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1 EINLEITUNG

Thrombozyten werden auch Blutplattchen genannt und stellen mit einem
Durchmesser von nur 2-4 um die kleinsten zellularen Bestandteile des Blutes
dar. Sie konnten erstmals 1842 von Donné mikroskopisch nachgewiesen
werden.*® In spateren Arbeiten von Zhan®®®, Bizzozero® und Lubnitzky®’” wur-
de die Beteiligung der Plattchen bei der Blutstillung (primare Hamostase) und
der Blutgerinnung (sekundare Hamostase) gezeigt. Zudem haben sie grof3en
Einfluss auf die im Anschluf3 an die primare und sekundare Hamostase folgen-
de Wundheilung. lhre Funktionen sind vielfaltig, so kénnen sie Sauerstoff-
radikale bilden'®” und chemotaktische Faktoren fiir neutrophile und eosinophile
Granulozyten sowie Monozyten abgeben.’*®* AuRerdem weisen sie bakteri-

113 und gegen Blutparasiten®* und Tumorzellen gerichtete zytotoxische Ak-

119
f.

zide

tivitat au

1.1 Biologie und Physiologie von Thrombozyten

Thrombozyten (PLT, platelets) sind bei
Saugetieren inklusive dem Menschen
kernlose Zellfragmente, die im Kno-
chenmark und im mononukledren
Phagozytose-System der Leber und
der Milz aus Megakaryozyten ent-
stehen.

Im ruhenden, nicht aktivierten Zustand
ist die Gestalt der Plattchen diskoid,
bikonkav, mit einem Durchmesser von

Abb.1: Multiphotonenfluoreszenzmikro-

skopische Aufnahme von Megakaryozyten 2 —4 um und einer Hohe von etwa
(rot) mit proplatelet-&hnlichen Auslaufern

in Knochenmarksinusoiden (grin) von 0.5 Hm. Bei gesunden humanen Indivi-
. 291
lebenden Mausen (20x,MP 2100). duen betragt die Zahl der Throm-

bozyten 150.000 — 350.000 pro Mikroliter Blut. Die unterschiedlichen Sauger-



spezies zeigen jedoch eine weitaus grol3ere Variationsbreite ihrer physiologi-
schen Thrombozytenzahlen (siehe Tabelle 1). Aufgrund der durchschnittlichen
Lebensdauer von 11 Tagen ist davon auszugehen, dass pro Tag 15 — 40 x 10°

PLT im Knochenmark neu gebildet werden.?®

Tabelle 1. Physiologische Referenzbereiche der Thrombozytenzahlen verschiedener
Spezies.'"®%*

Spezies Thrombozyten [x10 */ul]
Mensch 150 - 350
Hund 150 — 500
Pferd 90 - 300
Rind 300 - 800

Die im peripheren Blut zirkulierenden Thrombozyten befinden sich im ,Ruhezu-
stand”. Durch Oberflachenkontakt in verletzten Gefalen und durch bestimmte
Blutgerinnungsfaktoren kbnnen sie in den aktivierten Zustand tberfuhrt werden.
Sie variieren hinsichtlich ihres Volumens, ihrer Dichte und ihrer Reaktivitat, was
auch als Plattchenheterogenitat (PH) bezeichnet wird. Das unterschiedliche
Alter der Thrombozyten wird als mégliche Ursache der PH angesehen.'*® Die
Thrombopoese steuert die Anzahl und das Volumen der Plattchen im rezipro-
ken Verhéltnis zueinander.*® Da groRe Plattchen iiber eine hohere Reaktivitat
verfigen, besteht ein direkter Zusammenhang dieser beiden Merkmale, die
maoglicherweise auch von pathophysiologischer Bedeutung sind. So konnte bei
menschlichen Patienten nach akutem Myokardinfarkt ein erhdhtes Plattchenvo-
lumen festgestellt werden. Dariiber hinaus war die verkirzte Blutungszeit bei

diesen Patienten ein Indiz fir die erhohte Plattchenreaktivitat.*®



1.1.1 Megakaryopoese

Durch Zytokine, v.a. Interleukin-3 und Interleukin-6, und durch den in der Niere
sowie auch in der Leber, im Knochenmark und einigen anderen Geweben
gebildeten, spezifischen Megakaryozytenwachstumsfaktor ,Thrombopoietin®
(TPO), einem aus 332 Aminosauren bestehenden Glykoprotein, wird die Bil-
dung und Reifung der Megakaryozyten stimuliert.”°® Der TPO-Blutspiegel korre-
liert in den meisten Fallen umgekehrt proportional mit der Menge an Mega-
karyozyten und Thrombozyten. Dies bedeutet, eine hohe Anzahl an Thrombo-
zyten hat einen niedrigen TPO-Spiegel zur Folge und umgekehrt 243171193
Dabei wird davon ausgegangen, dass der TPO-Spiegel abhangig von seiner
rezeptorvermittelten Aufnahme in die Thrombozyten ist, denn Thrombopoetin
wird in Leber und Niere weitgehend konstitutiv exprimiert. Wenn die Thrombo-
zytenzahlen hoch sind, bindet TPO vermehrt an den auf Thrombozyten bzw.

® und wird internali-

auch auf Megakaryozyten vorhandenen c-Mpl-Rezeptor®
siert. Auf diese Weise hélt ein grol3er Thrombozytenpool den Thrombopoe-
tinspiegel im Plasma niedrig und bremst somit die Megakaryozytenproduktion.
Andererseits fuhrt eine Thrombozytopenie zu einer erhéhten Thrombopoetin-
wirkung im Knochenmark.'*>1%7>%47 zydem kénnen zum Beispiel Entziindun-
gen oder auch Infektionen®®, Leberversagen®® oder hamolytische Stérungen
zu unerwartet hohen oder niedrigen TPO-Spiegeln fuhren. Es wird davon aus-
gegagen, dass TPO zum einen die Proliferation primitiver Vorlauferzellen und
ihre Ausdifferenzierung zu Megakaryozyten fordert, und zum anderen in den
voll ausdifferenzierten Megakaryozyten Endomitosen induziert, die zu einer
Polyploidie fiihren.'?* Diese Polyploidie ist ein besonderes Merkmal der Mega-
karyozyten. Sie entsteht durch wiederholte DNA-Replikation ohne anschlies-
sende Zellteilung.?*?*° Dieser endomitotische Zellzyklus fiihrt zu Zellen, die
einen DNA-Gehalt von bis zu 128n haben. Ab einem Stadium von 8n kommt es
zur Fragmentierung der polyploiden Zellen in Thrombozyten.*?? Ein direkter
Zusammenhang zwischen DNA-Menge, Megakaryozyten-Groé3e und Thrombo-
zyten-Produktion konnte gezeigt werden.'®*® So bilden Megakaryozyten mit
einem hohen Ploiditats-Grad mehr Thrombozyten als diejenigen mit einer nied-
rigen Ploiditat. Veranderungen der Ploiditat bei einigen Erkrankungen, so zum
Beispiel myeloproliferativen Erkrankungen, werden entweder mit ineffektiver

oder UiberméaRiger Thrombozytenproduktion in Verbindung gebracht ?* 142124114



Der Prozess der Polyploidisierung oder auch der sogenannten Endomitose ist
charakterisiert durch das Fehlen der Zytokinese am Ende des Zellzyklus.'84%%°
Dabei treten die Megakaryozyten zunéchst in die Mitosephase ein, durchlaufen
die Prophase und die Anaphase A, jedoch ohne Abschluss der Anaphase B

und der Zytokinese.?°0184289

1.1.2 Synthese der Thrombozyten

Die Thrombopoese, d. h. die Bildung der Thrombozyten, stellt hierbei das End-
stadium der Differenzierung der Megakaryozyten dar. Jeder reife Megakaryozyt
bildet hunderte von Thrombozyten und entlésst diese in den Blutkreislauf.3!24°
Nach Polyploidisierung des Kernmaterials und der Reifung des Zytoplasmas
(Abb. 2, Bild 1) wandeln sich die Megakaryozyten in sogenannte ,proplatelets*
um, einer Zwischenstufe auf dem Weg zum reifen Thrombozyten. Sie konnten
erstmals in elektronenmikroskopischen Bildern vom Knochenmarksinus gezeigt
werden.?**!! Die Transformation des Zytoplasmas der Megakaryozyten beginnt
mit der Erosion an einem Pol und setzt sich Gber die gesammte Zelle fort, bis
das Zytoplasma vollstandig in ,proplatelets* umgewandelt ist.*?**?* Zu Beginn
der ,proplatelet-Bildung“ strukturieren die Megakaryozyten ihr Zytoplasma zu
dicken Auslaufern, den Pseudopodien (Abb. 2, Bild 2), die direkt an der sich
vorwolbenden Plasmamembran Biundel aus Mikrotubuli besitzen. Die Pseudo-
podien verlangern sich zu ,proplatelet-Auslaufern” (Abb. 2, Bild 3). Sie enthal-
ten zahlreiche Blndel aus Microtubuli, die parallel zur Langsachse der
Pseudopodien verlaufen. Diese Microtubuli setzen sich bis in die aufgetriebe-
nen Enden der ,proplatelets” fort, bilden eine Schleife und treten wieder in die
.proplatelet-Schleife” ein. Die ,proplatelets“ nehmen wiederholt eine U-férmige
Gestalt an und bilden in diesem Bereich aktinvermittelt verzweigte Strukturen
aus, aus denen neue Auslaufer hervorgehen (Abb. 2, Bild 4). Bei den ,proplate-
let-Auslaufern“ kommt es zu Einschnirungen, die ihnen eine perlenkettenartige
Erscheinung vermitteln (Abb. 2, Bild 5), dabei wird vermutlich Thrombozyten-
material zur Spitze der Auslaufer transportiert. Sobald sich ein einzelner Mikro-
tubulus aus den Mikrotubuli-Biindeln ablést und sich zu einer Spule aufwickelt,
um Granula und Organellen in der ,proplatelet-Spitze zuriick zuhalten und den

reifen Thrombozyten ihre typische diskoide Form zu geben, ist die Reifung der



.proplatelets* beinahe abgeschlossen. Nach Retraktion des Megakaryozyten
erfolgt die Abschniirung der proplatelets (Abb. 2, Bild 6).**° Bisher nicht eindeu-
tig geklart ist, ob voll entwickelte Thrombozyten oder ,proplatelet-Ketten* in den
Blutkreislauf entlassen werden. Gut vorstellbar ist, dass die Thrombozytenrei-

fung erst in den GefaRen abgeschlossen wird.*®

Abb. 2: Modell der Thrombozytenproduktion modifiziert nach Italiano et al. 1999.'*

Erklarung der einzelnen Punkte siehe 1.1.2

1.1.3 Morphologie der Thrombozyten

Die Thrombozyten?”? werden, wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben, von den Mega-
karyozyten in den Blutkreislauf entlassen. Ihre relativ gestaltlose, glatte Ober-
flache wird nur durch Membraninvaginationen durchbrochen, welche den
Eingang zum komplexen internen Membransystem der Thrombozyten, OCS
(open canalicular system)?’®, bilden. Sowohl das OCS, als auch die sekretori-
schen Granula (a-Granula, dense granules und Lysosomen) werden bereits im

Zytoplasma der Megakaryozyten ausgebildet und stellen die ultrastrukturellen



Charakteristika der Thrombozyten dar (Abb.4). Sie beinhalten zahlreiche Fakto-
45,136

ren und Rezeptoren mit unterschiedlichen Funktionen.

Abb. 3: Rasterlektronenmikroskopische Aufnahme eines ruhenden diskoiden Throm-
bozyten (Bild links oben x 20000) und zweier aktivierter Thrombozyten mit Ausstul-
pung der Zellmembran zu Pseudopodien (Bild rechts oben x 20000). Schematische
Darstellung der subzellularen Strukturen eines Thrombozyten (Bild links): 1. kanaliku-
lares System, 2. Microtubuli, 3. a-Ganulom, 4. dichtes Granulom ,dense granule®, 5.
Glykogen, 6. Mitochondrien und die dazugehoige elektronenoptische Aufnahme (Bild
Mitte unten x 21000). Elektronenoptische Darstellung eines aktivierten Thrombozyten
mit einem Microtubulusring um die zentral gelegene Granula und Ausbildung von
Pseudopodien (Bild rechts unten x 30000). %

Die periphere Zone der Thrombozyten, bestehend aus der protein- und muco-
polysaccharidreichen Glykokalix einer phospholipidreichen Zytoplasmamem-
bran, sowie der so genannten submembrandsen Region, bildet die Oberflache
der Thrombozyten. Eingelagert in die Zytoplasmamembran befinden sich
Membranproteine. Die submembrandse Region ist Uber Filamente eng mit der
Zytoplasmamembran verbunden und somit in der Lage, Signale von der
Thrombozytenoberflache tGber chemische und physikalische Veranderungen flr
das Zellinnere zu ubersetzen.'®® Das thrombozytire Zytoskelett lasst sich in
drei Bereiche untergliedern: Das aus Spectrin gebildete und der zytoplamati-
schen Seite der Plasmamembran anhaftende sogenannte Membranske-
lett.?®>"®"" In Thrombozyten konnten mehr als 2000 verschiedene Spectrin-
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molekiile gezeigt werden.”®’"1% Bisher ist relativ wenig dariiber bekannt, wie
die exakte Verbindung zwischen den Spectrinmolekilen und der Plasma-
membran bzw. den Aktinmolekilen aussieht. Nahe der Plamamembran im Zy-
toplasma befindet sich ein einzelner, zu einer Spule aufgewickelter Micro-
tublus™®®, dabei handelt es sich um ein aus aB-Tubulindimeren bestehendes
Polymer. Es sind vier verschiedene B-Tubuline (1, B2, 4, B5) in Thrombozy-
ten bekannt.?®* Und als dritter Bereich das das gelartige Zytoplasma ausfiillen-
de dreidimensionale Netzwerk aus Aktin, Myosin und Aktin-Bindungsproteinen.
Aktin ist das am haufigsten in Thrombozyten vorkommende Protein.*®® Im ru-
henden Zustand formen dabei ca. 800000 Molekiile 2000-5000 lineare Actinpo-
lymere.”®% Die linearen Actin-Polymere werden unter Beteiligung von Fila-
min?%2! und a-Actinin®® zu einem Netzwerk verbunden. Wahrend der Throm-
bozytenaktivierung reorganisieren die Strukturproteine die Zellorganellen, zu
denen sie eine Verbindung besitzen.***

Im Zytoplasma gelegen befindet sich in Gestalt von Mitochondrien und den drei
verschiedenen Formen thrombozytarer Speichergranula die Zone der Organel-
len. Dabei handelt es sich um so genannte electron-dense-bodies, d.h. dichte
Granula, Lysosomen und hauptsachlich a-Granula mit einem Durchmesser von
300-500 nm. In ihnen werden Substanzen gespeichert, die die Funktionen der
Thrombozyten wie Aggregation, Adhasion, Chemotaxis und Inflammation un-
terstiitzen bzw. erst erméglichen.®**” Diese werden in der Tabelle 2 ausfiihrlich
genannt. Die Membranen der a-Granula beinhalten neben den Glykoproteinen
vor allem P-Selektin (CD62p), p24 (CD9) und PECAM (CD31).** Im Lumen
befinden sich Zytokine (RANTES, PDGF, PF4, etc.) und Gerinnungsfaktoren
(FV, FVIII, FX und FXII1).2*" P-Selektin und einige Glykoproteine sind auch in
den dense granules enthalten, die jedoch vorwiegend Nukleotide (ATP, ADP,
GTP und GDP), Kalzium- und Magnesiumionen und Histamin enthalten.*® Der
hohe Serotoningehalt fuhrt zur dunklen Farbung der dense granules bei elekt-

ronenmikroskopischer Betrachtung.?
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Tabelle 2. FUr die Funktion der Thrombozyten entscheidende Inhaltsstoffe ihrer

sekretorischen Granula (a-Granula, dense granules und Lysosomen).

117,234,101,52,31,80,81,82,116,173,49,67,47,15,169

242,190,191,12,

Kompartiment

Membranfaktoren

I6sliche Fak-

toren

a-Granula

dense granules (elekt-

ronendichte Granula )

Lysosomen

P-Selektin (CD62p)

GPIb/IX (CD42), GPIIb/llla
(CD41/CD61), GPIV (CD36)

p24 (CD9)

PECAM (CD31)
GLUT-3

Vitronectin Rezeptor

Osteonectin

Rall

GPIb, GPlIb/llla (CD61)
LIMP1 (CD63)

LAMP2

P-Selektin (CD62p)

LIMP1 (CD63)
LAMP1
LAMP2

Fibrinogen, VWF
PDGF, TGFR,
ECGF, EGF, VEGF,
IL-13, PF4, RANTES
PAIL1, TFPI, C1-
Inhibitor

Multimerin, GPla
CTAP-IIl, NAP-2
Faktor V, VIII, XI,
X,

ATP, ADP, GTP,
GDP

Serotonin (5-HT)
Ca2+, Mgz+
Pyrophosphat
Histamin
Cathepsine D u. E
Carboxylasen A u. B
Collagenase

Saure Phosphatase
Heparinase

versch.Glykosylasen

Die lysosomal associated membrane proteins (LAMP) sind charakteristische

Bestandteile der Lysosomenmembran. Zu diesen glykosylierten Proteinen ge-

hort LIMP1 (CD63), LAMP-1 und LAMP-2.*"* Dariiber hinaus sind zahlreiche

Glykosylasen und andere katabole Enzyme (Heparinase, Collagenase, etc.)
enthalten. Ein Reihe von den in der thrombozytdren Speichergranula enthal-
tenden Proteinen, so z.B. Fibrinogen und Fibronektin, werden aus dem Plasma

aufgenommen und nicht von den Megakaryozyten selbst gebildet

135

, wobei die
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Endozytose unter Beteiligung des OCS und Clathrin-haltiger Vesikel statt-
findet."*>?’®> Ein weiteres Beispiel ist der tissue factor, fir ihn konnte bislang
weder in Megakaryozyten noch in Thrombozyten eine mRNA nachgewiesen
werden; somit ist eine Synthese unwahrscheinlich. Man geht auch hier davon
aus, dass der auf Monozyten exprimierte tissue factor Uber das OCS in
Thrombozyten gelangt.?*?

Ein weiterer morphologischer Bereich ist das bereits genannte Membran-
system. Dieses setzt sich aus dem offenen kanalikularen System (surface con-
nected, open canalicular system = OCS) und dem dichten tubuldren System
(dense tubular system = DTS) zusammen. Das OCS besteht aus gewundenen
Invaginationen der Zellwand - wie oben bereits beschrieben - die weit in das
Innere des Thrombozyten reichen und miteinander in Verbindung stehen. Die
Aufnahme von Stoffen aus der Umgebung erfolgt semiselektiv nach Molekdil-
grof3e, so wird gewahrleistet, dass z.B. gro3ere Molekile wie Antikdrper nicht
in die Thrombozyten eintreten kdnnen. Unbekannt ist bisher, in wie weit die
Lipidmembran des OCS bzw. deren Gehalt an Glykoproteinen mit denen der
Thrombozytenoberflache Ubereinstimmt. Das dichte tubuldre System ist ein
Residuum des rauen endoplasmatischen Retikulums der Megakaryozyten. Es
enthalt hohe Konzentrationen an freien Calzium-lonen, welche bei Bedarf in
das Zytoplasma sezerniert werden konnen und zu einer Aktivierung der
Thrombozyten fithren.?” Die Exozytose stellt den wesentlichen Mechanismus
der Degranulierung, d.h. der Freisetzung von Faktoren aus den Speicher-
granula nach Aktivierung der Thrombozyten dar.'*® Da aktivierte Thrombozyten
eine relativ grol3e Oberflache besitzen, erfolgt die Abgabe der gespeicherten

Mediatoren in das Gefal3system bzw. in den Extrazellularraum relativ schnell.

1.1.3 Rezeptoren der Thrombozytenoberflache

Die Oberflache der Thrombozyten weist ein breites Spektrum unterschiedlicher
Rezeptormolekiile auf. Diese ermdglichen die fir die Thrombozytenfunktion
sowohl im Rahmen der hAmatostatischen Prozesse, als auch bei der Vermitt-
lung von proinflammatorischen Funktionen notwendigen Interaktionen mit dem

Endothel, den vaskularen Zellen, den Strukturen der Gefalwand und den
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plasmatischen Gerinnungsfaktoren. lhre vielfaltigen Wechselwirkungen mit
plasmatischen Faktoren und Rezeptoren von Entziindungs- aber auch Endo-
thelzellen sind in Abbildung 4 dargestellt.

Abb. 4: Rezeptoren der Thrombozyten und deren Wechselwirkung mit plasmatischen
Faktoren (Kollagen, VWF, Thrombin, Fibrinogen, Fibronektin) und Rezeptorliganden
der Monozyten, neutrophilen Granulozyten bzw. Endothelzellen.®® Der GPla/lla-Kom-
plex, GPIV und GPVI bindet an subendotheliales Kollagen bei gleichzeitiger Bindung
des GPIb/IX/V-Komplexes an VWF. Weitere Wechselwirkungen sind die Bindung des
GPIIb/llla-Komplexes an Fibrinogen und des GPlla/lc-Komplexes an Fibronektin. Im
Thrombus stellen diese Interaktionen und die Bindung der PAR-1 (proteinase activated
receptor) Molekile an Thrombin die wichtigsten Quervernetzungen der Thrombozyten
untereinander und mit dem Fibringerinnsel dar. Neben den GP-Komplexen finden sich
zahlreiche Membranproteine, die im Zusammenhang mit der Zell-Zelladhasion stehen.
Hierzu z&hlen vor allem P-Selektin, PSGL-1 (P-Selektin Glykoproteinligand-1), CD40-
Ligand, JAM-3, PECAM-1 und ICAM-2, die Uber direkte Wechselwirkungen mit Integri-
nen und Rezeptorliganden den Kontakt zu Leukozyten oder Endothelzellen herstellen
kénnen, 195111229258 ndirekte Verbindungen entstehen z.B. durch die Interaktion von
MAC-1 (CD11b/CD18) mit Fibrinogen, das wiederum uber GPIlIb/llla an aktivierte
Thrombozyten bindet.*® Die Assoziation von Thrombin an PAR-1 tragt zur Quervernet-
zung bei, da PAR-1 auch von Endothelzellen exprimiert wird.>**%3

Man kann diese Rezeptoren anhand ihrer Molekulstrukturen in vier Gruppen

unterteilen: Integrine (z.B. Fibrinogenrezeptor Integrin a2p3) und leucinreiche



14

Glykoproteine (z.B. Kollagen/vVWF-Rezeptor GPIb/IX/V) gehdren beide zur Fa-
milie der Membranglykoproteine, sowie Selektine (z.B. P-Selektin) und Rezep-

toren vom Immunglobulintyp (z.B. PECAM-1).

1.2  Aufgabe und Wirkung von Thrombozyten

Die Thrombozyten spielen zunachst eine wichige Rolle beim Wundverschluss
nach einer Gefallverletzung. Sie sind aber auch maligeblich an der im
Anschlu3 daran stattfindenden Wundheilung beteiligt. Unmittelbar nach
Gewebs- bzw. Gefal3verletzung werden die Prozesse der priméaren und
sekundaren Hamostase und die der akuten Inflammation in Gang gesetzt.
Ziel der Hamostase ist der schnelle GefalR3verschluf3, um einen massiven Blut-
verlust zu vermeiden.?®* Durch die inflammatorische Reaktion erfolgt eine Akti-
vierung von Abwehrmechanismen, damit das Eindringen mdglicher Keime

verhindert wird.

1.2.1Die initiale Funktion der Thrombozyten bei der akuten Gefal3verletzung

Lprimare Hamostase" = Adhéasion-Aktivierung-Aggregation

Unter physiologischen Bedingungen zirkulieren Thrombozyten im Blut, ohne mit
Strukturen der GefaBwand oder anderen Blutzellen in Kontakt zu treten. Infolge
einer Schadigung des Gefallendothels laufen nachfolgend beschriebene Pro-
zesse ab:

Beim gesunden Individuum liegt die Blutungszeit, d.h. die Zeit, in der eine
Blutung nach Verletzung von kleinen Geféaflen zum Stillstand kommt, zwischen
1 bis zu 3 Minuten. Diese primare Hamostase kommt vornehmlich durch die
Vasokonstriktion und den mechanischen Verschluss durch einen Thrombo-
zytenpropf, auch Thrombus genannt, zustande.?”1°7:225:266.285

Bei einem Endothelschaden der GefalBwand und der nun offenliegenden
thrombogenen subendothelialen Matrix kommt es im Rahmen der Hamostase
zur Adhasion ruhender, im Blut zirkulierender Thrombozyten an nun freiliegen-

des Kollagen'® (primare Adhasion). Dieser initiale Adh&sionsvorgang wird
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durch thrombozytare Membranglykoprotein-Rezeptoren, die Integrine, gesteu-
ert und resultiert in Formverdnderung, Thrombozytenaktivierung und Freiset-

zung der Inhaltsstoffe aus der Speichergranula.’®

Thrombozytensystem

{subendotheliales Kollagen)

Kontaktaktivierung Vo Willehralltl-Faﬂty
i

S

H -
E W'u'F Enilungsdomine Hollagnn Bindungsdomane

' / subendotheliales Hall.‘ngen\

Thrombozytenadhasion |"

/ Fhrlllﬂuﬂllk
r

GPIb I T
Thrombozytenaktivierung uni fow 3
Thrombozyteaggregation ;" | —ﬁ mumﬂ
I
i \,J
\ "‘@"*’E“‘ "E‘ll" |

Fibrinogen ,ﬁ_— GPIb1lla f'[

o )
Thrombus . Fibrin \ %
i:[l

Abb. 5: Adhéasion der Thrombozyten an das verletzte Endothel: Aktivierte Endothelzel-
len exprimieren kollagenimmmobilisierten VWF (von-Willebrand-Faktor). Der Oberfla-
chenrezeptor GP/IX/V der Thrombozyten bindet an den endothelialen vW. Die feste
Adhasion erfolgt Uber die zwei Kollagenrezeptoren GPla/lla und GPVI durch Bindung
an freiliegendes Kollagen. Die Verbindungen zwischen den Thrombozyten werden
hauptséchlich durch Fibrinogen-Molekiile gebildet, die an die GPIIb/llla - Rezeptoren
der Thrombozyten binden.?%

Die Plattchenadhdasion, die unter arteriellen Stromungsbedingungen (Arterien,
Arteriolen) und somit unter hohen Scherkréaften stattfindet, wird Uber den von-
Willebrand-Faktor (WWF) vermittelt.?> Dieser wird zum Teil von Endothelzellen
und Megakaryozyten® sezerniert, aber auch aus thrombozytaren Speichergra-
nula freigesetzt und an die freiliegenden Kollagenfasern des Subendothels ge-
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bunden. Uber Interaktion des thrombozytaren Rezeptors fir vVWF (Glykoprotein
Ib-1X-V) mit kollagenimmobilisiertem VWF wird der erste Kontakt zirkulierender
Blutplattchen mit der Zellwandl&sion hergestellt, #22>#26:227.231.266 pjage |nterak-
tion bedingt keine feste Bindung der Thrombozyten an die Matrix, so dass -
durch die Scherkrafte des stromenden Blutes bedingt - ein ,rolling”“ der Throm-
bozyten auf dem VWF beobachtet werden kann.?*! Zwei weitere thrombozytare
Glykoproteine (GPla/lla = Integrin a2B1 und GPVI, Kollagenrezeptoren) inter-
agieren zugleich direkt mit dem freiliegenden Kollagen und stabilisieren die
Bindung.?4¢?%42272%5 piese Bindung kann auch bei ruhigem Blutfluss stattfin-
den. Im Gegensatz zur Bindung Uber den vVWF ermdglicht die direkte Bindung
tiber Kollagen eine stabile Adhasion und das Wachstum des Thrombus.** So
ermdglicht GPVI als der wichtigste Kollagenrezeptor'®® nicht nur eine festere
Bindung direkt an Kollagen, sondern vermittelt auch die Aktivierung anderer,
zur Adhasion notwendiger Rezeptoren, wie Integrin a3, welches Fibrinogen
und Fibronectin an die Matrix bindet und a,B3:, welches eine festere Bindung
durch Bindung an Kollagen vermittelt.*8818941:230 ynter Beteiligung der bereits
genannten Rezeptoren flr Kollagen (GPla/lla und GPVI) aber auch Fibrinogen
(GPIIb/llla) und Fibronektin (GPlla/lc) entsteht somit eine feste Bindung der
Thrombozyten an die subendotheliale Matrix. Die nun folgende Aggregation der
durch die Adhasion aktivierten Thrombozyten entsteht hauptsachlich durch die
Interaktion zwischen dem GPIIb/Illa-Komplex und Fibrinogen.?*® Weitere
Wechselwirkungen stabilisieren die Bindung der Thrombozyten untereinander
und die Bindung an das Fibringerinnsel, siehe Abb. 5.

Die Adhésion der Thrombozyten an der subendothelialen Matrix fordert eine
Vielzahl von Prozessen, welche dieselben von einem ruhenden in den aktivier-
ten Zustand uberfihren. Ausgehend von der Ligandenbindung an die unter-
schiedlichen Rezeptoren, wie z.B. Fibrinogen an GPIIb/llla, Kollagen an GPVI
oder Thrombin an PAR-1 2’4 werden G-Proteine >** aktiviert, die dieses Sig-
nal meist an die Proteinkinase C (PKC) weiterleiten. Der gleichzeitig induzierte
Anstieg der intrazellularen Calzium-Konzentration fuhrt zu umfassenden Ver-
anderungen des Zytoskeletts der Thrombozyten. Diese bewirken eine Zunah-
me der Thrombozytenoberflache durch Ausbildung von Filopodien und
Zellspreizung durch Ausspannen von Lamellen'®, siehe Abb. 6. Bei der mit der
Aktivierung der Thrombozyten einhergehenden Degranulation findet eine Frei-
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setzung l6slicher Faktoren aus den Granula statt. Zudem werden membrange-
bundene Proteinrezeptoren auf der Oberflache der aktivierten Plattchen pra-

sentiert.

Abb. 6: Anderung des Zytoskeletts und damit der Plattchenmorphologie durch Aktivie-
rung. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen einen ruhenden Thrombo-
zyten mit diskoider Form (Bild 1, links, x 3000), einen flach ausgespreizten Thrombo-
zyten nach dem Calciumeinstrom in das Zytoplasma (Bild 2, Mitte, x 3000) und die
Ausbildung von Filopodien (Bild 3, rechts x 3000).%%

1.2.2 Die ,sekundare Hamostase" — Interaktionen der Thrombozyten im

Rahmen der Gerinnungskaskade

Die sich der primaren Hamostase anschlieBende Phase der sekundéren
Hamostase beinhaltet die Initierung der Gerinnungskaskade bis zur Formation
des Fibringerinnsels. Da das primére Plattchenaggregat relativ instabil ist, er-
fordert eine effektive und dauerhafte Blutstillung die Konsolidierung des Primar-
thrombus. Dabei spielt als initierender Mechanismus der Gerinnung in vivo die
Aktivierung von Faktor VII, wie in Abbildung 8 dargestellt, offensichtlich die ent-
scheidende Rolle.'®>?*> |m Gegensatz zu der in Abb. 7 dargestellten Gerin-
nungskaskade kommt es bei der Aktivierung des intrinsischen Systems zur
Adsorption von Faktor Xl an negativ geladene Oberflachen. Es folgt eine Akti-
vierung der Faktoren Xl und IX unter Einbindung von Prékallikrein und Hoch-
molekulargewichtskininogen. ¥ Bei dem auch als Gewebethromboplastin oder
Factor 1l bezeichneten tissue factor handelt es sich um einen Protein-
Phospholipid-Komplex.'#°
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Abb. 7: Plasmatisches Gerinnungssystem — vereinfachte Darstellung, schematisch.

(F = Gerinnungsfaktor, PL = Phospholipid, Ca = Kalziumionen)'® Die Aktivierung von
Faktor VII erfolgt durch Gewebethromboplastin, welches bei einer Gewebeverletzung
aus beschéadigten Endothelzellen bzw. beschéadigten Blutzellen freigesetzt wird. Der
aktivierte Faktor VII (FVIla) aktiviert nun Faktor X (FXA). Daneben ist Faktor Vlla tber
die sogenannte Josso-Schleife in der Lage, den Faktor IX zu aktivieren (FIXa). Dieser
aktiviert in Anwesenheit von Phospholipid und Kalziumionen (Ca) Faktor X (FXa). Fak-
tor VIII:C katalysiert diese Reaktion. Faktor X und VIII besitzen keine eigene enzymati-
sche Aktivitat und muissen erst durch Thrombin aktiviert werden (positive
Ruckkopplung). FXa initiiert in Verbindung mit Faktor V, als Kofaktor, sowie Phospho-
lipiden und Kalziumionen die Bildung von Thrombin aus Prothrombin. Thrombin spaltet
Fibrinogen und in Anwesenheit von FXllla und Kalziumionen entsteht polymerisiertes
Fibrin.

Er wird zum einen von Korperzellen exprimiert, die in keiner direkten Verbin-
dung mit dem Blutkreislauf stehen und zum anderen ist er als I6sliche, nur ge-
ringflgig aktive Form und als Mikrovesikel-gebundene Form innerhalb des
Blutkreislaufes zu finden. Ebenso sind Monozyten in der Lage, innerhalb weni-
ger Minuten nach Stimulation — z.B. mit Kollagen oder bakteriellem LPS — tis-
sue factor zu sythetisieren. Es wird vermutet, dass der in Thrombozyten
nachgewiesene tissue factor durch Mikrovesikeltrafer aus Monozyten Ubertra-
gen wurde.®® Nach einer GefaRschadigung werden die Thrombozyten aktiviert
und aggregieren. Der gespeicherte tissue factor gelangt so an die Oberflache
und unterstitzt die Gerinnungskaskade. Die aktivierten Thrombozyten binden
via P-Selektin/PSGL-1 Interaktion an neutrophile Granulozyten bzw. auch an
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Monozyten, welche ihrerseits Mikrovesikel-gebundenen tissue factor freisetzen.
Die Sekretion von Proteasen aus Granulozyten und Monozyten kénnte dazu
beitragen, dass der ebenfalls von aktivierten Thrombozyten ausgeschiedene
tissue factor pathway inhibitor durch proteolytische Spaltung inaktiviert wird.
Uber diesen Mechanismus konnte der Thrombozyten-, Mikrovesikel- und Mo-
nozyten-assoziierte tissue factor seine Wirkung auf die intravasale Initiierung

der Gerinnungskaskade austuben.

1.2.3 Der Einfluss der Thrombozyten auf Prozesse im Rahmen der akuten

Inflammation

Wie bereits einleitend erwahnt, besitzen Thrombozyten vielféltige, Gber Blutstil-
lung und Blutgerinnung hinausreichende Funktionen. So ist die akute Phase
der Inflammation Bestandteil des ersten Abschnitts der Wundheilung. Throm-
bozyten weren durch eine grof3e Anzahl endogener und exogener proinflamma-
torischer Stimulantien — wie Antigene, Antigen-Antikérperkomplexe, Faktoren
des Komplementsystems, Bakterien und deren Endotoxine, sowie Viren — akti-
viert.?’*1°® Sje besitzen die Fahigkeit, ,Fremdkérper® zu phagozytieren, setzen
nach Aktivierung proinflammatorische Enzyme frei, so z.B. Elastasen und Kol-
lagenasen aus den Lysosomen, die zum Gewebsuntergang fuihren, und wirken
chemotaktisch bzw. interagieren mit Entziindungszellen. Dies bedeutet, dass
Thrombozyten sowohl als Effektor-, als auch als Zielzellen des Entziindungs-
geschehens vieler Erkrankungen fungieren 89112137:162197,; den pei der Degra-
nulation freigesetzten thrombozytaren Faktoren gehéren zum einen solche, die
direkten Einfluss auf Endothelzellen oder glatte Muskelzellen austiben, z.B.
Serotonin™®**°, Histamin'*® und ADP und solche, die ihre Wirkung erst durch
Rekrutierung und Aktivierung anderer Zellen entfalten, dazu gehoren unter an-
derem Chemokine und Wachstumsfaktoren, z.B. PF-4°, PDGF, TGF-R?%,
RANTES, MIP-1a und MIP-13. Um nur einige Beispiele zu nennen: Histamin
und Serotonin'® erhohen die vaskulare Permeabilitat. Histamin fordert dariiber
hinaus die Peroxidproduktion in Makrophagen, erhoht die Aktivitat nattrlicher
Killerzellen und induziert sowohl die Kontraktion von Endothelzellen, zur Off-
nung der Zell-zu-Zell-Verbindungen, als auch ihre Relaxation, wodurch es teil-
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weise wieder zum Verschluss der Zell-zu-Zell-Verbindungen kommt. Histamin
besitzt somit sowohl pro- als auch anit-inflammatorisches Potential.***%? Der
plateled derived growth factor (PDGF) wirkt chemotaktisch sowohl auf Monozy-
ten als auch auf Fibroblasten und stimuliert das Wachstum vaskularer glatter
Muskelzellen'®® Eine ahnliche Wirkung zeigen auch VEGF, EGF, TGF-R?*!
und FGF. RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed and
presumably secreted) wirken chemotaktisch auf Eosinophile, Basophile und
Monozyten.*?® Im Zusammenspiel der thrombozytaren Zytokine und Wachs-
tumsfaktoren wird der gesamte Prozess der Geweberegeneration von der In-
flammation bis hin zur Strukturierung der extrazellularen Matrix unterstutzt und
gesteuert.t98160241 Fina hesondere Rolle im Rahmen von Inflammationen
spielen auch die Interaktionen von Thrombozyten und Leukozyten.***?* Dabei
wurde sowohl die Interaktion zwische Leukozyten mit an der GefaRwand im-
mobilisierten Thrombozyten'**, als auch die Bildung von frei zirkulierenden
Thrombozyten-Neutrophilen - bzw. Thrombozyten-Monozyten - Komplexen be-
obachtet.2+?** Nach der Adh&dson der Thrombozyten am Endothel und der fol-
genden Aktivierung werden Substanzen freigesetzt, die die Chemotaxis und
Migration der Leukozyten, vor allem der Monozyten, aus der Zirkulation an die
Plattchenaggregate bedingen. Dabei handelt es sich um einen mehrstufigen
Prozess mit Selektin-vermitteltem Rollen am Endothel, der Aktivierung der Zel-
len und schlieRlich der Integrin-vermittelten Adhasion und der Einwanderung in
die GefaRintima.8”?* Durch die Bindung des P-Selektins der Thrombozyten an
den passenden Ligand auf Leukozyten (neutrophile Granulozyten,Monozyten),
dem PSGL-1, wird das Rollen entlang des Endothels tber eine lockere Bindung
der beiden Zelltypen vermittelt.”>?®? Die nun folgende Aktivierung fiihrt auf der
Oberflache der Leukozyten zu einer vermehrten Integrinprasentation (MAC-1,
macrophage antigen-1). Zur festen Bindung an die Thrombozyten bindet MAC-
1 sowohl an ICAM-2 der Thrombozyten als auch an das GPlba und an
GPlIb/llla assoziiertes Fibrinogen.?*® Thrombozyten kénnen (iber P-Selektin
eine Sezernierung von IL-8, MCP-1, IL-1B und Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-
a) aus Monozyten induzieren, wie in Abb. 8 dargestellt.”*% Hierdurch sorgen
sie fur die vermehrte Rekrutierung zirkulierender Leukozyten aus dem Blutfluss.
Des Weiteren fordert die PSGL-1-P-Selektin-Verknipfung die translational re-

gulierte Expression des Oberflachenproteasenrezeptors uPAR (urokinase-type
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plasminogen activator receptor), der wesentlich fur die Regulation der Integrin-

assoziierten Leukozytenadhasion ist,*¢" 1%

Abb. 8: Am Endothel adharente Thrombozyten rekrutieren und aktivieren Monozyten:
Aktivierte Plattchen interagieren dazu mit dem monozytaren PSGL-1 Uber P-Selektin
und dem monozytaren MAC-1 tber GPIlIb/llla oder GPlba. Thrombozyten fordern die
monozytare Sekretion von Chemokinen, Zytokinen, prokoagulatorischen Faktoren fur
die Thrombosierung, die Aufregulation und Aktivierung von Adhéasionsmolekilen und
Proteasen und induzieren die Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen.®®

Die beschriebenen Prozesse verdeutlichen die nicht unerhebliche Beteiligung
von Thrombozyten bei inflammatorischen Prozessen. So ist bei den meisten
Entzindungsgeschehen von einer sekundaren Aktivierung der Thrombozyten
auszugehen, wahrend vornehmlich bei allergischen Reaktionen eine primére
Aktivierung der antigen-sensibilisierten Thrombozyten zu einem sekundaren

Entziindungsgeschehen fiihrt.**®
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1.2.3.1 Thrombozytare Faktoren und ihre Leistungen im Bereich der Immunab-

wehr

Ein weiteres Indiz fur die nicht unerhebliche Rolle der Thrombozyten im Rah-
men der akuten Inflammation ist die Freisetzung thrombozytarer Faktoren mit
antimikrobieller Wirkung fur die unspezifische Abwehrreaktion. Die Entzin-
dungsreaktion ist hauptsachlich auf die spezifische und unspezifische Bekamp-
fung eindringender Keime ausgerichtet.**

Die Ausschittung der in der a-Granula lokalisierten antimikrobiell wirksamen
thrombozytaren Faktoren kann durch die Mikroorganismen selbst oder durch
deren Toxine z.B. durch Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, En-
terococcus faecalis, Escherichia coli, Fusobacterium, Listeria, Mycobacterium,
Pseudomonas und Salmonellen®?® hervorgerufen werden. So zeigen zytotoxi-
sche freie Radikale, 3-Lysin und Thrombozidine (TCs = thrombocidins) vorwie-
gend bakterizide Eigenschaften gegen Bacillus subtillis, Proteus mirabilis®?,
Escherichia coli und andere.***? |n vitro konnten ebenfalls bakteriostatische
bzw. bakterizide Eigenschaften gegen Staphylococcus, Listeria und Salmonel-
len nachgewiesen werden.?®® Bei einigen Cryptococcus-Stammen konnten
auch fungizide Wirkungen der TCs nachgewiesen werden.?®® Des Weiteren
konnte auch die Abwehr parasitarer Mikroorganismen, wie z.B. Schistosoma
mansoni??, Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, sowie Plasmodium falcipa-
rum und Plasmodium vivax und die Inkorporation von Viren, so z.B. Influenza,
Herpes, HIV oder HCV, in Thrombozyten gezeigt werden. Bisher ist jedoch
nicht eindeutig geklart, ob dieser Mechanismus einen protektiven Effekt be-

sitzt.?®

1.2.4  Nachhaltige Wirkungen“ der aktivierten Thrombozyten

Die bereits beschriebenen Vorgadnge der Aggregation und Degranulation bilden
die Grundlage der hamostatischen und inflammatorischen Wirkung von Throm-
bozyten. Sie sind jedoch meist innerhalb von einigen Minuten abgeschlossen.
Fraglich ist somit, ob nachhaltige Wirkungen von Thrombozyten im Rahmen
der Wundheilung, aber auch bei inflammatorischen Prozessen, im Gefal3sys-

tem nachgewiesen werden kdnnen. Basis fir die nachhaltigen chemotaktischen



23

und inflammatorischen Wirkungen durch Zytokine und Wachstumsfaktoren ist
ihre in den inflammatorischen Effektorzellen stattfindende Neusynthese. In Mo-
nozyten wird nach Kontakt mit aktivierten Thrombozyten die Expression der
Gene von IL-1R, IL-8 und MCP-1 beobachtet.*®

Bis vor kurzem hielt man die Mdglichkeit einer in den kernlosen Thrombozyten
stattfindenden de novo Proteinsynthese fir unwahrscheinlich. In unterschied-
lichen Studien konnte aber nachgewiesen werden, dass Blutplattchen trotz des
fehlenden Zellkerns tber das zur Proteinsynthese notwendige Instrumentarium
verfiugen und die Biosynthese offensichtlich auf der Basis der vorhandenen

134,228270  Mittels verschiedener Methoden wie

Gentranskripte  stattfindet.
Northernblot, cDNA-Klonierung oder auch RT-PCR konnte die mRNA zahlrei-
cher thrombozytenspezifischer Gene, insbesondere fir GPIIb, GPllla, Chemo-
kine und Rezeptoren identifiziert werden.” 3492209228277 Ehanso konnte die An-
wesenheit von Ribosomen als weiterem essentiellen funktionellen Bestandteil
der Proteinsynthese nachgewiesen werden.?®* Des Weiteren gelang es auch,
den Signaltransduktionsweg fiir die Regulation der de novo Proteinsynthese

von IL-1R in Thrombozyten nach Aktivierung derselben darzustellen (Abb.
9) 109,154

Aktivierung
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Abb. 9: Modell der de novo Proteinbiosynthese in aktivierten Thrombozyten.*
Nach Aktivierung der Thrombozyten unter Beteiligung des GPIIb/Illa-Komplexes wird
eine MAPK-abhangige Signalkaskade ausgelést, die zunéchst die Kinase p70°®¢ und
schlie3lich die Translationsfaktoren elF-4E und elF-2a aktiviert. Der aktivierte elF-4E
ist dann in der Lage, an die 5’-Cap-Strukturen von mRNA-Molekilen zu binden und die
ribosomale Translation zu starten, °>1982%2
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Diese am Beispiel von IL-13 gezeigte Regulation der de novo Proteinsynthese
in Thrombozyten kdnnte auch auf andere Proteine zutreffen, deren Synthese in

Plattchen gezeigt wurde,?%:21:26:30:49.228.270

1.3  Struktur, Synthese und Funktion von pro IL-113, IL-13 und VEGF

Sowohl IL-13 als auch VEGF sind Zytokine, die in den a-Granula der Throm-
bozyten zu finden sind und bei Aktivierung freigesetzt werden.

Derzeit existieren zehn bekannte Mitglieder der Interleukin-1-Familie, jedoch
sind nur vier von ihnen: IL-1a, IL-1, IL-18 und IL-1Ra (interleukin-1 receptor
antagonist) untersucht. Wahrend bei den anderen sechs keine genauen Anga-
ben tber ihre Funktionen existieren.>” Bei IL-1a, IL-1f und IL-18 handelt es
sich um Agonisten die sich strukturell wenig unterscheiden, wahrend es sich
bei IL-1Ra um einen spezifischen Rezepor-Antagonisten von IL-1a und IL-1(3
handelt.>’

IL-1 wurde in den 1940ern erstmals als hitzelabiles Protein beschrieben, das
man in granulozytdrem Exsudat gefunden hatte und das, wenn es Tieren inje-
ziert wurde, Fieber ausloste. Damals wurde es als endogenes Pyrogen be-
zeichnet.” In spateren Studien konnte aber gezeigt werden, dass das endogene
Pyrogen weit mehr Wirkungen hatte, als Fieber auszulésen. So konnten Ro-
senwasser et al.’*®> demonstrieren, dass homogenes, gereinigtes, endogenes
Pyrogen die T-Zell Antwort auf Mitogene steigert. Die Fahigkeit des von
Markrophagen produzierten endogenen Pyrogens, auf Lymphozyten aktivie-
rend zu wirken, ist fir den heutigen Namen Interleukin verantwortlich. Ver-
schiedene Substanzen, die urspriinglich nach ihren biologischen Wirkungen
benannt wurden, wie leucocytic endogenous mediator, mononuclear cell factor,
catabolin, osteoclast activating factor, hemopoietin-1, lymphocyte proliferation
promoting factor of neutrophils, melanoma growth inhibition factor oder tumor
inhibitory factor-2 konnten spéter als IL-1 identifiziert werden.>*

Bei pro IL-1R handelt es sich um einen Vorlaufer von IL-1R.>®> Das Protein be-
sitzt eine Molmasse von 31 kDA. Die Produktion von pro IL-13 wird durch die
Anwesenheit von Mikroorganismen bzw. deren Produkten, aber auch durch

eine Vielzahl anderer proinflammatorischer Prozesse stimuliert. Pro IL-13 be-
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sitzt keine IL-1R-Bioaktivitat und wird fast ausschlieRlich erst nach Uberfiihrung
in seine aktive Form aus dem Zytosol der Zelle sezerniert.>>>® Es wird haupt-
sachlich mittels eines IL-13 converting enzyme (ILE), auch als Caspase-1 be-

zeichnet>>®

, in die mature Form umgewandelt. Jedoch konnte auch gezeigt
werden, dass weitere Enzyme wie Elastase, Chymotrypsin, einige Metallopro-
teasen etc. in der Lage sind, pro IL-1R in seine mature Form umzuwandeln.>’
Von Perregeaux konnte gezeigt werden, dass ein rapider intrazellularer Kali-
umabfall, wie es durch Einwirkung von ATP auf Zellen der Fall ist, zur Freiset-
zungsreaktion von maturem IL-18 fiihrt.2°+%°%2% Dje Vermutung, dass es sich
um eine rezeptorvermittelte Freisetzung von IL-13 handelt, konnte einige Zeit
spater erbracht werden. Auf Monozyten und Macrophagen wurde ein fur ATP
spezifischer Purinrezeptor P2X-7 nachgewiesen. Eine Stimulation dieser Zellen
mit ATP in Anwesenheit von LPS fluhrte zur Freisetzung von IL-1(3, blockierte
man diesen Rezeptor mittels eines monoklonalen Antikoérpers, unterblieb die
Sezernation von IL-1R.%*™ In vivo ist einer der wesentlichen Stimuli fiir die
Transkription und damit die Produktion bakterielles Endotoxin. Aber auch ande-
re mikrobielle Produkte, Komplementkomponenten, Thrombin oder andere Zy-
tokine konnen zur IL-1 Transkription und Translation beitragen.®® Nach
genannter Stimulation wird IL-13 vor allem von Monozyten und Makrophagen,
aber auch durch viele andere Zellen wie z.B. Thrombozyten, Megakaryozyten,
neutrophile Granulozyten, Endothelzellen und Osteoblasten sezerniert. >42%°

In seiner maturen Form spielt IL-13 eine zentrale Rolle bei akuten und chroni-
schen, sowohl lokal als auch systemisch ablaufenden Entziindungen wie Infek-
tionen, Septikamien, Autoimmunerkrankungen und Neoplasien.*>***® Wwie
heute bekannt ist besteht die wesentliche Hauptfunktion von IL-113 - als so ge-
nanntem proinflammatorischen Zytokin - in der Initiation der Inflammation. Dies
bedeutet, dass IL-113 ein vielfaltiges Aufgabengebiet besitzt. So veranlasst, um
nur einige Aufgaben zu nennen, IL-13 Gefal3endothelzellen zur Freisetzung
von Chemokinen wie MCP-1 und férdert die Expression von Adhasionsmoleku-
len wie E-Selektin, ICAM-1, VCAM-1 etc. Ebenso fordert und induziert es im
Zusammenspiel mit IL-12 die Sekretion von IFN-gamma durch NK-Zellen, was
zur Aktivierung von Makrophagen fuhrt. Die in Anwesenheit von IL-13 vermehrt
auf den Zellen exprimierten Metalloproteinasen (MMPs) sorgen flr eine ver-

starkte Migration von Monozyten ins Entzindungsgebiet. Die Funktion von IL-
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1R ist nicht nur auf seine Aufgaben im Rahmen von Entziindungsprozessen
beschrankt. So ist IL-113 entscheidend an ossearen Um- und Aufbauprozessen
sowie an vielfaltigen endokrinologischen Funktionen, wie z.B. der Insulinsekre-
tion oder auch an der Regulierung des Appetits, beteiligt. Durch Einwirkung auf
den Hypothalamus und Mobilisierung von Proteinen aus Fett- und Muskelzellen
hat IL-13 maf3geblichen Einfluss auf die Entstehung und Bereitstellung der E-
nergie zur Erhdhung der Kérpertemperatur.®® Diese spielt eine entscheidende
Rolle bei der Verminderung der viralen und bakteriellen Replikation, schnelle-
ren Antigenverbreitung und verstarkten Immunreaktion.

Der so genannte VEGF spielt eine wichtige Rolle in der physiologischen und
pathologischen Angiogenese und Inflammation.**®>'%? Derzeitig sind sechs
Mitglieder der VEGF-Familie bekannt, deren genaue Funktion teilweise noch
erforscht wird: VEGF-A (wird im folgenden als VEGF bezeichnet), VEGF-B*®*,
VEGF-C'" VEGF-D®***3, sowie der placenta growth factor (PIGF) und virale
Homologe von VEGF, als VEGF-E bezeichnet.'”*?°*?"® VEGF-B scheint vor
allem fiir die Ausbildung der Koronarvaskularisierung verantwortlich zu sein*,
VEGF-C vor allem fiir die Entwicklung des LymphgefaRsystems.'? Die Aktivitét
von PIGF ist mdglicherweise auf Umbildungsprozesse im ausgereiften Blutge-
faRsystem beschrankt.®

Die Bezeichnung VEGF’* hat sich im Laufe der Zeit gegeniiber den Namen

F146236244 nd Vasculotropin®” durchgesetzt, nach

vascular permability factor VP
dem sich herausstellte, dass es sich bei den von den verschiedenen Arbeits-
gruppen beschriebenen Faktor um dasselbe Hormon handelt. Natives VEGF ist
ein basisches, heparinbindendes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
45 kDA.” und gilt als potentester Stimulus fiir die Angiogenese. VEGF kommt
in funf verschiedenen Formen vor, die aufgrund ihres Unterschiedes in der An-
zahl der Aminsosauren als VEGF121, VEGF145, VEGF 165, VEGF139 und VEGF206
bezeichnet werden.’*2°%2%82%0 Dahej handelt es sich bei VEGF165 um die domi-
nierende der Isoformen, die von einer Vielzahl kultivierter Zellen so z.B. Mono-
zyten, Makrophagen, Mastzellen, T-Lymphozyten, glatte Muskelzellen, Keratino-
zyten®®, Osteoblasten oder auch Tumorzellen sowie in den meisten Geweben
z.B. Milz, Leber, Niere und Gehirn gebildet wird. Lediglich in der Plazenta u-
berwiegt VEGF,:.”4%® Dariiber hinaus enthalten Thrombozyten vergleichbar

gro3e Mengen an VEGF wie Tumorzellen und gelten als Haupttransporter fir
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VEGF. Bei beiden Isoformen handelt es sich um serumlésliche Proteine, die in
das Medium der produzierenden Zelle sezerniert werden.”*?® Die Expression
der beschriebenen Rezeptortyrosinkinasen Flt-1 (fms-like-tyrosine-kinase,
VEGFR-1), KDR (kinase insert domain-containing receptor, VEGFR-2) und Flt-
4 (VEGFR-3), Uber die VEGF seine Wirkung entfaltet ist im adulten Organsi-
mus weitgehend auf Endothelien beschrankt.®%4° |

Wahrend der Embryogenese und der frilhen postnatalen Phase findet unter
dem Einfluss von VEGF die Ausbildung des Gefal3systems statt. Beim adulten
Menschen ist eine physiologische Gefaldsystemneubildung nur noch im Bereich
der proliferativen Phase der Wundheilung und im weiblichen Reproduktions-
system fiir die zyklische BlutgefaRproliferation zu beobachten.’**%? VEGF wirkt
mitogen auf arterielle, vendse und lymphytische Endothelzellen und fuhrt Gber
sogenannte antiapoptotische Signalwege zu einer verlangerten Uberlebenszeit
der Endothelzellen. Des Weiteren steigert VEGF die Permeabilitdt des Gefa-
Rendothels®®®® durch Degradierung der Basalmembran und extrazelluldren
Matrix durch proteolytische Enzyme und erméglicht somit die Migration von z.B.
Plasmaproteinen bzw. Plasmafibrinogen zur Ausbildung eines extravasalen
Fibringels.®® Dieses dient als Matrix fiir das Wachstum von Endothelzellen wah-
rend der Wundheilung Ebenso ermoéglicht VEGF aber auch die Migration von
Makrophagen, Fibroblasten oder Endothelzellen.?® Dieses Phanomen ist im
Besonderen in Tumoren zu beobachten.®*®>%%® Daraus resultiert eine sehr gute
Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff, aber auch im Rahmen einer
Chemotherapie mit Medikamenten. Eine erhdohte VEGF-Konzentration und
Angiogenese ist andererseits auch im Rahmen der rheumatischen Arthritis und
der diabetischen Retinopathie zu beobachten. Chemotaktisch wirksam ist
VEGF fur Monozyten und Osteoblasten. Die Regulation enchondraler Kno-
chenbildung und longitudinalen Knochenwachstums als Aufgabe von VEGF in
der postnatalen Entwicklung wurde durch Gerber et al. beschrieben.®*® In vivo
konnte ein fur die sekundare Hamostase interessanter Effekt gezeigt werden:
VEGEF fuhrt in Endothelzellen und Monozyten zu einer Expression von tissue

factor.
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1.4  Fragestellung

In der akuten Phase der Inflammation und bei der primaren Hamostase stehen
die Thrombozytenaktivierung und Freisetzung der gespeicherten Mediatoren im
Vordergrund. Ob darlber hinaus eine de novo Synthese dieser Faktoren in
Thrombozyten stattfindet, ist umstritten. In der vorliegenden Arbeit soll der Fra-
ge nachgegangen werden, ob aktivierte Plattchen in der Lage sind, ausgehend
von den vorhandenen Gentranskripten de novo Proteinsynthese zu betreiben
und damit Uber einen langeren Zeitraum wirksame Substanzen (Wachstums-
faktoren, Zytokine, Interleukine) zu sezernieren.

Dazu wurden die fur die Wundheilung relevanten Zytokine bzw. Wachstums-
faktoren IL-1B3, einschlief3lich pro IL-1 und VEGF ausgewahlt, welche zum
einen in den a-Granula von Thrombozyten enthalten sind und bei deren Akti-
vierung freigesetzt werden, und deren Gentranskripte zum anderen ebenfalls in
Thrombozyten nachgewiesen werden konnten.3*3*

Die methodischen Ansatze beinhalteten die radioaktive Markierung von Protei-
nen und Auftrennung mittels Gelelektophorese zum allgemeinen Nachweis der
Neusynthese von Proteinen und dem gezielten Nachweis von VEGF, IL-113 und
pro IL-113 mittels quantitativem ELISA. Ein besonderes Augenmerk wurde auf
den Einfluss der Leukozytenkontamination in den Thrombozytenpraparationen

gerichtet.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Probenmaterial

Die Thrombozyten wurden aus humanen Thrombozytenkonzentraten bzw. aus

Citratblutproben gewonnen.

Die Thrombozytenkonzentrate wurden vom DRK Blutspendedienst Baden-
Wirttemberg - Hessen in Mannheim hergestellt. Es handelte sich dabei um
gepoolte Praparate, die aus den buffy coats von vier gesunden Vollblut-
spendern (500 ml) mit gleicher Blutgruppenzugehorigkeit, verschiedenem Alter
und rein zufalliger Geschlechtszugehdrigkeit hergestellt wurden. Bei der Aus-
wahl der gepoolten Praparate wurden verschiedene Blutgruppen gewahlt. Das
menschliche Blut hat durchschnittlich eine Konzentration von 3,4x10> PLT/pl.
Ein Thrombozytenkonzentrat (TK) enthélt in etwa 296 ml und ca. 3,5x10™* PLT,
dies entspricht einer Konzentration von 1,2x10° PLT/pl. Die Thrombozytenzahl
in den verwendeten TKs wurde durch Messung am automatischen Analysege-
rat (CELL-Dyn® 3200, Abbott) bestimmt. Dafiir wurden jeweils 300 pl TK einge-
setzt. Im CELL-Dyn® 3200 wird die Thrombozytenzahl durch Laserlichtstreuung
bei einer Wellenlange von 632,8 nm erfasst. Die Prazision des Gerates wird als
Variationskoeffizient (VK) % bei einem 95 %-Vertrauensbereich von n=20 Wie-
derholungsanalysen bei gleicher Probe angegeben. Ein 95 %-Vertrauensbe-
reich bedeutet dabei, dass mindestens 19 von 20 Bestimmungen innerhalb der
Genzwerte liegen. Die Thrombozytenzahl in den durchgefihrten fiinfzehn indi-
viduellen Praparationen lag im Bereich von 2,4-4,4x10™ mit einem Mittelwert
von 3,3 + 0,2 x 10, dies entspricht einer Konzentration von 1,1x10°+0,2
PLT/pl.
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Das Citratblut wurde von gesunden Spendern verschiedenen Alters, rein zufal-
liger Geschlechtszugehdrigkeit und mit unterschiedlichen Blutgruppenmerk-
malen frisch enthommen. Das Volumen der Citrat-Monovette betrug 9 ml, das
Verhéltnis enthaltendes Citrat zu Blut betrug 1:10. Es wurden jeweils 4 Mono-
vetten enthnommen. Spenderabhangig lag die in sechs individuellen Praparatio-
nen mittels CELL-Dyn® 3200 (Abbott) gemessene Thrombozytenkonzentration
im Bereich von 2,5-4,2x10° PLT/pl mit einem Mittelwert von 3,1x10° + 0,7
PLT/pl.

2.1.2 Chemikalien und Lésungen

2.1.2.1 Allgemeine Chemikalien und Lésungen

ADP

Agarose

Acrylamid-Lsg. (30% Acrylamid/ 0,8% Bis-

acrylamid)
APS (Ammoniumpersulfat)
Ampholyt 3-10

Aqua bidestilata

Bayol F

Bromphenolblau
CelLytic™-MT

CHAPS

Complete (Protease-Inhibitor)
Dithiolthreitol (DTT)
EDTA w/o Ca?* und Mg?*
Glycerin

Gly-Pro-Arg-Pro
Harnstoff

lodacetamid

L-Glutamin 200 mM/L
L-Glutamin 200 mM/L

Sigma, Deisenhofen
Gibco, Eggenstein
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Biochrom, Berlin

Gibco, Eggenstein



31

L-Methionin (radioaktiv)

MEM, Alpha Modification

MEM, Hepes Modification

NacCl

PBS-L6sung

PMSF

RPMI 1640

SDS (Dodecylsulfat, Natriumsalz)
TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylendiamin)
Thioharnstoff

Humanes Thrombin
Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan
Triton X100

T-Sol

2.1.2.2 Kit-Systeme

Quantikine Humanes pro IL-113
Quantikine Humanes VEGF
Quantikine HS Humanes IL-113

2.1.2.3 Arbeitsmaterialien

Autostop™ BC (Leukozytenadhasionsfil-
ter)

Blutbeutel

Blutentnahmesystem/ S-Monovette (Citrat)
Einmalspritzen Ecoject/Luer
Einmalspritzen BD Plastipak
Filterpapierstreifen

Glaspipetten / Costar

Glaspipetten / Cellstar

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Braun, Melsungen
Biochrom, Berlin
Roche, Mannheim
Biochrom, Berlin
Serva, Heidelberg
Sigma, Minchen
Fluka, Neu-Ulm
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Baxter, Unterschleifheim

R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA

PALL, Dreieich

Fresenius Kabi, Bad Homburg
Sarstedt, Numbrecht

Dispomed, Gelnhausen

Becton Dickinson, Bedford, USA
BioRad, Minchen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen



IPG Streifen / Immoboline Dry Stripes

Kantlen, 18Gx11/2
Kryoréhrchen / Cryo.s™

Pipetten / Eppendorf Research
Pipetten / Eppendorf Reference
Pipetten / Multipette plus
Pipettenspitzen / Mikro-Tip 10
Pipettenspitzen / SafeSeal-Tips
Pipettenspitzen / Plastibrand Tips
Spritzenaufsatze

Zentrifugenrohrchen / Eppendorfcups

2.1.2.4 Gerate

Abpressgeréat Optipress 11®
BAS Kassette 2040
Blutanalysegerat CELL-Dyn® 3200

Brutschrank, CO,- Auto-Zero
Brutschrank, NuAire™ US Autoflow
Durchflusszytometer/FACScan
Elektrophoresezelle PROTEAN I
Elektrophoresezelle Mini-PROTEAN I

ELISA-Reader, Modell Sunrise™ Remote

Image Plate MS
Multiphor-Einheit

Phosphorimager BAS-2500
Schuttler Unimax 1010
Sterilwerkbank, Typ MRF-8
Dri-Block DB-2A
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Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Terumo, Eschborn

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Biozym Diagn., Hess.Oldendorf
Brand, Wertheim

Becton Dickinson, Bedford, USA
Eppendorf, Hamburg

Baxter, Unterschleil3heim

Fujifilm, Dusseldorf

Abbot Laboratories, Abbott Park,
USA

Heraeus, Hanau

NuAire™ Inc., Plymouth, USA
Becton Dickinson,Bedford, USA
BioRad, Munchen

BioRad, Munchen

Tecan, Crailsheim

Fujifilm, Dusseldorf

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Fujifilm, DUsseldorf

Heidolph, Schwabach

Steag, Pliezhausen

Techne
Ltd), Stone, UK

(Barloworld  Scientific
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Vortexer, Mono-Mixer

Wasserbad Julabo 13
Zentrifuge/Eppendorf 5415 D
Zentrifuge/Standzentrifuge Rotanta P®
Zentrifuge/Standzentrifuge Roto Silenta®
Zentrifuge/Standzentrifuge Rotixa P®

2.1.2.5 Software

Aida 2.10

Microsoft Exel 2000
Microsoft Word 2000
Statistik Software SPSS 12.0

Sarstedt, Numbrecht

Julabo, Seelbach

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Hettich, Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen

Fa. Raytest, Straubenhardt
Microsoft, Redmond, USA

Microsoft, Redmond, USA

SPSS, Chicago, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Arbeitsweisen

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen in einer Sterilwerk-
bank (MRF-8, Steag). Alle verwendeten Einweg-Verbrauchsmaterialien waren
steril; mehrmals zu gebrauchende Materialien wurden autoklaviert. Medien und
Pufferldosungen wurden sterilfiltriert. Die Thrombozyten wurden aus Thrombo-
zytenkonzentraten bzw. aus Citratblut von gesunden Spendern (ohne Voraus-
wahl in Bezug auf Blutgruppe, Alter oder Geschlecht) gewonnen.

2.2.2 Thrombozytenpraparation fur die radioaktive Proteinmarkierung

Hierzu wurde frisch entnommenes Blut verwendet. Es wurden jeweils 4 x 9 ml
Citratblut 15 min bei 200 g (900 UPM, r= 152, Bremse 0) in der Standzentrifuge
(Rotixa P®, Hettich) zentrifugiert. Durch die Zentrifugation des Citratblutes ent-
stand in den Rohrchen eine Schichtung: Als Sediment vornehmlich Erythrozy-
ten, dartiber der feine buffy coat aus Leukozyten und als Uberstand das
plattchenreiche Plasma (PRP) mit darin enthaltenen Thrombozyten und Leuko-
zyten. Das PRP wurde vorsichtig abgenommen, ohne die buffy coat Schicht mit
der Pipettenspitze zu berthren, und in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen zu-
sammengefuhrt. Das PRP wurde nun durch einen Leukozytenadhé&sionsfilter
(Autostop™ BC, Pall) filtriert. Dazu wurde eine 20 ml Spritze mit passendem
Adapter auf den zum Filter fihrenden Schlauch gesetzt und das PRP durch
das Filtriersystem gefuihrt. Der Vorgang wurde wiederholt. Dem Filtrat wurden
300 pl zur Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe des automatischen Analysegera-
tes (CELL-Dyn® 3200, Abbott) entnommen und auf die gewiinschte Menge von
108 Thrombozyten/2 ml unter Verwendung eines geeigneten Mediums (RPMI
1640 w 2,0 g/ NaHCO3 w/o L-Methionin und L-Glutamin unter Zusatz von 200
mM L-Glutamin) eingestellt. Dies entspricht einer Konzentration von 0,5x10° -
Thrombozyten /ul. Restleukozytenzahlen waren mit diesem Verfahren nicht
bestimmbar, da diese vermutlich unterhalb der Nachweisgrenze lagen und

wurden im FACScan (Becton Dickinson) mittels Durchflusszytometrie gemes-
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sen. Die Restleukozytenzahl im PRP lag im Mittel bei 0,714 = 1,113 Leukozy-
ten /ul. Das nach der Zentrifugation 200 g (900 UPM, r= 152, Bremse 0) in ei-
ner Standzentrifuge (Rotixa P®, Hettich) entstandene Sediment mit den
enthaltenen Leukozyten und Erythrozyten wurde mit einem Zelllysepuffer
(155 mM NH,4CI; 10 mM NH4HCO3; 0,1 mM EDTA) im Verhéltnis 1:5 versetzt
und fur 15 min auf einem Wipptisch (Unimax 1010, Heidolph, Schwabach) in-
kubiert. Die Erythrozyten wurden durch den Puffer lysiert und die Leukozyten
durch eine folgende Zentrifugation in einer Standzentrifuge (Rotixa P®, Hettich)
fir 10 min bei 2000 g (3600 UPM, r=152, Bremse 0) isoliert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Sediment in 5 ml PBS gel6st. Um die genaue Leuko-
zytenzahl zu bestimmen, wurden wie zuvor 300 ul fur die Zellzahlung im CELL-
Dyn® 3200 (Abbott) entnommen. Je nach Aufgabenstellung wurde dem PRP
eine definierte Zahl von Leukozyten zugesetzt bzw. erfolgte eine Aktivierung
der Zellen durch Thrombin, wie in den Tabellen 3 und 4 dargestellt.

Tabelle 3. PRP zum Einsatz in der 2 D-PAGE

Ansatz Vol. PLT WBC Thrombin
1 2 ml 1x10°8 1-2x10? ohne
2 2 ml 1x10° 1-2x10° 0,1U
3 2 ml 1x10°8 4x10° ohne
4 2 ml 1x10°8 4x10° 0,1U

Tabelle 4. PRP zum Einsatz in der 1 D-PAGE

Ansatz Vol. PLT WBC Thrombin
1 2 ml 1x10°8 2x10° ohne
2 2 mi 1x10° 2x10° 0,1U
3 2 ml 1x10°8 1x10° ohne
4 2 ml 1x10°8 1x10° 0,1U
5 2 mi 1x10° 1x10° ohne
6 2 ml 1x10°8 1x10° 0,1U
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Zur radioaktiven Proteinmarkierung wurde jeder Probenansatz PRP (s.Tab.3
und 4) zunachst mit 5 pl **S-Methionin versetzt (10 pCi /pl, dies entspricht einer
Aktivitat von 50uCi bzw. 1,85 MBq) und fur 1 h vorinkubiert. Im Anschluss wur-
de definierten Proben 0,1U Thrombin (vgl. Tab. 3 und 4) hinzugefugt. Die fol-
gende 24 h Inkubation erfolgte im Brutschrank (NuAire™ US Autoflow) bei
37C/5 % CO,. Danach wurde wie in Abschnitt 2.2.4 und 2.2.5 beschrieben

weiterverfahren:

2.2.3 Thrombozytenpraparation fir die ELISA-Messungen

Ausgangsbasis fir die in den ELISA-Experimenten eingesetzten Thrombo-
zytenpraparationen waren vom DRK Blutspendedienst Baden-Wirttemberg -
Hessen in Mannheim hergestellte Thrombozytenkonzentrate wie unter 2.1.1
bereits beschrieben. Die Vollblutpraparate wurden am Tag der Spende in der
Produktionsabteilung des oben genannten Institutes weiterbehandelt. Unmittel-
bar nach der Spende wurde die Volblutkonserve zunachst gewogen und auf
einer Kuhlplatte bei 4C fur 60-120 min zwischengel agert. Anschlie3end erfolg-
te eine Zentrifugation fur 15 min bei 4068 g in einer speziellen Blutbeutel-
zentrifuge (Roto Silenta®, Hettich, Tuttlingen). Nach der Zentrifugation ergab
sich folgende Schichtung: als Sediment eine Schicht aus abgesetzten Erythro-
zyten, als Uberstand das Plasma und als Grenzschicht zwischen beidem der so
genannte buffy coat, wie in Abbildung 8 dargestellt. Mit Hilfe eines halbautoma-
tischen Abpressgerates (Optipress [1°, Baxter, UnterschleiBheim) wurden
Plasma und buffy coat in einen an den Primarbeutel angeschweil3ten Beutel fur
Thrombozytenkonzentrate geleitet; das Erythrozytensediment verblieb im Pri-
marbeutel. Dem Beutel fir Thrombozytenkonzentrate (TK) wurde ein Stabilisie-
rungsmedium (T-Sol Additivlisg.) hinzugefiigt. Dieses System ruhte dann fur 2,5

bis 4 h zur Desaggregation der Thrombozyten.
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Abb. 10: Primérbeutel einer Vollblutspende nach der Zentrifugation.
Die Erythrozyten haben sich als Sediment abgesetzt, das Plasma
bildet den Uberstand, die Grenze zwischen beidem bildet der so
genannte buffy coat. (Quelle: DRK-Blutspendedienst Baden-W(irt-
temberg - Hessen gGmbH Mannheim, Abt. Produktion)

Dem Plasma und buffy coat enthaltenden Beutel wurde im Anschluld ein weite-
rer Blutbeutel fir Babyblutkonserven angeflgt und 50 ml des TKs in diesen
Blutbeutel abgefuhrt. Diese Probe repréasentierte den Zustand ohne Leukozy-
tenfiltration. Das Restvolumen wurde durch einen Adhasionsfilter (Autostop™
BC) zur Leukozytendepletion filtriert. Spezifikationsgeman wurden die Leukozy-
ten auf eine Zahl von < 1x10° im Praparat reduziert. Dem Filtrat wurden, wie
oben beschrieben, wiederum 50 ml entnommen und das Restvolumen weitere
zweimal durch den Adhéasionsfilter filtriert. Auch hieraus wurden wie nach obi-

ger Beschreibung 50 ml entnommen.

Es ergaben sich drei verschiedene Praparate:

1. PRP ohne Leukozytendepletion durch Filtration
2. PRP mit einmaliger Leukozytendepletion durch Filtration

3. PRP mit dreimaliger Leukozytendepletion durch Filtration

Unter sterilen Bedingungen wurden die TKs in drei 50 ml Zentrifugenréhrchen
(Falcon Blue Cup, 50 ml, Becton Dickinson) tberfuhrt und jeweils 500 pl zur
Restleukozytenzahlung (WBC) im Durchflusszytometer (FACScan, Becton Di-
ckinson) und zur Bestimmung der Thrombozytenanzahl (PLT) im automati-
schen Analysegeréat CELL-Dyn® 3200 (Abbott) entnommen. In den Praparaten



38

ohne Leukozytendepletion lag die Restleukozytenzahl bei 74,8 = 23,3 WBC/
ul. Nach einfacher Leukozytendepletion lag der Wert bei 0,6 = 0,47 WBC/pl
und nach dreifacher Leukozytendepletion bei 0,34 + 0,47 WBC/ul. Die durch-
schnittliche Thrombozytenzahl in den Thrombozytenkonzentraten wurde bereits
unter 2.1.1 genannt. Im Anschlu3 wurden die zun&chst fir 5 min bei 350 g
(1200 UPM, r=152, Bremse 0) zentrifugiert (Rotanta P®, Hettich), um die sich
noch in der Probe befindliche Erythrozyten zu pelletieren. Die Kontamination
mit Erythrozyten ist herstellungsbedingt und liegt spezifikationsgeméaR unter 10°
Erythrozyten im Thrombozytenkonzentrat. Der Uberstand wurde unter sterilen
Bedingungen in 3 Zentrifugenréhrchen (Falcon Blue Cup, 50 ml, Becton Dickin-
son) uberfuhrt. Danach erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 1200 g (2400
UPM, r=152, Bremse 0) fiir 15 min (Rotanta P®, Hettich). Die Uberstande wur-
den verworfen. Die aus Thrombozyten bestehenden Pellets wurden in je 50 ml
auf Raumtemperatur (RT) erwarmtem Waschpuffer (PBS w/o Ca®*" und Mg?*/
EDTA 5% im Verhaltnis 9:1 gemischt) resuspendiert. Die Zentrifugation, das
Verwerfen der Uberstande und das Resuspendieren in Waschpuffer wurden je
zweimal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wurden die Pellets mit Mi-
nimum Essential Medium (MEM) auf jeweils 10 ml aufgefillt und die Thrombo-
zyten somit resuspendiert. Es wurden 500 ul dieser Zellsuspension fur die
erneute Zellzahlung von Thrombozyten (PLT) im CELL-Dyn® 3200 (Abbott)
entnommen, um die Zellzahl mit auf Raumtemperatur gebrachtem Minimum
Essential Medium (MEM) unter Zusatz von 200 mM L-Glutamin (2 ml pro
100 ml Medium) 1 x 10° PLT/ul einzustellen.

Die isolierten Thrombozyten konnten nun direkt zur Herstellung von Thrombo-
zytenfaktoreniiberstand und -membranen verwendet werden. Es wurde wie

folgt weiterverfahren:

2.2.3.1 Herstellung der Thrombozytenfaktorentberstande

Zur Gewinnung des aktivierten FaktorenUberstandes (Releasat) war es not-

wendig, die Thrombozyten mit Thrombin zu aktivieren. Thrombin ist einer der

starksten Thrombozytenaktivatoren.
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Zunachst wurde eine 20 U/ml Thrombinstockldsung hergestellt. Dazu wurden
250 U Thrombin in 12,5 ml MEM gel6st. Die Lésung wurde bei -30C gelagert.
Pro ml Zellsuspension wurden 50 pl der 20 U/ml Thrombinstocklésung einge-
setzt. Dadurch ergab sich eine Thrombinkonzentration von 1 U/ml. Um eine zu
starke Aggregation der Thrombozyten durch Thrombin zu verhindern und somit
die Thrombozyten wieder einfacher gleichmaRig resuspendieren zu kdnnen,
wurde den Proben vor der Aktivierung GPRP (Glycin-Prolin-Arginin-Prolin)
zugesetzt. Dabei handelt es sich um ein Peptid, das an Fibrogen bindet und
Fibrinpolymerization und Thrombozytenaggregation unterbindet. GPRP blo-
ckiert dagegen nicht die Plattchenaktivierung und schwacht nicht die Wirkung
des Agonisten Thrombin ab.!’®!”" Die Aktivierung der Thrombozyten mit
Thrombin erfolgte im Warmeschrank bei 37<C fur 1 h. Wahrend dieses Vorgan-
ges war zu beobachten, wie die Thrombozyten im Zentrifugenréhrchen leicht
aggregierten. Danach wurde die Suspension fur 15 min bei 1200 g (2400 Upm,
r=152, Bremse 0) zentrifugiert (Rotanta P®, Hettich). Das aus aktivierten
Thrombozyten bestehende Zellpellet wurde in derselben Menge MEM aufge-
nommen, wie zuvor als Releasate abgenommen wurde. Dadurch wurde ge-
wéhrleistet, dass die Konzentration der Thrombozytenbestandteile in der
Releasate- und Thrombozytenpelletextraktionslosung gleich hoch war. Zur
besseren Resuspension und gleichmafigen Verteilung ruhten die Versuchsan-
satze fur 30-60 min bzw. wurden auf einen Schiuttler verbracht.

Nachdem makroskopisch keine Thrombozytenaggregate mehr festzustellen
waren, wurden erneut 300 pl zur Messung im Cell-Dyn® 3200 entnommen, um
so eine Gleichverteilung der Thrombozyten zu Uberprifen und diese bei der
anschliessenden Aliquotierung zu 1,4 ml in 1,8 ml Kryor6hrchen zu gewahr-
leisten. Es erfolgte folgende Unterteilung:

a. Proben ohne Inkubationszeit nach der Aktivierung

b. Proben mit einer Inkubationszeit von 17-20 h nach der
Aktivierung

c. Proben mit eine Inkubationszeit von 17-20 h nach der

Aktivierung, unter Zusatz von Puromycin
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Bei dem in den Versuchen eingesetzten Puromycin handelt es sich um ein
durch Streptomyces alboniger produziertes Aminoglykosid-Antibiotikum. Seine
Wirkung beruht auf der Hemmung der Translation; dabei inhibiert es den
Peptidyltransfer an den Ribosomen eukaryotischer und prokaryotischer Zellen.
Es wurde zunachst eine Puromycin-Stockldsung hergestellt.®>*> Dabei wur-
den 25 mg Puromycin in 0,5 ml MEM geldst, portioniert und bei —30C gelagert.
Pro 1 ml Zellsuspension wurden 50 pg Puromycin eingesetzt. Die Inkubation
der Proben erfolgte Uber den angegebenen Zeitraum bei 37C im Warme-

schrank.

Die unter a-c genannten Proben wurden im Anschlul3 an die Resuspension
bzw. Inkubation in einer Eppendorf-Zentrifuge fir 3 min bei 5000 g zentrifugiert.
Der Thrombozytentberstand wurde unter sterilen Bedingungen ohne Beriuh-
rung des Thrombozytenpellets abpipettiert, in 1,8 ml Kryoréhrchen uberfuhrt

und bei —30T eingefroren.

2.2.3.2 Herstellung der Thrombozytenextrakte

Die Thrombozytenpellets aller Proben wurden in 1 ml CelLytic™-MT resus-
pendiert. Dazu wurden die Proben fir 30 s auf dem Vortexer durchmischt und
danach fur 20 min bei 4C inkubiert. Im Anschlul® daran erfolgte eine Zentrifu-
gation in der Eppendorf-Zentrifuge fiir 10 min bei 12000 g. Der Uberstand wur-

de dekantiert und in 1,8 ml Kryoréhrchen bei —30C eingefroren.

Sowohl die Thrombozytenreleasate, als auch die Extrakte wurden zur Messung
relevanter Wachstumsfaktoren mittels ELISA eingesetzt.

2.2.3.3 Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin und ADP

In einem weiteren Versuchsansatz wurden die Thrombozyten zum einen mit

einer Thrombinkonzentration von 1U/ml und 0,1 U/ml und zum anderen mit

ADP anstatt des Thrombins aktiviert. Dabei wurde ADP in Konzentrationen von
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20 uM/L und 200 pM/L eingesetzt. ADP bewirkt auf ahnliche Weise wie Throm-
bin eine Freisetzung von Mediatoren aus den Thrombozyten und eine Throm-
bozytenaggregation in vergleichbarer Starke. Dazu wurde 100 mg ADP mit
einem MG von 427.20 in 1,28 ml MEM gel6st und sofort in der Verdinnung
1:1000 (200 pM/L) weiterverwendet. Dieses Préaparat wurde 1:10 verdinnt, um
eine 20 uM ADP-L6sung zu erhalten. In diesem Versuchsansatz kamen nur
Thrombozytenkonzentrate nach dreimaliger Filtration durch den Leukozytenad-
hasionsfilter (Autostop™ BC) zum Einsatz. Die Gewinnung und Aufbereitung
der Thromboyzten erfolgte dabei wie bereits unter 2.2.3, 2.2.3.1 und 2.2.3.2
beschrieben.

2.2.4 Zwei-dimensionale Gelelektrophorese (2 D-PAGE)

Die zwei-dimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese wurde 1975 von
O Farrel entwickelt. Nach den beiden unabhéngigen Kriterien ,Ladung“ und
.Molekulargewicht* werden dabei Proteine aufgetrennt. Durch Verwendung ei-
nes immobilisierten pH-Gradienten bei der isoelektrischen Fokussierung ver-
besserten Gorg und Mitarbeiter® das Aufldsungsvermégen und die Reprodu-
zierbarkeit.

Der erste Schritt der zwei-dimensionalen Trennung von Proteinen nach
O Farrel** ist die Durchfiihrung der isoelektrischen Fokussierung (IEF). Dabei
ist bei der 2 D-PAGE mit immobilisiertem pH-Gradienten (IPG) der pH-Gradient
fester Bestandteil des Gels, der durch Kopolymerisation der Immobiline® (Acry-
lamidderivate mit puffernden Gruppen) mit den Acrylamidmonomeren entsteht.
Fur die einzelnen Proteinmolekile bedeutet dies, dass sie sich innerhalb dieses
pHGradienten durch das Gel bis zu der Stelle, an dem die Nettoladung null ist,
also der jeweilige isoelektrische Punkt erreicht ist, bewegen. Die zweite Dimen-
sion wird als vertikale SDS-Elektrophorese durchgefiihrt. Das Detergenz SDS
(Sodium-Dodecylsulfat) zerstort hierbei zum einen die Quartarstruktur von Pro-
teinen und bindet zum anderen an hydrophobe Proteinbereiche. Durch die ne-
gativen Ladungen der zahlreich angelagerten Dodecylsulfate spielt die protein-
eigene Ladung bei dieser Elektrophorese keine Rolle mehr und die Trennung

erfolgt lediglich entsprechend der molekularen Masse. Die SDS-PAGE nach
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Laemmli**’ ist zur Auftrennung und Massenbestimmung von Proteinen insbe-

sondere auch mit geringen molekularen Massen geeignet.

2.2.4.1 Durchfuihrung der 2 D-PAGE

Das PRP wurde wie unter 2.2.2 und 2.2.2.1 vorbereitet. Im Anschluss an die
Inkubation wurde das PRP in der Eppendorfzentrifuge fur 10 min bei 15800 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Nach Zugabe von jeweils 1ml

IEF- Puffer zum Pellet erfolgte die Lyse.

IEF-Puffer

8 M/L Harnstoff

1 M/L Thioharnstoff

2 % CHAPS

1 % Triton X 100

80 mM/L DTT

20 mM/L Tris

2 % Ampholyt 3-10

0,5 x Complete (Protease-Inhibitor), d.h. 1 Mini-Tablette auf 40 ml
0,004 % Bromphenolblau (20 pl einer 2 % Lsg. in 80 % EtOH)

Diese Losung wurde in 1 ml Aliquots abgefillt und bis zur Verwendung bei
-20C gelagert. Kurz vor der Verwendung wurde 0,2 m M/L PMSF hinzugege-
ben.

Die Lysate wurden entweder direkt weiterverwendet oder bei -20T in fllssi-
gem Stickstoff (N;) eingefroren.

Vor dem Auftragen auf den Immoboline® IPG-Streifen (3-10, 18 cm, Amersham
Pharmacia Biotech) wurden die frisch verwendeten oder aufgetauten Lysate
5 Minuten bei 15800 g in der Eppendorfzentrifuge (5415 D) zentrifugiert. Zur
Rehydrierung der IPG-Streifen wurde jeweils 350 pl Proteinextrakt auf einen
Streifen aufgetragen und dieser bei 4C lber Nacht aufbewart. Am néchsten
Morgen wurden die IPG-Streifen mit wenig Wasser abgespult um das Auskris-
tallisieren des Harnstoffs auf der Oberflache zu vermeiden und seitlich auf Pa-

pier abgetupft. Danach erfolgte die Montage in den sogenannten Strip-Holder
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der Multiphor-Einheit (Amersham Pharmacia Biotech). An den Enden der IPG-
Streifen wurde nun zunéchst Filterpapier aufgelegt und im Anschluss daran die
Elektroden auf ihm angebacht. Um die Streifen vor Austrocknung zu schitzen,
wurde eine ausreichende Menge Bayol F (Serva) aufgetragen. Die Elektropho-

rese erfolgte nach einem Gradientenprogramm:

Spannung Zeit
0-150 Vv 1 min
150 V (konstant) 2h
150-350 V 2h
350-3500 V 8h
3500 V (konstant) 10 h

Nach 51200 Vh war die isoelektrische Fokussierung beendet und die Gelstrei-
fen wurden bis zur 2. Dimension in Klarsichthtllen bei -20 C eingefroren oder
gleich fur die 2. Dimension vorbereitet.

Vor der SDS-PAGE wurden die IPG-Streifen nach Beendigung der 1. Dimen-
sion zuné&chst fir die 2. Dimension zweimal fir jeweils 15 min in 5 ml der Aqui-
librierungslésung geschittelt, um einen optimalen Proteintransfer von der 1. zur
2. Dimension zu gewahrleisten. Die Losung des ersten Aquilibrierschrittes ent-
hielt zusatzlich 1 % (w/v) DTT, das der vollstandigen Reduzierung von Disul-
fidbriicken dient. Die zweite Aquilibrierungslosung beinhaltete 4 % Jodacet-
amid, das die Alkylierung von Sulfhydrylgruppen der Proteine und des restli-
chen DTT bewirkte und damit die Reoxidation wahrend der Elektrophorese

verhinderte.

SDS-Aquilibrierungslésung:
6 M/L Harnstoff

30 % Glycerin (w/v)

2 % SDS

50 mM/L Tris-Base (pH 6,8)

Fur die 2.Dimension wurden die aquilibrierten IPG-Streifen sofort auf ein SDS -

Gel ohne Sammelgel mit einem Vernetzungsgrad von 8-20 % (18x20 cm,
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Serva) gelegt und mit flissiger, warmer 0,5 % Agarose in Tris-Glycin-SDS-
Puffer (siehe unten, identisch mit dem Laufpuffer) unter Zusatz von 0,002 %
Bromphenolblau (Farbstoff) eingegossen. Nach dem Erstarren der Agarose
wurden die SDS-Gele in die Elektrophoreseapparatur (Protean Il, BioRad) ein-
gesetzt, die Kammer mit Laufpuffer (siehe unten) aufgefillt und die Elektropho-
rese gestartet. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Stromstarke von
40 MmA (Umax 400 V) durchgefiuhrt und der Lauf nach ca. 4 Stunden beendet,

nach dem die Farbstoffront das Gelende erreicht hatte.

Laufpuffer:

192 mM/L Glycin
25 mM/L Tris

1 % (w/v) SDS
In Auga bidest

Anschliel3end wurde das Gel in 10 % Essigsaure und 40 % Methanol fur 3 h
fixiert und in 20 % Ethanol &aquilibriert; dazu wurde das Gel fur 2 h in der
Losung sanft geschittelt. Das Gel wurde nun auf einem Filterpapier (BioRad)
mit einer auf der Oberflache glatt anliegenden Plastikfolie bedeckt und fir ca.
1 h zum Trocknen in den Geltrockner verbracht. Das Trocknen des Gels fuhrt
zur Wasserreduktion und somit zur Minimierung der Probenmatrix. Die Radio-
aktivitat wird so weder gedampft noch abgelenkt und der Abstand, den die
Strahlungspartikel Uberwinden missen ist so kurz wie méglich. Im Anschluf3
wurde eine Phosphorimagerplatte (Image Plate MS, Fujifilm) in einer BAS Kas-
sette 2040 (Fujifilm) der Strahlung des getrockneten Gels fur 3 Tage ausge-
setzt. Die Analyse erfolgte in einem Phosphorimager (Fujifilm BAS-2500) mit
Hilfe des Softwareprogramms Aida 2.10 (Fa. Raytest).

Bei diesem Verfahren werden statt Rontgenfilmen wiederverwendbare Phos-
phoreszenzplatten verwendet. Bei der Exposition wird hierbei durch die ionisie-
rende Strahlung ein nicht sichtbares Bild auf der Platte entworfen. Dieses Bild
wird mit einem Laser ausgelesen, wobei die BaFBr:EU2+-Kristalle im Schirm
blaues Licht (Phosphoreszenz) abgeben und in den Grundzustand zurtckfal-
len. Das entstehende Licht wird durch Lichtleiter aus Fiberglas geleitet, von

einem Photomultiplier verstarkt und digitalisiert, damit man ein quantitatives
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Bild der Probe bekommt. Die Visualisierung und Quantifizierung wird mit einem
Bildanalyseprogramm durchgefuhrt.

2.2.5 Ein-dimensionale Gelelektrophorese (1 D-PAGE)

Die elektrophoretrische Auftrennung der Proteine basiert auf der so genannten
SDS-PAGE - Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese - nach
Laemmli.**” Dabei wird die sich im elektrischen Feld befindende Proteinfraktion
der Probe ihres Molekulargewichtes nach aufgetrennt (s. 2.2.4).

2.2.5.1 Durchfuihrung der 1 D-PAGE

Das PRP wurde wie unter 2.2.2 und 2.2.2.1 vorbereitet. Alle Ansétze wurden
fur 24 Stunden bei 37C/5 % CO ; inkubiert und anschliessend fur 10 min bei
2000 g (3600 UPM, r=152, Bremse 0) zentrifugiert. Die Uberstande wurden in
Eppendorf-ReaktionsgefalRe tberfuhrt und direkt weiterverwendet. Die Pellets
wurden mit 2 ml CelLytic™-MT (Sigma) versetzt, bei 4 firr 15 Minuten inku-
biert und erneut zentrifugiert (15800 g, 5 min, Eppendorfzentrifuge 5415 D).
Der gewonnene Uberstand mit enthaltenen Proteinen (ber dem aus Zelltrim-
mern bestehenden Pellet wurde in andere Eppendorf-Reaktionsgefél3e tber-
fuhrt und im Anschluss der jeweilige Proteingehalt bestimmit.

Es wurde eine vertikale Elektrophorese mit dem Modell Mini-Protean Il der Fa.
BioRad, Miuinchen durchgefiihrt. Die genaue Zusammensetzung der Trenn- und
Sammelgele ist im Anschluss aufgelistet. Das Trenngel wurde nach Zugabe
von Ammoniumpersulfat und TEMED zwischen die Glasplatten bis ca. 1,5 cm
unter den Rand gegossen und mit einigen Tropfen 1-Butanol Gberschichtet, um
beim Auspolymerisieren des Trenngels zu gewahrleisten, dass sich eine ebene
Grenzflache zwischen Trenngel und Sammelgel bildete. Nach der vollstandigen
Auspolymerisation wurde vor dem Giel3en des Sammelgels das 1-Butanol zu-
sammen mit der entstandenen Wasserschicht abgenommen. Im Anschluss
wurde der Probenkamm eingesetzt und die Sammelgellésung so auf das

Trenngel gegossen, dal3 die Taschen fur die Proben ausgespart blieben. Der



46

Probenkamm wurde nach der Polymerisation erst unmittelbar vor der Verwen-
dung des Gels entfernt.

Zur Durchfiihrung der Elektrophorese wurde jedem Uberstand 100 pl SDS-
Probenpuffer (Laemmli**’, siehe Kapitel 2.2.4.1) hinzugefiigt, die Proben 5 min
im Heizblock (Dri-Block DB-2A, Techne) bei 95T erhitzt. Der Probenkamm
wurde aus dem Gel entfernt und das Gel in die Elektrophoresekammer einge-
setzt und diese mit dem Laufpuffer aufgefillt. Im Anschlufd wurden jeweils 30 pl
in die Vertiefungen des Gels geflillt. Die Elektrophorese erfolgte tber ca. 1,25 h
bei 200 V und 25 mA. Die weitere Ausfiihrung und Analyse erfolgte wie unter

2.2.4.1 beschrieben.

SDS-Gel (Rezeptur fur 2 Minigele in der Mini Protean I, BioRad)

Trenngel: (12,5 %) Sambrook et al. 1989

1,5 M/L Tris-HCI (pH 8,8) 3 ml

Aqua bidest 4 ml

Acrylamidlsg. 5 ml (es handelt sich um 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid)
SDS (10 %) 120 pl

Ammoniumpersulfat (10 %) 100 pl

TEMED (10 %) 10 pl

Sammelgel: (6 %)

1 M/L Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 ml

Aqua bidest 2,5 ml

Acrylamidlsg. 1 ml (es handelt sich um 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid)
SDS (10 %) 50 ul APS (10 %) 20 pl TEMED (10 %) 20 pl

2.2.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay bezeichnet ein immunologisches
Nachweisverfahren basierend auf einer enzymatischen Farbreaktion. Bei dem
zur Quantifizierung von IL-113, pro 1I-18 und VEGF eingesetzten ELISA handelt
es sich um einen so genannten Sandwich — ELISA. Dabei kommen zwei Anti-

korper zur Anwendung, die beide an unterschiedliche Epitope des nachzuwei-
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senden Antigens binden. Die gegen das zu bestimmende Antigen gerichteten
spezifischen Antikdper (Erstantikdrper) sind an ein Tragermaterial adsorbiert
oder chemisch gekoppelt. Wahrend der Inkubationsphase binden sie das in der
Probe vorhandene Antigen. Nach Ablauf der Inkubationsphase werden die frei
in Losung verbliebenen Antigene durch einen Waschschritt entfernt, so dass
nur der Antigengebundene Erstantikdrper zurtickbleibt. Im nachsten Schritt wird
ein mit einem Enzym - z. B. Meerrettichperoxidase, Alkalische Phosphatase
und selten Glucoseoxidase - markierter Antikdrper (Zweit- oder Detektionsanti-
korper) zugegeben; dieser bindet ebenfalls an die gebildeten Immunkomplexe.
Durch einen weiteren Waschvorgang wird der Uberschuss an vorhandenen
Zweitantikérpern entfernt und im Anschluss ein Chromogen hinzugefligt. Das
an den Zweitantikdrper gebundene Enzym katalysiert eine Farbreaktion, wobei
die Intensitat der Farbe direkt mit dem Antigengehalt der Probe korreliert.

Die entstandene Farbreaktion kann photometrisch erfasst werden.

2.2.6.1 Durchfuihrung der ELISAs

Zur Bestimmung der Konzentration von IL-1R, pro IL-13 und VEGF in Throm-
bozytenextrakten und Thrombozytenfaktoreniberstanden (s. Kap. 2.2.3,
2.2.3.1, 2.2.3.2 und 2.2.3.3) wurden folgende kommerzielle Reagenziensyste-
me verwendet: Quantikine Human pro-IL-13 Immunoassay, Quantikine Human
IL-13 Immunoassay ,High Sensivity* und Quantikine Human VEGF Immunoas-
say. Dabei wurden die entsprechenden Protokolle des Herstellers befolgt. Flr
jeden Versuchsansatz wurden jeweils 4 Parallelproben bestimmt. Zudem ent-
hielt jede Versuchsreihe eine Negativkontrolle sowie Standardwerte in abstei-
gender Konzentration zur Anfertigung einer Standardkurve. Diese wurden als
Doppelwerte aufgetragen. Die Messung der Konzentration von pro IL-113, IL-11
und VEGF erfolgte in Thrombozytenextrakten und Thrombozytenfaktorenu-
berstdnden wie in den Kapiteln 2.2.3.1, 2.2.3.2 und 2.2.3.3 beschrieben.

Die hier verwendeten Sandwich-Enzym-Immunoassays bestanden aus bereits
vorgefertigten Mikrotiterplatten mit einer Beschichtung aus monoklonalen Anti-
korpern gegen das jeweilige Zytokin bzw. den Wachstumsfaktor. Des Weiteren
wurden fur die quantitative Bestimmung der Interleukine bzw. des Wachstums-

faktors vom Hersteller folgende Lésungen zur Verfigung gestellt:
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pro II-113 [-113 VEGF
Conjugate lgG- polyklonaler polyklonaler AK —
Meerrettichperoxidase | AK-alkal. Meerrettichperoxidase
(HRP) Phosphatase (HRP)
polyklonaler AK (AP)
Standard 10000 pg/ml 80 pg/ml 2000 pg/ml
Assay  Di- | Protein-Pufferlsg. Protein- Protein-Pufferlsg.
luent Pufferlsg.
Calibrator Protein-Pufferlsg. Protein- Protein-Pufferlsg.
Diluent Pufferlsg.
Wash Buffer | 1: 25 Verdinnung mit | 1: 10 Verdin- 1: 25 Verdinnung mit
Concentrate | Aqua dest. nung mit Aqua | Aqua dest.
dest.
Color Rea- Hydrogenperoxid Hydrogenperoxid
gent A
Color Rea- | Tetramethylbenzidin Tetramethylbenzidin
gent B
Substrate NADPH
Amplifier INT-violet
Stop Soluti- | Schwefelsaure Schwefelsaure | Schwefelsédure
on

Zu Versuchsbeginn wurden alle ELISA-Reagenzien auf Raumtemperatur ge-

bracht und die einzelnen Reagenzien nach Herstellerangabe vorbereitet. Mit

Hilfe der Standardlésung und des Calibrator Diluent, welcher auch als Negativ-

kontrolle fungierte (0 pg/ml), wurde zunachst eine Verdinnungsreihe erstellt.

Dazu wurden Eppendorfgefal3e mit Calibrator Diluent (500 pl) befillt und eine

definierte Menge der Standardlésung in das ersten Eppendorfgefald zum Ca-

librator Diluent pipettiert. Dieser sanft geschittelt bevor 500 pl der ersten Ver-

dinnungsstufe in den néchsten Eppenorfcup pipettiert wurden, wie in Abb. 11

dargestellt.
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Calibrator Diluent 500 ul/Eppendorfcup

pa/mi
pro IL-1 | 750 375 187,5 93,8 46,9 23,4
IL-113 4 2 1 0,5 0,25 0,125
VEGF 500 250 125 62,5 31,2 15,6

Abb. 11: Erstellung der Verdiinnungsreihe im ELISA-Versuch.

Als erster Schritt erfolgte die Zugabe des Assay Diluent zur Rehydratation der
Antikdrper auf der Mikroplatte. Im Anschluss wurden Standards, Leerwert und
die Proben in die Wells pipettiert und das jeweilige Zytokin bzw. der Wachs-
tumsfaktor band an die Antikérper der beschichteten Wells.

9 10 11 12
NV Y Y Y

Abb. 12: 96-Well Microplatte

Nach einer unterschiedlich langen Inkubationszeit (siehe Tabelle 7) erfolgten
mehrere Waschschritte, um die nicht gebundenen Substanzen zu entfernen.
Dazu wurden jeweils 400 pl des Waschpuffers hineinpipettiert und wieder aspi-
riert. Dieser Vorgang wurde wiederholt durchgefuhrt und dabei insbesondere
beachtet, dass die Flissigkeit bei der Aspiration vollstandig aus den Wells ent-
fernt wurde. Nun wurde ein an Meerettichperoxidase (HRP) bzw. alkalische
Phosphatase (AP, im IL-1R- ELISA) gebundener polyklonaler Antikbrper gegen

das zu bestimmende Zytokin bzw. den zu bestimmenden Wachstumsfaktor zu-
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gegeben. Nach erneuter Inkubation wurde das nicht gebundene Antikérper-
Enzym-Reagenz durch wiederholte Waschschritte entfernt. Als Substratldsung
wurde Hydrogenperoxid mit dem gebundenen Farbstoff Tetramethylbenzidin
hinzugegeben. Das Substrat wurde von der Peroxidase mit H,O, als Co-
substrat oxidiert und bewirkte einen Farbumschlag. Bei der Bestimmung von IL-
13 wurde zunachst als Substrat NADPH zugefuhrt, welches durch die AP zu
NADH dephosphorylisiert wurde. NADH bewirkte die Reduktion des im An-
schluss zugefugten, im Amplifier enthaltenen Farbstoffes lodonitrotetrazolin-
Violet und fuhrte somit zum Farbumschlag. Die Farbintensitat erwies sich als
proportional zur Menge des umgesetzten Substrats, welche von der Menge des
gebundenen Enzyms abhing. Diese war wiederum direkt propotional zur Menge
des gebundenen Zytokins bzw. Wachstumsfaktor. Die Farbreaktion wurde mit
Schwefelsaure gestoppt und die Intensitat der Farbe photometrisch im ELISA
Reader (Modell Sunrise™ Remote) bestimmt. Dabei wurde die optische Dichte
bei 450 nm bei einer Wellenlangenkorrektur von 570 nm innerhalb von 30 Mi-

nuten gemessen.

Tabelle 7. Unterschiede in der Versuchsdurchfiihrung der ELISA

pro IL-113 II-113 VEGF
Assay Diluent 50 pl 100 pl 50 pl
Zugabe der Probe 200 pl 150 pl 200 pl
1. Inkubationsschritt 15h 3h 2h
Waschschritte 3x 6Xx 3x
Antiserum** 100 pl
Waschschritte 3x
Conjugate*?3* 100 pl * 200 pl *3 200 pl **
2. Inkubationsschritt 30 min 2h 2h
Waschschritte 3x 6X 3x
Zugabe des Substrats 200 pl 200 pl 200 pl
3. Inkubationsschritt 20 min bei RT | 1h bei RT 20 min bei RT
Amplifier 50 pl
4. Inkubationsschritt 50 pl
Zugabe der Stopplosung 50 pul 50 pl 50 ul

*'polyklonaler AK gegen pro IL-1R, ** IgG-HRP ** polyklonaler AK-AP
** polyklonaler AK-HRP
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Eine Besonderheit des pro IL-13 ELISA war, dass der auf der Mikroplatte ge-
bundene monoklonale Antikdrper sich spezifisch gegen die pro-Einheit des Mo-
lekils richtete und der hinzugefiigte polyklonale Antikorper spezifisch an die
mature IL-13-Form bindet. Dadurch konnte garantiert werden, dass weder die
pro-Einheit des Molekiils noch IL-13 einzeln detektiert wurden und der Nach-

weis spezifisch fur intaktes pro IL-113 war.

2.2.6.2 ELISA-Standardkurven

In jedem Experiment wurde wie bereits unter 2.2.6.2 mittels der vom Hersteller
zur Verfigung gestellten Standardlésung eine Standardkurve erstellt, um an-
hand der gemessenen Extinktionswerte bzw. optischen Dichte die Konzentrati-
on bestimmen zu kdnnen. Dazu wurde mit Hilfe der Software Microsoft Exel
2000 (Microsoft) eine Kurve (Kurvenart Punkt zu Punkt) erstellt, in dem die
Standardkonzentration linear auf der X-Achse und die Standardextinktion linear
auf der Y-Achse aufgetragen wurde. Mit Hilfe dieser Standardurve erfolgte
schlie3lich die Bestimmung der Konzentration von pro IL-1(3, IL-18 und VEGF

durch die jeweiligen Adsorptionswerte.

Die Herstellung und Messung der Standardlésung erfolgte in drei unabhangi-
gen Experimenten. Aus den Messwerten wurden mit Hilfe der Software Micro-
soft Exel 2000 (Microsoft) Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet und
in entsprechenden Standardkurven dargestellt (Abb. 13-15).
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Standardkurve pro IL-13

1,400 1 Y=0,0016x+0,0516
1,200 1 R?=0,9966
1,000 -
0,800 +
oD
0,600 4
0,400 +

0,200 -

0,000 : : : : : :
0O 100 200 300 500 600 700 800

pg/ml

Abb. 13: Standardkurve zur Berechnung der Konzentration von pro 1I-113
(Die Auftragung der Standardkonzentration erfolgte dabei auf der x-
Achse, die der gemessenen optischen Dichte auf der y-Achse).

Standardkurve IL-113

3,500 Y=0,3276x+0,3166
3,000 1 R?=0,9957

0,000 - ‘ ‘ ‘ ‘
o 2 4 6 8

pg/ml

Abb. 14: Standardkurve zur Berechnung der IL-1[3-Konzentration (Die
Auftragung der Standardkonzentration erfolgte dabei auf der x-Achse, die
der gemessenen optischen Dichte auf der y-Achse).
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Standardkurve VEGF
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Y=0,0017x+0,0776
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Abb. 15: Standardkurve zur Berechnung der VEGF-Konzentration (Die
Auftragung der Standardkonzentration erfolgte dabei auf der x-Achse, die
der gemessenen optischen Dichte auf der y-Achse).

2.2.7 Statistische Methoden

Zur statistischen Berechnung wurden jeweils die Werte der Einzelversuche zu
Gruppenwerten zusammengefasst, die jeweiligen arithmetischen Mittelwerte
(MW) sowie die Standardabweichung des Mittelwertes (SD) wurden mit dem
Programm Microsoft Exel 2000 berechnet. Die statistische Signifikanz unter-
schiedlicher Zahlenwerte wurde mit Hilfe der Varianzanalyse (ANOVA), die
Signifikanzen wurden dabei durch eine lineare Kontrastanalyse mit dem Schef-
fé-Test ermittelt, und des unabhangigen T-Tests berechnet. Die Tests wurden
auf einem Signifikanzniveau von 5% Irrtumswahrscheinlichkeit pro Parameter
durchgeflhrt, d.h. eine Irrtumswahrscheinlichkeit von mindestens *p<0,05 wur-
de als signifikant, mindestens **p<0,01, ***p<0,001 als hochsignifikant betrach-
tet. FUr dieses statistische Verfahren wurde das SPSS-Statistikprogramm,
Version 12.0 genutzt.

In den ELISA-Versuchen wurden dazu die Ergebnisse der aktivierten Proben
mit denen der zusatzlich inkubierten Proben, sowie die der Proben ohne Zusatz
von Puromycin mit denen unter Zusatz von Puromycin nach Inkubation vergli-

chen.
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3 ERGEBNISSE

Thrombozyten spielen nicht nur eine zentrale Rolle bei der Blutstillung und
Blutgerinnung. Durch Ihre Aktivierung setzen sie gespeicherte Mediatoren frei
und Ubernehmen somit wichtige Funktionen bei der sich anschlie3enden
Wundheilung bzw. bei inflammatorischen Prozessen. Weitgehend unklar ist
dabei jedoch, ob die Thrombozyten lUber eine nachhaltige Wirkung verfiigen. In
dieser Arbeit wird die Frage untersucht, ob Thrombozyten in der Lage sind, ei-
ne de novo Proteinsynthese zu betreiben und somit eine langerfristige Freiset-
zung von Mediatoren zu gewéhrleisten bzw. die Moéglichkeit besitzen, durch de
novo Proteinsynthese eigenstandig ihre Speicher zu regenerieren.

3.1 Allgemeiner Nachweis von de novo Proteinbiosynthese in

Thrombozyten

3.1.1 Radioaktive Proteinmarkierung und 2D-PAGE

Zum Nachweis der Proteinbiosynthese in Thrombozyten wurde zunachst ein
Verfahren eingesetzt, mit dem unspezifisch die Biosynthese von Proteinen
gezeigt werden kann. Die Thrombozyten wurden aus 40 ml frisch entnom-
menem Citratblut isoliert, Leukozyten und Eryhrozyten depletiert. Messungen
der Restleukozyten ergaben Werte zwischen 100 - 200 WBC (Leukozyten) auf
10® PLT (Thrombozyten). Nach der Aufreinigung wurden die Thrombozyten in
einem Vollmedium fir die Kultivierung von humanen Zellen resuspendiert und
auf die Zahl von 10® PLT pro Probe eingestellt. Durch das Vollmedium fiir die
Kultivierung von humanen Zellen waren die fir eine Proteinbiosynthese erfor-
derlichen physiologischen Voraussetzungen gewahrleistet. Die Proben wurden
in Anwesenheit einer radioaktiv markierten Aminosaure (**S-Methionin) mit und
ohne Thrombin als wichtigem Stimulans der Aggregation fur 24 Stunden bei
37 T inkubiert. Den Vergleichsansatzen wurden jewe ils 4x10° WBC (autolog)
hinzugeflugt. Mittels 2D-Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung der Protein-
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extrakte aus den Ansatzen. Durch eine im Anschlul? durchgefihrte
Autoradiographie konnten die radioaktiv markierten, aus der de novo Protein-

biosynthese entstandenen Proteine sichtbar gemacht werden.

Ohne vorherige Stimulation der Zellen mit Thrombin konnten in den Thrombo-
zytenpraparationen mit nur geringer Restleukozytenzahl kaum radioaktive Sig-
nale sichtbar gemacht werden (Abb. 16, Bild links), wahrend in den Protein-
extrakten aus den Ansatzen mit hoher Leukozytenzahl eine deutliche Markie-

rung unterschiedlicher Proteine im 2D-Gel zu erkennen war (Abb. 16, rechts).

IEF —
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Abb.16: 2D-Gelelektrophorese zur Messung der de novo Proteinbiosynthese durch
Einbau von **S-Methionin in Thrombozytenpraparate, mit einer Thrombozytenzahl von
108 PLT/Ansatz nach Depletion der Leukozyten (~100-200 WBC/10® PLT, links) und
mit einem hohen Gehalt an Leukozyten (4x10° WBC/10° PLT, rechts). Die 24h Inkuba-
tion im Vollndhrmedium mit **S-Methionin erfolgte ohne Zugabe von Thrombin.

Nach erfolgter Zugabe von Thrombin als Thrombozyten-spezifischer Aktivator
zum plattchenreichen Plasma konnten wiederum in den Thrombozytenprépara-
tionen mit nur geringer Restleukozytenzahl kaum radioaktive Signale sichtbar
gemacht werden (Abb. 17, links), wahrend die detektierten radioaktiven Signale
in den Praparationen mit hoher Anzahl von Leukozyten (Abb. 17, rechts) sehr

deutlich die Markierung verschiedener Proteine zeigten.
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Abb. 17: 2D-Gelelektrophorese zur Messung der de novo Proteinbiosynthese durch
Einbau von **S-Methionin in Thrombozytenpréparate, mit einer Thrombozytenzahl von
10° PLT/Ansatz nach Depletion der Leukozyten (~100-200 WBC/10° PLT, links) und
mit einem hohen Gehalt an Leukozyten (4x10° WBC/10® PLT, rechts). Die 24h Inkuba-
tion im Vollndhrmedium mit **S-Methionin erfolgte unter Zugabe von Thrombin.

Das Ergebnis lasst den Schluss zu, dass die in den unterschiedlichen Ansatzen
nachgewiesene Proteinbiosynthese sehr stark mit der Anzahl der Leukozyten
korreliert und dass unter den gewahlten Bedingungen eine aktive Proteinbio-
synthese der Thrombozyten unwahrscheinlich ist. Die sich nach der Zugabe
von Thrombin zu den Thrombozytenpraparationen mit hoher Leukozytenzahl
ergebenden Unterschiede in der Proteinmarkierung beruhen zum einen auf der
direkten Stimulation der Leukozyten durch Thrombin, als auch zum anderen auf
der zusatzlichen Aktivierung durch die Interaktion von Thrombozyten mit Leu-
kozyten.318:60.144.288.289 \n;agentliche Unterschiede in den Thrombozytenpra-
parationen mit nur geringer Restleukozytenzahl konnten durch Stimulation mit
Thrombin nicht festgestellt werden. Aus diesem Grund erfolgte auch keine spe-

zielle weitere Auswertung zur ldentifizierung von markierten Proteinen.

3.1.2 Radioaktive Proteinmarkierung und 1D-PAGE

In einem weiteren Einzelversuch erfolgte die Proteinmarkierung und Extraktion

getrennt aus dem Mediumiberstand der aktivierten Thrombozyten bzw. aus



57

dem Extraktionsuberstand der aktivierten Thrombozyten. Des Weiteren wurde
die Anzahl der Leukozyten variiert.

Auch hier erfolgte die Extraktion der Thrombozyten aus 40 ml frisch
entnommenem Citratblut, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben. Die absolute Zell-
zahl der Thrombozyten wurde auf 10° PLT pro Ansatz eingestellt. Die
Messergebnisse der Restleukozytenzahlung lagen wiederum zwischen 100 —
200 WBC in 10® PLT. Die Proben wurden in Anwesenheit einer radioaktiv
markierten Aminoséaure (**S-Methionin) mit und ohne Thrombin 24 Stunden bei
37 T inkubiert. Den Vergleichsansatzen wurden jeweils 10° bzw. 10° WBC
(autolog) hinzugefiugt. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die
Ansatze abzentrifugiert. Direkt im Anschlul® erfolgte mittels 1D-Gelelektro-
phorese die Auftrennung der Proteinextrakte aus den Mediumuiberstadnden der
Ansétze. Das verbliebene Zellpellet wurde in einem Zellysepuffer (CellLytic,
Sigma) inkubiert und erneut zentrifugiert, bevor die Auftrennung des Extrak-
tionstiberstandes der Ansatze mittels 1D-Gelelktrophorese erfolgte. Die
radioaktiv markierten, durch de novo Proteinbiosynthese entstandenen Pro-

teine wurden durch Autoradiographie detektiert.
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Abb. 18: Messung der de novo Proteinbiosynthese durch Einbau von **S-Methio-
nin in Thrombozytenpraparationen aus dem Extraktionstiberstand: nach Depletion
der Leukozyten (~200 WBC in 10° PLT, Ansatz 1+2), mit einem mittleren Leukozy-
tengehalt (10°WBC in 10° PLT, Ansatz 3+4) bzw. mit einem hoheren Leukozyten-
gehalt (10° WBC in 10° PLT, Ansatz 5+6). Die Inkubation im Vollmedium mit *S-
Methionin erfolgte fur 24 h mit (Ansatz 2+4+6) und ohne (Ansatz 1+3+5) Thrombin.
Die autoradiographische Detektion der markierten Proteine erfolgte nach 1D-
Gelelektrophorese.
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In den Ansatzen mit hoher Leukozytenzahl aus dem Extraktionstiberstand zeig-
te sich eine deutliche Radioaktivmarkierung unterschiedlicher Proteine; diese
war unabhangig von der Stimulation mit Thrombin (Abb. 18). In den leukozy-
tenarmen Ansatzen und dem Mediumuberstand (Abb. 19) der leukozyten-
reichen Ansatze zeigt sich nur ein geringgradiger radioaktiver Einbau, auch

dieser war von Thrombin unabh&ngig.

nwon —
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Abb. 19: Messung der de novo Proteinbiosynthese durch Einbau von **S-Methio-
nin in Thrombozytenpraparationen aus dem Mediumuberstand: nach Depletion der
Leukozyten (~200 WBC in 10° PLT, Ansatz 1+2), mit einem mittleren Leukozyten-
gehalt (10°WBC in 10® PLT, Ansatz 3+4) bzw. mit einem hoheren Leukozytenge-
halt (10° WBC in 10® PLT, Ansatz 5+6). Die Inkubation im Vollmedium mit *S-
Methionin erfolgte fir 24 h mit (Ansatz 2+4+6) und ohne (Ansatz 1+3+5) Thrombin.
Die autoradiographische Detektion der markierten Proteine erfolgte nach 1D-
Gelelektrophorese.

Erneut konnte gezeigt werden, dass die in den unterschiedlichen Ansatzen
festgestellte Proteinsynthese mit der Anzahl der Leukozyten korreliert. Die
Tatsache, dass nur im Extraktionstiberstand (s. Abb. 18) eine de novo Protein-
biosynthese festzustellen war, beruht vermutlich darauf, dass die Leukozyten
ihre Proteinbiosyntheseprodukte wahrend der Inkubationsphase nicht an das
Medium (s. Abb. 19) abgegeben, sondern intrazellular gespeichert haben. Die
Ergebnisse zeigten erneut, dass unter den gewéhlten Bedingungen keine ak-

tive Proteinbiosynthese in Thrombozyten zu finden war.
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3.2 Nachweis der de novo Proteinbiosynthese in Thrombozyten anhand
von ausgewahlten Zytokinen bzw. Wachstumsfaktoren

Im zweiten Teil der Arbeit wurden mit Hilfe der ELISA Methode gezielt die Frei-
setzung bestimmter Zytokine und Wachstumsfaktoren gemessen. Kriterien flr
die Auswahl der speziellen Faktoren IL-13 und VEGF waren ihre besondere
Relevanz im Hinblick auf die Wundheilung, ihr Vorhandensein in den Granula
von Thrombozyten, sowie der in der Literatur beschriebene Nachweis der ent-
sprechenden mRNA in Thrombozyten. Wie im Methodenabschnitt erlautert,
wurden Thrombozytenkonzentrate verwendet, die aus den buffy coats von 4
Vollblutspenden hergestellt wurden. Diese wurden ohne Reduktion der Leuko-
zyten bzw. nach ein- oder dreimaliger Filtration mittels eines Leukozytenadha-
sionsfilters (Autostop™ BC; Pall, Dreieich) weiterverwendet. Die Restleuko-
zytenzahlen sind in Kap. 2.2.3 angegeben. Die drei definierten Anséatze unter-
schieden sich hinsichtlich der Aktivierung, Inkubationszeit und der Verwendung
eines Translationshemmers. Es wurde sowohl der Uberstand als Releasat bzw.
Mediumuberstand, als auch der Thrombozytenextrakt verwendet, um mittels
ELISA zum einen die Konzentration der ins Medium sezernierten Wachstums-
faktoren und zum anderen die Konzentration der in den Thrombozyten gespei-

cherten Wachstumsfaktoren zu messen.

3.2.1 Ergebnisse fur pro IL-113

Bei pro IL-13 handelt es sich um den Vorlaufer von IL-1R3. Die Bestimmung der
Konzentration von pro IL-13 erfolgte ausschlie3lich im Extraktionstuberstand
(Abb. 21), da eine Freisetzung von pro IL-13 hauptsachlich erst nach Umwand-
lung in seine biologisch aktive Form IL-1R erfolgt.>’ Mit Hilfe der in Kapitel
2.2.6.2 Abb. 13 dargestellten Standardkurve bzw. mit der flir sie errechneten
Regressionsgeraden y = 0,0016x + 0,0516 erfolgte die Kalibration der Extinkti-
onswerte auf pg/ml. Das Bestimmtheitsmaf fiir die angegebene Formel war R?
= 0,9966. Es wurden jeweils drei voneinander unabhéngige Experimente mit
jeweils 4 Parallelproben durchgefuhrt. Mit Hilfe der Software Microsoft Exel

2000 (Microsoft) wurden der Mittelwert und die Standardabweichung aus den



60

Mittelwerten der Parallelproben der unabhé&ngigen Experimente errechnet. Die
Aussagefahigkeit der gemessenen Werte wurde durch Ermittlung der statisti-

schen Signifikanz mittels eines T-Tests sowie der Varianzanalyse gestutzt.

3.2.1.1 Die pro IL-13-Expression in Abhangigkeit von der Leukozytendepletion

Das zur Herstellung der Proben verwendete PRP war anteilig nicht leukozyten-
depletiert ,0, bzw. durch einmalige ,1“ oder dreimalige ,3“ Filtration mittels ei-
nes Leukozytenadhasionsfilters leukozytendepletiert. Anschlie3end wurden die
Proben in Reihenfolge der ausgearbeiteten Ansatze ohne Aktivierung, mit Akti-
vierung, mit Aktivierung und Inkubation und zuséatzlich unter Einfluss von Pu-
romycin eingesetzt.

Die Messung der pro IL-13 Konzentration im Ansatz ohne Leukozytendepletion
ergab direkt nach Aktivierung mit 1 Unit Thrombin pro 10° Thrombozyten einen
Wert von 7,33 = 4,88 pg/ml. Nach 17-20 h Inkubation war die Konzentration
auf 73,93 = 3,39 pg/ml gestiegen (Abb. 20). Unter Einfluss von Puromycin er-
gab sich eine vollstandige Suppression der stimulierten pro IL-13-Synthese,
nach 17-20 h Inkubation betrug der gemessene Konzentrationswert fur pro IL-
11 8,31 £ 1,07 pg/ml. Die statistische Auswertung ergab, sowohl im T-Test als
auch in der Varianzanalyse, dass der Anstieg von pro IL-13 nach Inkubation
hochsignifikant (p<0,001) war (Abb. 20). Nach einmaliger Filtration des Throm-
bozytenkonzentrats durch den Leukozytenfilter betrug die Konzentration von
pro IL-113 in den lediglich aktivierten Proben 8,24 + 1,73 pg/ml. Diese stieg nach
der Inkubation nicht mehr an, der ermittelte Wert in diesen Proben betrug 7,17
+ 2,08 pg/ml. Unter Einfluss von Puromycin war das Ergebnis nach Inkubation
im Vergleich mit dem direkt nach der Aktivierung erhaltenem nahezu unveran-
dert, die Konzentration von pro IL-1R betrug 8,93 + 1,39 pg/ml. Ein ahnliches
Ergebnis ergaben die Messungen aus dem Ansatz nach dreimaliger Leukozy-
tenreduktion. Fur die aktivierten Proben ergab sich ein Wert von 9,28 + 1,22
pg/ml. Nach Inkubation lag der Konzentrationswert nahezu unverandert bei
8,44 pg/ml = 1,54 pg/ml und unter Zusatz von Puromycin wurde ein Wert von

7,61 = 1,77 pg/ml gemessen.
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Abb. 20: pro IL-13 Konzentration im thrombozytaren Zellpellet nach Aktivierung mit
Thrombin, mit/ohne Inkubation von 17-20h und mit/ohne Zusatz von Puromycin: ohne
Depletion der Leukozyten (OXLR), nach einmaliger Depletion der Leukozyten (1XLR)
und nach dreimaliger Depletion der Leukozyten (3XLR). Die Ergebnisse sind in pg/ml
angegeben (*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001) (n=3).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Messungen von pro IL-13 aus dem
Extraktionstiberstand zeigten, dass ein Konzentrationsanstieg von pro IL-113 in
den nicht leukozytendepletierten, aktivierten Proben nach einer Inkubationszeit
von 17-20 h stattfand. Nach Reduktion der Leukozyten war trotz einer Inkubati-
onszeit von 17-20 h keine Zunahme der pro IL-13-Konzentration zu verzeich-
nen. In den mit Puromycin versetzten Proben blieb die Konzentration von pro
IL-13 nahezu unverdndert im Vergleich mit den Proben ohne Zugabe von Pu-

romycin, dies konnte statistisch belegt werden.
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3.2.2 Ergebnisse fur IL-13

Die Messung von IL-113 erfolgte separat im Extraktionstiberstand und im Medi-
umiberstand, um sowohl das neu gebildete und gespeicherte bzw. sezernierte
IL-13 zu erfassen. Mit Hilfe der in Kapitel 2.2.6.2 Abb.14 dargestellten Stan-
dardkurve bzw. mit der fur sie errechneten Regressionsgeraden y = 0,3276x +
0,3106 erfolgte die Kalibration der Extinktionswerte auf pg/ml. Das Bestimmt-
heitsmaR fiir die angegebene Formel war R = 0,9957. Es wurden jeweils drei
voneinander unabhangige Experimente mit jeweils 4 Parallelproben durchge-
fuhrt. Mit Hilfe der Software Microsoft Exel 2000 (Microsoft) wurden der Mittel-
wert und die Standardabweichung aus den Mittelwerten der Parallelproben der
unabhangigen Experimente errechnet. Die Aussagefahigkeit der gemessenen
Werte wurde durch Ermittlung der statistischen Signifikanz mittels eines T-
Tests und der Varianzanalyse gestutzt.

3.2.1.2 Die IL-13-Expression in Abhangigkeit von der Leukozytendepletion

Das zur Herstellung der Proben verwendete PRP war anteilig nicht leukozy-
tendepletiert ,0“, bzw. durch einmalige ,,1* oder dreimalige ,3" Filtration mittels
eines Leukozytenadhé&sionsfilters leukozytendepletiert. Anschlie3end wurden
die Proben in Reihenfolge der ausgearbeiteten Ansatze ohne Aktivierung, mit
Aktivierung, mit Aktivierung und Inkubation und zusatzlich unter Einfluss von
Puromycin eingesetzt.

Die Konzentration von IL-113 wurde zunachst getrennt vom Mediumiberstand
aus dem extrahierten Zellpellet gemessen (Abb. 21).

Ohne vorherige Depletion der Leukozyten betrug die ermittelte IL-13 Konzent-
ration nach einstiindiger Aktivierung mit 1 Unit Thrombin pro 10° Thrombozyten
0,99 * 0,10 pg/ml. Nach einer anschlieRenden Inkubationszeit von 17-20 h hat-
te sich die Konzentration von IL-11 auf 3,88 + 0,22 pg/ml nahezu vervierfacht.
In Anwesenheit von Puromycin ergab sich eine vollstandige Unterdriickung der
stimulierten IL-1R3-Synthese von 17-20 h und somit keine Zunahme der IL-113
Konzentration gegentber der nach Aktivierung der Thrombozyten gemessenen
beobachtet werden (0,83 + 0,11 pg/ml). Die statistische Auswertung ergab,

dass der Anstieg von IL-13 nach Inkubation im Vergleich mit den direkt nach
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Aktivierung und unter Zusatz von Puromycin ermittelten Werten signifikant war
(p=0,001) (Abb. 21).
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Abb. 21: IL-1@8 Konzentration im thrombozytdren Zellpellet nach Aktivierung mit
Thrombin, mit/ohne Inkubation von 17-20h und mit/ohne Zusatz von Puromycin: ohne
Depletion der Leukozyten (OXLR), nach einmaliger Depletion der Leukozyten (1xLR)
und nach dreimaliger Depletion der Leukozyten (3XLR). Die Ergebnisse sind in pg/ml
angegeben (*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001) (n=3).

Nach einmaliger Filtration des Thrombozytenkonzentrats durch den Leukozy-
tenfilter betrug der nach Aktivierung mit Thrombin gemessene Wert fur die IL-
113 Konzentration 0,78 = 0,08 pg/ml. Der Anstieg nach 17-20 h Inkubation blieb
nach Reduktion der Leukozyten (0,66 = 0,09 pg/ml) aus. Der in Anwesenheit
von Puromycin nach erfolgter Inkubation ermittelte Wert war im Vergleich zu
den zuvor in dieser Versuchsgruppe gemessenen nahezu unverandert (0,58 +
0,11 pg/ml). Das nach dreimaliger Reduktion der Leukozyten erzielte Ergebnis
war vergleichbar mit dem nach einmaliger Leukozytenfiltration. Nach Aktivie-

rung mit Thrombin betrug die Konzentration von IL-13 0,75 + 0,04 pg/ml, diese
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stieg nach Inkubation von 17-20 h nicht an (0,58 + 0,12 pg/ml); bei einer zu-
satzlichen Zugabe von Puromycin erwiesen sich die von IL-13-Werte im Ver-
gleich mit der Kontrolle als signifikant geringer (0,45 + 0,04 pg/ml, p=0,008).
Das in diesem Versuch die Konzentration von IL-13, unabhangig von der Leu-
kozytendepletion, nach Zugabe von Puromycin und Inkubation geringer als di-
rekt nach Aktivierung mit Thrombin war, ist vermutlich auf eine Freisetzungs-

reaktion von IL-1R ins Medium zuriickzufiihren.

Bei der Messung von IL-13 im thrombozytaren Mediumiberstand (Abb. 22)
ohne vorherige Leukozytendepletion wurde direkt nach der Aktivierung mit
Thrombin eine Konzentration von 0,20 + 0,04 pg/ml gemessen. Ebenso wie in
den Messungen aus dem thrombozytaren Extrakt stieg die IL-13 Konzentration
nach Inkubation auf 3,83 + 0,85 pg/ml an. Die statistische Auswertung ergab,
dass der Anstieg von IL-13 nach Inkubation, im Vergleich mit den direkt nach
Aktivierung und unter Zusatz von Puromycin, wiederum signifikant (p=0,002)
war. In Anwesenheit von Puromycin betrug die Konzentration von IL-113 nach
Inkubation der Thrombozyten 0,81 + 0,12 pg/ml. Nach einmaliger Filtration des
Thrombozytenkonzentrates durch den Leukozytenfilter betrug der nach Aktivie-
rung mit Thrombin gemessene Wert fur die IL-18 Konzentration 0,29 + 0,12
pg/ml. Sowohl mit als auch ohne Zusatz von Puromycin war im thrombozytaren
Mediumuberstand ein signifikanter Anstieg der Konzentration von IL-1[3 nach
17-20h Inkubation zu erkennen (ohne Puromycin: 0,68 + 0,11 pg/ml, p=0,001;
mit Puromycin: 0,58 + 0,15 pg/ml, p=0,001). Das nach dreimaliger Reduktion
der Leukozyten erzielte Ergebnis war vergleichbar mit dem nach einmaliger
Leukozytenfiltration. Nach Aktivierung mit Thrombin betrug die Konzentration
von IL-1R 0,26 + 0,06 pg/ml, diese stieg nach Inkubation von 17-20 h (0,65 +
0,17 pg/ml, p=0,001) und unter einer zusatzlichen Zugabe von Puromycin auf
(0,52 £ 0,08 pg/ml, p=0,011) an. Im Gegensatz zu den IL-13 Messungen im
Thrombozytenextrakt zeigt sich, dass im Mediumiberstand die Konzentration
von IL-1 - unabhangig von der Leukozytendepletion - nach Zugabe von Puro-
mycin und Inkubation im Vergleich zur IL-13 Konzentration direkt nach Aktivie-
rung angestiegen ist. Auch in diesem Fall ist davon auszugehen, dass es sich
hierbei um eine reine Freisetzungsreaktion aus dem Zytosol der Zellen wéh-

rend der Inkubation und nicht um eine Neusynthese von IL-13 handelt, da der
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Anstieg in der IL-13 Konzentration auch in Anwesenheit des Translationshem-

mers Puromycin stattfand.
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Abb. 22: IL-1f3 Konzentration im thrombozytaren Mediumuberstand nach Aktivierung
mit Thrombin, mit/ohne Inkubation von 17-20h und mit/ohne Zusatz von Puromycin:
ohne Depletion der Leukozyten (OXLR), nach einmaliger Depletion der Leukozyten
(1XLR) und nach dreimaliger Depletion der Leukozyten (3xLR). Die Ergebnisse sind in
pg/ml angegeben (*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001) (n=3).

Abschliel3end ist festzuhalten, dass in allen Experimenten und Messungen ein
Anstieg der IL-1R3-Konzentration in nicht leukozytenreduzierten Proben nach
einer Inkubationszeit von 17-20 h zu verzeichnen war. Dass es sich hierbei um
de novo Proteinbiosynthese handelte, konnte durch die Verwendung des
Translationshemmers Puromycin gezeigt werden, der in der Lage war, den
Anstieg der IL-13-Konzentration vollstandig zu unterbinden. In den einfach bzw.
dreifach leukozytenreduzierten Proben konnte hingegen kein Anstieg der IL-113-

Konzentration gemessen werden. Lediglich im Mediumtberstand der leukozy-
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tenreduzierten Proben war nach Aktivierung und Inkubation ein Anstieg der IL-
1R-Konzentration festzustellen, was jedoch nicht auf Translationsprozesse zu-

rickzufihren war.

3.2.3 Ergebnisse fur VEGF

Der Wachstumsfaktor VEGF spielt, ebenso wie IL-13, bei der Entstehung und
Erhaltung der Entziindung, aber auch insbesondere bei der Angiogenese, eine
wichtige Rolle. Durch die Erhdhung der Gefal3permeabilitat ermdglicht er das
Einwandern von Entziindungszellen.

Die Messung von VEGF erfolgte separat im Extraktionstuiberstand und im Medi-
umdiberstand, um sowohl das neu gebildete und gespeicherte bzw. sezernierte
VEGF zu erfassen. Mit Hilfe der in Kapitel 2.2.6.2 Abb. 15 dargestellten Stan-
dardkurve bzw. mit der fur sie errechneten Regressionsgeraden y = 0,0017x +
0,0776 erfolgte die Kalibration der Extinktionswerte auf pg/ml. Das Bestimmt-
heitsmaR fiir die angegebene Formel war R? = 0,997. Es wurden jeweils drei
voneinander unabhangige Experimente mit jeweils 4 Parallelproben durchge-
fuhrt. Mit Hilfe der Software Microsoft Exel 2000 (Microsoft) wurden der Mittel-
wert und die Standardabweichung aus den Mittelwerten der Parallelproben der

unabhangigen Experimente errechnet.

3.2.3.2 Die VEGF-Expression in Abhangigkeit von der Leukozytendepletion

Wie bereits in Kapitel 3.2.3.2 beschrieben, wurde auch in dieser Versuchsreihe
das zur Herstellung der Proben verwendete PRP anteilig nicht leukozyten-
depletiert ,0“, bzw. durch einmalige ,,1* oder dreimalige ,3" Filtration mittels ei-
nes Leukozytenadhdasionsfilters leukozytendepletiert. Anschlie3end wurden die
Proben in Reihenfolge der ausgearbeiteten Ansatze ohne Aktivierung, mit Akti-
vierung, mit Aktivierung und Inkubation und zuséatzlich unter Einfluss von Pu-
romycin eingesetzt.

Die Konzentration von VEGF wurde zunachst getrennt vom Mediumiberstand
aus dem extrahierten Pellet gemessen (ohne Abbildung). Dabei lag die Kon-

zentration unabhangig von der Leukozytenkontamination, Aktivierung mit
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Thrombin, Inkubationszeit und der Anwesenheit von Puromycin unterhalb der
Nachweisgrenze des ELISAs von 5 pg/ml. Im Mediumuberstand konnte festge-
stellt werden, dass sich die Konzentration VEGF nach der Aktivierung mit
Thrombin unabhéngig von der Leukozytenkontamination — wie auch in den
Messsungen aus dem extrahierten Pellet - unter der Detektionsgrenze des
ELISAs befand. Nach Inkubation von 17-20 h konnte eine VEGF-Konzentration
von 17,16 * 6,66 pg/ml in den Proben ohne vorherige Leukozytendepletion
(Restleukozytenzahl 74,8 + 23,3 WBC/ul) nachgewiesen werden. In Anwesen-
heit von Puromycin konnte kein VEGF im thrombozytaren Mediumiberstand
detektiert werden. Erfolgte vor Aktivierung der Thrombozytenkonzentrate eine
Depletion der Leukozyten, so war nach Inkubation von 17-20 h weder in den
ohne, noch in den unter Zusatz von Puromycin durchgeflhrten Versuchen eine
messbare VEGF Konzentration zu zeigen.

Zusammenfassend ist zu den Ergebnissen zu sagen, dass mit der gewahlten
Methode VEGF - und damit eine Synthese von VEGF - unabhangig von der
Kontamination mit Leukozyten in den thrombozytaren Extrakten nicht nach-

weisbar watr.

3.2.4 Vergleichende Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin und
ADP

In einem weiteren Versuchsansatz wurden ausschlie3lich dreifach leuko-
zytenreduzierte Thrombozytenpraparate unterschiedlich stimuliert, um heraus-
zufinden, ob die Art der Stimulation Einfluss auf die Neubildung von Zytokinen,
in diesem Fall IL-113, hat.

Dazu wurden die Proben zum einen mit Thrombin in der Konzentration 1 U/ml
bzw. 0,1 U/ml, zum anderen mit ADP in der Konzentration 200 uM/L bzw.
20 puM/L stimuliert. Zum Vergleich wurden wiederum lediglich aktivierte Proben
solchen mit einer Inkubationszeit von 17-20 h mit bzw. ohne Zusatz eines
Translationshemmers in Form von Puromycin gegenubergestellt. Alle Messun-
gen wurden getrennt im Extraktionsuberstand und im Mediumuiberstand

durchgeflihrt. Die Berechnung der Werte in pg/ml erfolgte wie unter 3.2.2 be-
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schrieben. Es wurden zwei unabhdngige Experimente mit 2 Messwerten

durchgefuhrt.
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Abb. 23: IL-1R Konzentration im thrombozytéaren Extrakt nach Aktivierung mit Throm-
bin in der Konzentration von 1 Unit bzw. 0,1 Unit pro 10° Thrombozyten, mit/ohne In-
kubation von 17-20h und mit/ohne Zusatz von Puromycin, nach dreimaliger Depletion
der Leukozyten (3xLR). Die Ergebnisse sind in pg/ml angegeben (n=2).

Bei der Messung der Konzentrationswerte fur IL-13 im Extraktionstuberstand
konnte nach Aktivierung mit 1 U/ml Thrombin und Inkubation von 17-20 h keine
Konzentrationszunahme festgestellt werden (Abb. 23, links). Die gemessene
Konzentration in aktivierten Proben vor Inkubation betrug 1,08 pg/ml und nach
Inkubation 1,05 pg/ml. Auch konnte kein wesentlicher Einfluss auf die Konzent-
ration von IL-13 durch Zugabe von Puromycin erzielt werden (0,99 pg/ml).
Nach Stimulation mit 0,1 U/ml Thrombin konnten ebenso wenig deutliche Ande-
rungen der Mittelwerte beziglich der gemessenen Extinktion verzeichnet wer-

den (siehe Abb. 23, rechts). Die IL-13 Konzentration nach Aktivierung betrug
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1,17 pg/ml und &nderte sich auch nicht entscheidend nach einer Inkubation von
17-20 h (0,91 pg/ml). Unter Zusatz von Puromycin wurde eine IL-13 Konzentra-
tion von 0,98 pg/ml gemessen.

Betrachtet man im Vergleich hierzu die erzielten Ergebnisse der Messungen
der mit ADP stimulierten Proben, kann man ein ahnliches Ergebnis verzeichnen
(siehe Abb 24).
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Abb. 24: 1L-13 Konzentration im thrombozytaren Extrakt nach Aktivierung mit 200 pM
ADP bzw. 20 uM pro 10° Thrombozyten, mit/ohne Inkubation von 17-20h und mit/ohne
Zusatz von Puromycin, nach dreimaliger Depletion der Leukozyten (3xLR). Die Ergeb-
nisse sind in pg/ml angegeben (n=2).

Nach Stimulation mit 200 uM/L ADP (Abb. 24, links) betrug der gemessene
Mittelwert fur die aktivierten Proben 1,27 pg/ml. In den zusatzlich inkubierten
Proben erhielt man einen Mittelwert von 1,12 pg/ml. Auch nach Zugabe von
Puromycin trat keine markante Zunahme der Konzentration von IL-1(3 auf (1,18
pg/ml). Bei der Aktivierung mit 20 uM/L Adenosindiphosphat (Abb. 24, rechts)
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konnte eine Konzentration von 1,27 pg/ml IL-1(3 in aktivierten Proben gemes-
sen werden. Nach einer zusatzlichen Inkubationszeit von 17-20h konnte eine
IL-13 Konzentration von 0,93 pg/ml ermittelt werden. In den mit Puromycin ver-

setzten Proben betrug diese 1,04 pg/ml.

Bei der Bestimmung der IL-13 Konzentration im Mediumuiberstand der dreifach
leukozytenreduzierten Thrombozytenpréaparate befanden sich die Messwerte in
allen drei Ansatzen - aktiviert und mit zusatzlicher Inkubation mit/ohne Zusatz
von Puromycin - unterhalb der Detektionsgrenze von 0,1 pg/ml des verwende-
ten ELISAs.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mechanismen der so genannten nach-
haltigen bzw. langerfristigen Wirkungen von Thrombozyten am Beispiel der
Wachstumsfaktoren pro IL-1(3, IL-13 und VEGF untersucht. Dabei wurden ins-
besondere die Befahigung von Thrombozyten zur Proteinbiosynthese mittels
radioaktiver Markierung und Gelelektrophorese zum allgemeinen Nachweis
.neusynthetisierter* Proteine, sowie der Nachweis ausgewéhlter Wachstums-
faktoren mittels ELISA durchgefuhrt. Diese Untersuchungen sind insbesondere

6,140,141

fur den klinischen Einsatz von Thrombozytenkonzentraten im Rahmen

der Geweberegeneration und Wundheilung relevant.

4.1 Bedeutung der thrombozytaren Proteinbiosynthese fur die Wund-

heilung

Thrombozyten sind wesentlich an den unmittelbar nach Gewebs- und Gefal-
verletzung einsetzenden Prozessen der primaren und sekundaren Hamostase
beteiligt. Durch die Freisetzung der gespeicherten Mediatoren, wie z.B. Zytoki-
ne, chemotaktische Proteine und Wachstumsfaktoren, tbernehmen aktivierte
Thrombozyten wichtige Funktionen bei den folgenden Prozessen der Inflamma-

138,139.156,162271 nd Wundheilung.3*4¢®198257 D3 es sich dabei um einen ein-

tion
maligen Vorgang handelt, ist die so genannte nachhaltige Wirkung der Throm-
bozyten in diesem Zusammenhang noch unklar.®® Viel diskutiert ist dabei die
Frage, ob Thrombozyten nach Aktivierung und Immobilisierung im Thrombus in
der Lage sind, eine de novo Proteinsynthese zu betreiben, da diese die
Grundlage fur die anhaltenden thrombozytaren Wirkungen bilden kénnte. In
den letzen Jahren konnte in mehreren Studien gezeigt werden'®*!34%2% dass
dies auf Ebene und Basis ihrer vorhandenen Gentranskripte méglich ist. Dabei
schien vor allem die regulierte Synthese von IL-13 die Bedeutung der Throm-

bozyten bei inflammatorischen Prozessen zu beweisen.™* In einigen Studien
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gelang es sogar, die Regulationsmechanismen auf Ebene der Translationsinita-

tionsfaktoren darzustellen,°>1%8:222.270

4.2. Stimulation der Thrombozyten

In den von uns durchgefiihrten Versuchen erfolgte die Stimulation der Throm-
bozyten hauptséchlich mit Thrombin, da Thrombin sowohl in vivo® als auch in
vitro*® ein hochpotenter Thrombozytenaktivator ist. Die Aktivierung der Throm-
bozyten kann jedoch auch durch eine Vielzahl anderer physiologischer Stimu-
lantien wie ADP, Kollagen, Thromboxan A,, Epinephrin und PAF erfolgen. Die
intrazellulare Signalkaskade - in deren Folge es zur Entstehung von
Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Triposphat (IP3) kommt - wird haupt-
sachlich durch G-Protein gekoppelte Membranrezeptoren vermittelt.?**?%® |m
Falle von Thrombin handelt es sich dabei um so genannte cell-surface pro-
tease-activated receptors (PARs).?*? Bis heute wurden vier verschiedene PARS
identifiziert und charakterisiert, von denen drei (PAR 1, PAR 3 und PAR 4) als
Substrate fir Thrombin fungieren.?®® Auf humanen Thrombozyten sind
hauptsachlich PAR 1 in einer Anzahl von 1500 — 2000 Rezeptoren pro Throm-
bozyt und ca. 70 % sind auf der Plasmamembran lokalisiert und PAR 4 zu fin-
den, PAR 3 dagegen nur in geringer Anzahl. Wobei PAR 1 zehnmal sensitiver
auf Thombin reagiert als PAR 4. Des Weiteren existiert auf Thrombozyten ein
weiterer Thrombinrezeptor, dabei handelt es sich um einen Glykopro-
teinrezeptor (GPIb-IX), der mit einer Anzahl von 25000 pro Thrombozyt
vorkommt. %2 Das wie oben bereits erwéhnt entstandene IP; fiihrt zur Freiset-
zung des Ca?* aus dem DTS, welches ebenso wie DAG zur Aktivierung der
Proteinkinase C fuhrt. Im Anschluf3 erfolgt die Akivierung der Tyrosinkinasen,
MAP-Kinasen und Integrine durch Kalzium. Die Induktion der energie-
abhangigen Exozytose erfolgt im Zusammenspiel von Proteinkinase C und
Ca?*.#* Die Sekretion der a-Granula erfolgt durch alle der oben genannten
Agonisten, wahrend die Sekretion der dense granules bzw. Lysosomen eines
potenten Agonisten wie Thrombin bedarf. In einer Studie von Wuthrich et al.?®
konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit von extrazellularem Ca®** 90 %
der Sekretion nach Thrombinstimulation innerhalb von 6-7 s mit einer

Verzdgerung von 1,5 s stattfinden. Auf zellularer Ebene erfolgt nach Aktivierung
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vierung der Thrombozyten neben der bereits in Abb. 8, Kapitel 1.2.1 gezeigten
Veranderung des Zytoskelettes und damit der Anderung der Plattchenmorpho-
logie auch die Zentralisation der a-Granula, wahrend die dense granules in der
Peripherie verbleiben. Im Anschluf konfluiert die a-Granula entweder direkt mit
dem OCS oder es konfluieren zunachst die einzelnen Granula miteinander und
im zweiten Schritt dann mit dem OCS oder der Plasmamembran. Es wird an-
genommen, dass die Freisetzung der dense granules Uber eine Interaktion mit
der Plasmamembran erfolgt. **°

Thrombin beeinflusst, neben seiner Hauptaufgabe, welche in der Regulation
der Gerinnungskaskade besteht, eine Vielzahl von an thrombozytaren Prozes-
sen beteiligten Zellen. Die Aktivierung von Endothelzellen fiihrt so zur Synthese
von Prostaglandin 1,°’, PAF (platelet activating factor)®”?*°, PAI-1 (plasmino-

281 und weitere durch eben diese. Des Weiteren wird VWF

107,287,288

gen inhibiting factor)
freigesetzt und P-Selectin exprimiert, woraus eine Adhasion von
Thrombozyten und Leukozyten an der Endothelzelloberflache fiihrt. Eine ver-
mehrte Stickoxidproduktion fihrt zur Vasoldilatation der GefalRe, zudem andern
die Endothezellen ihre Gestalt und erh6hen ihre Permeabilitdt, was zu einer
Durchléssigkeit fiir Proteine und zu Odemen fiihrt.*>® Thrombin wirkt auRerdem
im Rahmen der Inflammation chemotaktisch auf Monozyten, aktiviert neutrophi-
le Granulozyten und bewirkt in Leukozyten eine Zytokinproduktion.5860:287.288
Zudem sind weitere Thrombinwirkungen an Geweben, welche nicht im direkten
Zusammenhang mit der Hamostase stehen, beschrieben, so z.B. die Wachs-
tumsregulation von Neuronen und glatten Muskelzellen, sowie deren Kontrakti-
on, die Proliferation von Tumorzellen und Bildung von Tumormetastasen.*®® In
Thrombozyten flhrt Thrombin nicht nur zur Degranulation und Aggregation,
sondern induziert auch die Expression von P-Selectin und CD 40" auf der

Thrombozytenoberflache und fiihrt zur Aktivierung von GP lb-Il1a.%*°
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4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Nachweis der de novo Proteinsynthese in Thrombozyten mittels

radioaktiver Proteinmarkierung

Im ersten Tell dieser Arbeit wurde ein genereller Nachweis der Neusynthese
von Proteinen in Thrombozyten angestrebt. Im Besonderen haben wir dabei
unser Augenmerk zum einen auf die Frage gerichtet, in wieweit eine Stimulati-
on der Thrombozyten, hier mittels Thrombin geschehen, entscheidend ist; und
zum anderen, wie grol3 der Einfluss durch kontaminierende Leukozyten ist. Un-
ter Anwendung von radioaktiver Proteinmarkierung und 2D- bzw. 1D-Protein-
gelanalyse stand in unseren Experimenten die Aktivitdt der Proteinsynthese
stets im direkten Zusammenhang mit der Anzahl kontaminierender Leukozyten.
In den bereits genannten publizierten Studien waren alle verwendeten Throm-
bozytenpraparationen deutlich mit Leukozyten kontaminiert. Gemaf den Anga-
ben der Autoren waren 1x10° bis 5x10° Leukozyten in einer Suspension von
10° Thrombozyten enthalten.'*>*%®%22  Ahnlich starke Kontaminationen von
4x10° Leukozyten in 10® Thrombozyten filhrten in unseren Experimenten zu
deutlich positiven Ergebnissen der Proteinmarkierung. Nach Reduzierung der
Leukozytenzahl auf ca. 100-200 in 10® Thrombozyten war der Einbau der ra-
dioaktiven Aminosaure nicht mehr nachweisbar, durch Zugabe von Thrombin
konnten keine Veranderungen beobachtet werden (s. Abb 16, links und Abb.
17, links). Unterschiede im radioaktiven Muster der Thrombozytenkonzentrate
mit einem hohen Gehalt an Leukozyten nach Stimulation mit Thrombin, vgl.
Abb. 16, rechts mit Abb. 17, rechts, entstehen vermutlich infolge der nachge-
wiesenen Anregung der Synthese von z.B. Zytokinen in Leukozyten durch
Thrombin.®*#% |m zweiten Versuch wurde die Proteinbiosyntheseaktivitit so-
wohl im Medium, in dem die Thrombozyten suspendiert waren, als auch nach
Lyse der Thrombozyten im Extraktionsiberstand bestimmt. Lediglich in den
Proben mit einer Leukozytenkontamination von 10° Leukozyten bei 10® Throm-
bozyten konnte im Extraktionsiberstand eine Proteinbiosyntheseaktivitat nach-
gewiesen werden. In den Proben mit einer reduzierten Leukozytenzahl von
lediglich 10° bzw. 100-200 Leukozyten in 108 Thrombozyten war der Einbau

der radioaktiven Aminosaure wiederum nicht nachweisbar.
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Der Nachweis von de novo Proteinbiosynthese mittels radioaktiver Proteinmar-
kierung hat somit gezeigt, dass die Biosyntheseaktivitat deutlich mit dem Mal3
der Leukozytenkontamination korreliert. Die Vermutung liegt nahe, dass die de
novo Synthese von Proteinen, in den kontaminierenden Leukozyten, also nicht
in den Thrombozyten selbst stattfindet. Offen bleibt in unserem Versuch die
Frage, ob neben der Thrombin-Aktivierung mdglicherweise andere Mechanis-
men die de novo Proteinsynthese in Thrombozyten auslésen kdnnen. Entspre-
chende Untersuchungen unter Verwendung von ADP, Epinephrin, PAF (platelet

activating factor) oder Kollagen®* kénnen zur Klarung dieser Frage beitragen.

4.3.2 Nachweis der de novo Synthese von pro IL-13, IL-13 und VEGF in

Thrombozyten

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschéftigt sich mit dem spezifischen
Nachweis der Neusynthese der Interleukine pro IL-18 und IL-1R3%* bzw. des
Wachstumsfaktors VEGF **8. Die Auswahl der Wachstumsfaktoren erfolgte
aufgrund ihrer wesentlichen Rolle im Rahmen von inflammatorischen Prozes-
sen und ihrer entscheidenden Funktion in der Wundheilung. Nachweislich wer-
den IL-18 und VEGF in der a-Granula von Thrombozyten gespeichert, wie in
Kapitel 1.1.3, Tabelle 2 bereits dargestellt wurde. In einer bereits publizierten
Studie™* konnte zudem die regulierte Synthese von pro IL-18 bzw. IL-1R ge-
zeigt werden. In anderen Untersuchungen wurde jedoch festgestellt, dass
Gentranskripte von IL-1R in Thrombozyten nicht nachweisbar sind3*>°.

Ein zentrales Ziel unserer Untersuchungen war der Nachweis einer Neusynthe-
se der genannten Wachstumsfaktoren nach nahezu vollstandiger Elimination
der Leukozyten aus den Thrombozytenpraparaten. Dazu wurden drei verschie-
dene Versuchsgruppen mit unterschiedlicher Leukozytenkontamination (LR 0
mit 74,8 + 23,3 Leukozyten pro 10° Thrombozyten; LR 1 mit 0,6 + 0,47 Leuko-
zyten pro 10° Thrombozyten; LR 3 mit 0,34 + 0,47 Leukozyten pro 10° Throm-
bozyten) eingesetzt.

Wie bereits in der Einleitung in Kap. 1.3 beschrieben, ist fur pro IL-113 bekannt,
dass es sich dabei um den Vorlaufer von IL-113 - ohne eigene IL-113 Bioaktivitat
- handelt. Eine Freisetzung erfolgt fast ausschlieRlich erst nach Uberfiihrung in
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seine aktive Form ,IL-13" aus dem Zytosol einer Vielzahl unterschiedlicher Zel-
len wie Makrophagen, Monozyten, neutrophile Granuozyten, Thrombozyten
und aus diversen Geweben.>>**'>* Es ist bekannt, dass neben bakteriellem
Endotoxin auch Thrombin ein wesentlicher Stimulus fur seine Transkription
ist.”® Die Messung von pro IL-18 in den Proben aus dem thrombozytaren Ex-
trakt zeigten in Anwesenheit von Leukozyten einen hochsignifikanten (p=0,000)
Anstieg der Konzentration 17-20 Stunden nach der Aktivierung mit Thrombin.
Unter Zugabe des Translationshemmers Puromycin kam es zur vollstandigen
Unterdriickung der stimulerten pro IL-13 Synthese. Somit wurde der Nachweis
erbracht, dass es sich um eine Neubildung von pro IL-13 im Sinne der Protein-

1.15% verof-

biosynthese handelt. Im Gegensatz zu der 2001 von Lindemann et a
fentlichten Studie konnte nach nahezu vollstandiger Elimination der Leukozyten
aus der Praparation keine Zunahme der pro IL-1R8 Konzentration mehr ver-
zeichnet werden, vgl. Abb. 20. Erwartungsgemal ergaben die Bestimmungen
der Konzentration von IL-113, sowohl im thrombozytdren Extrakt, als auch im
Mediumuberstand ein vergleichbares Ergebnis. Eigene Messungen von IL-113
vor Aktivierung der Proben ergaben eine Konzentration von etwa 4 pg/ml in 10°
Thrombozyten. Da es sich dabei um eine relativ geringe Konzentration handelt,
wurde zur Bestimmung der Konzentration ein sogenannter ,high sensivity”
ELISA, mit einer Sensivitat von 0,1 pg/ml bis zu einem Maximalwert von
8 pg/ml, eingesetzt, um zuverlassige Ergebnisse in diesem niedrigen Kon-
zentratonsbereich zu gewahrleisten. Ein signifikanter Anstieg der Konzentration
von IL-13 erfolgte nur bei einer relativ hohen Kontamination der Thrombozy-
tenpraparate mit Leukozyten. Dieser war durch Zugabe von Puromycin im
Thrombozytenextrakt vollstandig aufzuheben (Abb. 21 und 22). Der signifikante
Anstieg der IL-13-Konzentration im Mediumuberstand, zum einen trotz Zugabe
von Puromycin, zum anderen nach Leukozytendepletion, ist dadurch zu erkla-
ren, dass eine Freisetzung aus den Zellen in das umgebende Medium erfolgt
sein muss (Abb. 23).%® Stiitzend fiir diese These war, dass die Konzentration
auch in Anwesenheit des Translationsinhibitors Puromycin anstieg. Es ist zu
vermuten, dass es sich lediglich bei den Préparationen ohne weitere Leukozy-
tendepletion um Neusynthese von pro IL-113 durch Leukozyten handelt, da er-
wiesen ist, dass sowohl Thrombin als Stimulans der Zytokinproduktion in

8,18,60,287,288

Leukozyten fungiert , als auch die Bindung der Thrombozyten nach



78

Aktivierung an Leukozyen in diesen eine Induktion der Zytokinsynthese be-
wirkt.'®>2%% Nach Depletion der Leukozyten hingegen war kein Anstieg der
Konzentration von IL-113 in den inkubierten Proben zu messen. Es gelang unter
den gegebenen Versuchsbedingungen nicht, nach Stimulation mit Thrombin
und nach erfolgter, nahezu vollstandiger Depletion der Leukozyten in den vor-
liegenden Thrombozytenpraparationen einen Hinweis auf eine von den Throm-
bozyten ausgehende de novo Synthese von pro IL-13 bzw. IL-113 zu erhalten.

VEGEF spielt, wie in Kapitel 1.3 beschrieben, sowohl in der physiologischen, als
auch in der pathologischen Angiogenese und der Inflammation eine erhebliche
Rolle. Die dominierende Isoform VEGFs5 wird von einer Vielzahl von Zellen
(Monozyten, Makophagen, Mastzellen), Tumorzellen, sowie in fast allen Gewe-
ben (Milz, Leber, Niere, Gehirn) gebildet und wird zudem in der a-Granula von

Thrombozyten gespeichert. Es gelang bereits, wie Studien von Méhle et al.*®?

34
l.

bzw. Bugert et al.”™, zeigen, VEGF155 MRNA sowohl in Megakaryozyten, als

auch in peripheren Blutzellen - insbesondere in Thrombozyten — nachzuwei-
| 263 | 182 ge-

zeigt werden, dass Thrombozyten VEGF speichern und innerhalb von 30

sen. Zudem konnte in Studien von Wartiovaara et a und Mohle et a
Minuten nach Stimulation mit Thrombin VEGF freisetzen. Wie in Kapitel 3.2.3.2
beschrieben, konnte eine Synthese von VEGF in den durchgefuhrten Versu-
chen wiederum nur in Anwesenheit von Restleukozyten in den Thrombozyten-
konzentraten, nach Stimulation mit Thrombin bzw. durch Interaktionen mit akti-
vierten Thrombozyten und Monozyten infolge der Thrombinstimulation, gezeigt
werden. In den Proben nach Depletion der Leukozyten konnte, bei einer
ELISA-Sensivitdt von 5 pg/ml, kein Nachweis einer Neusynthese von VEGF
durch Thrombozyten erbracht werden. Zu diskutieren ist hier sicherlich, ob die
gewahlte Nachweismethodik sensitiv genug ist und ob davon auszugehen ist,
dass eine eventuelle Neusynthese von VEGF durch Thrombozyten in einem

geringeren Konzentrationsbereich zu erwarten ware.
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4.3.2 Thrombozytenstimulation mit Thrombin und ADP

In einem weiteren Versuchsansatz sollte geklart werden, ob die zur Aktivierung
eingesetzte Dosis von Thrombin bzw. ADP einen Einfluss auf die Synthese von
IL-13 durch Thrombozyten in Leukozyten-depletierten Proben hat. Von beson-
derem Interesse war zudem, ob die Aktivierung der Thrombozyten mit ADP
Uber andere Rezeptoren als Thrombin, einen Stimulus fir die Proteinsynthese
in Thrombozyten darstellt.

Wie in Kapitel 3.2.4 und Abb. 24 dargestellt, konnte jedoch kein Einfluss der
eingesetzten Thrombindosis geltend gemacht werden. Es war auch in diesem
Versuch weder durch eine Aktivierung mit 0,1 Unit noch mit 1 Unit Thrombin
pro 10° Thrombozyten ein Hinweis fiir eine IL-1R3 Neusynthese zu erbringen.
Bei ADP handelt es sich, ahnlich wie bei Thrombin, um einen potenten Throm-
bozytenagonisten. ADP wird sowohl von beschadigtem GefalRendothel, als
auch von Erythrozyten oder auch den aktivierten Thrombozyten selbst aus den
dense granules freigesetzt.®> Auf Thrombozyten existieren zwei unterschiedli-
che G-Protein-gekoppelte Rezeptoren fir ADP. Zum einen P2Y4, durch ihn er-
folgt eine Aktivierung der Phospholipase C und die Mobilisierung des intrazellu-
laren Ca?*. Er ubernimmt somit eine entscheidende Vermittlerrolle bei der
Anderung der Oberflachenmorphologie und der Aggregation der Thrombozy-
ten.'® Zum anderen P2Yac/P2 - auch als P2Y3, bezeichnet - welcher die Ade-
nylatcyclase inhibiert, um die cAMP Synthese zu unterbinden.* Nach Aktivie-
rung der Thrombozyten mit 200 uM/L bzw. 20 uM/L ADP war im extrahierten
Zellpellet nach Inkubation von 17-20 Stunden kein Anstieg der Konzentration
von IL-113 zu beobachten. Die Messungen von IL-113 im Mediumiberstand be-
fanden sich, wie in Kapitel 3.2.4 dargestellt, unterhalb des ELISA-Messbereichs
von 0,1 pg/ml. Es ist davon auszugehen, dass sowohl nach Stimulation mit
Thrombin, als auch mit ADP in unterschiedlicher Konzentration keine Produkte
einer de novo Synthese durch Thrombozyten im Thrombozytenpellet bzw. Me-
diumuberstand entstanden sind.

Auf der Grundlage der erhobenen Daten kdnnen wir eine direkte Proteinbiosyn-
these in Thrombozyten ausschliessen. Dies konnte bereits in friheren Arbeiten
gezeigt werden. So steht die Synthese von Zytokinen in Thrombozytenkon-

zentraten im direkten Zusammenhang mit der Leukozytenkontamination.*?
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Dass es sich um eine de novo Synthese handelte, konnte durch die Anwen-
dung von Actinomycin als Transkriptionsinhibitor nach LPS-Stimulation bewie-
sen werden. **> Des Weiteren hat sich gezeigt, dass auch die Verfahren zur
Herstellung von Thrombozytenkonzentraten (TKs) einen Einfluss auf die Leu-
kozytenkontamination und die Zytokinsynthese wahrend der Lagerung der Préa-
parate haben. So sind nach der PRP (plattchenreiches Plasma) — Methode
hohere Leukozytenzahlen im TK zu finden als bei der buffy-coat-pool - Metho-
de, und ein Anstieg des Zytokingehaltes ist nur im PRP-TK zu finden.®8140.141

Die Neusynthese von Faktoren durch Thrombozyten erscheint anhand der vor-
liegenden Studienergebnisse als nicht wahrscheinlich. Es ist nicht davon aus-
zugehen, dass durch Aktivierung der Blutplattchen eine Bereitstellung von
Faktoren, die chemotaktisch und mitotisch aktiv sind, durch Proteinbiosynthese
erfolgt. Die von uns diskutierte Moglichkeit, dass diese Neusynthese Grundlage
der langerfristigen Wirkung von Thrombozyten im Rahmen der Inflammation
und Wundheilung ist, kann somit nicht bestétigt werden. Es ist zu vermuten,
dass die Wirkung der Thrombozyten bei Prozessen der akuten Inflammation
nach Ausschuittung der chemotaktischen und regenerationsférdernden Fakto-
ren hauptsachlich auf der Immobilisierung inflammatorischer Effektorzellen be-
ruht. Die nachhaltige Bereitstellung von Faktoren, wie sie im Rahmen der
Wundheilung beim Einsatz von Thrombozytenpraparaten diskutiert wird, erfolgt
offensichtlich nicht direkt durch die Thrombozyten, sondern kénnte durch die
Interaktion mit Effektorzellen (Neutrophile, Monozyten etc.) reguliert werden.
Erwiesenermal3en kdnnen mit Thrombin aktivierte Plattchen durch Adhésion an
Monozyten oder neutrophilen Granulozyten die Synthese von IL-113, IL-8 und

MCP-1 induzieren.*®
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4.4 Fazit und Ausblick

Wie die Ergebnisse der Untersuchungen gezeigt haben, konnte mittels der hier
angewandten Methoden keine de novo Proteinsynthese von Zytokinen bzw.
Wachstumsfaktoren in Thrombozyten von adulten, gesunden Spendern ver-
schiedener Blutgruppen, unterschiedlichen Alters und Geschlechts nachgewie-
sen werden.

Bei einer Fortfihrung dieser Arbeit sollten weitere Aspekte berlcksichtigt wer-
den. Zum einen besteht die Uberlegung, ein Verfahren wie z.B. die Durchfluss-
zytometrie zu nutzen, um die Sensivitdt der Versuche, insbesondere der
Messungen auch sehr geringer Mengen an VEGF, zu erh6hen. Zum anderen
sollten weitere Variationen der Stimulation, beispielsweise mit ADP in Kombina-
tion mit Epinephrin, Kollagen, usw., bertcksichtigt werden, oder auch der Ein-
satz eines Modells, in dem Thrombozyten z.B. an eine Fibrinogen-beschichtete
Matrix bzw. aktivierte Endothelzellen bei einem konstanten ,Blutfluss” adharie-
ren, in Betracht gezogen werden. So kénnte man weitgehend in vivo Verhalt-
nisse simulieren. Des Weiteren waren Untersuchungen von besonderem
Interesse, die Thrombozyten unterschiedlichen ,Alters“ beriicksichtigen. Eine
vergleichende Studie zwischen ,normal gesunden“ Spendern und Patienten mit
einer gesteigerten Thrombozytensynthese bei verkirzter Thrombozytenlebens-
dauer, wie es bei ITP-Patienten (idiopathische thrombozytopenische Purpu-
ra)®#!" der Fall ist, ware aufschlussreich. Denkbar waren zum Vergleich auch
Untersuchungen bei normal gesunden Blutspendern 1-2 Tage nach erfolgter

Thrombozytenapherese.**°
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Thrombozyten werden auch Blutplattchen genannt und sind die kleinsten zellu-
laren, kernlosen Bestandteile des Blutes. Neben ihrer Hauptfunktion bei der
primaren und sekundaren Hamostase haben sie entscheidenden Einfluss auf
die sich anschlieRende Wundheilung. Infolge einer Gefal3verletzung entsteht im
Zusammenspiel von Thrombozytenaggregation und Gerinnungskaskade ein
Thrombus, um einen mdglichst raschen GefalRverschluss zu erzielen; dabei
erfolgt die Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten. Durch die Ausbil-
dung von Pseudopodien vergréf3ern sie ihre Oberflache zur Prasentation von
Zelladhasionsrezeptoren. Des Weiteren kommt es im Rahmen der Aktivierung
zur Degranulation, d.h. zur Freisetzung der Mediatoren aus den Speichergranu-
la. Auch bei den wahrend der GefalRverletzung initiierten Prozessen der akuten
Inflammation mit dem Ziel einer unspezifischen Immunabwehr, sowie der Ge-
fak- bzw. Geweberegeneration, Ubernehmen Thrombozyten wichtige Aufga-
ben: Die wahrend der Aktivierung freigesetzten Mediatoren haben nachweislich
chemotaktische, mitogene und auch antibakterielle Wirkungen. So werden in-
flammatorische Effektorzellen in das geschadigte Gewebe gelockt und durch
Zelladhasionsrezeptoren an der Thrombozytenoberflache immobilisiert. Bis
jetzt noch ungeklart ist, ob Thrombozyten dariber hinaus Wachstumsmediato-
ren bzw. Mediatoren generell durch de novo Proteinsynthese zum Erhalt lang-
fristiger Wirkungen bereitstellen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Aspekt der de novo Proteinbio-
synthese in Thrombozyten néaher untersucht. Dazu wurden zwei verschiedene
Verfahren des Nachweises einer Proteinsynthese gewahlt: Die radioaktive Pro-
teinmarkierung und Proteingelanalyse dienen dem allgemeinen Nachweis neu
gebildeter Proteine. Hierzu wurden leukozytendepletierte Thrombozyten in An-
wesenheit einer radioaktiv markierten Aminosaure (3*S-Methionin) mit und
ohne Agonist (Thrombin oder ADP) inkubiert. Den Vergleichsansatzen wurden
autologe Leukozyten hinzugefugt. Mittels 1D- bzw. 2D-Gelelektrophorese

erfolgte die Auftrennung der Proteinextrakte aus den Ansatzen. Durch eine im
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Anschlul3 folgende Autoradiographie konnten die radioaktiv markierten, aus der
de novo Proteinbiosynthese entstandenen Proteine sichtbar gemacht werden.
Positive Ergebnisse im Sinne eines radioaktiven Proteins konnten bei diesen
Untersuchungen nur dann erzielt werden, wenn eine Kontamination durch
Leukozyten vorlag.

Der spezifische Nachweis von Wachstumsfaktoren, die fur die Wundheilung
relevant sind (IL-113, pro IL-113 und VEGF), erfolgte mittels ELISA. Dazu wurden
die Thrombozytenpraparate mit und ohne Kontamination durch Leukozyten
mittels Thrombin bzw. ADP stimuliert und anschlielRend noch 17-20h in Zellkul-
turmedium inkubiert. Die Messungen der Proteinkonzentrationen erfolgten vor
und nach Inkubation. Des Weiteren wurde einem Vergleichsansatz Puromycin
als Translationshemmer beigefligt. Auch dieser spezifische und quantitative
Ansatz zum Nachweis von de novo Proteinsynthese fuhrte nur dann zum posi-
tiven Ergebnis (= Anstieg der Proteinkonzentration), wenn eine Kontamination
mit Leukozyten vorlag.

Aus den Daten der vorliegenden Arbeit ist eine de novo Proteinbiosynthese und
damit die nachhaltige Bereitstellung von Mediatoren durch aktivierte Thrombo-
zyten Uber die einmalige Freisetzung hinaus unwahrscheinlich. Der Wider-
spruch zu der in der Fachliteratur beschriebenen Proteinbiosynthese in
Thrombozyten kdnnte durch die unterschiedlichen Praparations- und Aufreini-
gungsverfahren begrindet sein. Das Ausmald der Leukozytenkontamination

scheint hierbei einen entscheidenden Faktor darzustellen.
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6 SUMMARY

Thrombocytes, or blood platelets, are the smallest cellular anuclear constitu-
ents of the blood. Apart from their main function of being involved in the cellular
mechanism of primary and secondary hemostasis, they play a decisive role in
subsequent wound healing. Once a blood vessel is injured, thrombocyte aggre-
gation and coagulation cascading lead to the formation of a thrombus in order
to repair the damaged vessel quickly. Thrombocytes are activated and aggre-
gated. By forming pseudopodia, they extend their surface area to present cell
adhesion receptors. Activation also leads to degranulation, that is, the release
of mediators from storage granules. Thrombocytes also play an important role
in the acute inflammation processes initiated by vessel damage (aiming at a
non-specific immune response), as well as vessel- and tissue regeneration.
The mediators released during activation have demonstrable chemotactic,
mitogenic, and antibacterial effects. Inflammatory effects cells are lured into the
damaged tissue and are immobilized by cell adhesion receptors on the throm-
bocyte’s surface. Until now, it is not clear whether thrombocytes also provide
growth or other mediators through de novo protein synthesis to maintain long-

term effects.

The paper presented here concerns an investigation of de novo protein synthe-
sis in thrombocytes. To do this, two different processes for identifying protein
synthesis were used. Radioactive protein markers and protein gel analysis are
generally used to identify newly-created proteins. Leucocyte-depleted thrombo-
cytes were incubated in the presence of a radioactively-marked amino acid
(**s-methionine), both with and without an agonist (thrombin or ADP). In a
parallel test series, autologous leucocytes were added. Protein extracts were
separated from each test series by means of 1-D and 2-D gel electrophoresis.
Subsequent autoradiography was used to make visible the radioactively-

marked proteins resulting from de novo protein biosynthesis. Positive results, in
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the sense of a radioactive protein, could only be achieved if there was leuco-

cyte contamination.

Specific proof of growth factors relevant to would healing (IL-13, pro IL1R3, and
VEGF) was determined by ELISA. For this purpose, the thrombocyte prepara-
tions, both contaminated and uncontaminated by leucocytes, were stimulated
with thrombin or ADP and then incubated in a cell culture medium for 17-20
hours. Protein concentrations were measured before and after incubation. Addi-
tionally, puromycin was added to one test series as a translation inhibitor. This
specific and quantitative approach to identifying de novo protein synthesis also
led to a positive result (increased protein concentration) only if contaminated by

leucocytes.

The data in this paper indicates that de novo protein synthesis, and hence the
sustained provision of mediators by activated thrombocytes, is improbable after
one-time release. This contradiction to protein biosynthesis in thrombocytes
described in technical literature may be due to the different preparation- and
purification procedures used. The extent of leucocyte contamination appears to

play a decisive role in this case.
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