerdings auch bei der entsprechenden Kontrolle einen noch hoheren Anstieg
der PNC-Bildung von 45%. Trotz dieser Differenz konnte wegen der doch

verglichen grolReren Streuung keine statistische Signifikanz ermittelt werden.

Die Komplexbildung der Thrombozyten der Gnai2/i3""; Pf4Cre* Mause mit
Neutrophilen (Abb. 8 D) verhalt sich recht ahnlich, zu der von Gnai2™®; Pf4Cre*
Mausen. Unter ruhenden Konditionen bildeten sich 2% PNCs. In der
Kontrollgruppe waren es 1,8%. Nach der Stimulation mit ADP bildeten sich 1,3%
PNCs in der Kontrolle und 1,9% bei Gnai2/3-Defizienz. CRP bewirkt wiederholt
eine starke Komplexbildung von 88,1% in der Kontrollgruppe und bei Gnai2/i3-
defizienten Plattchen von 62,8%. Diese Differenz zeigte eine statistische
Signifikanz von P < 0.0001. Thrombin erbrachte Werte von 2,4% in der Kontrolle
und 2% bei Gnai2/i3-Defizienz. Bei U46619 waren diese mit 1,9% in der Kontrolle

und bei den Gen-defizienten Plattchen identisch.
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5 Diskussion

5.1 Oberflachenexpression von GPV, GPVI, GPIX, a5, B3 auf
ruhenden Thrombozyten

Die Untersuchung der Expressionslevel der Oberflachenproteine GPV, GPVI,
GPIX, a5 und B3 zeigte nur bei der Expression von B3 in Gnai2/i3""; Pf4Cre*-
Mausen eine statistische Signifikanz. Diese ist jedoch auf zwei etwas niedrigere
Einzelwerte in der Kontrollgruppe zuruckzufuhren, die statistisch durch ein zu
kleines N nicht als Ausreiler erkannt wurden. Vor der statistischen
Vergleichsanalyse der Gnai2/i3""; Pf4Cre*-M&use hat sich ebenfalls ein Wert auf
diesem Fluoreszenzniveau befunden, der jedoch als Ausreil3er ermittelt und

dementsprechend nicht mehr in die weitere Analyse mit einbezogen wurde.

GPV und GPIX liegen auf der Zellmembran im GPIb/IX/V Komplex mit
durchschnittlich 36.000 Molekulen pro Thrombozyten vor. Das Verhaltnis von
GPV zu GPIXist 1:2 (Zeiler, Moser, and Mann 2014). In der Theorie mussten sich
also doppelt so viele GPIX Antikérper wie GPV Antikdrper an die Thrombozyten
binden. Bei GPV war die Fluoreszenzantwort bei Werten zwischen 846 und 972.
Bei GPIX lag sie zwischen 6980 und 7456. Damit war ihre Antwort etwa 7- bis 8-
mal hdéher. Dies kann verschiedenste Grinde haben. Neben unterschiedlich
guter Bindungsaffinitat oder Fluoreszenz der Antikdrper ist ebenfalls mdglich,
dass der CD42b Antikorper, der ebenfalls an den GPIb/IX/V Komplex bindet,
einen Einfluss auf die Bindung der in der Probe ebenfalls vorhandenen Antikorper
hat. Letztendlich sind dies nur Spekulationen und es wurde kein Unterschied des
Expressionslevels dieser beiden Membranproteine beim Fehlen von Gai2
und/oder Gais festgestellt. Das Expressionslevel von GPV und GPIX in globalem
Gais und plattchenspezifischem Gaiz wurde ebenfalls schon von Devanathan et
al. untersucht, wobei auch keine Unterschiede durch Gai-Defizienzen festgestellt

wurden (Devanathan et al. 2015).

GPVI ist mit 19.700 Proteinkopien etwas weniger als GPV in/auf Thrombozyten
vertreten (Zeiler, Moser, and Mann 2014). Dennoch konnte ein etwas grol3erer
Fluoreszenzwert gemessen werden. Dies unterstutzt zusatzlich die Hypothese

der unterschiedlichen Bindungsaffinitaten, konnte allerdings auch dem
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unterschiedlichen Verhaltnis zwischen Expression auf der Zellmembran und der
Speicherung in weiteren Zellbestandteilen liegen. Aber auch bei GPVI konnten
keine Differenzen der einzelnen Gaizis-Defizienzen und ihren Kontrollgruppen,
und einer damit einhergehenden unterschiedlichen Bindungsfahigkeit an

Kollagen detektiert werden.

Das Protein a5 ist Teil des Integrins a5B1 und Ubernimmt damit eine Aufgabe bei
der Bindung an Fibronectin (Huang et al. 2019). Dies ist ein sehr wichtiger Schritt
bei der Ausbildung des weilten Thrombus und damit ein Schllsselschritt bei der
Blutgerinnung. B3 ist Teil der Integrine avp3 und allbp3, die in etwa in einem
Verhaltnis von 1:200, mit etwa 130.000 [3-Einheiten pro Thrombozyt
vorkommen. Diese sind ebenfalls bei der Bindung an Fibronectin beteiligt (Zeiler,
Moser, and Mann 2014). Diese wichtige Funktion konnte somit, als Ansatz der
verlangerten Blutungszeit beim Fehlen von Gnai2 mit diesem Experiment

widerlegt werden.

Devanathan et al. untersuchten ebenfalls die Expression von GPV, GPVI, GPIX
und B3 auf Thrombozyten von Gnai3”’ Mausen, sowie die Expression von GPV,
GPIX und B3 auf Thrombozyten von Gnai2"; Pf4Cre*-Mausen. Ihre Resultate
decken sich mit den in dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen (Devanathan et al.
2015).

5.2 Bestimmung der Aktivierung von allb3, gekennzeichnet durch
die Bindung von JON/A

Die Expression von aktiviertem allbB3 wurde in 2zwei verschiedenen
Versuchsansétzen getestet. Zum einen wurden die Thrombozyten von Gnai2™™;
Pf4Cre*-M&usen, Gnai3""; Pf4Cre*-M&usen, globalen Gnai3’ M&usen und
Gnai2/i3""; Pf4Cre*-Mausen aus PRP und die Thrombozyten von Gnai2"™
Pf4Cre*-Mausen, Gnai3"; PfACre*-Mausen und Gnai2/i3"; Pf4Cre*-Mausen
aus dem Vollblut untersucht. Diese wurden jeweils mit ihren korrespondierenden
WT-Zellen verglichen. In den beiden Versuchsansatzen kam es zu leicht

unterschiedlichen Ergebnissen.
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Die Thrombozyten von Gnai2"; Pf4Cre*-Mausen wurden bereits bei Devanathan
et al. untersucht (Devanathan et al. 2015). In den in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Experimenten kam es in beiden Fallen (Vollblut und PRP) durch
die Inkubation mit ADP im WT im Vergleich zum Ruhezustand zu einem Anstieg
von aktiviertem allbf3 auf Thrombozyten. Der Anstieg von aktiviertem allbf3
spiegelt den Aktivierungsgrad der Thrombozyten wieder. Im KO war dieser
Anstieg nur sehr schwach. Dies wurde ebenfalls von Devanathan et al.
beschrieben (Devanathan et al. 2015). Der Unterschied der JON/A-Bindung
zwischen Gnai2-Defizienz und Kontrolle lasst sich in unserem Fall statistisch
leider nicht bestatigen. ADP aktiviert Plattchen, wie bereits beschrieben Uber die
P2Y12- und P2Y1-Rezeptoren. Der P2Y12 ist an Gaiz gekoppelt. Die Aktivierung
kann also nicht wie gewohnt Gber diesen stattfinden und es kommt zu einer
geringeren Sekretion der a-Granula und dem Ubergang von bereits exprimierten
inaktiven allbB3 in aktives allbB3. Dieses Phanomen kénnte mit ein Grund fur
die verlangerte Blutungszeit bei Gnai2""; Pf4Cre*-Mausen sein (Devanathan et
al. 2015). Bei einem Fehlen von Gais ist die Expression von aktiviertem allbp3
zwischen WT und KO identisch. Es kommt bei dem globalen (wie auch bei
Devanathan et al. beschrieben) und bei der Plattchen-spezifischen Gnai3-
Defizienz zu einem Anstieg der Expression (Devanathan et al. 2015). Allerdings
ist bei dem Mausstamm mit dem Plattchen-spezifischen KO die Bindung von
JON/A allgemein etwas geringer. Dies zeigt die genetische Variabilitat zwischen
den Mausstammen auf, obwohl die Megakaryozyten und damit die
Thrombozyten theoretisch das gleiche genetische Material tragen sollten. Bei
dem doppelten KO von Gaiz und Gais reagierten die Thrombozyten wie nach
ADP-Stimulation von singularen Gaiz KO. Die Aktivierung der Thrombozyten ist
wie beschrieben nicht Uber den P2Y12-Rezeptor mdglich. Zwischen den
Thrombozyten in PRP und verdinntem Vollblut war im Ruhezustand und nach
ADP-Stimulation kein Unterschied zu erkennen.

Betrachtet man die Aktivierung unter CRP kommt es zu Unterschieden zwischen
den verschiedenen Kontrolltieren und den jeweiligen genetischen Defizienzen,
sowie zwischen den einzelnen Stdmmen untereinander. In PRP konnte man

keinen Unterschied in der Expression von aktiviertem allbp3 bei Gaiz im Vergleich
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zum WT erkennen. In Vollblut hingegen konnte nach Aktivierung eine hohere
Expression gemessen werden. Dies ist womdglich auf weitere im PRP nicht mehr
vorhandene Blutbestandteile, wahrscheinlicher aber auf die grof3e Streuung der
Einzelwerte zurlGckzufihren. Um diesen Unterschied zu bestatigen bzw.
auszuraumen, musste man noch weitere Tiere untersuchen. Bei Devanathan et
al. wurde unter CRP ebenfalls ein starker Anstieg beschrieben (Devanathan et
al. 2015). Jedoch war bei Gen-Defizienz die JON/A-Bindung geringer als bei der
Kontrollgruppe (Devanathan et al. 2015). Dies stutzt die These, dass fur
genauere Ergebnisse die N-Zahl bei einer gro3en Streuung erhdht werden muss.
Die Versuchsansatze in dieser Arbeit brachten ebenfalls bei PRP eine zur
Kontrolle identische und in Vollblut héhere gemessene JON/A-Bindung. Dies
kann vielfaltige Griinde haben. Uber die unterschiedliche Inkubationszeit, die
Messung in PRP bzw. Vollblut und isolierten Thrombozyten (Devanathan) oder
auch eine etwas andere Durchfihrung. Bei einer Plattchen-spezifischen
Defizienz von Gais in PRP ist, zwar nicht statistisch bestatigt, aber ebenfalls eine
starkere Aktivierung als in der Kontrolle zu erkennen. Im Vollblut ist sie allerdings
wieder auf demselben Niveau. Bei Tieren mit globaler Defizienz von Gaiz wurde
nur das PRP untersucht. Die Plattchen exprimierten im Gegensatz zum
Plattchen-spezifischen KO nach Stimulation mit CRP weniger aktiviertes allb3
auf ihrer Oberflache als ihre korrespondierenden WT-Plattchen. Die Streuung ist
in etwa identisch und bewegt sich auf 2zwei unterschiedlichen
Expressionsniveaus, was auf eine Auswirkung des Fehlens von Gais bei
globalem KO schliel3en lasst. Devanathan et al. konnte ebenfalls diesen leichten
Unterschied zwischen globaler Gais-Defizienz und Kontrollgruppe feststellen
(Devanathan et al. 2015). Interessanterweise konnten auch in weiteren
funktionellen Untersuchungen, die von Patrick Rieker mit Thrombozyten aus
globalem und Plattchen-spezifischem KO durchgefihrt wurden, Unterschiede in
mitochondrialen Funktionen der Plattchen festgestellt werden (Patrick Rieker,
2023). Daher sollte in Zukunft die Stimulation mit CRP auf die Aktivierbarkeit von
allbB3 detaillierter und auch in Vollblut untersucht werden. Bei Plattchen-
spezifischer Defizienz von Gaiz und Gais fuhrte das Fehlen beider Proteine zu

einer deutlich schwacheren Bindung von JON/A bzw. einer allbB3-Aktivierung der
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Thrombozyten. Nachdem die geringere Aktivierung nun auch bei globaler
Defizienz zu beobachten war, liegt die Vermutung nahe, dass dies auf das Fehlen
von Gais zurtuckzuflhren ist. Wieso diese im Plattchen-spezifischen KO nicht
ausgepragt ist, lasst sich im Moment nicht klaren. Eine Hypothese ware, dass in
dieser Mauslinie das Fehlen dieses Proteins Uber andere Signalwege, eventuell
ausgeldst durch das alleinige Fehlen in Megakaryozyten/Plattchen, teilweise

kompensiert wird.

Die Wirkung von Thrombin auf die Aktvierung von allbB3 wurde nur in PRP
untersucht. Diese ergab recht eindeutige Ergebnisse. In allen untersuchten
Thrombozyten mit Gnai2- und / oder Gnai3-Defizienz war die Expression von
aktiviertem allbB3 nicht so hoch wie in den Kontrollgruppen. Dieser leichte
Unterschied wurde ebenfalls von Devanathan et al. in globalen Gnai3” und
Gnai2™;  Pf4Cre* beschrieben (Devanathan et al. 2015). Bei Plattchen-
spezifischer Gnai3-Defizienz konnte der Unterschied zum WT nicht beobachtet
werden, was die Hypothese stitzt, dass dort das Fehlen von Gais besser

kompensiert wird.

Das Thromboxananalog U46619 erzeugte eine in etwa gleich starke Aktivierung
von allbB3 wie ADP. Allerdings gab es keine Unterschiede zwischen Kontrolle
und den einzelnen Mausen mit Gnai2 und/ oder Gnai3-Defizienzen. Gaiz und Gais
haben folgernd keinen Einfluss auf den Aktivierungsweg von U46619 (vgl.

Devanathan et al.).

Die schwachere Aktivierung der Platichen aller Mausstdamme durch die
verschiedenen Stimulanzien kann ein Grund fur die geringeren
Gewebsschadigungen nach einem induzierten Herzinfarkt oder Schlaganfall
sein, da wie bei Devanathan et al. beschrieben frihe Schritte der Aktivierung
ausschlaggebend fur das Ausmal der Gewebsschadigung sind (Devanathan et
al. 2015).
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5.3 Die Degranulation von a-Granula, gekennzeichnet durch die
Oberflachenexpression von CD62P

Die Veranderung der Expression von P-Selektin auf der Zellmembran der
Thrombozyten nach Stimulation sollte sich in der Theorie ahnlich bis gleich, wie
die von allb3 verhalten. Beide sind in den a-Granula enthalten und werden nach
Aktivierung vermehrt auf der Zellmembran exprimiert. Allerdings bindet JON/A
nur an aktiviertes allbB3. Da CD62P wie allbB3 parallel in Vollblut mit den
gleichen Tieren und Stimulanzien untersucht wurde, lasst sich vergleichen, ob in
der Theorie nach der Exozytose von a-Granula die CD62P-Anzahl, zur aktivierten
Form von allbB3 im Verhaltnis steht. In vorangegangen Studien wurde die
Anzahl, die sich von gewissen Proteinkopien in murinen Plattchen befinden
untersucht. Von allbB3 befinden sich in etwa 120.000 Kopien in einem
Thrombozyten. Bei P-Selektin liegt die Anzahl bei 42.200 und ist damit etwa drei
Mal weniger vorhanden (Zeiler, Moser, and Mann 2014). Aul3erdem wird P-
Selektin bei ruhenden Plattchen so gut wie nicht auf der Zellmembran exprimiert
und nur nach Aktivierung durch die a-Granula freigegeben (Berger, Hartwell, and
Wagner 1998).

Wie zu erwarten konnte im Ruhezustand in Plattchen-spezifischen Einzel- und
Doppel-KO eine sehr geringe P-Selektin Expression gemessen werden. Nach
der Aktivierung mit ADP wirde man im WT und dem alleinigen Fehlen von Gais
einen Anstieg in der Expression erwarten. Dieser war jedoch nicht zu messen
bzw. nur minimal. Bei Gaiz-Defizienz befanden sich die Werte auf demselben
Niveau wie die Kontrollen, wie bereits beschrieben (Devanathan et al. 2015).
Interessanterweise war die P-Selektin Expression auf Gnai2/i3"; Pf4Cre*-
Plattchen hoher als auf WT-Zellen. Allerdings war dies ebenfalls schon im

Ruhezustand zu beobachten.

Bei der Stimulation mit CRP konnte ein deutlicher Anstieg der CD62P Expression
beobachtet werden. Hierbei ist die Verteilung der Einzelwerte in etwa mit denen
von JON/A zu vergleichen. Bei den Gnai2'™, Pf4Cre*-Tieren wurde eine
statistisch signifikant hohere Expression als in der Kontrolle gemessen. Dies
konnte wie schon bei JON/A beschrieben vielfaltige Griunde haben. In diesem

Fall vermutlich an den zwei niedrigeren Einzelwerten in der Kontrollgruppe und
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dies deckt sich auch nicht mit den Ergebnissen von Devanthan et al. (Devanathan
et al. 2015). Nach meiner Vermutung ist dies wie bereits erwahnt ein Phanomen
der erhéhten Streuung. Bei Gnai2/i3-Defizienz lasst sich im Verhaltnis zum WT
eine leicht hdhere Expression als bei JON/A erkennen. Allerdings sind die
Streuung und die Verteilung der Einzelwerte recht identisch. Dieses Ergebnis
macht deutlich, dass die Aktivierungsreaktion in den Proben bei zeitgleicher

Durchfuhrung, identisch stark abgelaufen ist.

Nach Aktivierung mit U46619 konnte keine starkere Expression von P-Selektin
und auch statistisch kein Unterschied zwischen Kontrolle und Mausen mit Gaiz-
und/oder Gais-Defizienz festgestellt werden. Nur die Thrombozyten mit dem
singularen Fehlen von Gaiz exprimierten etwa vier Mal so viel P-Selektin wie die
korrespondierenden WT-Zellen. Bei JON/A und P-Selektin konnte insgesamt eine
etwas starkere Expression in Vollblut, als bei den korrespondierenden WT-Zellen
beobachtet werden. Wenn wir die Reaktion in PRP mit JON/A betrachten, konnte
diese Veranderung jedoch nicht beobachtet werden. Auch in den Experimenten
von Devanathan et al. konnte insbesondere die héhere CD62P Expression bei
Gnai2™; Pf4Cre+ Tieren nach U-46619 Stimulation nicht beobachtet werden
(Devanathan et al. 2015).

5.4 Aktivierung der Depolarisierung der mitochondrialen Membran

(Apm) der Gnai-defizienten Thrombozyten

Der positiv geladene Farbstoff Tetramethylrhodaminethylester (TMRE) zeigt
durch die Intensitat seiner Farbung die HOhe des mitochondrialen
Membranpotentials an (Crowley, Christensen, and Waterhouse 2016). Die
Energieversorgung der Mitochondrien hangt von einem chemiosmotischen
Gradienten ab, der Uber ihre innere Membran aufrechterhalten wird. Dieser
Gradient, auch bekannt als protonenmotorische Kraft, entsteht durch drei
Enzymkomplexe, die wahrend der Elektronentransportkette Protonen von der
mitochondrialen  Matrix in den Intermembranraum pumpen. Die
protonenmotorische Kraft besteht aus zwei Komponenten: 1. dem

Membranpotential und 2. dem pH-Gradienten. Das Membranpotential, das durch
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die Bewegung von positiven Ladungen uber die innere Membran entsteht, tragt
dabei den groten Teil der Energie mit etwa 150 mV. Deshalb kann das
mitochondriale  Membranpotential als praktischer Indikator fir den
Energiezustand der Mitochondrien verwendet werden (Mathur 2000; Skarka and
Ostadal 2002).

Veranderungen im Membranpotential der Mitochondrien sind entscheidend fur
den Ubergang zwischen Zellleben und Zelltod, obwohl noch unklar ist, ob diese
Veranderungen die primare Ursache oder eine sekundare Folge sind. Im
normalen Zellbetrieb ist die Aufrechterhaltung des Membranpotentials essenziell
fur die ATP-Synthese, die Uber die Atmungskette lauft. Das Membranpotential
liefert auch durch den Ca?*-Uniporter die treibende Kraft fiir die Aufnahme von
Ca?" in die Mitochondrien. Es wird angenommen, dass das Ca?*-Signal in den
Mitochondrien die ATP-Produktion anregt, um auf einen erhéhten Energiebedarf

der Zelle zu reagieren (Hansford and Zorov 1998).

Die grofl’e Bedeutung dieses Vorgangs in der Zelle ergibt ebenfalls ein groes
Interesse, ob es Unterschiede in diesem bei Fehlen der einzelnen Gai Proteine
gibt. Jedoch konnten keine Unterschiede sowohl bei Gnai2"Pf4Cre*,
Gnai3":Pf4Cre*, Gnai3’, Gnai2/3"";Pf4Cre* und ihren jeweiligen Kontrollen
festgestellt werden. Nach Inkubation mit den Stimulanzien ADP, CRP und
Thrombin konnte nicht nur kein Unterschied zwischen Kontrolle und Gen-
Defizienz festgestellt werden, auch waren bei der Fluoreszenzantwort im
Verhaltnis zum Ruhezustand nur minimale Schwankungen feststellbar. FCCP
wirkte als Positivkontrolle und bewirkte immer einen Abfall des
Membranpotentials. lonomycin als Initiator der Apoptose ergab eine grolRe
Schwankung der Einzelwerte, wobei auch keine Unterschiede zwischen den
Mausstammen und ihren Kontrollen erkannt werden konnten. Letztendlich
konnten keine Auswirkungen durch das Plattchen-spezifische Fehlen von Gaiz,
Gaisz oder von Gaizis, sowie des globalen Fehlens von Gais auf das mitochondriale

Membranpotential festgestellt werden.
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5.5 Aktivierung der Externalisierung von Phosphatidylserin (Bindung

von AnnexinV) an der Oberflache von Gnai-defizienten Thrombozyten

Mit der Bindung von AnnexinV an Thrombozyten wird die Phosphatidylserin-
Menge auf der aul3eren Zellmembran nachgewiesen. Phosphatidylserin ist ein
negativ geladenes Phospholipid, das sich normalerweise auf der Innenseite der
Zellmembran befindet und eine wichtige Rolle bei verschiedenen Zellfunktionen
spielt (Schroit and Zwaal 1991; Tait, Smith, and Wood 1999; Ramstrom et al.
2010). Bei Thrombozyten wird Phosphatidylserin im Aktivierungszustand
verstarkt auf die aullere Zellmembran freigesetzt, was ein wesentlicher Teil der
normalen Gerinnungsreaktion ist. Die Prasenz von Phosphatidylserin auf der
Aulenseite bietet eine negativ geladene Oberflache, die essenziell fur die
Bindung und Aktivierung der Gerinnungsfaktoren ist. Vor allem aber signalisiert
die externe Prasenz von Phosphatidylserin den Beginn der Apoptose. Erkennen
Makrophagen die betroffenen Zellen Uber spezifische Phosphatidylserin-
Rezeptoren beseitigen sie diese (Schroit and Zwaal 1991; Tait, Smith, and Wood
1999; Ramstrom et al. 2010).

Die Untersuchung der Phosphatidylserin-Menge auf der Zelloberflache von Gnai-
defizienten Thrombozyten, abhangig von ihrem Aktivierungszustand, gibt
Ruckschlisse auf die Rolle von Gai in dem Prozess der Apoptose, um damit
deren Einfluss auf die Blutgerinnung besser verstehen und mogliche Stérungen
in diesen Prozessen identifizieren zu kénnen (Schroit and Zwaal 1991; Tait,
Smith, and Wood 1999; Ramstrom et al. 2010).

Bei allen untersuchten Thrombozyten der Gnai-defizienten Mausstamme war die
Menge an extrazellularem Phosphatidylserin unter Stimulation und unter
Ruhezustand identisch. Interessanterweise war nach Inkubation mit Thrombin
das Level von externalisiertem Phosphatidylserin etwas geringer als unter
Ruhebedingungen. Nach diesen Ergebnissen musste Thrombin in Bezug auf die

Apoptose einen protektiven Effekt auf die Thrombozyten haben.

Im Widerspruch hierzu gibt es Veroffentlichungen, bei denen eine Inkubation von
murinen Plattchen mit Thrombin zu einem Anstieg der Phosphatidylserinmenge

auf der aulieren Zellmembran fuhrt (Cao et al. 2017). In dieser Arbeit wurde
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ebenfalls ein Anstieg des extrazellularen Phosphatidylserins unter CRP-Einfluss
beschrieben. Dies konnte auch bei uns festgestellt werden. Bei Plattchen-
spezifischem Fehlen von Gaiz konnte kein Unterschied in der AnnexinV Bindung
im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Jedoch bei Gaiz-Defizienz wurde
ein Unterschied zwischen globalem KO und Plattchen-spezifischem KO
festgestellt. Bei Plattchen-spezifischem KO war die Phosphatidylserin-Menge
bereits geringer als in der Kontrolle, dies konnte jedoch nicht statistisch bestatigt
werden. Bei globalem KO war dieser Unterschied ausgepragter und es konnte
eine statistisch signifikant geringere Menge von Phosphatidylserin nach CRP-
Stimulation festgestellt werden. Das Fehlen von Gnai3 hat also einen protektiven
Effekt auf die Phosphatidylserinfreisetzung von Thrombozyten und damit auf die
Einleitung der Apoptose. Dieses Phanomen konnte durch die langer vitalen
Thrombozyten auch einen Einfluss auf die geringere Gewebsschadigung nach
einem induzierten Herzinfarkt oder Schlaganfall, wie bei Devanathan et al. 2015

beschrieben, sein (Devanathan et al. 2015).

Bei Plattchen-spezifischem Fehlen von Gnai2/3 war der Unterschied zwischen
Gen-Defizienz und Kontrolle noch einmal starker ausgepragt. Dies lasst die
Vermutung nahe, dass Gaiz bei einer Gais-Defizienz dies etwas kompensiert, was

bei einem Doppel-KO nicht mehr moglich ist.

5.6 Charakterisierung der thromboinflammatorischen Assoziation von

Thrombozyten mit Leukozyten

Die Ausbildung von Komplexen zwischen Leukozyten und Thrombozyten spielen
eine wichtige Rolle bei der Kommunikation zwischen diesen beiden Zelltypen.
Letztendlich sind sie fur die Rekrutierung verschiedenster Entzindungszellen
und der Verengung der Blutgefalle zustandig. Eine Fehlregulation dieses
Prozesses konnte eine Uberschiefende Entzindungsreaktion und damit
einhergehende grolRere Gewebsschadigung nach sich ziehen (Granja et al.
2022).
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In allen Mausstammen bilden sich in Ruhe und mit ADP, Thrombin und U-46619
eine gleiche Anzahl an Komplexen zwischen Plattchen mit Gen-Defizienz und
den jeweiligen Neutrophilen. Unter Ruhebedingungen und unter Stimulation mit
ADP und Thrombin sind die Werte ebenfalls vergleichbar. Die Stimulation mit
U-46619 in Blut von Gnai3’ Tieren erbrachte einen Anstieg der Komplexbildung
auf etwa 40% der vorhandenen neutrophilen Granulozyten. Eine Erklarung
hierfur kann ein gewisser genetischer Unterschied, der phanotypisch
unterschiedliche Reaktionen zwischen den einzelnen Mausstammen
hervorbringt, sein. CRP erbrachte bei Gnai2- und kombiniert mit Gnai3-Defizienz
eine unterschiedliche Komplexbildung zu ihrer jeweiligen Kontrollgruppe.
Wahrend bei alleiniger Gnai3-Defizienz Plattchen-spezifisch und global kein
Unterschied zur Kontrolle festzustellen war, konnten im Blut von Mausen mit
singularem als auch mit Gnai3 kombinierter Plattchen-spezifischer Gnai2-
Defizienz eine geringere Komplexbildung als in der Kontrolle festgestellt werden.
Gaizmuss also eine Rolle bei der Interaktion zwischen neutrophilen Granulozyten

und Thrombozyten spielen.

Beim Vergleich der PNC-Bildung unserer Versuchsreihe nach Aktivierung mit
Untersuchungen, die zuvor in der Arbeitsgruppe durchgefuhrt wurden (Kohler et
al. 2024), konnte jedoch bei nahezu identischem Versuchsaufbau keine erhdéhte
PNC-Bildung nach Aktivierung mit ADP, auch in der Kontrollgruppe festgestellt
werden. Trotz aufwendiger Fehlersuche konnten wir die Ursache hierfur nicht
finden. Daher muss dieses Experiment wiederholt werden, um die Rolle von Gai2
bei der Bildung von PNCs nach Aktivierung mit CRP genauer zu untersuchen.
Falls nach Behebung der fehlenden PNC-Bildung nach ADP-Aktivierung das
Phanomen der geringeren PNC-Bildung nach CRP-Stimulation von Plattchen mit
Gaiz-Defizienz besteht, ist dies von grollem wissenschaftlichen Interesse, da dies
eine maogliche Erklarung flr den protektiven Effekt nach kardialem Ischamie-
Reperfusionsschaden bei Plattchen-spezifischer Gaiz-Defizienz ist (Devanathan
et al. 2015). Allerdings lasst sich hiermit nicht der protektive Effekt von globalem

und Plattchen-spezifischer Gais -Defizienz erklaren.
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5.7 Ausblick

Die vorliegende Arbeit erbrachte Hinweise, dass Gai- und Gais-abhangige
Signalwege auch bei der Aktivierung von Blutplattchen durch andere Stimuli, wie
CRP oder Thrombin involviert sind. Damit ist die weitere Erforschung der Rolle
von Gaiz und Gais in diesen Signalwegen notwendig. Zum einen sollte die PNC-
Bildung genauer betrachtet werden, da diese bei einer Gnai2-Defizienz unter
CRP-Stimulation reduziert war, obwohl nach dem Stand der Wissenschaft Gai
keinen direkten Einfluss in der Signalweiterleitung von CRP hat. Zunachst muss
jedoch noch geklart werden, warum die Stimulation mit ADP keine PNC-Bildung

hervorrief.

Der Ubergang der Thrombozyten in den Zustand der Apoptose kdnnte wie
vermutet ebenfalls eine grofle Rolle bei der Gewebsschadigung nach
induziertem Herzinfarkt oder Schlaganfallen sein. Hier ist vor allem auch
interessant, den Unterschied zwischen globaler und Plattchen-spezifischer
Gnai3-Defizienz mit weiteren Apoptosemarkern (z.B. Gber Annexin V, Caspase 3
Aktivierung oder Cytochrome c Freisetzung (Leytin, Gyulkhandanyan, and
Freedman 2019)) und auch mit weiteren Stimulanzien wie z.B. mit LPS,
Fibronectin, HSP70, Histone H3/H4 und HMGB1 genauer zu untersuchen
(Ebermeyer et al. 2021; NaveenKumar et al. 2023).

Ein weiterer wichtiger Faktor in der Gewebsschadigung konnte die Entstehung
von Sauerstoffradikalen nach Aktivierung sein. Die Entstehung dieser Radikale
sollte an isolierten Plattchen untersucht werden. Ebenfalls noch véllig unklar ist,
ob Gaizund Gais eine Rolle beim Ubergang in die Ferroptose spielen. Diese kann

mittels Hemin-Stimulation induziert werden (NaveenKumar et al. 2023).

Die Rolle von Gaiz und Gais in Thrombozyten ist ein wissenschaftlich und
medizinisch hoch interessantes Thema, das noch viel Forschungspotential birgt.
Es sollten in Zukunft weitere Experimente und Studien erfolgen, um die zellularen
Vorgange besser zu verstehen und damit einen Nutzen flr die Menschheit aus

diesen Erkenntnissen zu ziehen.
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6 Zusammenfassung

G-Proteine nehmen eine zentrale Rolle in der interzellularen Kommunikation im
menschlichen Korper ein. Die Funktion dieser Kommunikationsmechanismen ist
von besonderem wissenschaftlichen als auch medizinischem Interesse. In dieser
Arbeit wurde die Rolle von Gais in Thrombozyten mit Hilfe von Mausen mit
Plattchen-spezifischer Gnai3-, globaler Gnai3-, Plattchen-spezifischer Gnai2-

und Gnai2/i3-Defizienz, sowie korrespondierenden Kontrolltieren untersucht.

Zunachst wurde die Expression der Oberflachenproteine GPV GPVI GPIX, a5
und B3 auf ruhenden Thrombozyten analysiert. Um den Grad der Aktivierung der
Thrombozyten zu bestimmen, wurde der Anstieg der CD62P-Expression und
JON/A-Bindung nach Aktivierung mit verschiedenen Substanzen (ADP, CRP,
Thrombin und U46619) betrachtet. Das Mitochondriale Membranpotential ist der
grundlegende SchllUssel fur die Energiegewinnung in der Zelle und wurde mit
dem Farbstoff TMRE, der Anderungen dieses Potentials anzeigt, detektiert. Je
nach Aktivierungsgrad gehen die Thrombozyten unterschiedlich schnell in den
Zustand des geregelten Zelltods. AnnexinV fungiert hierbei als Apoptosemarker,
der an externalisiertes Phosphatidylserin bindet. Zuletzt wurde noch die
Komplexbildung zwischen Gnai-defizienten Thrombozyten und neutrophilen

Granulozyten nach Aktivierung bestimmt.

Beim Betrachten der Expression der Oberflachenproteine in Ruhe konnten keine
Unterschiede zwischen Thrombozyten mit und ohne Gnai2-, Gnai3- oder
Gnai2/i3-Defizienz festgestellt werden. Bei einer Gaiz-Defizienz ist eine geringere
CD62P- und JON/A-Bindung nach Aktivierung mit ADP zu registrieren. Nach
CRP- und Thrombin-Aktivierung konnten in Gnai3-defizienten Thrombozyten
ebenfalls geringere Mengen an aktiviertem allbp3 festgestellt werden. Bei der
Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials wurden keinerlei
Auswirkungen der Gnai2- und/oder Gnai3-Defizienz registriert. Bei der Einleitung
der Apoptose, zeigte eine Gnai3-Defizienz einen protektiven Effekt. Die
Komplexbildung zwischen neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten zeigte
nur bei Gnai2-Defizienz der Thrombozyten eine geringere Anzahl nach CRP-

Aktivierung.
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