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1 Einleitung

Das Blut bildet als funktionell bedeutsames Organ die Verbindung samtlicher Organe
innerhalb des Organismus [166]. Ausgehend von dieser Korperflissigkeit, ergeben
sich viele epidemiologisch relevante Erkrankungen: neben verschiedenen Typen der
Anamie haben hamatologische Neoplasien ihren Ursprung in den Blutzellen [148,
247]. Zusatzlich betreffen sowohl genetisch bedingte Erkrankungen des Bluts, wie die
Thalassamie und die Sichelzellanamie (SCD), als auch infektiose Blutkrankheiten, wie
die Malaria, eine Vielzahl an Menschen [133, 247]. Ein Ungleichgewicht in der
Blutzusammensetzung sowie funktionelle Stérungen des Bluts fuhren auch zu
Gerinnungsstorungen, deren Folgen Thrombosen oder Embolien sein kdnnen [148,
204, 247].

Hamolytische Erkrankungen und deren Folgen finden ihren Ursprung ebenfalls in der
Dysfunktion der Blutzellen und -bestandteile [42, 106, 231]. Ausgehend von den
Erythrozyten selbst oder deren Umgebung wird bei der Hamolyse die Integritat der
Zellmembran der roten Blutkdrperchen beschadigt und in der Folge intrazellulare
Komponenten, wie das Hamoglobin, freigesetzt [42, 106, 231]. Bekannte
Komplikationen bei hamolytischen Erkrankungen, wie der SCD und der paroxysmalen
nachtlichen Hamoglobinurie (PNH), sind prothrombotische Zustande, welche vermehrt
Stillstande in der Mikrozirkulation und Organversagen verursachen kénnen [15, 16,
274].

In dem Jahr 2018 konnten Wissenschafter erstmalig zeigen, dass das
Hamolyseabbauprodukt Hamin die humane Thrombozytenaktivierung und den -zelltod
via Ferroptose induziert [176]. Weiterhin wurde im Februar 2021 berichtet, dass Hamin
ein endogener Agonist flir den C-type-lektin-like Rezeptor 2 (CLEC-2) ist, woraufhin
nur zwei Monate spater beschrieben wurde, dass es sich zusatzlich zu CLEC-2 auch
beim Glykoprotein VI (GPVI) um einen thrombozytaren Haminrezeptor handelt [38,
176, 184].

Die Beschreibung der erhéhten Thrombozytenaktivitdt durch vermehrt freies
Hamin/Ham, welche bei der Hamolyse auftritt, und zu weitergehenden Komplikationen
fuhrt, deutet auf den Bedarf der weiteren Forschung im Bereich der Hamin-induzierten
Thrombozytenaktivierung hin [38, 176, 184].



1.1 Thrombozyten
Der Begriff ,Thrombozyt* entstammt dem griechischen (,thrémbos* fir Klumpen und

.kytos* fir Héhlung) und beschreibt das Blutplattchen. Die Thrombozyten sind
neben den Leukozyten und den Erythrozyten ein zellularer Bestandteil des Bluts
[93, 120, 199, 251, 253]. Zusatzlich zu ihrer zentralen Rolle in der Blutgerinnung,
der Hamostase, sind die Thrombozyten auch in weiteren Gebieten wie der
Entwicklung, Inflammation und Immunitat sowie der Angiogenese beteiligt [93,
120, 199, 251, 253].

1.1.1 Thrombozytenentstehung
Thrombozyten sind kernlose, diskoide Abkommlinge ihrer Vorlauferzellen, der

Megakaryozyten, somit geht der Thrombozytenentstehung (Thrombopoese) die
Megakaryozytenentstehung (Megakaryopoese) voran [87]. Die Megakaryopoese
findet im Knochenmark statt und beschreibt den Prozess, bei dem aus pluripotenten
hamatopoetischen Stammzellen zunachst myeloide Vorlauferzellen entstehen, welche
dann Uber weitere Zwischenschritte zu Megakaryozten heranreifen [187, 216, 243]. Im
Rahmen der Megakaryopoese erfolgt eine Vervielfachung des Chromosomensatzes,
der Megakaryozyt wird durch Endomitose (Deoxyribonukleinsaure (DNA) Replikation
ohne Zellteilung) polyploid [150]. AuRerdem kommt es zu einer Proliferation des
Zytoplasmas durch Zunahme der zytoskelettalen Proteine und dem Ausbau des
Membransystems [150]. Wahrend der Reifung werden die Megakaryozyten somit
groler, besitzen thrombozytenspezifische Granula und beginnen
thrombozytenspezifische Proteine zu exprimieren [150, 216]. Fir die Entwicklung und
das Wachstum der Megakaryozyten ist das hormonell aktive Glykoprotein
Thrombopoietin von groller  Wichtigkeit [129]. Im Rahmen der
Thrombozytenentstehung kommt es in den sinusoiden BlutgefalRlen des
Knochenmarks zur Bildung von ,Pro-Plattchen ausgehend von den ausgereiften
Megakaryozyten durch Remodelling des Zytoskeletts [150, 267]. Vesikel, welche
Granula aus dem Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) enthalten, werden in den
multivesikularen Kérperchen (MVB) sortiert, verpackt und anschlieiend zusammen mit
Organellen in die ,Pro-Plattchen® transportiert [31, 203, 270]. Zytoplasma-
Abschnlrungen fihren nun zur Thrombozytenentstehung, wobei Thrombozyten durch
Scherkrafte in den Blutkreislauf abgegeben werden [244]. Neuere Publikationen

weisen darauf hin, dass reife Megakaryozyten ,Pro-Platichen“-artige Strukturen in die
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Blutgefalle abgeben und somit die terminale Entstehung von Thrombozyten auch im
Blutkreislauf erfolgt [150, 218, 246].

Da es sich bei Thrombozyten um Zytoplasma-Abschnurungen der Megakaryozyten
handelt, besitzen sie keinen Zellkern und sind somit nur bedingt zur
Proteinbiosynthese, durch von  Megakaryozyten erhaltene  messenger-
Ribonukleinsdure (mRNA), fahig [145, 267]. Folglich konnen Thrombozyten nicht
durch Zellteilung proliferieren, sondern bedurfen fur ihre zahlenmaflige und
funktionelle Aufrechterhaltung der Neubildung mittels Megakaryopoese und

Thrombopoese [128].

1.1.2 Thrombozytenmorphologie und -struktur
Die menschlichen Thrombozyten sind kleine, bikonkave und diskoide Zellen mit einer

durchschnittlichen Oberflache von 8 um? [82, 167]. Mit einem Durchmesser von 2-4
gm und einer Dicke von etwa 1 pm sind sie die kleinsten korpuskularen
Blutbestandteile [41, 202, 215]. Ein einzelner Thrombozyt hat ein mittleres Zellvolumen
(mean platelet volume, MPV) von etwa 6-10 fl [28, 95]. Die physiologische
Hauptfunktion der Thrombozyten ist die primare Blutstillung [82]. Die diskoide Form
der Thrombozyten, die Form der weiteren korpuskularen Blutbestandteile, zusammen
mit dem rheologischen Verhalten des Bluts stellen die Nahe der Thrombozyten zu den
Endothelzellen sicher und ermoéglichen somit die nétigen Gegebenheiten zur primaren
Blutstillung [1, 103]. Thrombozyten sind anukleare Zellen, weswegen sie nur bedingt

zur Neusynthese von Proteinen fahig sind [41, 145, 267].

Die Struktur der Thrombozyten kann in die folgenden vier morphologischen Zonen
eingeteilt werden: Die periphere Zone, die strukturelle Zone, die Zone der Organellen
sowie die Zone der Membransysteme (Tabelle 1) [82, 87, 95, 151, 257].



Tabelle 1:  Ultrastruktur der Thrombozyten modifiziert nach [95, 257].
Zone Bestandteile

Periphere Zone Plasmamembran
Glykokalix
Strukturelle/Sol-Gel Zone Mikrotubuli

Aktin

Myosin

Zone der Organellen Dichte Granula
a-Granula
Lysosomen
Glykosomen

Mitochondrien

Zone der Membransysteme Offenes kanalikulares System

Dichtes tubulares System

Die periphere Zone besteht aus einer polarisierten Phospolipidschicht (Bilayer) mit
eingelagerten Membranproteinen, umgeben von einer Glykokalix aus Glykoproteinen
(GP), Proteinen und Mukopolysacchariden [95]. In dieser Zone sind somit die
Oberflachenrezeptoren, welche fir Adhasion sowie die Aktivierung der Thrombozyten
durch Agonisten verantwortlich sind, integriert [82, 87, 95, 151, 257].

Die strukturelle Zone besteht aus Mikrotubuli, welche submembrands liegen, sowie
weiteren Strukturproteinen (Aktin, Aktinbindeproteine, Myosin), die das Zytoskelett
bilden [21, 95]. Die strukturelle Zone ist verantwortlich fur die typische diskoide Form
der ruhenden Thrombozyten und ist an der Formveranderung und weiteren Prozessen
bei Aktivierung der Thrombozyten beteiligt [21, 95, 258, 261].

Die Zone der Organellen besteht aus den Glykosomen, bei welchen es sich um einen
Glykogenspeicher handelt, den Mitochondrien und den drei verschiedenen Formen der
Speichergranula [95]. Die Speichergranula beinhalten Proteine und weitere
Substanzen wie Botenstoffe, sie konnen in die a-Granula, dichte Granula und
Lysosomen unterteilt werden und sind beteiligt an den Thrombozytenfunktionen, wie
zum Beispiel bei der Thrombozytenaktivierung [95]. Die Aufgaben der Granula hangen
wesentlich von den in ihnen gespeicherten Stoffen ab [271]. In den dichten Granula
sind unter anderem die Adeninnukleotide Adenosindiphosphat (ADP) und



Adenosintriphosphat (ATP) sowie weitere Moleklle wie Serotonin, Histamin und
Kalzium (Ca?*) enthalten [271]. Die a-Granula beinhalten zahlreiche Enzyme,
Zytokine, Wachstums- und Koagulationsfaktoren, welche flr Funktionen wie Adhasion,
Aggregation, Hamostase und thrombozytar vermittelte Inflammation bendtigt werden
[99, 201, 271]. Die Lysosomen der Thrombozyten enthalten hydrolytische Enzyme wie
saure Hydrolasen, Glykosidasen und kationische Proteine, die bei Abbauprozessen

relevant sind [271].

Die Zone des Membransystems besteht aus dem offenen kanalikularen System
(surface connected open canalicular system, SCS) und dem dichten tubularen System
(dense tubular system, DTS) [95]. Das SCS durchzieht die Thrombozyten, bildet ein
Kanalsystem, welches sich durch Poren in die Plasmamembran eréffnet und dient dem
Transport von Thrombozytenkomponenten wie Granula sowie als Reservoir fur die
OberflachenvergroRerung der Plasmamembran [62, 260]. Das DTS stammt vom
endoplasmatischen Retikulum des Megakaryozyten ab und dient als intrazellularer
Speicherort fiir freie Kalziumionen (Ca?*) und Enzyme [259]. Abbildung 1 stellt die

Thrombozytenmorphologie dar.
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Abbildung 1: Thrombozytenmorphologie modifiziert nach [5]. Die periphere, die
strukturelle sowie die Zone der Membransysteme bestehen aus einer
Plasmamembran mit Rezeptoren, dem Zytoskelett und den SCS sowie dem den
Thrombozyten durchspannenden DTS. Intrazelluldr beinhalten die Thrombozyten die
dichten Granula, die a-Granula, die Lysosomen, die Mitochondrien sowie die
Glykosomen. Created with BioRender.com.

1.1.3 Thrombozytenanzahl
In gesunden erwachsenen Menschen liegt die Thrombozytenanzahl im peripheren Blut

bei etwa bei 150x10° bis 400x10° pro Liter Blut [57]. Insgesamt nehmen die
Thrombozyten einen Anteil von etwa 0,3 % am gesamten Blutvolumen ein. Etwa ein
Drittel der Thrombozyten ist in der Milz gespeichert [57]. Um die
Gesamtthrombozytenzahl aufrechtzuerhalten, missen circa 100x10° Thrombozyten
taglich von reifen Megakaryozyten in den Blutkreislauf abgeschnlrt werden [57].



1.1.4 Thrombozytenfunktion
Die physiologische Hauptfunktion der Thrombozyten ist die Aufrechterhaltung der

Hamostase [107]. Die Hamostase lasst sich in die primare Hamostase, die sekundare
Hamostase und die Fibrinolyse einteilen. Ziel der primaren Hamostase ist es, eine
Gefallwandlasion durch Adhasion, Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten

zunachst abzudecken [252].

Im Rahmen der sekundaren Hamostase wird die Koagulationskaskade, welche in
intrinsisches und extrinsisches System unterteilt wird, aktiviert [252]. Beide Systeme
fUhren zur Aktivierung des Stuart-Prower-Faktors (Faktor X) und midnden somit in
einem gemeinsamen Endweg: Thrombin (Faktor Ila) entsteht durch proteolytische
Spaltung aus Prothrombin (Faktor 1) und flhrt als Protease wiederum zur Spaltung
von Fibrinogen (Faktor I) in Fibrin (Faktor la) [75]. Fibrin bewirkt durch Verfestigung
des instabilen Thrombozytenaggregats die Ausbildung eines stabilen Thrombus und
somit eine suffiziente Blutstillung [127]. Im Rahmen der Wundheilung wird nachfolgend

ein Teil des Thrombus durch Fibrinolyse wieder aufgeldst [48].

Uber die Hauptfunktion der Hamostase hinaus sind Thrombozyten auch in
Mechanismen, welche die Immunabwehr betreffen, involviert [84, 233]. Thrombozyten
speichern in Organellen, wie a-Granula und dichte Granula, pro-inflammatorische
Substanzen wie Zytokine und Chemokine, kdnnen diese auf Aktivierung freisetzen und
beeinflussen dadurch die umgebenden Zellen des Endothels sowie dendritische

Zellen, Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten [83, 85, 186, 254].

Thrombozytenadhé&sion

Im Rahmen der primaren Hamostase kommt es durch thrombozytaren Kontakt mit der
extrazellularen Matrix, wie zum Beipiel verschiedenen Kollagentypen, Von-Willebrand-
Faktor (VWF), Laminin, Fibronektin und Thrombospondin, zum Abfangen und zur
Anlagerung ruhender Thrombozyten an die Gefalwandlasion [54]. Die Adhasion von
ruhenden Thrombozyten resultiert in deren Formveranderung, wodurch eine stabile
Abdeckung der GefaRwandlasion ermdglicht wird. Durch Interaktion des VWF mit
seinem hochaffinen, thrombozytaren Rezeptor Glykoprotein Ib-V-IX (GPIb-V-1X) wird
ein erster Kontakt zwischen Thrombozyten und der Gefallwandlasion, bei den hohen
Scherraten von mehr als 1.000 s, durch initiales Abfangen (tethering) und transientes
Anhaften (rolling) der Thrombozyten vermittelt [8, 9, 25, 211, 212]. Es erfolgt eine



Stabilisierung der Thrombozytenadhasion durch weitere Rezeptoren der
Integrinfamilie [9]. Bindung des thrombozytaren Kollagenrezeptors GPVI an Kollagen
induziert eine Formveranderung und Aktivierung der adharenten Thrombozyten [179].
Diese Formveranderung begunstigt das Abdichten der GewalRwandlasion [179]. Die
adharenten und aktivierten Thrombozyten setzen Granulainhaltsstoffe frei, welche den
Aktivierungsprozess verstarken und weitere zunachst ruhende Thrombozyten

rekrutieren und somit die Aggregation induzieren [209].

Thrombozytenaggregation

Die Aggregation beschreibt die Koadhasion von mindestens zwei Thrombozyten
untereinander [116]. Sie beschreibt einen Prozess, der innerhalb von sehr kurzer Zeit
(15 s bis 2 Minuten (min)) nach Adhasion und Aktivierung der Thrombozyten zur
Bildung eines Thrombozytenthrombus fihrt [82]. Die Aggregation erfolgt Uber das
Ausbilden von Fibrinogenbricken und findet durch die ,inside-out signaling“-vermittelte
Aktivierung und somit der Modifikation der Ligandenaffinitat des thrombozytaren
Integrins allbB3 statt [44, 265]. Sie ist abhangig von der Scherkraft, den umgebenden
Kalziumionen und dem Fibrinogen [82]. Fibrinogen ist ein bivalenter Ligand fir den
aktivierten thrombozytaren Fibrinogenrezeptor Glykoprotein llb/llla (GPlIb/llla) und
kann somit Ca?*-abhangig GPlIb/llla von verschiedenen Thrombozyten zunéchst
reversibel (primare Aggregationsphase) und nach Freisetzung thrombozytarer
Granula-Inhaltsstoffe irreversibel (sekundare Aggregationsphase) miteinander
verbinden [54, 82, 210].

Thrombozytenaktivierung

Thrombozyten konnen durch Bindung an extrazellulare Matrixbestandteile, wie zum
Beispiel Kollagen, oder durch Bindung an Agonisten, wie zum Beispiel ADP oder
Thrombin, aktiviert werden [40]. Hierbei kommt es zu morphologischen und
funktionellen Veranderungen. Durch das Binden von Agonisten an den
entsprechenden Rezeptor kommt es Uber Signaltransduktionswege zur Bildung von
Signalfaktoren, welche wiederum intrazellulare Veranderungen, wie zum Beispiel die
intrazellulare Kalziumfreisetzung, veranlassen [32]. Durch das Ansteigen der
intrazellularen Kalziumkonzentration  erfahren die  Thrombozyten eine

Formveranderung mit Ausbildung von Pseudopodien (shape change) durch



Veranderungen und Neuorganisation des Zytoskeletts der strukturellen Zone [32]. Im
Rahmen dieser Formveranderung durchlaufen die Thrombozyten eine VergroRerung
der durchschnittlichen Oberflache auf bis zu 12 um? [67, 82].

Kollagen und der VWF bilden die wichtigsten Stimuli der Thrombozytenaktivierung
innerhalb der Adhasionssubstrate [210]. Zusatzlich zu diesen Komponenten der
subendothelialen Matrix haben auch weitere Agonisten, wie zum Beispiel Thrombin,
Adenosindiphosphat (ADP) und Thromboxan A2 (TXAZ2), eine auto- und parakrine
Wirkung und kénnen dadurch die Aktivierung der Thrombozyten induzieren [210]. In
diesem Fall wird die Thrombozytenaktivierung tUber heterotrimere G-Proteine (Gi, Gq
und G1213), welche an die entsprechenden Membranrezeptoren gekoppelt sind,
induziert [183, 210, 228]. Nach Thrombozytenstimulation mit ADP durch den P2Y 12-
Rezeptor hemmen Gi-gekoppelte Rezeptoren die Aktiviat der Adenylylcyclase und
erniedrigen  hierdurch  die intrazellulare  Konzentration an  zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP-Konzentration) [74, 136, 182, 262]. Die
thrombinsensitiven Protease-aktivierten Rezeptoren-1 und -4 (PAR-1 und PAR-4) und
der ADP-Rezeptor P2Y+ sind Gq gekoppelt und es kommt durch Bindung zur
Stimulation der Phospholipase C-p (PLC), Bildung von Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3),
sowie folglich dem Anstieg der zytoplasmatischen Ca?*-Konzentration und der
Formanderung [74, 136, 174, 182, 191]. Der zytoplasmatische Ca?'-
Konzentrationsanstieg stimuliert wiederum die Phospholipase A2 (PLA2), welche die
Freisetzung von Arachidonsaure (AA) aus thrombozytaren Membranphospholipiden
katalysiert. Cyclooxygenase-1-abhangig (COX-1) wird aus AA TXA2 synthetisiert,
welches wiederum die Thrombozytenaktivierung sowohl durch Aktivierung von Gq als
auch G113 verstarkt [161]. G12113-gekoppelte Proteine induzieren Uber Reaktion mit
Proteinen der Rho-Familie Reorganisationsprozesse des Zytoskeletts [182]. Dieser
Signalweg erfolgt Ca?*-unabhéngig und resultiert letztendlich wie die Ca?*-abhangige
Gq-vermittelte Signaltransduktionskaskade in Veranderungen des Zytoskeletts,

welche die Grundlage des thrombozytaren ,shape change” darstellt [20, 182, 183].

Des Weiteren kommt es wahrend der Aktivierung der Thrombozyten zur veranderten
Orientierung der Phospholipide der Plasmamembran, welches ein Anlagern von

Gerinnungsfaktoren und somit die sekundare Hamostase ermaoglicht [143].



Sekretion

Wahrend der Adhasion und Aktivierung der Thrombozyten, werden die Granula in die
Umgebung abgegeben und hierdurch werden weitere Thrombozyten aktiviert und
rekrutiert [82]. Dies erfolgt entweder Uber Verschmelzung der Granula mit dem SCS
oder der Plasmamembran durch Exozytose [63, 168, 235]. Es handelt sich hierbei um
einen ATP- und Ca?*-abhangigen Prozess. Die dichten Granula enthalten
hauptséachlich ATP, ADP, Ca?*, Magnesium (Mg?*) und Serotonin [201]. Die a-Granula
enthalten hauptsachlich Proteine, wie zum Beispiel Plattchenfaktor-4 (PF4),
Wachstumsfaktoren, wie den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), und
auch membranstandige Proteine wie P-Selektin (CD62P) [201]. P-Selektin wird bei der
Sekretion an die Thrombozytenmembran transloziert [158, 234]. Die Lysosomen
enthalten Proteasen, Hydrolasen und Kollagenasen. Diese Enzyme kdnnen nach
Sekretion am pathologischen Umbau der Gefallwande zum Beispiel bei der
Artherogenese beteiligt sein [52, 144]. Der freigesetzte Inhalt der Granula wirkt sowohl
autokrin, indem die Aktivierung der Thrombozyten verstarkt wird, als auch parakrin,

indem weitere Thrombozyten aktiviert und rekrutiert werden [250].

1.1.5 Thrombozytenlebensdauer
Da es sich bei Thrombozyten um Zytoplasma-Abschnurungen der Megakaryozyten

handelt, besitzen sie keinen Zellkern und sind somit nur bedingt zur
Proteinbiosynthese, durch von Megakaryozyten erhaltene mRNA, fahig [41, 145, 267].
Die Lebensdauer der Thrombozyten betragt aus diesem Grund zwischen sieben und
zehn Tagen [141]. Im Laufe der Lebensdauer andert sich die Zusammensetzung der
Oberflachenproteine der Thrombozyten (Expressionszunahme von Phosphatidylserin,
Deglykosylierung von membranstandigen Glykoproteinen), welche von Zellen des
mononukledren Phagozytose-Systems erkannt werden und daraufhin ein Abbau der

Thrombozyten in Milz und Leber erfolgt [115] .

1.2 Relevante Membranglykoproteine der Thromozyten
Zentrale Funktionen und damit einhergehende Interaktionen, wie die Adhasion der

Thrombozyten an die subendotheliale Matrix, die Aggregation der Thrombozyten
untereinander und die Bindung an andere Zelltypen, wie Endothelzellen und
Leukozyten, werden durch Membranglykoproteine der Thrombozyten, welche als

Rezeptoren dienen, vermittelt [131, 137]. Anhand ihrer charakteristischen
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Molekularstruktur werden die Membranglykoproteine der Thrombozyten in funf
verschiedene Gruppen unterteilt: Integrine, leuzinreiche Glykoproteine, Selektine,
Immunglobulin-ahnliche Rezeptoren und lysosomale integrale Membranproteine
(Tabelle 2) [131].

Integrine sind Adhasionsrezeptoren, welche aus einer a- und B-Untereinheit bestehen
und an Zell-Matrix- oder Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sind [82, 112].

Tabelle 2: Ubersicht ausgewiéhliter thrombozytirer Membranglykoproteine
modifiziert nach [82].

Klassifizierung Elektrophoretische CD-Nomenklatur

Klassifizierung

Integrine
a2B1 GPla-lla CD49b
allbBs GPlib/llla CD41/CD61

leuzinreiche

Glykoproteine

- GPIb-V-IX CD42a-b-c
Selektine

- P-Selektin CD62P
immunglobulindhnliche

Rezeptoren

- GPVI

1.2.1 Glykoprotein VI (GPVI)
Das GPVI wurde erstmals 1982 von Clemetson et al. als ein 60-65 kDa glykosiliertes

Membranprotein von Thrombozyten beschrieben [55]. Im Jahr 1987 erkannte
Sugiyama et al. erstmals die Rolle von GPVI als Kollagenrezeptor durch Experimente
mit Thrombozyten einer Patientin mit idiopathischer thrombozytopenischer Purpura
[238]. Clemetson et al. gelang es im Jahr 1999 GPVI zu klonen, wodurch gezielte
Erkenntnisse bezuglich der Struktur sowie weitere Forschung durch a-GPVI Antikdrper

und rekombinantes GPVI mdglich wurden [53].

GPVI ist ein, in Thrombozyten und Megakaryozyten vorhandenes,

Transmembranprotein der Immunglobulin-Rezeptor-Superfamilie und besteht aus 339
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Aminosauren [53, 117]. Anhand von Proteomanalysen wurde eine Zahl von 9.600
GPVI-Kopien in humanen Thrombozyten bestimmt, die GPVI-Oberflachenexpression
betragt 3.730 + 453 GPVI-Kopien [29, 43]. Diese Abweichung der GPVI-Kopien kann
durch einen transmissionselektronenmikroskopisch-sichtbaren internen Vorrat an
GPVIin dem SCS und der a-Granula erklart werden [242].

Menschliches GPVI besteht aus zwei Immunglobulin-ahnlichen (lg) extrazellularen
Domanen, einer Mucin-ahnlichen Region, einer transmembranaren Region und einem
zytoplasmatischen Anteil (Abbildung 2) [53].

GPVI
D1
lg-Domanen
D2
— mucin-dhnliche Region
transmembranarer Anteil
FcRy-Kette zytoplasmatischer Anteil

ITAM I:

Abbildung 2: Kollagenrezeptor GPVI modifiziert nach [179]. GPVI besteht aus den
beiden Immunglobulin-dhnlichen Doménen (Ig) D1 und D2, einer mucin-&hnlichen
Region, dem transmembranéren Anteil und einem zytoplasmatischen Anteil. Der
zytoplasmatische Anteil ist assoziiert mit der FcRy-Kette, welche den zur
Signaltibermittlung relevanten immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM)
beinhaltet. Created with BioRender.com.

Der extrazellulare Anteil beinhaltet zwei Immunglobulin-ahnliche Domanen (D1, D2),

welche durch Disulfidbricken geformt, durch eine Interdomane verbunden werden und
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als Kollagenbindungsdomane dienen [53, 179]. Auch extrazellular befindet sich ein
Mucin-ahnlicher Stiel, durch welchen die Immunglobulin-ahnlichen Domanen D1 und
D2 ihre Position beibehalten [53, 179]. GPVI weist proximal der Membran eine
Schnittstelle fur Metalloproteasen auf, hieraus resultiert ein 55 kDa |6sliches GPVI-
Fragment (sGPVI) [79]. Die transmembranare Domane beinhaltet geladene Anteile,
welche durch eine lonenbricke die Assoziation zu einer FcRy-Kette ermdglicht [27,
272]. Die zytoplasmatische Domane besteht aus 51 Aminosauren und stabilisiert die
Assoziation mit der FcRy-Kette und beinhaltet eine Domane fur die Bindung von
Calmodulin und eine Prolin-reiche Domane, an welche Kinasen der Src-Familie, Fyn
und Lyn, konstitutiv gebunden sind [11, 34, 241]. Gardiner et al. beschrieb 2004 und
2005, dass die Bindung von Calmodulin an GPVI eine zentrale Rolle bei der Regulation
der Oberflachenexpression von GPVI spielt [78, 79]. Eine Unterbrechung der
Calmodulin-Bindung an die zytoplasmatische Domane des Rezeptors durch die
Bindung eines Agonisten an den Rezeptor induziert einen Metalloproteinase-

vermittelten Verlust von GPVI von der Thrombozytenoberflache [78, 79].

Die Assoziation der FcRy-Kette spielt eine entscheidende Rolle bei der
Signalibermittlung des GPVI-Rezeptors [27]. Eine Agonistenbildung an GPVI fuhrt
zunachst zur Phosphorylierung zweier Tyrosin-Residuen, lokalisiert in der ITAM-
Domane, der FcRy-Kette durch Tyrosinkinasen der Src-Familie, Fyn und Lyn [65, 195].
Die ITAM-Domane besteht aus zwei YXXL Sequenzen, welche durch sechs bis zwolf
Aminosauren getrennt sind [195]. Durch die Phosphorylierung kommt es zur Bindung
und Aktivierung der Tyrosinkinase Syk, welche in der Bildung eines Signalosoms,
bestehend aus Adaptor- und Effektorproteinen, wie dem Activation of T-Cells (LAT),
resultiert [189]. Phosphoryliertes LAT rekrutiert weitere Adaptorproteine, wie zum
Beispiel die SH2 domain containing leukocyte protein of 76 kDa (SLP-76) und bindet
die Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3-Kinase), welche die Entstehung von
Phosphotinositol 3,4,5-triphosphat (PIP3) katalysiert [89, 110]. LAT, SLP-76 und PIP3
aktivieren die Phospholipase Cy2 (PLCy2) und fuhren zur Phosphorylierung der
PLCy2 [89, 240]. Die Aktivierung der PLCy2 fuhrt wiederum zur Produktion der Second
Messenger Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol (DAG), welche zur
Freisetzung von Ca?* aus intrazelluldaren Vorraten und der Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) fuhren [14]. Am Ende des Singalwegs, steht somit durch
verschiedene Effektorenzyme die Aktivierung und Freisetzung der granularen
Komponenten der Thrombozyten (Abbildung 3) [14].
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Abbildung 3: Signalkaskade bei Ligandenbindung an GPVI modifiziert nach [37,
61]. Der Transmembranteil von GPVI ist nicht kovalent an das Fragment der FcRy-
Kette gebunden, die als signalgebende Untereinheit dient. Die Kinasen der Src-
Familie, Fyn und Lyn, sind mit der FcRy-Kette assoziiert. Bei GPVI-Aktivierung
veranlassen die Kinasen die Tyrosinphosphorylierung der ITAM-Doméne der FcRy-
Kette. Daraufhin folgt die Bindung an die SH2-Doménen der Tyrosinkinase Syk, was
zu deren Aktivierung fiihrt. Nachgeschaltete Adaptor- und Signalproteine wie LAT,
SLP76, PI3-Kinase und Btk werden aktiviert und flihren dann zur Aktivierung des
Haupteffektorproteins PLCy2. Dies flihrt zur Aktivierung der PKC und Mobilisierung
der intrazelluldren Ca2*-Speicher, was in der Thrombozytenaktivierung resultiert.
Created with BioRender.com.

Der GPVI/FcRy-Ketten-Komplex ist von zentraler Bedeutung fir die Bindung an
Kollagen. Massberg et al. zeigte 2003, dass es in Abwesenheit von GPVI bei Mausen
zu keiner stabilen Adhasion von Thrombozyten bei arteriellen Verletzungen kommt
[156]. Goto et al. zeigte 2002 weiterhin, dass es bei Patienten mit fehlendem GPVI
keine Adhasion von Thrombozyten an Kollagen stattfindet [94]. Auch Nieswandt et al.
bestatigten dies anhand von Untersuchungen, in denen Thrombozyten von Mausen
mit fehlendem GPVI-FcRy-Kette-Komplex trotz ausreichenden Vorhandenseins der
anderen Adhasionsrezeptoren GPIb-V-IX, allbB3 und a2p1 praktisch keine Adhasion
an Kollagen aufweisen [178].

GPVI bindet fibrillares und nicht-fibrillares Kollagen, jedoch nicht I8sliche Formen
[125]. Synthetische triple-helical Kollagen-artige Peptide (CRP-XL) wurden hergestellt
und dienen in der Forschung als Agonisten von GPVI [170, 188].
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Neben weiteren GPVI-Agonisten wie Convulxin, zeigte Oishi et al. 2021, dass GPVI

zusammen mit CLEC-2 auch als Rezeptor fir Hamin dient [184, 193].

Eine Proteolyse von GPVI an der extrazelludren Domane resultiert in einem 55 kDa
sGPVI und einem 10 kDa membranassoziierten Fragment und wird sowohl durch
aktivierungsabhangige als auch -unabhangige Wege induziert [79]. Bender et al. zeigte
2011, dass das Ektodomanen-Shedding von GPVI in murinen Thrombozyten abhangig
vom Stimulus durch die a disintgrin and metalloproteinase domain-containing protein
10 und 17 (ADAM10/ADAM17) und eine dritte noch nicht identifizierte Protease
vermittelt wird [23]. Zuvor berichtete Bergmeier et al. 2004, dass mitochondrielle
Schadigung von murinen Thrombozyten durch carbonyl cyanide m-
chlorophenylahydrazone (CCCP) die proteolytische Spaltung von GPVI durch
Metalloproteasen induziert [26]. Inkubation von GPVI Agonisten wie Kollagen,
Convulxin und CRP-XL sowie Calmodulininhibitor W7 mit humanen Thrombozyten
fuhrte ebenfalls zur Abspaltung eines 55 kDa |6slichen GPVI-Fragments, welche durch
den Breitspektum-Metalloproteaseinhibitor GM6001 verhindert werden konnte [79].
Die Dissoziation von Calmodulin von seiner Bindungsstelle an der zytoplasmatischen
Domane von GPVI fuhrt zur Aktivierung der Proteasen der ADAM-Familie [79].
ADAM10/ADAM17 vermitteltes Ektodomanen-Shedding von GPVI erfolgte durch
Behandlung der murinen Thrombozyten mit CCCP oder W7 in vitro, wohingegen JAQ1
Antikérper-induzierte Spaltung von GPVI in vivo unabhangig von ADAM10/ADAM17
erscheint [23]. Al-Tamimi et al. zeigte 2011 und 2012 weitergehend, dass im humanen
Organismus sowohl der Koagulationsfaktor Xa als auch pathologisch hohe Scherraten
ADAM10-vermitteltes das GPVI Ektodomanen-Shedding induzieren (Tabelle 3) [2, 3].
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Tabelle 3: Beschriebene Proteasen, welche GPVI spalten.

GPVI spaltende Proteasen Vorkommen Quelle
ADAM 10 murin: Spaltung in Anwesenheit [2, 3, 23]

von Calmodulininhibitor (W7), aber

nicht durch mitochondrielle
Schadigung (CCCP)

human: Spaltung induziert durch
Faktor Xa und Scherkraft

ADAM 17 murin: Spaltung induziert durch [23]
mitochondrielle Schadigung
(CCCP)

Drittes unbekanntes Enzym murin: Spaltung induziert durch [23]

Antikorper (JAQ1) in vivo

Klinisch konnen Plasmalevel von sGPVI als Marker der in vivo

Thrombozytenaktivierung herangezogen werden (Tabelle 4) [3].

Tabelle 4: Erhéhte Plasmawerte von sGPVI in ausgewabhlten
Krankheitsbildern.

Krankheitsbild Plasmalevel von sGPVI Quelle
Koronare Herzkrankheit (KHK) | erhdht [3]
Disseminierte intravaskulare erhoht [2]
Koagulopathie (DIC)

Autoimmune Anti-GPVI- erhoht [77]
Antikorper

Aktuer ischamischer erhoht [4]
Schlaganfall

Akutes Koronarsyndrom erhoht [30]
Nicht valvulares Vorhofflimmern | erhéht [30]
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1.2.2 CLEC-2
Suzuki-Inoue et al. sowie Chaipan et al. fanden 2006 heraus, dass Megakaryozyten

und Thrombozyten CLEC-2 exprimieren und der CLEC-2-Agonist Rhodocytin zur
Thrombozytenaktivierung fuhrt [49, 239]. CLEC-2 ist ein 32 kDa schweres Typ I
Membranprotein bestehend aus einer extrazellularen kohlenhydratartigen Domane,
einer Transmembrandomane und einem zytoplasmatischen Schwanz [198, 239]. Der
zytoplasmatische Schwanz beinhaltet eine halbe ITAM-Domane, welcher durch Src
und Syk Tyrosinkinasen phosphoryliert wird [198, 239]. Rhodocytin ist als exogener
CLEC-2 Ligand beschrieben, Podoplanin als endogener Ligand [198]. 2013 wurde
Fucoidan, ein sulfatierter Kohlenhydrat des Fucus vesiculosus, als ein weiterer Agonist
von CLEC-2 und Thrombozytenaktivator von Manne et al. beschrieben [153]. Bourne
et al. identifizierte 2021 Hamin als endogenen Liganden fur CLEC-2, welcher ebenfalls
in der Thrombozytenaktivierung resultiert [38]. Erst kurzlich wurde Katacine als ein

aggregationsinduzierender Ligand von CLEC-2 identifiziert [165].

CLEC-2 gehdort der HemITAM-Rezeptor-Familie an, welche eine ITAM-Domane aus
nur einer YXXL Sequenz besitzt [72]. Da CLEC-2 als Dimer exprimiert ist, sind wie bei
den ITAM-Rezeptoren zwei YXXL Sequenzen vorhanden [72].

Es wurde gezeigt, dass humanes CLEC-2 auf Thrombozytenaktivierung mit
Rhodocytin  unabhangig von ADAM10/17 wund abhangig von der Matrix-
Metalloproteinase-2 (MMP-2) gespalten wird und hieraus ein 25 kDa lIbsliches
Fragment (sCLEC-2) resultiert [113, 130].

1.2.3 P-Selektin
Das Adhasionsmolekul P-Selektin, auch CD62P genannt, ist ein 140 kDa

transmembrandses Protein, welches in den a-Granula der Thrombozyten und den
Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzellen gespeichert vorliegt [73]. P-Selektin
vermittelt als Adhasionsmolekil das Rollen von Thrombozyten und Leukozyten auf
aktiverten Endothelzellen sowie die Interaktion von Thrombozyten und Leukozyten
[159]. P-Selektin beinhaltet eine N-terminale C-Typ Lektin-Domane, eine dem
epidermalen Wachstumsfaktor ahnlichen Domane (EGF-like motif), eine Serie an sich
wiederholenden Molekulen (short consensus repeats, SCRs), eine transmembranare
Domane und einen zytoplasmatischen Anteil [123]. Nach Aktivierung der
Thrombozyten oder Endothelzellen, fusionieren die Speicher mit der Plasmamembran
und P-Selektin wird an der Zelloberflache exprimiert [158, 234].
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P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) auf Leukozyten und Thrombozyten sowie
GPIb auf Thrombozyten gelten als Liganden fir P-Selektin [181]. Hierdurch kommt es
zur Rekrutierung von Leukozyten, um entziindetes und verletztes Gewebe zu

erreichen [181].

P-Selektin wird in vitro durch die Serinprotease Neutrophile Elastase (NE) im Bereich
der Ektodomane gespalten, nicht jedoch in vivo [59, 80]. Der Ligand PSGL-1 reguliert
das in vivo P-Selektin-Shedding auf aktivierten Thrombozyten und ein 100 kDa sP-
Selektin-Fragment entsteht, eine spaltende Protease hierzu ist jedoch noch nicht
bekannt [59]. sP-Selektin ist bei vielen kardiovaskularen Erkrankungen erhoht,
beispielsweise bei instabiler Angina pectoris und peripherer arterieller
Verschlusskrankheit [46, 155, 266].

1.2.4 GPIb
Das Glykoprotein GPIb ist zusammen mit den Proteinen Glykoprotein IX (GPIX) und

Glykoprotein V (GPV) Teil eines Komplexes (GPIb-V-IX-Komplex), welcher unter
anderem VWF bindet [149]. Jede Komplex-Untereinheit besteht aus einem Typ |
Transmembranprotein mit einem Kkurzen zytoplasmatischen Schwanz, einer
transmembranaren Domane und einem extrazellularen Anteil [149]. Jeweils zwei
GPIbB Untereinheiten bilden Disulfidbriicken mit einer GPlba Untereinheit und sind
nicht-kovalent an GPIX gebunden [149]. Die GPV Untereinheit ist Uber die GPlba
Untereinheit durch transmembranare Mechanismen schwach mit der GPIb-GPIX-
Einheit verbunden [160]. Verantwortlich fur die Bindung fast aller Liganden ist die mit
135 kDa grofte Untereinheit des Komplexes, GPIba [111]. Die wesentlich kleinere
Untereinheit GPIb (25 kDa) reagiert intrazellular mit Calmodulin [8, 10].

Beschriebene GPlba-Liganden sind vVWF, Thrombin, Koagulationsfaktoren XI und XI|
sowie P-Selektin [18, 39, 70, 124, 126, 207].

Im Rahmen einer Gefallwandlasion erfolgt die Interaktion des vVWF mit dem GPIb-V-
IX Komplex, wodurch eine initiale Adhasion der Thrombozyten vermittelt wird [8, 9, 25].
Ausgehend von der GPIb-GPIX-GPV-Komplex-Aktivierung kommt es zu
Signalkaskaden welche wiederum zu Integrinaktivierung und letztendlich zur
Stabilisierung der Thrombozytenadhasion flihren [9]. Intrazellulare Signalkaskaden

wie die Kinasen der Src Familie (Lyn, Fyn), Ras-related C3 botulinum toxin substrate
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1 (Rac1), PI13-Kinase, PKC werden durch GPIb-GPIX-GPV Ligandenbindung aktiviert
[64, 76, 268, 269].

Es wurde gezeigt, dass die Metalloprotease ADAM17 GPlba proteolytisch spaltet, und
damit zur Abspaltung von I6slichem sGPlba (Glykocalicin) in das Blutplasma fuhrt [81].

1.2.5 GPIllb/llla
Das Transmembranprotein GPIIb/llla, auch bekannt als allbB3, gehért zur

Integrinfamilie, dient in aktivierten Thrombozyten als Rezeptor fur Fibrinogen, vWF,
Fibronektin sowie Vitronektin und vermittelt die Thrombozytenaggregation [24]. Der
GPllIb/llla-Komplex besteht aus je einem GPIlIb- (a-Untereinheit) und einem GPllla-
Molekul (B-Untereinheit), welche Uber nicht-kovalente Bindungen assoziiert sind, und
liegt als kalzium abhangiges Heterodimer mit einer Anzahl von ca. 50.000 Kopien in
der Oberflachenmembran von ruhenden Thrombozyten vor [114, 121]. Weitere
GPlIb/llla Kopien liegen in den Kompartimenten des SCS und der a-Granula vor und
werden bei Aktivierung der Thrombozyten an die Oberflache verlagert [88, 180, 255,
264].

Die Aktivierung von Thrombozyten durch Liganden wie ADP und Thrombin fuhrt zu
einer Konformationsanderung von GPIIb/llla woraus ein fir die Fibrinogenbindung
hochaffiner Zustand resultiert [213]. Die Fibrinogenbindung wiederum I6st eine
Rezeptor-Cluster-Bildung aus, welche eine Aktivierung des Zytoskeletts zur Folge hat
[69, 132].

Shedding der 3-Untereinheit sowie GPIlIb/llla ist in der Literatur beschrieben: Wenger
et al. (31) berichten von einer Abnahme des oberflachlichen Integrins 3 durch
Scherkrafte und Du et al. sowie Pfaff et al. von einer proteolytischen Spaltung von 33

Integrin durch die kalzium-abhangige Protease Calpain [50, 60, 192, 256].

1.3 Hamolyse
Die Hamolyse ist die Auflésung der Erythrozyten durch Beschadigung der Integritat

der Zellmembran und anschlieBende Freisetzung von intrazellularen Komponenten
wie den Blutfarbstoff Hamoglobin in das Blutplasma [231]. Definiert ist die Hamolyse
als die Verkurzung der Lebensdauer von Erythrozyten auf weniger als 100 Tagen bei
gesteigertem Abbau [172, 230]. Physiologisch werden die regelrecht gealterten

Erythrozyten nach etwa 120 Tagen hauptsachlich tber das retikulohistiozytare System
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(RHS) und dessen Makrophagen in Milz, Leber und Knochenmark durch Seneszenz
ausgesondert [12, 36, 106, 205].

Abhangig vom Ort des Zelluntergangs, kann eine Unterscheidung in intra- und
extravasale Hamolyse erfolgen [86]. Bei der extravasalen Hamolyse erfolgt die
Zerstorung der Erythrozyten uberwiegend durch das Makrophagensystem in Milz und

weiteren Organen [86].

Nach pathophysiologischen Aspekten kann eine Einteilung in korpuskulare und
extrakorpuskulare Hamolyse erfolgen [42, 106]. Bei der korpuskularen Hamolyse liegt
die Ursache der Hamolyse in den Erythrozyten selbst, wohingegen bei der

extrakorpuskularen Hamolyse die Umgebung der Erythrozyten ursachlich ist [42, 106].

Unter korpuskularer Hamolyse werden hereditare Anomalien wie Membrandefekte
(Spharozytose), Enzymdefekte (Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenasemangel),
Hamoglobinopathien (SCD) sowie erworbene Anomalien (Paroxysomale nachtliche

Hamoglobinurie) zusammengefasst [42, 106].

Bei der extrakorpuskularen Hamolyse handelt es sich um die Gberwiegend erworbene
Schadigung der normal aufgebauten Erythrozyten beispielsweise immunologisch
bedingt (Warme/Kalteantikdrper, iatrogen durch ABO-inkompatible Transfusionen)
oder durch mechanische Krafte (Herzklappen) [42]. Weitere Grinde fur die Hamolyse
sind chemische Noxen (Schlangengift), aber auch osmotische Schadigungen (hypo-
oder hypermolare FlUssigkeiten), oxidativer Stress, Prostaglandin E2, Thrombozyten-
Aktivierungsfaktor und Hamolysin sowie Infektionen mit z.B. Malaria, Toxoplasmose
sind als Ursachen beschrieben [68]. Eine Einteilung hamolytischer Anamien ist in

Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Einteilung Hamolytische Anamien modifiziert nach [172].

Extrakorpuskulare Hamolyse Korpuskulare Hamolyse

Angeboren Erworben
Immunologisch induzierte Membrandefekte PNH
Hamolysen (Spharozytose,

(Autoimmunhamolyse durch Warme- | Elliptozytose)
Antikorper,

Autoimmunhamolyse durch Kalte-
Antikorper,
Medikamentenassoziierte
Immunhamolyse,

Isoantikdrper

(Transfusionsreaktion))

Mechanische Hamolysen Enzymdefekte
(Herzklappen, Marschhamolyse) (Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenasemangel,

Pyrovatkinasemangel)

Mikroangiopathische Hamolysen Hamoglobinopathien
(Thrombotische- (Thalassamie, SCD)
thrombozytopenische Purpura,

Hamolytisch-uramisches Syndrom)

Infektionen (Malaria, Toxoplasmose)

Toxisch (Schlangengift)

Hypersplenismus

Hamoglobin, welches in Erythrozyten enthalten ist, bildet das zentrale Moleklil fur die
Bindung, den Transport und die Abgabe des Sauerstoffs [118, 154, 217]. Hamoglobin
ist ein tetrameres Protein und besteht aus den Globinketten und dem
sauerstoffoindenden Ham als prosthetischen Gruppe, einem Porphyrinring mit

zentralem zweiwertigem Eisenatom (Abbildung 4) [275].
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a-Kette

a-Kette

Fe?*

Ham B-Kette
4

B-Kette am

Abbildung 4: Struktur Hamoglobin. Hdmoglobin besteht aus zwei a-Ketten und
zwei B-Ketten mit vier Hdm-Gruppen, welche je ein zentrales zweiwertiges Eisenatom
(Fe?*) beinhalten. Links Schematische Zeichnung Rechts Modell nach PDB 1GZX.
Created with BioRender.com.

Bei einem gering ausgepragten hamolytischen Geschehen wird das freigesetzte
Hamoglobin und Ham an die Plasmaproteine Haptoglobin, Hemopexin und Albumin
gebunden und daraufhin durch die Hamoxygenase-1 zu Kohlenstoffmonoxid,
Biliverdin und zweiwertigem Eisen (Fe?*) verstoffwechselt sowie durch Makrophagen
des retikulohistiozytaren Systems abgebaut [22, 38, 108, 177, 194, 208, 231]. Im Falle
einer ausgepragten Hamolyse uUberschreitet das abgegebene Hamoglobin und Ham
die Bindungskapazitat der Plasmaproteine jedoch und sie verbleiben ungebunden im
Blutplasma und fihren hier zu Ham-Plasmakonzentrationen von bis zu 20 uM [176,
208, 231].

Freies Hamoglobin und dessen prosthetische Gruppe Ham im Blutplasma fuhren zur
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und weisen so eine
proinflammatorische Aktivitat auf, wirken zytotoxisch und kénnen zu Gewebehypoxie
und Zelltod fuhren [45, 105, 208, 221]. Freies Hamoglobin fuhrt zu oxidativem Stress
und bindet vermehrt freies Stickoxid (NO), beeinflusst hierdurch sowohl den
Gefalltonus als auch thrombotische Ereignisse resultierend in einer Gberschielenden
Vasokonstriktion, Endotheldysfunktion und Thrombozytenaggregation [17, 119, 208,
214]. Im Rahmen der Hamolyse kommt es zur verminderten Verfugbarkeit von
Stickoxid. Dies kommt einerseits durch oben erwahntes vermehrtes Binden von NO
zustande, andererseits kommt es zur Freisetzung von erythrozytarer Arginase, welche

das zur Stickoxidsynthese notwendige L-Arginin in Ornithin umwandelt [92, 169]. NO
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reguliert physiologisch den Gefaldtonus und hemmt die Thrombozytenaktivierung [196,

197, 248].

Des Weiteren wird freies Hamoglobin in der Niere filtriert und vermag diese zu

schadigen, indem Eisen im Tubulus als Hamosiderin ausfallt [17, 91, 98, 208]. Die

Effekte von Hdm/Hamin sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6:

Effekte von Hiam/Hamin auf verschiedene Wirkorte.

Wirkort

Mechanismus

Wirkung

Quelle

Endothel

Aktivierung der
Endothelzellen durch
TLR4-Signalweg und
induziert somit die
Expression des
Gewebsfaktors (via
transcription factor

nuclear factor kappa B)

Prothrombotisch

Proinfammatorisch

[135, 222]

Gerinnungskaskade

Aktivierung der

Gerinnungsfaktoren

Prothrombotisch

[90]

Tubuluszellen der

Nieren

Verringerung des
Hemopexin-

Plasmalevels

Oxidativer Stress

[90]

Erythrozyten

Erhohung des
intrazellularen
Kalziumlevels und
Erniedrigung des
intrazellularen

Gluthationlevels

Apoptose und

Nekroptose

[90]

Zerebrale
mikrovaskulare

Zellen

Erhdhung des
intrazellularen
Kalziumlevels und
Erniedrigung des
intrazellularen

Gluthationlevels

Apoptose und

Nekroptose

[90]
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Thrombozyten Aktivierung der Prothrombotisch [176]
Thrombozyten und Ferroptose

Induktion der Ferroptose

1.3.1 Hamin
Freies Ham im Blutplasma wird in hohen Konzentrationen zu Hamin oxidiert, welches

sich durch dreiwertiges Eisen auszeichnet [38].

Als Hamin wird eine Komplexverbindung von Hadm mit oxidiertem Eisen (Fe3*) und
einem Chloridion (CI) bezeichnet (Abbildung 5) [96].

Abbildung 5: Strukturformel Hamin und Hdm. Links H&min Rechts Ham.
Strukturformel erstellt in ChemDraw 22.2.0.3348.

1.3.2 Hamin in Thrombozyten
NaveenKumar et al. beschrieb 2018 erstmalig, dass das Hamolyseabbauprodukt

Hamin Thrombozyten aktiviert und zum Thrombozytenuntergang durch Ferroptose
fuhrt [176]. NaveenKumar et al. stellte 2018 dar, dass Hamin in Thrombozyten nicht
die Apoptose auslost, sondern die Ferroptose [176]. Die Ferroptose ist ein Eisen-
abhangiger programmierter Zelltod, welchen es von der Apoptose, der Nekroptose und
der Autophagie abzugrenzen gilt, und der sich durch Akkumulation von ROS,
Lipidperoxidation und Verlust von intrazellularem Glutathion auszeichnet [58, 237].
Hamin induziert die Thrombozytenaktivierung durch einen ITAM-Rezeptor-basierten
Weg [199]. Bourne et al. beschrieben 2021 die Hamin-induzierte
Thrombozytenaggregation, Phosphorylierung der Proteine Syk und PLCy2 sowie die
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Hamin-konzentrationsabhangige Laktatdehydrogenaseaktivitat

Phosphatidylserin-Oberflachenexpression der

Thrombozyten und

und

die

identifizierten

CLEC-2 als einen thrombozytenaktivierenden Rezeptor fur Hamin [38]. Des Weiteren

wurde Hamin als thrombozytenaktivierender Ligand fur GPVI beschrieben [184]. Die

Effekte von Hamin in Thrombozyten sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7: In der Literatur beschriebene Hamineffekte in Thrombozyten.

Konzentration

Effekt

Quelle

2-12 uM
225 uM

Schnelle Thrombozytenaggregation
Verzdgerte, weniger ausgepragte
Thrombozytenaggregation,

Thrombozytenagglutination

[38, 184]

2-12 pM

225 uM

Erhdhte P-Selektin
Oberflachenexpression

Erhohte GPIIb/llla
Oberflachenexpression

Erniedrigte P-Selektin
Oberflachenexpression im Vergleich zu
6,25 yM Hamin

Erniedrigte GPlIb/llla
Oberflachenexpression im Vergleich zu
6,25 uM Hamin

[38]

=225 uM

Erhohte Phosphatidylserin

Oberflachenexpression

[38]

225 uM

Erhohte Laktatdehydrogenase-Aktivitat
im aktivierten Thrombozytenuberstand
(APS)

[38]

225 uM

Induziert ROS-Produktion,

Lipidperoxidation und Ferroptose

[176]

>2 UM

Phosphorylierung der Proteine Syk und
PLCy2, Src Family Kinase (SFK)

[38, 184]
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1.4 Furin

1.4.1 Furin als Protease
Die Endoprotease Furin gehdrt zu der subtilisin-like proprotein convertase Familie,

deren Hauptfunktion in der Spaltung von Proproteinen in deren aktive Form besteht
und ist ein Typ | Transmembranprotein [175]. Bereits beschriebene Substrate fur die
Protease Furin sind Wachstumsfaktoren, Rezeptoren, extrazellulare Matrixproteine
sowie weitere Protease-Systeme [245]. So ist Furin involviert in der Spaltung von Pro-
Parahormon, TGFB1, Proalbumin, Pro-3-Sekretase, MMP-1, B-NGF,
Thrombozytenintegrin allb3, Koagulationsfaktor X, vWF, der Virushulle-Polyprotein-
Prakursoren HIV gp160 zu gp120 und gp41 und, neuerdings bekannt, auch beteiligt
bei der Spaltung der Spike-Proteine des SARS-CoV-2 [56, 142, 157, 162, 219, 220,
245]. Es wurde auch beschrieben, dass Furin ADAM10 und ADAM17 aus ihrer Proform
aktiviert [7, 245].

Die Protease Furin besteht aus:

einer katalytischen Doméane, mit Aspartat-, Histidin- und Serinresten,

e einem Signalpeptid, das die Translokation des Proenzyms in das
Endoplasmatische Retikulum (ER) vermittelt,

e einer Prodomane, welche fur Proteinfaltung, Aktivierung, Transport und
Regulierung zustandig ist,

e einer P-Domane welche notwendig fur die Enzymaktivitat, die Anpassung an den
pH-Wert und die Rekrutierung von Ca?* als Cofaktor ist,

e einer zytoplasmatischen Domane, welche die Lokalisierung und das Protein

Sorting in den Recycling Loops bestimmt [245, 273].

Furin ist als Protease Ca?*-abhangig und ist innerhalb eines pH-Wert-Bereichs von 5
bis 8 aktiv [162, 245]. Die Furin-Schnittstelle befindet sich C-terminal von gepaarten
basischen Aminosauren (Beispielsweise: -Arg-Arg-ll-, -Lys-Arg-ll-) und bendétigt
zusatzlich einen Argininrest an der P4-Position [162, 163, 245, 249]. Die basische
Aminosaure an der P2-Position ist nicht essenziell, steigert jedoch die Effizienz der
Spaltung, sodass sich als Mindestanforderung die Sequenz -Arg-X-X-Arg-Il- ergibt
(Tabelle 8) [134, 162, 163, 245].
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Tabelle 8: Furin Schnittstellen nach [162]

-Arg-X-X-Arg-Il- Mindestanforderung Schnittsequenz

-Arg-X-Arg-Arg-II- Schnittsequenz
-Arg-X-Lys-Arg-Il-

-Arg-X-X-X-Lys/Arg-Il- Ausnahmeschnittsequenz

Das breite Spektum der Furin-Substrate wird ermdglicht, da Furin in allen Geweben
vorhanden ist und hier in drei unterschiedlichen Kompartimenten, dem TGN, den
Endosomen und der Zellmembran, wirksam ist [162]. Die Lokalisation von Furin wird

durch Sequenzen innerhalb der zytoplasmatischen Domane bestimmt [162].

Furin-Transport-Modelle beinhalten zwei lokale Recycling Loops: der TGN Loop fuhrt
die Knospung von Furin durch und der Zelloberflachen/frihe Endosomen Loop
Ubernimmt das Recycling in die Plasmamembran und die Internalisierung (Abbildung
6) [162]. Die Caseinkinase Il (CKIl) phosphoryliert Sequenzen (AC, acid cluster) im
Bereich der zytoplasmatischen Domane von Furin und ist hierdurch das entscheidende
Enzym, um Furin in den Cycling Loops zu bewahren [162]. Der Wechsel zwischen den
beiden Cycling Loops wird durch Dephosphorylierung der Sequenzen im Bereich der
zytoplasmatischen Domane von Furin durch die Phosphatase 2A (PP2A) vermittelt
[162].

Im Rahmen des TGN Cycling Loops findet die Knospung von Vesikeln, die Furin
enthalten, vom TGN zu post-TGN Endosomen statt und wird durch die Bindung von
Tyrosin-basierten Motifs an clathrin-coated pits (CCP)-Adaptor Komplex AP-1
vermittelt [162]. Die Ruckgewinnung von Furin von den post-TGN Endosomen zum
TGN erfolgt AC-vermittelt. Sie ist abhangig vom Phosphorylierungsgrad und involviert
das phosphofurin acidic cluster sorting protein 1 (PACS-1) [162].

Im Rahmen des Zelloberflachen/Endosomen Cycling Loops findet das Recycling von
Furin in den Endosomen zur Zelloberflaiche statt, welches abhangig vom
Phosphorylierungsgrad ist, sowie die Internalisierung von Furin in die Endosomen
durch die Bindung von Tyrosin-basierten Motifs an CCP-Adaptor Komplex AP-2 [162].
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Abbildung 6: Furin Cycling Loops modifiziert nach [162, 164]. TNG/Endosom: Die
Knospung von Furin aus dem TGN in das post-TGN endosomale Kompartiment wird
durch die Bindung der Tyrosin-basierten CCP-Motive an das Clathrin-assoziierte
Adaptor AP-1 vermittelt. Der acidic cluster (AC) ist waéhrend des Knospungsschritts
inaktiv. Fiir die Wiederaufnahme in das TGN, verbindet PACS-1 die CKII-
phosphorylierte AC mit Clathrin. Zelloberflache/Endosom: Die Clathrin-abhéngige
Internalisierung von Furin auf der Zelloberflache wird durch CCP-Motive vermittelt, an
die AP-2 bindet. In den friihen Endosomen werden CKIl-phosphorylierte Furin-
Molekiile zuriick zur Plasmamembran in einem PACS-1-abhdngigen Schritt
wiederverwendet. Zwischen den bi-cycling-Schleifen: Furin wird durch die
Phosphatase 2A (PP2A) dephosphoryliert.

1.4.2 Furin in Thrombozyten
Leblond et al. berichtete 2018, dass Thrombozyten die Proproteinkonvertase Furin

enthalten [139]. In Folge der Thrombozytenaktivierung wird Furin aktiviert und die

Furin-Oberflachenexpression erhéht [138].
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Furin ist assoziiert mit Organversagen bei Patienten mit ernstem Atemstillstand durch
eine SARS-Cov1 Infektion [138].

1.5 Zielsetzung der Dissertation
Die vorliegende Dissertation strebt an die Hamin-induzierte Thrombozytenaktivierung

weitergehend zu untersuchen und daher den Einfluss von Hamin auf den
Kollagenrezeptor GPVI und das Zusammenspiel mit verschiedenen Inhibitoren
festzustellen.

Hierdurch  sollen das aktuelle Wissen Uber die Hamin-induzierte
Thrombozytenaktivierung erweitert und die grundlagenforschungs-bezogenen
Erkenntnisse bezlglich der Bedeutung des Kollagenrezeptors GPVI bei Hamin-
induzierter Thrombozytenaktivierung sowie den Beeinflussungsmoglichkeiten

vorangebracht werden.

Derartige Forschungsergebnisse koénnten zuklnftig die Maoglichkeit bieten,
prothrombotische Zustéande in Krankheiten mit umfangreicher Hamolyse besser

einschatzen und gezielter behandeln zu kdnnen.

Zu diesem Zweck erfolgt in der nachfolgend dargestellten Studie eine Uberpriifung der
Hamin-induzierten Thrombozytenaktivierung mit Kontrolle der Beeinflussung des

GPVI-Rezeptors in vitro.

Die Untersuchung einer Wirkung von Hamin auf Thrombozyten erfolgt anhand
durchflusszytometrischer Beurteilung der Thrombozyten auf charakteristische
Oberflachenrezeptoren. Im Rahmen weiterfiUhrender Versuche wird nach der initialen
Bestatigung eines Hamin-abhangigen GPVI-Verhaltens eine weitere Aufschllisselung
des Mechanismus durch Immunblotting angestrebt sowie durch funktionelle Methoden
wie der Aggregometrie und der in vitro Thrombusformation mdgliche klinische

Relevanz erforscht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Gerate
Folgende, in Tabelle 9 aufgefihrten Gerate wurden im Rahmen der Versuche dieser

Dissertation verwendet.

Tabelle 9: Verwendete Geréte und deren Hersteller.

Gerat Bezeichnung Hersteller

Aqua-Dest. Gerat Barnstead GenPure Pro Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA
Durchflusszytometer BD FACS Calibur BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ

Flusskammer Flusskammer Maastricht Intruments
B.V., Maastricht,

Niederlande

Hamatologiegerat KX-21N Sysmex Deutschland
GmbH, Norderstedt,

Deutschland

Kleinschattler IKA® MS3 basic IKA Werke GmbH,
IKA® VF2 Staufen im Breisgau,
Deutschland
Lichtmikroskop Nikon Eclipse Ti2-A Ikon Instruments Europe
BV, Amsterdam,
Niederlande
Lichttransmissions- CHRONO-LOG Chrono-Log Corp.,
Aggregometer Aggregometer 490-X Havertown, PA, USA
Magnetrihrer IKAMAG®RET-GS IKA Werke GmbH,

Staufen im Breisgau,
Deutschland

Mikroplatten Reader Glomax Multi Detection Promega Corporation,
System Fitchburg, WI, USA
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Odyssey® Infrarot

Scanner

Li-Cor Odyssey®

Li-Cor® Biosciences, Bad
Homburg vor der Hohe,

Deutschland

pH-Meter

HI 9025 microcomputer

pHmeter

HANNA instruments,
Woonsocket, Rhode
Island, USA

Roller

RS-TRO05

Assistent RM 5

Phoenix Instrument
GmbH, Garbsen,
Deutschland
Glaswarenfabrik Karl
Hecht GmbH & CO KG,
Assistent, Sondheim vor

der Rhon, Deutschland

Schittler

IKA K2 260 basic

IKA Werke GmbH,
Staufen im Breisgau,

Deutschland

SDS-PAGE Apparatur

XcellSure™Lock

Invitrogen AG, Carlsbad,
CA, USA

Sonifiziergerat

Sonopuls GM mini20

Bandelin electrojic GmbH
& Co. KG, Berlin,

Deutschland

Stromversorgung — SDS-
PAGE

PS 304 Electrophoresis
Power Supply

Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Stromversorgung — Wet-
Blot

Bio-RAD PowerPac Basic

Bio-RAD Laboratories
Inc., Hercules, CA, USA

Thermomixer

Thermomixer comfort und

compact

Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

Tischzentrifuge

Sprout Minizentrifuge

Heathrow Scientific,
Vernon Hills, IL, USA

Western Blot Apparatur -
West Blot

Bio-RAD MiniPROTEAN®
Tetra Cell

Bio-RAD Laboratories
Inc., Hercules, CA, USA

Zentrifugen

Heraeus Multifuge 1 s

Heraeus, Hanau,

Deutschland
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Heraeus Multifuge 3S+ Heraeus, Hanau,
Deutschland
Eppendorf Centrifuge

5417R

Eppendorf SE, Hamburg,

Deutschland

2.1.2 Chemikalien und Losungen
Folgende, in Tabelle 10 aufgefuhrten Chemikalien und Losungen wurden im Rahmen

der Versuche dieser Dissertation verwendet.

Tabelle 10: Verwendete Chemikalien und L6sungen und deren Hersteller.

Deutschland

Reagent Hersteller

ADP Chrono-Log Corporation, Havertown, Pennsylvania,
USA

Bovine serum albumin | Applicem, Darmstadt, Deutschland

(BSA)

Bromphenolblau Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kalziumchlorid (CaClz) Merck AG, Darmstadt, Deutschland

collagen-related  peptide | CambCol Laboratories, Ely, UK

(CRP-XL)

CX-4945 Adooq Bioscience LLC, Irvine, CA, USA

D-(+)-Glucose Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA

DiOCs Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA

Doxycycline hyclate Applied Biosystems Waltham, Massachusetts, USA

Dubecco’s Phosphate | Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA

Buffered Saline (PBS)

Dubecco’s Phosphate | Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA

Buffered Saline (PBS) mit

CaZ+

EDTA Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Fibrinogen aus humanem | Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA

Plasma

Formaldehyd-Losung 4% | Otto Fischar GmbH & Co. Kg, Saarbricken,
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Fucoidan

Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA

Gl1254023X Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA
Glycin AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
GM6001 Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA
GPVI-Fc Meinrad P. Gawaz

Hamin Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA
HEPES Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hexa-D-Arginin

R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA

Isopropanol Merck AG, Darmstadt, Deutschland
Kaliumchlorid (KClI) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Katacine Holzel Diagnostika Handels GmbH, Kdln, Deutschland

Kollagenreagens Horm

Takeda Pharmaceutical Company, Tokyo, Japan

Leupeptin Hemisulfat

Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe, Deutschland

Methanol

Merck AG, Darmstadt, Deutschland

Mono-Natriumcitrat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat
(SDS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO3)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pepstatin A Carl Roth GmbH & Co. Kg, Karlsruhe, Deutschland
PP2 Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA
Precision Plus Protein | Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Standards

Protease Inhibitor Cocktail

Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts,
USA

Protein Assay Dye

Reagent Concentrate

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

Protein Standard

Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA

PRT060318

MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA

Recombinantes humanes

Furin

R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA
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Roti®-Block Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roti®fair TBS 7,6 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Rotiphorese® NF- | Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Acrylamid/Bis-Losung
30%

Salzsaure Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

SSM3 Trifluoroacetat Tocris Bioscience, Bristol, UK

TEMED Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thrombin F. Hoffmann La Roche AG, Basel, Schweiz
Tris (Trizma (base)) Sigma Aldrich Co., St. Luis, CA, USA
Tween®20 Merck AG, Darmstadt, Deutschland

Zitronensaure

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

2-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA

2’ 7’-Dichlorfluoreszein-
Diacetat (DCF DA)

Sigma Aldrich Co., St. Luis, Missouri, USA

2.1.3 Losungen

Folgende, in Tabelle 11 aufgefihrten Lésungen wurden im Rahmen der Versuche

dieser Dissertation verwendet.

Tabelle 11: Verwendete Lésungen und deren Zusammensetzung.

Bezeichung

Zusammensetzung

ACD-Puffer

6,82 g 70 mM Zitronensaure
10 g 110 mM Glukose
Ad 500 ml Aqua dest.

12,5 g 116 mM mono-Natriumcitrat

Auf pH 4,69 (NaOH) einstellen, steril

filtrieren, bei 4 °C aufbewahren

Annexin V-Puffer

2,381 g HEPES 10 nM
8,1816 g NaCl 140 mM
0,3676 g CaClz x 2H20
Ad 1.000 ml Aqua dest.
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Mit NaOH 1 N auf pH 7,4, steril filtrieren,

bei 4 °C aufbewahren

10x Blotpuffer

20 mM Trizma Base
150 mM Glycin
Ad 1.000 ml Aqua dest.

1x Blotpuffer

100 ml 10x Blotpuffer
100 ml Methanol
Ad 1.000 ml Aqua dest.

Ladepuffer (5x Lammli)

6,5 ml 1 M Tris-HCI ph 6,8

2 ml 10%iges SDS

1 ml Glycerin

1 Spatelspitze Bromphenolblau
vor Gebrauch + 25 pl B-

Mercaptoethanol

10x Laufpuffer

25 mM Trizma Base
192 mM Glycin

0,1% SDS

Ad 1.000 ml Aqua dest.

1x Laufpuffer

100 ml 10x Laufpuffer
Ad 1.000 ml Aqua dest.

RIPA-Puffer

50 mM Tris-HCI H 8,1

50 nM NacCl

1% Triton X

0,5% Natriumdeoxycholat
0,1% SDS

1 M Tris-Puffer pH 6,8

12,21 g Trizma Base in 70 ml Aqua
dest. |6sen

Mit HCI auf pH 6,8

Ad 100 ml Aqua dest.

1,5 M Tris-Puffer pH 8,8

45,4 g Trizma Base in 200 ml Aqua
dest. |6sen

Mit HCI auf pH 8,8

Ad 250 ml Aqua dest.

TTBS

2 TTBS Tabletten
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1ml Tween®20

Ad 1.000 ml Aqua dest.

10x Tyrodes-Puffer 80 g 1,34 M NaCl

10,15 g 119 mM NaHCO3

1,95 g 2,68 mM KCI

Ad 1.000 ml Aqua dest., steril filtrieren,
bei 4 °C aufbewahren

1x Tyrodes pH 7,4 10 ml 10x Tyrodes

Ad 100 ml Aqua dest.

0,1 g BSA

0,1 g D-(+)-Glucose

pH einstellen mit Hepes auf 7,4
1x Tyrodes pH 6,5 90 ml 1x Tyrodes ph 7,4

pH einstellen mit HCI auf 6,5
1x Tyrodes pH 7,4 modifiziert ohne BSA | 10 ml 10x Tyrodes

Ad 100 ml Aqua dest.

0,1 g D-(+)-Glucose

pH einstellen mit Hepes auf 7,4
pH einstellen mit HCI auf 6,5
1x Tyrodes pH 6,5 modifiziert ohne BSA | 90 ml 1x Tyrodes ph 7,4 modifiziert
ohne BSA

pH einstellen mit HCI auf 6,5

2.1.4 Gebrauchsguter
Folgende, in Tabelle 12 aufgefihrten Gebrauchsguter wurden im Rahmen der

Versuche dieser Dissertation verwendet.

Tabelle 12: Gebrauchsgiiter und deren Hersteller.

Bezeichung Hersteller

Eppendorf Reaktionsgefalie Eppendorf, Hamburg, Deutschland

FACS Tubes BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA
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15 ml Falcons

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA

50 ml Falcons

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA

Glaskuvette fur Aggregometrie

Chrono-Log Corp., Havertown, PA, USA

Kanulen BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA
Membranadapter Sarstedt AG & Co., Numbrecht,

Deutschland

Novex Plastikkassetten 1,5 mm

Novex by Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Pipettenspitzen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

96-well Platten

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

PVDF Membran

Merck AG, Darmstadt, Deutschland

Ruhrfische fur Aggregometrie

Chrono-Log Corp., Havertown, PA, USA

Safety-Multifly

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,

Deutschland

10 ml Spritzen

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

20 ml Spritzen

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

2.1.5 Antikorper
Primére Antikbrper

Folgende, in Tabelle 13 aufgefuhrten primaren Antikorper wurden im Rahmen der

Versuche dieser Dissertation verwendet.

Tabelle 13: Verwendete Primare Antikérper und deren Hersteller.

Bezeichnung Klon Verwendung Hersteller Verdiinnung
anti-Aktin - Immunoblot Abcam, 1:1000
Cambridge,
UK
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anti-CD42b PE | SZ2 Durchflusszytometrie | Beckman- 1:10
Coulter, Brea,
CA, USA
anti-CD62P PE | CLB- Durchflusszytometrie | Beckman 1:10
Thromb/ Coulter, Brea,
6 CA, USA
anti-CLEC- 219133 | Durchflusszytometrie | R&D Systems, | 1:10
2/CLEC-1B Minneapolis,
APC Minnesota,
USA
anti-GPVI 1A5 Immunoblot Meinrad P. | 1:10000
Gawaz
anti-GPVI FITC | 4C9 Durchflusszytometrie | Meinrad P.| 1:10000
Gawaz
anti-human 222722 | Durchflusszytometrie | R&D Systems, | 1:20
Furin 488 Minneapolis,
Minnesota,
USA
anti-phospho- - Immunoblot Cell Signaling | 1:750
Src (Tyr527) Technology,
Danvers,
Massachusett
s, USA
anti-phospho- - Immunoblot Cell Signaling | 1:1000
Zap-70 Technology,
(Tyr319)/Syk Danvers,
(Tyr352) Massachusett
s, USA
anti-PLCy2 - Immunoblot Cell Signaling | 1:750
Technology,
Danvers,
Massachusett
s, USA
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anti-phospho-
PLCy2
(Tyr1217)

Immunoblot

Cell Signaling
Technology,
Danvers,
Massachusett
s, USA

1:750

anti-a-Tubulin

DMA1a

Immunoblot

Cell Signaling
Technology,
Danvers,
Massachusett
s, USA

1:10000

anti-Src (32G6)

Immunoblot

Cell Signaling
Technology,
Danvers,
Massachusett
s, USA

1:750

anti-Syk
(D3Z1E)

Immunoblot

Cell Signaling
Technology,
Danvers,
Massachusett
s, USA

1:1000

anti-PAC-1
FITC

PAC-1

Durchflusszytometrie

BD
Biosciences,
Franklin
Lakes, NJ,
USA

1:10

Annexin V FITC

Durchflusszytometrie

ImmunoTools,

Deutschland

1:10

Sekundére Antikbrper

Folgende, in Tabelle 14 aufgeflihrten sekundaren Antikbrper wurden im Rahmen der

Versuche dieser Dissertation verwendet.
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Tabelle 14: Verwendete Sekundére Antikorper und deren Hersteller.

Bezeichnung Verwendung Hersteller Losung
Donkey anti-rabbit | Immunoblot Li-Cor Biosciences | 1:15000
IRDye 680RD GmbH, Nebraska,

USA
Goat anti-rat IRDye | Immunoblot Li-Cor Biosciences | 1:15000
800CW GmbH, Nebraska,

USA

2.1.6 Software
Folgende, in Tabelle 15 aufgefuhrte Software wurden im Rahmen dieser Dissertation

verwendet.

Tabelle 15: Verwendete Software und deren Hersteller.

Bezeichnung Hersteller

AggroLink 8 Chrono-Log Corp., Havertown, PA, USA

EndNote 20 Clarivate Analytics, London, UK

FACS Calibur Software BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA

FlowJo V.10.6.2 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA

GraphPad Prism 9.1.2 Graphpad Prism Software, La Jolla, CA,
USA

NIS-Elements AR 5.21.00 Nikon Instruments Europe BV,
Amsterdam, Niederlande

2.2 Methoden
Die nachfolgend beschriebene und durchgefiihrte experimentelle Studie einschlief3lich

der Isolation der Thrombozyten durch die Blutentnahme an gesunden Probanden ist
von der Ethikkommission der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen gepruft und
genehmigt (141/2018B02).
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2.2.1 Isolation von Thrombozyten
Die humanen Thrombozyten, welche fur die unten beschriebenen Versuche bendtigt

wurden, wurden aus acid citrate dextrose (ACD)-antikoaguliertem Vollblut isoliert. Das
vendse Vollblut entstammte freiwilligen und gesunden Probanden und wurde in einer
20 ml Spritze mit 4 ml aufgewarmtem ACD-Puffer abgenommen. Die Spritze wurde
vorsichtig invertiert, je 10 ml in ein 15 ml Falcon uberfuhrt und fir 20 min bei 206 xg
bei Raumtemperatur (RT) ohne Bremse zentrifugiert. Die weitere Zentrifugation

erfolgte abhangig von der angewendeten Methodik.

Fur die Durchflusszytometrie, die Aggregometrie und die in vitro Thrombusformation
wurde der hierbei entstandene Uberstand — platelet-rich-plasma (PRP) — mit einer
Pasteurpipette abgenommen und in ein 50 ml Falcon mit 35 ml Tyrode-Hepes-Puffer
pH 6,5 Uberfuhrt. Dies wurde fur 10 min bei 836 xg bei RT mit Bremse erneut

zentrifugiert.

FUr die Immunoblots wurde das abgesetzte PRP mit einer Pasteurpipette
abgenommen und in ein 50 ml Falcon mit 35 ml modifiziertem Tyrode-Hepes-Puffer
pH 6,5 ohne bovine serum albumin (BSA) Uberfuhrt. Dies wurde fir 10 min bei 836 xg

bei RT mit Bremse erneut zentrifugiert.

Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das entstandene Thrombozyten-Pellet in 250
pl Tyrode-Hepes-Puffer pH 7,4 resuspendiert. Fur die Immunoblots wurde modifizierter
Tyrode-Hepes-Puffer ohne BSA verwendet. Die Thrombozytenzahl wurde am Sysmex
bestimmt und dann auf die bendtigte Anzahl mit Tyrode-Hepes-Puffer pH 7,4 oder
modifiziertem Tyrode-Hepes-Puffer pH 7,4 eingestellt.

Die Uberflihrungs- und Resuspensionsschritte erfolgten sehr langsam und vorsichtig,

um eine vorzeitige Aktivierung der Thrombozyten zu verhindern.

2.2.2 Herstellung von Thrombozytenlysaten
Thrombozytenlysate wurden hergestellt, um den GPVI-Rezeptor und die Kinasen Syk,

Src und PLCy2 nach unterschiedlichen Behandlungen durch Immunoblots
nachzuweisen und darzustellen. Fir jede Probe wurden 12,5x107 isolierte
Thrombozyten in modifiziertem Tyrode-Hepes-Puffer pH 7,4 ohne BSA mit 1 mM CaClz

geldst und unterschiedlich behandelt.
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Fir die Hamin-induzierte Thrombozytenaktivierung wurden die Thrombozyten mit 25
MM Hamin far 30 min, 60 min und 120 min bei RT inkubiert. Um die inhibitorischen
Effekte von SSM3 zu erforschen, wurden die Thrombozyten, wenn indiziert, zunachst
mit 25 yM SSM3 fur 10 min prainkubiert, daraufhin folgte eine Hamin-induzierte

Thrombozytenaktivierung, wie oben beschrieben.

Um die Eigenschaften von Furin zu erforschen, wurden die isolierten Thrombozyten
mit 2 mM MgCl2 und 200 ng/ml rekombinanten humanen Furin fur 60 min bei 37° C

inkubiert.

Den Proben wurde zur Lyse RIPA-Puffer mit 1:100 verdinntem Proteaseinhibitor
Cocktail hinzugefugt und es erfolgte fir 10 min eine Inkubation auf Eis. AnschlieRend
erfolgte fir insgesamt 60 s eine Ultraschallbehandlung bei 40 W, 0,5 s Puls mit
Lagerung auf Eis alle 10 s. Die dabei entstandenen Zelltrimmer wurden flr 5 min bei
2.500 xg bei 4 °C abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und einer Bestimmung

der Proteinkonzentration unterzogen.

2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch anhand eines

Bradford-Assays. Hierzu wurden die hergestellten Lysate 1:10 verdinnt und mit dem
Bradford-Reagenz vermischt. Im Glomax wurde dann die Verschiebung des
Absorptionsspektrums von 470 nm zu 595 nm gemessen. Eine Proteinstandardkurve
dient der quantitativen Berechnung des Proteingehalts der Lysate. Die

Proteinbestimmung erfolgte fir jede Probe in Doppelbestimmung.

2.2.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem molekularen Gewicht wurde eine SDS-

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-Page) verwendet.

Hierzu wurde jede Probe 1:4 mit 5x Ladepuffer mit pB-Mercaptoethanol (Lammli)
verdinnt und durch Inkubation fir 10 min bei 96 °C denaturiert. Durch die negative
Ladung des Natriumdodecylsulfats wurde die Eigenladung der denaturierten Proteine
Uberdeckt, was eine anschlieBende Auftrennung nach Grdélke durch elektrische
Spannung ermoglicht. Daraufhin wurden die Proben bis zur Verwendung bei -20 °C
gelagert.
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Die verwendeten Polyacrylamidgele bestehen aus einem 5 %igen Sammelgel und

einem 8 %igen Trenngel (Tabelle 16 und 17) und wurden flir jeden Versuch frisch

hergestellt.

Tabelle 16: Zusammensetzung 2x Sammelgel 5 %.

Substanzen Volumen
Aqua dest. 6,8 ml

1 M Tris/HCI pH 6,8 1,25 ml
Acrylamid/bis-acrylamid (30 %) 1,70 ml
SDS 10 % 100 pl
APS 10 % 100 pl
TEMED 10

Tabelle 17: Zusammensetzung 2x Trenngel 8 %.

Substanzen Volumen
Aqua dest. 9,30 ml
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 5,00 ml
Acrylamid/bis-acrylamid (30 %) 5,30 ml
SDS 10 % 200 pl
APS 10 % 160 pl
TEMED 20 pl

Im Sammelgel werden die Proteine der Probe zunachst fokussiert, bevor dann die
Auftrennung nach molekularem Gewicht im Trenngel erfolgt. APS 10 % und TEMED
dienen hierbei als Polymerisationsinitiator und wurden erst unmittelbar vor dem
Gielten der Gele hinzugegeben. Zum GieRen des Gels wurden 1,5 mm dicke
Plastikkassetten verwendet und nach Zusammenpipettieren der Chemikalien und
vorsichtigem Mischen zunachst das Trenngel mit einer Pasteurpipette gegossen und
mit Isopropanol uberschichtet. Nach 30 min Polymerisationszeit wurde das
Isopropanol abgegossen und das Sammelgel mittels einer Pasteurpipette Uber das

Trenngel geschichtet. Die Geltaschen wurden durch einen in diesem Schritt
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eingefugten Kamm geformt. Die gegossenen Gele wurden Uber Nacht bei 4 °C in einer

feuchten Kammer gelagert.

Zur Durchfuhrung der Elektrophorese wurden die Proben aufgetaut und kurz
anzentrifugiert. Die Gelkassetten wurden in eine Elektrophorese-Kammer eingebaut
und nach Entfernen des Kamms wurden die Geltaschen mit 1x Laufpuffer gesplilt.
Daraufhin wurden die Geltaschen mit 5 ul Precision Plus Protein Standard (Bio-Rad)
oder 75 ug Protein der Proben befullt. Damit die Proben in der Elektrophorese gerade
laufen, wurden alle Geltaschen mit 1x Ladepuffer auf das gleiche Volumen aufgefullt.
Die Elektrophorese-Kammer wurde fir etwa 30 min an eine Spannung von 80 V
angelegt. Nachdem die Lauffront das Trenngel erreichte, wurde fir circa 90 min die
Spannung auf 120 V erhoht, bis die Proben die Lauffront vollstandig durchlaufen

haben.

2.2.5 Proteinnachweis durch Immunoblot-Analyse
Durch Immunoblot-Analyse werden die durch eine SDS-Page aufgetrennten Proteine

mittels spezifischer Antikdrper detektiert und durch eine chemolumineszente
Enzymreaktion sichtbar gemacht. Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefuhrten
Immunoblots wurden in der Wet-Blot-Technik angefertigt. Die hydrophobe PVDF-
Membran wurde flr 5 min in Methanol aquilibriert. AnschlieRend wurde von der Anode
zur Kathode ohne Lufteinschluss zuerst ein Filter, dann die Membran, daraufhin das
Gel und zuletzt erneut ein Filter gestapelt. Hierdurch wanderten die Proteine beim
Anlegen von Spannung vom Gel zur Membran in Richtung Anode. Hierzu wurden die
Proteine unter Kihlung durch einen Kihlakku fir 65 min (GPVI, sGPVI, Syk, Src) bis
zu 70 min (PLCy2) bei 100 V auf die Membran transferiert.

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Membranen flr 60 min auf
dem Rotationsschuttler bei RT in 5% BSA in Tris-Tween-Buffered-Solution (TTBS)
blockiert. Daraufhin wurden die Membranen bei 4 °C Uber Nacht auf einem
Rollschittler mit dem entsprechenden primaren Antikorper geldst und entsprechend
der Konzentrationsangabe verdunnt in 3% BSA-TTBS inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit 10 ml TTBS wurde der entsprechende farbstoffmarkierte sekundare
Antikdrper (LI-COR IRDye) 1:15.000 in 3% BSA in TTBS verdunnt, dieser auf die
Membranen gegeben und fur 90 min bei RT auf dem Schuttler inkubiert. Um

Uberschussige Antikorper zu entfernen, wurden die Membranen erneut dreimalig mit

44



10 ml TTBS gewaschen und daraufhin fur 240 min zwischen zwei Filterpapieren im
Dunkeln vollstandig getrocknet. Die durch Antikorper markierten Proteine wurden

daraufhin im LICOR Odyssey detektiert und analysiert.

Ladekontrolle

Zur Kontrolle der beladenen Proteinmenge flr die spatere statistische Analyse erfolgte
eine Ladekontrolle mittels Aktin oder Tubulin. Hierzu wurden die Membranen 30 min
in TTBS rehydriert und anschlieRend zweimal mit 10 ml TTBS gewaschen. Primarer
Antikoérper gegen Aktin wurde 1:1.000 oder gegen Tubulin 1:10.000 in 3% BSA in
TTBS verdinnt, auf die Membranen gegeben und bei 4 °C Uber Nacht auf einem
Rollschuttler inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 10 ml TTBS wurde der
entsprechende farbstoffmarkierte infrarote sekundare Antikorper (LI-COR IRDye)
1:15.000 in 3% BSA in TTBS verdunnt, dieser auf die Membranen gegeben und fur 90
min bei RT auf dem Schdttler inkubiert. Um Uberschissige Antikérper zu entfernen,
wurden die Membranen erneut dreimalig mit 10 ml TTBS gewaschen und daraufhin far
240 min zwischen zwei Filterpapieren im Dunkeln getrocknet. Die durch Antikdrper
markierten Proteine wurden daraufhin im LICOR Odyssey detektiert und zur

statistischen Auswertung mit der Proteinmenge verrechnet.

2.2.6 Durchflusszytometrie humaner Thrombozyten
Die durchflusszytometrische Messung erfolgte fur samtliche Versuchsdurchfuhrungen

am Durchflusszytometer FACSCalibur™ der Firma Becton Dickinson. Fir die
anschlieRende Analyse der gesammelten Rohdaten wurde die FlowJo Software
V.10.6.2. eingesetzt.

Fir jede Probe wurden 1x108 isolierte Thrombozyten mit Dulbecco’s phosphate
buffered saline (PBS), welches 0,5 mM MgClz und 0,9 mM CaClz beinhaltet, und einem
fluoreszenzmarkierten Primarantikérper fir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
Verwendete Primarantikdrper waren hierbei anti-CD42b PE, anti-CD62P PE, anti-
CLEC-2/CLEC-1B APC, anti-GPVI FITC, anti-Furin 488, anti-Annexin V FITC. Die
ROS-Produktion wurde durch den Farbstoff 2’,7’-Dichlorfluoreszein-Diacetat (DCF
DA) bestimmt.
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Wo indiziert, wurden die isolierten Thombozyten zunachst fur 5 bis zu 30 min mit einem
Proteaseinhibitor vorinkubiert. Verwendete Proteaseinhibitoren mit entsprechenden
Konzentrationen waren hier: 5 min Prainkubation: 20 uM PP2, 20 yM PRT060318; 10
min Prainkubation: Proteaseinhibitor Cocktail 5871S 1:100, 1 pM Leupeptin
Hemisulfat, 1 yM Pepstatin A, 50 pg/ml Doxycyclin, 5uM CX-4945, 25 yM SSM3
trifluoroacetate, 25 yM Hexa-D-Arginin und 25 yM TAPI-0; 30 min Prainkubation; 100
MM GM6001, 10 uM GI254023X.

Die Aktivierung von isolierten Thrombozyten erfolgte mit den Stimuli Hamin, CRP-XL,
Thrombin und ADP zeitgleich zur Inkubation mit PBS und fluoreszierendem
Primarantikorper fur 30 min bei RT im Dunkeln. Die verwendeten Hamin
Konzentrationen betrugen von 1,5 bis 50 pM. Die verwendeten CRP-XL
Konzentrationen betrugen von 1,5 bis 50 upg/ml. Die verwendeten Thrombin-
Konzentrationen betrugen von 0,25 bis 1 U/ml. Die verwendeten ADP-Konzentrationen

betrugen von 5 bis 20 uM.

Nach dem Inkubationsintervall wurden die Proben mit 0,5 % Paraformaldehyd (PFA)
fixiert und eine Messung am FACSCalibur durchgefiihrt. Bei Versuchen mit ROS und
TMRE wurde die Thrombozytenaktivierung mit PBS gestoppt, bei Versuchen mit
Annexin V wurde die Thrombozytenaktivierung mit Annexin V-Puffer gestoppt und es

erfolgte eine direkte Messung am FACSCalibur.

2.2.7 In vitro Thrombusformation (Flusskammer)
Die Messung der in vitro Thrombusformation erfolgte am Fluoreszenzmikroskop Nikon

Eclipse Ti2-A mithilfe einer Flusskammer. Fir die anschlieRende Analyse der

gesammelten Rohdaten wurde die NIS-Elements AR Software eingesetzt.

Die Versuche zur Messung der Thrombusformation durch Verwendung der
Flusskammer sowie die hierzu erfolgte Probenherstellung und Analyse erfolgte durch
Dr. M. Kremser und wird lediglich zum besseren und vollstandigeren Verstandnis der

Daten hier aufgefthrt.

Deckglaser wurden mit 100 pg/ml Kollagenldsung beschichtet und fur 2 Stunden bei
RT inkubiert oder Uber Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Um unspezifische molekulare
Bindungen an das Kollagen zu verhindern, wurden die Deckglaser in 1% BSA in PBS
blockiert. Flr jede Probe wurden isolierte Thrombozyten 4:5 mit PBS mit Ca?* verdiinnt
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und daraufhin fur 10 min mit 0,5 yM des Fluorochroms 3,3°-Dihexyloxacarbocyanine
iodine (DiOCes) inkubiert. Um inhibitorische Effekte zu erforschen, wurden, wo indiziert,
die Proben mit 25 yM SSM3 fur 10 min oder mit 10 uM PP2 fir 5 min prainkubiert.
Nach Zugabe von 1 mM CaClz wurde, wo indiziert, 6,25 yM Hamin hinzugegeben, die
Flusskammer zusammengebaut und die Perfusion bei einer Flussrate von 500 s
durchgefluihrt. Die Flusskammer wurde nach erfolgter Perfusion mit PBS gespdlt, um
nicht adhasive Rickstadnde auszuwaschen. Pro Probe wurden Bilder in vier bis funf

unabhangigen Arealen angefertigt.

Als Abweichung vom Standardprotokoll wurden statt Vollblut isolierte Thrombozyten
verwendet, um das Binden und damit Neutralisieren von Hamin durch die
Plasmaproteine Haptoglobin, Hemopexin und Albumin zu verhindern [13, 22, 108,
177].

2.2.8 Lichttransmissionsaggregometrie
Die aggregometrische Messung erfolgte flr samtliche Versuchsdurchfiihrungen am

Lichttransmissionsaggregometer 490 X der Firma Chrono-Log Corp.. Fir die
anschlieende Analyse der gesammelten Rohdaten wurde die AggroLink8 Software

eingesetzt.

Fir jede Probe wurden 4x107 isolierte Thrombozyten mit 100 ug/ml Fibrinogen, 2 mM
CaClz und 0,5 mM MgCl2 bei 37 °C in einer Glaskivette mit Ruhrfisch inkubiert. Wo
indiziert, wurden die isolierten Thrombozyten zuvor mit SSM3, in Konzentrationen von
6,25 uM bis 25 uM, oder 1 uM Leupeptin fir 10 min oder alternativ mit 20 yM PP2 oder
20 yM PRT060318 fir 5 min bei 37 °C prainkubiert.

Nach Kalibrierung wurde als Aggregationsstimulus entweder 25 yM Hamin oder 1
pMg/ml CRP-XL hinzugegeben und daraufhin fir 7 min bei 37 °C und 1.000 rpm die
Aggregation gemessen. Das Mal} der Aggregation wurde anhand der prozentualen
Veranderung der ursprunglich durchgelassenen Lichtmenge im Vergleich zur

Lichtmenge nach Hinzufiigen des Aggregationsstimulus berechnet.

2.2.9 Statistik
Die im Rahmen der Versuche erhobenen Daten werden nachfolgend als

arithmetischer Mittelwert + Standardabweichung (S.D.) wiedergegeben. Deren
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statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung der Statistiksoftware GraphPad
Prism der Firma GraphPad Sotfware Inc.. Die Daten der Versuche wurden jeweils
komplett und ohne die Anwendung von Ein- oder Ausschlusskriterien analysiert. Die
statistische Auswertung mehrerer (>2) unabhangiger Gruppen wurde mittels einer
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA, anaysis of variance) oder einer mixed-effects
Analyse mit einem Tukey’'s Test, Dunnett's Mehrfachvergleichstest oder Sidak's
Mehrfachvergleichstest als Post-hoc-Test durchgeflihrt. Fur die Signifikanzanalyse
zweier unabhangiger Gruppen wurde ein gepaarter oder ungepaarter t-Test, je nach
experimentellem Aufbau, herangezogen. Das Signifikanzniveau wurde als * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001 und **** p<0,0001 definiert. n gibt die Anzahl der durchgefiihrten
Versuche mit Thrombozyten von unterschiedlichen Probanden innerhalb einer

Untersuchung an.
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3 Ergebnisse

Teile der Ergebnisse der vorliegenden Dissertationsschrift wurden bereits in der
Publikation veroffentlicht: The Subtilisin-Like Protease Furin Regulates Hemin-

Dependent Ectodomain Shedding of Glycoprotein VI [66].

3.1 Abhangigkeit der Hamin-induzierten Thrombozytenaktivierung,
Aggregation und in vitro Thrombusformation vom ITAM-
Signalweg abwarts von GPVI und CLEC-2

3.1.1 Hamin-induzierte Thrombozytenaktivierung
Um den Einfluss von Hamin im Vergleich zu klassischen Agonisten wie CRP-XL auf

Thrombozyten zu untersuchen, wurden zunachst Durchflusszytometrieexperimente
mit ruhenden und aktivierten Thrombozyten durchgefuhrt. Nach Inkubation mit den
aktivierenden Agonisten 6,25 uM Hamin und 1 pg/ml CRP-XL, erfolgte eine Farbung
der Thrombozyten mit Antikbrpern gegen P-Selektin, GPVI, GPIb und GPIIb/llla, um

deren Oberflachenexpression zu detektieren.
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Abbildung 7: Héamin-induzierte Thrombozytenaktivierung. Statistische Analyse
der Oberflachenexpression verschiedener Rezeptoren auf Thrombozyten nach
Stimulation mit 6,25 uM Hémin oder 1 ug/ml CRP-XL im Vergleich zu unstimulierten
Thrombozyten (Kontrolle). A Als Antikérper wurde a-CD62P PE verwendet, welcher
die Degranulation der a-Granula widerspiegelt (n=6). B Als Antikérper wurde a-GPIb
PE verwendet (n=6). C Als Antikbérper wurde «a-GPlIb/llla FITC, welcher als
Aktivierungsmarker dient, da der Antikbrper nur an die aktivierte Form des GPIIb/llla
binden kann. (n=12). D Als Antikérper wurde a-GPVI FITC verwendet (n=12). Details:
Dargestellt:  Mittelwert + S.D.;  Statistik: one-way  ANOVA, Tukey’s
Mehrfachvergleichstest; Statistik fiir jede Probe bezieht sich auf die Kontrolle ¥;
ns=nicht signifikant;, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

Sowohl Hamin (Kontrolle versus Hamin: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 46,42+14,61
% vs. 865,7£71,24 %, p<0,0001) als auch CRP-XL (Kontrolle versus CRP-XL.:
arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 46,42+14,61 % vs. 1.125+78,18 %, p<0,0001) fUhren
zu einer signifikant erhdhten P-Selektin Oberflachenexpression im Vergleich zur
Kontrolle, da es durch Aktivierung zur Degranulation der a-Granula kommt (Abbildung
7A). Hamin (Kontrolle versus Hamin: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 16,49+11,84 %
vs. 639+63,98 %, p<0,0001) und CRP-XL (Kontrolle versus CRP-XL: arithmetischer
Mittelwert + S.D.: 16,49£11,84 % vs. 618,5£170 %, p<0,0001) fUhrten ebenfalls zu
einer signifikant erhéhten Oberflachenexpression des GPlIb/llla Rezeptors (Abbildung
7B). Hierbei dient der Antikdrper a-GPlIb/llla FITC als Aktivierungsmarker, da dieser
nur an die aktivierte Form des Rezeptors GPIIb/llla binden kann. Im Gegensatz hierzu
fuhrt Hamin, jedoch nicht CRP-XL zu einer signifikanten Verminderung der
Oberflachenexpression von GPIb (Kontrolle versus Hamin: arithmetischer Mittelwert +
S.D.: 1.673x111,7 % vs. 1.1541171,1 %, p=0,0007; Kontrolle versus CRP-XL:
arithmetischer Mittelwert + S.D.: 1.673x111,7 % vs. 1.501£169,1 %, p=0,08)
(Abbildung 7C). Sowohl Hamin als auch CRP-XL I6sen eine signifikante Verminderung
der GPVI Oberflachenexpression aus (Kontrolle versus Hamin: arithmetischer
Mittelwert £ S.D.: 22,53+11,95 % vs. 12,5+7,41 %, p=0,005; Kontrolle versus CRP-XL.:
arithmetischer Mittelwert + S.D.: 22,53£11,95 % vs. 19,5519,95 %, p=0,03) (Abbildung
7D).

3.1.2 Hamin-induzierte Thrombozytenaggregation
Um die funktionellen Aspekte von Hamin auf Thrombozyten zu bestimmen, wurde die

Lichttransmissionsaggregation von isolierten Thrombozyten nach Aktivierung mit

Hamin und CRP-XL bestimmt. Isolierte Thrombozyten wurden mit 2 mM CaClz und
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100 pg/ml Fibrinogen bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end wurden die Proben mit 25 yM
Hamin oder 1 ug/ml CRP-XL aktiviert und die Aggregation fir 7 min gemessen. Hamin
fuhrte zu einer starken Aggregation der Thrombozyten von 81,24157 %
(arithmetischer Mittelwert £ S.D.). CRP-XL fuhrte ebenfalls zu einer Aggregation der
Thrombozyten von 68,1+16,8 % (arithmetischer Mittelwert + S.D.).
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Abbildung 8: Hamin-induzierte Aggregation von Thrombozyten. Obere Reihe
Représentative H&dmin- und CRP-XL-induzierte Thrombozytenaggregationskurve. Die
Proben wurden aus isolierten Thrombozyten, Fibrinogen und Kalzium hergestellt. Als
Héminkonzentration wurde 25 uM, als CRP-XL-Konzentration 1 ug/ml verwendet.
Untere Reihe Statistische Analyse der Hémin- und CRP-XL-induzierten
Thrombozytenaggregation. Details: n=7; Dargestellt: Mittelwert + S.D..
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3.1.3 Hamin-induzierte in vitro Thrombusformation
Der folgende Versuch wurde durch Dr. M. Kremser durchgefuhrt.

Um weitere funktionelle Aspekte von Hamin auf Thrombozyten zu bestimmen, erfolgte
die Perfusion von isolierten Thrombozyten aufimmobilisiertem Kollagen und die in vitro
Thrombusformation wurde bei Scherraten von 500 s-! durch Mikroskopie visualisiert
und bestimmt. Den isolieten Thrombozyten wurde CaCl2 hinzugegeben.
Anschlieend wurden die Proben mit Hamin in den Konzentrationen 1,56 yM bis 12,5

MM aktiviert. Die Aufnahmen zeigen die reprasentative in vitro Thrombusformation.

Auf Kontrollniveau sind vereinzelte, kleine Thromben sichtbar. Dies nimmt durch
Zugabe von Hamin in steigenden Konzentrationen stetig zu. Bereits 1,56 yM Hamin
zeigt vereinzelte groRere Thromben, bei 3,1 pM sind bereits mehrere
Aggregatformationen der Thrombozyten sichtbar. Die beiden hoéchsten
Haminkonzentrationen (6,25 und 12,5 pM) flhren zu einer ausgepragten,
groRflachigen Thrombenbildung. Statistisch induzierte Hamin in den Konzentrationen
6,25 M und 12,5 yM im Vergleich zu der Kontrolle ohne Hamin eine signifikant
erhdhte Thrombusformation (Kontrolle versus 6,25 puM Hamin: arithmetischer
Mittelwert £ S.D.: 1,15+ 0,31 % vs. 31,1 £ 11,6 %, p=0,035; Kontrolle versus 12,5 yM
Hamin: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 1,15 £ 0,31 % vs. 29,98 + 7,57 %, p=0,011).
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Abbildung 9: Hamin-induzierte Thrombusformation in vitro. Links
Repréasentative Aufnahmen der Thrombusformation durchgefiihrt mit isolierten
Thrombozyten. Die Proben wurden mit 1,66 uM bis 12,5 uM Hémin aktiviert. Skala:
100 uM Rechts Statistische Analyse der Thrombusformation (n=4). Details:
Dargestellt:  Mittelwert + S.D.;  Statistik:  one-way ANOVA, Dunnett’s
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Mehrfachvergleichstest; Statistik fiir jede Probe bezieht sich auf die Kontrolle ¥; ns =
nicht signifikant; * p<0,05.

3.1.4 Hiamin-induzierte Anderung des Phosphorylierungsgrades von Syk und
PLCy2
Um den Signalweg der Hamin-induzierten Aktivierung zu bestimmen, wurden

Immunoblots angefertigt bezlglich der Fragestellung, ob Hamin zur Phosphorylierung
von den Kinasen Syk und PLCy2 fuhrt und somit eine Aktivierung des ITAM-
Signalwegs von GPVI und CLEC-2 vorliegt. Hierzu wurden Lysate aus isolierten
Thrombozyten, aktiviert mit Hamin far 2,5 min in den Konzentrationen 3,1 uM und 25
MM, hergestellt. Fur die Herstellung der Immunoblots wurden Tyrosin-
Phosphorylierung-spezifische monoklonale Antikérper pSyk Y352 / Syk und PLCy2
Y1217 | PLCy2 verwendet. Diese detektieren eine Phosphorylierung an der
Tyrosinposition 352 wund 1.217. Hamin phosphoryliet Syk und PLCy2
konzentrationsabhangig, was indiziert, dass die ITAM-Signalkaskade von GPVI und
CLEC-2 durch Hamin aktiviert wird. Bereits eine Konzentration von 3,1 yM flihrt zur
Phosphorylierung von sowohl Syk als auch PLCy2, eine Erhéhung der Hamin-
Konzentration auf 25 uM fuhrt zur weiteren zur Verstarkung der Phosphorylierung von
Syk und PLCy2. Die gezeigte Hamin-induzierte Phosphoryierung der Kinasen Syk und
PLCy2 lasst somit auf eine Hamin-abhangige Aktivierung des ITAM-Signalweges
abwarts von GPVI und CLEC-2 schlief3en.
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Abbildung 10: Hamin-induzierte Anderung des Phosphorylierungsgrads von
Syk und PLCy2. A Représentativer Immunoblot, der die Hadmin-induzierte Anderung

der Phosphorylierung von Syk darstellt. Die Lysate wurden aus isolierten
Thrombozyten, welche fiir 2,5 min mit 3,1 uM oder 25 uM uM Hamin inkubiert wurden,
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hergestellt. [B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. B Repréasentativer
Immunoblot, der die Hamin-induzierte Anderung der Phosphorylierung von PLCy2
darstellt. Die Lysate wurden aus isolierten Thrombozyten, welche fiir 2,5 min mit 3,1
UM oder 25 uM uM Hémin inkubiert wurden, hergestellt. B-Aktin wurde als
Ladekontrolle verwendet. Details: n=4.

3.1.5 Abhangigkeit der Hamin-induzierten Thrombozytenaggregation von Syk
und Src
Um die Relevanz der Kinasen Syk und Src und somit des ITAM-Signalwegs von GPVI

und CLEC-2 auf die Hamin-induzierte Aggregation von Thrombozyten zu bestimmen,
wurde die Lichttransmissionsaggregation von isolierten Thrombozyten bestimmt.
Isolierte Thrombozyten wurden fur 5 min entweder mit dem Src-Inhibitor PP2, in der
Konzentration 20 yM, oder mit dem Syk-Inhibitor PRT060318, in der Konzentration 20
MM, inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben mit 25 yM Hamin und 1 pg/ml CRP-
XL aktiviert und die Aggregation fur 7 min gemessen. Hamin als Kontrolle fuhrte zu
einer starken Aggregation der Thrombozyten von 79,93+6,93 % (arithmetischer Mittel
+ S.D.). Diese Aggregation konnte durch Behandlung mit sowohl PP2 als auch
PRT060318 signifikant reduziert werden (Kontrolle versus PP2: arithmetischer
Mittelwert £ S.D.: 79,93%6,93 % vs. 0,68+0,35 %, p=0,001; Kontrolle versus
PRT060318: arithmetischer Mittelwert+tS.D.: 79,9316,93 % vs. 2,07£1,68 %,
p=0,0002). CRP-XL als Kontrolle flihrte zu einer Aggregation der Thrombozyten von
70,98+14,19 % (arithmetischer Mittel £ S.D.). Diese Aggregation konnte ebenfalls
durch Behandlung mit sowohl PP2 als auch PRT060318 signifikant reduziert werden
(Kontrolle versus PP2: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 70,98£14,19 % vs. 6,7114,74
%, p=0,002; Kontrolle versus PRT060318: arithmetischer Mittelwert + S.D.:
70,98+14,19 % vs. 2,9+1,38 %, p=0,01). Um eine Beeinflussung des Lésungsmittels
DMSO der Inhibitoren PP2 und PRT060318 auszuschliellen, erfolgte eine
Lésungsmittelkontrolle (Kontrolle versus PP2: arithmetischer Mittelwert + S.D.:
79,93+6,93 % vs. 82,93+4,2 %, p=0,37). Die vollstdndige Hemmung der Hamin-
induzierten Aggregation durch PP2 und PRT060318 lasst somit auf eine Korrelation
der Hamin-abhangigen Aggregation und des ITAM-Signalweges abwarts von GPVI
und CLEC-2 schliel3en.
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Abbildung 11: Beeinflussung der Héamin-induzierten Aggregation von
Thrombozyten durch Syk und Src. A Obere Reihe Repréasentative Hamin-induzierte
Thrombozytenaggregationskurve. Die Proben wurden aus isolierten Thrombozyten,
Fibrinogen und Ca?* hergestellt. Die isolierten Thrombozyten wurden fiir 5 min
entweder mit 20 uM PP2 (Src-Inhibitor) oder mit 20 uM PRT060318 (Syk-Inhibitor)
vorinkubiert. Als Hdminkonzentration wurde 25 uM verwendet (n=4). Untere Reihe
Statistische Analyse der Hdmin-induzierten Thrombozytenaggregation (n=24). B Obere
Reihe Reprédsentative CRP-XL-induzierte Thrombozytenaggregationskurve. Die
Proben wurden aus isolierten Thrombozyten, Fibrinogen und Ca?* hergestellt. Die
isolierten Thrombozyten wurden fiir 5 min entweder mit 20 uM PP2 (Src-Inhibitor) oder
mit 20 uM PRT060318 (Syk-Inhibitor) vorinkubiert. Als CRP-XL-konzentration wurde 1
ug/ml verwendet (n=3). Untere Reihe Statistische Analyse der CRP-XL-induzierten
Thrombozytenaggregation (n=3). Details: Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik:
Mixed-effects Analyse, Tukey’s Mehrfachvergleichstest; Statistik fiir jede Probe
bezieht sich auf die Kontrolle ¥; ns=nicht signifikant; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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3.1.6 Abhangigkeit der Hamin-induzierten Thrombusformation in vitro von Src
Der folgende Versuch wurde durch Dr. M. Kremser durchgefuhrt.

Um die Relevanz von Src und somit des ITAM-Signalwegs von GPVI auf die Hamin-
induzierte Aktivierung von Thrombozyten zu bestimmen, erfolgte die Perfusion von
isolierten Thrombozyten auf immobilisietem Kollagen und die in vitro
Thrombusformation bei Scherraten von 500 s*' wurde durch Mikroskopie visualisiert
und bestimmt. Den isolierten Thrombozyten wurde CaClz2 hinzugegeben.
Anschlielend wurden die Proben mit 6,25 yM Hamin aktiviert und, wenn indiziert, mit
10 uM PP2 flr 5 min vorinkubiert.

Die Aufnahmen zeigen die in vitro Thrombusformation. Auf Kontrollniveau sind
vereinzelte, kleine Thromben sichtbar. Dies nimmt durch Zugabe von 6,25 yM Hamin
deutlich zu. Man sieht eine ausgepragte, grol¥flachige Thrombenbildung. Die Zugabe
vom Src-Inhibitor PP2 reduziert die Thrombenbildung fast vollstandig. Statistisch
induzierte Hamin im Vergleich zur Kontrolle ohne Hamin eine erhohte
Thrombusformation (Kontrolle versus 6,25 yM Hamin: arithmetischer Mittelwert + S.D.:
1,15+0,31 % vs. 31,1£11,6 %, p=0,041). Hemmung von Src durch PP2 reduzierte die
Hamin-induzierte Thrombusformation signifikant (6,25 yM Hamin versus 6,25 uM
Hamin + PP2: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 31,1£11,6 % vs. 0,53+0,13 %,
p=0,039). Als Versuchskontrolle wurden isolierte Thrombozyten mit 10 yM PP2 flar 5
min inkubiert. Dies flihrte ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme der in vitro
Thrombusformation im Vergleich zu den isolierten Thrombozyten (Kontrolle versus
PP2: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 1,15£0,31 % vs. 0,35+£0,07 %, p=0,02). Da sich
die Hamin-abhangige Thrombusformation durch den Src-Inhibitor PP2 vollstandig
hemmen lasst, deutet dies auch hier auf eine Abhangigkeit der in vitro

Thrombusformation vom ITAM-Signalweg abwarts von GPVI und CLEC-2 hin.
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Abbildung 12: Beeinflussung der Himin-induzierten Thrombusformation durch
Src in vitro. Links Reprédsentative Aufnahmen der Thrombusformation durchgefiihrt
mit isolierten Thrombozyten. Die Proben wurden behandelt mit 6,25 uM H&min und
vorinkubiert flir 5 min mit 10 uM PP2. Skala: 100 uM Rechts Statistische Analyse der
Thrombusformation (n=4). Details: Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik: one-way
ANOVA, Sidak's Mehrfachvergleichstest; * p<0,05.

3.2 Hamin-induziertes Ektodomanen-Shedding von GPVI

3.2.1 Hamin-Konzentrationsabhangigkeit der Oberflaichenexpression von P-
Selektin, GPIb und GPVI
Um den Effekt von Hamin und CRP-XL auf die Thrombozytenaktivierung zu

untersuchen, wurden im Anschluss verschiedene Konzentrationen der beiden
aktivierenden Agonisten verwendet und die Oberflachenexpression von P-Selektin,
GPVI und GPIb anhand der Durchflusszytometrie gemessen. Bei Haminstimulation
nahm die P-Selektin Oberflachenexpression in niedrigen Haminkonzentrationen
zunachst signifikant zu (Kontrolle versus 3,1 yM Hamin: arithmetischer Mittelwert +
S.D.: 102,1+64,87 % vs. 6759+162,3 %, p=0,0098). In hoheren
Haminkonzentrationen war die P-Selektin Oberflachenexpression jedoch signifikant
herabgesetzt (3,1 yM Hamin versus 25 yM Hamin: arithmetischer Mittelwert + S.D.:
675,9+162,3 %, vs. 36,9114,96, p=0,002). Bei der CRP-XL-Stimulation nahm die P-
Selektin-Oberflachenexpression konzentrationsunabhangig zu (Kontrolle versus 1,6
pug/ml CRP-XL: arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 145,5£109,2 % vs. 849,5£76,8 %,
p=0,02; Kontrolle versus 25 ug/ml CRP-XL: arithmetischer Mittelwert £ S.D.:
145,5+£109,2 % vs. 808,8+94,42 %, p=0,04) (Abbildung 13A).
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Auf die Stimulation mit Hamin blieb die GPVI-Oberflachenexpression in niedrigen
Konzentrationen zunachst unverandert (Kontrolle versus 3,1 uM Hamin: arithmetischer
Mittelwert + S.D.: 28,44+6,34 % vs. 28,15+6,19 %, p=0,9), wohingegen in hdheren
Haminkonzentrationen, parallel zu P-Selektin, die GPVI-Oberflachenexpression
signifikant verringert war (Kontrolle versus 25 yM Hamin: arithmetischer Mittelwert +
S.D.: 28,4446,34 % vs. 2,6910,31 %, p<0,0001). Bei CRP-XL-Stimulation blieb die
GPVI Oberflachenexpression konzentrationsunabhangig unverandert im Vergleich zur
Kontrolle. (Kontrolle versus 1,6 ug/ml CRP-XL: arithmetischer Mittelwert + S.D.:
30,85+6,67 % vs. 33,6315,09, p=0,4; Kontrolle versus 25 uyM: arithmetischer Mittelwert
+ S.D.: 30,85+6,67 % vs. 28,5516,21, p=0,7) (Abbildung 13B).

Bei der Haminstimulation nahm die GPIb-Oberflachenexpression mit steigender
Haminkonzentration signifikant ab (Kontrolle versus 6,25 yM Hamin: arithmetischer
Mittelwert + S.D.: 1.656+108,4 % vs. 1.206+103,5 %, p=0,01; Kontrolle versus 25 uM
Hamin: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 1.656+108,4 % vs. 9051£216,4 %, p=0,003).
Bei CRP-XL-Stimulation nahm die GPIb-Oberflachenexpression ebenfalls
konzentrationsunabhangig ab (Kontrolle versus 1,6 pg/ml CRP-XL: arithmetischer
Mittelwert £ S.D.: 1.642+151,9 % vs. 1.584168,32 %, p=0,99; Kontrolle versus 25
Mg/ml CRP-XL: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 1.642£151,9 % vs. 1.3831148,4 %,
p=0,04) (Abbildung 13C).

Die Haminstimulation fihrte somit in hohen Konzentrationen (>6,25 uM) bei allen drei

Rezeptoren, P-Selektin, GPVI und GPIb, zu einem Verlust der Oberflachenexpression.
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Abbildung 13: Hamin-Konzentrationsabhédngigkeit der Oberflichenexpression
von P-Selektin, GPIb und GPVI. A Statistische Analyse der Oberflachenexpression
von P-Selektin nach Aktivierung mit links Hadmin (n=6) und rechts CRP-XL (n=4). B
Statistische Analyse der Oberflichenexpression von GPVI nach Aktivierung mit links
Hémin (n=12) und rechts CRP-XL (n=11). C Statistische Analyse der
Oberfldchenexpression von GPIb nach Aktivierung mit links Hdmin (n=6) und rechts
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CRP-XL (n=5). Hdminkonzentationen wurden von 1,6 uM bis 50 uM und CRP-XL-
Konzentrationen von 1,6 ug/ml bis 50 ug/ml verwendet. Details: Dargestellt: Mittelwert
t+ S.D.; Statistik: one-way ANOVA, Tukey’s Mehrfachvergleichstest; Statistik flir jede
Probe bezieht sich auf die Kontrolle \; ns=nicht signifikant; * p<0,05.

3.2.2 Konzentrationsunabhangigkeit der Oberflachenexpression von CLEC-2
von Hamin
Um den Effekt von Hamin und CRP-XL auf die CLEC-2 Oberflachenexpression zu

untersuchen, wurden verschiedene Konzentrationen der beiden aktivierenden
Agonisten verwendet und die Oberflachenexpression durch Durchflusszytometrie
gemessen. Bei Haminstimulation erfolgte keine signifikante Veranderung der CLEC-2
Oberflachenexpression in den verwendeten Haminkonzentration (0 uM Hamin versus
25 yM Hamin: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 72,83+26,68 % vs. 71,82£15,17%,
p>0,99) Bei CRP-XL-Stimulation gab es ebenfalls keine Anderung der CLEC-2
Oberflachenexpression (0 pg/ml CRP-XL versus 1 ug/ml CRP-XL: arithmetischer
Mittelwert + S.D.: 72,83+26,68 % vs. 68,17+18,1%, p=0,96).
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Abbildung 14: Konzentrationsunabhangigkeit der Oberflichenexpression von
CLEC-2 von Hamin. Statistische Analyse der Oberflachenexpression von CLEC-2
nach Aktivierung mit links Hémin (n=3) wund rechts CRP-XL (n=3).
Héminkonzentationen wurden von 3,1 uM bis 25 uM und CRP-XL-Konzentrationen
von 0,25 ug/ml bis 1 ug/ml verwendet. Details: Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik:
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one-way ANOVA, Tukey’s Mehrfachvergleichstest; Statistik fiir jede Probe bezieht sich
auf die Kontrolle; ns=nicht signifikant.

3.2.3 Unabhangigkeit der Oberflachenexpression von GPVI von den CLEC-2-
Agonisten Fucoidan und Katacine
Um zu untersuchen, ob der Hamin-induzierte Verlust der GPVI-Oberflachenexpression

ein CLEC-2 Aktivierungs-spezifischer Effekt ist, wurden isolierte Thrombozyten mit den
CLEC-2 Agonisten Fucoidan und Katacine aktiviert und anschlieRend die
Oberflachenexpression durch Durchflusszytometrie erfasst. Sowohl Fucoidan, als
auch  Katacine induzierten keine signifikante Abnahme der GPVI-
Oberflachenexpression (0 pg/ml Fucoidan versus 50 ug/ml Fucoidan: arithmetischer
Mittelwert + S.D.: 31,42+12,46 % vs. 31,94+7,87%, p>0,99; 0 uM Katacine versus 30
MM Katacine: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 15,74+4,28 % vs. 20,33+3,81%,
p=0,75), wie in Abbildung 13B durch Hamin gezeigt (0 yM Hamin versus 12,5 uM
Hamin: arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 28,44+6,34 % vs. 4,66+£2,46%, p<0,0001).
Somit scheint der Hamin-induzierte Verlust der GPVI-Oberflachenexpression ein rein

Hamin-spezifisches Phanomen zu sein.
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Abbildung 15: Unabhéngigkeit der Oberflachenexpression von GPVI von den
CLEC-2-Agonisten Fucoidan und Katacine. Statistische Analyse der
Oberflachenexpression von GPVI nach Aktivierung mit A 10-50 ug/ml Fucoidan (n=5),
B 5-30 uM Katacine (n=4) und C 12,5 uM Hamin (n=12). Details: Dargestellt: Mittelwert
+ S.D.; Statistik: A Mixed-effects Analyse, Tukey’s Mehrfachvergleichstest B one-way
ANOVA, Tukey’s Mehrfachvergleichstest C gepaarter Student’s t-Test; Statistik flir
jede Probe bezieht sich auf die Kontrolle \; ns=nicht signifikant; * p<0,05, ****
p<0,0001.
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3.2.4 Hamin-induziertes Ektodomanen-Shedding von GPVI
Um die zuvor beschriecbene Abnahme der GPVI Oberflachenexpression auf

Haminstimulation zu erklaren, wurden Immunoblots von Lysaten aus humanen
isolierten Thrombozyten angefertigt. Die isolierten Thrombozyten wurden zuvor mit 25
MM Hamin far 30 min, 60 min oder 120 min inkubiert. GPVI ist ein 36,9 kDa schweres
Protein, welches sich glykosyliert zwischen 63 und 68 kDa befindet. Im reprasentativen
Immunoblot ist sichtbar, dass die GPVI-Bande bei ca. 65 kDa in einer zeitlichen
Abhangigkeit bei Haminstimulation abnimmt und eine korrespondierende GPVI-Bande
bei ca. 55 kDa sichtbar wird. Das 55 kDa GPVI Fragment stimmt mit der bereits
beschriebenen l6slichen Form des GPVI (sGPVI), welches durch Ektodoménen-
Shedding von ADAM10 und ADAM17 entsteht, Uberein. Die statistische Analyse zeigt
eine signifikante Zunahme des sGPVI sowie Abnahme des GPVI nach 60 min und 120
min (Kontrolle versus 60’ Hamin: arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 0,4+0,2 % vs.
1,58%0,53 %, p=0,025; Kontrolle versus 120’ Hamin: arithmetischer Mittelwert £ S.D.:
0,410,2 % vs. 2,0£0,9 %, p=0,03) (Abbildung 16). Diese deutet darauf hin, dass Hamin

konzentrationsabhangig Ektodomanen-Shedding von GPVI induziert.
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Abbildung 16: Hamin-induziertes Ektodomé&nen-Shedding von GPVI. Links
Repréasentativer Imnmunoblot, der das Hdmin-induzierte GPVI Ektodomé&nen-Shedding
darstellt. Die Lysate wurden aus isolierten Thrombozyten, welche fiir 30 min, 60 min
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oder 120 min mit 25 uM Hé&min inkubiert wurden, hergestellt. B-Aktin wurde als
Ladekontrolle verwendet. Rechts Statistische Auswertung der GPVI Spaltung, welche
in dem Immunoblot dargestellt ist (n=6). Details: Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik:
one-way ANOVA, Tukey’s Mehrfachvergleichstest; Statistik fiir jede Probe bezieht sich
auf die Kontrolle \¥; ns=nicht signifikant; * p<0,05.

3.3 Unabhangigkeit des Hamin-induzierten Ektodomanen-

Sheddings von GPVI von den ublichen Proteaseinhibitoren
Um herauszufinden, ob verschiedene Proteaseinhibitoren die Hamin-induzierte

Spaltung von GPVI hemmen kdnnen, wurden weitere durchflusszytometrische
Experimente durchgeflhrt. Isolierte Thrombozyten wurden zunachst fir 10 min oder
30 min mit einem Inhibitor vorinkubiert und anschlie3end fur 30 min mit Hamin aktiviert.
Die Proben wurden mit a-GPVI FITC gefarbt und anschlieRend im FACS die GPVI
Oberflachenexpression bestimmt. Der Breitbandspektrum-Inhibitor Protease Inhibitor
Cocktail (PIC) besteht aus 4-(2-Aminoethyl)benzolsulfonylfluorid (AEBSF), Aprotinin,
Bestatin, E64, Leupeptin und Pepstatin A und inhibiert hierdurch endogene Proteasen.
Der spezifische Inhibitor Leupeptin inhibiert Cystein-, Serin- und Threoninpeptidasen
wie z.B. Trypsin, Plasmin, Papain, Cathepsin B oder Endoproteinase Lys-C. Der
Aspartylproteaseinhibitor Pepstatin A inhibiert z.B. Pepsin, Cathepsin D und E. Weder
der Protease Inhibitor Cocktail (6,25 yM Hamin: Kontrolle versus PIC: arithmetischer
Mittelwert £ S.D.: 5,97+4,05 % vs. 8,41+5,53 %, p=0,2) noch Leupeptin (6,25 uyM
Hamin: Kontrolle versus Leupeptin: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 8,51+4,97 % vs.
6,77+1,54 %, p=0,47) oder Pepstatin (6,25 uM Hamin: Kontrolle versus Pepstatin A:
arithmetischer Mittelwert + S.D.: 8,51£4,97 % vs. 6,89+2,78 %, p=0,25) hatten einen
Effekt auf die Hamin-induzierte GPVI-Spaltung (Abbildung 17A-C).

Die bereits beschriebenen GPVI-Sheddasen ADAM 10 und ADAM17, gehoéren der
Familie der Metalloproteinasen an. Metalloproteinasen kénnen unspezifisch durch
Doxycyclin gehemmt werden. Interessanterweise wurde die Hamin-induzierte GPVI-
Spaltung durch Doxycyclin nicht inhibiert (6,25 yM Hamin: Kontrolle versus Doxycyclin:
arithmetischer Mittelwert £+ S.D.: 6,64+1,86 % vs. 6,07+2,0 %, p=0,56) (Abbildung
17D). Auch GM6001, ein MMP-Inhibitor mit Breitbandwirkung, (6,25 yM Hamin:
Kontrolle versus GM6001: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 16,5£3,72 % vs.
14,93+1,81 %, p=0,27) sowie GI254023X, ein spezifischer ADAM10-Inhibitor, (6,25
MM Hamin: Kontrolle versus G1254023X: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 15,43+2,69
% vs. 18,683,177 %, p=0,12) hatten keinen Effekt auf die Hamin-induzierte
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proteolytische Spaltung von GPVI (Abbildung 17E-F). Der Chelator EDTA hatte
ebenfalls keinen Effekt auf die Hamin-induzierte GPVI-Spaltung (6,25 yM Hamin:
Kontrolle versus EDTA: arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 15,1+2,67 % vs. 17,1+£3,38
%, p=0,29) (Abbildung 17G). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass keiner der
konventionellen Proteaseinhibitoren die durch Hamin ausgeloste Reduktion der GPVI

Oberflachenexpression verringern oder verhindern konnte.
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Abbildung 17: Unabhéngigkeit des Hamin-induzierten Ektodomanen-Sheddings
von GPVI von den iiblichen Proteaseinhibitoren. Statistische Analyse der GPVI
Oberflachenexpression nach Aktivierung mit Hdmin in Konzentrationen von 3,1 uM bis
25 uM. Die isolierten Thrombozyten wurden flir A-D 10 min oder E-G 30 min mit dem
entsprechenden Inhibitor vorinkubiert. A Protease Inhibitor Cocktail (PIC) 1:100 (n=3),
B 1 uM Leupeptin (n23), C 1 uM Pepstatin A (n=23), D 50 ug/ml Doxycyclin (n=4), E
100 uM GM6001 (n=4), F 10 uM GI254023X (n=4), G 25 uM EDTA (n=4). Details:
Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik: gepaarter Student’s t-test; Statistik fir jede
Probe bezieht sich auf die Kontrolle; ns=nicht signifikant.

Da fir P-Selektin ebenfalls eine Abnahme der Oberflachenexpression in hohen
Haminkonzentrationen (Abbildung 13A) zu beobachten war, wurde auch hier die
Oberflachenexpression nach Haminaktivierung in Zusammenhang mit der Behandlung
mit konventionellen Proteaseinhibitoren bestimmt. Weder der Protease Inhibitor
Cocktail (25 pyM Hamin: Kontrolle versus PIC: arithmetischer Mittelwert + S.D.:
26,62+4,65 % vs. 14,62+6,67 %, p=0,19) noch Leupeptin (6,25 uM Hamin: Kontrolle
versus Leupeptin: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 252,2+99,2 % vs. 209,8143,53 %,
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p=0,3), Pepstatin (6,25 yM Hamin: Kontrolle versus Pepstatin A: arithmetischer
Mittelwert £ S.D.: 252,2+99,2 % vs. 200,4+70,29 %, p=0,25) oder Doxycyclin (6,25 yM
Hamin: Kontrolle versus Doxycyclin: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 131,8+38,48 %
vs. 109,3t45,44 %, p=0,46) hatten einen reduzierenden Effekt auf die
konzentrationsabhangige Hamin-induzierte Abnahme der P-Selektin
Oberflachenexpression (Abbildung 18A-D). Der Protease Inhibitor Cocktail fuhrte zu
einer signifikanten Reduktion der P-Selektin-Oberflachenexpression bei 6,25 uM
Hamin und konnte daher einen hemmenden Effekt auf die Degranulation haben (6,25
MM Hamin: Kontrolle versus PIC: arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 284,31£15,46 % vs.
53,75+9,19 %, p=0,004).
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Abbildung 18: Unabhangigkeit des Hamin-induzierten Abnahme der P-
Selektion-Oberflachenxpression von GPVI von den tiblichen
Proteaseinhibitoren. Statistische Analyse der P-Selektin-Oberflachenexpression
nach Aktivierung mit Hdmin in Konzentrationen von 6,25 uM bis 25 uM. Die isolierten
Thrombozyten wurden fiir 10 min mit dem entsprechenden Inhibitor vorinkubiert. A PIC
1:100 (n=3), B 1 uM Leupeptin (n=6), C 1 uM Pepstatin A (n=6), D 50 ug/ml Doxycyclin
(n=4). Details: Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik: gepaarter Student’s t-Test;
Statistik fiir jede Probe bezieht sich auf die Kontrolle, ns=nicht signifikant; * p<0,05; **
p<0,01.
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3.3.1 Unabhangigkeit der Hamin-induzierten Spaltung von GPVI von Syk und
Src
Der folgende Versuch wurde in Zusammenarbeit mit Z. Laspa durchgefihrt.

Um herauszufinden, ob die durch Hamin induzierte Spaltung von GPVI abhangig vom
ITAM-Signalweg abwarts von GPVI und CLEC-2 und somit von den Kinasen Src und
Syk ist, wurde die GPVI-Oberflachenexpression nach Behandlung der Thrombozyten
durch Durchflusszytometrie bestimmt. Isolierte Thrombozyten wurden zunachst fir 5
min mit 20 yM des Src-Inhibitors PP2 und 20 uyM des Syk-Inhibitors PRT060318
vorinkubiert und anschlief3end fur 30 min mit Hamin aktiviert. Die Proben wurden mit
a-GPVI FITC gefarbt und anschlielend im FACS die GPVI-Oberflachenexpression
bestimmt. Weder der Src-Inhibitor PP2 (6,25 yM Hamin: Kontrolle versus PIC:
arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 3,56+0,99 % vs. 3,1£0,54 %, p=0,4) noch der Syk-
Inhibitor PRT060318 (6,25 M Hamin: Kontrolle versus Leupeptin: arithmetischer
Mittelwert £ S.D.: 3,25+0,83 % vs. 3,15£0,54 %, p=0,87) hatten einen Effekt auf die
Hamin-induzierte GPVI-Spaltung (Abbildung 19). Die Hamin-induzierte Abnahme der
GPVI-Oberflachenexpression scheint somit unabhangig von der ITAM-Signalkaskade
abwarts von CLEC-2 und GPVI zu sein.
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Abbildung 19: Unabhéngigkeit der Hidmin-induzierten Spaltung von GPVI von
Syk und Src. Statistische Analyse der GPVI Oberfléchenexpression nach Aktivierung
mit H&min in Konzentrationen von 3,1 uM bis 25 uM. Die isolierten Thrombozyten
wurden A mit 20 uM PP2 (Src-Inhibitor) und B 20 uM PRT060318 (Syk-Inhibitor) fir 5
min vorinkubiert. Details: n=4; Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik: gepaarter
Student’s t-Test; Statistik fir jede Probe bezieht sich auf die Kontrolle; ns=nicht
signifikant.
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3.4 Furin-Abhangigkeit des Hamin-induzierten Ektodomanen-
Sheddings von GPVI

3.4.1 Hamin-Konzentrationsabhangigkeit der Furin-Oberflachenexpression
Die subtilisin-like Protease Furin ist in Thrombozyten vorhanden und aktiviert die

Metalloproteinasen ADAM10 und ADAM17. Da ADAM10 und ADAM17 zum jetzigen
Stand die beiden bekannten Sheddasen fur GPVI sind und die Furin-Aktivierung und -
Oberflachenexpression bei aktivierten Thrombozyten erhoht ist, wurde im Folgenden

versucht, einen Zusammenhang zwischen Furin und Hamin bei Thrombozyten
herzustellen.

Isolierte Thrombozyten wurden mit Hamin in den Konzentrationen 3,1 yM bis 25 yM
und 1 pg/ml CRP-XL fur 30 min aktiviert und mit o-Furin 488 gefarbt. Die Furin
Oberflachenexpression wurde daraufhin durchflusszytometrisch bestimmt. Die Furin
Oberflachenexpression ist bei Aktivierung mit 25 uyM Hamin signifikant erhdht
(Kontrolle versus 25 yM Hamin: arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 71,4+42,1 % vs.
110,71£57,9 %, p=0,03), ebenso, wie bereits bekannt, bei der Aktivierung mit CRP-XL
(Kontrolle versus CRP-XL: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 71,4+42,1 % vs.
102,9456,59 %, p=0,026).
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Abbildung 20: Hamin-Konzentrationsabhédngigkeit der Furin-

Oberflachenexpression. Reprédsentatives Histogram und statistische Analyse der
Furin Oberflichenexpression von Thrombozyten nach Aktivierung mit Hamin in
Konzentrationen von 3,1 uM bis 25 uM und 1 ug/ml CRP-XL. Details: Dargestellt:
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Mittelwert £ S.D.; Statistik: one-way ANOVA; Tukey’s Mehrfachvergleichstest; Statistik
fiir jede Probe bezieht sich auf die Kontrolle ¥; ns=nicht signifikant; * p<0.05.

3.4.2 Beeinflussung der Hamin-induzierten Veranderung der GPVI-
Oberflachenexpression durch Furin
Um weiterhin herauszufinden, ob Furin das Hamin-induzierte Ektodomanen-Shedding

von GPVI reguliert, wurden isolierte Thrombozyten mit dem furinspezifischen Inhibitor
SSM3 trifluoroacetate (SSM3) 25 uM fir 10 min vorinkubiert und anschlieRend mit
aktivierenden Agonisten wie Hamin, Thrombin, CRP-XL und ADP fir 30 min aktiviert
sowie mit a-GPVI FITC und a-CD62P PE gefarbt. Daraufhin wurde die GPVI- und P-

Selektin Oberflachenexpression durchflusszytometrisch ermittelt.

Sowohl die GPVI als auch die P-Selektin Oberflachenexpression nahm bei steigender
Haminkonzentration ab, wie bereits in Kapitel 3.2.1 beschrieben (Abbildung 13A-B und
Abbildung 21A). Im Gegensatz hierzu blieb die GPVI sowie die P-Selektin
Oberflachenexpression bei Stimulation mit steigenden Konzentrationen der
aktivierenden Agonisten Thrombin, CRP-XL und ADP weitestgehend unverandert
(Abbildung 21B-D).

Im Gegensatz zu den zuvor getesteten Proteaseinhibitoren (Abbildung 17 und 18),
wurde der durch Hamin induzierte Verlust der GPVI-Oberflachenexpression durch
SSM3 signifikant reduziert (6,25 yM Hamin: Kontrolle versus SSM3: arithmetischer
Mittelwert £ S.D.: 6,5+1,7 % vs. 37,8+4,8 %, p=0,001). Hieraus ergibt sich, dass Furin
aktiv beim Hamin-induzierten Ektodomanen-Shedding von GPVI beteiligt ist
(Abbildung 21A).

Aus Abbildung 21A sowie zuvor aus Kapitel 3.2.1 folgt eine zweiphasige Veranderung
der P-Selektin-Konzentration auf Stimulation mit Hamin. Niedrige Konzentrationen
(<6,25 pyM Hamin) von Hamin erhdéhen die Degranulation und Aktivierung der
Thrombozyten und hierdurch die P-Selektion-Oberflachenexpression. Bei hdheren
Hamin-Konzentrationen (>6,25 yM Hamin) erfolgt ebenfalls eine starke Aktivierung der
Thrombozyten (Aggregometrie und Flusskammer), die Oberflachen-Expression von P-
Selektin nimmt jedoch ab, da es vermutlich ebenfalls zu einer Degradation des
Rezeptors kommt.

Um diese Hypothese zu testen, wurden auch inhibitorische Experimente mit SSM3
durchgefihrt, bei denen die Oberflachenexpression vom P-Selektin nach

Haminaktivierung bestimmt wurde. Die P-Selektin-Oberflachenexpression bei
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isolierten Thrombozyten, welche fur 10 min mit 25 yM SSM3 vorinkubiert wurden,

wurde durch Durchflusszytometrie bestimmt.

Analog zu GPVI wurde in den héheren Haminkonzentrationen 6,25 yM und 25 uM
durch 25 pM SSM3 die Abnahme der P-Selektin-Oberflachenexpression signifikant
reduziert (6,25 yM Hamin: Kontrolle versus SSM3: arithmetischer Mittelwert + S.D.:
162+34,02 % vs. 295,5+101,7 %, p=0,056; 25 yM Hamin: Kontrolle versus SSM3:
arithmetischer Mittelwert £+ S.D.: 19,08+1,98 % vs. 216,5+30,1 %, p<0,0001). Somit

wird die Degradation von P-Selektin gehemmit.

In der niedrigen Haminkonzentration 3,1 uM ist die P-Selektin-Oberflachenexpression
nach SSM3-Behandlung signifikant erniedrigt im Vergleich zur Kontrolle (3,1 uM
Hamin: Kontrolle versus SSM3: arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 420,4+69,19 % vs.
135,2+85,75 %, p=0,0027). Dies deutet an, dass SSM3 einen inhibitorischen Effekt auf

die Degranulation hat.

SSM3 hat keinen oder einen reduzierenden Effekt auf die GPVI- und P-Selektin-
Oberflachenexpression in Thrombozyten, die durch Thrombin stimuliert wurden (a-
GPVI FITC: 0,5 U/ml Thrombin: Kontrolle versus SSM3: arithmetischer Mittelwert +
S.D.: 60,18+5,37 % vs. 49,65+4,98 %, p=0,05; a-CD62P PE: 0,5 U/ml Thrombin:
Kontrolle versus SSM3: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 817+64,99 % vs. 912,8+135,2
%, p=0,2). Dieses Verhalten ist ebenfalls bei durch CRP-XL aktivierten Thrombozyten
zu sehen (a-GPVI FITC: 0,5 yg/ml CRP-XL: Kontrolle versus SSM3: arithmetischer
Mittelwert + S.D.: 33,7812,2 % vs. 25,73+2,02 %, p=0,002; a-CD62P PE: 0,5 pug/ml
CRP-XL: Kontrolle versus SSM3: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 648,8+172,3 % vs.
574+200 %, p=0,019). SSM3 hat auch keinen Effekt auf die GPVI- und P-Selektin-
Oberflachenexpression in Thrombozyten, die durch ADP stimuliert wurden (a-GPVI
FITC: 10 yM ADP: Kontrolle versus SSM3: arithmetischer Mittelwert + S.D.:
36,75£7,53 % vs. 357,16 %, p=0,3; a-CD62P PE: 10 yM ADP: Kontrolle versus
SSMa: arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 329,3+133,7 % vs. 236+£120,8 %, p=0,08).
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Abbildung 21: Beeinflussung der Hdmin-induzierten Verdanderung der GPVI-
Oberflachenexpression durch Furin. Statistische Analyse der Obere Reihe GPVI-
Oberflachenexpression und Untere Reihe P-Selektin-Oberflachenexpression nach
Aktivierung mit unterschiedlichen Agonisten. Die isolierten Thrombozyten wurden ftr
10 min mit dem Furininhibitor SSM3 vorinkubiert. A Aktivierung mit Hamin in
Konzentrationen vom 3,1 uM bis 25 uM Obere Reihe (n=4) Untere Reihe (n=4), B
Aktivierung mit Thrombin in Konzentrationen vom 0,25 U/ml bis 1 U/ml Obere Reihe
(n=4) Untere Reihe (n=4), C Aktivierung mit CRP-XL in Konzentrationen vom 0,25
ug/ml bis 1 ug/ml Obere Reihe (n=4) Untere Reihe (n=4), D Aktivierung mit ADP in
Konzentrationen vom 5 uM bis 20 uM Obere Reihe (n=4) Untere Reihe (n=4). Details:
Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik: gepaarter Student’s t-Test; Statistik fiir jede
Probe bezieht sich auf die Kontrolle; ns=nicht signifikant; * p<0,05, ** p<0,01; ***
p<0,001.

Um die optimale Wirkkonzentration von SSM3 zu bestimmen, wurde eine

Konzentrationsreihe von 50 nM bis 25 uM via Durchflusszytometrie durchgefuhrt.

Hierflr wurden isolierte Thrombozyten mit SSM3, in den Konzentrationen von 50 nM
bis 25 uM, fur 10 min vorinkubiert und anschlieend mit Hamin, in den Konzentrationen
3,1 uM bis 25 pM, flr 30 min aktiviert und mit a-GPVI FITC gefarbt.
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Abbildung 22: Konzentrationsreihe zur Ermittlung der SSM3-Konzentration.
Effekte von SSM3 in steigenden Konzentrationen (50 nM - 25 uM) auf das GPVI-
Shedding  induziert durch  H&min. Diese Ergebnisse  wurden  durch
Durchflusszytometrie erfasst, indem die Oberflichenexpression von GPVI nach
Aktivierung mit H&min bestimmt wurde. Die isolierten Thrombozyten wurden mit SSM3
in der ensprechenden Konzentration préainkubiert flir 10 min. Details: n=25; Dargestellt:
Mittelwert; Statistik: gepaarter Student’s t-Test; Statistik fiir jede Probe bezieht sich auf
die Kontrolle (6,25 uM Hémin /0 uM SSM3 - Pfeil versus 6,25 uM Hamin / 25 uM SSM3
**p<0,01; 25 uM Hémin / 0 uM SSM3 - Pfeilkopf versus 25 uM Hamin / 25 uM SSM3
* p<0,05); wenn nicht beschriftet, ist die Statisitk nicht signifikant.

Die GPVI Oberflachenexpression bei isolierten Thrombozyten, welche flir 10 min mit
verschiedenen Konzentrationen SSM3 vorinkubiert wurden, wurde durch die
Durchflusszytometrie bestimmt. Die unstimulierten Thrombozyten wiesen keine
wesentlichen Unterschiede in der GPVI-Oberflachenexpression auf
konzentrationsabhangige SSM3-Behandlung auf. Bei Stimulation der Thrombozyten
mit 3,1 pM Hamin flhrte keine SSMS3-Konzentration zu einer signifikanten
Veranderung der GPVI-Oberflachenexpression. Die durch 6,25 yM Hamin stimulierten
Thrombozyten wiesen in den SSM3-Konzentrationen von 50 nM bis 12,5 yM SSM3
keine signifikanten Veranderungen auf. SSM3 in einer Konzentration von 25 pM flhrte
zu einer signifikanten Erhohung der GPVI-Oberflachenexpression im Vergleich zur 0
MM SSM3-Kontrolle (6,25 uM Hamin / 0 uM SSM3 - Pfeil versus 6,25 pM Hamin / 25
MM SSM3 ** p<0,01). Die durch 25 yM Hamin stimulierten Thrombozyten wiesen in
den SSM3-Konzentrationen von 50 nM bis 12,5 yM SSM3 ebenfalls keine signifikanten

Veranderungen auf. SSM3 in einer Konzentration von 25 pM flhrte zu einer
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signifikanten Erhohung der GPVI-Oberflachenexpression im Vergleich zur 0 yM
SSM3-Kontrolle (25 yM Hamin / 0 uM SSM3 - Pfeilkopf versus 25 yM Hamin / 25 yM
SSM3 * p<0,05).

Somit lasst sich zusammenfassend sagen, dass es keine inhibitorischen Effekte von
SSM3 auf die Hamin-induzierte GPVI-Oberflachenexpression in den nM und niedrigen
MM Bereichen von SSM3 gibt. Eine SSM3 Konzentration von 25 yM fuhrt zur
signifikanten Verminderung der durch Hamin-induzierten Spaltung von GPVI und dient

als Arbeitskonzentration der weiteren Versuche.

In Kapitel 3.2.1 ist fur GPIb als weiterer Rezeptor ebenfalls eine Hamin-
konzentrationsabhangige Abnahme der Oberflachenexpression beschrieben. Aus
diesem Grund wurden Durchflusszytometrieexperimente durchgefuhrt, bei denen die
isolierten Thrombozyten mit Hadmin aktiviert und, wenn indiziert, mit SSM3 vorinkubiert
sowie mittels a-GPIb PE gefarbt wurden. Der durch Hamin induzierte Verlust der GPIb-
Oberflachenexpression wird durch SSM3 signifikant reduziert (25 uM Hamin: Kontrolle
versus SSM3: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 959,1£192,6 % vs. 1287+£165,0 %,
p=0,025).
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Abbildung 23: Effekt von SSM3 auf die GPIb Oberflichenexpression nach
Aktivierung mit Hamin. Statistische Analyse der GPIb-Oberflachenexpression nach
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Aktivierung mit Hémin in Konzentrationen von 3,1 uM bis 25 uM. Die isolierten
Thrombozyten wurden fir 10 min mit 25 uM SSM3 vorinkubiert (n23) Details:
Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik: ungepaarter Student’s t-Test; Statistik fiir jede
Probe bezieht sich auf die Kontrolle; ns=nicht signifikant; * p<0,05.

3.4.3 Beeinflussung des Hamin-induzierten Ektodomanen-Sheddings von GPVI
durch Furin
Die Rolle von Furin beim Hamin-induzierten Ektodomanen-Shedding von GPVI wurde

weiterhin im Rahmen von Immunoblots von Thrombozyten-Lysaten dargestellt. Die
isolierten Thrombozyten wurden zunachst, wenn indiziert, mit 25 yM SSM3 fir 10 min
vorinkubiert. AnschlieRend wurden die isolierten Thrombozyten mit 25 yM Hamin flr
30 min, 60 min oder 120 min inkubiert. Im reprasentativen Immunoblot ist sichtbar,
dass die GPVI-Bande bei ca. 65 kDa in einer zeitlichen Abhangigkeit bei
Haminstimulation abnahm und die korrespondierende sGPVI-Bande bei ca. 55 kDa
sichtbar wurde. Bei Behandlung mit SSM3 ist sichtbar, dass die GPVI-Bande in einer
zeitlichen Abhangigkeit bei Haminstimulation im Vergleich ohne Behandlung zunimmt
und die sGPVI-Bande abnimmt. Die statistische Analyse zeigt eine signifikante
Abnahme des sGPVI sowie Zunahme des GPVI nach 120 min (Hamin versus
Hamin+SSM3: arithmetischer MittelwertxS.D.: 1,9+1,0 % vs. 1,2+0,48 %, p=0,04)
(Abbildung 24).
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Abbildung 24: Beeinflussung des Hamin-induzierten Ektodoménen-Sheddings
von GPVI durch Furin. Links Reprdsentativer Immunoblot, der das von SSM3
beeinflusste Hémin-induzierte GPVI Ektodomé&nen-Shedding darstellt. Die Lysate
wurden aus isolierten Thrombozyten, welche fiir 30 min, 60 min oder 120 min mit 25
uM Hémin inkubiert wurden, hergestellt. Die isolierten Thrombozyten wurden zuvor mit
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25 uM SSM3 vorinkubiert. B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Rechts
Statistische Auswertung der GPVI Spaltung, welche in dem Immunoblot dargestellt ist
(n25). Details: Dargestellt: Mittelwert £+ S.D.; Statistik: gepaarter Student’s t-Test;
Statistik fiir jede Probe bezieht sich auf die Kontrolle; ns=nicht signifikant; * p<0,05.

Um die Bedeutung von Furin fur das Ektodomanen-Shedding von GPVI zu
verdeutlichen, wurden humane isolierte Thrombozyten mit rekombinantem humanen
Furin (rhFurin) fir 60 min inkubiert und anschlieBend Thrombozyten-Lysate
hergestellt. In dem reprasentativen Immunoblot wird deutlich, dass durch Zugabe von
rhFurin die GPVI-Bande bei ca. 65 kDa abnahm und die korrespondierende sGPVI-
Bande bei ca. 55 kDa zunahm. Die statistische Analyse zeigt eine signifikante
Zunahme des sGPVI sowie Abnahme des GPVI nach 60 min Inkubation mit rhFurin
(Kontrolle versus rhFurin: arithmetischer Mittelwert+S.D.: 0,8+0,1 % vs. 1,1£0,2 %,
p=0,04) (Abbildung 25). Hieraus kann gefolgert werden, dass Furin aktiv in das
Ektodomanen-Shedding von GPVI involviert ist.
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Abbildung 25: Induktion von Ektodoménen-Shedding von GPVI durch
rekombinantes humanes Furin. Links Reprédsentativer Immunoblot, der das von
Furin induzierte GPVI Ektodoménen-Shedding darstellt. Die Lysate wurden aus
isolierten Thrombozyten, welche fiir 60 min mit rekombinantem humanen Furin
inkubiert wurden, hergestellt. B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Rechts
Statistische Auswertung der GPVI Spaltung, welche in dem Immunoblot dargestellt ist
(n=4). Details: Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik: ungepaarter Student’s t-Test;
Statistik bezieht sich auf die Kontrolle; * p<0,05.
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3.4.4 Unabhangigkeit des Hamin-induzierten Ektodomanen-Sheddings von
GPVI von der CKIl
Die Protease Furin kann in verschiedenen Kompartimenten vorhanden sein: dem

TGN, der Zelloberflache und den Endosomen. Hierbei bestehen verschiedene Zyklen.
Furin wird durch die CKII phosporyliert, CKIl reguliert somit das Vorhandensein von
Furin in TGN und der Zelloberflache

In Kapitel 3.5 wurde Zunahme der Oberflachenexpression von Furin in Thrombozyten
durch Hamin beschrieben. Die Oberflachenexpression von Furin wird durch die CKI|
reguliert. Um den Einfluss der CKII auf die Hamin-abhangige GPVI-, P-Selektin- und
Furin-Oberflachenexpression zu erforschen, wurden isolierte Thrombozyten mit dem
CKIll-Inhibitor CX-4945 fur 10 min und 30 min vorinkubiert. AnschlielRend erfolgte die
Aktivierung durch Hamin, in den Konzentrationen 3,1 uM bis 25 yM, sowie die Farbung
mit a-GPVI FITC, a-CD62P PE und a-Furin FITC far 30 min. Die Bestimmung der
Oberflachenexpression erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Der CKIl-Inhibitor CX-
4945 hatte keinen Einfluss auf die Furin Oberflachenexpression, weder nach 10 min
noch nach 30 min Inkubation (Abbildung 26). Ebenfalls hat der CKIll-Inhibitor CX-4945
keinen Einfluss auf den Hamin-induzierten Verlust der Oberflachenexpression von
GPVI und P-Selektin (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Unabhéngigkeit des Hamin-induzierten Ektodoméanen-Sheddings
von GPVI von der CKIl. Obere Reihe Statistische Analyse der GPVI
Oberfldchenexpression nach Aktivierung mit H&min in Konzentrationen von 3,1 uM bis
25 uM. Rechts Die isolierten Thrombozyten wurden fiir 10 min mit 100 uM CX-4945
vorinkubiert. Links Die isolierten Thrombozyten wurde fiir 30 min mit 100 uM CX-4945
vorinkubiert. Mittlere Reihe Statistische  Analyse der  P-Selektin-
Oberfldchenexpression nach Aktivierung mit H&min in Konzentrationen von 3,1 uM bis
25 uM. Rechts Die isolierten Thrombozyten wurden fir 10 min mit 100 uM CX-4945
vorinkubiert. Links Die isolierten Thrombozyten wurde fiir 30 min mit 100 uM CX-4945
vorinkubiert. Untere Reihe Statistische Analyse der Furin-Oberflachenexpression
nach Aktivierung mit Hdmin in Konzentrationen von 3,1 uM bis 25 uM. Rechts Die
Isolierten Thrombozyten wurden fiir 10 min mit 100 uM CX-4945 vorinkubiert. Links
Die isolierten Thrombozyten wurde fiir 30 min mit 100 uM CX-4945 vorinkubiert.
Details: Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik: gepaarter Student’s t-Test; Statistik
bezieht sich fiir jede Probe auf die Kontrolle; ns=nicht signifikant; * p<0,05; ** p<0,01.
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3.4.5 Vermittlung des Hamin-induzierten Ektodomanen-Sheddings von GPVI
durch Furin unabhéangig von Syk und PLCy2
Um den Mechanismus von SSM3 auf das Hamin-induzierte GPVI-Shedding weiter zu

erforschen, wurden Immunoblots zur Beurteilung der Phosphorylierung von Syk und
PLCy2 angefertigt. Die genaue Fragestellung lautete hierbei: Ist der SSM3-Effekt auf
das GPVI-Shedding abhangig vom ITAM-Signalweg von GPVI und CLEC-27? Hierzu
wurden Lysate aus isolierten Thrombozyten, aktiviert mit 25 yM Hamin fir 2,5 min,
hergestellt. Wenn indiziert, wurden die Thrombozyten fir 10 min mit 25 yM SSM3
vorinkubiert. FUr die Herstellung der Immunoblots wurden Tyrosin-Phosphorylierung-
spezifische monoklonale Antikdrper pSyk Y352 / Syk und PLCy2 Y1217 / PLCy2
verwendet. Wie bereits in Kapitel 3.1.4 beschrieben, phosphoryliert Hamin Syk und
PLCy2 und aktiviert somit die ITAM-Signalkaskade von GPVI und CLEC-2. SSM3 hat
jedoch keinen Einfluss auf den Phosphorylierungsgrad sowohl von Syk als auch von
PLCy2, weder in der unstimulierten Kontrolle noch in der Aktivierung mit 25 yM SSM3.
Somit scheint das Furin-abhangige GPVI-Shedding, das durch Hamin ausgeldst wird,
unabhangig von dem GPVI/CLEC-2 ITAM-Signalweg zu sein.

A - + - + 25 yMSSM3 B - + - + 25 yM SSM3

+ + 25 yM Hamin - - + + 25 yM Hémin
o  =pSyk < pPLCy2
! <4=Syk <4 PLCy2
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Abbildung 27: Fehlender Einfluss von Furin auf die Héamin-induzierte
Phosphorylierung von Syk und PLCy2. A Représentativer Immunoblot, der die
Hamin-induzierte Anderung der Phosphorylierung von Syk und den Einfluss von SSM3
darstellt. Die Lysate wurden aus isolierten Thrombozyten, welche fir 2,5 min mit 3,1
UM oder 25 uM uM Hémin inkubiert wurden, hergestellt. Wenn indiziert, wurden die
isolierten Thrombozyten mit 25 uM SSM3 fiir 10 min vorinkubiert. B-Aktin wurde als
Ladekontrolle verwendet. B Représentativer Immunoblot, der die Hédmin-induzierte
Anderung der Phosphorylierung von PLCy2 und den Einfluss von SSM3 darstellt. Die
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Lysate wurden aus isolierten Thrombozyten, welche fiir 2,5 min mit 3,1 uM oder 25 uM
UM Hémin inkubiert wurden, hergestellt. Wenn indiziert, wurden die isolierten
Thrombozyten mit 25 uM SSM3 fir 10 min vorinkubiert. B-Aktin wurde als
Ladekontrolle verwendet. Details: n=4; Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik:
gepaarter Student’s t-Test; Statistik fiir jede Probe bezieht sich auf die Kotrolle;
ns=nicht signifikant.

3.5 Modulation der Thrombozytenfunktion durch Furininhibition

3.5.1 Beeinflussung der Hamin-induzierten Aggregation von Thrombozyten
durch Hamin
Um die funktionellen Aspekte von Furin auf die Hamin-induzierte Aktivierung von

Thrombozyten zu bestimmen, wurde die Lichttransmissionsaggregation von isolierten
Thrombozyten bestimmt. Isolierte Thrombozyten wurden fur 10 min mit SSM3, in den
Konzentrationen 6,25 yM bis 25 puM, inkubiert. Anschlieliend wurden die Proben mit
25 uyM Hamin oder 1 ug/ml CRP-XL aktiviert und die Aggregation flir 7 min gemessen.
Hamin fUhrte zu einer starken Aggregation der Thrombozyten von 81,2+16,8 %
(Kontrolle: arithmetischer Mittelwert + S.D.). Diese Aggregation konnte durch
Behandlung mit SSM3 signifikant reduziert werden (Kontrolle versus 25 yM SSM3:
arithmetischer Mittelwert + S.D.: 81,2+5,7 % vs. 4,0+2,0 %, p<0,0001). Die
Behandlung mit Leupeptin hatte keinen Effekt auf die Hamin-induzierte Aggregation
(Kontrolle versus Leupeptin: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 81,2+5,7 % vs. 82,219,2
%, p=0,999). CRP-XL fuhrte zu einer Aggregation der Thrombozyten von 68,1+16,8 %
(Kontrolle: arithmetischer Mittel £ S.D.). Diese Aggregation konnte durch Behandlung
mit SSM3 nicht reduziert werden (Kontrolle versus 25 yM SSM3: arithmetischer
Mittelwert £ S.D.: 68,1£16,8 % vs. 75,514,2 %, p=0,5). Die Behandlung mit Leupeptin
hatte ebenfalls keinen Effekt auf die CRP-XL-induzierte Aggregation (Kontrolle versus
Leupeptin: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 68,1+16,8 % vs. 63,02+22,09 %, p=0,69).
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Abbildung 28: Beeinflussung der Héamin-induzierten Aggregation von
Thrombozyten durch Hdmin. A Obere Reihe Repréasentative Hamin-induzierte
Thrombozytenaggregationskurve. Die Proben wurden aus isolierten Thrombozyten,
Fibrinogen und Kalzium hergestellt. Die isolierten Thrombozyten wurden fiir 10 min
entweder mit SSM3 in Konzentrationen von 6,25 uM bis 25 uM oder mit 1 uM
Leupeptin vorinkubiert. Als Hdminkonzentration wurde 25 uM verwendet (n25). Untere
Reihe Statistische Analyse der Hdmin-induzierten Thrombozytenaggregation (n=5). B
Obere Reihe Reprédsentative CRP-XL-induzierte Thrombozytenaggregationskurve.
Die Proben wurden aus isolierten Thrombozyten, Fibrinogen und Kalzium hergestellt.
Die isolierten Thrombozyten wurden fiir 10 min entweder mit 25 uM SSM3 oder mit 1
UM Leupeptin vorinkubiert. Als CRP-XL-Konzentration wurde 1 ug/ml verwendet (n=24).
Untere Reihe Statistische Analyse der CRP-XL-induzierten
Thrombozytenaggregation (n24). Details: Dargestellt: Mittelwert £ S.D.; Statistik: one-
way ANOVA; Tukey’s Mehrfachvergleichstest; Statistik fiir jede Probe bezieht sich auf
die Kontrolle ¥; ns=nicht signifikant; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

3.5.2 Furin beeinflusst die Hamin-induzierte in vitro Thrombusformation
Der folgende Versuch wurde durch Dr. M. Kremser durchgefuhrt.

Um die funktionellen Aspekte von Furin auf die Hamin-induzierte Aktivierung von

Thrombozyten zu bestimmen, erfolgte die Perfusion von isolierten Thrombozyten auf
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immobilisiertem Kollagen und die in vitro Thrombusformation bei Scherraten von 500

s wurde durch Mikroskopie visualisiert und bestimmt.

Hamin induzierte im Vergleich zur Kontrolle ohne Hamin eine erhohte
Thrombusformation (Kontrolle versus 6,25 yM Hamin: arithmetischer Mittelwert + S.D.:
0,02+0,02 % vs. 0,4+0,1 %, p=0,003). Hemmung von Furin durch SSM3 reduzierte die
Hamin-induzierte Thrombusformation signifikant (6,25 yM Hamin versus 6,25 yM
Hamin+SSMa3: arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 0,41£0,1 % vs. 0,02+0,01 %, p=0,005).
Als Versuchskontrolle wurden isolierte Thrombozyten mit 25 yM SSM3 fur 10 min

inkubiert. Dies flihrte zu keinem Effekt im Vergleich zu den isolierten Thrombozyten.
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Abbildung 29: Beeinflussung der Hamin-induzierten Thrombusformation in
vitro durch Furin. Links Reprédsentative Fluoreszenzaufnahmen  der
Thrombusformation durchgefiihrt mit isolierten Thrombozyten. Die Proben wurden
behandelt mit 6,25 uM Hamin und vorinkubiert fiir 10 min 25 uM SSM3. Skala: 200 uM
Rechts Statistische Analyse der Thrombusformation (n=5). Details: Dargestellt:
Mittelwert+- S.D. Statistik: one-way ANOVA, Tukey’s Mehrfachvergleichstest; Statistik
fiir jede Probe bezieht sich auf die Kontrolle ¥; ns=nicht signifikant; ** p<0.01.

3.6 Hamin-induzierte Produktion von ROS und Phosphatidylserin-
Oberflachenexpression und Modulation der ROS Produktion

durch Furin bei niedriger Himin-Konzentration
Um den Einfluss von Hamin auf die Produktion von ROS sowie die Beeinflussung

durch Furin zu bestimmen, wurden isolierte Thrombozyten mit dem Furin-Inhibitor
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SSM3 fur 10 min vorinkubiert. Anschlie3end erfolgte die Aktivierung durch Hamin, in
den Konzentrationen 3,1 uM bis 25 yM, sowie die Farbung mit Farbstoff DCF DA, um
ROS darzustellen fur 30 min. Die Bestimmung der Oberflachenexpression erfolgte
mittels Durchflusszytometrie. Wie bereits in der Literatur beschrieben, fuhrt Hamin
signifikant zur Produktion von ROS (0 yM Hamin Kontrolle versus 25 yM Hamin
Kontrolle: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 8,01+£1,75 % vs. 71,181£18,24 %, p=0,0047).
Interessanterweise fuhrt die Furin-Inhibition durch SSM3 zur Reduktion der ROS-
Produktion bei niedrigen Haminkonzentrationen (3.1 yM Hamin: Kontrolle versus
SSMa3: arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 28,4+8,96 % vs. 23,21+7,04 %, p=0,019; 6,25
MM Hamin: Kontrolle versus SSM3: arithmetischer Mittelwert £ S.D.: 59,6+£18,76 % vs.
38,1£14,86 %, p=0,015).

Der Furin-Inhibitor SSM3 hat jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die ROS-
Produktion bei Aktivierung der Thrombozyten durch 25 yM Hamin.

Um den Einfluss von Hamin auf die Oberflachenexpression von Phosphatidylserin und
somit der Einleitung der Apoptose sowie die Beeinflussung durch Furin zu bestimmen,
wurden isolierte Thrombozyten mit dem Furin-Inhibitor SSM3 fir 10 min vorinkubiert.
Anschliel3end erfolgte die Aktivierung durch Hamin, in den Konzentrationen 3,1 uM bis
25 uM, sowie die Farbung mit a-Annexin V FITC flr 30 min. Die Bestimmung der
Oberflachenexpression erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Wie bereits in der
Literatur beschrieben, fluhrt Hamin signifikant zur erhéhten Phosphatidylserin-
Oberflachenexpression reprasentiert durch die Annexin V-Bindung (0 uM Hamin
Kontrolle versus 25 yM Hamin Kontrolle: arithmetischer Mittelwert + S.D.: 1,68+0,28
% vs. 5,37+£2,04 %, p=0,028). Die Furin-Inhibition durch SSM3 hat keinen signifikanten
Effekt auf die Phosphatidylserin-Oberflachenexpression in Hamin-aktivierten

Thrombozyten.
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Abbildung 30: Hamin-induzierte Produktion von ROS und Phosphatidylserin-
Oberfldchenexpression und Modulation dieser durch Furin. A Statistische
Analyse der ROS-Oberflachenexpression nach Aktivierung mit Hémin in
Konzentrationen von 3,1 uM bis 25 uM und Vorinkubation der Thrombozyten mit 25
uM SSM3 fir 10 min (n=4). B Statistische Analyse der Annexin V-Bindung
reprdsentativ fir die Phophatidylserin-Expression nach Aktivierung mit Hamin in
Konzentrationen von 3,1 uM bis 25 uM und Vorinkubation der Thrombozyten mit 25
UM SSM3 (n=4). Details: Dargestellt: Mittelwert + S.D.; Statistik: gepaarter Student’s t-
Test; ns=nicht signifikant; * p<0,05; ** p<0,01.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse
Die Hauptergebnisse dieser Dissertation sind [66]:

i. Hamin induziert die Aktivierung von Thrombozyten sowie die in vitro
Thrombusformation auf immobilisiertem Kollagen.

i. Die Aktivierung der Thrombozyten mit Hamin verringert die
Oberflachenexpression des Kollagenrezeptors GPVI durch Ektodomanen-
Shedding.

iii. Das Hamin-induzierte Ektodomanen-Shedding von GPVI ist abhangig von Furin
und unabhangig von ADAM10 und ADAM17.

iv.  Das Furin-abhangige GPVI Ektodomanen-Shedding ist unabhangig vom
thrombozytenaktivierenden ITAM-Signalweg von GPVI und CLEC-2.

Die beschriebenen Ergebnisse im Rahmen dieser Dissertation implizieren, dass
Hamin, im Gegensatz zu anderen klassischen Thrombozytenagonisten wie CRP-XL,
ADP und Thrombin, eine Furin-abhangige Spaltung von GPVI induziert und
weiterfihrend zur Degradation zusatzlicher Oberflachenrezeptoren von Thrombozyten
fuhrt [66]. Dies kann ein wichtiger prothrombotischer Mechanismus in Krankheiten mit

umfangreicher Hamolyse sein [66].

4.2 Diskussion der Methoden
Die innerhalb dieser Dissertation durchgefihrte und aufgezeigte Studie stellt in Ganze

in vitro Versuche dar. Eine Uberprifung im Rahmen tierexperimenteller Versuche oder
Experimente in vivo ist nicht erfolgt. Die Ubertragung der gewonnenen Kenntnisse auf
die in vivo Situation, ebenso wie die Ableitung moglicher klinischer Konsequenzen
muss daher mit Vorsicht erfolgen und die Einschrankung des in vitro Versuchsaufbaus

berucksichtigen.

Zur Durchfuhrung der in den vorherigen Kapiteln beschriebenen Experimente, wurden
humane Thrombozyten von gesunden Probanden verwendet. Es scheint jedoch
denkbar, dass Thrombozyten in vivo im Falle von hamolytischen Krankheiten eine

veranderte Anfalligkeit gegenuber Furin sowie abgewandelte funktionelle Aspekte
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aufweisen. Mogliche Diskrepanzen zwischen Proben von gesunden Probanden und
Patienten mit hamolytischen Erkrankungen werden durch den vorliegenden
Versuchsaufbau nicht berlcksichtigt, sollten jedoch fur weitere Verwendungen der

Daten bedacht werden.

Fur die im Rahmen dieser Dissertation erfolgten Experimente, wurden isolierte
Thrombozyten eingesetzt. Der Grund hierfur sind die zu erforschenden intrinsischen
Eigenschaften und Reaktionen der Thrombozyten und des Kollagenrezeptors GPVI
auf Hamin ohne Beeintrachtigung durch die Umgebung wie das Blutplasma und der
darin enthaltenen Plasmaproteine und Koagulationsfaktoren [102]. Bei gesunden
Menschen werden freies Hamoglobin und Ham normalerweise von den
Plasmaproteinen Haptoglobin, Hamopexin sowie Albumin abgefangen, um die
schadlichen Auswirkungen extrazellularer Hamoglobinvarianten einzugrenzen [13, 22,
108, 177]. Fink et al. zeigte, dass in Versuchen mit Hamin und platelet poor plasma
(PPP) und Vollblut die Wirkung von Hamin auf die Thrombozyten praktisch nicht

vorhanden war [66].

Isolierte Thrombozyten wurden im Tyrode-HEPES-Puffer mit physiologischem pH-
Wert resuspendiert und beinhalten somit durch ihre Herstellung eine plasmaisotone
Kalziumkonzentration von 2 mM [47]. Im Rahmen der Thrombozytenforschung wird
alternativ PRP aus Citrat-antikoaguliertem Blut gewonnen [47, 102]. PRP weist eine
limitierte Stabilitat auf und beinhaltet Plasmaproteine, welche Experimente
beeinflussen kdnnen [47]. Es gilt somit zu berlcksichtigen, dass die im Rahmen dieser
Studie erfogten Experimente und die hieraus gewonnenen Erkenntnisse mit Sicherheit
lediglich auf isolierte Thrombozyten zutreffen. Interaktionen und Prozesse, die
physiologischerweise in vivo zwischen Thrombozyten und weiteren Zellarten, dem

Blutplasma und dessen Bestandteilen erfolgen, werden in dieser Studie nicht erfasst.

Jedoch kann insbesondere bei Patienten mit einer schweren hamolytischen Krise die
freie Haminkonzentration im Blutplasma auf bis zu 50 uM ansteigen [171, 214]. Es wird
somit  spekuliert, dass wahrend einer Hamolyse oder nach einer
muskelschadigungsinduzierten  Myoglobinfreisetzung (z.B. im Herz- oder
Skelettmuskel) die lokale Haminkonzentration in kleinen Gefallen die Pufferkapazitat
des Blutes Ubersteigt und es dadurch zu einer lokalisierten Wirkung von Hamin auf die
Thrombozytenaktivierung, -aggregation und Thrombusbildung kommen kann [66].
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Bezlglich der verwendeten Puffer wurden die Experimente so gestaltet, dass die
Versuchsbedingungen dem physiologischen System maoglichst nahekommen. Es gilt
jedoch zu berucksichtigen, dass die Thrombozyten bei Raumtemperatur isoliert und
inkubiert wurden. Messungen erfolgten ebenfalls, mit Ausnahme der
Lichttransmissionsaggregometrie, bei Raumtemperatur. Eine durchgehende Lagerung
sowie Verwendung der Thrombozyten bei 37 °C hatte einen wesentlich

umfangreicheren und erschwerten Versuchsaufbau erfordert.

Alle Experimente der jeweiligen Versuchsreihe fanden unter Einschluss von
Kontrollgruppen statt und wurden mehrfach mit Verwendung von Thrombozyten
verschiedener Probanden wiederholt. Dies dient dazu, dass verfalschte und
abweichede Messwerte erkannt werden und das Risiko fehlerhafter und ungultiger

Ergebnisse minimiert wird.

Zur Ergebnisfindung im Bereich des Themas dieser Dissertation fanden in der
Thrombozytenforschung etablierte und validierte Methoden ihre Anwendung [152,
173, 206, 263]. Die Durchflusszytometrie einschlieBlich der Fluoreszenzfarbungen ist
eine gangige Methode zur Zellvermessung und diente in dieser Dissertation dem
Nachweis und der Anzahl von bestimmten Oberflachenrezeptoren [19, 146, 232, 263].
Die Markierung der Thrombozyten mit Fluoreszenzfarbstoffen sowie die
durchflusszytometrische Messung wurden anhand von modifizierten und validierten
Protokollen durchgeflihrt. Bei der Lichttransmissionsaggregometrie sowie der in vitro
Thrombusformation handelt es sich um gangige und etablierte Methoden zur
funktionellen Untersuchung der Thrombozyten, welche nach modifizierten
Versuchsprotokollen durchgefuhrt wurden [35, 152, 173]. Bei der in vitro
Thrombusformation auf immobilisiertem Kollagen wurden als Abweichung vom
Standardprotokoll statt Vollblut isolierte Thrombozyten verwendet, um das Binden und
damit das Neutralisieren von Hamin durch die Plasmaproteine Haptoglobin,
Hemopexin und Albumin zu verhindern [13, 22, 108, 177]. Im Vergleich zu Vollblut, ist
die Aggregatformation der isolierten Thrombozyten weniger prominent. Dies kdnnte an
der herstellungsbedingten Entfernung der Kofaktoren sowie den Unterschieden in der
Viskositat zwischen Vollblut und wassrigen Losungen, wie isolierten Thrombozyten,
liegen. Immunoblots dienen dem Nachweis von Proteinen auf einer Tragermembran
und sind ebenfalls eine etablierte und gangige Methode in der Thrombozytenforschung
[206]. Zur Herstellung der Lysate fir die Immunoblots erfolgte abweichend vom
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Standardprotokoll die zusatzliche Sonifizierung der Proben, um eine effizientere Lyse

der Thrombozyten zu garantieren.

Thrombozytenstimulationsversuche durch Hamin weisen je nach Methode
unterschiedliche Inkubationsintervalle auf. Die durchgefluhrte Western-Blot-Analyse
weist erhohte Konzentrationen des sGPVI in Proben bereits nach 30 Minuten nach,
was den GPVI-Durchflusszytometrie-Messungen entspricht. Nach 60 min und 120 min
waren diese Signale im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen deutlich erhoht.
Der Unterschied in der sGPVI-Erkennung zwischen den Daten der
Durchflusszytometrie und den Immunoblots liegt in den unterschiedlichen GPVI-
Untergruppen, die von den beiden Methoden erfasst werden. Mit der
Durchflusszytometrie wird nur die Oberflachenexpression von GPVI auf Thrombozyten
nachgewiesen, so dass die Verringerung der Oberflachenprasentation durch das
Hamin-induzierte Shedding deutlicher wird und der Verlust der Oberflachenexpression
bereits nach 30 Minuten sichtbar ist. Vor dem Nachweis durch Immunoblots werden
die Thrombozyten nach der Behandlung mit Hamin und gegebenenfalls SSM3 lysiert.
Dabei werden auch die GPVI-Molekule in den intrazellularen GPVI-Speichern im
kanalikularen System und in den a-Granula nachgewiesen [242]. Eine Diskrepanz
zwischen der durchflusszytometrisch ermittelten GPVI-Dichte pro Thrombozyt (3.730
+ 453 Rezeptoren) und einer geschatzten dreimal hoheren Gesamtmenge an GPVI
pro Thrombozyt auf der Grundlage quantitativer Proteomanalysen (ca. 9.600
Rezeptoren) wurde bereits friiher festgestellt [29, 43, 242]. Diese hohe Menge an
unbeeinflusstem, gespeichertem GPVI kénnte das Hamin-induzierte Shedding von
GPVI und die sGPVI-Produktion im Immunoblot maskieren [66].

Eine zusatzliche, durchaus relevante Methode, die weitere Erkenntnisse Uber die
Furin-modulierte GPVI-Spaltung ermoglichen wiuirde, ist die Bestimmung der
Furinaktivitat auf Hamin-aktivierten Thrombozyten via eines Furinaktivitatsassays.
Experimente, um die Furinaktivitdt in Thrombozyten oder in activated platelet
supernatent (APS) zu bestimmen, wurden in der Literatur als erfolgreich beschrieben
[138]. Analog dazu wurden Versuchsansatze im Rahmen dieser Dissertation mit dem
pERTKR-AMC Fluorogenic Peptide Substrate (#ES013, biotechne, Minneapolis,
Minnesota, USA) gestartet. Limitierend wirkte jedoch der Agonist Hamin, welcher als
Farbstoff das AMC Fluoreszenz Signal von 380 nm / 460 nm beeinflusste und somit
die Furinaktivitat verfalschte [185]. Eine Verdinnung des Farbstoffes oder das

Entfernen von Hamin nach Aktivierung der Thrombozyten war nicht erfolgreich.
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4.3 Diskussion der Ergebnisse
Prothrombotische Zustande sind in Patienten mit hamolytischen Erkrankungen, wie

der SCD und der PNH, eine bekannte Komplikation und folglich kbnnen vermehrt
Stillstande in der Mikrozirkulation und Organversagen auftreten [15, 16, 274]. Die
Mechanismen der Hyperkoagulabilitat bei hamolytischen Erkrankungen sind
multifaktoriell [15].

Die abnormale Phosphatidylserinexpression von Erythrozyten beeinflusst
enzymatische Komplexe welche die Koagulation regulieren, adhasive Eigenschaften
der Erythrozyten sowie die hamostatische Zusammensetzung des Bluts [33, 223-225,
276]. Im Blut zirkulierende Mikropartikel ausgehend von Erythrozyten, Thrombozyten,
Endothelzellen und Monozyten, korrelieren in Patienten mit SCD mit hamostatischen
Markern wie D-Dimer, Thrombin-Antithrombin-Komplexen und Prothrombin
Fragmenten 1 und 2 und vermogen zur Hyperkoagulabilitat beizutragen [97, 109, 190,
226, 227]. Zusatzlich ist der Gewebsfaktor (tissue factor) auf Endothelzellen in
Patienten mit SCD und weiteren hamolytischen Erkrankungen vermehrt exprimiert
[140, 222, 229, 274]. Im Rahmen der Hamolyse kommt es zur verminderten
Verflgbarkeit von Stickoxid, einerseits bindet freies Hamoglobin vermehrt Stickoxid,
andererseits kommt es zur Freisetzung von erythrozytarer Arginase, welche das zur
Stickoxidsynthese notwendige L-Arginin in Ornithin umwandelt [92, 169]. Stickoxid
reguliert physiologisch den Gefaltitonus und hemmt die Thrombozytenaktivierung [196,
197, 248]. Hdm und Hamin als Hamoglobindegradationsprodukt fliihren zur Aktivierung
von Thrombozyten und beeinflussen so ebenfalls den prothrombotischen Zustand in

hamolytischen Erkrankungen [104, 176].

Im Rahmen dieser Dissertation wurde der Einfluss des Hamolyseprodukts Hamin auf
Thrombozyten und speziell den Kollagenrezeptor GPVI erforscht. Kirzlich wurde
gezeigt, dass Ham Thrombozyten aktiviert und das Rhabdomyolyse-induzierte
Nierenversagen negativ beeinflusst durch die Rezeptoren CLEC-2 und GPVI [184].
Zusatzlich erforschten Bourne et al. 2021, dass Ham die humane und murine
Thrombozytenaktivierung, -aggregation und Thrombusformation durch den CLEC-2
ITAM-Signalweg induziert [38].

Die durch diese Dissertation erhobenen Daten bestatigen und fihren die Rolle von

Hamin fur die Thrombozytenaktivierung weiter aus [38, 176, 184]. Hamin ist neben
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dem klassischen Agonisten CRP-XL ein starker Aktivator fur Thrombozyten und
induziert die Degranulation, Thrombozytenaggregation und in vitro Thrombusformation
auf immobilisiertem Kollagen [38]. Weiterhin fuhrt Hamin zur
konzentrationsabhangigen Phosphorylierung von Syk und PLCy2, was anzeigt, dass
die ITAM-Signalkaskade von GPVI und CLEC-2 deutlich beeinflusst wird [38]. Diese
Erkenntnis wird verstarkt durch die Abhangigkeit der Hamin-induzierten Aggregation
von Syk und Src sowie der in vitro Thrombusformation von Src [38]. Abbildung 31 fasst
den aus der bereits vorhandenen Literatur und aus den Ergebnissen dieser
Dissertation postulierten thrombozytaren Signalweg von Hamin zusammen [38, 66,
184].

Extrazellular

Hamin
GPVI CLEC-2
sGPVI
FCRy-Kette \\
.M
“p‘-
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LAT PIP,
SLP 76 o
Dlak —» | PLeY2 | - - :
Btk (P / \l
' IPs DAG
PKC
Rl Thrombozytenaktivierung:
v st Ca**-Freisetzung a
- Degranulation
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Abbildung 31: Schematische Zeichnung der postulierten Hdmin-induzierten
Thrombozytenaktivierung durch den ITAM-Signalweg abwérts von CLEC-2 und
GPVI. Die Bindung von Hé&min an die Rezeptoren GPVI und CLEC-2 fihrt zur
Tyrosinphosporylierung der jeweiligen ITAM/hemi-ITAM-Doméne durch Kinasen der
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Src-Familie. Daraufhin folgt die Bindung an die SH2-Domé&nen der Tyrosinkinase Syk,
was zu deren Aktivierung flihrt. Nachgeschaltete Adaptor- und Signalproteine wie LAT,
SLP76, PI3-Kinase und Btk werden aktiviert und fiihren dann zur Aktivierung des
Haupteffektorproteins PLCy2. Dies flihrt zur Aktivierung der PKC und Mobilisierung
der intrazelluldren Ca?*-Speicher, was in der Thrombozytenaktivierung resultiert.
Infolge der Hémin-induzierten Aktivierung der Thrombozyten kommt es zum
Ektodoménen-Shedding von GPVI, jedoch nicht von CLEC-2. Created with
BioRender.com. [38, 66]

Durchflusszytometriemessungen im Rahmen dieser Studie zeigten, dass die
Oberflachenexpression von GPVI auf Stimulation mit Hamin konzentrationsabhangig
wesentlich abnimmt, nicht jedoch auf Stimulation mit dem klassischen Agonisten CRP-
XL.

Bender et al. beschrieb 2010, dass die Ektodomane von GPVI durch bestimmte Stimuli
abgespalten wird und dieser Prozess im murinen Organismus abhangig von
Metalloproteasen, speziell ADAM10 und ADAM17, und einer dritten bislang nicht
identifizierten Protease ist [23]. Die Spaltung von GPVI an der extrazelluaren Domane
resultiert in einem 55 kDa sGPVI und einem 10 kDa membranassoziierten Fragment
[23, 79]. Mitochondrielle Schadigung von murinen Thrombozyten durch carbonyl
cyanide m chlorophenylhydrazone CCCP induziert die proteolytische Spaltung von
GPVI durch ADAM17 [23, 26, 79]. Inkubation von GPVI Agonisten wie Kollagen,
Convulxin und CRP-XL sowie Calmodulininhibitor W7 mit humanen Thrombozyten
fuhrt ebenfalls zur Abspaltung eines 55 kDa I6slichen GPVI-Fragments, welche durch
den Breitspektum-Metalloproteaseinhibitor GM6001 verhindert werden kann [79].
ADAM10 vermitteltes Ektodomanen-Shedding von GPVI erfolgt durch Behandlung der
murinen Thrombozyten W7 in vitro, sowie im humanen Organismus durch
Koagulationsfaktor Xa und pathologisch hohe Scherraten [2, 3, 23]. Bislang unbekannt
ist jene Protease, welche die in vivo im murinen Organismus beobachtete JAQ1
Antikdper-induzierte Spaltung von GPVI ausldst, die unabhangig von ADAM10 und
ADAM17 erscheint [23].

Aus bereits bekannter Literatur, lasst sich die Hamin-induzierte Reduktion der GPVI
Oberflachenexpression potenziell in der Spaltung der Ektodomane von GPVI erklaren
[2, 3, 23, 26, 79]. Immunoblot-Experimente bestatigen das Vorhandensein einer 55
kDa Bande, welche mit der bereits beschriebenen sGPVI Form Ubereinstimmt [23]. Die
Menge des detektierten sGPVI korrelliert mit der Inkubationszeit der
Thrombozytenaktivierung durch Hamin. Fink et al. gelang es, zusatzlich zu dem sGPVI
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Fragment, das korrespondierende GPVI-Fragment in der Membran bei den zuvor
beschriebenen 10 kDa und dessen Zunahme durch Haminstimulation darzustellen
[66]. Die in der Durchflusszytometrie beobachtete Abnahme der GPVI-
Oberflachenexpression und das Auftreten eines degradierten GPVI-Fragments in den
Immunoblots spricht somit daftr, dass Hamin zu Ektodomanen-Shedding von GPVI
fuhrt.

Fink et al. bestatigen das Vorkommen von Hamin-induziertem Ektodomanen-Shedding
von GPVI weiterhin durch Methode des enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
[66]. Hierzu wurde sGPVI im Uberstand aus Proben von Hamin-aktivierten
Thrombozyten nachgewiesen und eine konzentrationsabhangige signifikante
Zunahme von sGPVI im Uberstand von mit Hamin aktivierten Thrombozyten
festgestellt [66] Daruber hinaus wurde im kleinen Rahmen (n=10) untersucht, ob
GPVI-Shedding auch in Patienten mit Hamolyse vorkommt [66]. Tatsachlich war in den
Proben mit Hamoglobinlevel Gber 5 mg/dl im Serum der sGPVI-Anteil erhéht, erreichte
jedoch keine statistische Signifikanz [66]. Um diese Tendenz zu verifizieren sind

groflere klinische Studien notwendig [66].

Um weiterhin die bei der Hamin-induzierten ektodomanen Spaltung von GPVI
involvierten Proteasen einzugrenzen, erfolgten durchflusszytometrische
Inhibitorversuche. Neben Inhibitoren gegen Ubliche Breitspektrum-Proteasen
(Protease Inhibitor Cocktail, Leupeptin, Pepstatin A) wurden auch die allgemeinen
Metalloproteaseinhibitoren Doxycyclin, EDTA und die spezifischen
Metalloproteaseinhibitoren GM6001 sowie der ADAM10-Inhibitor GI1254023X getestet.
Fink et al. testete zusatzlich den Effekt des spezifischen ADAM17-Inhibitors TAPI-0,
welcher ebenfalls keine Beeinflussung der Hamin-abhangigen Reduktion der GPVI
Oberflachenexpression bewirkte [66, 236]. Die Ergebnisse dieser Dissertation in
Kombination mit der Studie von Fink et al. ergeben, dass die Hamin-induzierte GPVI-
Degradation unabhangig von gewohnlichen Breitspektrum Proteinasen und
Metalloproteinasen einschieRlich ADAM10 und ADAM17 ist [66]. Somit muss, wie
bereits in der Literatur hypothetisiert, ein weiter Mechanismus vorhanden sein, welcher

zum humanen Hamin-induzierten Ektodomanen-Shedding von GPVI fuhrt [23].

Furin ist ein Mitglied der subtilisin-like proprotein convertase Familie und wird in
Thrombozyten exprimiert [139]. Die Hauptfunktion dieser Enzymfamilie ist die

Aktivierung von Proteinen aus ihrer Proproteinform in ein Propeptid und das reife
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Protein durch enzymatische Spaltung [175]. Auf Thrombozytenaktivierung mit dem
klassischen Agoisten CRP-XL wird Furin aktiviert und die Oberflachenexpression wird
gesteigert [138]. Durchflusszytometrieversuche im Rahmen dieser Dissertation
zeigten ebenfalls, dass die Furinoberflachenexpression konzentrationsabhangig auf

Hamin-induzierte Thrombozytenaktivierung signifikant erhoht ist.

Furin beeinflusst die Aktivitat von multiplen Rezeptoren wie zum Beispiel den G-
Protein gekoppelten Rezeptor GRP37 und den insulin-like growth factor receptor (IGF-
IR) [142, 157, 219, 220, 245]. Thomas et al. beschrieb 2002, dass Furin ADAM10 und
ADAM17 aktiviert, wobei diese wiederum beschriebene Sheddasen flur GPVI sind [23,
245].

Zusatzlich besitzt die extrazellulare Domane von GPVI die minimal notwendige
Sequenz (Arg-X-X-Arg) einer Furin Schnittstelle an der Aminosaureposition 140-143
(R-W-Y-R) [66] (Tabelle 8, Abbildung 32). Somit kdnnte Furin mdglicherweise direkt in
die GPVI-Spaltung involviert sein. Ausgehend von dieser Annahme wurde
weitergehend der Einfluss von Furin auf die Hamin-induzierte GPVI Degradation

untersucht.

Mégliche Furin Schnittstelle ADAM10/17 Schnittstelle
RWYR 43/A PA/R;4,QYN

269 319
Intrazellulare Doméane

Abbildung 32: Mégliche Furin Schnittstellen in GPVI modifiziert nach [66]
Schematische Darstellung von GPVI ohne Signalpeptide mit den verschiedenen
Domé&nen und der méglichen Furin Schnittstelle sowie der ADAM10/17 Schnittstelle.

Durchflusszytometrische Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass der spezifische
Furininhibitor SSM3 in der Konzentration 25 yM den durch Hamin induzierten Verlust
der GPVI Oberflachenexpression wesentlich und signifikant reduziert, wohingegen
SSM3 keinen Effekt auf die Oberflachenexpression von GPVI auf Stimulation mit
klassischen Aktivatoren wie Thrombin, CRP-XL und ADP hat. Die verwendete SSM3
Konzentration von 25 upM wurde sowohl experimentell als auch durch

Literaturrecherche bestimmt [51, 122, 200]. Die vom Hersteller angegebene EC50
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Konzentration des Inhibitors SSM3 fur Furin liegt bei 54 nM, ist jedoch in der
zuganglichen Literatur nicht begrindbar. Jiao et al. sowie Remacle et al. verwendeten
SSM3 in Konzentrationen innerhalb von 1-100 uM (1-25 pM in in vitro Assays und 10-
100 puM in zellbasierten Assays und in vivo Studien) [122, 200]. Cheng et al. setzte
2020 in zellbasierten Versuchen SSM3 Konzentrationen von 25 yM ein [51]. Aufgrund
der groRen Reichweite verwendeter SSM3 Konzentrationen wurde durch eine
Konzentrationsreihe die optimale Wirkkonzentration von 25 uyM fir SSM3 in
Kombination mit Hdmin und Thrombozyten bestimmt. Im nM- bis niedrigen uM-Bereich
waren keine hemmenden Einflisse von Furin auf die Hamin-induzierte GPVI-
Degradation zu erkennen. Eine weitere Erh6hung der SSM3 Konzentration Uber 50

MM wurde als zelltoxisch beschrieben und daher vernachlassigt [200].

Fink et al. haben zusatzlich zum Furininhibitor SSM3 einen weiteren kommerziell
erhaltlichen Furininhibitor, Hexa-D-Arginine verwendet, um die Wirkung von SSM3 zu
kontrollieren und den hemmenden Effekt von Furin auf das Hamin-induzierte GPVI-
Shedding weitergehend zu bestatigen [66]. Hierbei handelt es sich um einen
kompetitiven Furin-Inhibitor mit einer starken Praferenz fur Furin und geringen Off-
Target-Effekten auf PACE4 und PC112-15 [51]. Hexa-D-Arginine fihrte als Furin-
Inhibitor in den Konzentrationen 10 und 25 uM, wie hypothetisiert, ebenfalls zur
signifikanten Hemmung der durch Hamin reduzierten GPVI-Oberflachenexpression

auf Thrombozyten [66].

Die Erkenntnis, dass SSM3 die Hamin-abhangige Oberflachenreduktion von GPVI
reduziert, wird durch Immunoblots ausgeweitet und bekraftigt: Auf Haminstimulation
nahm die GPVI-Bande bei ca. 65 kDa in einer zeitlichen Abhangigkeit ab und eine
korrespondierende sGPVI-Bande bei ca. 55 kDa wurde sichtbar, wohingegen auf
Haminstimulation in Kombination mit Furininhibition durch SSM3 die sGPVI-Bande im
Vergleich zur Haminkontrolle abnahm. Fink et al. gelingt es hier ebenfalls das
korrespondierende GPVI-Fragment und dessen Abnahme durch SSM3 im Vergleich
zur Haminkontrolle darzustellen [66]. Zusatzlich induzierte die Zugabe von
rekombinantem Furin zu humanen Thrombozyten das Auftreten einer sGPVI-Bande
bei 55 kDa und somit Ektodomanen-Shedding von GPVI. Hieraus lasst sich schliel3en,
dass das Hamin-induzierte Ektodomanen-Shedding von GPVI Furin vermittelt
stattfindet.
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Zur weiteren Bestatigung dieser Ergebnisse sind die von Fink et al. durchgefuhrten
ELISA-Versuche zur Detektion des sGPVI-Fragments aus mit Hamin aktivierten
Uberstanden und der Einfluss von SSM3 hierauf von grofRer Relevanz [66]. Die Menge
von sGPVI im Uberstand aus Proben von Hamin-aktivierten Thrombozyten wird durch
Behandlung mit SSM3 signifikant reduziert im Vergleich zur Kontrolle ohne SSM3 [66].

Es ist jedoch nicht bekannt, ob Furin direkt GPVI spaltet oder wiederum eine GPVI-
Sheddase beeinflusst und somit indirekt zum Ektodomanen-Shedding von GPVI
beitragt. Abbildung 32 zeigt die potenzielle Furinschnittstelle an der extrazellularen
Domane von GPVI. Jedoch korrespondiert die in den Immunoblots detektierbare 55
kDa sGPVI-Bande nicht mit dem sich aus der potenziellen Schnittstelle von Furin
ergebenden GPVI-Fragment, welches wesentlich kleiner sein musste (15,49 kDa ohne
Glykosilierung, vermutlich 44 kDa mit Glykosilierung). Das in den Ergebnissen
beschriebene 55 kDa sGPVI-Fragment stimmt mit den in der Literatur beschriebenen
durch ADAM10 und ADAM17 gespaltenen sGPVI Uberein [2, 3, 23, 26, 79]. Bender et
al. spekulierte bereits 2010 Uber eine unbekannte, dritte GPVI-spaltende Protease, da
Inhibition von ADAM10 und ADAM17 im murinen Organismus das GPVI-Shedding
nicht vollstandig verhinderte [23]. Im Rahmen dieser Dissertation wird hieraus
hypothetisiert, dass Furin eindeutig das Potenzial hat, ein anderes derzeit
unbekanntes Enzym oder einen anderen Signalweg zu aktivieren oder zu modulieren,
das bzw. der dann die Hamin-induzierte GPVI Degradation vermittelt [66]. Um den
genauen Mechanismus der Beteiligung von Furin, direkt oder indirekt, in der Hamin-

induzierten GPVI-Spaltung zu erforschen, sind weitere Studien notwendig.

Fur einige Zelltypen ist bekannt, dass Furin zwischen dem TGN, der Zelloberflache
und den Endosomen zykliert [162]. Bei diesem Furintransport spielt der, durch die CKII
bestimmte, Phsophorylierungsgrad von Furin eine wichtige Rolle [162]. Die CKII ist
somit eines der Enzyme, das Furin in den Cycling Loops halt, und ist notwendig fur die
Internalisierung von Furin in die Plasmamembran [245]. Um den Mechanismus der
Furin-vermittelten GPVI-Spaltung weiter zu erforschen, wurde hypothetisiert, dass die
CKIlI die Furinaktivitat auf der Zelloberflache reguliert und somit das Hamin-induzierte
GPVI-Shedding beeinflusst. Die Inhibition der CKIl durch CX-4945 zeigte keinen Effekt

auf die durch Hamin modulierte Oberflachenexpression von Furin und reduziert
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ebenfalls den Hamin-induzierten Verlust der GPVI-Oberflachenexpression nicht.
Mdgliche Grinde hierflr kdnnten eine insuffizente Inkubationszeit des Inhibitors CX-
4945 sein, weshalb sowohl 10 min (Vergleichbarkeit zur weiteren Thrmbozyten-
Inhibitoren) als auch 30 min gewahlt wurden, oder ein abweichender Mechanismus fur

den Furintransport in Thrombozyten [6].

Weiterhin erfolgten Experimente im Rahmen von Immunoblots, Durchflusszytometrie
und Aggregometrie, um einen moglichen Zusammenhang zwischen dem ITAM-
Signalweg von GPVI und CLEC-2 und dem Hamin-induzierten GPVI-Shedding sowie
Furin zu erkennen. Einerseits wurden Thrombozyten mit unterschiedlichen
Haminkonzentrationen stimuliert und die lysierten Proben via Immunoblots auf den
Phosphorylierungsgrad und damit auf den Aktivierungsgrad von Syk und PLCy2
untersucht. Die Haminkonzentrationen wurden gewahlt, sodass mit 3,1 pM eine
Aktivierung der Thrombozyten ohne Shedding von GPVI und mit 25 pM eine
Aktivierung der Thrombozyten mit Shedding abgedeckt ist. Hamin phosphorylierte Syk
und PLCy2 konzentrationsabhangig, bereits niedrige Haminkonzentrationen (kein
Shedding) fuhrten zur Phosphorylierung und hohe Haminkonzentrationen (Shedding)
verstarkten dies weitergehend. Niedrige Haminkonzentrationen fuhrten somit zur
Bildung von pSyk und pPLCy2 im Rahmen der Aktivierungskaskade, ohne die
Oberflachenexpression von GPVI zu verandern. Hieraus wird hypothetisiert, dass der
klassische ITAM-Signalweg nicht in den Prozess der Hamin-induzierten GPVI
Spaltung involviert ist. Weiterfihrend wurden Thrombozyten mit 25 yM Hamin
stimuliert sowie je nach Indikation mit SSM3 vorinkubiert und die lysierten Proben via
Immunoblots auf den Phosphorylierungsgrad von Syk und PLCy2 untersucht. Furin-
Inhibition durch SSM3 fuhrt zu keiner Modulation der Furin-vermittelten Hamin-
induzierten Veranderung des Phosphorylierungsgrades und damit des
Aktivierungsgrades von Syk und PLCy2. Zusatzlich wurde die Oberflachenexpression
von GPVI nach Haminaktivierung sowie Inhibition von Src (PP2) und Syk (PRT060318)
via Durchflusszytometrie bestimmt. Das Hamin-induzierte Shedding von GPVI wurde
nicht durch PP2 und PRT060318 moduliert. Schlussfolgernd lasst sich aus den
beschriebenen Daten zusammenfassen, dass die von Hamin ausgehende
Thrombozytenaktivierung und -degranulation abhangig von der ITAM-Signalkaskade
ist, wohingegen die Furin-induzierte Ektodomanenspaltung von GPVI unabhangig von
der ITAM-Signalkaskade zu sein scheint (Abbildung 33) [38].
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Abbildung 33: Schematische Darstellung der Hédmin-induzierten ITAM-
abhangigen Aktivierung der Thrombozyten und der ITAM-unabhangigen, aber
Furin-abhédngigen, GPVI-Spaltung. Links Furin-Inhibition durch SSM3: Bindung von
Hémin an die Rezeptoren GPVI und CLEC-2 fiihrt zur Tyrosinphosporylierung der
Jeweiligen ITAM/hemi-ITAM-Doméne durch Kinasen der Src-Familie. Daraufhin folgt
die Bindung an die SH2-Doménen der Tyrosinkinase Syk, was zu deren Aktivierung
fihrt. Nachgeschaltete Adaptor- und Signalproteine wie LAT, SLP76, PI3-Kinase und
Btk werden aktiviert und fiihren dann zur Aktivierung des Haupteffektorproteins PLCy2.
Dies flihrt zur Aktivierung der PKC. Eine Beeinflussung der Mobilisierung der
intrazelluldren Ca?*-Speicher muss in weiteren Versuchen erforscht werden.
Furininhibition flihrt zur Beeinflussung der Aggregation und der Degranulation, was
sich in der Reduktion der ATP-Freisetzung zeigt [66]. Furininhibition flihrt zur
Reduktion des Hamin-induzierten Ektodoménen-Shedding von GPVI. Rechts Src- und
Syk- Inhibition durch PP2/PRT060318: Die Signalkaskade abwérts von Src und Syk
ist gehemmt, eine Thrombozytenaktivierung bleibt aus. In Folge der Hdmin-induzierten
Aktivierung der Thrombozyten kommt es trotz Src- und Syk-Inhibition zum
Ektodoménen-Shedding von GPVI [38, 66]. Created with BioRender.com.

Um weiterhin die funktionelle Relevanz des Furin-abhangigen Hamin-induzierten GPVI
Ektodomanen-Shedding zu prifen wurden in vitro Thrombusformations- und
Lichttransmissionsaggregometrieexperimente mit isolierten Thrombozyten
durchgefiihrt. GPVI spielt eine zentrale Rolle in der Thrombozytenadhasion an
Kollagen sowie der Thrombozytenaktivierung und stellt ein mdgliches
antithrombotisches Ziel dar [55, 178]. Hamin flhrte zu einer erhdhten,
konzentrationsabhangigen in vitro Thrombusformation in den
Flusskammerexperimenten im Vergleich zur Kontrolle ohne Haminstimulation. Im

Vergleich zu Vollblut war die Aggregatsformation der isolierten Thrombozyten weniger
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prominent. Dies konnte an der herstellungsbedingten Entfernung der Kofaktoren sowie
an Unterschieden in der Viskositat zwischen Vollblut und wassrigen Losungen, wie es
bei isolierten Thrombozyten der Fall ist, liegen. Behandlung mit SSM3 und damit
Furininhibition reduzierte den prothrombotischen Effekt von Hamin signifikant auf
Kontrollniveau. Fink et al. beschreibt zusatzlich, dass die Hamin-induzierte in vitro
Thrombusformation durch Scr-Inhibitoren vollstandig gehemmt wird und dieser
Prozess somit abhangig von dem GPVI- und CLEC-2- ITAM-Signalweg ist [66].

Hamin hatte einen starken Effekt auf die Thrombozytenaggregation, welche ebenfalls
durch SSM3 erheblich reduziert werden konnte, nicht jedoch auf die CRP-XL
induzierte Thrombozytenaggregation. Fink et al. verwendete erneut einen weiteren
Furin-Inhibitor Hexa-D-Arginine, welcher die Furin-Abhangigkeit der Hamin-
induzierten Thrombozytenaggregation bestatigt [66]. Diese funktionellen Experimente
deuten auf eine in vitro Furininhibition als ein mdgliches pharmakologisches Ziel
bezuglich prothrombotischer Konditionen hin.
Lichttransmissionsaggregometrieversuche mit Hamin und den Inhibitoren PP2 (Src)
und PRT060318 (Syk) fuhrten zur Reduktion der Hamin-induzierten
Thrombozytenaggregation, hemmten jedoch auch die CRP-XL induzierte Aggregation
[38, 66].

Die Inhibition des ITAM-Signalwegs von CLEC-2 und GPVI spiegelt somit die durch
SSM3 reduzierte Hamin-induzierte ex vivo Thrombusformation sowie die Aggregation
wider, jedoch beeinflussen die Syk- und Scr-Inhibitoren auch die CRP-induzierte

Thrombozytenaggregation [66].

In Zusammenschau der oben geschilderten und durch Fink et al. beschriebenen
Ergebnisse scheinen also zwei verschiedene Haminmechanismen vorhanden zu sein:
der ITAM-Signalweg von CLEC-2 und GPVI, welcher zur Thrombozytenaktivierung, -
degranulation und Thrombozytenaggregation fuhrt und im Gegensatz hierzu der ITAM-

Signalweg-unabhangige Weg, der zur Spaltung von Rezeptoren wie GPVI flhrt [66].

Als weiterer Aspekt wurde im Rahmen dieser Dissertation die ROS-Produktion und
Phosphatidylserinexpression durchflusszytometrisch bestimmt, nachdem
Thrombozyten mit Hamin aktiviert und mit dem Furininhibitor SSM3 vorinkubiert

wurden. Wie bereits in der Literatur beschrieben induzierte die Haminstimulation die
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ROS Produktion sowie die Phosphatidylserinexposition [38, 176]. Furininhibition durch
SSM3 zeigte keinen Effekt auf die Phosphatidylserinexpression, hemmte jedoch die
ROS-Produktion signifikant. Dies ist ein interessanter Befund, da es keine
vorangegangenen Beschreibungen gibt, dass Furin die ROS-Produktion, moduliert. Es
gibt jedoch Erkenntnisse, dass Furin in apoptotischen Prozessen, speziell in der
Tumorentwicklung, beteiligt ist [71, 100, 101, 147]. Somit ist es moglich, dass es sich
hierbei um eine generellere Rolle von Furin in der Thrombozytenapoptose, anstatt
eines direkten Einflusses auf die ROS-Produktion handelt. Um dies nachfolgend zu

bestatigen, sind weitergehende Versuche und Studien naétig.

Da fur Hamin sowohl GPVI als auch CLEC-2 als Rezeptoren beschrieben sind, wurde
hypothetisiert, dass die CLEC-2 Agonisten Fucoidan und Katacine einen ahnlichen
Effekt auf GPVI haben wie Hamin [38, 153, 165, 184]. Weder Fucoidan, noch Katacine
induzierten eine signifikante Abnahme der GPVI-Oberflachenexpression. Direkte

CLEC-2 Aktivierung verandert somit die GPVI-Oberflachenexpression nicht.

Die Daten dieser Studie zeigen, dass Furin, direkt oder indirekt, eine bislang nicht
erkannte Protease in der Hamin-induzierten Spaltung von GPVI ist. Hamin verandert
die Thrombozytenfunktion und den Rezeptor GPVI und stellt einen Mechanismus dar,
der in Beteiligung von, oder exklusiv durch, Furin vermittelt wird. Im Rahmen der
Hamolyse freigesetztes Hamin fuhrt zur Abspaltung der GPVI-Ektodomane, welche
durch Inhibiton von Furin reduziert wird (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der Furin-vermittelten Héamin-
induzierten Spaltung der Ektodomédne modifiziert nach [66]. Hdmolyse fiihrt zur
Freisetzung von Hamin, welches Thrombozyten aktiviert und das Furin-abhéngige
GPVI-Ektodoménen-Shedding induziert. Created with BioRender.com.

Im Rahmen von weiteren Versuchen dieser Dissertation haben sich Hinweise ergeben,
dass die Hamin-induzierte, von Furin modulierte, Degradation des Rezeptors GPVI
auch auf weitere Rezeptoren wie zum Beispiel GPIb oder P-Selektin zutrifft. Parallel
zur Reduktion der Hamin-induzierten GPVI Oberflachenexpression ist auch die
Oberflachenexpression von CD62P und GPIb auf Stimulation mit hohen
Haminkonzentrationen signifikant herabgesetzt. Wahrend GPIlb auf Haminstimulation
eine Oberflachenexpressionsdynamik ahnlich GPVI aufweist, ist die fir P-Selektin
glockenformige, zweiphasige Veranderung der P-Selektin Oberflachenexpression auf
Stimulation mit Hamin zu erwahnen. Niedrige Konzentrationen (<6,25 yM Hamin) von
Hamin erhohen die Degranulation und Aktivierung der Thrombozyten und hierdurch
die P-Selektin-Oberflachenexpression. Fur héhere Hamin-Konzentrationen (>6,25 yM
Hamin) erfolgt ebenfalls eine starke Aktivierung der Thrombozyten (siehe
Aggregomerie und Flusskammer), die Oberflachen-Expression von P-Selektin nimmt
jedoch ab, da es vermutlich ebenfalls zu einer Degradation des Rezeptors kommt. Um
die Ursache der abnehmenden Oberflachenexpression beider Rezeptoren zu eruieren
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und die Hypothese der Rezeptordegradation zu verifizieren, sind Immunoblots zur
Detektion von GPIb und P-Selektin Fragmenten, sowie ELISAs zur Detektion des
sGPIb und sP-Selektin aus mit Hamin aktivierten Thrombozytenuberstanden

notwendig.

Fink et al. stellt das signifikant vermehrte Auftreten von sCD62P Fragmenten durch

Haminstimulation im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle in ELISAs dar [66].

Inhibitorische durchflusszytometrische Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass der
spezifische Furininhibitor SSM3 in der Konzentration 25 pyM den durch Hamin
induzierten Verlust der GPIb- und P-Selektin-Oberflachenexpression wesentlich
reduziert. P-Selektin Dbetreffend, ist in niedrigen Haminkonzentrationen die
Oberflachenexpression nach SSM3-Behandlung signifikant erniedrigt, was andeutet,

dass SSM3 einen zusatzlichen inhibitorischen Effekt auf die Degranulation hat.

Fink et al. bestatigt dies erneut durch das Darstellen des signifikant reduzierten
Auftretens von sCD62P-Fragmenten durch Haminstimulation mit vorangegangener
SSM3-Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in ELISAs [66].

Im Gegensatz zu GPVI, GPIlb und P-Selektin war die Oberflachenkonzentration von
CLEC-2, als mit GPVI gemeinsamer Rezeptor fir Hamin, nicht reduziert auf
Aktivierung mit Hamin. Es kam somit zu keiner Hamin-induzierten CLEC-2 Spaltung,
obwohl fur CLEC-2 eine im Rahmen der Thrombozytenaktvierung stattfindende, durch
Rhodocytin induzierte Spaltung in der Literatur beschrieben ist [113, 130]. Es ist von
bedeutender Relevanz, die hier beschriebene Hypothese der Furin-abhangigen
Hamin-induzierten Rezeptordegradation von GPVI auf P-Selektin und GPIb in weiteren
Studien zu Ubertragen, zu verifizieren sowie gegebenenfalls fur noch zusatzliche

Rezeptoren zu erweitern.

Daruber hinaus zeigt Fink et al., dass Hamin zur Freisetzung von ATP in isolierten
Thrombozyten fuhrt, welche durch Furininhibition signifikant reduziert werden kann
[66]. Weitergehende Versuche zeigten, dass das Thromboxan B2-Level durch SSM3-
Behandlung in isolierten Thrombozyten signifikant herabgesetzt ist im Vergleich zur
Hamin-Stimulation ohne Furininhibition [66]. Furin muss somit als wichtige Substanz
auch im Rahmen der sekundaren Thrombozytenaktivierungskaskade bertcksichtigt
werden [66].
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In Bezug auf die im Rahmen dieser Dissertation erlangten Erkenntnisse ist zuklnftig
eine Uberpriifung der Protease Furin in vivo konstruktiv und wiinschenswert. Auf diese
Weise kann erfasst werden, inwiefern Furin durch Hamolyse ausgeldste
Thrombozytenaktivierung und Kollagenbindung an GPVI im lebenden Organismus

beeinflusst.

Furin konnte ein attraktives Ziel sein, um Thrombosen in Erkrankungen mit erhdohter

Hamoglobin- und Ham/Hamin-Freisetzung zu kontrollieren und regulieren.
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4 Zusammenfassung

Die Hamolyse fuhrt zur Freisetzung von Hamoglobin und Hamin aus den Erythrozyten.
Es wurde beschrieben, dass Hamin die Thrombozytenaktivierung induziert und damit
Thrombusformationen auslést. Hamin gilt ebenfalls als Ligand fur den

Kollagenrezeptor GPVI auf Thrombozyten.

Die vorliegende Dissertation verfolgt das Bestreben, die Hamin-induzierte
Thrombozytenaktivierung weitergehend darzulegen und ermittelt daher den Einfluss
von Hamin auf den Kollagenrezeptor GPVI und das Zusammenspiel mit verschieden
Inhibitoren, unter anderem dem Furin-Inhibitor SSM3. Die ausgefluhrten Versuche
zeigen die Wirkung von Hamin auf die Thrombozytenfunktion und die
Oberflachenexpression des Thrombozytenkollagenrezeptors GPVI. Isolierte
Thrombozyten wurden mittels verschiedener Methoden wie der Durchflusszytometrie,
der Lichttransmissionsaggregometrie, der in vitro Thrombusformation und
Immnunoblots mit steigenden Konzentrationen von Hamin stimuliert. Hamin erhohte
die Thrombozytenaktivierung, -aggregation und -aggregatbildung auf immobilisiertem
Kollagen signifikant. Im Gegensatz dazu zeigte sich, dass die Oberflachenexpression
von GPVI bei der Stimulation mit hohen Hamin-Konzentrationen signifikant reduziert
wurde. Der Verlust der Hamin-induzierten Oberflachenexpression von GPVI wurde
durch das Abspalten der Ektodomane von GPVI verursacht, wie durch Immunoblotting
nachgewiesen wurde, und ist unabhangig vom GPVI- oder CLEC-2-vermittelten ITAM-
Signalweg. Der durch Hamin induzierte GPVI-Abbau ist unabhangig von den
Metalloproteinasen wie ADAM10 oder ADAM17, welche in der Literatur bereits
bekannt das GPVI-Shedding regulieren. In ahnlicher Weise wurde auch fur weitere
Rezeptoren ein konzentrationsabhangiges Shedding durch Hamin induziert. Im
Rahmen dieser Dissertation wurde gezeigt, dass die Subtilisin-ahnliche Proprotein-
Konvertase Furin die Hamin-abhangige GPVI-Spaltung beeinflusst, wie
Inhibitorstudien mit dem spezifischen Furin-Inhibitor SSM3 zeigten. In Anwesenheit
von SSM3 war das Hamin-assoziierte GPVI-Shedding signifikant reduziert. Daruber
hinaus hemmte SSM3 die Hamin-, nicht aber die CRP-XL-induzierte
Thrombozytenaggregation und Thrombusbildung, was darauf hindeutet, dass Furin

speziell die Hamin-assoziierte Thrombozytenfunktionen kontrolliert.
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