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1 Einleitung

1.1 Die Proteinfamilie der Paraoxonasen

Der Familie der Paraoxonasen gehoren die Mitglieder Paraoxonase-1; -2 und-3 an. Die
Lokalisation aller 3 Gene, welche PON1-3 codieren, befindet sich auf dem langen Arm von
Chromosom 7 (7q21-22) beim Menschen' und Chromosom 6 bei der Maus?. Diese physische
Néhe sowie eine hohe Strukturmorphologie weisen darauf hin, dass die Gene sich von einem
gemeinsam Vorldufer ableiten’. Dabei stellt Paraoxonase-2 (PON2), belegt durch
phylogenetische Analysen, den evolutiondr dltesten Vertreter der Paraoxonasen dar. Durch
Genduplikation gingen daraus dann Paraoxonase-1 (PON1) und Paraoxonase-3 (PON3)
hervor®. Aber auch innerhalb der Spezies der Siugetiere sind alle drei Gene der Paraoxonasen
hoch konserviert und die drei Proteine besitzen eine Grofe von ca. 40 kDa. So weist
beispielsweise PON2 basierend auf der cDNA-Sequenz und der daraus abgeleiteten
Aminosiurenfolge zwischen der Maus und dem Menschen eine Identitiit von iiber 85% auf’.
Namensgeber dieser Enzymfamilie war W.N. Aldrige im Jahre 1953, als er in seinen Studien
mittels in vitro Analyse zeigte, dass PON1 die Fahigkeit besitzt, dass Organophosphat Paraoxon
(PO) sowie verwandte Substrate zu hydrolysieren®’. Aufgrund der hohen Homologie zu PON1
wurden die spiter entdeckten Vertreter PON2 und PON3 ebenfalls als Paraoxonasen
klassifiziert, obwohl PON2 keine und PON3 nur eine marginale Paraoxonase-Aktivitit
aufweist®. Daher spiegelt der Name Paraoxonase mehr die hohe Strukturmorphologie wider, als
die enzymatische Aktivitét.

Als Gemeinsamkeit besitzen alle Vertreter der Familie eine Arylesterase, sowie eine Lactonase-
Aktivitit. Allerdings weisen alle 3 Paraoxonasen unterschiedliche und z.T. iiberlappende
Substratspezifitit auf*!°. Die Lactonase-Aktivitit ist bei allen Vertretern der Paraoxonase dabei
am stirksten ausgepragt und stellt daher die wichtigste enzymatische Aktivitéit dar. Im Jahr 2005
verdffentlichten Wissenschaftler einen Bericht, indem sie experimentell nachwiesen, dass
Phenylacetat und Organophosphat fiir PONI, Acyl-Homoserin Lactone fiir PON2 und
Lovastatin und Spironolacton fiir PON3 die besten und spezifischsten Substrate darstellen’. Ein
Vertreter eines Acyl-Homoserin Lacton ist unter anderem 30C12 (N-3-Oxododecanoyl-
Homoserinlacton), ein Signalmolekiil des pathogenen Bakterium Pseudomonas aeruginosa.
Durch seine Lactonase-Aktivitit vermittelt PON2 einen natiirlichen Abwehrmechanismus und
fiihrt eine effektive Hydrolyse durch, weswegen die bakterielle Virulenz von Pseudomonas

aeruginosa abgeschwicht wird'!.
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Als weitere Gemeinsamkeit aller drei PON Isoformen gilt die Fahigkeit signifikant oxidativen
Stress zu reduzieren!>!3!4. Deswegen werden Paraoxonasen eine wesentliche Bedeutung in
Krankheitsbildern zugesprochen, in denen eine Stérung des Redox-Gleichgewichtes sowie
oxidativer Stress und die dadurch verbundenen induzierten Entziindungsprozesse von
Bedeutung sind.

Jedoch weisen die Proteine grundlegende Unterschiede in ihrer enzymatischen Aktivitit,
Lokalisation und Regulation auf, weswegen man davon ausgeht, dass sie unterschiedliche
physiologische Funktionen ausiiben. PON1, dass hauptsdchlich in der Leber exprimiert und
sekretiert wird, liegt zum gréften Teil im Serum assoziiert an high density lipoprotein (HDL)
vor®. Im Gegensatz zu PON1 wird PON3 zwar auch in der Leber, aber auch in anderen Teilen
des Gewebes exprimiert!®. Ein geringer Anteil von PON3 liegt dabei ebenfalls assoziiert mit
HDL im Blutkreislauf vor, wobei die Serum-Lokalisation mit der Spezies zu variieren scheint!®.
Allerdings agiert PON3 intrazellulir und wurde in den Mitochondrien sowie im

Endoplasmatischen Retikulum (ER) nachgewiesen'”.

1.1.1 Paraoxonase-2

PON2 ist belegt durch phylogenetische Analysen (s. 1.1)
hochstwahrscheinlich der élteste Vertreter der Familie der
Paraoxonasen, obwohl PON1 zuerst entdeckt und beschrieben
wurde*. Die Expression ist ubiquitir sowohl im Menschen als
auch in der Maus nachgewiesen, wobei das Expressionslevel
sowohl divergent zu den einzelnen Gewebetypen als auch zu

dem untersuchten Geschlecht ist. Das hochste Level an

Expression von PON2 wurde in Mdusen im Diinndarm sowie in

Abbildung 1: Modellierte 3D- der Lunge, gefolgt vom Herzen und der Leber nachgewiesen,
Struktur des PON2-Molekiils. . . . . .
Repriisentatives Bild des wihrend das Expressionslevel in den Testikeln, den Nieren und

Homologiemodell von PON2
erstellt von Dr. Martin Haugwitz
mithilfe des Programms UCSF
Chimera

dem Gehirn gering war'®. In Bezug auf das Geschlecht weisen
Frauen eine 3-4-mal hohere Expression an PON2 auf wie
Minner'®. Die Lokalisation der PON2 ist intrazelluldr!+!.

Auf molekularer Ebene betrachtet, besitzt PON2 ein Molekulargewicht von ca. 43 kDa' und es
entstehen durch Spleien der PON2-mRNA beim Menschen zwei Isoformen: PON2-isol und
PON2-is02!'%?°. Allerdings ist von beiden Isoformen der PON2 bis heute nicht bekannt, ob sie

sich in ihrer Lokalisation, Expression oder Funktion unterscheiden.
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» Anti-oxidative Funktion
Die fiir diese Arbeit wichtigste Eigenschaft der PON2 ist ihre anti-oxidative Wirkung, mit dem
es einen Zell-basierten Schutz vor erhdhtem oxidativem Stress vermittelt'¥??2, Dabei
beschreibt oxidativer Stress den Zustand in dem eine das physiologische Ausmal
iiberschreitende Menge an reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species; ROS, s.
1.3) gebildet bzw. vorhanden ist.
In vitro Studien an vaskulédren Zellen haben zum einen bei einem RNAi vermittelten knockdown
der PON2 eine Erhohung an ROS, zum anderen nach Uberexpression der PON2 eine
Verringerung des ROS-Gehaltes gezeigt'*. Spiter wurde auf der Grundlage biochemischer und
zellbiologischer Analysen nachgewiesen, dass PON2 spezifisch die Bildung von Superoxid aus
der inneren Mitochondrienmembran verringert, aber keinen Einfluss auf andere ROS wie
beispielsweise Peroxinitrit oder Wasserstoffperoxid besitzt!*. Der Mechanismus dahinter wird
in Abbildung 2 dargestellt und beschreibt, dass PON2 durch Bindung an der inneren
Mitochondrienmembran an das Coenzym Q10 die Ubertragung von Elektronen aus dem
Komplex I und dem Komplex III der mitochondrialen Atmungskette auf molekularen

Sauerstoff verhindert!>17:23,

Intermembranraum

Matrix

NADH

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Mechanismus der anti-oxidativen Wirkung der PON2. Innerhalb
der mitochondrialen Atmungskette bindet PON2 an Coenzym Q und bewirkt dadurch eine Priavention der
Superoxid-Produktion an Komplex I und III. Abbildung iibernommen und modifiziert nach Witte!”.

Da die PON2 also nicht den Abbau der Superoxide, sondern die Coenzym Q10-abhéngige
Entstehung  verhindert, ist ihre Funktion prdventiver Natur. Zudem haben
Punktmutationsstudien zum spezifischen Ausschalten der enzymatischen Laktonase-Aktivitat
gezeigt, dass die von PON2 ausgehende anti-oxidative Funktion unabhdngig von dieser

enzymatischen Laktonase-Aktivitit ist'>.
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Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass der durch PON2 vermittelte Schutz vor
oxidativem Stress zu einer Inhibition der Lipidperoxidation von Plasmamembranlipiden fiihrt.
PON2 beschrieben als Transmembranprotein Typ II, transloziert als Antwort auf oxidativen
Stress dabei vom ER an die Plasmamembran und hemmt dort durch seine extrazellulidre C-
terminale Domine die von ROS induzierte Lipidperoxidation?*. Dies geschieht wahrscheinlich
durch seine hydrolytische Aktivitdit und wird zusammenfassend in der nachfolgenden

Abbildung 3 dargestellt.

Oxidativer Stress

ROS po s
. \ Lipidperoxidation Ml\

ROS ROS [ Enzym Domane

Plasma- (.,Hf T Ml MOUOIOBU OB OAO PN "1 é‘ (! .. |0 it
GBS
2 C 2+ N-Terminus
+ a
ca? Ca
Ca* Freisetzung a ca
cab
Ca* abhangige Translokation
N-Terminus
ER-
(e ) ] VR
C-Terminus
PON2

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Translokation von PON2 in Reaktion auf oxidativen Stress der
Zelle. Abbildung iibernommen und modifiziert nach Hagmann?*,

» Anti-apoptotische Funktion

Die mitochondriale Superoxid-Produktion ist essentiell in apoptotische Signalwege involviert.
Da PON2 wie beschrieben durch seine anti-oxidative Funktion Einfluss auf die mitochondriale
Superoxid-Produktion nimmt, besitzt es damit auch Einfluss auf den apoptotischen Zelltod, da
normalerweise die durch PON2 verringerte mitochondriale Superoxid-Produktion in einer
herabgesetzten mitochondrialen Cytochrom C-Freisetzung resultiert. Das hat wiederum eine
verringerte intrinsische Apoptose zur Folge.

Zudem beeinflusst PON2 einen zweiten Einflussfaktor, der zur Initiierung der Apoptose fithren
kann, dem sogenannten endoplasmatische Retikulum (ER) - Stress. Dieser beschreibt eine
Stérung der Homdostase, die bedingt durch verschiedene Faktoren wie ROS, Hypoxie o. A.
ausgelost wird und den unfolded protein response (UPR) Signalweg aktiviert. Dieser hat als
Ziel die Funktion der ER-Homdostase wiederherzustellen und damit das Uberleben der Zelle

zu sichern, leitet bei Misserfolg jedoch die Apoptose ein?’.
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Studien haben gezeigt, dass es bei ER-Stress zu einer Uberexpression von PON2 kommt'*, die
eine Reduktion der c-Jun Kinase (JNK) und im Folgenden zu einer Verminderung des pro-
apoptotischen CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein (CHOP) fiihrt, was zu
einer Hemmung der ER-Stress induzierten Apoptose beitrigt?S.

Allerdings beschrieben Studien auch, dass die anti-apoptotische Funktion der PON2 von
verschiedenen Tumoren durch Uberexpression der PON2 benutzt wird, um eine erhohte
Zelltod-Resistenz und eine erhdhte Resistenz gegen Chemotherapeutika aufzuweisen!>?’,

» Anti-atherogene Funktion

Die Pathogenese der Atherosklerose, das heilit die Ausbildung von entziindeten lipidreichen
GefdBlasionen wird durch vaskuldren oxidativen Stress und der daraus resultierenden

t28

endothelialen Dysfunktion begiinstigt®®. Zusétzlich kommt es zu einer Beteiligung der durch

ROS verursachten oxidativen Modifikation von low density lipoproteins (LDL) an der
Initiierung und Progression der Atherosklerose®.

Obwohl PON?2 intrazellulér lokalisiert und nicht im Serum vorliegt, wurde durch Studien eine
ausgeprigte anti-atherogene Funktion nachgewiesen, die sich aus der anti-oxidativen Funktion
ableitet. So zeigte zum einen eine Uberexpression von PON2 an Zellen in vitro eine verringerte
Effektivitit der Oxidation von LDL im Vergleich zu naiven Zellen??, zum anderen wirkt PON2

anti-oxidativ in den Zellen der GefdBwand, was der endothelialen Dysfunktion entgegenwirkt

und zum Schutz vor Atherosklerose beitrigt!*,

1.2 Die Proteinfamilie der NADPH-Oxidasen

Obwohl bereits in der ersten Hilfte des 20. Jahrhunderts das Phdnomen des respiratory burst
in Zellen von Seeigeleiern®’, Phagozyten®' und Spermatozyten®? bekannt war, dauert es bis
1964 bis die NADPH-Oxidase (NOX) als wichtiges Enzym fiir den respiratory burst
identifiziert wurde®?. Thr Name leitet sich aus der kontroversen Diskussion ab, in der NADPH
oder NADH als Hauptsubstrat des Enzyms angenommen wurde.

Zur Familie der NOX gehoren die 7 NOX Isoformen NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOXS,
sowie DUOX1 und DUOX2 als katalytische Untereinheiten an, die generell in 2 Typen, die
phagozytiren NOX und die nicht-phagozytiren NOX unterteilt werden®*3>. Es handelt sich bei
ithnen ohne Ausnahme um Transmembranproteine, die in Abhéngigkeit von NADPH als
Substrat, Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und Eisen die Ubertragung von Elektronen auf

molekularem Sauerstoff katalysieren3436.
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In Abhédngigkeit zur jeweiligen katalytischen Untereinheit werden noch zwei
Organisatoruntereinheiten  (p47°™; NOX Organisator 1 (NOXOI1)) sowie zwei
Aktivatoruntereinheiten (p67°™*; NOX Aktivator 1 (NOXA1)) und weitere Untereinheiten
(p22°P"°%; p40Ph°X: Racl; Rac2) beschrieben, aus denen sich die jeweilige Isoform des

Enzymkomplexes formt?’

. Zusammenfassend variieren die gebildeten Enzymkomplexe in ihrer
Struktur, das NOX-Grundmotiv bleibt jedoch konserviert und besteht aus einem
transmembranen Teil (TM Teil) mit mindestens sechs transmembranen Doménen und einer
exztracytosolischen Dehydrogenase Domidne (DH-Doméne). Dazu verfiigt das Grundmotiv
iiber eine NADPH Bindestelle am dufleren C-Terminus, sowie eine FAD Bindungsstelle in der
DH-Domine?®. Graphisch wird dies in der nachfolgenden Abbildung 4 gemeinsam mit dem
hauptsédchlich gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies der jeweiligen Form der NADPH-

Oxidase dargestellt.

05~ 05~ 05~

R3 £ p47 kinase,

Abbildung 4: Schematische Darstellung der NOX-Isoformen mit den jeweiligen assoziierten Proteinen und
den hauptsichlich gebildeten ROS. Abbildung iibernommen und modifiziert nach Bedard und Krause?®.
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1.2.1 NADPH Oxidase 2

Als erstes Mitglied der NOX Familie wurde die NADPH Oxidase 2 (NOX2 bzw. gp91Ph°%) in
Leukozyten entdeckt und beschrieben®’. Die Lokalisation des Genes, welches NOX2 codiert
befindet sich sowohl beim Menschen als auch bei der Maus auf Chromosom X (Xp21.1-11.4),
NOX2, das auf molekularer Ebene eine Masse von 65 kDa*® und keine weiteren Isoformen
besitzt, gilt als das am haufigsten im Organismus auftretende Mitglied der NOX Familie und
ist in Phagozyten sowohl in den interzelluliren Membranen als auch an der Plasmamembran in
enger Verbindung mit der Untereinheit p22P'°* lokalisiert und am hochsten exprimiert?®.
Wihrend in nicht-stimulierten, ruhenden Phagozyten die Untereinheiten des multimeren
Enzymkomplexes im Zytosol (p47°'°%; p67P"%; p40Phox) und die Untereinheit Rac2 in einer
inaktiven GDP-Form vorliegen, bildet NOX2 zusammen mit seiner Untereinheit p22P"* das
Flavocytochrom bsss. In dieser Form ist die NOX2 nicht konstitutiv aktiv und es werden keine
reaktiven Sauerstoffspezies produziert. Durch Stimulierung der Phagozyten kommt es zur
Phosphorylierung von der Organisatoruntereinheit p47°"* und damit zu einer
Konformationséinderung durch die Proteinkinase C (PKC). Dies fiihrt zur Interaktion mit
p67°"°* und einer Translokation des p47°"*/p67°h°* Komplexes zur Plasmamembran, wo p47°"*
mit p22P"* interagiert und die Aktivatoruntereinheit p67°"* durch eine direkte Protein-Protein
Interaktion mit der katalytischen Untereinheit NOX2 reagiert.

Die beiden anderen Untereinheiten p40P"*, sowie die nun aktivierte Rac2 in der GTP-Form
beteiligen sich an der Translokation des p47°/p67Pho*-Komplexes (p40P™*), sowie an der
Anniherung von p67°* an NOX2 (Rac2). Zusammenfassend geschieht die Aktivierung von
NOX2 durch die cytosolischen Proteine und wird in der nachfolgenden Abbildung 5 graphisch
dargestellt. Erst durch die Aktivierung der NOX2 werden die reaktiven Sauerstoffspezies

produziert und in den extrazelluliren Raum freigesetzt?>:36:38:41:42:43
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des grundlegenden Wirkmechanismus zur Aktivierung der NOX2.
Abbildung iibernommen und modifiziert nach Sciarretta®*.

» Pro-oxidative Funktion

Wie bereits im obigen Abschnitt 1.2 beschrieben ist die NADPH Oxidase 2 ein Enzym, dass die
Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Superoxid nach der folgenden Reaktionsgleichung
1 katalysiert, wobei NADPH als Elektronendonor fungiert>+3¢:

NADPH + 20, - NADP* + H* + 205~ (1)
Damit ist die NOX2 neben den Enzymen der mitochondrialen Atmungskette, sowie den NO-
Synthasen und den Xanthin-Oxidasen fiir die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, im
speziellen von Superoxid, im vaskuliren System verantwortlich#>4%:47,
Schliisselfunktion fiir die Produktion von Superoxiden durch NOX2 ist zum einen die Abwehr
von Pathogenen auf den Organismus und im speziellen Katalase-positive Organismen (z.B.
Staphylococcus aureus), die nur durch NOX2-exprimierende Neutrophile abgetdtet werden
kénnen*®. Zum anderen beeinflussen die durch NOX2 produzierten Superoxide indirekt die
zelluldren Signalwege durch Reaktion und der damit geringeren Bioverfiigbarkeit von
Stickstoffmonoxid, einem entscheidenden Signalmolekiil der Zellen*s.

» Pro-apoptotische Funktion

Der Zelltod als Reaktion auf die Aktivierung von NOX2 wurde in vielen Studien beschrieben.
Im Gegensatz zu der erwlinschten Abtotung als Verteidigung vor eindringenden Pathogenen,
fihrt die Produktion von Superoxid durch NOX2 indirekt durch Schidigung der
Desoxyribonukleinsdure (DNA), den Lipiden oder von Proteinen zur Apoptose oder indirekt
durch ROS-vermittelte Aktivierung von Signalmolekiilen wie den MAP-Kinasen (engl.

mitogen-acitvated protein) zur Auslosung von Apoptose®.
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» Pro-atherogene Funktion

Wie bereits im Abschnitt 1.1.1 beschrieben, ist die Pathogenese der Atherosklerose durch den
vaskulédren oxidativen Stress begiinstigt, ebenso wie die ROS an der Initiierung und Progression
der Atherosklerose durch oxidative Modifikation von LDL beteiligt sind>%%°.

Da NOX2 einen der Hauptproduzenten fiir ROS im vaskuldren System stellt, konnte eine pro-
atherogene Funktion nachgewiesen werden, die sich aus der pro-oxidativen Funktion ableitet.
Studien mit ApoE™" - Miusen konnten zudem belegen, dass eine selektive Inhibition von NOX2
zu einem Riickgang der durch die Atherosklerose ausgeldsten vaskuldren Pathologie filihrten,
was als Hinweis auf die dominante Rolle der durch NOX2 produzierenden ROS gewertet

wird>®,

1.3 Oxidativer Stress

Die Bezeichnung Oxidativer Stress steht flir eine Ungleichheit in der Stoffwechsellage der
Zelle, die durch iibermaBige Produktion von reaktiven Sauerstoff- oder Stickstoffspezies
(ROS/RNS) bei unzureichender anti-oxidativer Verteidigung eintritt. Die Bildung von
ROS/RNS ist in aeroben Organismen jedoch unvermeidlich, da Sauerstoft bei verschiedenen
Lebensvorgédngen eine entscheidende Rolle spielt, sei es in seiner elementaren Form oder in
Form seiner Verbindungen. Dabei wurden lange Zeit ROS/RNS traditionellerweise als zufallige
und schidliche Nebenprodukte und im besten Fall als Komponenten der korpereigenen
Immunabwehr gegen Mikroorganismen betrachtet. Gegenwdértig gibt es inzwischen auch
Publikationen, die eine Rolle der ROS/RNS als Signalmolekiile in der Weiterleitung von

Redox-Signalen innerhalb verschiedenster physiologischer Prozesse belegen®!>!.

1.3.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Molekularer Sauerstoff ist ein Biradikal, da beide Sauerstoffatome in den &dulBleren
antibindenden n* Molekiilorbitalen je ein ungepaartes Elektron besitzen. Da aber die Spins
dieser dufleren Valenzelektronen im Grundzustand der Hundschen Regel gehorchend parallel
ausgerichtet sind, sorgen sie fiir den relativ stabilen Zustand des molekularen Sauerstoffs mit
der niedrigsten Energie.

Eine andere Anordnung der dulleren Elektronen von Sauerstoff fiihrt zu reaktionsfreudigen
Derivaten des molekularen Sauerstoffs, die reaktive Sauerstoftspezies (ROS) genannt werden.
Eine Auflistung der ROS, die in radikalische ROS und nicht-radikalische ROS unterteilt sind
befindet sich in der nachfolgenden Tabelle 1.
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Tabelle 1: Auflistung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), unterteilt in radikalische und nicht-
radikalische ROS.

Radikalische ROS Nicht-radikalische ROS
Name Formel | Name Formel
Superoxid 05~ | Wasserstoffperoxid | H,O0,
Hydroxylradikal OH* | Hypochlorige Sdure | HOCI
Peroxylradikal RO; | Ozon 03
Alkoxylradikal RO* | Singulett-Sauerstoff 1o,
Hydroxyperoxylradikal | HO; | Peroxynitrit ONOO~

Wegen ihrer hohen Reaktionsfreude konnen ROS mit allen molekularen Strukturen der Zelle
reagieren, was in Abhédngigkeit der Lebensdauer des ROS, des Bildungsortes und des
Reaktionspartners, zu strukturellen und funktionellen Stérungen bis zum Zelltod fithren kann.
Insbesondere in der DNA kann es durch ROS zu Fehlpaarungen und in der Folge zu
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Punktmutationen, Strang- und Chromosomenbriichen kommen’?, was zur Initiation und

Promotion von Tumoren beitragt.

1.3.2 Oxidativer Stress und ROS in den Mitochondrien

Jede Zelle eines Organismus braucht um ihre jeweilige Tétigkeit auszufithren Energie, die von
den in den Zellen vorkommenden Mitochondrien durch die Regenerierung des universalen
Energietrdgers Adenosintriphosphat (ATP) aus Adenosindiphosphat (ADP) bereitgestellt wird.
Diese Regenerierung geschieht hauptsdchlich durch Energieumwandlungsprozesse an der
mitochondrialen Atmungskette durch Umwandlung von einer elektromotorischen in eine
protonenmotorische Kraft>.

Dabei ist ein aerober Organismus wie der des Menschen vollstindig auf Sauerstoff angewiesen,
der von der mitochondrialen Atmungskette hauptsdchlich an der Cytochrom-C Oxidase
(Komplex IV) nach der folgenden Reaktion 2 umgesetzt wird>*:

4Cytochrom — Creq + 8Hyygerix + 02 = 4Cytochrom — ¢y + 2H,0 + 4H} i ormembran (2)
Allerdings verlaufen 1-3 % der kontrollierten Ubertragung von Elektronen auf molekularen
Sauerstoff, entweder direkt am Komplex IV oder indirekt an den anderen Komplexen der
mitochondrialen Atmungskette, nicht vollstindig ab®*, so dass die im Abschnitt 1.3.1
beschriebenen reaktiven Sauerstoffspezies entstehen und gleichsam bei iiberméBiger

Produktion und schwachem Gehalt an Antioxidantien, oxidativer Stress in der Zelle herrscht.
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Zu den Folgen davon gehoren die Lipidperoxidation, die Proteinoxidation sowie die
Schidigung der DNA>, wobei gerade bei der Lipidperoxidation die ungesittigten Fettsiuren
der humanen und pflanzlichen Lipide der Membran eine besondere Anfilligkeit fiir eine
Oxidation mit ROS besitzen, da sie zahlreiche Doppelbindungen enthalten, welche die sich
zwischenzeitlich bildenden Lipidradikale mesomeriestabilisieren. Die dabei entstandenen
Schiden verringern die Fluiditit der betroffenen Membran und steigern dafiir die
Membranpermeabilitdt, was zu einer Beeintrdchtigung der membrangebundenen Enzyme und
Rezeptoren und damit zur Behinderung des Ionentransportes und anderer damit verbundener
Prozesse fiihrt. Am Ende dieses mehrstufigen Prozesses kommt es zum programmierten

Zelltod, der Apoptose.

1.3.3 Anti-oxidative Systeme

Unter normalen physiologischen Bedingungen besteht in Sdugetierzellen ein Gleichgewicht
zwischen den ROS und den anti-oxidativ wirkenden Substanzen, zu denen Enzyme und nicht-
enzymatische Antioxidantien gehoren, deren wichtigste Vertreter in den folgenden

Unterteilungen aufgefiihrt sind:

» Anti-oxidative Enzyme:

Zu dieser Gruppe gehoren die Superoxiddismutasen (SOD), die nach ihrem zentralen
Metallanteil in Kupfer/Zink- (Cu/ZnSOD), Mangan- (MnSOD) und Eisensuperoxiddismutasen
(FeSOD) aufgeteilt und Spezies-, Gewebe- sowie Zellorganellspezifisch verteilt sind. Alle
Varianten der SOD katalysieren die Dismutation von Superoxid nach der folgenden
Reaktionsgleichung 3:

20, +2H* - H,0, + 0, 3)
Ebenso gehdren die FEisen enthaltene Katalase, sowie die Gluthathion- und
Thioredoxinperoxidasen zu dieser Gruppe der anti-oxidativen Enzyme. Diese katalysieren die
Umsetzung von Wasserstoffperoxid in eine Dismutation zu Wasser und Sauerstoff direkt
(Katalase) oder sie reduzieren Wasserstoffperoxid indirekt zu zwei Wasser-Molekiilen durch
Oxidation der Molekiile Gluthathion bzw. Thioredoxin. Die beiden letztgenannten werden
durch NADPH wieder reduziert und der Zyklus der Wasserstoffperoxid-Reduktion dadurch
komplettiert.
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» Antioxidantien
Im weitesten Sinne sind Antioxidantien Verbindungen, die in der Lage sind die Produktion von
ROS einzuschrinken bzw. die schidlichen Folgen der Reaktion von ROS zu verringern. Dieser
Zellschutz geschieht auf der Basis der Elektronenabgabe und ,,Neutralisierung der ROS, wobei
die Antioxidantien dabei selbst zu organischen Radikalen werden und Schiden verursachen
kénnen®’. Beispiele sind die durch die Nahrung zugefiihrten Vitamine C und E oder sekundire

Pflanzenstoffe wie B-Carotin oder Lycopin.

Zusammengefasst werden die anti-oxidativen Mechanismen durch Abbildung 6, welche die

beteiligten Enzyme und Antioxidantien, die an der Erzeugung sowie dem Abbau der ROS

HOCl

beteiligt sind, darstellt.
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Abbildung 6: Ubersicht der Erzeugung und des Abbaus von reaktiven Sauerstoffspezies. Pro-oxidative
Systeme (rot) und anti-oxidative Systeme (blau).

1.4 Das zellbasierte himostatische System

Das hdmostatische System umfasst die Summe aller physiologischen Reaktionen, die den
Stillstand einer Blutung herbeifiihren und ein dynamisches Gleichgewicht zwischen der
Gerinnung und der FlieBfihigkeit des Blutes aufrechterhalten®®>°. Dabei dient die primire und
sekunddre Hamostase, wie sie auch in den nachfolgenden Abschnitten 1.4.2 und 1.4.3
vorgenommen wird, nur dem besseren Verstindnis, in vivo laufen beide Phasen zur gleichen
Zeit ab und stehen in enger Verkniipfung zueinander®%®!. Dies wird im zellbasierten Modell der

t62

Hémostase verdeutlicht™, welches mit seiner Einteilung die zentrale Bedeutung der zelluldren

Kontrolle der plasmatischen Gerinnungsreaktion herausstellt (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Model der zellbasierten Gerinnung. TF Tissue Factor, Gewebefaktor; Ca++ ionisiertes
Kalzium (= Faktor IV); GP Glykoprotein (Oberflichenrezeptor auf Thrombozyten). Abbildung iibernommen
und modifiziert nach Hoffmann®.

Die Initiation der Gerinnung findet auf der Oberflache von Gewebefaktor- (engl. Zissue Factor;
TF) exprimierenden Zellen durch den extrinsischen Tenase/TF-VIla-Komplex statt. Dazu
spaltet er die Serinprotease (FIX) zu FIXa, die im weiteren Verlauf gebraucht wird. Ebenso
katalysiert es die Aktivierung von FX zu FXa (Tenase), was zum einen zur initialen Bildung
von geringen Mengen an Thrombin (FIla) fiihrt, zum anderen die Ausbildung des
Prothrombinase-Komplexes (FXa-FVa-FII Komplexes) auf der Zelloberfliche ermoglicht.

Dass aus der Initiationsphase in geringen Mengen gebildete Thrombin fordert wéhrend der
Amplifikationsphase die Aktivierung der Thrombozyten und aktiviert zusétzlich die weiteren
Faktoren FV, FVIII und FXI. In der letzten Phase, der Propagationsphase kommt es durch die
Thrombin-vermittelte Aktivierung des Faktors VIII zusammen mit dem initial gebildeten
aktivierten Faktor IX zur Ausbildung eines intrinsischen Tenasekomplexes, der wiederrum FX
aktiviert, so dass sich eine selbst verstirkende Schleife bildet. Folglich kommt es in groBem
MaBe zur Ausbildung von Tenase- und Prothrombinase-Komplexen auf der Oberflache der
aktivierten Thrombozyten, was zum sog. thrombin burst, also einer massiven Generierung von

Thrombin fiihrt¢2.
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14.1 Morphologie der Thrombozyten

Thrombozyten werden im Knochenmark aus ihren Vorlduferzellen den Megakaryozyten durch
Abschniirung aus dem Zytoplasma gebildet und besitzen im Gegensatz zu verschiedenen
anderen Blutzellen keinen Zellkern, weswegen die Thrombozyten nur aus den mRNA-Resten
ihrer Vorlduferzellen eingeschriankt neue Proteine synthetisieren konnen. Auf Grund dessen
entstehen spezifische Proteine, Zellorganelle sowie das Membransystem bereits wéihrend des
Reifungsprozesses der Megakaryozyten und werden nicht in den Thrombozyten gebildet®®¢!.
Bei einem gesunden Menschen besitzen die Thrombozyten einen Durchmesser von 2-4 um,
was einem mittleren Thrombozytenvolumen (engl. mean platelet volume, MPV) von 9 — 15 fl
entspricht und liegen mit einer Anzahl zwischen 150000 bis 400000 pro pl Vollblut vor®®¢!,
Murine Thrombozyten haben im Gegensatz zu humanen ein kleineres mittleres
Thrombozytenvolumen von 4,7 fl, dafiir liegen sie mit einer erhohten Anzahl an Thrombozyten
von durchschnittlich 1100000 pro pl Vollblut im Kreislaufsystem vor®. Die durchschnittliche
Lebensdauer von Thrombozyten betrdagt 7-12 Tage mit einer tiglichen Erneuerungsrate von 20
% der Gesamtthrombozytenanzahl, bevor sie vom System als gealtert erkannt und im
retikuloendothelialen System der Leber und Milz abgebaut werden®%!,

Im nichtaktivierten, ruhenden Zustand weisen Thrombozyten eine typische flache,
scheibenartige (diskoide) Form auf, die sich bei Aktivierung mit Thrombozytenagonisten oder
durch Adhésion der Thrombozyten an die Zellwand zu einem kugelférmigen Zustand mit

Ausbildung von Pseudopodien verindert®.

Die Ultrastruktur ist bei Thrombozyten komplex und wird in vier morphologische Bereiche
unterteilt, die im nachfolgenden Abschnitt einzeln néher erldutert werden:
» Die periphere Zone

Diese wird von der Zytoplasmamembran gebildet, die extrazelluldr mit einer diinnen Schicht
belegt ist und aus einer polarisierten Phospholipiddoppelschicht besteht, in der die
verschiedensten Glykoproteine, Proteine und Mukopolysachharide eingelagert sind, welche die
sog. Glykokalyx bilden. AuBBerdem befinden sich Bereiche in der peripheren Zone, die eine
hohe Konzentration an Sphingolipiden und Cholesterin aufweisen und unter [lipid rafts
zusammengefasst werden. In diesen Bereichen befinden sich vermehrt in die Membran

integrierte Proteine, die Rezeptoren fiir 16sliche Agonisten oder Adhésionsproteine sind®’.
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» Die strukturelle Zone
Direkt unter der Zytoplasmamembran befindet sich die strukturelle Zone, die aus
submembrands gelegenen Mikrotubuli, Aktinfilamenten und anderen Strukturproteinen
zusammengesetzt ist. Diese Komponenten sind fiir das Zytoskelett und damit fiir die
Aufrechterhaltung der typischen diskoiden Form der Thrombozyten zustindig, sie beteiligen
sich aber auch aktiv am Gestaltwandel und der Ausbildung der Pseudopodien®.

» Die Zone der Organellen
Dieser morphologische Bereich der Thrombozyten befindet sich im Zytoplasma und setzt sich
vor allem aus Mitochondrien, Glykogenspeicher und den drei verschiedenen Formen von
Speichergranula (dichte Granula, a-Granula und Lysosomen) zusammen. Dabei sind die
Speichergranula charakteristisch fiir Thrombozyten und dienen als Speicherorte fiir Proteine
und andere Substanzen, die essentielle Aufgaben in den Thrombozytenfunktionen besitzen®.

» Membransystem
Thrombozyten besitzen zusétzlich zur Zytoplasmamembran ein aus zwei Komponenten
zusammengesetztes Membransystem: Zum einen das offene, kanalikulire System, welches mit
der Zytoplasmamembran verbunden und an der Sekretion und Endozytose beteiligt ist®, zum

anderen das dichte tubuliire System in dem sich der Hauptspeicherort fiir Ca?*-Ionen befindet®°.

Schematisch zusammenfassend zeigt dies die nachfolgende Abbildung 8.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Ultrastruktur eines ruhenden Thrombozyten. Abbildung
iibernommen und modifiziert aus Clinicalgate®.
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1.4.2 Thrombozytenfunktion in der primiren Himostase

Die primdre Hdmostase als auch die sekundédre Hamostase werden wie bereits im Abschnitt 1.4
erlautert als zwei verschiedene Prozesse aufgefasst, laufen in vivo jedoch gleichzeitig ab und
stehen in enger Wechselwirkung zueinander®%®!. In der primiren Himostase wird dabei die
eingesetzte Blutung durch die Bildung eines Thrombozytenpfropfs gestoppt®!.
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Sekretion

Integrin-
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Integrin- Ca PS-Darstellung
Aktivierung

collagen

AR S AR R
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Adhiision und Aktivierung von Thrombozyten nach der
Freilegung des Subendothels. Abbildung iibernommen und modifiziert nach Jurk®’.

-

Entweder als Antwort auf eine Verletzung der vaskuldren GefaBwand oder durch die Ruptur
eines atherosklerotischen Plaque werden subendotheliale Kollagenfasern freigelegt und von
den Endothelzellen immobilisierter und an der Endotheloberflache bindender von-Willebrand-
Faktor (vWF) freigesetzt. Die Adhdsion der Thrombozyten iber Membranrezeptoren, welche
diese subendothelialen Strukturen spezifisch erkennen, ist der erste Schritt innerhalb der
primdren Hadmostase. Hierbei kommt es zur Bevorzugung von Membranrezeptoren, die
spezifisch an Kollagenfasern binden (Glykoprotein VI und Glykoprotein IIb/Illa), wenn der
Blutfluss unter einem niedrigen Scherstress steht, wie z.B. in den Venen. In Geféllen, die unter
einem hohen Scherstress stehen, wie z.B. die Arterien, wird die Adhdsion der Thrombozyten
bevorzugt iiber den Membranrezeptorkomplex GP-Ib-V-IX an den immobilisierten vWF
ablaufen®:67:68,

Durch die Bindung der Membranrezeptoren, kommt es zum Entlangrollen und schlielich zum
Abstoppen der Thrombozyten an der GefaBwand. Dadurch werden sog. outside-in- und inside-
out-Signale ausgelost, welche die Thrombozyten aktivieren und eine Konformationsdnderung

des Glykoprotein IIb/Illa in der Zellmembran ausldsen.
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Dies fiihrt zu einer festeren Bindung der Thrombozyten an die subendothelialen Matrixproteine,
sowie einer Ausbildung von Fibrinogenbriicken zwischen den Thrombozyten durch die
Bindung von plasmatischem Fibrinogen (Aggregation). Zusitzlich kommt es bedingt durch die
Aktivierung der Thrombozyten zu einer Formverdnderung mit der Bildung von Pseudopodien.
Dies ermdglicht eine OberflaichenvergrofBerung der Thrombozyten, wodurch die Lasion besser
abgedeckt werden kann5%:68:6%70,

Die Aktivierung der Thrombozyten fiihrt des Weiteren durch Exozytose bedingt zur Freisetzung
verschiedener autokriner und parakriner Faktoren und Agonisten aus der a-Granula der
Thrombozyten, wiahrend die Membranrezeptoren der a-Granula durch Verschmelzung der
Plasmamembran und der Granulamembran auf die Thrombozytenoberfliche transloziert
werden®® % AuBer den a-Granula enthalten auch die Elektronendichten Granula (8-Granula)
weitere prothrombotische Agonisten und Faktoren, wie Ca** oder ADP, die bei der Aktivierung
der Thrombozyten freigesetzt und zur Aktivierung weiterer Thrombozyten beitragen®.
Bedingt durch die Aktivierung der Thrombozyten kommt es zudem zur Ausbildung der sog.
prokoagulanten, negativ geladenen Oberfliche der Thrombozyten, die sich durch die
Prasentation der anionischen Phospholipide, wie z. B. Phosphatidylserin (PS) auf der
Thrombozytenoberfliche auszeichnet.

Diese stammen von der Zytoplasmainnenseite der Thrombozyten und werden durch Thrombin-
und Kollagen vermittelte Aktivierung der Thrombozyten infolge eines Membran Flip-Flop in
intakten Thrombozyten von innen nach auBen transloziert®s:6%7!,

Diese molekularen Mechanismen der Thrombozytenadhision, -aktivierung und -aggregation

miinden schlieBlich in der Ausbildung eines primédren Thrombus.

1.4.3 Thrombozytenfunktion in der sekundiren Himostase

Der zweite, parallel zur Bildung eines primiren Thrombus ablaufende Prozess, aktiviert die
Gerinnungskaskade, sowie die Produktion von Thrombin und Fibrin in der Umgebung des
Thrombozytenaggregates zur Absicherung des primiren Thrombus und zur effizienten
Blutstillung. Diese sekundidre Hamostase wird nochmals in zwei voneinander unabhingige
Signalkaskaden unterteilt, den extrinsischen (exogenen) und dem intrinsischen (endogenen)

Weg, die gemeinsam in einer Endphase miinden®’.
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» Extrinsisches System
Die Aktivierung des extrinsischen Systems erfolgt primér durch die Freisetzung des
transmembranen Gewebefaktor (engl. Tissue Factor; TF) in Folge einer Verletzung des
Gewebes. Daraufhin kommt es unter Mitwirkung von Ca’*-Ionen zur Aktivierung der
Gerinnungsfaktoren VII, X und V, wobei Faktor V und X an der Umwandlung von Prothrombin
zu Thrombin beteiligt sind. Dieser kurze und dadurch schnelle Signalweg spielt hauptsidchlich
zu Beginn der Hamostase sowie bei akuten thrombotischen Mechanismen im Bereich
atherosklerotisch verinderter GefiBe eine Rolle®%!.

» Intrinsisches System
Im Gegensatz zum extrinsischen System, als primérer Initiator des Gerinnungsprozesses, dient
das intrinsische System mafB3igeblich zur Amplifikation der Thrombinbildung. Dafiir bendtigt es
mehr Zeit, indem es durch die Vielzahl der dabei aktivierten Faktoren das Signal amplifiziert
und iiber eine positive Feedbackschleife kontrolliert. Eingeleitet wird das intrinsische System
iiber die Kontaktbindung von Faktor XII und der plasmatischen Serinprotease Prakallikrein an
negativ geladene Oberflichen des Subendothels und aktivierter Thrombozyten. In Folge der
Aktivierung des Faktor XII werden weitere Faktoren wie z.B. Faktor XI und Faktor IX
kaskadenartig aktiviert. Dies endet ebenfalls in der Aktivierung vom gemeinsamen Faktor X

und somit in der Spaltung von Prothrombin zu Thrombin®%!,

144 Thrombozytenaktivierung und ROS

Die zirkulierenden Thrombozyten des Blutes befinden sich in einem ruhenden Zustand, deren
notwendige Energie liber die Glykolyse oder die oxidative Phosphorylierung erfolgt, die beide
in Thrombozyten hoch aktiv sind’”?>. Dabei nutzen Thrombozyten zur Gewinnung von ATP
hauptsdchlich den weniger effektiven Prozess der Glykolyse und sorgen damit fiir eine
Limitierung der dabei unerwiinschten ROS™. In Folge dessen ist der Gehalt an ROS in
Thrombozyten niedrig, was die Thrombozyten sensitiv auf Verdnderungen des ROS-Gehaltes

reagieren lasst.
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Wihrend der Aktivierung erzeugen die Thrombozyten ROS durch mehrere enzymatische
Quellen wie z.B. die NOX2, die Xanthin-Oxidase oder die entkoppelte eNOS*. Spezifisch die
aus NOX2 erzeugten ROS sind dabei teilweise an der wichtigen Aktivierung des

t’°, wihrend anonsten die von den Thrombozyten

Fibrinogenrezeptors allbB3 Integrin beteilig
selbst gebildeten ROS als Sekundérsignale wirken und zur weiteren Aktivierung der
Thrombozyten durch Ca**-Mobilisierung, durch Inaktivierung von Stickstoffmonoxid (NO)
und durch Interaktion mit der Arachidonsiure zur Bildung von Isoprostanen beitragen’®
Insbesondere die erhohte Konzentration von Isoprostanen sind mit systemischer und lokaler
Thrombozytenaktivierung assoziiert’”"’®. Im Zusammenhang gesehen nimmt die Bildung von
ROS in den Thrombozyten somit eine regulierenden Rolle bei der Entstehung eines Thrombus

ein’.

1.45 Rolle der Thrombozyten bei kardiovaskuliren Erkrankungen

Bereits im Abschnitt 1.4.2 wurde die zentrale Rolle der Thrombozyten in der Hdmostase
erldutert, die im Normalfall ein Schutzmechanismus des Korpers darstellt. Gerit dieses System
zugunsten von pro-koagulatorischen Prozessen aus dem Gleichgewicht, kommt es zur erhohten
Ausbildung intravasaler Thromben, die in arteriellen und vendsen BlutgefiBlen auftreten
konnen.

Die Entstehung der venosen Thrombose folgt dabei der Virchow’schen Trias, die als Ursache
eine Verdnderung der Endothelzellschicht, eine Verdnderung der Stromungsgeschwindigkeit
des Blutes, sowie eine Verinderung der Viskositit des Blutes nennt®’, Im Gegensatz dazu
werden arterielle Thromben meistens von atherosklerotischen Verdnderungen der GefiaBwand
hervorgerufen®!.

Der dabei gebildete Thrombus kann in Abhédngigkeit seiner Lage in Gefdverschliissen oder in
Form von Embolie in peripheren Gefdflregionen lebensgefihrlich werden. Wihrend Thromben
in vendsen Gefdllen meistens eine Lungenembolie verursachen, kann eine arterielle Thrombose

zum Myokardinfarkt oder Apoplex fiihren.

36



Einleitung

In vorherigen Abschnitten dieser Dissertation wurden sowohl fiir PON2 (s. 1.1.1) als auch fiir
NOX2 (s. 1.2.1) die Rolle in der Atherothrombose beschrieben, was den Zusammenhang
zwischen Atherothrombose und Hamostase im Rahmen dieser Arbeit relevant macht. Neuere
Daten zeigen, dass die Hamostase nicht nur fiir die Atherothrombose durch die Form einer
Ruptur von arteriosklerotischen Plaque wichtig ist, sondern dass sie ebenfalls die Entstechung
und Progression der Atherosklerose fordert. Dabei wies man in der friihen Phase und in der
fortgeschrittenen, stabilen Phase der Atherosklerose eine Vielzahl an Gerinnungsproteinen in
der verdnderten GefiBwand nach, die eine verdnderte Aktivitit in Abhédngigkeit der
Entwicklung der arteriosklerotischen Lision aufzeigten®®}. Das Thrombin nimmt dabei eine
wichtige Rolle in der Atherogenese ein, indem es iiber PAR’s (engl. protease-activated
receptor) auf den Endothelzellen, den Thrombozyten und vaskuldren, glatten Muskelzellen pro-
atherogene Prozesse und pro-inflammatorische Signale induziert®*®>. Ebenso 16st TF im GefaB,
der gemeinsam im Komplex mit FVIIa und FXa fiir die Thrombingenerierung verantwortlich
ist und pro-inflammatorische Signalfunktionen ausiibt, &hnliche pro-atherogene Prozesse aus®®.
In Bezug zu PON2 wurde dazu kiirzlich nachgewiesen, dass es durch einen Redox-abhingigen
Mechanismus die endotheliale TF-Aktivitét reguliert und dabei die systemische Aktivierung

der Koagulation sowie Inflammation verhindert®’.
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2 Zielsetzung

Das Schliisselereignis der Hidmostase ist die Aktivierung und Rekrutierung der Thrombozyten
an das geschédigte bzw. aktivierte Gefalendothel. Dabei fiihrt oxidativer Stress der Zelle durch
Uberproduktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen zu einem pro-thrombotischen Zustand
und begilinstigt damit die Atherothrombose. Verschiedene Studien zeigten auf, dass PON2 als
auch NOX2 durch ihren anti-oxidativen bzw. pro-oxidativen Charakter maf3geblich zu einem
verringerten bzw. erhohten Risiko fiir Arteriosklerose beitragen. Gleichsam konnte in einer
vorrangegangenen Arbeit gezeigt werden, dass die Defizienz von PON2 zu einer
beschleunigten sekunddren Héamostase fiihrt, die auf der TF-abhingigen endothelialen
Dysfunktion beruht. Das Ziel dieser Arbeit war es daher, die bisher unbekannte Rolle der PON2
sowie die bislang wenig untersuchte Rolle der NOX2 in der Thrombozyten-vermittelten
Hamostase zu untersuchen. Dazu sollte in einem ersten Ansatz die bislang unbekannte
Lokalisation von PON2 in Thrombozyten durch Anwendung von mikroskopischen Methoden
aufgeklédrt werden. Da aus vorrangegangen Studien der Arbeitsgruppe hervorging, dass PON2
in verschiedenen Geweben anti-oxidativ und NOX2 pro-oxidativ wirkt, sollte dies ex vivo basal
und in vitro nach Aktivierung durch Fluoreszenz-basierte Methoden im Vergleich zum WT
iiberpriift werden. Weil ROS mit einem Einfluss auf die Thrombozytenaktivitét assoziiert sind,
sollte auBerdem die Defizienz von PON2 und NOX2 auf das thrombozytire Rezeptor-
Expressionsprofil, auf Aktivierungsmarker der Thrombozytenoberfldche, die Aggregation der
Thrombozyten sowie der Einfluss von PON2 und NOX2 auf die Ca**-Mobilisation untersucht
werden. Dariliber hinaus galt es die Endothelzell-Thrombozyten-Interaktion auf Basis der
vorrangegangenen Ergebnisse auf die physiologische Situation durch zwei experimentelle
Ansitze zu libertragen. Dazu sollte zum einen ein in vitro Modell in der Flusskammer fiir die
Thrombozytenadhésion an Endothelzellen sowie an eine Kollagen-beschichtete Oberfldche
entwickelt werden, um im weiteren Verlauf experimentelle Untersuchungen fiir PON2 und
NOX2 im Vergleich zum WT reziprok und nicht-reziprok durchfiihren zu konnen. Ebenso sollte
zum anderen mit Hilfe von zwei in vivo, murinen Thrombosemodellen (arterielles FeCl;-Modell
und venoses Ligaturmodell) der Einfluss von PON2 und NOX2 auf die Bildung eines Thrombus
beschrieben werden.

Perspektivisch sollten die aus dieser Arbeit hervorgehenden Erkenntnisse dabei helfen die Rolle
der PON2 und NOX2 in kardiovaskuldren und thrombotischen Erkrankungen weiter
aufzukldren und die Thrombozyten als zukiinftiges Ziel moglicher neuer Therapieansitze

aufzuzeigen.
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3 Material
3.1 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Acridin Orange MW 302 Merck
Adenosindiphosphat (ADP) Sigma Aldrich
Agarose Eurogentec
Ammoniumperoxidisulfat (APS) Sigma Aldrich
Ampuwa RNase freies Wasser Fresenius Kabo
Antibiotikum/Antimykotikum, 100x, 10.000 U/ml Penicillin, Gibco

10.000 pg/ml Streptomycin, 25 pg/ml Fungizone® Antimykotikum (AA)

Augen und Nasensalbe La Roche
Bothrocetin aus Bothrops jararaca Sigma Aldrich
Bovine serum albumin (BSA, Albumin Fraktion V) Roth
Bromphenolblau Sigma Aldrich
Calcein-AM Invitrogen
Calcium lonophore Sigma
Calciumchlorid (CaCly) Roth
CM-H.DCFDA Molecular Probes
Collagen | Rat Protein, Tail Gibco

Convulxin aus Crotalus durissus terrificus

Enzo Life Sciences

Dihydrorhodamine123

Molecular Probes

Dimethylsulfoxid (DMSQO) Sigma Aldrich
D-Phenylalanyl-prolyl-arginyl-chloromethyl-keton (PPACK) Merck
DRAQ5™ Biostatus
Eisen-111-Chlorid, FeCls #F7134 Sigma Aldrich
Ethanol Rotipuran® Roth

Ethanol, vergéllt Roth
Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz Dihiydrat Roth

Fentanyl Janssen-Cilag
Fetal calf serum (FCS) Sigma Aldrich
Fragmin®® P Forte 5.000 Pfizer
Glycerin, 99% Roth

Glycin Roth
H-GLY-PRO-ARG-PRO-OH (GPRP) Bachem
Humanes Fibronektin 5 mg BD
llomedin® 20 pg/ml (lloprost) Bayer Vital
Isofluran Abbvie
Isotone Kochsalzldsung 0,9% Braun

JC-1 Mitochondrien Membran Potenzial Farbstoff eBioscienes
Lectin (Bandeiraea simplicifolia)-FITC Sigma Aldrich
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Magnesiumchlorid (MgCl.) Roth
Medetomidin Zoetis
Mepacrine dihydrochloride Sigma Aldrich
Methanol Roth
Midazolam Hameln
Milchpulver Roth
MitoTracker®Orange CM-H>TMRos Molecular Probes
Natriumcitratlosung (3,13 %) Eifelfango
Penicillin/Streptomycin, 100x, 10.000 U/ml Penicillin, 10.000 pg/mL Gibco
Streptomycin (PenStrep, PS)

Pentobarbital Serva

R3 aus PTL VASP/P,Y 1o-Kit Biocytex

R4a aus PTL VASP/P,Y 12-Kit Biocytex
Rhodamine B Isothiocyanat #R1755 Sigma Aldrich
Roti®-GelStain Roth
Rotiphorese®Gel 30 Roth
Sepharose™ CL-2B VWR
SNARF™-4 Molecular Probes
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma Aldrich
Thrombin aus bovine plasma Sigma Aldrich
Tris Roth
Trypanblau Merck
Tween® 20 Roth
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3.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsgegenstand

Hersteller

Adhesive Clear PCR Seal, Sheet

Biozym

Bioflux™ 1000 48-well Plate, High Shear, 200 Dyn/cm?

Fluxion Biosciences

Bioflux™ 1000 48-well Plate, low shear, 20 Dyn/cm?

Fluxion Biosciences

Cellstar® 6 well Platten;

Greiner Bio-One

Deckglaser, 24x 50 mm

Menzel-Glaser

Discardit® Einmalspritzen 10 ml; 20 ml

BD

EASYstrainer™ Zellsieb 100 pm

Greiner Bio-One

FACS-Ro6hrchen

Hartenstein/BD

FACS-R6hrchen

BD Biosciences

Injekt® Feindosierungsspritzen 2 ml Braun
Klebeband, Leukofix, transparent BSN medical
Latexhandschuhe Semper-care Semperit

MACS® LS Columns

Miltenyi Biotec

Microlance™ Kaniilen G 26 x 1/2" (9 0,45 x 13 mm)

BD

Microvette® 500 K3E Sarstedt
Nalgene™ Rapid-Flow™ Sterile Einweg-Filter Thermo Fisher
Omnifix®-F Feindosierungsspritzen 1ml Braun
Pasteurpipetten Roth
Polyvinylidenfluorid (P\VVDF) Transfer Membran GE Healthcare
Reaktionsgefalie (1,5 ml; 2 ml) Eppendorf

Reaktionsgefale (15 ml; 50 ml)

Greiner Bio-One

Sapphire Microplatte, 96 well,

Greiner Bio-One

Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 50 ml), steril

Greiner Bio-One

Sterican® Standardkaniilen Gr. 18 G 26 x 1" (2 0,45 x 25 mm) Braun
Superfrost®Plus Objekttrager Menzel-Glaser
Vasofix® Safety Sicherheitsvenenverweilkatheter 2" (g 2,2 x 50 mm) | Braun
Whatman-Papier Whatman

Zellkulturschale 835 x 10 mm (LSM-Kammer)

Greiner Bio-One
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3.3 Laborgeriite

Tabelle 4: Laborgeriite

Laborgerat Hersteller
BioFlux™ 1000 System mit Zeiss AxioObserver Z1 Inverses . . .
. Fluxion Biosciences/Zeiss
Mikroskop
BioRad CFX Connect Real-Time System BioRad
CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System BioRad
ChemiDoc XRS Imaging System BioRad

COz-Inkubator CO-150

New Brunswick Scientific

FACS Canto Il Durchflusszytometer

BD Biosciences

FluoStar Optima

BMG Labtech

Folienschweilgerat

Severin

Gelelektrophorese System Owl™ B2

Thermo Fisher

MACS™ MultiStand

Miltenyi Biotec

Megafuge 1.0R

Heraeus Sepatech

MidiMACS™ Separator

Miltenyi Biotec

MyCycler™ Thermal Cycler BioRad
ND-2000 Spectrophotometer Nano Drop Thermo Fisher
Neubauer-Z&hlkammer Labor Optik
Olympus BX51WI Intravitalmikroskop Olympus
Olympus 1X 70 Lichtmikroskop Olympus
PerfectBlue Doppelgelsystem Twin L Peglab
Préparierbesteck FST

PT 1200 Prézisionswaage Sartorius
Semidry-Blotsystem BioRad
Sysmex KX-21N™ Automated Hematology Analyzer Sysmex
Sysmex KX-21N™ Automated Hematology Analyzer Sysmex
\ortexer Heidolph
Wasserbad GSL

Zeiss LSM-710 Zeiss
Zentrifuge 5417 R Eppendorf

3.4 Software

Tabelle 5: Software

Software Hersteller
Bioflux™ Montage Software Version 7.7.4 Fluxion Biosciences
Bio-Rad CFX Manager 3.1 BioRad

Cell” Olympus

FACSDiva Software Version 6.1.3

BD Biosciences

GraphPad Prism 5.02 GraphPad
Quantity One 4.6.7 BioRad
Xcellence Real-Time Imaging Olympus
ZEN 2009 Zeiss
ZEN 2011 Zeiss
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3.5 Enzyme, Standards und Kits

Tabelle 6: Enzyme, Standards und Kits

Enzym/Protein/Peptid/Standard/Kit Hersteller
Accutase-Losung Sigma Aldrich
BCA™ Protein Assay Kit Pierce

Blue Protein Standard Broad Range BioLabs
Collagenase | Gibco

Dispase® Gibco

dNTP-Mix Peglab

EDTA Solution, 100x Thermo Scientific
GoTaq Polymerase Puffer (5x) Promega

Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, 100x

Thermo Scientific

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems

Precision™ 2x qPCR Mastermix mit SYBR Green

Primerdesign

Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus

PerkinElmer

Apyrase aus potatoes

Sigma Aldrich
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3.6 Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 7: Puffer, Losungen und Medien

Puffer/Losungen/Medien

Zusammensetzung/Hersteller

Anodenpuffer |

300 mM Tris/HCI pH 10,4, 20% Methanol

Anodenpuffer Il

25 mM Tris/HCI pH 10,4, 20% Methanol

D-Glucose Lésung

45% D-Glucose in H>O /Sigma

DNA-Ladepuffer, 6x

30 % Glycerin in H20, 0,25% Bromphenolblau,
0,25% Xylencyanol

Dulbecco’s modified eagle medium +

Puffer)

GlutaMax™ (DMEM) Cllzee
Dulbecco’s phosphate buffered
saline (PBS), 1x, steril, -CaCly, - Sigma Aldrich
MgCl;
Endothelial Cell Growth Medium PromoCell
(EC-Medium)
Endothelial Cell Growth Medium

PromoCell
Supplement Pack
Erythrocyte Lysis Buffer (Erylyse- Qiagen

Kathodenpuffer

25 mM Tris/HCI pH 9,4, 40mM DL-Norleucin,
0,05% SDS

MACS-Puffer

PBS (pH 7,2) 0,5% BSA 2 mM EDTA

Natrium-Pyruvat Losung

100 mM Natrium-Pyruvat in Wasser /Sigma

SDS-Ladepuffer, 5x

250 mM Tris/HCI pH 6,8, 0,5 M Dithiothreitol, 40%
Glycerin, 10% SDS, 0,2 % Bromphenolblau

SDS-Laufpuffer, 5x

250 mM Tris, 19,2 mM Glycin, 0,35 mM SDS

Staining-Puffer

Tyrode (pH 7,4) 10 mM CacCl;
10 U/ml Fragmin®

TAE, 20x 1 M Tris pH 8,5 M NacCl, 0,18

40 mM TRIS 2 mM Na2EDTA - 2H,0
UAEAPUIER, (87 610 1,142 % Essigsaure
TBS, 20x 200 mM Tris pH 7,6, 2 M NaCl
TBS/Tween 1x TBS, 0,18 % Tween

Tyrode, pH 7,4

140 mM NacCl 2,7 mM KCI 0,42 mM NaH2POg4
12 mM NaHCO3 5,5 mM Glucose 5 mM HEPES

44




Material

3.7 Antikoérper

3.7.1 Primérantikorper

Tabelle 8: Priméirantikorper

Antikorper

Hersteller

Bovine milk Lactadherin-FITC

Haematologic Technologies

E.coli anti-human Annexin-V-FITC

Thermo Fisher

Hamster anti-rat CD49b-FITC

BD Biosciences

Rabbit anti-mouse GAPDH SantaCruz
Rabbit anti-mouse PON2 GenScript
Rabbit anti-vWF emfret

Rat anti-mouse CD326 (EpCAM) MicroBeads

Miltenyi Biotec

Rat anti-mouse CD41-FITC

BD Biosciences

Rat anti-mouse CD45 MicroBeads

Miltenyi Biotec

Rat anti-mouse CD49f

Miltenyi Biotec

Rat anti-mouse CD62E-APC

Novus Biologicals

Rat anti-mouse CD90.2 MicroBeads

Miltenyi Biotec

Rat anti-mouse GPIba emfret
Rat anti-mouse GPIba-DyLight488 emfret
Rat anti-mouse GPVI-FITC emfret
Rat anti-mouse Integrin allbfs-PE emfret
Rat anti-mouse P-selectin-FITC emfret

3.7.2 Sekundéirantikorper

Tabelle 9: Sekundirantikorper

Antikorper Hersteller
Goat anti-rabbit HRP | Sigma Aldrich
Goat anti-rabbit-Cy3 Abcam

Goat anti-rat HRP SantaCruz
Rabbit anti-mouse HRP | Sigma Aldrich
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3.8 Oligonukleotide

Tabelle 10: Oligonukleotide

Primer Sequenz Hersteller
Mu_18s for CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA Sigma Aldrich
Mu_18s rev GCT GGA ATT ACC GCG GCT Sigma Aldrich

Mu ICAM2 5P1 | GAC GGT CTCAACTTTTCCTGCC Sigma Aldrich

Mu ICAM2 3P1 | CCATTT GGT TGT CCT GCATCG G Sigma Aldrich
Mu_EPCAM 5P1 | GAG TCC GAA GAA CCG ACA AGG A Sigma Aldrich

Mu EPCAM 3P1 | GAT GTG AAC GCC TCT TGA AGC G Sigma Aldrich

Mu CD45 5P1 | CTT CAG TGG TCC CAT TGT GGT G Sigma Aldrich

Mu CD45 3P1 | TCAGAC ACCTCT GTCGCCTTAG Sigma Aldrich

Mu CD90 5P1 | CCT TAC CCT AGCCAACTTCACC Sigma Aldrich

Mu CD90 3P1 | TTATGC CGC CACACTTGACCAG Sigma Aldrich

Mu PON2 5P1 | GCA GCCTCCT GAATCAAATC Eurofins Genomics
Mu PON2 3P1 | TCGTGT ATG ACCCGA ACAATCC Eurofins Genomics
Mu LacZ 5P1 GCAGCCTCCTGAATCAAATC Eurofins Genomics
Mu LacZ 5P1 ACT GGC AGA TGC ACG GTT ACG Eurofins Genomics
oIMR0517 AAG AGA AAC TCC TCT GCT GTG AA Sigma Aldrich
0IMR0518 CGC ACT GGA ACC CCT GAG AAA GG Sigma Aldrich
o0IMR0519 GTT CTA ATT CCA TCA GAA GCT TAT CG | Sigma Aldrich

3.9 Versuchstiere

Alle Versuchstiere wurden gemall §4 Abs. 1 und §7 Abs. 2 Nr. 2 oder §8 Abs. 1 des

Tierschutzgesetztes eingesetzt. Sofern nicht anders in dieser Dissertation angegeben, waren die

Versuchstiere méannlich und zwischen 11-13 Wochen alt. Die in dieser Arbeit verwendeten

Mausmodelle sind in der nachfolgenden Tabelle 11 zusammenfassend aufgelistet und

beschrieben.
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Tabelle 11: Versuchstiere

Mausmaodell Beschreibung Quelle
C57BL/6J Inzuchtstamm Translational Animal Research Center
(TARC) der Johannes Gutenberg-
Universitat
B6;129P2- Inzuchtstamm; Von Prof. Dr. S. T. Reddy,
PON2Ct(xessUcla | pON2-knockout durch Insertion einer | Department of Medicine / Department
floxP-flankierten 3-geo of Molecular and Medical
PON2" Expressionskassette im zweiten Pharmacology, University of
Intron des murinen PON2-Gens California, Los Angeles, USA.
In TARC importiert durch Prof. Dr. B.
Fuhrmann, Technion Faculty of
Medicine / Rambam Medical Center,
Haifa, Israel.
B6;129P2- Inzuchtstamm; Von Prof. Dr. S. T. Reddy,
PON26txessUcla | pON2-knockout durch Insertion einer | Department of Medicine / Department
floxP-flankierten $-geo of Molecular and Medical
PON2"+NAC Expressionskassette im zweiten Pharmacology, University of
Intron des murinen PON2-Gens California, Los Angeles, USA.
Dauerhafte Behandlung mit 10 In TARC importiert durch Prof. Dr. B.
mg/ml N-Acetyl-Cystein oral Fuhrmann, Technion Faculty of
Genehmigung: 23 177-07/G13-1-055 | Medicine / Rambam Medical Center,
Haifa, Israel.
B6.129S- Inzuchtstamm; Stammnummer: 002365; Jackson
Cybb™Pin/] NOX2-knockout durch Ersatz des Laboratory, USA.
Exon 3 des gp91-Gens durch eine Bereitgestellt durch Prof. Wenzel und
NOX27" Neomycin-Resistenzkassette Prof. Miinzel, CTH Mainz

Die Wildtyp (WT) C57BL/6J Méuse wurden durch das Translational Animal Research Center
(TARC) der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz von den Ziichtern Charles River oder
Envigo (frither Harlan) erhalten.

Zur Generierung des PON27-Mausmodells wurde eine p-Galaktosidase/Neomycin
Fusionskassette (B-geo) im zweiten Intron des murinen PON2-Gens nach 9995 Basenpaaren
nach dem Translationsstartpunkt durch einen gene-trap Vector integriert®s. Dieser Vector
bewirkt eine Fusion der B-geo Kassette mit dem Transkript der ersten zwei PON2 Exone

(Abbildung 10), sodass ein mutiertes funktionsloses PON2 Protein entsteht.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des B-geo gene-trap Vectors im PON2-Lokus des PON2"-Modells.
Nach 9995 Basenpaaren hinter dem zweiten Intron wurde ein gene-trap Vector eingebracht, der eine Splice-
Akzeoptor-Stelle (SA), gefolgt von einer B-Galaktosidase/Neomycin Genkassette (B-geo) und eine poly-Adenin-
Nukleotid-Sequenz (pA) trigt. SA vermittelt die Fusion der transkribierten Vektorsequenz mit der Splice-Donor-
Stelle des gespleifiten Transkripts von Exon 1 (E1) und Exon 2 (E2), so dass ein verkiirztes Genprodukt entsteht.

Fiir die Generierung des NOX2”-Mausmodells wurde durch eine Target Mutation ein
Neomycingresistenzgen in das Exon 3 des gp91phox-gens insertiert. Dieses bewirkt einen
vollstindigen Knockout (s. Abbildung 11). Der Nachweis erfolgte liber eine Western-Blot-
Analyse an Extrakten von neutrophilenreichen, peritonealen Exsudatzellen von hemizygoten

minnlichen Miusen, bei denen kein nachweisbares Protein exprimiert wurde®.

Gp91phox Gen
RI N X N X RI
¢ - 13 kb »
Targeting-Vektor
N X Rl N

|W| | E2 £3 =5 | pGEM-5Zf

Mutiertes Allel
RI N X
| E1 | | E2 E3

e 8 kb e 68kh —
Abbildung 11: Schematische Darstellung des Gene Targeting des murinen gp91phox Gens. Struktur des
murinen gp9lphox Gens, Targeting-Vektors und des mutierten Allels generiert durch die homologe
Rekombination. Die Exone sind nummeriert und eine partielle Restriktionskarte wird angezeigt (RI, EcoRI; X,
Xbal; N, Ncol). Der Targeting-Vektor enthélt ein neo-Gen unter der Kontrolle des PGK Promotors, insertiert in

das dritte Exon (E3) von gp91phox und flankiert von einem herpes simplex virus thymidin kinase Gen (HSVtk).
Abbildung iibernommen und modifiziert von Pollock 1995%° .
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4 Methoden
4.1 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

4.1.1 DNA-Extraktion aus Gewebe

Zur Kontrolle des Genotyps der verwendeten Versuchstiere, wurden diesen durch
Stanzmarkierungen am Ohr (ear clipping) Gewebeproben entnommen. Die Extraktion der
genomischen DNA erfolgte gemi dem publizierten Protokoll®. Dazu wurde das Gewebe in
75 ul alkalische Lyse-Reagenz fiir 30 min bei 95°C inkubiert und im Anschluss fiir 10 min auf
Eis heruntergekiihlt. Danach wurden 75 pl des neutralisierenden Lyse-Reagenzes hinzugegeben
und die Mischung fiir 15 sec auf dem Schiittler gut durchmischt. Die dabei erhaltene
genomische DNA wurde bis zu ihrer Verwendung bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

4.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) zum Nachweis von Gensequenzen genomischer

DNA

Um den Nachweis des Genotyps der Miduse zu erbringen, wurde aus der erhaltenen
genomischen DNA (s. 4.1.1) von Frau Monika Gollner oder mir eine PCR im Thermal Cycler
durchgefiihrt. Das Reaktionsprofil und der Reaktionsansatz der PCR befindet sich in der
nachfolgenden Tabelle 12.

Tabelle 12: Reaktionsansatz und Reaktionsprofil der Genotypisierungs-PCR.

Substanz Volumen Schritt Wiederholungen | Temperatur | Dauer
[uh] [°C] [min]
5x GoTaq 5 Initiale 1x 94 3
Reaktions Puffer Denaturierung
dNTPs (0,2 mM) 0,75 Denaturierung 35X 94 0,5
Primer forward 1,5 Hybridisierung 35x 62 0,5
(10 pmol/ul)
Primer reverse 15 Elongation 35x% 72 1
(10 pmol/ul)
H.0O 12,75 Terminale 1x 72 5
Elongation
GoTaq 0,5 Kihlung bis 1x 4 0
Polymerase (5 zur
U/ul) Verwendung
genomische 3
DNA

Die daraus entstandenen PCR-Produkte wurden direkt im Anschluss mittels einer
Agarosegelelektrophorese (s. 4.1.3) analysiert. Die Unterscheidung des PON2-Genotyps und
des NOX2-Genotyps vom Wildtyp ist in der folgenden Tabelle 13 aufgelistet.
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Tabelle 13: Tabellarische Auflistung der verwendete Primer des PCR-Ansatzes zur Bestimmung des

Genotyps.
Genotyp Primer
PON2 LacZ | NOX2(Mutant) | NOX2(Wildtyp)
Wildtyp Positiv | Negativ Negativ Positiv
PON2" | | Negativ | Positiv Negativ Positiv
NOX2" Positiv | Negativ Positiv Negativ

4.1.3 Agarosegelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden Agarosegele mit 1,5-
2%igem Agaroseanteil eingesetzt, um eine Analyse der Fragmente entsprechend ihrer Grof3e zu
erreichen. Dazu wurde Agarose zusammen mit 1x TAE-Puffer vermischt und erhitzt, um die
Agarose im Puffer zu 16sen. Zu der erwdrmten Losung wurde vor dem Giellen des Gels in die
horizontale Kammer des Gelelektrophorese Systems Owl™ B2, 3 ul Roti®-GelStain pro 100
ml Agaroselosung hinzugegeben. Der im Roti®-GelStain enthaltene Farbstoff bindet an die
DNA und kann durch UV-Licht visualisiert werden. Die Proben aus 4.1.2 wurden mit 6x DNA-
Ladepuffer versetzt, in die Taschen des Agarosegels gegeben und bei einer Spannung von 100V
fir 30 min aufgetrennt. Zusitzlich wurde in eine Tasche des Gels 2-Log DNA Ladder

aufgetragen, um eine spitere Grof3enzuordnung der Fragmente durchfiihren zu kénnen.

4.1.4 RNA-Extraktion aus priméren Zellen

Zur Ermittlung der Reinheit der negativ selektierten, murinen Endothelzellen aus der Lunge (s.
4.4.1) wurden vor Beginn und am Ende der negativen Selektion Proben entnommen. Die
Extraktion der Ribonukleinsdure (RNA) aus dem Gewebe erfolgte im Anschluss aus den
entnommenen Proben und wurde von Frau Kerstin Masch nach ihrem etablierten Protokoll”!

durchgefiihrt.
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4.1.5 Bestimmung des Nukleinsiuregehaltes

Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNA aus den entnommenen Proben,
erfolgte eine Messung der optischen Dichte (OD) am Nanodrop Spectrophotometer bei einer
Wellenldnge von 260 nm. Der Ablauf der Messung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
Als Leerprobe wurde dabei RNAse-freies Wasser verwendet und im Anschluss die Proben auf
eine einheitliche Konzentration von 50 ng/ul eingestellt. Die Reinheit der gemessenen Proben
wurde durch das Verhéltnis der Extinktion der Proben bei 260 nm zu 280 nm tiberpriift.

Dabei weist das Verhéltnis (OD260/0D280) auf Verunreinigungen durch Proteinriickstdnde aus

der Préaparation hin und sollte nicht unter dem Wert von 1,8 liegen.

4.1.6 cDNA-Synthese durch reverse Transkriptase

Zur Durchfiihrung der quantitativen real-time PCR ist es notwendig, die extrahierte RNA aus
4.1.4 in complementary Desoxynucleinsdure (cDNA) umzuschreiben. Dies erfolgte mit Hilfe
des Enzyms Reverse Transkriptase, einer RNA-abhingigen DNA-Polymerase. Dazu wurde das
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit in einem Thermal Cycler nach Angaben des
Herstellers verwendet. Das Reaktionsprofil und der Reaktionsansatz der PCR befindet sich in

der nachfolgenden Tabelle 14. Pro Ansatz wurden 500 ng RNA eingesetzt.
Tabelle 14: Reaktionsansatz und Reaktionsprofil der PCR

Substanz Volumen Schritt Temperatur Dauer
[ui] [°C] [min]
10x RT-Puffer 2 Primer-Bindung 25 10
25x ANTP Mix 0,8 Reverse 37 120
Transkription
10x RT Random 2 Inaktivierung 85 5
Primers
MultiScribe Reverse 1 Kihlung bis zur 4 0
Transcriptase Verwendung
Wasser 4,2
RNA (50ng/pl) 10
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4.1.7 Quantitative real-time-PCR (qRT-PCR)

Mit der nun erhaltenen cDNA (s.4.1.6) wurde eine quantitative RT-PCR durchgefiihrt. Diese
zeigt das Expressionsprofil von Zellen fiir ein spezifisches Gen an. Dazu wurde SYBR™Green
neben den forward und reverse Primern eingesetzt. SYBR™Green bindet sequenzunspezifisch
an die doppelstrangige DNA und fluoresziert bei 521 nm und der entsprechenden Exzitation
von 488 nm. Die Quantifizierung erfolgt durch die Verschiebung des Emissionsmaximums des
Farbstoffes bei Bindung im Vergleich zum freien Farbstoff. Dadurch ergibt sich eine
Proportionalitit zwischen Fluoreszenzsignal und Menge amplifizierter DNA. Das
Reaktionsprofil und der Reaktionsansatz der qRT-PCR befinden sich in Tabelle 15. Da der
Farbstoff auch an unspezifische PCR Produkte bindet, wird im Anschluss immer eine
Schmelzkurve gemessen. Die kontinuierliche Erhéhung der Temperatur bewirkt dabei eine
Denaturierung der doppelstringigen DNA. Dadurch kommt es zur Freisetzung des
Fluoreszenzfarbstoffes und einhergehend zu einer Anderung des Fluoreszenzsignals. Weil die
DNA-Schmelztemperatur spezifisch fiir das amplifizierte Fragment ist, kann somit iiberpriift
werden, ob wihrend der PCR unspezifische Fragmente generiert wurden und unerwartet

mehrere PCR Produkte entstanden sind”?.

Tabelle 15: Reaktionsansatz und Reaktionsprofil der qRT-PCR

Substanz | Volumen Schritt Wiederholungen | Temperatur | Dauer
[ul] [°C] [s]
Precision 10 Initiale Denaturierung 1 95 300
2xX gPCR
Mastermix
Primer 1 Denaturierung 45X 94 15
forward
Primer 1 Hybridisierung/Elongation 45X 60 60
reverse
Wasser 6 Terminale Denaturierung 1 95 30
cDNA- 2 Schmelzkurve 1 60 bis 95 10
LOsung
Kihlung 8 0

Die Berechnung des mRNA-Expressionslevels fiir alle qRT-PCR-basierten Analysen erfolgte
durch die 27'24-Methode®*. Dabei wurde die Expressionsrate des analysierten Gens gegen die
Expressionsrate eines konstitutiv exprimierten house keeping genes (Hier: 18S) aus der

gleichen Probe normalisiert.
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4.2 Proteinbiologische Arbeitsmethoden

4.2.1 Herstellung von Zelllysaten aus primiren Zellen

Zur Untersuchung der Expression von Proteinen miissen die vorhandenen Proben zu Lysaten
hergestellt werden. Dazu wurden nach dem Erhalt des Pléttchen-reichen-Plasmas (s. 4.4.4.1)
die Proben von jeweils 3 Méusen des gleichen Genotyps zusammengefiihrt. Diese wurden im
Anschluss vorsichtig iiber eine mit Tyrode-Puffer pH 7,4 gespiilte Sepharose™-CL-2B-Séule
gefiihrt und nach dem Prinzip der Gelfiltration eluiert. Die daraus erhaltene Fraktion mit
Thrombozyten wurde danach bei Raumtemperatur fiir 500 xg und 8 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt und das dabei entstandene Thrombozyten-Pellet in 300 pl 1xPBS
aufgenommen, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und lysiert und bei -80°C bis zur

Verwendung gelagert.

4.2.2 Bicinchoninsiure-Test (BCA-Test)

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration der hergestellten Thrombozyten-Lysate (s.
4.2.1) wurde der BCA-Test angewendet. Die Methode beruht auf der Reduktion von Cu?*" zu
Cu". BCA bildet spezifisch mit Cu” einen Farbkomplex (Abbildung 12). Dies ermdglicht einen
sensitiven, kolorimetrischen Nachweis von Proteinen bei einer Wellenldnge von 562 nm, dem

Absorptionsmaximum des Komplexes*.

. OH- )
Protein + Cu2+ ———» Protein + Cu+

Abbildung 12: Ubersicht des Reaktionsschemas fiir den BCA-Assay. Kombination der Biuret-Reaktion mit
der selektiven Bicinchoninsdurekomplexierung von Cu*. Abbildung modifiziert aus Bioanalytik 2012%4,
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Die Anwendung des Pierce® BCA Protein Assay Kit erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
Fir die Ermittlung der Konzentration wurde Rinderserumalbumin als Standardprotein in

verschiedenen Konzentrationen mitgemessen und daraus eine Eichgerade erstellt.

4.2.3 Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Thrombozytenlysate (s. 4.2.1) erfolgte nach der eindimensionalen,
diskontinuierlichen Sodium docecy!l sulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
nach Laemmli®. Die Zugabe von SDS iiberdeckt die Eigenladung der Proteine effektiv und
lasst Micellen mit konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit mit ca. 1,4 g SDS pro g
Protein® entstehen. Folglich ist ihre Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld
proportional zur molaren Masse der Proteine. Das Polyacrylamidgel fungiert als Molekularsieb
und trennt die Proteine nach ihrem Stokes-Radius auf.

Die SDS-PAGE erfolgte in einer vertikalen Gelelektrophoresekammer. Dazu wurde am Tag vor
dem Versuch zuerst das 12 %ige Trenngel gegossen und sofort, um die Bildung von Luftblasen
zu verhindern bzw. eine klare, gerade Trennlinie zu schaffen, mit 1 ml Isopropanol
iiberschichtet. Nach vollstindiger Polymerisation des Trenngeles wurde der Alkohol entfernt
und ein 5 %iges Sammelgel auf das Trenngel gegossen und ein Kamm eingesteckt. Die
vollstindige Polymerisation erfolgte iiber Nacht im Kiihlschrank bei 4°C. Die

Zusammensetzung beider Gele wird in der nachfolgenden Tabelle 16 aufgefiihrt.

Tabelle 16: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele fiir die SDS-PAGE.

12% Trenngel | 5% Sammelgel
H20 8,25 ml 4,40 ml
Bisacrylamid (30 %) 10,00 ml 1,34 ml
Tris 1,5 M; pH 8,8 6,25 ml -
Tris 0,5 M; pH 6,8 - 2,00 ml
SDS (10%) 0,25 ml 0,08 ml
0,5 % Bromphenolblau in 0,5 M Tris; pH 6,8 - 0,08 ml
APS (10%) 0,25 ml 0,08 ml
TEMED 0,025 ml 0,01 ml

Zur Auftragung am nichsten Tag wurden die Lysat-Proben mit 1xSDS-Ladepuffer fiir 5 min
auf 95°C denaturiert, um die Tertidr-und Sekundérstrukturen aufzuldsen. Das im Ladepuffer
enthaltene Dithiothreiol (DTT) spaltet zusétzlich die Schwefelbriicken zwischen den Cysteinen
auf. Im Anschluss wurden die Proben zusammen mit Blue Protein Broad Range als
GroBenstandard auf das Gel aufgetragen. Pro Ansatz betrug die eingesetzte Menge an Protein
aus den Lysaten 40 pg. Die Gelelektrophorese erfolgte bei Kiihlung der Gelapparatur fiir 150

min bei konstanter Stromstérke von 100 mA und 1x SDS-Laufpuffer.
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4.2.4 Western Blot

Mittels Western Blot werden die -elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus der
Polyacrylamidmatrix (s. 4.2.3) durch ein elektrisches Feld auf eine Polyvinylidenfluorid-
Membran (PVDF-Membran) transferiert und immobilisiert. Der Nachweis erfolgt direkt auf
der Membran durch spezifische Bindungseigenschaften iiber Antikorper, Lektine oder
Enzymsubstrate®.

Fir die Durchfiihrung des Western Blot wurde das Polyacrylamidgel fiir 15 min im
Kathodenpuffer dquilibriert. Wahrend dieser Zeit wurde die PVDF-Membran mit Methanol
kurz aktiviert, mit Wasser gewaschen und anschlieBend in Anodenpuffer II ebenfalls fiir 15 min
dquilibriert.

Der Western Blot wurde im Semidry-Verfahren durchgefiihrt, dessen Aufbau in nachfolgender
Abbildung 13 zu finden ist. Der Transfer erfolgte bei 3 mA/cm? fiir 24 min.

Kathodenpuffer-
Whatmanpapier
I —— <— Polyacrylamidgel
I —— <— PVDF-Membran

il Anodenpuffer II-Whatmanpapier

2 Anodenpuffer I-Whatmanpapier

v I -+

Abbildung 13: Aufbau des Semidry-Verfahren im Western Blot. Das Gel und die Membran werden zwischen
Filterpapiere gelegt, die mit Puffer getrankt sind.

Nach Beendigung des Transfers wurde die PVDF-Membran fiir mindestens 30 min in 5%igem
Milchpulver-TBST-Puffer abgesattigt, damit unspezifische Antikorper-Bindungen nicht
entstehen konnten. Danach wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C in end-over-end Rotation
jeweils mit einer Primédrantikorperldsung inkubiert.

Am Folgetag wurde die Membran jeweils dreimal mit TBST-Puffer fiir jeweils 10 min
gewaschen und dann fiir 1 h mit einer zum jeweiligen Primdrantikorper passenden
Sekundirantikdrper-Losung inkubiert. Alle Sekundérantikdrper waren fiir die spétere Detektion
mit einer Meerrettich-Peroxidase (engl. Horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt. Nach der
Inkubation wurde die Membran wieder zweimal fiir jeweils 10 min mit TBST-Puffer und einmal
fiir 10 min mit TBS-Puffer gewaschen. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch die Zugabe
und Inkubation mit Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus nach den Angaben

des Herstellers.
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Die an die Sekundirantikorper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (HRP) katalysiert dabei die
Umsetzung von Luminol unter Zugabe von Wasserstoffperoxid zum entsprechenden
Oxidationsprodukt. Hierbei kommt es zur Ausbildung eines -elektronisch angeregten
Ubergangszustandes, der unter Abgabe eines Photons wieder in den Grundzustand iibergeht.

Die Visualisierung der Lichtemission erfolgte durch das digitale ChemiDoc XRS Imaging
System. Die Qualifizierung der Banden erfolgte durch den mitgelaufenen Proteinmarker. Fiir
die quantitative Auswertung der Protein-Banden wurde die Software QuantityOne 4.6.7
verwendet und zur Normalisierung des zu analysierenden Gens wurde GAPDH als house

keeping Gen benutzt.

4.3 Mikroskopische Arbeitsmethoden

4.3.1 Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM)

Mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops ist es moglich, dass von einem Préparat
emittierte Licht aus der Fokusebene zu sammeln. Dazu wird das helle Licht eines Lasers iiber
ein Objektiv auf einen Punkt in der zu untersuchenden Ebene des Priparates fokussiert. Die
Anregung erfolgt dabei rasterartig. Das von dort emittierte Licht wird auf eine variable
Lochblende  (engl.  pinhole)  fokussiert und von einem  dahinterliegenden
Photomultiplierdetektor erfasst. Der Fokuspunkt und die Lochblende sind dabei zueinander
konfokal, was dazu fiihrt, dass nur Licht aus dem Fokuspunkt die Lochblende passieren kann

und Streulicht wirksam unterdruckt wir 1ldun .
d Streulicht wirk driickt wird®* (Abbild gl4
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—_— Detektor

Feaaasy konfokale Lochblende
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Abbildung 14: Vereinfachte Darstellung des Strahlengangs der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie
(LSM). Im Fokus befindliche Information (gelb). Aulerhalb des Fokus befindliche Information (rot und blau
gestrichelte Linien). Abbildung iibernommen und modifiziert von Zeiss LSM 800%.

4.3.1.1 Reinheitsanalyse der pulmonalen, murinen Endothelzellen

Zur Kontrolle der Reinheit der negativ selektierten, murinen Endothelzellen aus der Lunge (s.
4.4.1), wurden 1x10° Zellen nach einer Woche Kultivierung in eine Lab Tec Chamber Slide
tiberfiihrt und dort weitere 4 Tage kultiviert. Fiir die fluoreszenzmikroskopische Uberpriifung
der Zellen wurde das alte Endothelzell-Medium entfernt und durch frisches Medium ersetzt,
dass mit rat anti-mouse CD62E-APC (1:100) und Lectin-FITC (1:100) versetzt war. Lectin-
FITC bindet unspezifisch an Glykoproteine auf der Zelloberflache, wodurch die Gesamtzahl
der vorhandenen Zellen in der Probe markiert wurde. Rat anti-mouse CD62E-APC ist ein
monoklonaler Antikorper, der spezifisch Selektin auf der Oberfldche aktivierter Endothelzellen
bindet. Nach 30 min Inkubation bei RT im Dunkeln wurde das EC-Medium wieder entfernt und
durch frisches Medium versetzt mit DRAQS5 (1:1000), einem Zellkernmarker, ersetzt. Die
Analyse erfolgte am Zeiss LSM-710 mit einem Plan Apochromat 20x/0.8 M27 Objektiv und
folgenden Exzitation-/ Emissionswellenlédngen fiir die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe:
Lectin-FITC: 488/560 nm; rat anti-mouse CD62E-APC: 633/649 nm und DRAQS5: 633/723
nm. Die entsprechenden Wellenldngen wurden sequenziell aufgezeichnet und die Abwesenheit

von Kreuz-Emissionen sichergestellt. Die Auswertung erfolgte durch die Software ZEISS2011.
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4.3.1.2 Enzymlokalisation in murinen Thrombozyten

Die Lokalisation des Enzyms Paraoxonase-2 erfolgte durch das LSM aus Thrombozyten, die
aus isoliertem Pldttchen-reichen-Plasma (PRP) gewonnen (s. 4.4.4.1) und damit
weitergearbeitet wurden. Als Kontrolle wurden zwei weitere unabhéngige Gruppen (Gruppe B
und C) herangezogen, in denen das nachfolgende Protokoll fiir Gruppe A durch Weglassen des
spezifischen Antikorpers rabbit anti-PON2 (Gruppe B) oder des Permeabilisationsmittels
(Gruppe C) verandert wurde:

10 pul PRP wurden mit 10 pl Fixanzmittel (R3 aus VASP/P2Y12-KIT) und 10 pl
Permeabilisationsmittel (R4a aus VASP/P2Y12-KIT) versetzt und zwischen den Schritten
jeweils 5 min bei RT inkubiert. Die verdiinnte Thrombozytenlosung wurde danach mit 1 pl des
priméren, polyklonalen Antikorpers rabbit anti-PON2 (1:500) beladen, der spezifisch an
Paraoxonase-2 bindet und mit Tyrode-Puffer pH 7,4 auf ein Gesamtvolumen von 500 pl
gebracht. Im Anschluss wurden die Thrombozyten 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert und
danach die Losung fiir 5 min bei 800 xg zentrifugiert.

Dann wurden 400 pl des Uberstandes abgenommen und die iibriggebliebene Suspension
resuspendiert und mit 3,5 pl des priméiren Antikorpers rat anti-mouse CD41-FITC (1:150) und
mit 1,5 pl des sekundéren Antikorpers goat anti-rabbit-Cy3 beladen und mit Tyrode-Puffer pH
7,4 auf ein Gesamtvolumen von 500 pl gebracht. Der primédre, monoklonale Antikorper rat anti-
mouse CD41-FITC bindet spezifisch an den auf der Oberfliche von Thrombozyten
exprimierten Integrin allb Rezeptor, wodurch die Gesamtzahl aller vorhandenen Thrombozyten
markiert wurde. Der sekundéire Antikorper goat anti-rabbit-Cy3 bindet spezifisch an den sich
bereits in Losung befindlichen priméren Antikorper rabbit anti-PON2, wodurch dieser durch
das Fluorophor Cyanin 3 detektiert werden kann. Nach einer Inkubationszeit von 20 min wurde
die Losung erneut fiir 5 min bei 800 xg zentrifugiert und im Anschluss 400 ul des Uberstandes
entfernt. Die Losung wurde danach erneut resuspendiert und stand nun fiir die Analyse durch
das LSM bereit.

Fiir die Analyse am LSM wurden 7 pl der Losung auf einen Objekttriger aufgetragen. Die
Thrombozyten wurden unter einem Plan / Apochromat 63x / 1.4 oil DIC-Objektiv betrachtet.
Die entsprechenden Wellenldngen wurden sequenziell aufgezeichnet und die Abwesenheit von
Kreuz-Emissionen sichergestellt. Folgende Exzitation-/ Emissionswellenldngen fiir die bei der
Analyse verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe wurden eingesetzt: rat anti-mouse CD41-FITC:
488/520 nm und goat anti-rabbit Cy3: 543/570 nm. Die Auswertung erfolgte durch die
Software ZEISS2011.
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4.3.2 Elektronenmikroskopie (EM)

Zur Aufklirung der Raumstruktur von Makromolekiillen eignet sich neben der
Rontgenstrukturanalyse und der NMR-Spektroskopie die Elektronenmikroskopie als dritte
Methode. Die Elektronen durchstrahlen das Objekt, das ausreichend diinn sein muss. Dabei
wechselwirken die Elektronen mit dem Objekt besonders stark und erméglichen, im Gegensatz
zu den anderen beiden Methoden der Strukturaufkldrung, auch die Abbildung von
Einzelmolekiilen™* (Abbildung 15). Zur Ablenkung der Elektronen kommen bei dem
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) elektromagnetische Linsen zum Einsatz, die ein
elektrisches oder magnetisches Feld erzeugen und grundsétzlich wie Sammellinsen wirken.
Dadurch ergibt sich eine Analogie zu den klassischen Durchlichtmikroskopen bis hin zum

Strahlengang.

Elektronenquelle,
Beschleuniger

Kondensor 1 @ " X

Kondensor 2
Probe o
objekiv X< 77X
:&m&ugungsebenen —
Bildebenen ¢
Projektiv [\ (/1)) [X] / Beugungsbild

NVY FIl A et
._...}_a.il.._..._.._: . et e e

Leuchtschirm,
CCD-Sensor

Abbildung 15: Vereinfachte Darstellung des Strahlengangs im TEM. Das Abbildungssystem ist zweistufig
(Objektiv und ein Projektiv) und erzeugt daher im Abbildungsmodus zwei Beugungs- und zwei Ortsraumbilder.
Wird die Projektivlinse geringer angeregt (Erhohung der Brennweite), verschiebt sich das zweite Beugungsbild
nach unten und kann am Detektor registriert werden (Beugungsmodus). Abbildung iibernommen und modifiziert
von Lernhelfer®’.

7

4.3.2.1 Probenvorbereitung fiir die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) von
murinen Thrombozyten

Zur Aufklarung der Struktur von Thrombozyten am TEM, die einen unterschiedlichen Genotyp
besitzen, wurde das aus Citrat-Vollblut isolierte PRP (s. 4.4.4.1) von mehreren Méusen gleichen
Genotyps vermischt und das 2-fache an Tyrode-Puffer pH 7,4, sowie 10 nM Iloprost und 0,2
U/ml Apyrase hinzugegeben. Iloprost (stabiles Prostacyclin-Analogon) und Apyrase wirken
dabei hemmend auf die Thrombozytenaggregation, durch Bindung an den IP-Rezeptor der
Thrombozyten (Iloprost) und durch Hydrolyse von extrazellulirem ATP (Apyrase). Die
verdiinnte Thrombozytenlosung wurde im Anschluss bei Raumtemperatur fiir 10 min und

500 xg zentrifugiert und der Uberstand entfernt.
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Das erhaltene Pellet wurde in 1 ml Tyrode-Puffer pH 7,4 vermischt mit 10 nM Iloprost und 0,2
U/ml Apyrase aufgenommen und resuspendiert. Dieser letzte Schritt wurde wiederholt und das
neu entstandene Pellet in 200 pl Tyrode-Puffer pH 7,4 aufgenommen.

Die Halfte der gewaschenen Thrombozyten wurde vorsichtig im 1,5 ml Reagiergefdll mit
fertiger Karnovsky-Fixierlosung resuspendiert und bei 4°C zu Frau Birgit Fehrenbacher an die

Universititsklinik Tiibingen zur weiteren Untersuchung am TEM geschickt.
4.3.2.2 Probenvorbereitung fiir die Immunogoldfirbung von murinen Thrombozyten

Zum Nachweis der Lokalisierung von PON2 in den murinen Thrombozyten eignet sich die
Immunogoldmarkierung. Dabei werden sekunddre Antikdrper mit Goldclustern (Durchmesser:
5-20 nm), die gegen den primiren, spezifischen Antikorper gerichtet sind und seine Lage
markieren, verwendet. So lassen sich Antigene gezielt nachweisen und in Zellschnitten mit
einer Ortsgenauigkeit von 20-30 nm lokalisieren®. Diese Arbeit wurde von Frau Birgit
Fehrenbach am Universititsklinikum Tiibingen nach ihrem Protokoll durchgefiihrt und
ausgewertet. Im Folgenden wird die Vorbereitung der Thrombozyten fiir die
Immunogoldmarkierung dargestellt.

100 pl aus den gewaschen Thrombozyten von 4.3.2.1 wurden fiir eine Lowicryleinbettung
vorsichtig mit 1,5 ml einer fertigen Fixierlosung, bestehend aus Glutaraldehyd und
Paraformaldehyd, im 1,5 ml Reagiergefal3 resuspendiert. Nach 4 h wurde die Losung bei RT
fiir 500 xg und 10 min zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das erhaltene Pellet vorsichtig
in 1,5 ml 1x PBS aufgenommen. Die gewaschenen und fixierten Thrombozyten wurden bei 4°C
zu Frau Birgit Fehrenbacher an die Universititsklinik Tiibingen zur weiteren Untersuchung am

TEM geschickt.
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4.4 Zellbiologische Arbeitsmethoden

441 Isolierung pulmonaler, muriner Endothelzellen

Die folgenden zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer
Sterilwerkbank durchgefiihrt. Es wurden ausschlielich autoklavierte oder steril erworbene

Materialien verwendet.

Fiir die Kultivierung eines Monolayers in den in vitro Durchflussanalysen (s. 4.6.1) wurden die
primdren, murinen, pulmonalen Endothelzellen (EC) zunichst isoliert und sowohl mittels
molekularbiologischer (QRT-PCR, s. 4.1.7) — als auch bildgebender (LSM, s. 4.3.1.1) Methoden
analysiert.

Zur Isolierung und Selektion nicht an magnetischer Beads gebundener muriner EC aus der
Lunge, wurde im Rahmen der Masterthesis von Jennifer Oberlédnder unter meiner Anleitung ein
Protokoll etabliert’®, das auf verdffentlichten Literaturdaten’®'® basiert und mit der MACS®-
Separation kombiniert wurde. Da die Entnahme des Gewebes unter Narkose mit anschlieBender
Totung stattfand, handelte es sich hierbei nicht um einen Tierversuch, sondern lediglich um ein
anzeigepflichtiges Verfahren gemiB §4 Abs. 1 und §7 Abs. 2 S.2 TierSchG. Alle hierbei
verwendeten Maiduse waren minnlich und 6 Wochen alt. Es wurden dabei fiir eine
Endothelzellisolation jeweils 3 Méuse benutzt, um geniigend Zellmaterial zu erhalten.

Zur Isolierung der Endothelzellen wurde die Maus zunichst kurzzeitig mit Isofluran betéubt
und unter der Narkose eine tief narkotisierende und anndhernd letale Dosis Pentobarbital (0,4
ml 2 %iges Pentobarbital in 0,9 %iger NaCl-Losung) i.p. injiziert. Sobald mit einem negativen
Test der Zwischenzehen sichergestellt werden konnte, dass die Tiefe der Narkose ausreichend
war, wurde der Thorax der Maus mit sterilem Préparationsbesteck gedffnet. Die Er6ffnung des
Zwerchfells fiihrte dabei zu einem Pneumothorax, der letztlich den Tod des Tieres verursachte.
AnschlieBend wurde die Lunge, das Herz, sowie die vena cava inferior des Tieres frei
prapariert. Letztere wurde mit einer spitzen Schere aufgeschnitten, so dass der Blutkreislauf an
dieser Stelle unterbrochen wurde und das Blut nach unten abflieBen konnte. Durch Einfiihren
einer mit eisgekiihlten DMEM + 1xPS gefiillten Spritze mit 18 G Kaniile in die rechte Kammer
des Herzens, wurde die Lunge liber das Herzkreislaufsystem hinsichtlich Blutresten ausgespiilt.
Die Lunge wurde danach dem Tier entnommen und in eine 6-well Platte mit 5 ml eisgekiihlten

DMEM + 1xPS tiberfiihrt, um ein Absterben der darin enthaltenen Zellen aufzuhalten.
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Das aus dem Versuchstier entnommene Gewebe wurde nach Abzug des Mediums, mechanisch
mit einer scharfen, feinen Schere zerkleinert und anschlieBend mit 3 ml einer enzymatischen
Losung (DMEM + 1xPS + 250U/ml Collagenase I + 1U/ml Dispase) fiir 45 min bei 37°C
verdaut. Dabei werden Collagenase und Dispase flir einen schonenden Abbau der
intrazelluldren Matrix verwendet. Wahrend Collagenase unspezifisch wirkt, hydrolysiert die
Dispase N-terminale Peptidbanden nicht-polarer Aminoséuren, welche haufig in Kollagen
auftreten'®!,

Somit kann im weiteren Verlauf eine Einzelzellsuspension hergestellt werden. Nach dem
Abstoppen des enzymatischen Verdau mit 3 ml serumhaltigen Medium (DMEM + 1xPS +20%
FCS), wurden die Zellen durch Aufziehen durch eine 14 G Kaniile aus dem Gewebeverbund
gelost und mit Hilfe eines Zellsiebes (100 um) von Gewebestiicken getrennt. Im Anschluss
wurde die Suspension bei 600 xg fiir 5 min zentrifugiert, der erhaltene Uberstand verworfen
und das Pellet im ersten Schritt der negativen Selektion (Abbildung 16) zur Abtrennung der
unerwiinschten Erythrozyten in 1 ml Erythrocyte Lysis Buffer resuspendiert. Bei diesem
Verfahren, der sog. hypotonen Erylyse, nutzt man die osmotischen Eigenschaften der
Erythrozyten. Durch Zugabe eines hypotonen Puffers stromt Wasser in die Erythrozyten ein,
wodurch sie zum Platzen gebracht werden. Nach 5 Minuten Inkubation bei RT wurde die
Suspension bei 300 xg fiir 5 min zentrifugiert und dieser Schritt mit frischem Erythrocyte Lysis
Buffer wiederholt, bis ein weilles Pellet verblieb. Die Resuspension erfolgte dann in 85 pl
MACS®-Puffer, dass mit 15 pl rat anti-mouse-CD45-MicroBeads versetzt wurde, die spezifisch
die unerwiinschten Leukozyten binden.

Danach wurde die Suspension fiir 15 min bei 4°C inkubiert, mit 500 pl MACS®-Puffer
aufgefiillt und auf eine magnetische Séule iiberfiihrt. Die CD45-positiven, an die Micro-Beads
gebundenen Leukozyten verblieben auf der Sdule und der Durchfluss wurde bei 300 xg fiir 10
min zentrifugiert und das erhaltene Pellet erneut in 70 ul MACS®-Puffer aufgenommen. Die
CDA45-freie Suspension wurde nun mit jeweils 15 pl rat anti-mouse-CD90.2-MicroBeads und
rat anti-mouse-CD326-Micro-Beads versetzt und erneut bei 4°C fiir 15 min inkubiert. Dies
wurde zur Entfernung der CD90-positiven Fibroblasten, sowie zur Entfernung der CD326-
positiven Epithelzellen durchgefiihrt. Nach der Zugabe von 500 pl MACS®-Puffer wurde die
Suspension auf eine neue Sdule iiberfiihrt und der Durchfluss nochmal bei 300 xg fiir 10 min
zentrifugiert. Das nun erhaltene Pellet wurde in 500 pl Endothelzell-Medium (EC-Medium)

resuspendiert und damit weitergearbeitet.
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Abbildung 16: Negative Selektion der murinen Endothelzellen aus der Lunge. Aufarbeiten der murinen Lunge
durch enzymatischen Verdau mit anschlieBender Erylyse und negativer Selektion. Bei den verwendeten
Antikorpergekoppelten MicroBeads handelt es sich jeweils um rat anti-mouse Antikorper.

4.4.2 Bestimmung der Zellzahl, der Zellviabilitit und Kultivierung von pulmonalen,

murinen Endothelzellen

Von den erhaltenen Zellen aus der negativen Selektion aus 4.4.1 wurden fiir die Kontrolle der
Zellviabilitdt 10 pl aus der Gesamtlosung von 500 pl entnommen und mit 90 pl 0,5
%Trypanblau-Losung (1:10) versetzt. Im Anschluss wurden davon 10 pl auf eine Neugebauer-
Zihlkammer aufgetragen. Trypanblau wird dabei nur von abgestorbenen Zellen aufgenommen
und férbt diese dunkelblau ein. Die Berechnung der Zellzahl, sowie die Berechnung der

lebenden Zellen sind in den nachfolgenden Formeln 4 und 5 dargestellt.

Mittelwert der Summe der 4 Grofiquadrate

« 10* (4)
100 (5)

Anzahl lebender Zellen pro pl =
% lebende Zellen =

4
ungefarbte Zellen

*
ungefarbte Zellen+gefarbte Zellen

Die Kultivierung der priméren, murinen, pulmonalen Endothelzellen erfolgte im EC-Medium
im Brutschrank bei 37°C, 5% CO»-Begasung und 100% Luftfeuchtigkeit in 6-well Platten. Die
dabei erhaltene Zellsuspension eines Tages wurde auf 2 wells aufgeteilt und mit Endothelzell-
Medium auf jew. 3 ml Gesamtvolumen aufgefiillt. Einen Tag nach der Isolierung wurde das

Endothelzellmedium zur Hélfte ausgetauscht.
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Danach erfolgte ein kompletter Austausch im 2-Tages Rhythmus mit Sichtkontrolle und
lichtmikroskopischer Aufnahme der Zellen.

Fiir das Passagieren der Zellen wurde das Medium nach 7 Tagen vollstindig abgenommen und
die Endothelzellen einmal mit jeweils 2 ml 1xPBS pro 6-well gewaschen. Danach wurden die
Zellen durch Zugabe von 2 ml Accutase-Losung enzymatisch vom Boden und voneinander
gelost. Der Abbruch des enzymatischen Verdauens erfolgte durch Zugabe von 2 ml DMEM
versetzt mit 1xPS und 20%FCS. Die Suspension wurde 5 min bei 300 xg zentrifugiert, das
Pellet in Endothelzellmedium aufgenommen und erneut die Zellzahl und Zellviabilitit

bestimmt.

4.4.3 Blutbildanalysen im EDTA-antikoagulierten Vollblut bei Miusen

Bei einem Blutbild wird die Beschaffenheit und Anzahl der Zellen analysiert. Somit lassen sich
die direkten Anderungen der Genmanipulation und ein méglicher Phénotyp erkennen. Die
Blutentnahme zur Analyse des Blutbildes erfolgte wie in Abschnitt 4.4.4 beschrieben. Das
erhaltene Vollblut wurde jedoch nicht mit Na-Citrat versetzt, sondern in ein Reaktionsgefal3
(Microvette® 500 K3E) iiberfiihrt, das mit Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA) beschichtet
war. Die Untersuchung des Vollblutes erfolgte direkt im Anschluss am Sysmex XP Haematology

Analyzer nach den Angaben des Herstellers.

4.44 TIsolierung muriner Thrombozyten

Alle Entnahmen des Blutes erfolgten unter Narkose mit anschlieBender Tétung des Tieres,
daher handelte es sich hierbei nicht um einen Tierversuch, sondern lediglich um ein
anzeigepflichtiges Verfahren gemaf3 §4 Abs. 1 und §7 Abs. 2 S.2 TierSchG. Die verwendeten
Maiuse waren alle ménnlich und hatten ein Alter von 11-13 Wochen.

Fiir die Gewinnung des Vollblutes wurde die Maus zunédchst mit Isofluran betdubt und in tiefer
Narkose aus dem retrobulbdren Venenplexus mit einer silanisierten Pasteurpipette das Blut
entnommen. Die Totung des Tieres erfolgte unmittelbar nach Entnahme in Narkose durch
zervikale Dislokation. Das gewonnene Vollblut wurde sofort mit 3,13 % Natrium-Citrat als
Ca?"-Chelatbinder im Verhiltnis 1:10 versetzt. Die Weiterverarbeitung erfolgte in Abhéngigkeit

des Versuches.
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4.44.1 Priparation von Plittchen-reichem-Plasma

Das mit 3,13% Natrium-Citrat versetzte Vollblut (s.4.4.4) wurde im Verhiltnis 1:1 mit Tyrode-
Puffer pH 7,4 verdiinnt und anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 4 min bei 100 xg
zentrifugiert. Die Bremse der Zentrifuge wurde auf 2 gestellt, um ein sanftes Abbremsen und
damit einhergehend keine Thrombozytenaktivierung durch Scherkréfte zu gewihrleisten. Das
sich von den anderen Bestandteilen abgetrennte hellgelbe Pléttchen-reiche Plasma (PRP) wurde

mit einer Pipette vorsichtig in ein anderes Gefal3 iberfiihrt und damit weitergearbeitet.
4.44.2 Priparation von gewaschenen Thrombozyten

Das mit 3,13 % Natrium-Citrat versetzte Vollblut (s. 4.4.4) wurde im Verhiltnis 1:1 mit Tyrode-
Puffer pH 6,5 verdiinnt und anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 4 min bei 100 xg
zentrifugiert. Die Bremse der Zentrifuge wurde auf 2 gestellt, um ein sanftes Abbremsen und
damit einhergehend keine Thrombozytenaktivierung durch Scherkrifte auszulosen. Das sich
von den anderen Bestandteilen abgetrennte hellgelbe PRP wurde mit einer Pipette vorsichtig in
ein anderes Gefdl} Uberfiihrt und mit dem Vierfachen Volumen an Tyrode-Puffer pH 6,5
vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die Suspension bei 500 xg fiir 10 min
erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das erhaltene weile Pellet in 500 pl

Tyrode-Puffer pH 7,4 aufgenommen und vorsichtig resuspendiert und damit weitergearbeitet.

445 Bestimmung der reaktiven Sauerstoffspezies in murinen Thrombozyten

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind im biologischen Kontext fiir den Organismus wichtige
Signalmolekiile,'°*!% haben aber in hoher Konzentration schiidliche Auswirkungen, indem sie
zu oxidativem Stress fiihren konnen. Um den Einfluss des anti-oxidativen Enzyms PON2 bzw.
des pro-oxidativen Enzyms NOX2 in Thrombozyten zu analysieren, wurden 2 verschiedene,

auf FACS basierende Nachweise flir Reaktive Sauerstoffspezies angewendet.

4.45.1 Durchflusszytometrische Detektion der Produktion von ROS mit CM-
H:DCFDA

Zur Messung intrazelluldrer reaktiver Sauerstoffspezies in Thrombozyten eignet sich
Chlormetyl-H>DCFDA. Die reduzierte membran-permeable Form CM-H>DCFDA diffundiert
passiv in die Zelle. Dort kommt es zur Abspaltung von ihren zwei Acetatgruppen durch
intrazelluldre Esterasen und einer Reaktion von Chlormethyl mit in der Zelle anwesendem
Glutathion und Thiolen. Dies fiihrt zur EinschlieBung des nun Membran-impermeablen
Farbstoffes HoDCF, der durch die anwesenden ROS zum stark fluoreszierenden DCF oxidiert
wird (Abbildung 17).
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CM-H,-DCFDA
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Abbildung 17: Ablauf der chemischen Reaktion des CM-H:DCFDA mit ROS. CM-H,;DCFDA wird innerhalb
der Zelle hydrolisiert, im Zytoplasma zuriickgehalten und durch die anwesenden ROS zum fluoreszierenden DCF
oxidiert. Dies fiihrt zur Emission von griiner Fluoreszenz.

Das erhaltene PRP aus 4.4.4.1. wurde im Verhéltnis 1:8 mit Tyrode-Puffer pH 7,4 versetzt. 125
pl aus dem daraus erhaltenen PRP wurden nochmals mit dem 3-fachen an Tyrode-Puffer pH
7,4 sowie 0,5 pl einer | mM CM-H;DCFDA-Losung (1:1000) versetzt. Danach erfolgte eine
Inkubation im Wasserbad bei 37°C fiir 30 min. Die verdiinnte Plattchen-reiche-Plasma-Losung
wurde danach entweder nicht weiter behandelt oder jew. 100 pl mit Thrombin
(Endkonzentration 0,075 U/ml), Convulxin (Endkonzentration (60 ng/ml) oder Calcymicin
(Endkonzentration 5 uM) versetzt und fiir weitere 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert.

Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe eines 2,5fachen Uberschusses an Tyrode-
Puffer pH 7,4. Die Messung am F4 CSCanto™ [I Durchflusszytometer wurde bei den folgenden
Einstellungen fiir Exzitation/Emissionswellenlédnge durchgefiihrt: CM-H2DCFDA: 488/520
nm. Fiir die Analyse wurde die Zellzahl gegen die CM-H,DCFDA-Signalintensitét aufgetragen

und ausgewertet.
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4.45.2 Durchflusszytometrische Detektion der Produktion von ROS mit DHR123

Zur Messung intrazelluldrer reaktiver Sauerstoffspezies in Thrombozyten eignet sich
Dihydrorhodamin 123 (DHR123). Die reduzierte, liphophile, Membran-permeable Form
DHR123 diffundiert passiv in die Zelle, wo es durch die anwesenden ROS (hauptséchlich
H>02)!% zum stark fluoreszierenden Rhodamin 123 (R123) oxidiert wird (Abbildung 18).

NH, I o I NH,

DHR123

NH,

R123

Abbildung 18: Ablauf der chemischen Reaktion von DHR123 mit ROS. Dihydrorhodamin123 (DHR123)
diffundiert passiv in die Zelle und wird von den anwesenden ROS zum fluoreszierenden Rhodamin 123 (R123)
oxidiert.

Das erhaltene PRP aus 4.4.4.1. wurde im Verhéltnis 1:8 mit Tyrode-Puffer pH 7,4 versetzt. Aus
dem verdiinnten PRP wurden 125 pl entnommen und mit 375 ul Tyrode-Puffer pH 7,4 (1:4)
sowie 1 pl einer 0,5 mM DHR123-Losung (1:500) versetzt. Danach erfolgte eine Inkubation
im Wasserbad bei 37°C fiir 30 min.

Die verdiinnte Plattchen-reiche-Plasma-Losung wurde danach entweder nicht weiter behandelt
oder jew. 100 pl mit Thrombin (Endkonzentration 0,075 U/ml) oder Convulxin
(Endkonzentration (60 ng/ml) versetzt und fiir weitere 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe eines 2,5fachen Uberschusses an Tyrode-
Puffer pH 7,4. Die Messung am FACSCanto™ II Durchflusszytometer wurde bei den folgenden
Einstellungen fiir Exzitation/Emissionswellenldnge durchgefiihrt: DHR123: 488/520 nm. Fiir
die Analyse wurde die Zellzahl gegen die DHR123-Signalintensitit aufgetragen und

ausgewertet.
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4.45.3 Behandlung mit N-Acetyl-Cystein

Damit ROS-abhéngige Effekte von anderen PON2 induzierten Effekten abgegrenzt werden
konnten, wurden PON2"-M#use mit dem Antioxidant N-Acetyl-Cystein (NAC) behandelt.
Dieses wird nach oraler Aufnahme in L-Cystein deacetyliert und fiir die Bildung von Glutathion
gebraucht, einem Tripeptid das fiir die Biotransformation schéadlicher Substanzen eine wichtige
Rolle spielt. Die Behandlung erfolgte fortlaufend in einer Konzentration von 10mg/ml im
Trinkwasser der Tiere, seit dem Zusammensetzen des Zuchtpaares bis zur Verwendung der
Nachkommen im Experiment. Dieser Tierversuch wurde durch den genehmigten Antrag mit
dem Aktenzeichen 23177-07/G13-1-055 vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz
gestattet.

4.46 Durchflusszytometrische Bestimmung des intrazelluliiren pH-Werts von murinen

Thrombozyten

Der pH-Wert im humanen Blutsystem liegt bei einem gesunden Menschen in der geringen
Referenzbreite von 7,37 -7,45 und wird hauptsdchlich durch das Bikarbonat System
gepuffert!®, Kommt es zu einer Stdérung, unabhiingig ob der pH dadurch saurer oder alkalischer
wird, kann dies lebensbedrohlich werden.

Zur Messung des intrazelluliren pH-Wertes von murinen Thrombozyten eignet sich der
zellpermeable pH-Indikator SNARF™-4F 5-(and-6) -Carboxylic Acid (SNARF-4). Dieser
zeigt in Abhangigkeit des intrazelluldren pH-Werts eine Emissionsverschiebung bei 580 nm im

sauren und bei 660 nm im basischen Milieu an.

Abbildung 19: Struktur der Phenol (A) und der Phenolatgruppe (B) von SNARF™-4F, Die Zahlen 5 und 6
stehen fiir Carbonsduren unbekannter GroB3e.
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Das erhaltene PRP aus 4.4.4.1. wurde im Verhéltnis 1:8 mit Tyrode-Puffer pH 7,4 versetzt. Aus
dem daraus erhaltenen verdiinnten PRP wurden 125 pl nochmals mit dem dreifachen an Tyrode-
Puffer pH 7,4 sowie 2,5 pl einer | mM SNARF™-4F-Losung versetzt und fiir 30 min bei 37°C
im Wasserbad inkubiert. Die verdiinnte Plattchen-reiche-Plasma-Losung wurde danach
entweder nicht weiter behandelt oder 100 pl mit Calcymicin (Endkonzentration 5 uM) versetzt
und fiir weitere 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte
durch Zugabe eines 2,5fachen Uberschusses an Tyrode-Puffer pH 7,4. Bei der darauffolgenden
Messung am FACSCanto™ II Durchflusszytometer wurden die Fluoreszenzintensititen bei
660 nm und bei 580 nm bestimmt und zueinander ins Verhiltnis gesetzt. Eine Erhéhung der

Fluoreszenzratio (660/580 nm) zeigte dabei eine Erh6hung des intrazelluldren pH-Wertes an.

4.4.7 Durchflusszytometrische Oberflichenrezeptoranalyse von murinen

Thrombozyten

Eine Schliisselrolle in Thrombozyten besitzen Glykoproteine, die auf der Oberfliche der
Thrombozyten exprimiert sind. Bei einer Beschiddigung der Blutgefidwand aktivieren sie durch
Interaktion mit der extrazellularen Matrix die Thrombozyten oder wirken als
Adhésionsmolekiile, die mit dem beschddigten Endothel, anderen Thrombozyten oder den
Leukozyten interagieren.
Fiir die Analyse der Expression der wichtigsten Membran-Glykoproteine/Rezeptoren wurde
das erhaltene PRP aus 4.4.4.1 mit Tyrode-Puffer pH 7,4 im Verhiltnis 1:20 verdiinnt. Auf 100
ul des verdiinnten PRP wurden jeweils

e 2 ul Rat anti-mouse CD41-FITC (1:50)

e 5l Rat anti-mouse GPIba-DyLight488 (1:20)

e 5 ul Rat anti-mouse GPVI-FITC (1:20)

o 2 ul Hamster anti-rat CD49b-FITC (1:50)

e 1 ul Rat anti-mouse CD49f (1:100)
gegeben und fiir 20 min im Dunkeln inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch
Zugabe von 500 pl Tyrode-Puffer pH 7,4. Die Messung am FACSCanto™ II
Durchflusszytometer wurde bei allen eingesetzten Antikdrpern bei den folgenden Einstellungen
fiir Exzitation/Emissionswellenlidnge durchgefiihrt: 488/520 nm. Fiir die Analyse wurde die

mittlere lineare Fluoreszenzintensitdt von FITC quantifiziert.
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4.4.8 Durchflusszytometrische Untersuchung von aktivierungsabhéingigen

Thrombozytenfunktionen bei Méausen

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle in der primdren Hamostase und regulieren dominant
die Thrombose. In den folgenden Unterabschnitten werden daher unterschiedliche
Versuchsansdtze beschrieben, um eine Gesamtanalyse der thrombozytiren Funktionszustinde

zu erhalten.

4.4.8.1 Analyse des aktivierten Fibrinogenrezeptors allbp3 Integrin (GPIIb/IlIa)

Der Fibrinogenrezeptor gehort zu den Bs-Integrinen und ist mengenméfig das am héufigsten
vorkommende Membranglykoprotein der Thrombozyten®. Seine zentrale Aufgabe ist die
Bindung von plasmatischem Fibrinogen an die aktivierte Thrombozytenoberfldche. Unter
physiologischen Bedingungen tragen die zirkulierenden Thrombozyten einen ,,ruhenden‘
Fibrinogenrezeptor auf ihrer Oberfldche.

Dieser weist eine niedrige Affinitét fiir Fibrinogen auf, d.h. er kann nur immobilisiertes
Fibrinogen, nicht aber geldstes Fibrinogen im Blutplasma binden. Die Aktivierung der
Thrombozyten durch Agonisten filihrt zu einer Konformationsianderung des Fibrinogenrezeptors
und damit zu einer Freilegung der hochaftinen Fibrinogenbindungsstellen.

Fiir das Experiment wurden insgesamt vier unterschiedliche Versuchsgruppen untersucht.
Dafiir wurden die Thrombozyten entweder aus PRP (s. 4.4.4.1) oder aus gewaschenen
Thrombozyten (s. 4.4.4.2) genommen. Neben diesen beiden Gruppen sollte ebenfalls der
Einfluss von extrazellulirem Calcium auf die Anderung des Fibrinogenrezeptors untersucht
werden. Ca’*-Ionen besitzen eine zentrale Rolle in der Aktivierung der Thrombozyten. Zum
Beispiel ist die Bindung von Fibrinogen an den Fibrinogenrezeptor streng abhingig von
Calcium und findet in Abwesenheit von divalenten Kationen nicht statt®.

Eine Zusammenstellung der vier verschiedenen Versuchsgruppen mit den jeweiligen Agonisten
befindet sich in der nachfolgenden Tabelle 17. Fiir das PRP wurde im Vorfeld eine 1:10
Verdiinnung in Tyrode-Puffer pH 7,4 erstellt und die gewaschenen Thrombozyten auf eine
einheitliche Konzentration von 25.000 Thrombozyten / ul eingestellt. Fiir die Aktivierung mit
Thrombin wurde vorab zu jeder verdiinnten Thrombozytenlosung 5 mM Gly-Pro-Arg-Pro-
Losung (GPRP) im Verhéltnis 1:100 hinzugegeben, um die Fibrinpolymerisation und damit eine

Thrombzytenverklumpung durch Fibrin zu inhibieren!%%1%7,

70



Methoden

Tabelle 17: Ansitze der Agonisten mit den vier Versuchsgruppen fiir die Untersuchung des

Fibrinogenrezeptors.
Versuchsgruppe Agonist
Thrombin Convulxin ADP
[U/ml] [ng/ml] [UM]
PRP 0,03; 0,075; 0,3 25; 60; 90 0,5;1;25

PRP + 0,5 mM CaCl> - 25; 60 0,5;1
gew. TZ. + 1 mM MgCl, 0,03; 0,075; 0,3 | 25; 60; 90 -
gew. TZ + 1 mM MgCl, + 0,5 mM CaCl, | 0,03; 0,075; 0,3 25; 60; 90 -

Je 100 pl der verdiinnten Thrombozytenlosung wurden mit den jeweiligen eingesetzten
Agonisten zu den angegebenen Endkonzentrationen vermischt und fiir 6 min bei RT inkubiert.
Zusitzlich wurde bei allen Versuchsgruppen eine Kontrolle durchgefiihrt, in der keine Zugabe
eines Agonisten erfolgte, sondern nur die Inkubationszeit eingehalten wurde, um ein Ergebnis
im Ruhezustand der Thrombozyten zu erhalten. Danach wurden zu jedem Ansatz 2 pl des
monoklonalen Antikorpers rat anti-mouse JON/A-PE hinzugegeben, welcher spezifisch an
aktiviertes GPIIb/I1la bindet und die Mischung fiir weitere 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
Durch Zugabe von 500 pl Tyrode-Puffer pH 7,4 wurde die Reaktion gestoppt und die Messung
am FACSCanto™ [I Durchflusszytometer sofort im Anschluss bei den folgenden Einstellungen
fiir Exzitation/Emissionswellenldnge durchgefiihrt: rat anti-mouse JON/A-PE: 488/575 nm und
quantitativ analysiert. Es wurden fiir jede Analyse 10.000 events erfasst und die Auswertung
erfolgte durch die Bestimmung der mittleren linearen Fluoreszenzintensitdt von JON/A-

PE108:109
4.4.8.2 Analyse des auf der Thrombozyten-Oberfliche exprimierten P-Selektins

P-Selektin, ein vaskuldrer Adhésionsrezeptor ist in der Membran thrombozytirer a-Granula
lokalisiert. Sind die Thrombozyten im Ruhezustand, kommt es zu keiner Exprimierung des P-
Selektin auf der Thrombozytenoberfliche. Erst durch eine Thrombozytenaktivierung, kommt
es zur Degranulation und damit zur Verschmelzung der Granulamembran mit der
Plasmamembran (Exozytose). P-Selektin wird dadurch auf der Plasmamembran nach aulen
exponiert, induziert inflammatorische Reaktionen in Leukozyten und fordert die Anlagerung
von Leukozyten an die Endothell4sion®.

Das Experiment setzt sich aus den gleichen Versuchsgruppen wie in Abschnitt 4.4.8.1
beschrieben fiir die Analyse des aktivierten Fibrinogenrezeptors zusammen. Eine
Zusammenstellung der vier verschiedenen Versuchsgruppen mit den jeweiligen Agonisten

befindet sich in der nachfolgenden Tabelle 18.
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Tabelle 18: Anséiitze der Agonisten mit den vier Versuchsgruppen fiir die Untersuchung des P-Selektin.

Versuchsgruppen Agonisten
Thrombin Convulxin
[U/ml] [ng/mi]
PRP 0,03; 0,075; 0,3 25; 60; 90
PRP + 0,5 mM CaCl; - 25; 60
Gew. TZ + 1 mM MgCl, 0,03; 0,075; 0,3 25; 60; 90
Gew. TZ. + 1 mM MgCl, + 0,5 mM CaCl, | 0,03; 0,075; 0,3 25; 60; 90

Je 100 pl der Thrombozytenldsung wurden mit den jeweiligen eingesetzten Agonisten zu den
angegebenen Endkonzentrationen vermischt und fiir 6 min bei RT inkubiert. Zusétzlich wurde
bei allen Versuchsgruppen eine Kontrolle durchgefiihrt, in der keine Zugabe eines Agonisten
erfolgte, sondern nur die Inkubationszeit eingehalten wurde, um ein Ergebnis im Ruhezustand
der Thrombozyten zu erhalten. Danach wurden zu jedem Ansatz 2 pl des monoklonalen
Antikorpers rat anti-mouse P-Selektin-FITC hinzugegeben, der an das P-Selektin nur an der
Thrombozytenoberfliche bindet und die Mischung fiir weitere 20 min bei RT im Dunkeln
inkubiert.

Durch Zugabe von 500 ul Tyrode-Puffer pH 7,4 wurde die Reaktion gestoppt und die Messung
am FACSCanto™ [I Durchflusszytometer sofort im Anschluss bei den folgenden Einstellungen
fiir Exzitation/Emissionswellenldnge durchgefiihrt: rat anti-mouse P-Selektin-FITC: 488/520
nm und quantitativ analysiert. Es wurden fiir jede Analyse 10.000 events erfasst und die
Auswertung erfolgte durch die Bestimmung der mittleren, linearen Fluoreszenzintensitit von

FITC 108;1 09.

4.4.8.3 Analyse der 6-Granula und deren Freisetzung mit Hilfe des Mepacrin-Assays

Die 06-Granula sind Abkommlinge des rauen endoplasmatischen Retikulums der
Megakaryozyten. Namensgebend ist ihre charakteristische optische Dichte. Sie befinden sich
in den Thrombozyten in der Zone der Organellen zusammen mit den a-Granula und den
Lysosomen. Wie fiir alle Speichergranula charakteristisch, dienen die 6-Granula als einer der
Hauptspeicherorte fiir freie Ca’"-Ionen®®, aber auch fiir die an der Aggregation der
Thrombozyten beteiligten Faktoren ADP und Serotonin. Kommt es zur Aktivierung der
Thrombozyten leitet die Sekretion der Granula die sekundére irreversible Phase der

Aggregation ein. Dabei werden die 6-Granula zuerst degranuliert.
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Zur Analyse der d-Granula und deren Freisetzung in murinen Thrombozyten eignet sich
Mepacrin. Es handelt sich um ein Acridin Derivat, das mit einer hohen Affinitit an
Adenninukleotide (ATP; ADP) bindet. Da letztere sich in den d-Granulen befinden, wird
Mepacrin schnell und selektiv von diesen aufgenommen und bei Aktivierung der Thrombozyten
wieder freigesetzt! 04105 110:111112:113,

Das erhaltene PRP aus 4.4.4.1. wurde im Verhiltnis 1:10 mit Tyrode-Puffer pH 7,4 verdiinnt
und zu jedem Ansatz von 1 ml wurden 20 pl einer 0,25 mM Mepacrine-Losung (1:50) gegeben.
Jeweils 100 pul der verdiinnten mit Mepacrine beladenen PRP-Losung wurden danach entweder
nicht weiter behandelt oder mit Convulxin in den Endkonzentrationen 25 /60 /90 ng/ml versetzt
und fiir weitere 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte
durch Zugabe eines neunfachen Uberschusses an Tyrode-Puffer pH 7,4. Die Messung am
FACSCanto™ ]I Durchflusszytometer wurde bei den folgenden Einstellungen fiir
Exzitation/Emissionswellenldnge durchgefiihrt: Mepacrine: 488/520 nm. Es wurden fiir jede
Analyse 10.000 events erfasst und die Auswertung der Daten erfolgte durch die Bestimmung

der mittleren, linearen Fluoreszenzintensitit von FITC!'2.

4.4.8.4 Analyse der von-Willebrand-Faktor-Bindung

Der Von-Willebrand-Faktor (vVWF) ist ein wichtiges Adhésionssubstrat fiir zirkulierende
Thrombozyten an die verletzte GefiBwand. Durch Interaktion des thrombozytiren vWF
Rezeptors (Glykoprotein GPIb-V-IX) mit kollagenimmobilisiertem vWF wird der erste Kontakt
zirkulierender Thrombozyten mit der Zellwandldsion hergestellt. Die Interaktion von vWF mit
GPIb-V-IX ist charakteristisch durch eine sehr hohe Affinitdt, welche besonders in
GefdBBbereichen mit hoher Scherkraft die Adhdsion der Thrombozyten an die GefdBwand
ermdglicht!',

Zur Analyse der Bindung von plasmatischem vWF mit dem vWF-Rezeptor an Thrombozyten
wurde Botrocetin verwendet. Botrocetin ist ein Protein aus einem Gift der Jararaca-Lanzenotter,
das spezifisch an die A1 Doméne des plasmatischen vWF bindet und dadurch die Affinitit von
plasmatischen vWF an GPIba signifikant erhoht! !>,

Das erhaltene PRP aus 4.4.4.1 wurde im Verhiltnis 1:10 mit Tyrode-Puffer; pH 7,4 versetzt.
Jeweils 100 pl des daraus erhaltenen verdiinnten PRP wurden sowohl ohne Botrocetin als auch
mit 4 verschiedenen Endkonzentrationen (0,125 pg/ml; 0,25pug/ml; 0,5 pug/ml; 1 pg/ml) an
Botrocetin versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde zu jeder der angesetzten
Losungen 5 pl polyklonaler rabbit anti-vWF-FITC (1:20) dazugegeben und weitere 15 min im
Dunkeln bei RT inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde das Fiinffache an Tyrode-Puffer
pH 7,4 dazu gegeben.

73



Methoden

Die Messung erfolgte im Anschluss am FACSCanto™ [I Durchflusszytometer bei den
folgenden Einstellungen fiir Exzitation/Emissionswellenldnge rabbit anti-vWF-FITC: 488/520
nm.

Es wurden fiir jede Analyse 10.000 events erfasst und die quantitative Analyse des auf der
Thrombozytenoberflache aktivierten vWF erfolgte durch die mittlere Fluoreszenzintensitét von

FITC'?®.
4.4.8.5 Analyse der Exposition von anionischen Phospholipiden

Phosphatidylserin (PS), ein anionisches Phospholipid welches im Normalfall in der inneren
Membranschicht der Thrombozyten lokalisiert ist, besitzt eine wichtige Funktion in der
Blutgerinnung. Treffen zirkulierende Thrombozyten auf eine Endothelzellldsion, bewirkt die
Kollagen- und Thrombin-vermittelte Aktivierung eine Translokation von PS durch einen
Membran Flip-Flop in intakten Thrombozyten von innen nach aufBlen. Damit wird der
Thrombozyt pro-koagulant und weist eine erhohte Bindungsaktivitit fiir plasmatische
Gerinnungsfaktoren wie Faktor V, VIIIa, IXa und Xa auf®.

In den folgenden Unterabschnitten werden zwei verschiedene Ansitze fiir die Detektion von PS
bzw. der anionischen Phospholipide beschrieben, die sich in ihrer Abhingigkeit zu Calcium

unterscheiden.

4.4.85.1 Annexin-Assay

Annexin-V ist ein Calcium-abhéngiges, Phospholipid-bindendes Protein mit einer hohen
Affinitit fiir PS''®. Daher eignet es sich fiir die Analyse der anionischen Phospholipide und
speziell fiir die Phosphaditylserinexposition auf der Thrombozytenmembran.

Das erhaltene PRP aus 4.4.4.1 wurde nach einer Analyse der Thromboztenkonzentration durch
den Sysmex XP Haematology Analyzer nach den Angaben des Herstellers auf eine einheitliche
Konzentration von 100.000 Thrombozyten /ul eingestellt. Aus dieser verdiinnten
Thrombozytenldsung wurden jeweils 80 pl mit 20 pl Tyrode-Puffer pH 7,4, 20 ul Convulxin
(25 ng/ml oder 50 ng/ml Endkonzentration) oder mit 20 pl Calcymicin (2 pM
Endkonzentration) versetzt. Zu jeder Losung kamen 2,4 pul GPRP (1:50) hinzu, um die
Fibrinpolymerisation durch direkte Bindung an die Fibrinpolymerisationsstellen zu
inhibieren'%%1%7 sowie 20 ul Ca** (10 mM Endkonzentration), da Annexin-V nur Calcium-
abhédngig an negativ geladene Phospholipide bindet. Die gesamte Losung wurde vorsichtig
durch pipettieren durchmischt und im Anschluss im Wasserbad fiir 10 min bei 37 °C inkubiert.

Danach wurden 12 pl Annexin-V-FITC hinzugegeben (1:10) und die Losung erneut fiir 15 min
im Dunkeln bei RT inkubiert.
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Durch Zugabe des fiinffachen Uberschusses an Tyrode-Puffer pH 7,4 wurde die Reaktion
gestoppt und im Anschluss am FACSCanto™ I[I Durchflusszytometer bei den folgenden
Einstellungen fiir Exzitation/Emissionswellenlinge Annexin-V-FITC: 488/520 nm gemessen.
Fiir die Analyse wurde die Zellzahl gegen die Annexin-V-FITC Signalintensitit aufgetragen

und ausgewertet!'?’.

4.4.85.2 Lactadherin-Assay

Lactadherin, ein Milchprotein, bindet stereospezifisch, aber Calcium-unabhéngig, an
Phosphatidylserin (PS). Dies geschieht durch seine Discoidin-Typ Lectin Doméne, die eine
Homologie zu der PS-Bindungsdomine von Blutgerinnungskofaktor V und VIII aufzeigt!!’.

Das erhaltene PRP aus 4.4.4.1 wurde nach einer Analyse der Thrombozytenkonzentration durch
den Sysmex XP Haematology Analyzer nach den Angaben des Herstellers auf eine einheitliche
Konzentration von 100.000 Thrombozyten /ul eingestellt. Aus dieser verdiinnten
Thrombozytenldosung wurden jeweils 80 pl mit 20 pl Tyrode-Puffer pH 7,4 oder mit 20 pl
Convulxin (25 ng/ml oder 50 ng/ml Endkonzentration) versetzt. Die gesamte Losung wurde
vorsichtig durchmischt und danach im Wasserbad bei 37 °C fiir 25 min inkubiert. Im Anschluss
wurden jeweils 3 pl (2,5 pg/ml Endkonzentration) des Antikdrpers Bovine Lactadherine-FITC
hinzugegeben und die Mischung im Dunkeln bei RT fiir 15 min inkubiert. Das Abstoppen der
Reaktion erfolgte durch Zugabe eines fiinffachen Uberschusses an Tyrode-Puffer pH 7,4. Im
Anschluss wurde sofort am FACSCanto™ [I Durchflusszytometer bei den folgenden
Einstellungen fiir Exzitation/Emissionswellenlédnge Bovine Lactadherine-FITC: 488/520 nm
gemessen. Fir die Analyse wurde die Zellzahl gegen die Bovine Lactadherine-FITC

Signalintensitit aufgetragen und ausgewertet!!%.

4.4.9 Durchflusszytometrische Analyse der Ca2*-Ionenfreisetzung in murinen

Thrombozyten

Calcium spielt die zentrale Rolle in der Regulation des Thrombozytenmetabolismus und der
Aktivierung. Uberschreitet die zytoplasmatische freie Ca?’-Konzentration eine bestimmte
Schwelle, erfahrt der Thrombozyt eine Formverdnderung mit Bildung von Pseudopodien und
degranuliert®®. Dabei wird Calcium, dessen Hauptspeicherort im dichten tubuliren System

(DTS) liegt®, nach auBen transportiert, wo es an unterschiedlichen Stellen gebraucht wird.
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Fiir die Durchflusszytometrische Analyse der Ca?’-Freisetzung in murinen Thrombozyten
wurde Fluo-3-AM verwendet. Dieser unpolare Fluoreszenzfarbstoft diffundiert passiv in die
Zelle und wird von den anwesenden intrazelluldren Esterasen hydrolisiert. Dies fiihrt zur
Einschlieung des nun membran-impermeablen Farbstoffes Fluo-3, der mit den anwesenden
freien Ca®"-lonen reagiert. Dabei steigt die Emissionsintensitit des Indikators bei der Bindung

von Ca*", ohne dass sich das Emissionsspektrum stark verschiebt (Abbildung 20).

Fluo3-AM

OH

Fluo3-Ca-Komplex

Fluo3
Abbildung 20: Chemische Reaktion von Fluo3-AM mit Ca** zum fluoreszierenden Fluo3-Ca-Komplex.

Der Versuch wurde von PD Dr. Kerstin Jurk nach ihrem etabliertem und einem verdffentlichten
Protokoll der AG von A. Braun in Wiirzburg durchgefiihrt'!*1?°, Dabei wurde auch der Einfluss
von extrazellulirem Calcium auf die Ca®'-lonenfreisetzung in murinen Thrombozyten

analysiert.
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4.4.10 Analyse der Mitochondrien von murinen Thrombozyten

Die notige Energie zur Aktivierung erhalten die Thrombozyten aus den Mitochondrien. Diese
stellen als Hauptfunktion Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) durch die oxidative
Phosphorylierung bereit. ATP entsteht, wenn Elektronen iiber eine Reihe von Elektronen-
Carriern von NADH oder FADH> auf O; iibertragen werden. Dieser Fluss von Elektronen fiihrt
dazu, dass Protonen aus der mitochondrialen Matrix herausgepumpt werden. Durch eine
ungleiche Verteilung der Protonen entsteht ein pH Gradient und ein elektrisches
Transmembranpotenzial.Dies erzeugt eine protonenmotorische Kraft, die beim Zuriickflieen
der Protonen durch die ATP-Synthase ATP bildet®*.

Zusitzlich dienen die Mitochondrien auch als Ca®*-Ionen Speicher und greifen dadurch in die
Calcium-Homoostase der Thrombozyten ein. Allerdings entstehen als unerwiinschtes
Nebenprodukt der Oxidativen Phosphorylierung auch die Reaktiven Sauerstoffspezies. Daher
ist es wichtig den Einfluss der Enzyme PON2 und NOX2 auf die Mitochondrien von
Thrombozyten im Hinblick auf die mitochondriale Masse uns das Mitochondriale
Membranpotenzial zu analysieren. In den folgenden Unterabschnitten wird auf diese Punkte
eingegangen und verschiedene Versuche aufgefiihrt.

4.4.10.1 Durchflusszytometrische Bestimmung der mitochondrialen Masse mit Hilfe des
Mito-Orange-Markers

Zur Bestimmung der vorhandenen Mitochondrien in den Thrombozyten wurde Mito Tracker™
Orange CMTMRos verwendet. Dieser Fluoreszenzfarbstoff farbt selektiv —aktive
Mitochondrien, indem er, nach einem passiven Transport durch die Plasmamembran, mit
Thiolverbindungen von Proteinen und Peptiden der Atmungskette in den Mitochondrien

reagiert.
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AN | \/O\G/N\
Z

?/ Mito Tracker™ Orange CMTMRos (reduzierte Form)

Mito Tracker™ QOrange CMTMRos (oxidierte Form)

Cl
Abbildung 21: Darstellung der reduzierten und oxidierten Form des Mito Tracker™ Orange CMTMROS.

Das erhaltene PRP aus 4.4.4.1 wurde im Verhéltnis 1:8 mit Tyrode-Puffer pH 7,4 versetzt. 125
ul aus dem daraus erhaltenen verdiinnten PRP wurden nochmals mit Tyrode-Puffer pH 7,4 im
Verhiltnis 1: 4 verdiinnt und mit 5 pl einer 10 uM Mito-Tracker™ Orange CMTMRos-Lsung
(1:100) beladen. Danach erfolgte eine Inkubation im Wasserbad bei 37°C fiir 30 min. Die
verdiinnte Plittchen-reiche-Plasma-Losung wurde danach fiir weitere 10 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe eines 2,5fachen
Uberschusses an Tyrode-Puffer pH 7,4. Die Messung am F4CSCanto™ II Durchflusszytometer
wurde bei den folgenden Einstellungen fiir Exzitation/Emissionswellenldnge durchgefiihrt:
Mito-Tracker™ Orange CMTMRos: 488/575 nm. Es wurden 10.000 events erfasst und die
Auswertung erfolgte durch die Bestimmung der mittleren, linearen Fluoreszenzintensitét des

PE-Kanals.
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4.4.10.2 Durchflusszytometrische Analyse des Mitochondrialen Membranpotenzial mit
Hilfe des JC-1-Markers

Die Analyse des mitochondrialen Membranpotenzials erfolgte durch den kationischen,
lipophilen Fluoreszenzfarbstoff 5,5',6,6'-Tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyaniniodid (JC-1). Dieser Farbstoff wird von gesunden
Mitochondrien, die ein stabiles Membranpotenzial besitzen, aufgenommen und liegt in der
Mitochondrienmatrix als J-Aggregat vor. Nach Anregung von Licht mit A = 488 nm emittieren
die J-Aggregate Licht mit der Wellenlinge A = 570 nm. Bei Depolarisation der
Mitochondrienmembran zerfallen die nicht stabilen J-Aggregate in Monomere, welche wieder
ins Zytosol zuriick diffundieren. Dabei kommt es zur Abnahme der Emission von Licht mit A =
570 nm und stattdessen zur Zunahme der Emission von Licht mit A = 520 nm. Das Verhéltnis

der beiden Fluoreszenzsignale beschreibt nach Formel 6 das mitochondriale Membranpotenzial
(MMP).

MMP = Median MFI A=570 nm «100% (6)

Median MFI A=520 nm

Das erhaltene PRP aus 4.4.4.1 wurde im Verhiltnis 1:8 mit Tyrode-Puffer pH 7,4 versetzt. Aus
diesem verdiinnten PRP wurden 125 pl mit dem dreifachen an Tyrode-Puffer pH 7,4 erneut
verdiinnt und mit 1 pl einer 100 uM JC-1-Losung (1:500) versetzt. Danach erfolgte eine
Inkubation im Wasserbad bei 37°C fiir 30 min. Die verdiinnte Plattchen-reiche-Plasma-Losung
wurde im Anschluss entweder nicht weiter behandelt oder mit Calcymicin (Endkonzentration
5 uM) versetzt und fiir weitere 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert.

Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe eines 2,5fachen Uberschusses an Tyrode-
Puffer pH 7,4. Die Messung am FACSCanto™ II Durchflusszytometer wurde bei den folgenden
Einstellungen fiir Exzitation/Emissionswellenldnge durchgefiihrt: JC-1: 488/520 nm und
488/570 nm. Die Analyse erfolgte nach der angegebenen Formel 6.

4.5 Licht-Transmissionsaggregometrie von murinen Thrombozyten

Zur Bestimmung der Aggregabilitit von murinen Thrombozyten gilt das turbidimetrische
Verfahren nach Born'?! bis heute als der Goldstandard in der Thrombozytendiagnostik'?2. Das
Verfahren der Licht-Transmissionsaggregometrie (LTA) beruht auf der Eigenschaft, dass die
optische Dichte einer Partikelsuspension abhingig von der Partikelanzahl und nicht von der

Partikelgrofe ist.
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Durch Zugabe eines Thrombozytenagonisten zum PRP kommt es zur Abnahme der
Partikelanzahl und Zunahme der Lichttransmission (s. Abbildung 22). Aus diesen Anderungen
der Lichttransmission leiten sich die Mafe fiir die Aggregabilitit der murinen Thrombozyten

ab®,

Aggregation
(% 1 light transmission)

%

s T G Agonist: [

Lichtquelle

F»...—) E—....-}

Abbildung 22: Funktionsprinzip der Licht-Transmissionsaggregometrie. Durch die Zugabe des Agonisten in
das Pléttchen-reiche-Plasma kommt es zu einer Abnahme der Partikelanzahl und damit zu einer Abnahme der
optischen Dichte. Modifizierte Abbildung von Jackson 2007'%,

Der Versuch wurde von PD Dr. Kerstin Jurk nach ihrem etablierten Protokoll'?* mit dem aus

4.4.4.1 erhaltenen PRP durchgefiihrt.

4.6 Flusskammer-basierte Funktionsuntersuchungen von murinen

Thrombozyten in vitro

Die Interaktionen zwischen Thrombozyten und der GefiaBwand spielen eine wichtige Rolle
sowohl in physiologischen Prozessen wie der Hamostase, als auch in pathologischen Prozessen
wie der Atherogenese, der Sepsis oder der Thrombose®’.

Das in vitro Modell der Flusskammer ermoglicht die Simulation der auftretenden Scherkrifte
unter Blutstrombedingungen. Es dient dabei der Analyse von Adhésionsvorgingen der
Thrombozyten an einer stationdren Phase und ermdglichen Einblicke in die bestehenden
zelluldren Interaktionen. Das Gefdll wird dabei durch einen feinen Glaskanal dargestellt, {iber
den ein Blutstrom, erzeugt durch einen Perfusor, flieit. Die Beschichtung des Glaskanals mit
unterschiedlichen subendothelialen oder extrazelluliren Matrices kann ebenso wie der

Scherstress sowie die Dauer der Perfusion im Glaskanal flexibel eingestellt werden'?>.
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Die Definition des Scherstresses ist dabei die Kraft [Dyn/cm?], welche vom pneumatischen
Interface auf den Kanal wirkt. Neben dieser Kraft gibt es noch die Scherrate. Diese beschreibt
bei Fliissigkeiten die raumliche Verdnderung der Flussgeschwindigkeit [1/s]. Da diese stark von
der Viskositit und diese wiederum vom Himatokrit und der Temperatur abhingig ist'?”1%¥ kann
sie nicht eingestellt werden, sondern miisste berechnet werden. Die mitgelieferte Software
ermOglicht fiir einen Hdmatokrit von 40 % und bei einer Temperatur von 37 °C die Berechnung
der Scherrate, da hierfiir die Viskositét des Blutes bereits bestimmt wurde.

Alle Experimente im in vitro Modell der Flusskammer erfolgten dabei mit Scherstress, der den

arteriellen Blutstrombedingungen entspricht!'?%13°,
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Abbildung 23: Schematischer Aufbau des Flusskammersystems. (A) Flusskammersystem bestehend aus
BioFlux Controller, BioFlux Montage Software und invertiertem Mikroskop. (B) Schematische Darstellung der
48-well-Flusskammerplatten mit 24 Kanélen. (C) VergroBerung von je zwei Kanélen einer High-Shear- und
einer Low-Shear-Platte mit jeweiligem Inlet und Outlet. Das Sichtfenster umfasst je zwei nebeneinanderliegende
Kammern. Abbildung {ibernommen und modifiziert aus Conant et al.'?® sowie von BioFlux'?S.

o~

Die Kanéle einer Kammer bestehen aus einem Kanaleingang (/nlef), einem Kanalausgang
(Outlet), dem Kanal selbst, sowie einem Sichtfenster (Abbildung 23). Fiir einen Scherstress von
0-20 Dyn/cm? wurden die Low Shear-Platten entwickelt, fiir einen Scherstress von 20-200
Dyn/cm? die High Shear-Platten. Die parallele Anordnung der Kammern macht es mdglich

zwel Kanile gleichzeitig durch das Sichtfenster erfassen zu konnen.
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Die Male des Kanals innerhalb des Sichtfensters entsprechen 350 um x 75 um fiir Low Shear-
und 250 um x 75 um flir High Shear-Platten. Das Sichtfenster selbst besitzt einen Durchmesser

von 5,9 mm"'3!

. Die Erfassung der Adhésion der Thrombozyten im Kanal erfolgt mit Hilfe der
konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie. Alle Experimente in der Flusskammer erfolgten unter

Scherraten.

4.6.1 Adhision muriner Thrombozyten an Kollagen Typ I unter Flussbedingungen

Das Protokoll zur Adhédsion muriner Thrombozyten an Kollagen Typ I unter Flussbedingungen
wurde von der Master-Studentin Jennifer Oberldnder im Rahmen ihrer Master-Thesis®® |
zusammen mit mir und unter der Anleitung von PD Dr. Kerstin Jurk etabliert und durchgefiihrt.

Alle bei diesem Versuch verwendeten Mause waren ménnlich und 11-13 Wochen alt.
4.6.1.1 Beschichtung der Glaskaniile mit Kollagen Typ I

Die Beschichtung der Glaskandle mit Kollagen Typ I erfolgte jeweils am Vortag des Versuches.
Dazu wurden 50 pl einer Kollagen I-Lésung (200 pg/ml in 0,9 % NaCl-Losung) in den inneren
Ring des Inlets einer High Shear-Flusskammerplatte pipettiert und ein Druck von 4 Dyn/cm?
in der Richtung von Inlet nach Outlet an der Flusskammer angelegt. Der Vorgang wurde
gestoppt, sobald die Lauffront zwischen dem Sichtfenster und dem Outlet zu erkennen war. Das
iiberschiissige Kollagen Typ I wurde im Anschluss abpipettiert und durch 50 pl Tyrode-Puffer
pH 7.4 ersetzt. Die Flusskammerplatte wurde danach bei 4°C tiber Nacht inkubiert.

4.6.1.2 Priparation von murinem Vollblut in Versuchsgruppen

Fiir die Adhésion muriner Thrombozyten an Kollagen Typ I wurden in der Flusskammer vier
verschiedene Versuchsgruppen erstellt.

Zum einen wurde die Antikoagulation des Vollblutes durch die Farbung der Thrombozyten mit
Calcein-AM oder Annexin-V FITC untersucht. Calcein-AM ist ein zelldurchldssiger, nicht-
fluoreszierender Farbstoff, der von den Thrombozyten aufgenommen wird. Intrazelluldre
Esterasen spalten die Aceotxymetylester-Gruppen (AM) ab, wodurch der Farbstoff zum
zellmembranundurchldssigen, fluoreszierenden Calcein oxidiert wird. Somit kdnnen durch

Calcein alle adhérierten Zellen erfasst und quantifiziert werden.
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Annexin-V ist ein Calcium abhingiges, Phospholipid-bindendes Protein mit einer hohen
Affinitit fiir Phosphatidylserin!!®, Im ruhenden Zustand befinden sich die anionischen
Phospholipide auf der Innenseite der Plasmamembran, wo sie eine Translokation durch einen
Membran ,,Flip Flop* von innen nach auflen bei einer Kollagen und Thrombin vermittelten
Aktivierung erfahren. Somit ermdglicht die Bindung von Annexin-V FITC an die
Phospholipide eine Markierung der pro-koagulanten Thrombozyten'®,

Die Messung der Fluoreszenzfarbstoffe erfolgt bei den folgenden Wellenldngen fiir
Exzitation/Emission: Calcein-AM 492/513 nm; Annexin-V FITC 488/560 nm'*°.

Neben der Untersuchung der Antikoagulation des Vollblutes wurde der Effekt von Thrombin
durch den Einsatz der Inhibitoren Fragmin® und PPACK erforscht. Fragmin® ist ein
niedermolekulares Heparin, welches die Generierung von Thrombin verhindert. PPACK
hingegen ist ein synthetisches Peptid, welches direkt an die aktive katalytische Region des
Thrombin bindet und somit die Thrombinaktivitit inhibiert. Dadurch unterbinden diese
Inhibitoren zum einen die Thrombin-vermittelte Thrombozyten-Aktivierung, sowie die

Thrombin-vermittelte Fibrinbildung.

Fiir die Analysen wurde das gewonnene Vollblut aus 4.4.4 vorsichtig durchmischt und in einem
2 ml Reaktionsgefdl vorgelegt. Abhingig von der Versuchsgruppe wurden die folgenden
Pipettierschema nach Tabelle 19 erstellt und dem Vollblut zugefiihrt. Fiir das Fragmin® wurde
vorab eine 1:10 Verdiinnung in Tyrode-Puffer pH 7,4 mit 10 % Citrat hergestellt und fiir
Calcein-AM eine 2 mM Ldsung in Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet.

Tabelle 19: Pipettierschema fiir die Flusskammerversuche mit Kollagen Typ I

Versuchsgruppe Zusammensetzung des Pipettierschemas
. 250 ul Vollblut
SRR 1,25 pl Calcein-AM (Endkonzentration 10 pM)
250 ul Vollblut

1,25 pl Calcein-AM (Endkonzentration 10 puM)
4 pl Fragmin® (Endkonzentration 40 U/ml)

1 pl PPACK (Endkonzentration 40 uM)
Annexin-V 250 pl Vollblut

250 pl Vollblut

Annexin-V mit Fragmin®PPACK | 4 ul Fragmin® (Endkonzentration 40 U/ml)

1 pl PPACK (Endkonzentration 40 uM)

Calcein-AM mit Fragmin®PPACK

Nach der Durchfiihrung des jeweiligen Pipettierschemas wurden die Proben 20 min im Dunkeln
inkubiert.
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4.6.1.3 Durchfiihrung der Adhésion muriner Thrombozyten an die subendotheliale
Struktur Kollagen I unter Flussbedingungen

Um das tUberschiissige Kollagen aus den Glaskanélen der Flusskammer zu entfernen, wurden
500 pl Tyrode-Puffer pH 7.4 in das Inlet gegeben und die Kammer bei 8 Dyn/cm? fiir 10 min
gewaschen. Der iiberschiissige Tyrode-Puffer pH 7,4 wurde entfernt und 250 pl frischer Tyrode-
Puffer pH 7,4 in das Outlet vorgelegt.

Zu jeder frisch nach dem jeweiligen Pipettieransatz aus 4.6.1.2 vorbereiteten Probe wurden
2,5 pl einer 100 mM MgCl>-Losung hinzugegeben und die Probe in das /nlet des Glaskanals
gegeben. Das extrazelluldre MgCl, wird dabei von den Thrombozyten fiir die Adhdsion und
Koagulation bendtigt, da die eigene Konzentration bei der Entnahme des Vollblutes durch das
Citrat gebunden wurde. Im Anschluss wurde ein Scherstress von 40 Dyn/cm? (2 1000 s™') fiir
3,5 min unter der Softwareeinstellung whole Blood angelegt. Nach Beendigung des Versuches
wurde das iiberschiissige Blut aus dem /nlet entfernt und dieses mehrere Male mit 300 pl
Tyrode-Puffer pH 7,4 gewaschen. In die Kandle der zwei Versuchsgruppen, in denen die
Thrombozyten mit Calcein-AM angefarbt sind, wurden nach dem Waschen jeweils 500 pl
Tyrode-Puffer pH 7,4 gegeben.

In die Kanéle der zwei Versuchsgruppen, in denen die Thrombozyten mit Annexin-V angeférbt
werden sollen, wurden nach dem Waschen jeweils 500 pl Staining-Puffer, sowie 16,6 ul
Annexin-V FITC gegeben. Das Waschen erfolgte bei einem konstanten Scherstress von
2 Dyn/cm? fiir 10 min, um das {iberschiissige Blut im Glaskanal zu entfernen und die
adhérierten Thrombozyten freizulegen. Im Anschluss wurden sofort von jedem Kanal 3-5
Bilder in 10x VergroBerung in der Fluoreszenz aufgenommen, um den gesamten Kanal
auswerten zu konnen und die Flichenbedeckung der Thrombozyten mit Hilfe der Bioflux™

Montage Software Version 7.7.2 quantifiziert.
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4.6.2 Kaultivierung eines Monolayers von murinen, pulmonalen Endothelzellen in

Kapillaren der Flusskammerplatte

Um eine Nachahmung eines pulmonalen Blutgefiles im Glaskanal der Flusskammer zu
ermdglichen, wird im nachfolgenden Abschnitt die Kultivierung der murinen, pulmonalen
Endothelzellen aus Abschnitt 4.4.2 beschrieben, damit diese einen Monolayer bilden kénnen.
Die Beschichtung der Glaskandle erfolgt mit Fibronektin, einem Glykoprotein der
extrazelluldren Matrix, der dabei als Bindungsstelle der Endothelzellen dient. Dabei konnte
Fibronektin in Studien zeigen, dass die Endothelzellen schnell und dauerhaft daran binden ohne
dass dies das Wachstum der Zelle beeinflusst®”!3%14_ Fiir die Durchfiihrung der Beschichtung
der Glaskanile mit Fibronektin wurde dabei ein etabliertes Protokoll der Arbeitsgruppe von
PD Dr. Kerstin Jurk benutzt.

In einen Kanal einer Low-Shear-Platte wurden 50 pl Fibronektin-Losung (200 pg/ml in 0,9 %
NaCl-Lésung) in den inneren Ring des Inlets pipettiert und ein Druck von 2 Dyn/cm? in der
Richtung von Inlet nach Qutlet an der Flusskammer angelegt. Der Vorgang wurde gestoppt,
sobald die Lauffront zwischen dem Sichtfenster und dem Outlet zu erkennen war.

Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei RT wurde das {iiberschiissige Fibronektin
abgenommen und 250 pl einer 37°C warmen EC-Medium Losung in das Outlet gegeben und
bei 2 Dyn/cm? in der Richtung von Outlet nach Inlet fiir 10 min gewaschen.

Die aus Abschnitt 4.4.1 erhaltenen murinen, pulmonalen Endothelzellen wurden durch
Zentrifugation bei 300 g fiir 5 min bei RT und anschlieBender Aufnahme in 50 pl 37°C warmes
EC-Medium eingeengt. Parallel wurde nach dem Waschen des Glaskanals das vorhandene EC-
Medium aus dem Outlet entfernt und im Anschluss 50 pl der Zelllosung vorsichtig in die Mitte
des inneren Rings des Outlets pipettiert. Die Endothelzellen wurden durch Anlegen von 1
Dyn/cm? in der Richtung von Qutlet nach Inlet in das Sichtfenster solange gespiilt bis geniigend
Zellen zu erkennen gewesen sind. AnschlieBend wurde die Zelllosung aus dem QOutlet entfernt
und 50 pl frisches 37°C warmes EC-Medium in das Outlet gegeben.

Danach wurden die Zellen fiir 30 min im Brutschrank bei 37°C, 5% CO»-Begasung und 100%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Dieser Vorgang wurde 3 Mal wiederholt, um eine Anreicherung der
murinen, pulmonalen Endothelzellen im Glaskanal der Flusskammer zu erhalten. Zum Schluss
wurden 800 pl frisches 37°C warmes EC-Medium ins Outlet und 200 pl frisches 37°C warmes
EC-Medium ins Inlet gegeben und der Kanal nochmals bei 0,2 Dyn/cm? fiir 5 min gespiilt, um
tote, nicht-adhérierte Zellen zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen im Brutschrank (37

°C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2-Begasung) fiir 7-11 Tage kultiviert.
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Dabei wurde jeden zweiten Tag das Medium komplett abgenommen und 800 pl frisches 37°C
warmes EC-Medium ins Qutlet und 200 pl frisches 37°C warmes EC-Medium ins Inlet
gegeben, sodass ein schwacher, stindiger Fluss in der Kammer aufrechterhalten wurde. Zur
Kontrolle des Wachstums der Zellen wurden jeden zweiten Tag Bilder der Zellkultur unter dem

Lichtmikroskop aufgenommen.

4.7 In vivo Durchflussanalyse

Das in vivo Modell der Intravitalmikroskopie untersucht die Vorginge der Entstehung von
Thromben im lebenden Objekt durch Visualisierung von Zell-zu-Zell- oder Zell-zu-
Endothelzell-Interaktion in Echtzeit. Im Vergleich zur in vitro Durchflussanalyse hat die in vivo
Methode den Vorteil, dass komplexe physiologische und anatomische Zusammenhinge
wiedergegeben werden konnen. Dies ist gerade bei Studien von Thrombosen von groflem
Vorteil, da alle Bestandteile einer Thromboseentstehung (Virchow-Trias) im lebenden
Organismus betrachtet werden konnen. Dadurch lassen sich die zusammenhédngenden

Mechanismen sehr viel besser darstellen.

CCD-Kamera

Lichtquelle

Objektiv und
Kondensor

Objekt-Ebene%

Abbildung 24: Schematische Darstellung der Intravitalmikroskopie.
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Basierend auf der Technik der Fluoreszenz, gekoppelt mit einem Fluoreszenz-
Auflichtmikroskop, werden die Zellen und die zelluldren Bestandteile in und ex vivo dargestellt.
Fluoreszenz beschreibt dabei die spontane Emission von langwelligem Licht kurz nach der
Absorption eines Materials durch elektronische Uberginge.

Die Intensitdt der vom Objekt ausgestrahlten Emission wird von einer CCD-Kamera (engl.

Charged Coupled Device) aufgenommen und an ein Aufnahmegerit weitergegeben (s.
Abbildung 24).

4,7.1 Arterielles Thrombosemodell mit FeCls

Die Hauptursachen fiir die Entstehung einer arteriellen Thrombose ist neben der Verletzung des
GefiBendothels die atherosklerotische Verdnderung der Gefdfe. Der dabei entstehende
Thrombus kann im betroffenen Organ zu Durchblutungsstrungen und damit zu einem
Sauerstoffmangel fithren. Besonders geféhrlich fiir den Menschen sind dabei Verschliisse der
Herzkranzgefille, der Gehirnarterien, sowie der Beinschlagadern.

Zur Untersuchung der arteriellen Thrombose eignen sich arterielle Thrombosemodelle, die
durch chemische, mechanische oder elektrische Einfliisse eine Endothelverletzung oder eine
Aktivierung des Endothels bewirken.

Das hierbei verwendete FeCl3-Modell, ist ein an Mausen modifiziertes Modell'*>, dass schnell
einen okklusiven Thrombus an der 4. carotis communis durch chemische Verletzung der
Basalmembran des Endothels und der Eryothrozytenmembran durch ein mit FeCl; getridnktes
Filterpapier bildet. Dabei konnen das Endothel und die Eryothrozyten aktivierte Thrombozyten
binden und die Thrombusbildung wird eingeleitet'*®. Es eignet sich gut zur Ermittlung der
GefédBverschlusszeit (engl. Occlusion time), d.h. die Zeit die von Beginn der Applikation mit
dem FeCls-getrankten Filterpapier an die 4. carotis communis bis hin zum vollstindigen
Verschluss durch einen Thrombus verstreicht. Ebenso kann mit diesem Modell die Zeit bis zur
vollstindigen Wiederherstellung des Flusses im Gefdl (engl. Recanalisation time) gemessen
werden.

Die Durchfithrung des arteriellen Thrombosemodells geschah durch Frau Dr. vet. Alexandra
Grill von der AG Reinhardt, Centrum fiir Thrombose und Hiamostase nach ihrem etablierten
Protokoll'¥’. Es handelt sich hierbei um einen vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz
genehmigten Tierversuch nach § 8 Abs. 1 mit dem Aktenzeichen 23 177-07/G18-1-053. Alle

bei diesem Versuch verwendeten Mause waren méannlich und zwischen 11-13 Wochen alt.
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4.8 Statistik

Fiir die Erstellung der im Ergebnisteil aufgefiihrten Grafiken wurden die Programme Graph Pad
Prism 5; Quantity One sowie ZEN2011 verwendet. Die statistische Auswertung der Daten
wurde mit dem Programm Graph Pad Prism 5 durchgefiihrt. Dabei wurde, sofern nicht im
Versuch explizit beschrieben, fiir den Vergleich zweier Gruppen der zweiseitige T-test (bei
angenommener Normalverteilung mit einer Schiefe<l) angewendet. Fiir den Vergleich von
mehr als zwei Gruppen wurde der /-way ANOVA mit Bonferroni’s multiple comparison test
benutzt.

Der jeweilige durchgefiihrte Statistiktest wird in den Abbildungslegenden aufgefiihrt. Die
Ergebnisse werden mit +/- SEM dargestellt und ein p<0,05 als statistisch signifikant

angenomimen.
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5 Ergebnisse

Die Aktivierung von Thrombozyten und deren Adhdsion an das endotheliale Gefa3 sind
Schliisselereignisse in der Himostase und stellen vielversprechende Angriffspunkte der anti-
thrombotischen Therapie dar. Mallgeblich daran beteiligt ist die unkontrollierte zellulére
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), was zu oxidativem Stress und einem
entziindlichen Milieu fiihrt.

Auf Grund dessen wurden in dieser Arbeit jene kritischen Faktoren bearbeitet, welche einen
wesentlichen Beitrag zur Kontrolle dieser Redox-Prozesse in Thrombozyten beitragen. Es
handelt sich dabei zum einen um das anti-oxidative Enzym Paraoxonase-2 (PON2), zu dessen
Rolle in Thrombozyten lediglich der Einfluss auf die Thrombozyten-basierte
Thrombingenerierung bekannt war und zum anderen um das pro-oxidative Enzym NADPH

Oxidase-2 (NOX2), zudem es nur wenige und widerspriichliche Studien gab.

5.1 Lokalisation und Expression der PON2 in murinen Thrombozyten

5.1.1 Verifizierung der Proteinexpression

Studien verschiedener Forschergruppen haben gezeigt, dass PON2 ubiquitir in Geweben und
Zelltypen exprimiert wird®?. Im Vorfeld der Analysen von Thrombozyten sollte daher zunéchst
die thrombozytdre Proteinexpression von PON2 fiir alle drei vorhandenen Mausmodelle
verifiziert werden. Dazu wurden die Thrombozyten von den Mausknockoutmodellen, PON2
und NOX2”~ und deren WT-Kontrolle unabhingig voneinander lysiert, die Proteine auf einem
SDS-Gel aufgetrennt und mittels eines Elektro-Blots auf eine Membran aufgetragen, die mit
verschiedenen Antikorpern fiir die Detektion von PON2, dem Thrombozytenmarker
Glykoprotein Iba (GPIba), sowie der Ladekontrolle GAPDH beladen wurde.

Die Ergebnisse (Abbildung 25) zeigten in murinen Wildtyp (WT)-Thrombozytenlysaten eine
deutliche PON2-Expression sowie eine sehr schwache Expression des PON2 Proteins in
Thrombozytenlysaten von PON2”-Miusen. Diese schwache Expression entstammt durch den
unvollstindigen Knockout des Proteins in den Méusen, der durch Analyse der mRNA von
PON2”-M#usen bereits in anderen Gewebetypen mit unterschiedlicher Expression
nachgewiesen werden konnte?”. Dies entsprach den Ergebnissen aus einer vorherigen Arbeit
der Arbeitsgruppe®”!*8. Thrombozyten von NOX2”-Miusen wiesen ebenfalls eine sowohl
qualitative (Abbildung 25-A) als auch quantitative Verringerung der PON2-Expression
(Abbildung 25-B) auf, was auf eine Regulation der PON2 und damit auf Regulierungsprozesse
der PON2-Genexpression in Abhingigkeit der Expression von NOX2 hindeutet.
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Abbildung 25: Das PON2-Protein ist in murinen Thrombozyten detektierbar. Aus murinen Vollblut isolierte
Thrombozyten wurden lysiert und mittels eines Western Blots analysiert. (A) Reprasentatives Bild der qualitativen
PON2-Expression in murinen Thrombozytenlysaten aus WT, PON2”- und NOX2”-Miusen. GPIba dient als
Thrombozytenmarker und GAPDH als Ladekontrolle. Die anhand eines ProteingroBenstandards bestimmte
Molekiilmasse (kDa) ist flir die entsprechende Auftrennungshdhe angegeben. (B) Quantitative Proteinexpression
von PON2 in murinen Thrombozytenlysaten aus WT-, PON2"-und NOX2""-Méusen (n=3). Balkendiagramm mit
Mittelwert £SEM. *** p<(0,001; 1-way ANOVA mit Bonferroni-posttest.

5.1.2 PON?2 ist intrazellulir in den Mitochondrien, im ER, in den Vesikeln und in den

o-Granula von murinen Thrombozyten lokalisiert

Vorrangegangene Arbeiten zeigten eine Lokalisation der PON2 im endoplasmatischen
Retikulum (ER) und Mitochondrien in anderen erforschten Zelltypen, wie z.B. Endothelzellen.
Eine Verkniipfung der Funktion mit der Lokalisation ergab, dass PON2 in Mitochondrien an
den Komplexen I und III der Atmungskette die Bildung der ROS abschwicht!#!3¥,

5.1.2.1 PON?2 ist intrazelluldr in murinen Thrombozyten lokalisiert

Die Lokalisation der PON2 in Thrombozyten erfolgte zunédchst durch das konfokale Laser-
Scanning Mikroskop (LSM) zur Bestimmung der intrazelluliren oder extrazelluldren
Lokalisation in Thrombozyten. Dazu wurden aus murinen Thrombozyten in zwei unabhéngigen
Gruppen mit PON2"-Miusen und deren WT-Kontrolle Versuche durchgefiihrt, in denen die
Thrombozyten permeabilisiert bzw. nicht permeabilisiert wurden. Als Kontrolle des
Antikorpers in dem im Versuch nur der sekundire Antikorper zugesetzt wurde, diente eine dritte
Gruppe, in der nur der WT Mausstamm getestet wurde.

Die Resultate (Abbildung 26) erfiillten die bereits durch publizierte Forschungsarbeiten
gestellten Erwartungen, dass die PON2 ausschlieBlich intrazelluldr in ruhenden Thrombozyten
lokalisiert ist. Zusétzlich war zu erkennen, dass PON2 intrazellulédr in Clustern vorliegt. Dies

bedeutet, dass PON2 sich in einzelnen Regionen der Thrombozyten befindet.
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Abbildung 26: Intrazelluliire Lokalisation der PON2 in permeabilisierten murinen Thrombozyten.
Reprisentative Bilder von murinen, fixierten und permeabilisierten Thrombozyten aus WT- und PON2"--Miusen,
angefarbt mit dem priméren Antikdrper rat anti-mouse CD41-FITC (griin) und dem priméren Antikorper rabbit
anti-mouse PON2, der mit dem sekundéren Antikdrper goat anti-rabbit-Cy3 (rot) gekoppelt ist (Aufgenommen
mit einem LSM und 63x-Objektiv. Linke Spalte: Bilder der Emission von FITC bei 519 nm (griin). Mittlere
Spalte: Bilder der Emission von Cy3 bei 593 nm (rot). Rechte Spalte: Kombination (MERGE) der Bilder aus
linker und mittlerer Spalte.

Bei den Versuchen, zum einen fiir die extrazelluldre Lokalisation (Abbildung 27-A) als auch
bei der Spezifititskontrolle des rabbit anti-mouse PON2 Antikorpers (Abbildung 27-B) konnte
kein Signal erfasst werden. Ebenso lie} sich kein Signal in den als Kontrolle untersuchten
PON2"--Thrombozyten messen. Diese Ergebnisse beweisen, dass PON2 in den Thrombozyten

intrazellulédr vorhanden ist.
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Abbildung 27: Kontrollgruppen zeigen kein PON2-Signal bei murinen Thrombozyten. Reprisentative Bilder
von murinen, fixierten Thrombozyten aus WT- und PON2”-M#usen angeférbt mit dem priméren Antikorper rat
anti-mouse CD41-FITC und (A) dem priméren Antikorper rabbit anti-mouse PON2, der mit dem sekundéren
Antikdrper goat anti-rabbit-Cy3 gekoppelt ist oder (B) permeabilisiert und mit dem sekundiren Antikdrper goat
anti-rabbit-Cy3 angefirbt sind. Aufgenommen mit einem LSM 63x Objektiv. Linke Spalte: Bilder der Emission
von FITC bei 519 nm (griin). Mittlere Spalte: Bilder der Emission von Cy3 bei 593 nm (rot). Rechte Spalte:
Kombination (MERGE) der Bilder aus linker und mittlerer Spalte.

5.1.2.2 PON?22 ist in den Mitochondrien, im ER, in den Vesikeln und in den a-Granula
von murinen Thrombozyten lokalisiert

Die Untersuchungen zur Strukturaufklirung von Thrombozyten unterschiedlichen Genotyps
sowie die Lokalisation der PON2 in spezifischen Regionen erfolgte mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie durch Frau Birgit Fehrenbacher am Universitédtsklinikum Tiibingen
nach ithrem Protokoll aus gewaschenen und fixierten Thrombozyten. Zusitzlich wurde der
primdre goat anti-rabbit PON2 Antikorper bei der Lokalisation der PON2 in einer
unabhéngigen Versuchsgruppe kontrolliert und aus den erstellten Bildern die 6-Granula fiir

einen Vergleich zwischen WT- und PON2”"-Thrombozyten ausgezihlt (s. Abschnitt 5.2.3).
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Abbildung 28: Intrazellulire Lokalisation von PON2 in spezifischen Regionen. Représentative Bilder von (A)
einem EM-Ultradiinnschnitt eines WT-Thrombozyten und (B) einer positiven EM-Immunogoldmarkierung mit
rabbit anti-mouse PON2 in den nummerierten Abschnitten. Dabei steht 1 fiir die Mitochondrien, 2 fiir das
Endoplasmatische Retikulum, 3 fiir die a-Granula und 4 fiir die Vesikel.

Mit Hilfe einer Immunogoldmarkierung (Abbildung 28-B) konnte gezeigt werden, dass PON2
intrazellular in Mitochondrien, ER sowie in Vesikeln und o-Granula lokalisiert ist. Dies
bestitigt vorrangegangene, publizierte Studien, welche die PON2 in anderen Zelltypen ebenso
in den Mitochondrien und dem ER lokalisiert haben!*!4,

Die Kontrollgruppe mit PON27-Thrombozyten (Abbildung 29) zeigte die erwartete negative
Immunogoldmarkierung mit dem priméren Antikorper rabbit anti-mouse PON2 und beweist

somit die spezifische Bindung des Antikorpers an PON2.
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Abbildung 29: PON2”-Thrombozyten zeigen kein PON2-Signal. Reprisentative Bilder von (A) einem
Ultradiinnschnitt eines PON2"-Thrombozyten (aufgenommen mit einem Elektronenmikroskop). (B) Negative
Immunogoldmarkierung mit rabbit anti-mouse PON2 in den mit Zahlen markierten Abschnitten. Dabei steht 1 fiir

die Mitochondrien, 2 fiir das Endoplasmatische Retikulum, 3 fiir die a-Granula und 4 fiir die Vesikel.

5.2 Phiinotypisierung von PON2- und NOX2-defizienten Miiusen

5.2.1 PON2” - Thrombozyten zeigen ein erhohtes Zellvolumen und eine verringerte

Konzentration im Vollblut.

Die in der Arbeitsgruppe vorrangegangen Arbeiten konnten zeigen, dass sich die Ausschaltung
des PON2-Genes in Miusen in einem verinderten Blutbild duBert'*°. Dagegen wurden in
vorherigen Publikationen von keiner Verdnderung des Blutbildes in NOX2-inaktivierten

MéAusen berichtet!,

Daher wurden im Hinblick auf die Untersuchungen in dieser
Promotionsarbeit die Konzentration der Thrombozyten (PTL counf) und das mittlere
Thrombozytenvolumen (MPV) ausgewertet. Diese Faktoren konnen bei Abweichung von der
Normalitit Auswirkungen auf die Hidmostase haben. Ein erhohter Wert des MPV wurde mit
einer gesteigerten Aktivitit der Thrombozyten in Zusammenhang gebracht'*!, damit
einhergehend aber auch einem erhohten Risiko flir Herz-Kreislauferkrankungen und

Thrombosen'#?.
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Die Entnahme des Vollblutes erfolgte durch Punktion des retrobulbédren Venenplexus der Mause

und Antikoagulation mittels EDTA. Im Anschluss erfolgte sofort die Analyse am Sysmex XP

Haematology Analyzer.
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Abbildung 30: PON2"-Thrombozyten zeigen eine erhohtes MPV und eine erniedrigte Konzentration an
Thrombozyten im Vollblut. Durch hiimatologische Untersuchung des Vollblutes von WT-, PON2"- und NOX2-
/-~ Miusen wurde (A) das mittlere Thrombozytenvolumen (engl. mean platelet volume, MPV) und (B) die Anzahl
der Thrombozyten pro ul (engl. platelet count, PTL) bestimmt (n= 41-90). Linke Spalte WT vs. PON2", rechte
Spalte WT vs. NOX2”". Scatterplot mit Mittelwert £SEM. *** p<0,001; ns. Nicht signifikant; zweiseitiger T-test.

Die Auswertung zeigte, dass die Defizienz von PON2, nicht aber die Defizienz von NOX2 zu
einem signifikant erhohten MPV (Abbildung 30-A) sowie einer erniedrigten Anzahl an
Thrombozyten (Abbildung 30-B) gegeniiber dem WT fiihrt.

Erginzend zu den drei verwendeten Mausmodellen, PON2”-, NOX2"~ und deren WT-Kontrolle
wurde hier zusitzlich das Blutbild von einer PON27"-Linie analysiert, dessen Jungtiere bereits
durch die Muttermilch und danach dauerhaft mit dem Antioxidant N-Acetyl-Cystein (NAC) in
der Konzentration 10 mg/ml durch orale Aufnahme durch das Trinkwasser behandelt wurden.
Damit sollte eruiert werden, ob es sich bei den im Blutbild beobachteten Effekten um ,,direkte*
Effekte des Enzyms PON2 oder auf dessen anti-oxidativer Eigenschaft beruhende Effekte
handelt.
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Abbildung 31: PON2"-Miuse behandelt mit NAC zeigen im Vergleich zum unbehandelten PON2" ein
erniedrigtes MPYV. Durch himatologische Untersuchung des Vollblutes von WT-, PON2"--und PON2"*-Miusen
behandelt mit NAC wurde (A) das mittlere Thrombozytenvolumen (engl. mean platelet volume, MPV) und (B)
die Anzahl der Thrombozyten pro pl (engl. platelet count, PTL) bestimmt (n= 14-90). Scatterplot mit Mittelwert
+SEM. *** p<0,001; ** p< 0,01; ns. Nicht signifikant; 1way-ANOVA mit Bonferroni posttest

Die Blutbilder zeigten, dass die Behandlung der PON27"-M#use mit NAC keine Anderung in
der Anzahl der Thrombozyten (Abbildung 31-B) im Vergleich zu unbehandelten PON2"-
Miusen bewirkte. Auffallend ist, dass das MPV von PON2""-Miusen mit NAC gegeniiber den
unbehandelten PON27"Miusen signifikant erniedrigt war (Abbildung 31-A) und sich dem
MPV des WTs wieder anndherte. Dies deutet darauf hin, dass die anti-oxidative Eigenschaft der
PON2 einen Einfluss auf das MPV ausiibt, wihrend es bei der erniedrigten Anzahl an
Thrombozyten im Vergleich zur WT-Kontrollgruppe um direkte Effekte von PON2 handelt.
Diese Erkenntnisse fithrten zu Analysen des Levels der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in

Thrombozyten, dargestellt in dieser Arbeit in Abschnitt 5.3.1.

5.2.2 PON2-Defizienz bewirkt eine Verinderung der Oberflichen-Expression

verschiedener Rezeptor-Glykoproteine von murinen Thrombozyten

Fiir die normale Funktion der Thrombozyten, d.h. fiir die Mechanismen der Hamostase und
Thrombose sind membranstindigen Glykoproteine erforderlich. Diese Rezeptoren werden
gemil ihrer charakteristischen Molekiilstruktur in vier Gruppen unterteilt: Integrine,
leucinreiche Glykoproteine, Selektine und Rezeptoren vom Immunglobulintyp®°.

Zur Charakterisierung der verwendeten Mausmodelle (PON27" und NOX27") wurden die
Expressionen der 5 wichtigsten Rezeptoren bzw. Teile des Rezeptorkomplexes von murinen
Thrombozyten mittels Durchflussanalyse von Thrombozyten aus Pléttchen-reichem Plasma
(PRP) mit den entsprechenden spezifischen murinen Antikdrpern bestimmt und gegen die WT-

Kontrolle aufgetragen.
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Abbildung 32: Rezeptoranalyse von PON2"--Thrombozyten. Thrombozyten aus PRP wurden mit (A) rat anti-
mouse CD41-FITC fiir den Fibrinogenrezeptor, (B) rat anti-mouse GPIba-DyLight488 fiir die Untereinheit des
vWF-Rezeptorkomplexes GPIb/V/IX, (C) rat anti-mouse GPVI-FITC fiir einen Kollagen bevorzugten Rezeptor
(D) hamster anti-rat CD49b-FITC fiir den Kollagenrezeptor (CD49b/CD29) und (E) rat anti-mouse CD49f fiir
den Lamininrezeptor (CD49{/CD29) gefarbt (n= 6-13). Scatterplot mit Mittelwert +SEM. *** p<0,001; ** p<
0,01, zweiseitiger T-Test.

Die Auswertung der Rezeptoranalyse von PON2"-Miusen zeigte, dass der Mangel an PON2
bei allen untersuchten murinen Rezeptoren zu signifikanten Verdnderungen fiihrt. Als einziger
Rezeptor in dieser Analyse war die Oberflichenexpression von CD41 als Teil des
Fibrinogenrezeptors im Vergleich zum WT erniedrigt (Abbildung 32-A). Im Gegensatz dazu
wiesen alle anderen getesteten Rezeptoren (Abbildung 32-B-E) eine signifikante Erhéhung
ihrer Expression auf den Oberflichen von PON2”"-Thrombozyten im Vergleich zum WT auf.
Auffallend ist die grof3e Streuung der Werte fiir den Kollagenrezeptor CD49b/CD29 (Abbildung

32-D) von PON2”" -Thrombozyten im Vergleich zu allen anderen untersuchten Rezeptoren.
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Abbildung 33: Rezeptoranalyse von NOX2"-Thrombozyten. Thrombozyten aus PRP wurden mit (A) rat anti-
mouse CD41-FITC fiir den Fibrinogenrezeptor, (B) rat anti-mouse GPIba-DyLight488 fiir die Untereinheit des
vWF-Rezeptorkomplexes GPIb/V/IX, (C) rat anti-mouse GPVI-FITC fiir einen Kollagen bevorzugten Rezeptor
(D) hamster anti-rat CD49b-FITC fiir den Kollagenrezeptor (CD49b/CD29) und (E) rat anti-mouse CD49f fiir
den Lamininrezeptor (CD49{/CD29) gefirbt (n= 7-13). Scatterplot mit Mittelwert £SEM. * p< 0,05; ns. Nicht
signifikant, zweiseitiger T-Test.

Die Deaktivierung des NOX2-Genes fiihrte in der Rezeptoranalyse der wichtigsten Vertreter
der murinen Rezeptoren fiir Thrombozyten zu keinen signifikanten Ergebnissen. Obgleich bei
den Rezeptoren GPIba (Abbildung 33-B) und CD49b (Abbildung 33-D) in der
Oberflichenexpression eine einfache Signifikanz der Unterschiede von NOX2-Thrombozyten
im Vergleich zu den WT-Thrombozyten gefunden wurde, so sind diese Unterschiede so gering,

dass eine biologische Bedeutung fraglich ist.

5.2.3 PON2 beeinflusst die Anzahl an 6-Granula in murinen Thrombozyten

Die Degranulation ist ein wichtiger Schritt bei der Aktivierung von Thrombozyten. Er
beinhaltet die zytoplasmatische Exozytose gespeicherter Granula. Als Teil dieser
Speichergranula enthalten die 6-Granula mallgebliche aggregationsférdernde Faktoren wie
ADP oder ATP, aber auch Ca?"-Ionen als Cofaktor der plasmatischen Gerinnung®.

Die Auswertung der 8-Granula in fixierten und mit einem Transmissionselektronenmikroskop
untersuchten Thrombozyten, zeigte einen signifikanten Einfluss der PON2 auf das Verhiltnis
der Anzahl an 6-Granula pro Anzahl an Thrombozyten, dargestellt zusammen mit zwei

reprisentativen Bildern der Thrombozyten in der nachfolgenden Abbildung 34.
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Abbildung 34: Vergleich der Anzahl der 3-Granula pro Anzahl der Thrombozyten in WT und PON2"-
Miusen. (A) Auszdhlung der 6-Granula aus den entstandenen TEM-Bildern pro vorhandene Thrombozyten (n=
25-37). Balkendiagramm mit Mittelwert £SEM. *** p<0,001; zweiseitiger T-test. (B) Reprasentatives Bild von
einem Ultradiinnschnitt eines WT-Thrombozyten und (C) Reprasentatives Bild von einem Ultradiinnschnitt eines
PON2"--Thrombozyten. Rote Pfeile weisen auf die §-Granula hin.

Zur Analyse der 3-Granula aus den Thrombozyten der verwendeten Mausmodelle PON2”" und
NOX2”" mit dem entsprechendem WT, wurden diese mit Mepacrine, einem Acridin-Derivat
beladen, welches an ADP und ATP in den 4-Granula bindet und durchflusszytometrisch im

Ruhezustand gemessen.
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Abbildung 35: Die Beladung mit Mepacrine in den 6-Granula wird von PON2 und NOX2 beeinflusst.
Thrombozyten aus PRP von (A) PON2"- und (B) NOX2"-Miusen wurden mit Mepacrin beladen (n= 4-14).
Balkendiagramm mit Mittelwert +SEM. *** p<0,001; zweiseitiger T-test.
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Die Ergebnisse zeigten fiir die Mausmodelle PON27- und NOX2™, dass die Beladung mit
Mepacrine im Ruhezustand der Thrombozyten signifikant erhoht war (Abbildung 35). Dies
steht fiir PON27"-Thrombozyten im Zusammenhang mit einem erhdhten MPV (Abschnitt 5.2.1)
bzw. mit der signifikant zu WT-Thrombozyten erhohten Anzahl an d-Granula (Abbildung 34)
und damit einer generellen erhohten Aufnahmekapazitit. Die Differenz in der Beladung mit
Mepacrine fillt bei den NOX2”-Thrombozyten zum WT gering aus und eine biologische

Bedeutung des in den Experimenten beobachteteten signifikanten Unterschiedes ist fraglich.

5.3 Redox Kontrolle muriner Thrombozyten durch PON2 und NOX2

5.3.1 PON2 und NOX2 beeinflussen antagonistisch den oxidativen Stress in murinen

Thrombozyten

Wie bereits im vorherigen Abschnitt (5.1.2) dieser Arbeit angesprochen, haben Studien gezeigt,
dass PON2 im ER und den Mitochondrien lokalisiert ist und dort die Produktion der ROS
abschwicht'*!4. Dies bedeutet, dass in PON2-defizienten Méusen im Umbkehrschluss eine
gesteigerte Produktion von ROS vorherrschen sollte, was bereits fiir Endothelzellen'*, sowie
tendenziell fiir himatopoetische Stammzellen'*® nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz
zu PON2, zu dem erste initiale Experimente durchgefiihrt wurden!3® gibt es fiir NOX2 bereits
den Nachweis durch eine publizierte Studie, dass eine Inhibierung der ROS-produzierenden
NOX2 zu einer Verringerung der ROS in murinen Thrombozyten fiihrt'4,

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die endogene ROS Produktion in Thrombozyten von WT sowie
PON2”"- und NOX2"-Méusen basal und nach Aktivierung der Thrombozyten analysiert und
verglichen. Dabei wurden zwei sensitive, unterschiedliche Methoden zur ROS-Bestimmung
angewendet. Zum einen wurde das PRP mit dem ROS-Indikator CM-H>DCFDA, zum anderen
mit dem ROS-Indikator DHR123 angefirbt und durchflusszytometrisch untersucht. Im
Gegensatz zum weniger sensitiven CM-H2DCFDA wird DHR123 hauptsédchlich von H202
oxidiert'**, Somit lisst sich verifizieren, ob und welche Rolle beide Enzyme auf die Produktion
von H20: in Thrombozyten nehmen. Dabei klassifizieren publizierte Daten zu NOX2 dieses

Enzym bereits als Superoxid-Produzenten und nicht als H>O,-Produzenten'%14,
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5.3.1.1 Der Gehalt aller ROS in Thrombozyten steht in inverser Abhiingigkeit zu PON2
und NOX2

Die Ergebnisse zur Kontrolle der Stimulation zeigten (Abbildung 36), dass es zu einer
tendenziellen, sowie signifikanten Erhohung der ROS-Produktion unabhéngig der eingesetzten
Agonisten Thrombin, Convulxin sowie dem Ca?*-Ionophor A23187 (Calcimycin) gekommen

ist, die durch die durchflusszytometrische Erfassung des Indikators CM-H,DCFDA gemessen

wurde.
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Abbildung 36: Stimulation der WT-Thrombozyten fithrt zu einer vermehrten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS). Aus dem PRP gewonnene Thrombozyten von WT-Méusen wurden mit CM-H,DCFDA
beladen und die ROS basal sowie nach Zugabe von Thrombozyten-Agonisten durchflusszytometrisch bestimmt
(n=15-33). Scatterplot mit Mittelwert £SEM. *** p<(0,001; * p<0,05, zweiseitiger T-Test.

Im Vergleich zu den WT-Kontrollen ergaben sich bei der Untersuchung mit CM-H.DCFDA
sowohl fiir PON2”-Thrombozyten, als auch fiir NOX2”-Thrombozyten signifikante
Unterschiede bei Thrombozyten im Ruhezustand als auch nach ihrer Aktivierung. Eine PON2-
Defizienz fiihrte dabei immer zu einem erhéhten ROS-Level gegeniiber der WT-Kontrolle
(Abbildung 37-A). Es zeigte sich ebenso, dass es nach der Aktivierung der Thrombozyten mit
den Thrombozyten-Agonisten Convulxin oder Thrombin zu einer gesteigerten Produktion der
ROS durch eine PON2-Defizienz kommt und der ROS-Gehalt in den Thrombozyten im
Vergleich zum WT nach der Inkubation mit dem entsprechenden Agonisten vermehrt ansteigt.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Thrombozytenuntersuchungen der PON27"-Miuse
zeigten NOX27-Miuse (Abbildung 37-B) konstant eine verringerte ROS-Produktion im
Vergleich zum WT. Vergleichbar ist auch, dass die Aktivierung der Thrombozyten durch
Thrombin bzw. Convulxin zu einem verringerten Anstieg des ROS-Gehaltes in NOX27-
Maiusen im Vergleich zum WT fiihrte. Zusammenfassend spielen somit sowohl NOX2 als auch
PON?2 eine Rolle bei der Produktion der ROS wiéhrend der Aktivierung der Thrombozyten mit
unterschiedlichen Agonisten.

Eine Ausnahme in den Ergebnissen ist die Aktivierung der Thrombozyten mit dem Ca?'-
TIonophor A23187. Bei dieser kommt es sowohl mit den Thrombozyten aus PON2""- als auch

aus NOX2""-Musen zu keinem signifikanten Unterschied im Vergleich zum WT.

101



Ergebnisse

>

ROS - basal ROS - Thrombin (0,075 U/iml) ROS - Convulxin (60 ng/ml) ROS - A23187 (5uM)
Hkk ns

]
¥ N
¥ N

*kek

-
o

ROS-positive PLTs
[% von allen detektierten PTL]
3
ROS-positive PLTs
[% von allen detektierten PTL]
3 o
ROS-positive PLTs
[% von allen detektierten PTL]
3 o
ROS-positive PLTs
[% von allen detektierten PTL]
) -3
o) e
.

.
Y “Sefagl ~HT .
& & <& & & & < &
& &
& &€ & <
B - ROS - basal _. ROS - Thrombin (0,075 Uml) . ROS - Convulxin (60 ng/ml) - ROS - A23187 (5uM)
b = =
ge £e £e £
=
a8, : a2, o, o2, ] " - .
2% .®e 2% 2% — 2% & e
23 sesd £3 é_L R *e §§ LI
g%T . - . - et 4
Fio o g Fi = TR ==
g% e EEETE : == 3z . 8=, .
@ c . [1] xS & c x5 .
e . P S u s [ g
= T = T T = T T 8 ,\' N
= & . [ . " [ N o & &
g < 4 < 5+ i
* L © &

Abbildung 37: PON2"-Thrombozyten zeigen einen erhéhten, NOX2"-Thrombozyten einen erniedrigten
Level reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Aus dem PRP gewonnene Thrombozyten von (A) PON2"-Miusen
und (B) NOX2"-Miusen wurden mit CM-H,DCFDA beladen und die ROS basal sowie nach Zugabe von
Thrombozyten-Agonisten durchflusszytometrisch bestimmt und mit dem WT als Kontrolle verglichen (n= 5-32).
Scatterplot mit Mittelwert £SEM. *** p<0,001; ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.

5.3.1.2 PON2 inhibiert die Produktion von H20: in murinen Thrombozyten

Ebenso wie in Abschnitt 5.3.1.1 zeigten die Ergebnisse zur Kontrolle der Stimulation,
dargestellt in der nachfolgenden Abbildung, dass die Zugabe der Agonisten Thrombin und
Convulxin zu den WT-Thrombozyten eine signifikante Erhdhung der ROS-Produktion,

hauptsachlich der H,O»-Produktion, auslosen, die durchflusszytometrisch erfasst wurde.
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Abbildung 38: Die Stimulation der WT-Thrombozyten fiihrt zu einer erhohten Produktion an H202. Aus
dem PRP gewonnene Thrombozyten von WT-Méausen wurden mit DHR 123 beladen und die ROS basal sowie nach
Zugabe von Thrombozyten-Agonisten durchflusszytometrisch bestimmt (n= 7). Scatterplot mit Mittelwert £SEM.
** p<0,01; * p<0,05, zweiseitiger T-Test.
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Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Bestimmung mit DHR123 mit PON2”"- und
NOX2”-Thrombozyten bestitigen die Resultate des nicht sensitiven ROS-Indikator CM-
H>DCFDA. Es ergaben sich im Vergleich zu den WT-Kontrollen gleichsam signifikante
Anderungen im Ruhezustand der Thrombozyten sowohl fiir die PON2”-(Abbildung 39-A), als
auch fiir die NOX2"-M#use (Abbildung 39-B), die eine Erhéhung bzw. eine Erniedrigung des
ROS-Gehaltes, hauptsichlich des H»O»-Gehaltes in den Thrombozyten aufwiesen. Die
PON2""-Thrombozyten zeigten zudem nur nach Aktivierung mit Thrombin signifikante
Veranderungen, wéhrend die Aktivierung mit Convulxin bedingt durch die Streuung der
Ergebnisse nicht statistisch signifikant war bzw. der Anstieg des ROS-Gehalt nach der
Aktivierung im Vergleich zum WT stark verringert gewesen ist. Im Gegensatz zu PON2 hatte
NOX2 keine Signifikanz im Vergleich zu den WT Kontrollen nach der Aktivierung der
Thrombozyten, da ein im Vergleich zum WT erhohter Anstieg des ROS-Gehaltes nach der
Aktivierung mit Thrombin bzw. Convulxin zu beobachten war. Da das Ergebnis im
Ruhezustand der NOX2""-Thrombozyten aber bereits nur eine geringe, statistische Differenz
zu den WT-Thrombozyten als Kontrolle aufwies, ist eine biologische Relevanz fraglich.
Zusammenfassend zeigten nur die PON2”"-Thrombozyten eine biologische Signifikanz, was
darauf hindeutet, dass die PON2 die Produktion von H2O2 in Thrombozyten inhibiert und
NOX2 nicht an dieser beteiligt ist.
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Abbildung 39: PON2"-Thrombozyten zeigen ein erhohtes Level an H2O0z an. Aus dem PRP gewonnene
Thrombozyten von (A) PON2”-Miusen und (B) NOX2”-M#usen wurden mit DHR123 beladen und die ROS
basal sowie nach Zugabe von Thrombozyten-Agonisten durchflusszytometrisch bestimmt und gegen den WT als
Kontrolle verglichen (n= 5-11). Scatterplot mit Mittelwert +SEM. *** p<0,001; **p<0,01; ns. Nicht signifikant,
zweiseitiger T-Test.
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5.3.1.3 Die Gabe eines Antioxidans senkt den thrombozytiren Gehalt an ROS

Da die anti-oxidativen Eigenschaften der PON2 Auswirkungen auf das MPV im Blutbild von
PON2”- sowie mit NAC behandelten PON27"-Miusen hatte (Abschnitt 5.2.1), wurde
zusitzlich bei der Farbung mit dem allgemeinen ROS-Indikator CM-H>DCFDA der mit NAC
behandelten PON2”"-Mauslinie untersucht, ob die orale Zugabe des Antioxidans NAC Einfluss

auf das thrombozytidre ROS-Level nimmt.
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Abbildung 40: Das Antioxidans N-Acetyl-Cystein (NAC) nimmt Einfluss auf das thrombozytire ROS-Level.
Vergleich der aus dem PRP gewonnenen Thrombozyten von WT-, PON2"- und mit NAC behandelten PON2"--
Mausen. Die Thrombozyten wurden mit CM-H,DCFDA beladen und die ROS (A) ohne Stimulation, (B) nach
Stimulation mit Thrombin und (C) nach Stimulation mit Convulxin gemessen (n= 5-32). Scatterplot mit Mittelwert
+SEM. *** p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; ns. Nicht signifikant, 1way-ANOVA mit Bonferroni’s Posttest.

Die Ergebnisse zeigten, dass es unabhidngig vom Zustand der Thrombozyten, ob im
Ruhezustand (Abbildung 40-A), oder auch nach Aktivierung mit einem Thrombozyten-
Agonisten (Abbildung 40-B+C) zu einer tendenziellen Abnahme des ROS-Gehaltes in den mit
NAC behandelten PON27-Thrombozyten im Vergleich zu den unbehandelten PON2”--
Thrombozyten kommt, was zu einer gleichzeitigen Annéherung an den ROS-Gehalt der WT-
Kontrollgruppe gefiihrt hat. Dies wird als Bestétigung fiir den Einfluss des Antioxidant NAC
auf das thrombozytire ROS-Level gewertet.

5.3.2 PON2- und NOX2-defiziente Miuse weisen keine Schidigung der

Mitochondrialen Membran in Thrombozyten auf

Mitochondrien spielen eine Schliisselrolle in dem Energiemetabolismus der Zelle!S. In ihrem
Kompartiment befinden sich fiinf Komplexe der oxidativen Phosphorylierung, die fiir die
Produktion von Adenosintriphosphat (ATP) zusténdig sind. Die Bildung von {iberschiissigen
ROS fiihrt zu einer verdnderten Membranpermeabilitdt durch Lipidperoxidation, die ein
Freisetzen von Proteinen aus dem Intermembranraum und in Konsequenz ein Absterben der

Zelle zur Folge haben.
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Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, ob eine Defizienz eines anti-oxidativen Enzyms bzw.
eines pro-oxidativen Enzyms eine Auswirkung auf die Mitochondrien der Thrombozyten
besitzen. Dazu wurde durch den MitoTracker™ Orange CM-H>TMRos die Mitochondrien-
Anzahl von Thrombozyten aus PON2”"- sowie NOX2""-Miusen aus PRP im Ruhezustand

durchflusszytometrisch bestimmt und mit dem WT als Kontrolle verglichen.
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Abbildung 41: PON2 und NOX2 beeinflussen das Mitochondrien-Anzahl in murinen Thrombozyten.
Thrombozyten aus PRP von (A) PON2”-Miusen und (B) NOX2”-Miusen mit den jeweiligen WT-
Kontrollgruppen wurden mit dem Mito Tracker Orange CM-H,TMRos angeférbt und durchflusszytometrisch
untersucht (n=4-11). Scatterplot mit Mittelwert £SEM. *** p< 0,001; * p<0,05, zweiseitiger T-Test.

Abbildung 41 zeigt, dass eine Defizienz von PON2 zu einer signifikant hoheren Anzahl an
Mitochondrien in Thrombozyten, wahrscheinlich bedingt durch ein hoheres MPV der PON2"-
Thrombozyten, eine Defizienz von NOX2 zu einer signifikant erniedrigten Anzahl an
Mitochondrien in Thrombozyten fiihrt.

Ebenfalls wurde mit Hilfe des fluoreszierenden Antikdrpers JC-1 das mitochondriale
Membranpotenzial der Thrombozyten aus PRP von PON27"- sowie von NOX2”-M#usen im
Ruhezustand und nach Zugabe eines Ca**-Ionophors gemessen und mit dem WT als Kontrolle
verglichen. Die Untersuchungen (Abbildung 42) zeigten keinen signifikanten Unterschied
unabhingig vom thrombozytiren Zustand im mitochondrialen Membranpotenzial der

Thrombozyten aus PON2”"- bzw. NOX2""-Miusen.
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Abbildung 42: Keine Verinderung des Membranpotenzials durch PON2- oder NOX2-Defizienz. Das
mitochondriale Membranpotenzial von Thrombozyten aus PRP von PON2”-Miusen und NOX2”-Méausen wurde
(A) im Ruhezustand und (B) nach Zugabe eines Ca>*-Ionophors durch den mitochondrialen Marker JC-1 mittels
FACS gemessen. Linke Spalte: WT- vs. PON2", rechte Spalte: WT- vs. NOX27 (n= 4-11). Scatterplot mit
Mittelwert £SEM. Ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.

Zusammenfassend zeigten Thrombozyten von PON27"- bzw. NOX27"-Miusen eine signifikant
verdanderte Mitochondrien-Anzahl, jedoch weisen diese Mitochondrien keine Schidigung ihres
Membranpotenzials auf. Dies wiirde messbar durch die vermehrte Entstehung von sog. J-
Monomeren und dem gleichzeitigen Abbau von sog. J-Aggregaten das Verhiltnis gegen 0

laufen lassen.
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5.4 Einfluss von PON2 und NOX2 auf den intrazellularen pH-Wert von
Thrombozyten

5.4.1 Der intrazellulire pH-Wert ist in PON2”- und NOX2"" -defizienten murinen

Thrombozyten unverindert

Publizierte Studien der Arbeitsgruppe belegen, dass PON2 das Lakton 30CI12 (N-(3-
Oxododecanoyl)-L-Homoserinlakton) enzymatisch hydrolysiert und damit eine saure
Verbindung generiert. Dies filhrt zum Endergebnis, dass PON2 Einfluss auf den
zytoplasmatischen bzw. mitochondrialen pH-Wert nimmt und diesen erniedrigt'4’.

Da der effektive Ablauf der Hdmostase, d.h. die Funktion der Thrombozyten vom pH-Wert

abhiingt!*®

, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob eine Defizienz von PON2 bzw. NOX2 den
intrazelluldren pH-Wert der murinen Thrombozyten beeinflusst.

Dazu wurde durchflusszytometrisch und mit Hilfe des fluoreszierenden pH-Wert Indikators
SNARF-4 der intrazellulire pH-Wert von Thrombozyten von PON27- sowie von NOX2"~-
Miusen aus PRP im Ruhezustand und nach Zugabe eines Ca?*-lonophors gemessen und mit

dem WT als Kontrolle verglichen.
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Abbildung 43: PON2- und NOX2-Defizienz verursachen keine Anderung des intrazelluliren pH-Wertes
von Thrombozyten. Thrombozyten aus PRP von PON2”- und NOX2”-M&usen wurden mit dem pH-Wert
Indikator SNARF-4 beladen und mittels FACS die pH-abhidngige Wellenldngenverschiebung der Emission im
sauren (580 nm) und basischen (660 nm) Milieu im (A) Ruhezustand und (B) Zustand nach Aktivierung mit einem
Kalzium-Ionophor bestimmt. Linke Spalte: WT vs. PON2", rechte Spalte: WT vs. NOX2"(n= 8-17). Scatterplot
mit Mittelwert +SEM. Ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.
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Die durchflusszytometrischen Analysen in Abbildung 43 ergaben keinen signifikanten
Unterschied, sowohl fiir PON2”- als auch fiir NOX2"-Thrombozyten. Das bedeutet, dass
sowohl PON2 als auch NOX2 basal und auch nach Aktivierung mit Ca?*-Ionophor der

Thrombozyten den intrazelluldren pH-Wert nicht beeinflussen.

5.5 Einfluss von PON2 und NOX2 auf die Thrombozytenfunktionen

5.5.1 Thrombozyten zeigen einen von PON2 und NOX2 abhéngigen pro-koagulanten

Status ex vivo

Es wurde bereits in publizierten Promotionsarbeiten®’:13%13

unserer Arbeitsgruppe sowie in den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit (Abschnitt 5.2.1) gezeigt, dass PON2 und NOX2 mit ihren
anti- bzw. pro-oxidativen Eigenschaften Einfluss auf die Produktion der in den Zellen
vorhandener ROS nehmen. Da ein erhohter Gehalt an ROS die pro-koagulatorische Aktivitat
der Thrombozyten steigert'®”, wurde in den folgenden Unterabschnitten die Bindung der
Thrombozyten an verschiedene Rezeptoren unter dem Einfluss der PON2 und der NOX2 im
Ruhezustand untersucht und die erhaltenen Ergebnisse analysiert.

Zusammengefasst zeigten die Resultate der nachfolgenden Abschnitte, dass beide Enzyme
Einfluss auf den pro-koagulanten Status der Thrombozyten ex vivo nehmen.

5.5.1.1 vWF bindet verstirkt an PON2"- Thrombozyten und vermindert an NOX2-"-
Thrombozyten ex vivo

Die primdre Funktion des multimeren Glykoproteins von-Willebrand-Faktor (vVWF) ist die
Bindung seiner spezifischen Domédnen an Faktoren, die an der Blutgerinnung beteiligt sind.
Speziell ist vWF involviert als Bindung zwischen den Thrombozyten und der endothelialen
GefdBwand (Thrombozytenadhdsion) sowie als Tragerprotein des Gerinnungstaktors FVIII, der
in der plasmatischen Gerinnung benétigt wird'*?. Zusitzlich bindet vVWF verstirkt an bereits
von Agonisten aktivierte Thrombozyten'>!.

138

Da erste initiale Versuche'”° einen Einfluss der PON2 auf die Thrombozyten zeigten und bereits

publizierte Daten fiir NOX27-Miuse vorhanden waren'*®’, sollte der Versuch fiir eine
detaillierte Aussage wiederholt und mit verschiedenen Konzentrationen an Botrocetin
ausgebaut und durchgefiihrt werden. Dazu wurden die Thrombozyten aus PRP mit
verschiedenen  Konzentrationen an  Botrocetin  behandelt und mittels FACS

durchflusszytometrisch analysiert.
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Abbildung 44: vWF bindet verstiirkt an PON2""-Thrombozyten unter basalen Bedingungen und nach
moderater Botrocetin-Behandlung. Aus PON2""- und WT-Miusen wurde PRP isoliert und die vWF-Bindung an
(A) unbehandelten und (B) an mit Botrocetin stimulierten Thrombozyten mittels eines fluoreszenz-gekoppelten
anti-vWF-Antikorpers durchflusszytometrisch gemessen (n= 4-20). Scatterplot mit Mittelwert 2SEM. *** p<
0,001; ** p<0,01; ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.

Die FACS-Analyse zeigte zusammenfassend eine deutlich verstirkte Bindung von vWF an
Thrombozyten von PON27-Miusen im Vergleich zu WT-Kontrollen. Unter basalen
Bedingungen (Abbildung 44-A) war die erhdhte Bindung am stirksten ausgeprégt, als es in mit
Botrocetin-aktivierten Thrombozyten zu beobachten war. Es zeigte sich dabei, dass die
Stimulation mit der niedrigeren Botrocetin-Konzentration einen deutlicheren signifikant,
erhohten Eftekt aufwies, als die hohere gesittigte Konzentration (Abbildung 44-B), bei der die
statistische Signifikanz nicht mehr vorhanden war und die Ergebnisse der PON2”-

Thrombozyten sich dem WT wieder anglichen.
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Abbildung 45: vWF bindet vermindert an NOX2”-Thrombozyten unter basalen Bedingungen. Aus NOX2"*- und
WT-Méusen wurde PRP isoliert und die vWF-Bindung an (A) unbehandelten und (B) an mit Botrocetin
stimulierten Thrombozyten mittels eines fluoreszenz-gekoppelten anti-vWF-Antikérpers durchflusszytometrisch
gemessen (n=3-20). Scatterplot mit Mittelwert £SEM. * p<0,05; ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.

Im Gegensatz zu den Resultaten der PON2”"-Thrombozyten zeigte die FACS-Analyse fiir die
NOX2"-Thrombozyten eine statisch signifikant verminderte vVWF-Bindung im Ruhezustand
im Vergleich zu WT-Thrombozyten (Abbildung 45-A), wohingegen nach der Stimulation mit
Botrocetin die Thrombozyten der NOX2”"-Miuse keinen Unterschied zu ihrer WT-Kontrolle
aufwiesen (Abbildung 45-B).

5.5.1.2 PON2’ Miuse zeigen eine verstirkte, NOX2’- Miuse eine verringerte
Exposition von anionischen Phospholipiden auf der Thrombozytenoberfliche ex
vivo
Die Funktion der durch Agonist-induzierten Exposition der anionischen Phospholipide auf der
Thrombozytenoberfliche, insbesondere des Phosphatidylserin (PS) ist die Katalyse der
enzymatischen Gerinnungskaskade. Sie ermoglichen die Bindung von Gerinnungsfaktoren mit
Gla-Domine auf der Thrombozytenoberfliche. Dies fiihrt zu einer gesteigerten
Thrombinbildung auf der Thrombozytenoberfliche und damit zur Aktivierung weiterer
Thrombozyten in der Umgebung sowie zur Verstarkung des bereits aktivierten Thrombozyten
durch den starken Thrombozytenagonisten Thrombin iiber die Reaktion mit den auf der

Thrombozytenoberfliche befindlichen PAR (engl. Protease-Activated-Rezeptor).

110



Ergebnisse

Infolge dessen erhoht sich der Anteil des auf der Oberfliche exponierten PS um ein Vielfaches
und hat eine deutliche Steigerung der gerinnungsaktivierenden Funktion der Thrombozyten zur
Folge®!52,

Initiale Versuche der Arbeitsgruppe haben bereits gezeigt, dass PON2”-Thrombozyten
vermehrt PS auf ihrer Zelloberfliche im Ruhezustand tragen'3®. Dies fiihrte zum Ausbau der
Untersuchungen der PS-Expression auf Thrombozyten von PON2""- und NOX2""-Miusen und
deren WT-Kontrolle unter basalen Bedingungen und nach Aktivierung mit einem
Thrombozyten-Agonisten in Abhiingigkeit von Ca**. Dazu wurde PRP entweder mit dem Ca**-
abhingigen Annexin V oder dem Ca?"-unabhingigen Lactadherin gefirbt. Beide eingesetzten
Proteine waren mit einem Fluorophor gekoppelt, um die gefiarbten Thrombozyten im Anschluss

durchflusszytometrisch erfassen zu konnen.
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Abbildung 46: PON2"-Thrombozyten zeigen im basalen Zustand und nach Stimulierung mit Convulxin
abhiingig von Ca?" eine erhéhte Exposition von anionischen Phospholipiden. Thrombozyten aus Plittchen-
reichem-Plasma (PRP) von PON27- und WT-Méiusen blieben unbehandelt oder wurden mit Convulxin oder
A23187 stimuliert. Die Auswertung erfolgte mittels FACS durch Fiarbung mit (A) dem kalziumabhingigen
Annexin-V und Zugabe von 10 mM Ca?" oder (B) dem kalziumunabhéngigen Lactadherin (n= 8-17). Scatterplot
mit Mittelwert £SEM. *** p<0,001; ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.

Die Auswertung beider Experimente zeigte, dass die Thrombozyten der PON2""-Miuse ex vivo
unabhingig von Kalzium einen signifikant erhohten Anteil an anionischen Phospholipiden auf
der Oberfliche bilden im Vergleich zu WT-Miusen. In Antwort auf die Zugabe des
Thrombozyten-Agonisten Convulxin war die Exposition an Phospholipiden auf der Oberflidche
von PON2""-Thrombozyten beim kalziumabhingigen Annexin-V nicht signifikant im Vergleich
zu den WT-Thrombozyten (Abbildung 46-A).
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Im Gegensatz dazu blieb die Exposition von PS von PON2”-Thrombozyten beim Ca’*-
unabhédngigen, PS-spezifischen Lactadherin signifikant erhoht im Vergleich zu der WT-
Kontrolle (Abbildung 46-B).

Dies fiihrt zu dem Ergebnis, dass im basalen Zustand eine Defizienz von PON2 eine pro-
koagulatorische Aktivitit der Thrombozyten bewirkt, aber auch die Exposition von anionischen
Phospholipiden, speziell von PS in PON2”-Thrombozyten nach ihrer Aktivierung in

Abhiangigkeit von Kalzium beeinflusst wird.
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Abbildung 47: NOX2-Thrombozyten zeigen eine geringere Exposition an anionischen Phospholipiden ex
vive. Thrombozyten aus Plittchen-reichem-Plasma (PRP) von NOX2”- und WT-Miusen blieben unbehandelt
oder wurden mit Convulxin oder A23187 stimuliert. Die Auswertung erfolgte mittels FACS durch Farbung mit
(A) dem kalziumabhiingigen Annexin-V und Zugabe von 10 mM Ca?" oder (B) dem kalziumunabhingigen
Lactadherin (n= 6-17). Scatterplot mit Mittelwert =SEM. *** p<0,001; *p<0,05; ns. Nicht signifikant, zweiseitiger
T-Test.

Im Vergleich zu den Ergebnissen der PON2"-Thrombozyten zeigten die Auswertungen beider
Experimente fiir die NOX27-Thrombozyten eine signifikante und kalziumunabhingige
erniedrigte Phospholipid-Exposition auf der Thrombozytenoberflache ex vivo im Vergleich zu
den WT-Thrombozyten (Abbildung 47). Dagegen wies die Stimulation der Thrombozyten mit
Convulxin nach, dass eine Defizienz von NOX2 unabhingig von Kalzium zu keinem

Unterschied im Vergleich zum WT fiihrte.
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5.5.1.3 Der Fibrinogenrezeptor GPIIb/IIIa ist ex vivo auf PON2-defizienten murinen
Thrombozyten nicht aktiviert

Zentrale Bedeutung in der Thrombozytenaggregation hat der Fibrinogenrezeptor (GPIIb/I11a).
Thrombozyten, die durch einen Agonisten aktiviert wurden, legen auf ihrer Oberfliche durch
Konformationsinderung des Fibrinogenrezeptors Bindungsstellen fiir Fibrinogen frei'>*. Uber
diese ,Fibrinogenbriicken” zwischen zwei benachbarten Thrombozyten kann sich ein
Thrombozytenmikroaggregat bilden®’.

Um eine mogliche ex vivo Aktivierung des GPIIb/Illa auf Thrombozyten zu iiberpriifen und
bereits vorhandene Resultate!3® auszubauen und zu bestitigen, wurden Thrombozyten aus PRP,
so wie, als unabhidngige Gruppe, gewaschene Thrombozyten mit einem fluoreszenz-
gekoppelten Antikdrper gegen den aktivierten Fibrinogenrezeptor (JON/A) gefarbt.

Die durchflusszytometrische Quantifizierung erfolgte fiir die Mausmodelle PON2”-, NOX2""
und deren WT-Kontrolle durch FACS-Analyse.
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Abbildung 48: PON2"-- und NOX2"- Thrombozyten zeigen ex vivo keinen Unterschied zum WT bei der
Aktivierung des Fibrinogenrezeptors. Thrombozyten von PON2”-, NOX2"- und WT-Miusen wurden (A) aus
Plattchen-reichem-Plasma (PRP) isoliert oder (B) gewaschen und mit einem Fluoreszenz-konjugierten Antikorper
gegen den aktivierten Fibrinogenrezeptor gefarbt (n= 4-11). Scatterplot mit Mittelwert £SEM. *p<0,05; ns. Nicht
signifikant, zweiseitiger T-Test.
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Abbildung 48 zeigte, dass die Defizienz sowohl von PON2 als auch von NOX2 keine
Auswirkungen im basalen Zustand auf die Konformationsidnderung des Fibrinogenrezeptors
(GPIIb/IIIa) im Vergleich zum WT haben. Auffallend war die leicht signifikante Erhéhung der
gewaschenen NOX27-Thrombozyten, die als statistisch aber nicht als biologisch relevant
eingeordnet wurde sowie die allgemein erhohte mittlere Fluoreszenzintensitét der gewaschenen
Thrombozyten im Vergleich zu den Thrombozyten aus PRP, was auf eine leichte Voraktivierung
der Thrombozyten durch den Waschprozess und Zentrifugation hinweisen konnte.

5.5.1.4 PON2 und NOX2 beeinflussen die Exozytose der a-Granula ex vivo von
murinen Thrombozyten gegensiitzlich

Eine weitere Bedeutung bei der Thrombozytenaggregation hat P-Selektin. Bei Aktivierung des
Thrombozyten kommt es durch Exozytose der a-Granula an die Oberfliche, wo es rasch
exprimiert wird'>*. Dort spielt es eine zentrale Rolle bei der sekundiren Himostase und bei
vaskuldren Reparaturvorgingen. Seine Funktion ist die Forderung der Anlagerung an
Leukozyten sowie die Induktion von inflammatorischen Reaktionen in Leukozyten.

Um zu priifen, ob die Expression dieses Aktivierungsmarkers auf der Oberfliche von PON2
bzw. NOX2 beeinflusst wird und dabei vorrangegangene und teilweise publizierte initiale
Arbeiten!3*1%  auszubauen, wurde PRP sowie als unabhingige Gruppe gewaschene
Thrombozyten jeweils von PON2”"- und NOX2”-Miusen und deren WT-Kontrolle mit einem
Antikorper gefarbt. Der Antikdrper war mit einem Fluorophor gekoppelt und konnte dabei nur
an das P-Selektin binden, wenn sich dieses bereits auf der Oberfliche befand. Die

Quantifizierung erfolgte durch die FACS-Analyse.
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Abbildung 49: PON2"-- und NOX2""-Thrombozyten zeigen eine gegensitzliche Expression von P-Selektin
auf der Thrombozytenoberfliiche. Thrombozyten von PON2"-, NOX2”- und WT-Miusen wurden (A) aus
Plattchen-reichem-Plasma (PRP) isoliert oder (B) gewaschen und mit einem Fluorophor-konjugierten Antikorper
gegen das auf der Oberfliche expremierte P-Selektin gefarbt (n= 4-11). Scatterplot mit Mittelwert =SEM.
***p<0,001; *p<0,05; ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.

Die aus der FACS-Analyse erhaltenen Daten zeigten fiir PON2”-Thrombozyten eine
signifikante Erhohung des sich auf der Oberfliche prisentierenden P-Selektin im Vergleich zum
WT (Abbildung 49). Dies beweist, dass PON2 die inflammatorischen Eigenschaften der
Thrombozyten beeinflusst. Im Vergleich zu NOX2”-Thrombozyten wurden diese Ergebnisse
sowohl fiir Thrombozyten aus PRP als auch fiir gewaschene Thrombozyten erzielt. Fiir die
Thrombozyten aus NOX2™"- Miusen zeigte sich nur in Thrombozyten aus isolierten PRP eine
leicht signifikante Abnahme des sich auf der Oberfliche prisentierenden P-Selektins im
Vergleich zum WT.

Dieser Unterschied war nicht mehr in gewaschenen Thrombozyten nachzuweisen. Zusétzlich
fiel im Vergleich der gewaschenen WT-Thrombozyten zu den Thrombozyten aus WT-PRP auf,
dass die mittlere Fluoreszenzintensitit und damit die Expression des P-Selektin bei

gewaschenen Thrombozyten erniedrigt war.
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5.5.2 Agonisten induzierte Stimulation fiihrt zu einer Verinderung des Aktivititsstatus

der Thrombozyten von PON2”- und NOX2" Miuse

Im vorherigen Abschnitt 5.5.1 wurde bereits ein Einfluss von PON2 und NOX2 auf die
Thrombozytenaktivierung ex vivo festgestellt. Auf Grund dessen wurde in diesem Abschnitt
durch komplementire Ansdtze untersucht, ob dieser Einfluss auch bei der Agonisten-
induzierten Stimulation der Thrombozyten vorhanden ist. Zur Aktivierung der Thrombozyten
konnen dabei mehrere komplexe Pfade fiihren, grundlegend erfolgt die Aktivierung durch zwei
prinzipielle Mechanismen’®. Zum einen iiber die Ligandenbindung von Kollagen, Fibrin, oder
Podplanin an das Glykoprotein VI (GP VI) oder den C-Typ-Lectin-like-Rezeptor 2 (CLEC 2),
die stimulierende Signalkaskaden z.B. bei GP VI iiber die Immunorezeptor-Tyrosin-basierte
Aktivierungsmotivsequenz (ITAM) des mit ihm verbundenen FcRy in Thrombozyten iiber die
Aktivierung der Phospholipase Cy auslosen und dabei die zytosolische Ca?*-Konzentration
erhéhen'’. Zum anderen kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten iiber die Kopplung der
Phospholipase CB durch 16sliche Agonisten wie ADP oder Thrombin, tiber GTP-bindende G-
Proteine als deren Rezeptoren'>®.

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse in den nachfolgenden Unterabschnitten dieses
Kapitels, dass sowohl PON2, als auch NOX2 Einfluss auf die Signaltransduktionswege zur
Aktivierung der Thrombozyten nehmen.

5.5.2.1 Die Agonisten-induzierte Aktivierungsreaktivitit ist bei PON2-defizienten und
NOX2-defizienten murinen Thrombozyten in vitro verandert

Fir die Aktivierung der Thrombozyten hat zum einen die Konformationsédnderung des
Fibrinogenrezeptors GPIIb/Illa, zum anderen die granuldre Exozytose von P-Selektin, eine
zentrale Bedeutung. In beiden vorherigen Abschnitten (5.5.1.3 und 5.5.1.4) konnte geklirt
werden, dass PON2 und NOX2 bereits Einfluss auf die Aktivierung des Fibrinogenrezeptor
GPIIb/Illa und die Expression von P-Selektin auf der Oberfliche von Thrombozyten im
Ruhezustand ohne Agonisten-induzierte Stimulation nehmen.

Um zu priifen, auf welchem der beiden partiellen Wege PON2 und NOX2 zur Aktivierung der
Thrombozyten fiihren, wurde PRP sowie als unabhingige Gruppe gewaschene Thrombozyten
jeweils von PON27- und NOX27-Miusen und deren WT-Kontrolle mit verschiedenen
Agonisten (Thrombin, Convulxin und ADP) in unterschiedlichen Konzentrationen aktiviert und

mit zwei spezifischen Antikdrpern (JON/A-PE und CD62P-FITC) gefirbt.

116



Ergebnisse

Auf den nachfolgenden Abbildungen und in den nachfolgenden Unterabschnitten werden die
Ergebnisse fiir den aktivierten Fibrinogenrezeptor GPIIb/Illa und fiir die P-Selektin
Oberflachenexpression nach den Mausmodellen getrennt voneinander gezeigt und die

dazugehorigen Ergebnisse direkt nach den Abbildungen dargestellt.

5.5.2.1.1 Die Agonisten-induzierte Aktivierung des Fibrinogenrezeptors GPIIb/IIla ist
in PON2"-Thrombozyten erniedrigt
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Abbildung 50: Die Agonisten-induzierte Aktivierung des Fibrinogenrezeptors GPIIb/II1a ist auf PON2"" -
Thrombozyten aus PRP verringert. Plittchen-reiches-Plasma (PRP) aus PON2”- und WT-Miusen (obere
Reihe: A-C) und gewaschene Thrombozyten (untere Reihe: D+E) wurden mit verschiedenen Konzentrationen
an Thrombin (0,03-0,3 U/ml), Convulxin (25-90 ng/ml) und ADP (0,5-2,5 pM) stimuliert oder blieben unbehandelt
und wurden mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Antikérper gegen das aktivierte GPIIb/Illa (JON/A) geférbt.
Mittels der Durchflusszytometrie wurde die Oberflachenexpression von aktiviertem GPIIb/Illa gegen die
Agonisten-Konzentration quantifiziert (n=5-11). Diagramm mit Mittelwert =SEM. **p<0,01; *p<0,05; ns. Nicht
signifikant, zweiseitiger T-Test mit Welch Korrektion.

Abbildung 50 stellt zum einen dar, dass das untersuchte PRP von PON2”-Miusen unabhiingig
vom Aktivierungsweg iiber Phospholipid CB (Aktivierung {iber Thrombin bzw. ADP) bzw.
Phospholipid Cy  (Aktivierung tber Convulxin) eine signifikant verringerte
Thrombozytenaktivierung im Vergleich zur WT-Kontrollgruppe aufwies (Abbildung 50 A-C).
Gegeniiber diesen Ergebnissen zeigten die gewaschenen Thrombozyten von PON2""-Miusen
keine Verdanderung der Thrombozytenaktivierung nach Stimulation durch Thrombin oder
Convulxin in Bezug zu ihrer WT-Kontrollgruppe auf (Abbildung 50-D+E). Allerdings ist zu
erkennen, dass die gewaschenen WT-Thrombozyten im Vergleich zu den WT-Thrombozyten
aus PRP keine Erhohung der Expression des aktivierten GPIIb/Illa-Rezeptors nach Zugabe

hoherer Konzentrationen der Agonisten aufwiesen.
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Zusammengefasst ist somit PON2 in beiden Signaltransduktionswegen involviert, die zur
Anderung der Konformation des Fibrinogenrezeptors GPIIb/Illa und damit zur Aktivierung der

Thrombozyten fiihren.

5.5.2.1.2 Die Agonisten-induzierte Aktivierung des Fibrinogenrezeptors GPIIb/II1a
wird von NOX2 nicht beeinflusst
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Abbildung 51: Die Expression des aktivierten GPIIb/IIIa-Rezeptors ist auf NOX2""-Thrombozyten aus PRP
im Vergleich zu PRP-WT-Kontrolle iiberwiegend unverindert. Plittchen-reiches-Plasma (PRP) aus NOX2"-
und WT-Miusen (obere Reihe: A-C) und gewaschene Thrombozyten (untere Reihe: D+E) wurden mit
verschiedenen Konzentrationen von Thrombin (0,03-0,3 U/ml); Convulxin (25-90 ng/ml) und ADP (0,5-2,5 uM)
stimuliert oder blieben unbehandelt und wurden mit einem Fluorophor-gekoppelten Antikdrper gegen das
aktivierte GPIIb/IIla (JON/A-PE) geférbt. Mittels der Durchflusszytometrie wurde die Oberflachenexpression von
aktiviertem GPIIb/IIa gegen die Agonisten-Konzentration quantifiziert (n=4-11). Balkendiagramm mit Mittelwert
+SEM. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test mit Welch Korrektion.

Die Aktivierbarkeit des GPIIb/Illa-Rezeptors in NOX27- Thrombozyten aus PRP wiesen
unabhingig vom zugegebenen Agonisten keinen signifikanten Unterschied zu den WT-
Kontrollen auf (Abbildung 51). Im Gegensatz dazu zeigten die gewaschenen Thrombozyten der
NOX27"-Miuse eine signifikante Erhéhung nach Stimulation mit Convulxin in den hdheren
Konzentrationsbereichen (Abbildung 51-E).

Allerdings ist auch hier ebenso wie bei den bereits besprochenen Ergebnissen der PON27--
Thrombozyten-Analysen (5.5.2.1.1) zu erkennen gewesen, dass die gewaschenen
Thrombozyten der WT-Mause im Vergleich zu den Thrombozyten aus PRP keine Erh6hung der
Expression des aktivierten GPIIb/IIla nach Zugabe hoherer Konzentrationen der Agonisten
aufwiesen. Aufgrund dessen nimmt NOX2 keinen wesentlichen Einfluss auf die Aktivierung
der Thrombozyten nach Stimulation mit den Agonisten und der damit verbundenen Aktivierung

von GPIIb/IIla.
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5.5.2.1.3 Die Agonisten-induzierte Oberflichenexpression des a-Granula-

Membranproteins P-Selektin ist in PON2”--Thrombozyten erniedrigt
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Abbildung 52: Die Thrombin- und Convulxin-induzierte Oberflichenexpression von P-Selektin ist in PON2-
"-Thrombozyten aus PRP verringert. Plittchen-reiches-Plasma (PRP) aus PON2"- und WT-Miusen (obere
Reihe: A+B) und gewaschene Thrombozyten (untere Reihe: C+D) wurden mit verschiedenen Konzentrationen
von Thrombin (0,03-0,3 U/ml) und Convulxin (25-90 ng/ml) stimuliert oder blieben unbehandelt und wurden mit
einem Fluorophor-gekoppelten Antikdrper gegen CD62P gefarbt. Die Quantifizierung erfolgte mittels
Durchflusszytometrie (n= 5-11). Balkendiagramm mit Mittelwert £SEM. ***p<0,001; *p<0,05; ns. Nicht
signifikant, zweiseitiger T-Test mit Welch Korrektion.

“-Thrombozyten im

Die Quantifizierung der Oberflichenexpression von P-Selektin auf PON2
PRP ergab, dass PON2 in niedrigen Konzentrationen der Agonisten Thrombin und Convulxin
eine signifikante Verringerung zur WT-Kontrollgruppe zu beobachten war (Abbildung 52-
A+B), wihrend die gewaschenen Thrombozyten bei der Stimulation mit Convulxin eine
statistisch signifikante Erhdhung aufwiesen (Abbildung 52-C+D).

Andererseits erkannte man im Vergleich der WT-Thrombozyten zwischen beiden Gruppen, dass
die gewaschenen Thrombozyten beider Mausmodelle eine verringerte mittlere
Fluoreszenzintensitit und damit eine verringerte Expression von P-Selektin im Vergleich zur

WT-Gruppe aus PRP aufwiesen und es unabhédngig von der eingesetzten Konzentration des

Agonisten zu keiner Erh6hung der Expression von P-Selektin kam.
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5.5.2.1.4 Die Convulxin-induzierte Oberfliichenexpression des a-Granula-

Membranproteins P-Selektin ist in NOX2”--Thrombozyten erhoht
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Abbildung 53: Die Expression von P-Selektin ist in NOX2"-Thrombozyten aus PRP und gew. TZ nach
Stimulation mit Convulxin erhéht. Plittchen-reiches-Plasma (PRP) aus NOX2"- und WT-Miusen (obere
Reihe: A+B) und gewaschene Thrombozyten (untere Reihe: C+D) wurden mit verschiedenen Konzentrationen
von Thrombin (0,03-0,3 U/ml) und Convulxin (25-90 ng/ml) stimuliert oder blieben unbehandelt und wurden mit
einem Fluorophor-gekoppelten Antikdrper gegen CD62P gefarbt. Die Quantifizierung erfolgte mittels
Durchflusszytometrie (n= 4-11). Balkendiagramm mit Mittelwert +SEM. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; ns.
Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test mit Welch Korrektion.

Die Analyse fiir NOX2""-Thrombozyten ergab, dass ebenso in gewaschenen Thrombozyten wie
auch in Thrombozyten aus PRP, eine NOX2-Defizienz eine signifikante Erhohung der
Oberflachenexpression von P-Selektin im Vergleich zu WT-Thrombozyten nach Stimulation
mit verschiedenen Konzentration von Convulxin verursachte (Abbildung 53-B+D).

Gleichsam den Ergebnissen mit PON2""-Thrombozyten im vorherigen Abschnitt (5.5.2.1.3) ist
auch hier anzumerken, dass im Vergleich der WT-Thrombozyten zwischen beiden Gruppen die
gewaschenen Thrombozyten beider eingesetzter Mausmodelle eine verringerte mittlere
Fluoreszenzintensitdt im Vergleich zur WT-Gruppe aus PRP aufwiesen und ebenfalls
unabhingig der eingesetzten Konzentration der Agonisten keine Erhohung der Expression von

P-Selektin zu beobachten war.
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5.5.2.2 Effekt von PON2 und NOX2 auf die murine Agonisten-induzierte Aggregation

Der Vorgang der Koadhdsion zwischen zwei Thrombozyten iiber Fibrinogenbriicken wird
Aggregation genannt. Dabei sind drei Bedingungen fiir eine normal verlaufende Aggregation
entscheidend: die Scherkraft, welche die Kontaktwahrscheinlichkeit zwischen zwei
Thrombozyten erhdht, die Ca?*-Konzentration und die Fibrinogenkonzentration®. Zentrale
Bedeutung hat auch hier der Fibrinogenrezeptor GPIIb/Illa, da nur durch seine
Konformationsdnderung bei der Thrombozytenaktivierung Bindungsstellen fiir Fibrinogen und
damit die Bildung von ,Fibrinogenbriicken® zwischen zwei benachbarten Thrombozyten
erfolgt®. Zur Analyse der Thrombozytenaggregation wurde PRP von PON27"- und NOX2"-
Maiusen und deren WT-Kontrolle durch das turbimetrische Lichttransmissionsaggregometrie
Verfahren nach Born!?! durch PD Dr. Kerstin Jurk am CTH untersucht.

Zusammenfassend betrachtet beeinflussen PON2 und NOX2 die Agonisten-stimulierte

Thrombozytenaggregation gegensétzlich.

5.5.2.2.1 Die ADP- und Convulxin-induzierte Aggregation ist in PON2---Thrombozyten
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Abbildung 54: Die Thrombozytenaggregation nach Aktivierung durch ADP und Convulxin ist in PON2"-
Thrombozyten vermindert. Plittchen-reiches-Plasma (PRP) von PON2”-Miusen wurde im turbimetrischen
Verfahren nach Born'?! mit (A) 7 uM ADP oder (B) 60 ng/ml Convulxin aktiviert und die Aggregationskurve
aufgezeichnet (n= 2-7). Spalte 1-3: Scatterplot mit Mittelwert £SEM. **p<0,01; *p<0,05; ns. Nicht signifikant,
zweiseitiger T-Test. Spalte 4: Jeweils ein reprisentatives Bild einer Aggregationskurve von (A) WT gegen PON2-
"~ Thrombozyten nach Aktivierung mit ADP und (B) WT gegen PON2""-Thrombozyten nach Aktivierung mit
Convulxin.

Die Thrombozytenaggregation mit den Agonisten ADP und Convulxin, zeigte fiir PON27"-
Thrombozyten eine signifikant erniedrigte maximale Aggregation, sowie einen deutlich
signifikanten Unterschied in der Steigung zur WT-Kontrollgruppe. Die Anlaufphase der PON2"

/-Thrombozyten war dagegen dem WT #hnlich und zeigte keinen Unterschied.
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5.5.2.2.2 Die ADP--induzierte Aggregation ist in NOX2"--Thrombozyten erhoht
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Abbildung 55: Die Thrombozytenaggregation von NOX2”-Miusen ist nach Aktivierung mit ADP
signifikant erhoht. Plittchen-reiches-Plasma (PRP) von NOX2”-Miusen wurde im turbimetrischen Verfahren
nach Born'?! mit (A) 7 pM ADP oder (B) 60 ng/ml Convulxin aktiviert und die Aggregationskurve aufgezeichnet
(n=3-7). Spalte 1-3: Scatterplot mit Mittelwert +SEM. **p<0,01; ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test. Spalte
4: Jeweils ein reprisentatives Bild einer Aggregationskurve von (A) WT gegen NOX2”- Thrombozyten nach
Aktivierung mit ADP und (B) WT gegen NOX2"-Thrombozyten nach Aktivierung mit Convulxin.

Die Ergebnisse fir NOX2”-Thrombozyten zeigten eine signifikant erhdhte maximale
Aggregation und Steigung gegeniiber den WT-Thrombozyten nach der Stimulation mit ADP,
wihrend bei der Stimulation mit Convulxin eine tendenzielle Erhdhung der maximalen
Aggregation und Steigung zu beobachten gewesen ist. Ebenfalls wie im vorherigen Abschnitt
(5.5.2.2.1) zeigte die Anlaufphase nach der Stimulation mit ADP oder Convulxin im Vergleich
zu WT-Thrombozyten keinen Unterschied.

5.5.2.3 PON2 und NOX?2 sind nicht an der Freisetzung der 6-Granula beteiligt

Bereits im vorherigen Abschnitt (s. 5.2.3) wurde die Rolle der 6-Granula fiir die Thrombozyten
erkldrt: Als Teil der Speichergranula enthalten sie ma3gebliche aggregationsfordernde Faktoren
wie ADP oder ATP, aber auch Ca**-Ionen als Kofaktor der plasmatischen Gerinnung®. Dabei
wurde bereits eine erhdhte Anzahl an §-Granula in PON27"-Thrombozyten im Vergleich zum
WT nachgewiesen, die zu einer signifikant erhohten Beladung des Acridin-Derivates
Mepacrine in PON2""-Thrombozyten im Ruhezustand fiihrte. Zur Analyse der Freisetzung der
0-Granula aus den Thrombozyten durch die Aktivierung wurden diese durchflusszytometrisch

nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen an Convulxin gemessen.
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Abbildung 56: Die Freisetzung der 6-Granula wird nicht von PON2 oder NOX2 beeinflusst. Thrombozyten
aus PRP von (A) PON2”- und (B) NOX2"-Miusen wurden mit Mepacrin beladen und ohne sowie mit
verschiedenen Konzentrationen an Convulxin aktiviert (n= 4-14). Verbindende Punktlinie £SEM

Die Ergebnisse zeigten fiir die Mausmodelle PON27 und NOX2~ dhnliche Kurvenverliufe im
Vergleich zum WT nach Aktivierung mit Convulxin (Abbildung 56), deren Abnahme mit der
Exozytose der 8-Granula und der damit verbundenen extrazelluldren Sezernierung der
Speicherstoffe  einhergehen. Die erhohte Differenz der gemessenen mittleren
Fluoreszenzintensitit ist auf die bereits beobachtete signifikant erhdhte Aufnahme von
Mepacrine zuriickzufiihren. Dies wies darauthin, dass beide Enzyme auf die Freisetzung der o-

Granula aus den Thrombozyten keinen Einfluss ausiiben.

5.6 Einfluss von PON2 und NOX2 auf die Ca**-Homoostase in murinen

Thrombozyten

5.6.1 PON2-defiziente und NOX2-defiziente Thrombozyten weisen eine reziprok

verinderte intrazellulire Ca?" -Freisetzung auf

Wie bereits in den Abschnitten 5.2.3 und 5.5.2.3 beschrieben, ist die Anzahl der 3-Granula in
Thrombozyten von PON2”"-Miusen signifikant erhoht, sie werden jedoch nicht von PON2 oder
NOX2 bei ihrer Freisetzung beeinflusst. Da die §-Granula ein Speicherort fiir freie Ca®*-Ionen
sind, wird in diesem Abschnitt der Einfluss von Ca**-Ionen auf die murinen Thrombozyten
untersucht, da  Ca**-lonen eine zentrale Rolle in der Regulation des
Thrombozytenmetabolismus sowie deren Aktivierung spielt. Uberschreitet dabei die
zytoplasmatische freie Ca’*-Konzentration eine bestimmte Schwelle, so kommt es zur
Formverdnderung des Thrombozyten mit der Bildung von Pseudopodien und einer

Degranulation des Thrombozyten®.
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Zur Untersuchung der freien Ca?*-Konzentration in Thrombozyten als auch des Einflusses von
extrazellulirem Ca®"-Ionen wurde PRP von PON2”- und NOX2”-M#usen und deren WT-

Kontrolle durchflusszytometrisch mit dem Fluoreszenz-Indikator Fluo-3 durch PD Dr. Kerstin

Jurk am CTH analysiert.
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Abbildung 57: Die freie Ca?’-Konzentration in Thrombozyten ist in PON2"- und NOX2"- Miusen ex vivo
und nach Stimulierung in vitro different. Thrombozyten aus Pléttchen-reichem-Plasma (PRP) wurden von (A)
PON2"-Miusen und (B) NOX2"-Miusen mit einem fluoreszierenden Antikdrper gegen freie Ca®>"-Ionen gefiirbt
und unverdndert gelassen (obere Reihe) oder mit Convulxin stimuliert (untere Reihe) (n= 3-7). Scatterplot mit
Mittelwert £SEM. **p<0,01; *p<0,05; zweiseitiger T-Test.

Die dabei erhaltenen Ergebnisse demonstrieren, dass PON2”"-Thrombozyten basal signifikant
und nach Aktivierung mit Convulxin eine héhere Menge an intrazellulirem Ca®'-Ionen im
Vergleich zu WT-Thrombozyten aus intrazelluldren Speichern freisetzen (Abbildung 57-A). Im
Gegensatz dazu war die Freisetzung an intrazelluldrem Ca**-Ionen in NOX2"-Thrombozyten
im Vergleich zur WT-Kontrollgruppe sowohl basal als auch nach Aktivierung mit Convulxin

signifikant erniedrigt (Abbildung 57-B).
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Abbildung 58: PON2 und NOX2 beeinflussen die Konzentration freier Kalzium?*-Ionen im Ruhezustand
der Thrombozyten nach Zugabe von extrazellulirem Ca?*-Ionen (0.5 mM). Thrombozyten aus Plittchen-
reichem-Plasma (PRP) wurden von (A) PON2"-M&usen und (B) NOX2"-Miusen mit einem fluoreszierenden
Antikorper gegen freie Ca®*-lonen gefirbt und unverindert gelassen (obere Reihe) oder mit Convulxin stimuliert
(untere Reihe) sowie extrazellulares Kalzium hinzugegeben (n= 3-7). Scatterplot mit Mittelwert £SEM. **p<0,01;
ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.

Durch die Zugabe von extrazellularen Ca**-lIonen konnten die Resultate im obigen Abschnitt,
in dem die Untersuchung ohne die Zugabe von Ca?*-Ionen stattfanden, sowohl fiir PON2""- als
auch tendenziell fir NOX2"-Thrombozyten im Ruhezustand bestitigt werden. Diese
Thrombozyten wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Thrombozyten aus WT-Méusen
eine signifikant erhohte (PON27-; Abbildung 58-A) bzw. eine tendenziell erniedrigte
(NOX2™; Abbildung 58-B) Menge an intrazellulirem Ca®’-Ionen nach. Nach der Aktivierung
der Thrombozyten durch Convulxin ist der Unterschied zu den WT-Thrombozyten ebenfalls
noch in PON27-Thrombozyten signifikant und in NOX2”-Thrombozyten tendenziell
vorhanden gewesen.

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse in diesem Unterabschnitt, dass sowohl PON2 als auch

NOX2 die intrazellulare Ca?*-Konzentration der Thrombozyten regulieren.
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5.6.2 Die extrazellulire Ca**-Konzentration beeinflusst die Funktionsfihigkeit von

PON2-defizienten und NOX2-defizienten Thrombozyten

Im Unterabschnitt 5.6.1 wurde gezeigt, dass die intrazellulire Ca>*-Ionen -Konzentration von
Thrombozyten sowohl von PON2 als auch von NOX2 beeinflusst wird. Da Ca®"-Ionen bei
vielen Prozessen die Thrombozyten betreffend eine zentrale Rolle spielt, wurde erneut der
Versuch zur Bestimmung des Einflusses von PON2 und NOX2 auf die Aktivierung des
Fibrinogenrezeptors GPIIb/Illa sowie die Expression des P-Selektin mit den Mausmodellen
PON2”~ und NOX2" und deren WT-Kontrolle durchgefiihrt und dabei extrazellulire Ca?'-
Ionen hinzugefiigt und durchflusszytometrisch quantifiziert. Die nachfolgenden Resultate sind
dabei aufgeteilt nach den Mauslinien sowie nach dem untersuchten Fibrinogenrezeptor

GPIIb/1Ia und P-Selektin.

5.6.2.1 Die Zugabe von extrazellulirem Ca%* beeinflusst die Aktivierung des

Fibrinogenrezeptors GPIIb/IIIa in gewaschenen PON2”--Thrombozyten
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Abbildung 59: Die Aktivierung des GPIIb/IIIa-Rezeptors ist auf PON2"-Thrombozyten nach Zugabe von
extrazellularem CaZ*-Ionen verringert. Plittchen-reiches-Plasma (PRP) aus PON2”- und WT-Miusen (obere
Reihe: A+B) und gewaschene Thrombozyten (untere Reihe: C+D) wurden mit verschiedenen Konzentrationen
von Thrombin (0,03-0,3 U/ml); Convulxin (25-60 ng/ml) und ADP (0,5-1 uM) stimuliert oder blieben unbehandelt.
Es wurde jeweils 0,5 mM Ca?' sowie ein Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrper gegen das aktivierte GPIIb/IlIa
(JONA/A-PE) hinzugegeben. Mittels der Durchflusszytometrie wurde die Oberflachenexpression von GPIIb/I1la
gegen die Agonisten-Konzentration quantifiziert (n=5-13). Balkendiagramm mit Mittelwert +SEM. ***p<0,001;
*p<0,05; ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.
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In Abbildung 59 ist zu erkennen, dass PON2”- Thrombozyten aus PRP eine signifikant
verringerte Aktivierung des Fibrinogenrezeptors GPIIb/IIla im Vergleich zu den WT-
Thrombozyten nach ihrer Aktivierung mit niedrigen Konzentrationen von Convulxin oder ADP
und Zugabe von Ca*"-Ionen aufwiesen, deren Differenz sich bei hoheren Konzentrationen den
Ergebnissen der Kontrollgruppe wieder anglich. Im Gegensatz dazu wurde bei den

gewaschenen Thrombozyten von PON2"

-Méusen im Ruhezustand und Zugabe von
extrazelluliren Ca®'-lonen eine signifikante Erhohung des aktivierten Fibrinogenrezeptors,
aber kein Unterschied bei der Aktivierung der Thrombozyten durch Thrombin bzw. Convulxin
nachgewiesen, was den Ergebnissen ohne Zugabe von extrazelluldren Ca®"-Ionen entsprach
(5.5.2.1.1) und einen Einfluss von Ca*" auf die gewaschenen Thrombozyten ausschloss.

5.6.2.2 Die Zugabe von extrazelluliirem Ca** beeinflusst nicht die Agonisten-induzierte
Aktivierung des Fibrinogenrezeptors GPIIb/IIIa in NOX2"-Thrombozyten
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Abbildung 60: Die Expression des aktivierten GPIIb/IIIa-Rezeptors ist nach der Zugabe von
extrazellularem Ca?*-Ionen in NOX2"--Thrombozyten aus PRP unveriindert. Plittchen-reiches-Plasma (PRP)
aus NOX2"- und WT-Miusen (obere Reihe: A+B) und gewaschene Thrombozyten (untere Reihe: C+D) wurden
mit verschiedenen Konzentrationen von Thrombin (0,03-0,3 U/ml); Convulxin (25-60 ng/ml) und ADP (0,5-1 uM)
stimuliert oder blieben unbehandelt. Es wurde jeweils 0,5 mM Ca?" sowie ein Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrper
gegen das aktivierte GPIIb/IIla (JON/A-PE) hinzugegeben. Mittels der Durchflusszytometrie wurde die
Oberflaichenexpression von GPIIb/Illa gegen die Agonisten-Konzentration quantifiziert (n=4-13).
Balkendiagramm mit Mittelwert +SEM. **p<0,01; *p<0,05; ns. Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.

NOX27--Thrombozyten aus PRP zeigten in der Aktivierbarkeit des GPIIb/IIla-Rezeptors mit
niedrigen Konzentrationen an Convulxin einen signifikanten, erhéhten Unterschied zur
Kontrollgruppe mit WT-Thrombozyten, wihrend die Ergebnisse mit ADP keine Verdnderung

aufwiesen.
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Die gewaschenen NOX2”-Thrombozyten wiesen im Gegensatz dazu bei der Aktivierung mit
Thrombin, aber nicht bei der Aktivierung mit Convulxin, eine Erhéhung der Expression des
aktivierten GPIIb/IIla-Rezeptors im Vergleich zu den entsprechenden WT-Thrombozyten auf
(Abbildung 60-C). Im Ruhezustand verhielten sie sich dabei ebenso wie die entsprechenden
Thrombozyten aus PRP.

5.6.2.3 Die Zugabe von extrazellulirem Ca?" hebt den hypofunktionellen Zustand bei

der Agonisten-induzierten Oberflichenexpression des a-Granula-
Membranproteins P-Selektin in PON27-Thrombozyten auf
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Abbildung 61: PON2""-Thrombozyten aus PRP und gew. TZ zeigen keine Verinderung der Expression von
P-Selektin. Plittchen-reiches-Plasma (PRP) aus PON2""- und WT-Miusen (obere Reihe: A) und gewaschene
Thrombozyten (untere Reihe: B+C) wurden jeweils mit 0,5 mM Ca?" sowie mit verschiedenen Konzentrationen
von Thrombin (0,03-0,3 U/ml) und Convulxin (25- 60 ng/ml) stimuliert oder blieben unbehandelt und wurden mit
einem Fluorophor-gekoppelten Antikdrper gegen CD62P gefarbt. Die Quantifizierung erfolgte mittels
Durchflusszytometrie (n= 5-13). Balkendiagramm mit Mittelwert £SEM. **p<0,01; *p<0,05; ns. Nicht
signifikant, zweiseitiger T-Test.

Im basalen Zustand zeigte die Analyse der Expression von P-Selektin (Abbildung 61), dass
sowohl die gewaschenen ebenso wie die Thrombozyten aus PRP von PON2"-Miusen eine
signifikante Erhohung der Expression von P-Selektin auf ihrer Oberflidche im Vergleich zu den
WT-Thrombozyten aufwiesen. Dagegen beobachtete man unabhingig von den eingesetzten
Agonisten sowie unabhédngig der Isolierungsmethode keine signifikanten oder tendenziellen
Veranderungen zur WT-Kontrollgruppe im Gegensatz zu den signifikant erniedrigten

Ergebnissen ohne Zugabe von extrazellularem Ca** (s. 5.5.2.1.3)
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5.6.2.4 Die basale und Agonisten-induzierte Oberflichenexpression des a-Granula-
Membranproteins P-Selektin ist von gewaschenen NOX2”-Thrombozyten nach
der Zugabe von extrazellulirem Ca?* erhoht
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Abbildung 62: Die Expression von P-Selektin ist in NOX2”-Thrombozyten aus PRP und gew. TZ erhoht.
Plittchen-reiches-Plasma (PRP) aus NOX2""- und WT-Miusen (obere Reihe: A) und gewaschene Thrombozyten
(untere Reihe: B+C) wurden jeweils mit 0,5 mM Ca?" sowie mit verschiedenen Konzentrationen von Thrombin
(0,03-0,3 U/ml) und Convulxin (25- 60 ng/ml) stimuliert oder blieben unbehandelt und wurden mit einem
Fluorophor-gekoppelten ~ Antikérper gegen CD62P gefdarbt. Die Quantifizierung erfolgte mittels
Durchflusszytometrie (n= 4-13). Balkendiagramm mit Mittelwert £SEM. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; ns.
Nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.

Im Gegensatz zu den PON2”"-Thrombozyten waren die NOX2”"-Thrombozyten aus PRP im ex
vivo nicht, die gewaschenen Thrombozyten jedoch statistisch signifikant im Vergleich zu den
WT-Thrombozyten erhht. Gleichsam ist bei den gewaschenen Thrombozyten aus NOX2-
Mausen eine signifikante und bei den Thrombozyten aus PRP eine tendenzielle Erhohung der
Expression von P-Selektin nach Zugabe von Thrombin bzw. Convulxin im Vergleich zum WT

zu beobachten (Abbildung 62) gewesen.
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5.7 Subendotheliale und endotheliale Thrombozytenadhésion und

Thrombusbildung in vitro und in vivo

Verschiedene Studien konnten bisher zeigen, dass die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) einen

Einfluss auf die Atherogenese haben'>:1%

und beispielsweise im Falle einer adenoviralen
Uberexpression von humanen PON2, in ApoE”’-Miusen ein verringertes, im Fall eines
Knockouts ein erhohtes Atherosklerose-Risiko nachgewiesen werden konnte. Der Grund dafiir
wurde in einer erhohten Adhision der Thrombozyten auf Grund von einer ROS verursachten
Thrombozytenaktivierung vermutet®®!°!, Da bereits im vorherigen Abschnitt 5.3.1 ein
signifikanter Einfluss sowohl der PON2 als auch der NOX2 auf das intrazellulare ROS-Level
von Thrombozyten nachgewiesen werden konnte, wird in den folgenden Unterabschnitten der
Einfluss von PON2 auf die Adhidsion der Thrombozyten auf eine vaskuldre Oberfldche

(Abschnitt 5.7.1) sowie der Einfluss beider Enzyme auf die jeweilige Thrombusbildung fiir ein

arterielles in-vivo Mausmodell (Abschnitt 5.7.3) untersucht.

5.7.1 Adhision muriner Thrombozyten im Vollblut an einem Kollagen beschichteten

Kanal der Flusskammer (in vitro)

Bei Verletzungen des Gefédlles sind neben dem Endothel auch subendotheliale Strukturen, wie
die Kollagenmatrix, wichtig und besitzen einen erheblichen Einfluss auf die Adhésion der

t’® von Jennifer Oberldnder ein

Thrombozyten®!. Daher wurde im Rahmen der Master-Arbei
Protokoll zusammen mit mir unter der Anleitung von PD Dr. Kerstin Jurk fiir die Adhéision
muriner Thrombozyten an Kollagen I unter Flussbedingungen etabliert und mit Vollblut aus
WT- und PON2""-Miusen durchgefiihrt, um eine Aussage iiber den Einfluss von PON2 auf die
Menge der adhérierten Thrombozyten und auf den pro-koagulanten Status der Thrombozyten
treffen zu konnen. Zuséatzlich wurde der Einfluss von Thrombin auf die Thrombozytenadhdsion
bzw. den pro-koagulanten Status durch Zugabe bzw. dem Weglassen von zwei Thrombin-

Inhibitoren untersucht.
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5.7.1.1 Thrombozyten von PON2-defizienten Miusen zeigen eine verminderte
Adhiision an Kollagen Typ I unter Flussbedingungen
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Flussbedingungen (40 Dyn/cm?). Citrat-Vollblut aus WT- und PON2"-Miusen wurde mit Calcein-AM gefirbt
und (A) ohne Thrombin-Inhibitoren sowie (B) mit den Thrombin-Inhibitoren Fragmin® (40 U/ml) und PPACK
(40 uM) beladen. Die Quantifizierung erfolgte anhand der Flichenabdeckung durch das Fluoreszenzsignal der
adhérierten Thrombozyten an der Kollagen I-beschichteten Oberfliche nach Anregung mit einer
Quecksilberlampe. (C) Reprisentative Bilder jeder Gruppe der Calcein-AM gefiarbten Thrombozyten
(aufgenommen mit einem LSM 10x Objektiv n= 4-6, Kanile; 3-5 Mause). Scatterplot mit Mittelwert £SEM.
*p<0,05, zweiseitiger T-Test.

Abbildung 63-A zeigt, dass im Vergleich zu WT-Thrombozyten, die Thrombozyten aus
PON2""-Miusen eine signifikant erniedrigte Adhision aufweisen. Ein #hnliches Ergebnis ist
auch nach der Zugabe der Thrombin-Inhibitoren Fragmin® und PPACK zu sehen (Abbildung
63-B), wobei sich die Oberflichenabdeckung der adhérierten Thrombozyten von WT-Méausen
im Vergleich zur untersuchten Gruppe ohne die Zugabe von Thrombin-Inhibitoren nicht

signifikant aber tendenziell vermindert(Abbildung 64-A).
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Abbildung 64: Thrombin-Inhibition durch Fragmin® und PPACK zeigt keinen signifikanten Einfluss auf
die Adhiision von Thrombozyten an Kollagen Typ L. Citrat-Vollblut aus (A) WT und (B) PON2"- Miusen wurde
ohne Thrombin-Inhibitoren oder mit Fragmin® und PPACK behandelt und mit Calcein-AM geférbt (n= 4-6
Kanile; 3-5 Miuse). Scatterplot mit Mittelwert £SEM. ns. nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.

Auch die Adhision der pro-koagulanten, durch Annexin-V-FITC gefirbten, PON2"-
Thrombozyten ist, wie in Abbildung 65-A zu erkennen, signifikant geringer im Vergleich zu
den WT-Thrombozyten. Dieses Ergebnis ist unabhingig von der Gabe von Thrombin-
Inhibitoren (Abbildung 65-B), da auch hier eine Verringerung der pro-koagulanten PON2"-
Thrombozyten im Vergleich zu WT-Thrombozyten zu beobachten war. Dabei zeigte die
Analyse auflerdem, dass die Oberflichenabdeckung der pro-koagulanten WT-Thrombozyten
sich nach der Zugabe von Thrombin signifikant, von PON2"-Thrombozyten tendenziell

verringerte (Abbildung 66).
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Abbildung 65: Prokoagulante Thrombozyten aus PON2"-Miusen adhirieren weniger an Kollagen Typ 1
unter Flussbedingungen (40 Dyn/cm?). Citrat-Vollblut aus WT- und PON2”-Miusen wurde mit Annexin-FITC
gefarbt und (A) ohne Thrombin-Inhibitoren sowie (B) mit den Thrombin-Inhibitoren Fragmin® (40 U/ml) und
PPACK (40 pM) beladen. Die Quantifizierung erfolgte anhand der Flichenabdeckung durch das Fluoreszenzsignal
der adhirierten Thrombozyten an der Kollagen I-beschichteten Oberfliche nach Anregung mit einer
Quecksilberlampe. (C) Reprisentative Bilder jeder Gruppe der Annexin-FITC gefirbten Thrombozyten
(aufgenommen mit einem LSM 10x Objektiv (n= 5-6 Kanile; 4-5 Méuse). Scatterplot mit Mittelwert £SEM.
***p<0,001; **p<0,01, zweiseitiger T-Test.
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Abbildung 66: Thrombin-Inhibition durch Fragmin® und PPACK fiihrt zu einer signifikant verringerten
Oberflichenbedeckung pro-koagulanter WT-Thrombozyten. Citrat-Vollblut aus (A) WT und (B) PON27"
Maéusen wurde ohne Thrombin-Inhibitoren oder mit Fragmin® und PPACK behandelt und mit Annexin-V-FITC
(n=5-6 Kanile; 4-5 Méuse). Scatterplot mit Mittelwert +£SEM. **p<0,01; ns. nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.
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5.7.2 Methodenetablierung der Adhésion muriner Thrombozyten im Vollblut an

murinen, pulmonalen Endothelzellen unter Flussbedingungen (in vitro)

Das Endothel, als Teil der GefdBwandzellen, spielt eine zentrale Rolle in der Initiation und

Regulation der Gerinnung'®?

. Unter physiologischen Bedingungen besitzt das Endothel dabei
wichtige anti-koagulatorische Funktionen, in dem es beispielsweise durch Sekretion von
Prostacyclin und Stickstoffmonoxid (NO) fiir die Hemmung der Thrombozytenaggregation und

fiir die Vasodilatation sorgt>

. Kommt es zur Verletzung der GefdBwand oder zur Inflammation,
kann das Endothel seine pro-koagulatorischen Funktionen einnehmen'%.

Zur Nachahmung eines Gefialles in der Flusskammer mit muriner Endothelauskleidung fiir die
Betrachtung der Interaktion des Endothels mit den Thrombozyten, wurde ein Protokoll fiir die
Isolation, Selektion und Kultivierung von murinen, pulmonalen Endothelzellen in der

Flusskammer entwickelt und in den nachfolgenden Unterabschnitten beschrieben.

5.7.2.1 Selektion der murinen pulmonalen Endothelzellen

Ziel war es eine Selektionsmethode fiir murine, pulmonale Endothelzellen zu entwickeln, die
eine Isolierung und Selektion von Endothelzellen in einer hohen Anzahl und Reinheit
ermOglicht. Vorteil dieser Methode sollte sein, dass die isolierten Endothelzellen nicht mehr mit
magnetischen Beads behaftet sind, um die Mikroumgebung eines Gefilles in der Flusskammer
im weiteren Verlauf gut und ohne Beeinflussung nachahmen zu kénnen.
» Positive Selektion mit Dynabeads und Microbeads:

Ein fritherer Versuchsansatz der Arbeitsgruppe war die Isolierung und positive Selektion der
Zellen durch die jeweiligen fiir Endothelzellen spezifischen Beads, die iiber einen Magneten
von den restlichen Zellen abgetrennt wurden. Dafiir wurde ein Protokoll!'*® etabliert. Vorteil
dieser Selektionsmethode ist der Erhalt von hauptsichlich Endothelzellen (Reinheit ~ 85%!3%),
deren Beads nachteilig unter Ausbeuteverlust entfernt werden miissen. Diese Ablosung der
Beads von den Endothelzellen konnte jedoch weder bei den biotinylierten anti-ICAM2-
Dynabeads, noch bei den Microbeads in ausreichendem Mafe erfolgen. Da in weiteren
Versuchen gezeigt werden konnte, dass das Anhaften der Beads das Wachstum der Zellen sowie
die Kultivierung der Zellen in der Flusskammer stort (Abbildung 67), wurde die positive

Selektionsmethode nicht weiter verfolgt.
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Abbildung 67: Positive Selektion der murinen, pulmonalen Endothelzellen fiihrt zu einer schlechten
Kultivierbarkeit. Représentative Bilder von murinen, pulmonalen Endothelzellen im Kanal der Flusskammer
nach 5 Tagen nach Isolation und positiver Selektion aus WT-Méausen mit (A) anti-ICAM2-Dynabeads und (B)
anti-CD31-Microbeads (Aufgenommen mit einem LSM und 10x Objektiv).

» Negative Selektion mit Microbeads:

Ein weiterer Ansatz ist die negative Selektion. Der Vorteil dabei ist, dass die isolierten
Endothelzellen nicht mit Beads markiert werden und diese daher auch nicht unter
Ausbeuteverlust entfernt werden miissen und es im weiteren Verlauf des Versuches zu keinem
Einfluss der Beads auf die Mikroumgebung des Gefidl3es in der Flusskammer kommt. Es muss
jedoch mit Sorgfalt darauf geachtet werden, dass alle vorhandenen, aber nicht gewiinschten
Zelltypen mit ausreichend Beads markiert und magnetisch aussortiert werden.

Auf Grund der besseren Ausbeute an Zellen und vor allem des ungestorten Wachstums
(Abbildung 68) der isolierten Endothelzellen, wurde die negative Selektionsmethode fiir die

weitere Etablierung des Versuches benutzt.
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Abbildung 68: ultvierung V murinen, pulmonalen Endothelzellen aus WT-Méusen iiber mehrere Tage.
Reprisentative Bilder der Kultivierung von isolierten und negativ selektierten Endothelzellen nach (A) 2 Tagen
(B) 5 Tagen und (C) 7 Tagen (Aufgenommen mit einem Lichtmikroskop und 10x Objektiv).

Die Reinheit der erhaltenen Endothelzellen aus der negativen Selektion wurde zum einen
qualitativ mittels LSM und quantitativ durch qRT-PCR kontrolliert.

» Qualitative Kontrolle der negativen Selektion mittels LSM:
In den représentativen Bildern der Abbildung 69 lésst sich erkennen, dass es sich bei den
isolierten und negativ selektierten Zellen um Endothelzellen handelt. Der eingesetzte
Antikorper anti-CD62E-APC bindet nur an aktivierte Endothelzellen, da nur diese das Selektin
auf ihrer Oberfliche exprimieren, allerdings ist dadurch das Signal von APC nicht iiber die
ganze Zelloberfliche verbreitet. Dafiir konnte mit Hilfe des an das Fluorophor FITC
gekoppelten Lectins alle Zelloberflichen und mit Hilfe des DRAQ 5 alle Zellkerne spezifisch
angefarbt werden. In der Kombination aller drei Bilder erkennt man, dass sich alle Zellkerne
auf Lectin nachgewiesenen Zellen befinden und der spezifische Antikorper fiir Endothelzellen
die Signale des Lectins-FITC iiberlagern, weshalb die Endothelzellen in hoher Reinheit

vorliegen miissen.

136



Ergebnisse

Lectin-FITC Anti-CD62E-APC DRAQS MERGE

Abbildung 69: Qualitative Kontrolle der isolierten, pulmonalen Endothelzellen aus WT-Miiusen durch
LSM. Reprisentatives Bild der murinen, pulmonalen Endothelzellen aus WT-Méusen nach einer negativen
Selektion, angefarbt mit Lectin-FITC, anti-CD62E-APC und DRAQS5 (Aufgenommen mit einem LSM und 20x
Objektiv). Erste Spalte: Bild der Emission von FITC bei 519 nm (griin). Zweite Spalte: Bild der Emission von
APC bei 649 nm (rot). Dritte Spalte: Bild der Emission von DRAQS bei 723 nm (blau). Vierte Spalte: Kombination
(MERGE) der Bilder aus erster, zweiter und dritter Spalte.

» Quantitative Kontrolle der negativen Selektion mittels qRT-PCR
Die Resultate in Abbildung 70 der qRT-PCR aus WT-Miusen zeigten eine erfolgreiche
Aufreinigung mit liber 80 % murinen, pulmonalen Endothelzellen nach negativer Selektion.
Die unerwiinschten Reste setzten sich zum Grofiteil aus Epithelzellen zusammen, wéihrend
keine Fibroblasten und nur wenige Leukozyten nachweisbar waren.
Zusammenfassend kann daher in Ubereinstimmung mit den Bildern der qualitativen Kontrolle
durch LSM gesagt werden, dass die negative Selektion der Endothelzellen erfolgreich und die

gewlinschten Zellen in einer hohen Reinheit vorlagen.
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Abbildung 70: Quantitative Kontrolle der isolierten, pulmonalen Endothelzellen aus WT-Méusen durch
qRT-PCR. Zellproben vor und nach der negativen Selektion der murinen, pulmonalen Endothelzellen.
Bezugnahme zum gleichen Zelltyp vor der Selektion (n=5). Balkendiagramm mit Mittelwert £SEM. ***p<0,001;
ns. nicht signifikant, zweiseitiger T-Test.

5.7.2.2 Beschichtung der Kapillaren der Flusskammerplatte

Das Protokoll zur Kulturvierung von Endothelzellen in einem Kanal der Flusskammer basiert
auf dem Protokoll der Arbeitsgruppe PD Dr. Kerstin Jurk, in welchem die Kultivierung mit
einer humanen Endothelzelllinie (HMEC) in einem Kanal einer Low-Shear Platte beschrieben
wurde. Die Beschichtung erfolgte mit Fibronektin (200 pg/ml in 0,9 % NaCl-Losung) fiir 30
min bei RT. Dieser Schritt wurde fiir das neue Protokoll iibernommen, wobei die Beschichtung
vom [Inlet bis zum Ende des Sichtfensters aufgetragen wurde, sodass es bei der spiteren Zugabe
der Zellen vom Qutlet nicht zu einer Adhésion bereits vor dem Sichtfenster kommt und damit
zur Verstopfung des Kanals.

5.7.2.3 Einsaat der murinen, pulmonalen Endothelzellen in den Kanal der
Flusskammerplatte

Als Vorrausetzung fiir eine Adhésion der Zellen im Sichtkanal der Low-Shear Flusskammer war
es wichtig, dass moglichst viele Zellen vorlagen. Aus ersten Versuchen liel3 sich erkennen, dass
eine [solation (bestehend aus den Zellen eines Tages nach einer einwdchigen Kultivierung in 6-
well Platten und in einem Volumen von 500 ul EC-Medium) keine bzw. nur eine schlechte

Adhésion in der Flusskammer ergab.
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Deswegen wurde zum Erhalt von geniigend Zellen in den folgenden Versuchen das
Gesamtvolumen der Endothelzellen durch eine Zentrifugation (300 xg, 5 min) gesenkt und
damit die Konzentration an Endothelzellen pro pul Volumen erhdht. Zusétzlich wurden Zellen
von insgesamt 2 Isolationstagen zusammengefiihrt, um eine noch  groflere
Ausgangskonzentration zu erhalten.

Das Einspiilen der aufkonzentrierten Zellen erfolgte am Anfang impulsartig mit hohem Druck
(5 Dyn/cm?) und einmalig. Es konnte dabei festgestellt werden, dass nach einer Inkubationszeit
von 15 min bei RT die eingebrachten Zellen nicht oder nur sehr ungentigend adhériert hatten.
Nach der Erhéhung der Inkubationszeit und der Wiederholung der Durchfithrung wurde
festgestellt, dass ein groB3er Teil der eingebrachten Zellen sich wieder 16ste und nur wenige neue
Zellen in der Kammer adhérierten und mit der Zahl der Wiederholungen die Qualitdt der
Adhésion stark abnahm.

Daher wurde in den nachfolgenden Versuchen der Druck erniedrigt (1 Dyn/cm?) und die Zahl
der Wiederholungen auf 3 festgelegt. Wiahrend der 30 min Inkubationszeit wurden die Zellen
dazu nicht bei RT, sondern im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 gelagert. Ebenfalls wurde im
Anschluss nach jeder Inkubationsphase und vor Einbringen der neuen Endothelzellen die
Flusskammer fiir 2 min mit EC-Medium bei 0,2 Dyn/cm? gespiilt, um tote nicht adhirierte
Zellen zu entfernen, die das Wachstum der lebenden Zellen beeinflusst hitten. Auf diese Weise
konnten die Endothelzellen von 2 Isolationstagen in insgesamt 2 Kammern der Low-Shear-

Platte eingebracht werden.
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5.7.2.4 Kaultur der adhirierten, murinen, pulmonalen Endothelzellen im Kanal der
Flusskammer

Zur Kultivierung der eingebrachten murinen Endothelzellen aus der Lunge eignet sich,

verschiedenen Studien!'3':164165

zufolge, ein schwerkraftbetriebener Fluss aus frischem EC-
Medium. Deswegen wurde das EC-Medium jeden Tag sowohl aus dem /Inlet, als auch aus dem
Outlet entfernt und neues EC-Medium in verschiedenen Volumina hinzugegeben, sodass ein

stetiger Fluss in der Kammer entstand.

Abbildung 71: Entstehung eines Monolayers aus murinen, pulmonalen Endothelzellen im Kanal der
Flusskammer. Reprisentative Bilder der murinen, pulmonalen Endothelzellen von WT-Méusen in einem mit
Fibronektin beschichteten Kanal der Flusskammer nach (A) 0 Tagen und (B) 7 Tagen Kultivierung. Aufgenommen
mit einem LSM und 10x Objektiv.

In Abbildung 71 ist zu erkennen, dass es mit Hilfe dieser Methoden ermdglicht wurde einen
nahezu vollstdndigen Monolayer im Kanal der Flusskammer zu kultivieren und damit die
Aufgabe der ,,Etablierung eines Protokolls fiir die Isolation, Selektion und Kultivierung von
murinen, pulmonalen Endothelzellen* erfiillt wurde. Wichtig war dabei, dass in beiden Ebenen
Endothelzellen wachsen, damit keine freie Flache an Fibronektin mehr zur Verfiigung steht.
Dazu wurden repriasentative Bilder aus beiden Aufnahmeebenen erstellt (Abbildung 72).
Zusitzlich wurde festgestellt, dass sich die Zellen bis zu 11 Tage in der Flusskammer kultivieren
lassen. Weiterfiihrende Experimente haben gezeigt, dass sie langer als 10 min und einem Druck

von 20 Dyn/cm? aushalten, ohne sich abzuldsen.
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Abbildung 72: Monolaye aus murin, pulmonalen Endothelzellen. Repréisntative Bilder der murinen,
pulmonalen Endothelzellen von WT-Méusen in einem mit Fibronektin beschichteten Kanal der Flusskammer nach
7 Tagen Kultivierung in verschiedenen Aufnahmeebenen (aufgenommen mit einem LSM und 10x Objektiv).

In zukiinftigen Experimenten konnen nun die Interaktion von Thrombozyten aus Vollblut mit
Endothelzellen analysiert werden. Dabei kdnnen die Interaktionen von WT-Thrombozyten mit
WT-Endothelzellen bzw. die Interaktionen der PON2 oder NOX2 defizienten Thrombozyten
mit PON2 oder NOX2 defizienten Endothelzellen sowie die Interaktion von WT-Thrombozyten
mit PON2 oder NOX2 defizienten Endothelzellen und PON2 oder NOX2 defizienten
Thrombozyten mit WT-Endothelzellen beobachtet werden, um einen Zell-spezifischen Einfluss

der Enzyme NOX2 und PON2 zu untersuchen.

5.7.3 Vaskulire Adhision muriner Thrombozyten und Thrombusbildung in einem

arteriellen FeCl3-induziertenThrombosemodell der Maus (in vivo)

Auf Grund ihrer geringen Grof3e ist es in Mausen mdoglich durch in vivo Studien mit einem
Intravitalmikroskop Zusammenhinge zu visualisieren, die ansonsten nicht untersucht werden
konnen, da alle Thrombosemodelle Limitationen aufweisen. Da bereits verschiedene Modelle
basierend auf der Virchow’schen Trias im arteriellen System etabliert sind, wurden zur
Untersuchung der arteriellen Thrombusbildung an der Arteria carotis communis und Auflésung
des gebildeten Thrombus PON27- und NOX27-Miduse und deren WT-Kontrolle
intravitalmikroskopisch mit dem arteriellen FeCls-Modell durch Dr. vet. med. Alexandra Grill
am CTH untersucht.
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5.7.3.1 PON?2 beeinflusst die arterielle Gefiallverschlusszeit

Die Analyse der erhaltenen Ergebnisse zeigte, dass die Zeit bis zum kompletten Verschluss des
GefiBes in PON2”-Miusen nach Anlegen des FeCls-getrinkten Filterpapiers an die
Endothelwand der Arterie statistisch erhoht war, wihrend die Zeit bis zur kompletten

Wiedereroffnung keinen Unterschied zur WT-Kontrollgruppe aufwies (Abbildung 73).
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Abbildung 73: PON2 nimmt Einfluss auf die arterielle Thrombusbildung. Anwendung des FeCl3-Modells und
intravitalmikroskopische Untersuchung der Zeit bis (A) zum vollstdndigen Verschluss des arteriellen Gefal3es
durch einen Thrombus (Verschlusszeit) und (B) der Zeit bis zur vollstindigen Auflosung des Thrombus
(Rekanalisationszeit) von PON2”-Miusen (n=6-7). Scatterplot mit Mittelwert =SEM. *p<0,05; ns. nicht

signifikant, zweiseitiger T-Test.
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Die erhaltenen Ergebnisse wurden zudem durch die aufgenommenen reprasentativen Bilder in

Abbildung 74 widergespiegelt.
-~y
A
: .

Abbildung 74: PON2""-Miiuse zeigen eine verringerte arterielle Thrombusbildung. Reprisentative Bilder des
intravitalmikroskopischen Versuches des arteriellen FeCl;-Modells von (A) WT-Miusen und (B) PON2""-Miusen
nach 300, 420, 600 und 720 s. Die Thrombozyten wurden im Vorfeld mit Rhodamin B Isothiocyanat gefirbt.
Aufgenommen mit einem Fluoreszenz-Auflichtmikroskop mit der Emission bei 595 nm.

5.7.3.2 NOX2 beeinflusst die Bildung und die Auflésung eines arteriellen Thrombus.

Die erhaltenen Ergebnisse wiesen eine signifikante Erh6hung der arteriellen Verschlusszeit in
NOX27-M#usen im Vergleich zu WT-Miusen, ebenso wie eine signifikante Erhdhung der
Rekanalisationszeit auf (Abbildung 75). Die reprisentativen Bilder (Abbildung 76)

unterstiitzen dabei die erhaltenen Ergebnisse zur arteriellen Verschlusszeit.
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Abbildung 75:NOX2 beeinflusst die arterielle Thrombusbildung und Rekanalisation. Anwendung des FeCls-
Modells und intravitalmikroskopische Untersuchung der Zeit bis (A) zum vollstdndigen Verschluss des arteriellen
Gefiles durch einen Thrombus (Verschlusszeit) und (B) der Zeit bis zur vollstindigen Auflosung des Thrombus
(Rekanalisationszeit) von NOX2”-Méusen (n=6-7). Scatterplot mit Mittelwert £SEM. ***p<0,001; **p<0,01,
zweiseitiger T-Test.

1|8

Abbildung 76:NOX2-Miuse zeigen eine verringerte arterielle Thrombusbildung. Reprisentative Bilder
des intravitalmikroskopischen Versuches des arteriellen FeClz-Modells von (A) WT-Miusen und (B) NOX27-
Mausen nach 300, 420, 600 und 720 s. Die Thrombozyten wurden im Vorfeld mit Rhodamin B Isothiocyanat
gefarbt. Aufgenommen mit einem Fluoreszenz-Auflichtmikroskop mit der Emission bei 595 nm.
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6 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Rolle der Paraoxonase-2 (PON2) auf die
Entwicklung und Funktion von Thrombozyten untersucht und die Erkenntnisse zur Rolle der
NADPH Oxidase-2 (NOX2) in Bezug auf die Thrombozyten ausgebaut.

Dabei repréasentieren Thrombozyten ein wichtiges pharmakologisches Ziel, da sie sowohl in
physiologischen Prozessen wie der Himostase als auch in pathologischen Prozessen wie der
Atherogenese und der Thrombose eine dominante Rolle einnehmen.

In Bezug auf PON2 und NOX2 zeigten bisherige Studien, dass beide zentral in pathologische

166:167 involviert sind.

Prozesse des kardiovaskuldren Systems wie z.B. der Arteriosklerose
Ebenso konnte in einer vorrangegangenen Dissertation der Arbeitsgruppe die wesentliche
Funktion der PON2 in der TF-abhdngigen endothelialen Himostase aufgeklart und die damit
verbundenen Redox-abhingigen und inflammatorischen Signalwege in der GefaBwand gezeigt
werden!®. Jedoch blieb bislang eine mogliche Beeinflussung der PON2 und NOX2 auf die
thrombozytire Himostase unbekannt bzw. nur wenig aufgeklért.

Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit an defizienten PON2 und NOX2 Mausmodellen
konnten zeigen, dass sowohl PON2 als auch NOX2 wichtige Funktionen in Thrombozyten

durch ihre anti-oxidative sowie pro-oxidative Charakteristik einnehmen und damit auch die

Bindung an das GefdBBendothel im Rahmen der thrombozytidren Himostase beeinflussen.
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6.1 PON2 und NOX2 regulieren ROS in murinen Thrombozyten

Thrombozyten sind hoch spezialisierte Zellen der Himostase, die eine wichtige Rolle in der
pathologischen Thrombose spielen, weswegen Modulationen der Thrombozyten durch ROS
sich auf vielfiltige Weise auswirken. Physiologisch fungieren ROS als Signalmolekiile und
werden von Thrombozyten bei deren Aktivierung selbst vermehrt gebildet, da sie eine
regulierende Rolle in der Bildung des Thrombus einnehmen.

Diese Verbindung mit dem ROS-Level und der Funktion der Thrombozyten diente als
Grundlage fiir die Hypothese, dass das anti-oxidative Enzym PON2 und ebenso das pro-
oxidative Enzym NOX2 durch Regulierung des Redox-abhingigen Mechanismus Einfluss auf
die thrombozytire Himostase nimmt. Um diese Hypothese iiberpriifen zu kdnnen, mussten
zuniichst vergleichende ROS-Analysen an Thrombozyten von PON27"-; NOX2""- sowie WT-
Maiusen durchgefiihrt werden. Die folgende Diskussion der Ergebnisse wird dabei nach den
untersuchten Mausstammen unterteilt.

Zunichst deckten die in dieser Arbeit verwendeten hochsensitiven Methoden der ROS-
Bestimmung (s. 5.3.1) in Thrombozyten ein signifikant erhohtes Gesamt ROS-Level in
Thrombozyten von PON2”-Miusen, als auch ein spezifisch erhdhtes Level an HO in
Thrombozyten von PON2"-Miusen auf, welches iiber den normalen Abbauweg des gebildeten
Superoxid produziert wurde’®. Dabei beeinflusst PON2 aber auch die durch Thrombozyten bei
deren Aktivierung durch Thrombin und Convulxin gebildeten ROS. Die Analysen im Vergleich
zum WT zeigten eine erhohte Produktion im Vergleich zu den basalen Werten des gleichen
Mausstammes. Alle Ergebnisse der verschiedenen ROS-Messungen entsprachen den
Erwartungen, die aus vorrangegangen Studien der Arbeitsgruppe hervorgingen. So konnte
bereits 2007 von Horke mit Hilfe des Indikators L-012 an EA.hy 926 Zellen, behandelt mit
einer PON2-siRNA im Vergleich zu naiven Zellen, ein erhéhtes ROS-Level nachgewiesen
werden'*. Dies wurde auch von Witte im Jahr 2011 bestitigt, die in der Studie mit Hilfe des
Farbstoffes CM-H>DCFDA einen gesteigerten ROS-Level in A549-Zellen nach PON2 knock-
down detektieren konnte*’. Fiir primires Gewebe/Zellen aus PON2”-Miusen konnte der
gleiche Effekt zundchst von Ebert 2016 an murinen Endothelzellen'*® aus der Aorta und in

7

ersten Experimenten 2018 auch an murinen Thrombozyten®’, sowie zuletzt tendenziell von

Spiecker 2018 an murinen, hiimatopoetischen Stammzellen'* beschrieben werden.
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Fiir NOX2 gab es im Gegensatz zu PON2 eine publizierte, dltere Studie von Delaney aus dem
Jahr 2016, in der ein im Vergleich zum WT geringeres Gesamt ROS-Level in Thrombozyten
nach der Behandlung mit Thrombin in NOX2”-Miusen nachgewiesen werden konnte'*,
wihrend eine neuere Studie von Sonkar aus dem Jahr 2019 keine signifikanten Unterschiede
des ROS-Gehaltes im Vergleich zum WT fand'®. Diese publizierten Unterschiede konnen zum
einen auf die unterschiedlich verwendeten Stimme an NOX2”"-Miusen zuriickzufiihren sein.
Der NOX27-Stamm, der kommerziell bei Jackson Laboratory zu erwerben und in der ilteren
Studie sowie in dieser Arbeit eingesetzt wurde, wurde bei der neueren Studie heterozygot mit
WT gekreuzt und mit unbekannter Generationsanzahl zuriickgekreuzt, um mit den
Waurfgeschwistern die Experimente durchzufiihren. Zum anderen kann die unterschiedliche
Zusammensetzung des Tyrode-Puffers speziell die Zugabe von CaCl, und MgCl» (éltere Studie)
als auch die Zugabe von MgCl> und Prostaglandin E1 (neuere Studie) Einfluss auf die
Ergebnisse nehmen. Die Ergebnisse der ROS-Messungen im Rahmen dieser Arbeit entsprachen
und bestdtigten die Ergebnisse der élteren Studie und zeigten ein signifikant verringertes
Gesamt ROS-Level der NOX2"-Thrombozyten unabhiingig von der Zugabe von Thrombin
oder Convulxin im Vergleich zum WT. Die Analysen der Ergebnisse zeigten zudem, dass die
Produktion der ROS nach der Aktivierung im Vergleich zum WT im Bezug zu den basalen
Werten der NOX27"-Thrombozyten verringert war. Dies fiihrt zur Aussage, dass NOX2 in den
Thrombozyten eine primire Quelle fiir die Produktion der ROS darstellt und essentiell fiir die
Produktion der ROS nach Aktivierung der Thrombozyten ist. Allerdings muss diese Aussage
mit dem Zusatz versehen werden, dass NOX2, bestdtigt durch die Ergebnisse nicht an der
direkten H>O»-Produktion in den Thrombozyten beteiligt ist, sondern spezifisch Superoxid

produziert!#4143,

Da es bei einem hohen Gehalt an ROS zur Schidigung von Proteinen, Membranen und der
DNA kommen kann, wurden in der vorliegenden Arbeit Versuche zur Phianotypisierung der
Thrombozyten der verwendeten Mausstimme durchgefiihrt, weil die Bildung der
Thrombozyten durch die mit ROS assoziierten'® polyploiden Megakaryozyten erfolgt. Dabei
konnten Abweichungen von der WT-Kontrolle in den Thrombozyten von PON2-defizienten
Miusen festgestellt werden. Das mittlere Thrombozytenvolumen (MPV) war signifikant
erhoht, wihrend die Konzentration der Thrombozyten im Vollblut von PON27-Miusen

signifikant verringert war.
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Diese Veranderungen implizieren eine Storung der Thrombopoese, die mit einer Stérung des
ROS-Levels assoziiert sein konnte. Die Ansammlung der ROS auf Grund einer defekten Redox-
Kopplung soll dabei zu einer unterschiedlichen hdmatopoetischen Abstammungshiufigkeit und
einer erhdhten Thrombopoese fiihren!’’. Ergebnisse aus der vorrangegangenen Arbeit der
eigenen Arbeitsgruppe von Ebert von 2016 zeigten jedoch keine Verdnderung der Lebensdauer
von PON2"-Thrombozyten im Vergleich zur WT-Kontrollgruppe'*® und es konnte auch keine
Abweichung in den eigenen Daten in Bezug auf das MPV und die Anzahl der Thrombozyten in
NOX2"-Miusen festgestellt werden, dessen Enzym NOX2 als priméare Quelle fiir ROS dient.

Daher wurde in weiterfiihrenden Studien auf die Frage nach der Kausalitit von ROS in Bezug
auf weiterfilhrende Effekte der PON2-Defizienz auf Thrombozyten durch Wiederholung
einiger grundlegender Analysen mit NAC-behandelten PON27-M#usen im Vergleich zum WT
nachgegangen. Es konnte jedoch anhand der durchgefiihrten Versuche keine explizite
Verminderung des Gesamt ROS-Gehaltes durch die kontinuierliche Behandlung von PON27--
Maiusen mit dem Antioxidant NAC festgestellt werden, jedoch schien eine tendenzielle
geringfligige Reduktion erreicht worden zu sein, dieser Effekt war jedoch nicht statistisch
signifikant.

Dennoch konnte die labormedizinische Untersuchung des Blutbildes der NAC-behandelten
PON2”-Miuse eine Verminderung des Effektes von PON2 im  mittleren
Thrombozytenvolumen aufdecken, jedoch blieb die verringerte Thrombozytenanzahl bestehen.
Damit kann die Frage nach der Kausalitit an dieser Stelle nicht eindeutig beantwortet werden.
Eine Moglichkeit fiir die Zukunft wire eine Wiederholung des Versuches durch Substitution
des Antioxidants oder einer Verdnderung der Applikationsmethode. Dabei stellt Vitamin E
bereits eine erprobte und eingesetzte Alternative zu NAC da und wurde bereits in multiplen
Studien an Miusen zur Reduktion des ROS-Levels angewendet! 71172173,

Zusammenfassend ist es angeraten, in der Zukunft nach weiteren moglichen Ansédtzen zur
Erklarung der verdnderten Thrombozytenanzahl zu forschen, da die Ergebnisse auf eine PON2-

abhéngige, jedoch ROS-unabhéngige Modulation hinweisen.
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6.2 Der pro-koagulatorische Status von murinen Thrombozyten ist

abhingig von PON2 und NOX2

Grundlegend erfiillt das hdmostatische System zwei gegensitzliche Aufgaben: Im Normalfall
fiihrt es als Schutzmechanismus des Korpers die Himostase rasch und lokal aus, ansonsten
gewihrleistet es eine stindige Antikoagulation fiir die kontinuierliche Strémung des Blutes!”.
Jedoch fiihren kleinere Storungen, die das System aus dem Gleichgewicht bringen, einerseits
bei Uberfluss von pro-koagulatorischen Faktoren zur erhdhten Ausbildung intravasaler
Thromben und damit zum Zusammenhang von Atherothrombose und Hdmostase, andererseits
bei Uberfluss von anti-koagulatorischen Faktoren zur erhdhten Blutungsneigung und inneren
Blutungen. In diesem Zusammenhang ist die beschriebene Verbindung von PON2 und NOX2
fiir die Atherothrombose (s. 1.1.1 und 1.2.1) relevant und PON2 wurde in der vorrangegangenen
Arbeit von Ebert 2016 fiir Endothelzellen als potenter anti-koagulatorischer Effektor
dargestellt'®,

Dabei zeigten die Ergebnisse von Ebert, dass die anti-oxidative Wirkungsweise von PON2 in
Endothelzellen die Externalisierung von Phosphatidylserin (PS) verhindert und dadurch vor der
TF-Aktivierung schiitzt und gleichzeitig durch Erhohung der endothelialen TFPI-Aktivitét
(engl. Tissue Factor Pathway Inhibitor) die Aktivitdt von TF hemmt. Als Folge inhibiert PON2
die TF-FVIla/FXa-vermittelte Thrombinbildung, was eine Verminderung der Aktivierung von
intrinsischen Gerinnungsfaktoren zur Folge hat'®,

In dieser Arbeit deckten die angewendeten in vitro Ansidtze neue Erkenntnisse zur Rolle der
PON2 und NOX2 in Bezug auf die Regulation des pro-koagulatorischen Zustandes von
Thrombozyten auf.

Hauptséchlich beteiligt am pro-koagulanten Status der Thrombozyten ist die Externalisierung
von anionischen Phospholipiden, wie z. B. PS, die essentiell fiir die Membranbindung von
Koagulationsfaktorkomplexen, einschlieBlich der fiir die Thrombin-Erzeugung erforderlichen
Tenase- und Prothrombinase-Komplexe sind'*?. Die Ergebnisse der ersten Versuche mit dem
Ca”"-abhiingigen Protein Annexin-V zeigten inverse Differenzen von PON27"- bzw. NOX2"~-
Thrombozyten, d.h. eine erhohte Prisentation von anionischen Phospholipiden bei PON2-
Thrombozyten sowie eine verringerte Prisentation bei NOX2”-Thrombozyten im Vergleich
zur WT-Kontrollgruppe, die nach der Aktivierung durch hohe Konzentrationen der Agonisten

Convulxin oder Calcymicin vollstdndig verschwanden.
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Durch vorrangegangenen Studien wurde belegt, dass ROS die PS-Externalisierung induziert!”,
ebenso wurde in vergangenen Studien der Arbeitsgruppe von Horke 2007 und Witte 2011
bewiesen, dass eine Uberexpression von PON2 in Endothelzellen, welche mit ROS-
induzierenden Substanzen stimuliert wurden, die Superoxid-Produktion vermindert und die PS-
Externalisierung reduziert!#?’.

Damit gibt es einen moglichen kausalen Zusammenhang zwischen der erhohten ROS-Bildung
und der verstirkten PS-Externalisierung von PON2"-Thrombozyten, sowie gegensitzlich die
erniedrigte ROS-Bildung und damit einhergehend die verringerte PS-Externalisierung in
NOX2"-Thrombozyten. Der Mechanismus erfolgt fiir das transmembrane, aktivierte NOX2
iiber die Bildung von Superoxid in der Zelle, was in der Folge zur PS-Externalisierung fiihrt.
Fiir PON2 sind zwei verschiedene Wege denkbar. Zum einen ist PON2 in den Mitochondrien
lokalisiert und verhindert durch Bindung an der inneren Mitochondrienmembran an das
Coenzym Q10 die Ubertragung der Elektronen aus dem Komplex I und dem Komplex III der
mitochondrialen Atmungskette auf molekularen Sauerstoff'*!”?*, Zum anderen transloziert
PON?2 als Antwort auf oxidativen Stress von den Mitochondrien bzw. vom Endoplasmatischen
Retikulum in die Plasmamembran?* und inhibiert dort die Lipidperoxidation der Phospholipide
der Plasmamembran zu Phospholipidhydroperoxiden, die nun keine PS-Externalisierung
induzieren'’®.

Versuche mit dem Ca**-unabhiingigen Marker fiir PS, Lactadherin bestitigten die mit Annexin-
V erhaltenen basalen Ergebnisse, zeigten aber Abweichungen bei der Stimulation mit
Convulxin mit einer erhohten Prisentation an PS fiir PON2”-Thrombozyten im Vergleich zur
WT- Kontrollgruppe und im Vergleich zum Ca?**-abhéingigen Annexin-V. Dies konnte auf eine
weitere Aktivierung der Thrombozyten zuriickzufiihren sein, die durch Ca®'-Ionen induziert

werden kann'!”’.
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Weiterfiihrende Analysen zur Kollagen-vermittelten Adhdsion pro-koagulanter muriner
Thrombozyten wurden entsprechend des im Rahmen der Masterarbeit von Jennifer Oberldnder
optimierten Protokolls®® fiir Citrat-antikoaguliertes Vollblut ohne und mit Thrombin Inhibition
fiir PON2”"- und WT-Miuse durchgefiihrt.

Dabei zeigten die Ergebnisse wie nach den ersten Analysen zu erwarten eine signifikante
Verminderung der prozentualen Oberflichenbedeckung Annexin-V-FITC gefarbter
Thrombozyten beider untersuchten Mausstimme mit Thrombin-Inhibition im Vergleich ohne
Thrombin-Inhibition, die sich durch die synergistische Wirkung der Agonisten Kollagen und
dem =zusitzlich generierten Thrombin auf den pro-koagulanten Zustand der Kollagen-

adhirierten Thrombozyten erkliren l4sst'’®

. Allerdings wiesen die Ergebnisse auch auf einen
Aktivierungsdefekt beziiglich des pro-koagulanten Zustandes bereits adhérierter muriner
Thrombozyten mit PON2-Defizienz hin. Dies kénnte darauf hindeuten, dass PON2”-
Thrombozyten, die vermehrt anionische Phosphatidylserine auf der Oberflache prisentieren,
nicht bevorzugt an Kollagen unter arteriellen Scherkréften adhdrieren.

Somit ldsst sich zusammenfassend sagen, dass die PS-Externalisierung durch PON2 und NOX2
ROS-abhiingig aber Ca*'-unabhiingig beeinflusst und die Adhdsion der pro-koagulanten
Thrombozyten an einer Kollagen-prisentierenden Oberfliche unter Flussbedingungen von
PON2 beeinflusst wird, da PON2 basal vor spontan erhéhter ROS-Bildung und damit PS-
Externalisierung schiitzt und die Thrombozyten in einem ruhenden Zustand hélt. Keinen
Einfluss auf die gefundene verminderte Adhision an Kollagen von PON2"-Thrombozyten

haben dagegen die nachgewiesenen erhohten Rezeptorlevel von GPVI sowie azf1 im Vergleich

zum WT.

Es zeigte sich in fortfithrenden Versuchen, dass die Regulation des pro-koagulanten Status von
PON2 und NOX2 Auswirkungen auf weitere beschriebene pro-koagulante Attribute besitzt und
die Thrombozyten in ihrer Aktivitit beeinflusst'’®. Dies wurde zum einen nachgewiesen, indem
auf der Oberfliche von basalen PON2""-Thrombozyten eine erhdhte Expression von P-Selektin
im Vergleich zu WT-Thrombozyten stattfindet, wihrend die Ergebnisse fiir basale NOX2"-
Thrombozyten eine verringerte P-Selektin Exposition auf ihrer Oberfldche beschreiben. Zum
anderen steht es auch in Verbindung mit den gefundenen Abweichungen der Ergebnisse zur
Bindungskapazitidt von vWF fiir PON2-defiziente Thrombozyten, welche basal eine erhohte
vWF-Bindung aufwiesen, die sich nach moderater Stimulation mit Botrocetin dem WT wieder

anglich.
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Dies kann von der erhohten Expression des Glykoproteinrezeptor GPIba auf PON27--
Thrombozyten beeinflusst sein. Im Gegensatz dazu zeigten die Resultate, dass die Bindung von
vWF an NOX2”"-Thrombozyten verringert ist und sich sofort dem WT nach Stimulation wieder
anglich und damit mit dem Aktivierungszustand als mit dem Expressionslevel von GPIba
assoziiert ist. Interessant dazu ist, dass die Expression von GPIIb/Illa, der als pro-koagulante
Eigenschaft beschrieben wurde!’®bzw. der in die pro-koagulante Aktivitit der Thrombozyten
involviert ist'”?, weder von PON2 oder NOX2 beeinflusst wird und die Ergebnisse der ruhenden

Thrombozyten keine Differenzen zum WT aufwiesen.

Zusammenfassend stellt anhand der Ergebnisse und unter Beriicksichtigung der
miteinbezogenen vorrangegangen Studien PON2 einen potenten anti-koagulatorischen Effektor
bzw. NOX2 einen potenten pro-koagulatorischen Effektor dar, der durch seine anti-oxidative
bzw. seine pro-oxidative Wirkungsweise den pro-koagulanten Status zirkulierender

Thrombozyten, sowie deren Adhésion beeinflusst.

6.3 Die thrombozytire Himostase in Miusen wird von PON2 und NOX2

reguliert

Thrombozyten tragen entscheidend zur Himostase bei, indem sie besonders in der primédren
Hémostase nach einer Verletzung der vaskulidren GefdBwand oder durch die Ruptur eines
atherosklerotischen Plaque die Ausbildung eines primédren Thrombus durch die Adhédsion der
Thrombozyten iiber Membranrezeptoren, die Aktivierung der Thrombozyten durch outside-in
und inside-out Signale und schlieflich die Aggregation der Thrombozyten durch die
Ausbildung von Fibrinogenbriicken ermoglichen (s. 1.4.2).

Da bereits im vorherigen Abschnitt (6.2) eine Rolle der Enzyme PON2 und NOX2 auf den
Zustand der zirkulierenden Thrombozyten, sowie fiir PON2 auf die Adhésion in Abhingigkeit
des pro-koagulanten Zustandes der Thrombozyten festgestellt und diskutiert wurde, wird im
nachfolgenden Abschnitt die Rolle der PON2 und NOX2 auf die einzelnen Abschnitte der
thrombozytdren Himostase (Adhésion-Aktivierung-Aggregation) diskutiert.
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Fir die in vitro Untersuchung der thrombozytiren Adhdsion und Aggregation an
Adhésionsproteinen im antikoagulierten Vollblut unter Flussbedingungen eignet sich das
Flusskammermodell'®® in dem zusitzlich eine Analyse der Thrombin-vermittelten
Blutgerinnung durch eine direkte Antikoagulation mit niedermolekularem Heparin und dem
direkten Thrombin-Inhibitor PPACK in vielen Studien etabliert ist'®!. Die aus dem optimierten
Flusskammersystem erhaltenen Analysen deckten interessanterweise eine signifikant
verminderte Adhdsion von PON2-defizienten Thrombozyten im Vergleich zur WT-
Kontrollgruppe auf, die unabhidngig von der Thrombin-Inhibition beobachtet wurde. Dies weist
darauf hin, dass die PON2-Defizienz in murinen Thrombozyten sowohl die direkte
thrombozytdre Bindung an Kollagen als auch die Thrombin- und Fibrin-vermittelte
thrombozytire Vernetzung unter arteriellen Scherstressbedingungen signifikant beeintrachtigt.
Bereits genannt steht diese Aussage im Gegensatz zu dem bereits in dieser Arbeit erbrachten
Ergebnis, das murine PON2-defiziente Thrombozyten intrazelluldr vermehrt ROS produzieren
und eine vermehrte ROS-Produktion mit einer erhohten Thrombozytenaktivierung bzw.
Thrombozytenreaktivitit beschrieben worden ist®’.

Die Aktivierung der Thrombozyten wurde durch Analysen zur Aktivierung des
Fibrinogenrezeptors GPIIb/Il1a, der bei Aktivierung seine Konformation dndert, als auch durch
Analysen des bei der Thrombozytenaktivierung auf der Oberflidche prisentierenden P-Selektin
in PON27"-, NOX2""- und WT-Thrombozyten als deren Kontrolle untersucht. Die Auswahl der
Agonisten Thrombin, Convulxin und ADP ergab zusitzlich Erkenntnisse tiber den Einfluss
beider Enzyme auf die zwei wichtigsten Phospolipase Cbeta- (PLCbeta) und Phospholipase

Cgamma (PLCgamma)-abhingigen Signaltransduktionswege!>°

, die zur Aktivierung der
Thrombozyten fiihren. Die Ergebnisse deckten dhnlich denen des Flusskammermodells eine
signifikant verringerte Aktivierbarkeit von PON2-defizienten Thrombozyten im Vergleich zur
WT-Kontrollgruppe auf, die fiir den aktivierten GPIIb/IIla fiir alle eingesetzten Agonisten im
Pléttchen-reichen-Plasma (PRP) gemessen wurde. Allerdings zeigten die Ergebnisse bei der
Thrombin vermittelten Aktivierung eine Konzentrations-abhéngige Angleichung zum WT. Die
Ergebnisse fiir die Oberflichenexpression von P-Selektin auf aktivierten PON2”-
Thrombozyten waren dagegen nur signifikant nach Stimulation mit Convulxin und Thrombin

bei sehr niedrigen Konzentrationen im PRP nicht aber in gewaschenen Thrombozyten im

Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten.
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Diese Auffilligkeit konnte fiir Thrombin durch die Resultate aus der vorrangegangenen Arbeit
von Ebert erklirt werden, die im Vergleich zur WT-Kontrollgruppe in PON2""-Thrombozyten
sowohl eine signifikant erhohte basale als auch eine erhohte Thrombin-stimulierte
Thrombozyten-vermittelte Thrombinbildung durch die calibrated automated thrombography
(CAT)-Methode ermittelt hatte!*3, der als reziproker Faktor den Einfluss der PON2 wieder
aufhebt und additiv die Konzentration an Thrombin bei der Thrombin-induzierte Aktivierung
von GPIIb/IIla und P-Selektin erhoht.

Zusammen mit dieser Beobachtung weisen die Ergebnisse darauf hin, dass PON2 in beide
Signaltransduktionswege, zum einen iiber PLCbeta, als auch PLCgamma zur Aktivierung der
Thrombozyten eingebunden ist und eine erhhte Menge an ROS durch die Defizienz von PON2

zu einer allgemeinen Verminderung der Aktivierbarkeit der Thrombozyten in vitro fiihrt.

Im Gegensatz zu PON2 zeigten die Analysen zur Thrombozytenaktivierung mit NOX2, dass
diese nur nach der Stimulation iiber die Agonisten Thrombin und Convulxin, nicht aber nach
der Stimulation mit ADP eine signifikant erhohte Pridsentation von P-Selektin an ihrer
Oberflache sowohl in gewaschenen Thrombozyten als auch in Thrombozyten aus PRP, sowie
eine signifikant erhohte Aktivierung des GPIIb/I1la in gewaschenen Thrombozyten aufwiesen.
In Bezug auf die vorhandene Literatur sind diese neuen Erkenntnisse fiir NOX2 kontrovers
anzusehen, allerdings zeigten die publizierten Studien untereinander selbst Unterschiede in
ithren Ergebnissen auf.

So wurde 2014 von Walsh et al. kein Effekt von NOX2 auf die Exozytose von P-Selektin
beschrieben'®, withrend Kim et al. 2015 bei geringen Konzentrationen von Thrombin eine
verringerte Oberflichenprédsentation von P-Selektin, sowie eine verringerte Aktivierung von
GPIIb/Illa auf NOX2”-Thrombozyten entdeckten'?.

Delaney et al. sahen dagegen 2016 eine starke verringerte Aggregation nach Stimulation mit
Collagen-related-peptide (CRP) aber nur eine partiell verringerte Aggregation mit Thrombin in
NOX2”-Thrombozyten'*> und in der neuesten Studie von 2019 erachtet Sonkar et al. NOX2
als nicht notwendig fiir die Thrombozytenaktivierung'®*. Diese unterschiedlich publizierten
Ergebnisse stehen im Zusammenhang mit der Behandlung und der Isolierungsmethode der
murinen Thrombozyten aus NOX2”-Méusen, die keinem einheitlichen Protokoll folgten und
es wahrscheinlich durch Zugabe von Antagonisten bzw. anderen Modulatoren der
Thrombozytenfunktion zu einer Voraktivierung bzw. inhibierenden Beeinflussung der

Thrombozyten gekommen ist.
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Fiir die Untersuchungen der Thrombozytenaggregation wurde das vielfach publizierte und
optimierte turbimetrischen Verfahren nach Born'?! angewendet.

PON2""-Thrombozyten im PRP zeigten dabei sowohl nach der Stimulation mit ADP, als auch
nach der Stimulation mit Convulxin eine signifikant erniedrigte Aggregation im Vergleich zur
WT-Kontrollgruppe, wihrend NOX27"-Thrombozyten eine signifikant erhohte Aggregation
nach der Stimulation mit ADP und eine tendenziell erhdhte Aggregation nach der Stimulation
mit Convulxin aufwiesen. Dies ist mit den Ergebnissen der Thrombozytenaktivierbarkeit im
vorherigen Abschnitt assoziiert, da der Fibrinogenrezeptor GPIIb/Illa eine zentrale Bedeutung
in der Thrombozytenaggregation einnimmt, indem er durch seine Konformationsinderung die
Bildung von ,,Fibrinogenbriicken zwischen zwei Thrombozyten ermdglicht®. Ein Einfluss
von sezerniertem ADP auf die Aggregation, d.h. ADP, das durch die Freisetzung aus den o-
Granula als Feedback-Agonist agiert, ist nicht wahrscheinlich, da die Ergebnisse fiir die
Mepacrine-Freisetzung keinen Unterschied fiir beide untersuchten Mausstdmme im Vergleich

zur WT-Kontrollgruppe aufzeigten.

Das weiterfilhrende Experiment zur in vivo Untersuchung der Thrombusbildung durch
vaskulire Adhision mit dem arteriellen, TF-abhingigen FeCls-Thrombusmodell'?’, deutete
entgegen der zuvor ermittelten Ergebnisse eine signifikant hohere Zeit bis zum kompletten
Verschluss und zur Aufldsung des Thrombus im Vergleich zum WT fiir NOX2""-Thrombozyten
an, wihrend PON2"-Miuse zwar auch eine signifikant erhdhte Zeit bis zur Ausbildung des

Thrombus aufwiesen, die Auspragung jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe gering ist.

Erklart werden konnte dies durch die von Ebert aus der vorrangegangen Arbeit getitigte
Aussage, die eine verstiirkte Gerinnungsaktivitit der PON2”-Thrombozyten durch externe
Signale vom pro-koagulatorischen PON2”"-Endothel durch Vermittlung einer endothelialen TF-
abhingigen Aktivierung von Thrombin sieht. Dies schloss aber auch, durch Befunde der
Gerinnungszeitmessung von chimdren Maéusen belegt, eine primdre Funktion der
Thrombozyten in der verstirkten Himostase der PON27-Miuse mit aus und betont die

Relevanz eines PON2-vermittelten EC-to-platelet signalings'®.
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Dies konnte auch eine mogliche Ursache der Hyperreaktivitit der Thrombozyten im Bereich
der Koagulation wie im Abschnitt 6.2 aufgefiihrt, darstellen Andererseits gingen die Ergebnisse
des arteriellen in-vivo Modells einher mit den in vitro Ergebnissen zur Adhision der
Thrombozyten an Kollagen Typ I, sowie der Agonisten-induzierten GPIIb/IIla-Aktivierung und
P-Selektin Oberflaichenpriasentation und Thrombozytenaggregation. Dies deutet daraufhin, dass
die thrombozytire Himostase in PON2"-Miusen eine dominante Rolle einnimmt.

Im Gegensatz dazu weisen die Ergebnisse in NOX2”-M#usen auf einen zum Teil verringerten
Einfluss der thrombozytiren Hamostase in der primdren und sekundiren H&mostase hin.
Stattdessen konnte es hier dominierend zu indirekten Effekten der vaskuldren Zellen kommen,

welche die Thrombusbildung verhindern.

Zusammenfassend sprechen diese Ergebnisse dafiir, dass PON2-defizienteThrombozyten
unabhéngig von ihrer pro-koagulatorischen Aktivitit hyporeaktiv fiir Funktionen der priméren
Himostase in vitro und in vivo sind. Im Unterschied dazu sind NOX2"-Thrombozyten
unabhingig ihrer anti-koagulatorischen Aktivitit hyperreaktiv fiir Funktionen der priméiren
Hémostase in vitro. Erklart werden konnte dies mit der Hypothese, dass chronisch intrazellulér
gebildete ROS in PON2-defizienten Thrombozyten zu einem chronisch erhdhten pro-
koagulanten Zustand aber zu einer verminderten Reaktivitit in Bezug auf Adhésion und
Aggregation fiihrt. Eine dauerhafte Verringerung der intrazelluldr gebildeten ROS in NOX2"--
Thrombozyten fiihrt andererseits zu einem chronischen anti-koagulanten Zustand, der aber mit
einer erh6hten Reakvitit in Bezug auf Adhédsion und Aggregation einhergeht. Diese Hypothese
miisste in Zukunft durch weitere Analysen abgeklért werden, indem z.B. indirekte Effekte durch
andere Blut- und vaskuldre Zellen durch in vivo Thromboseversuche mit

Thrombozytenspezifischen PON2""- bzw. NOX27"-M#usen durchgefiihrt werden.

156



Diskussion

6.4 Wechselspiel der Ca’>*-Homoostase und PON2 bzw. NOX2 in murinen
Thrombozyten

Ca’" ist in fast allen Zellen ein essentieller sekundirer Botenstoff, der eine Vielzahl
grundlegender zellulirer Prozesse reguliert'®4. In Bezug auf die Thrombozyten sind Ca**-Ionen
notwendig fiir verschiedene Schritte der zelluliren Aktivierung, wie z.B. die fiir die
Formverinderung notwendige Reorganisation des Aktin-Zytoskleletts'®>, die Degranulation
oder die Inside-out-Aktivierung des Fibrinogenrezeptors GPIIb/IlIa, der fiir die Aggregation
der Thrombozyten unerlésslich ist'®®. Die Erhohung der intrazelluliren Ca**-Konzentration
entstammt dabei der Freisetzung von Ca®" primir aus dem DTS oder durch den Eintritt von
extrazellulirem Ca?* durch die Plasmamembran iiber Ca**-Kanile®%!%,

Die aus den etablierten Protokollen erhaltenen Analysen deckten eine signifikant erhohte
intrazellulire Ca’"-Konzentration in basalen sowie in Convulxin stimulierten PON27-
Thrombozyten auf. Fiir NOX2”-Thrombozyten waren die Ergebnisse invers zu denen von
PON2" und zeigten eine signifikant verringerte intrazellulire Ca?*-Konzentration, die ebenfalls
nach der Stimulation signifikant verringert blieb. Eine Zugabe an extrazellularem Ca®"
veranderte die erhaltenen Ergebnisse nicht, sondern erhohte gleichmifig bei allen drei
untersuchten Mausstimmen die gemessene intrazellulire Ca’'-Konzentration. Da ROS die
Ca”*-Signaltransduktion beeinflusst!®® weist dies darauf hin, dass PON2 und NOX2 iiber die
ROS-Redox Kontrolle Einfluss auf die Ca**-Homdostase in Thrombozyten nehmen. Auf der
anderen Seite ist auch bekannt, dass intrazellulire Ca®* -Konzentrationen Einfluss sowohl auf
PON2 wie auf NOX2 nehmen, da zum einen die Aktivierung verschiedener stimulierender
Proteinkinase C (PKC)-Isoformen Ca?"-abhiingig ist, weswegen Ca’' die Aktivierung der
NOX2 und damit die Produktion von ROS reguliert, was fiir Makrophagen gezeigt wurde'®’.
Zum anderen inaktiviert ein verstirkter Ca**Zufluss die Aktivitit von PON2 und veriindert seine
Expression, nachgewiesen in der permanenten EA. hy926 Zellinie!*%!*!,

Zusammenfassend bildet also die Interaktion zwischen ROS und der intrazelluldren Ca®'-
Konzentration einen regulatorischen Kreislauf, was die fortfilhrenden Experimente zur
Aktivierbarkeit der Thrombozyten unter dem Einfluss von extrazellulirem Ca?" bestitigten. Die
Analysen wiesen dabei eine Angleichung der zuvor beobachteten und diskutierten (6.3)
Differenz der Agonisten-induzierten GPIIb/I1Ta-Aktivitat und P-Selektin
Oberflichenprisentation von Thrombozyten von PON27"- und NOX2"-Miusen im Vergleich

zu ihrer WT-Kontrollgruppe auf.
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6.5 Die Bedeutung der Ergebnisse fiir zukiinftige Forschungsrichtungen
und die Rolle der PON2 und NOX2 fiir gerinnungshemmende

Therapieansitze

Wie beschrieben reagieren Thrombozyten auf verschiedene Reize mit der Produktion von ROS,
der als sekunddrer Botenstoff den pro-koagulanten Phinotyp im Blut zirkulierender
Thrombozyten verursacht. Verschiedenste Studien schreiben dem Enzym NOX2 eine
dominante Rolle der Produktion von ROS in Thrombozyten zu'¢’;!82 wihrend das Enzym
PON2 die Bildung der mitochondrialen ROS verhindert'*. Die aus dieser Arbeit erlangten
Erkenntnisse weisen auf einen Einfluss auf die thrombozytidre Himostase durch Regulation der
ROS in vivo. Um dies zu verifizieren, wurde damit begonnen, PON2""-Miuse mit dem
Antioxidant NAC iiber das Trinkwasser zu behandeln, um nach der Normalisierung des ROS-
Gehaltes die Auswirkungen auf den Phénotyp fiir die Gerinnung zu {liberpriifen. Dabei ergaben
erste Ergebnisse keine Normalisierung des ROS-Gehaltes im Vergleich zum WT, hingegen eine
tendenzielle Abnahme des ROS-Gehaltes im Vergleich zu PON2"-Miusen. Dennoch zeigte
dies bereits signifikante Anderungen im Phinotyp der Thrombozyten und verringerte
signifikant das MPV im Vergleich zum PON2"". Eine Verifizierung fiir NOX2 kénnte in der
Zukunft durch Studien mit Vorbehandlung der Thrombozyten bzw. Vorbehandlung der WT-
Maiuse mit Ebselen, Perhexilin oder Celastrol durchgefiihrt werden. Alle drei aufgefiihrten

Antioxidantien zeigten eine hohe NOX2-Spezifitit!®> und wurden bereits an Miusen in

verschiedenen Studien angewendet!**1%4,

Fiir eine Vielzahl von kardiovaskuldren Erkrankungen konnte nachgewiesen werden, dass
oxidativer Stress ausgeldst durch ROS zur Pathogenese beitrdgt bzw. die Progression fordert.
Insbesondere dem Superoxid, als Mitglied der ROS kommt eine zentrale Rolle bei der
Modulation des peripheren Gefdwiederstandes zu, indem es den stets wirksamen endogen
gebildeten Vasodilatator Stickstoffmonoxid (NO) abfingt, zum stark oxidativen Peroxynitrit
umwandelt und damit eine endotheliale Dysfunktion ausldsen kann'®>.

Daher erscheint zunéchst eine anti-oxidative Behandlung entweder als Pravention fiir vaskuldre
Ereignisse oder zur Langzeittherapie von Patienten mit erhohtem Risiko fiir kardiovaskuldre
Erkrankungen vielversprechende Aussichten zu besitzen. Eine Vielzahl klinischer Studien
untersuchte diesen Therapieansatz, durch die Gabe von Antioxidantien zur Reduzierung des
Risikos fiir primire oder sekundére kardiovaskuldre Ereignisse bzw. zur Reduzierung der

kardiovaskuldren Mortalitt.
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Dabei ergaben die Ergebnisse aus dem Grof3teil der Studien, dass dies keinen Nutzen in der
Reduzierung des kardiovaskuldren Risikos bringt und sogar auf eine Zunahme der
kardiovaskuliren Morbiditit hindeutet!7%197:198:199,

Nur ein kleiner Teil der z.T. nicht ausreichend kontrollierten Studien zeigte, dass Antioxidantien
wie Vitamin C oder Vitamin E einen positiven Nutzen haben k&nnen??%201:202,
Zusammenfassend weist dies darauf hin, dass der Therapieansatz zur Behandlung bzw.
Pravention von kardiovaskuldren Erkrankungen durch die globale Gabe von hochdosierten
Antioxidantien zur Inhibition von Radikalen (engl. radical scavenging) kein
erfolgsversprechender Ansatz ist?®.

Anstatt dessen stellt die selektive Modulation von pro-oxidativen pathologischen Prozessen in
verschiedenen Zelltypen eine neue Form des therapeutischen Ansatzes dar. Die Grundlage
bildet dabei die Erforschung von spezifischen molekularen und zelluldren Mechanismen ROS-
vermittelter Signale in kardiovaskuldren Pathologien. In diesem Zusammenhang sind die
Ergebnisse dieser Arbeit in Bezug auf PON2 und NOX2 interessant, da gezeigt wurde, das z.B.
eine chronisch pro-oxidative Umgebung durch Defizienz von PON2 zu einem pro-
koagulatorischen Zustand der Thrombozyten im Blutkreislauf, auf der anderen Seite zu einer
Hemmung der Thrombozytenreaktivitit fiir Funktionen der primidren H&mostase fiihrt,
weswegen die selektiven Inhibierung pro-oxidativer Ansédtze bzw. selektive anti-oxidative
Ansitze von mehreren Seiten betrachtet werden miissen.

Von Interesse wire dabei auch die Etablierung eines PON2-iiberexprimierenden Mausmodells
zur Begutachtung der mdglichen protektiven Funktion von PON2 bei thrombotischen
Erkrankungen, um die PON2-Uberexpression als Therapiestrategie im Gerinnungsmanagement
zu liberpriifen. Erste Ansdtze zur Etablierung dieses Mausmodells wurden bereits im Zuge der
Rolle der PON2 in der Tumorforschung unternommen, bei dem eine Inhibierung des

Tumorwachstums des Eierstockkrebses festgestellt wurde?%*,

Fiir die Rolle der NOX2 und der PON2, die beide durch die Modulation der ROS in vivo eine
Assoziation zur Atherogenese besitzen?”’, sind die Ergebnisse dieser Arbeit ebenfalls von
Bedeutung. Obwohl bereits diskutiert die Rolle der Thrombozyten in der Regulation der
Himostase durch die endotheliale Himostase beeinflusst wird!'?® ist die Erforschung der in-

vivo Bildung eines Thrombus unter dem Einfluss von NOX2 bzw. PON2 am Anfang.
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Ein moglicher Forschungsansatz basiert auf der Grundlage, dass bekanntermallen die
Hamostase z.B. durch die verstirkte TF-Expression in arteriosklerotischen Lésionen zur
Plaque-Thrombogenizitit beitrigt?®®2%7 d.h. TF wirkt pro-atherogen und insbesondere im
Komplex mit den Gerinnungsfaktoren FVIIa und FXa stimuliert er pro-atherogene Signalwege,
die u. a. die Rekrutierung und Adhésion von Leukozyten an das Endothel sowie die Migration
von glatten Muskelzellen induzieren?8:20%:210:211:212

Erste Ergebnisse beschreiben dabei in in vitro Modellen, wie dem Flusskammermodell, eine
verringerte Kollagen-abhingige Thrombusbildung fiir NOX27-13¢ ebenso wie fiir PON27". Eine
Ubertragung auf TF-abhingige in vivo Modelle zur Betrachtung von Zell-Zell-Interaktion
waren dabei mit dem in vitro Modell jedoch nicht vergleichbar!®® und weisen auf andere
regulierenden Faktoren hin.

Daher ist ein zweiter moglicher Forschungsansatz die TF-unabhidngige Erforschung der
Thrombusbildung durch TF-unabhéngige in vivo Modelle, z.B. durch Zugabe TF-inhibierender
Substanzen, um die Ergebnisse flir PON2 und NOX2 des in vitro Modells zu verifizieren.
Neuere Studien zeigten ebenfalls dazu, dass die selektive Inhibierung von Thrombin oder FXa
durch direkte orale Antikoagulantien, die zur Behandlung von Thrombosen und fiir die primére
oder sekundire Thrombose-Privention eingesetzt werden, in ApoE”~ Miusen einen Riickgang
der Entstehung und Progression von arteriosklerotischen Plaques sowie z. T. eine Verminderung

von oxidativem Stress bewirkten?'32!4,

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit neue Hinweise auf die durch PON2 und
NOX2 regulierenden Redoxsignalwege und deren Einfluss auf die thrombozytire Himostase
bzw. Bildung eines Thrombus, die moglicherweise neue therapeutische Ziele fiir anti-oxidative

Interventionen darstellen konnten.
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/  Zusammenfassung

Die Aktivierung von Thrombozyten ist fiir den hdmostatischen Prozess von entscheidender
Bedeutung und ein vielversprechendes pharmakologisches Ziel um Thrombosen
entgegenwirken zu konnen. Dabei spielt der Gehalt an Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) eine
wichtige Rolle, da Redox-vermittelte Mechanismen durch erhohte Bildung an ROS zu einem
pro-thrombotischen Zustand beitragen und ein entziindliches Milieu verursachen.
Paraoxonase-2 (PON2), ein anti-oxidatives Protein und NADPH-Oxidase-2 (NOX2), ein pro-
oxidatives Protein, sind zentral in pathologische Prozesse des kardiovaskuldren Systems
involviert. Da die Hamostase mafigeblich zu kardiovaskuldren Erkrankungen beitragt, wurde
ein Einfluss beider Proteine auf die Regulation pathophysiologischer Prozesse iiber Redox-
vermittelte Mechanismen im Gefillsystem vermutet und in einer vorrangegangenen

Dissertation fiir Endothelzellen untersucht und bestétigt.

In dieser vorliegenden Arbeit wurde erstmalig beschrieben, dass eine Defizienz von PON2 als
auch von NOX2 direkt FEinfluss auf die Redox-Kontrolle von Thrombozyten, ihre
Aktivierbarkeit und die Interaktionen von Thrombozyten mit anderen Zellen zur Bildung eines
Thrombus in vitro und in vivo nehmen.

Konfokale- und Elektronenmikroskopie beschrieben dabei erstmals die genaue Lokalisation
von PON2 in Thrombozyten und durchflusszytometrische Untersuchungen deckten fiir
PON2""-Thrombozyten einen dauerhaft erhdhten intrazellularen ROS-Gehalt, sowie einen pro-
koagulatorischen Zustand und eine signifikant erhéhte Oberflachenpriasentation an P-Selektin
im basalen Zustand ex vivo auf. Bei Zugabe eines Agonisten auf PON2”-Thrombozyten
reagierten diese hyporeaktiv auf die Funktionen der primiren Hdmostase in vitro. Zudem
zeigten die Ergebnisse von PON27"-M#usen einen dominierenden Einfluss der thrombozytiren
Héamostase fiir die Bildung eines Thrombus in vivo.

Die durchflusszytometrischen Messungen fiir NOX2”"-Thrombozyten offenbarten einen anti-
koagulatorischen Zustand, der mit einer signifikant erniedrigten Oberflachenprédsentation an
P-Selektin im basalen Zustand ex vivo einhergeht. Durch die Zugabe eines Agonisten reagierten
die NOX27"-Thrombozyten hyperreaktiv auf die Funktionen der primiren Himostase in vitro,

jedoch nicht in vivo bei der Bildung eines Thrombus.

161



Zusammenfassung

Zusitzlich konnte durch die Etablierung eines in vitro Modells in der Flusskammer sowohl fiir
die Thrombozytenadhésion an Endothelzellen und an eine Kollagen-beschichtete Oberflache
die Basis fiir weitere reziproke und nicht-reziproke Experimente geschaffen werden, die einen

weiteren Zugewinn an Wissen ermoglichen.
Insgesamt wurden durch diese Arbeit zwei wichtige Proteine identifiziert, deren Einfluss gerade

in Bezug auf die protektive Funktion von PON2 fiir kardiovaskuldre Erkrankungen neue

Therapiestrategien ermdglicht.
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