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Einleitung:

1.1 Die Bedeutung des Thrombozyten in der Himostase

Die grundlegende Aufgabe von Thrombozyten ist die Sicherstellung der Hédmostase. Es
handelt sich um etwa 1 — 4 um groBle, scheibenformige Zellfragmente, welche von
Megakaryozyten im Knochenmark abgeschniirt werden und in das Blut iibertreten (Triplett et
al, 2000). Thre Lebensdauer betrdgt 5 — 10 Tage, voraus gesetzt, dass sie wihrend einer
Gerinnungssituation nicht verbraucht werden. Ihre Neubildung wird iiber das Glykoprotein
Thrombopoeitin reguliert, welches vor allem von Hepatozyten gebildet wird und
grundsitzlich eine konstante Konzentration im Blut aufweist (Sungaran R et al, 1997). Da der
Thrombopoietinrezeptor sowohl auf Blutplittchen selbst als auch auf Megakaryozyten
vorhanden ist, kommt es bei einer Thrombozytopenie durch eine verminderte Abséttigung des
Hormons an der Thrombozytenoberfldche zu einem Anstieg des freien Hormons und somit zu
einer verstirkten Bindung an Megakaryozyten. Diese bilden auf den nun stdrker vorhandenen
Reiz zunidchst Proplattchen, von welchen sich Thrombozyten abschniiren. IThre Konzentration
im Blut betrdgt ungefdhr 150 — 400.000 Pléttchen/ pl und kann beim Vorliegen einer
Entziindung ansteigen (Wolber et al, 2002). Ursdchlich hierfiir ist eine
Thrombopoietinproduktion, die liber Zytokine aus der Akut-Phase-Reaktion gesteigert wird.
Bei den Thrombozyten liegen die Zellorganellen wie Mitochondrien oder Speichergranula in
der Mitte, wihrend sich in der Peripherie ein ringformiges Biindel von Mikrotubuli findet.
Dariiber hinaus gibt es ein offenes und ein geschlossenes Membransystem. Bei dem Offenen
handelt es sich um Einstlilpungen der Plasmamembran, die den Speicherorganellen
ermdglichen ihren Inhalt nach auflen zu entleeren, wenn es zu einer Aktivierung des
Blutplédttchens kommt (White JG et al, 1992). Das geschlossene Membransystem ist ein
Uberbleibsel des rauen endoplasmatischen Retikulums der Megakaryozyten, das als Reservoir
fir Kalzium dient und dieses fiir eine Degranulation der Speichervesikel und fiir die
Neuanordnung von Aktin und Myosinfilamenten bereithdlt. Kommt es zu einer
Thrombozytenaktivierung, so dndert sich die Form eines Blutplédttchens und es bilden sich
Pseudopodien aus, iiber welche eine Adhédsion an die extrazellulare Matrix oder eine
Aggregation an weitere aktivierte Thrombozyten stattfinden kann. Vermittelt wird eine
Plattchenaktivierung iiber 16sliche Stoffe, wie ADP oder Thromboxan A2, oder iiber
Komponenten der extrazellularen Matrix, wie dem Kollagen oder dem von-Willebrand-
Faktor. Besteht eine Abdichtung der extrazellularen Matrix durch Endothelzellen, bleiben

Thrombozyten in ihrer ruhenden Form. Liegt jedoch eine Endothelldsion vor, erkennen



Thrombozyten {iber diverse Rezeptoren Bestandteile der extrazellularen Matrix und es setzt
die so genannte primédre Himostase ein (Pinedo HM et al, 1998). Bei diesem Vorgang kommt
es zu Bindungen zwischen Kollagen und dem thrombozytiren Integrin-Rezeptors A2B1
sowie zwischen dem von-Willebrand-Faktor und dem Glykoprotein 1b Rezeptor. Durch diese
Bindungen wird eine Adhésion von Thrombozyten an der EZM vermittelt (Merten M et al,
1999). Sowohl die Affinitit zwischen den Bindungspartnern als auch die Rezeptordichte
spielen fiir das Anheften unter arteriellen Strombedingungen eine Rolle. Diese Interaktionen
fiihren zu einer Aktivierung der Thrombozyten. Neben den morphologischen sind damit vor
allem biochemische Verdnderungen gemeint. Kollagenrezeptoren fithren zu einer
intrazellularen Signalkaskade, welche u. a. die Phospholipase A2 aktivieren, die wiederum
Arachidonsédure aus der Plasmamembran loslost (Moriyama T et al, 1994). Letztere wird in
Thrombozyten iiber eine Abfolge von biochemischen Reaktionen schlieBlich durch die
Thromboxan-Synthase in Thromboxan umgewandelt, das einerseits den Aktivierungsgrad des
Thrombozyten verstidrkt sowie andrerseits ruhende Thrombozyten aktiviert und fiir die
Héamostase rekrutiert. Dariiber hinaus fithrt Thromboxan zu einer Vasokonstriktion, welche
die Kontaktwahrscheinlichkeit mit weiteren Plédttchen erhoht und somit das Wachstum eines
Thrombus fordert. AuBerdem werden iiber intrazelluldre Signalkaskaden Schliisselenzyme
wie die Phospholipase C oder die Adenylatzyklase aktiviert, welche einen Kalziumausstrom
aus dem geschlossenen Membransystem in das Zytosol bewirken. Das intrazelluldre Kalzium
ist fiir die Degranulation und fiir die Ausbildung von Pseudopodien notwendig, indem es {liber
eine Neuanordnung der Aktin und Myosinfilamente fiir eine VergroBerung der
thrombozytiren Oberfliche und damit fiir eine stirkere Abdeckung der EZM sorgt. Wéhrend
des Aktivierungsvorgangs dndert der Fibrinogenrezeptor GP2b3a seine Konformation, was
eine Bindung mit Fibrinogen erméglicht (Fitzgerald DJ, 2001). Uber ein gebundenes
Fibrinogenmolekiil kann der Thrombozyt mit einem anderen aktivierten Thrombozyten, eine
Bindung eingehen, womit es zu einer Aggregation kommt. Eine solche Bindung ist noch
reversibel. Erst nach der Degranulation mit einer Freisetzung von Thrombospondin kommt es
durch eine enzymatische Vernetzung der Fibrinogenbindung zu einer irreversiblen

Aggregation.
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1.2 Zusammenspiel von Thrombozyten und plasmatischer Gerinnung

Aktivierte Thrombozyten sind die Voraussetzung fiir die sekundidre Hdmostase, bei der es zu
einem Zusammenspiel der Gerinnungsfaktoren kommt. Auf der Thrombozytenoberfliche
kommt es durch den Aktivierungsvorgang zu einer Umlagerung der Lipide des zytosolischen
Teils der Plasmamembran auf die dulere Seite. Dabei gelangen negativ geladene Lipide wie
Phosphatidylcholin oder Phosphatidylethanolamin an die Zelloberflache. Hier stehen sie als
Bindungspartner fiir die Gerinnungsfaktoren zur Verfiigung. Dabei wird zunidchst ein
Komplex aus dem gewebsstindigen Faktor III und aktiviertem Faktor VII gebildet, welcher
den im Blut zirkulierenden Faktor X aktiviert. Dieser stellt geringe Mengen von Thrombin
bereit, welches iiber Proteinase-aktivierte Rezeptoren (PAR) als starker Pléttchenaktivator
fungiert (Sambrano GR et al, 2001). Thrombin aktiviert anschlieend Faktor VIII und Faktor
XI, welche mit Kalzium einen Komplex auf der Thrombozytenoberfliche eingehen und
groBere Mengen von Faktor Xa herstellen. Dieser bildet zusammen mit Kalzium und
Gerinnungsfaktoren, wie dem Faktor V einen Komplex, die Thrombokinase, die zur Synthese
groBer Mengen von Thrombin fiihrt. Dieses bewirkt auf enzymatischem Weg die
Umwandlung von I6slichem Fibrinogen zu Fibrinmonomeren, welche zusammen mit Kalzium
und Fibrinopeptiden polymerisieren und Fibrinnetze ausbilden. Die Festigkeit des Gerinnsels
wird iber den Faktor XIII vermittelt, welcher kovalente Bindungen zwischen den

Fibrinmonomeren erzeugt.

1.3 Funktionen thrombozytirer Botenstoffe jenseits der Himostase

Interessanterweise enthalten die verschiedenen thrombozytiren Granula, wie o- oder dense
Granula nicht nur proaggregatorische oder prothrombotische Stoffe, sondern auch
Wachstumsfaktoren wie den platelet-derived growth factor (PDGF), den transforming growth
factor (TGFb) oder den vascular endothelial growth factor (VEGF), die u. a. Endothelzellen,
glatte Muskelzellen oder Fibroblasten zur Proliferation und Migration anregen (Pinedo HM et
al. 1998). Auch Abwehrzellen wie Monozyten werden iiber MIP-1 oder PF4 zu Orten mit
aktivierten Gerinnungsprozessen gelockt (Hoh BL et al, 2011). Neben ihrer
proinflammatorischen Eigenschaft konnen Thrombozyten wéhrend der Blutgerinnung damit
einen Reiz fiir anschliefende Reparationsvorgénge setzen. Damit sind die Beseitigung von
Granulationsgewebe und das Einsprossen von Kapillaren gemeint. Die genannten Zytokine
und Wachstumsfaktoren spielen nicht nur wéhrend der Gerinnung und der anschlieBenden
Konsolidierung des Gewebes eine Rolle, sondern sind wesentlich am Fortschreiten einer

Atherosklerose beteiligt. Bei dieser Erkrankung handelt es sich um eine langsame
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entziindlich-degenerative Arterienerkrankung, die sich hauptsédchlich in der Intima und der
angrenzenden Media abspielt. Als Ursache wird eine so genannte ,,endotheliale Dysfunktion*
angenommen, welche unter anderem {ber eine reduzierte Produktion von
anitaggregatorischen Stoffen wie Prostacyclin oder NO verursacht wird (Ross et al, 1999).
Dadurch kann an der Zelloberfldche leichter eine Thrombozytenaggregation stattfinden, bei
welcher die oben genannten Mediatoren freigesetzt werden und die Produktion von
Adhésionsmolekiilen wie ICAM oder VCAM verursachen (Che J et al 2011), an welche
Monozyten binden und in die Intima des GefdBles einwandern. Sie erhalten einen
entziindlichen Zustand aufrecht, indem sie Radikale wie das Superoxidanion bilden. Dabei
wird LDL oxidiert und von den Monozyten phagozytiert, die sich in Folge dessen zu den
charakteristischen = Schaumzellen entwickeln. Die von Thrombo- und Monozyten
freiwerdenden Zytokine regen glatte Muskelzellen zur Migration in die Intima an und fiihren
zu einer verminderten Elastizitdit der Gefdfe. Blutplittchen werden als wesentliche
Komponente bei der Entstehung und fiir das Fortschreiten der Atherosklerose angesehen,
weshalb pliattchenhemmende Medikamente eine wichtige Rolle bei der Therapie dieser

Erkrankung spielen.

1.4 Acetylsalicylsiure

Die Acetylsalizylsdure ist ein irreversibler Hemmstoff der Cyclooxygenase (Schror K 1997).
Bei Anwendung kommt es durch Acetylierung des Enzyms zu seinem Funktionsverlust, weil
Arachidonsédure nicht mehr zu Prostaglandin G2 katalysiert werden kann und auf die Weise
die weitere Prostaglandinsynthese aufgehoben ist. Insbesondere fehlt die thrombozytire
Thromboxan A2 Produktion, welche fiir die Plittchenaggregation und die Vasokonstriktion
mit verantwortlich ist. Relativ kleine Mengen, wie 100 mg/ d, reichen aus, um eine
Aggregationshemmung ohne relevante systemische Nebenwirkungen zu erzielen. Dieser
Umstand ist auf eine kurze Halbwertszeit und einen hohen , first-pass® Effekt der Substanz
zuriickzufithren. Wihrend auf die im Portalblut vorhandenen Thrombozyten die volle Dosis
wirkt, erfdahrt der systemische Kreislauf eine geringere Belastung (Pedersen AK et al. 1984)
durch dieses Medikament und insbesondere die endotheliale Prostacyclinsynthese ist nur
gering beeintrichtigt. Die irreversible Hemmung der COX macht ASS gegeniiber anderen
COX-Inhibitoren wie Diclofenac, Indomethacin oder Ibuprofen fiir die Anwendung besonders
geeignet, da eine einmalige tdgliche Gabe ausreicht. Die verminderte Aggregationsfahigkeit
sorgt nicht nur fiir eine partielle Hemmung der Hadmostase, sondern auch zu einer

verminderten Sekretion von Zytokinen. Dabei wird die Degranulation eines einzelnen
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Pléattchens nicht durch ASS verhindert, da dieser nicht abhidngig von der Bildung von

Thromboxan ist.

1.5 Sphingosin-1-Phosphat

Nicht alle Wachstumsfaktoren, welche von Thrombozyten sezerniert werden, sind in Granula
gespeichert. In diese Kategorie fillt die Substanz Sphingosin-1-Phosphat (Kobayashi N et al.
2006). Bei diesem Molekiil handelt es sich um ein polares Lipid, welches bioaktive
Eigenschaften besitzt. Es kommt ubiquitdr vor, wobei hohe Konzentrationen im Serum bzw.
im Blutplasma zu finden sind. Es wird iiber die Sphingosin-Kinase synthetisiert, welche in
zwei Isoformen vorkommt (Maceyka M et al. 2005). Das Enzym ist im Zytosol lokalisiert,
wird jedoch von Endothelzellen konstitutiv in das Blut sezerniert (Venkataraman K et al
2008), wo es am Aufbau des zwischen Blut und Gewebe vorhandenen S1P Gradienten
beteiligt ist. S1P fiihrt zu einer reduzierten Fenestrierung von Endothelzellen (Shaphorst KL
et al. 2003), die bei einer verbesserten Abdichtung der Intima eine Thrombozytenaktivierung
reduzieren. In Zellen wird die Aktivitdt der Sphingosin-Kinase durch TNF-a (Xia P et al.
1999) oder EGF positiv reguliert, da SI1P als ein second messenger fungieren kann. Dariiber
hinaus besitzen Zellen zwei abbauende Enzyme, die S1P-Lyase und die S1P-Phosphatase,
welche die S1P Konzentration senken. Blutpldttchen und Erythrozyten (Ito K et al. 2007)
besitzen keine abbauenden Enzyme und die Sphingosin-Kinase ist daueraktiv. Beide
Umstidnde resultieren in einer Akkumulation von Sphingosin-1-Phosphat. Wéhrend
Erythrozyten S1P in einem begrenzten Umfang konstitutiv sezernieren kdnnen und dieses
passiv bei einer Himolyse verstirkt freisetzen, konnen Thrombozyten nach Stimulation mit
Thrombin oder anderen Stimuli (Yatomi Y et al. 1995), die eine Aktivierung der Protein
Kinase C bewirken, S1P aktiv in ihre Umgebung sezernieren. Dabei ist festzuhalten, dass die
Halbwertszeit von S1P im Plasma ungefihr 20 min. betrdgt und durch Ektophosphatasen
begrenzt wird. Da es sich um ein tendenziell hydrophobes Lipid handelt, geht es eine Bindung
mit Albumin oder mit Lipoproteinen ein (Kimura T et al. 2001), wodurch sich die
Halbwertszeit ~ verldngert.  Seine ~ Wirkung  wird  iiber  fiinf  verschiedene
plasmamembranstéindige Rezeptoren vermittelt, welche an G-Proteine gekoppelt sind und
intrazellulire Kaskaden auslosen. Der S1P1 Rezeptor kann beispielsweise iiber die second
messenger Rac und Akt Endothelzellen zur Proliferation, Migration oder zur Angiogenese
iiber eine Bildung von Tubes anregen (Wang F et al. 1999, English D et al. 1999). Diese

gelten als Vorstufen sich bildender Kapillaren. Darliber hinaus wird durch die
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Rezeptoraktivierung die Permeabilitit eines Endothelzell-Monolayers verringert. Der S1P2
Rezeptor scheint ein Widersacher der genannten Effekte zu sein. Die Bindung vermindert die
Zellmigration und steigert die Permeabilitidt. Da die Affinitdit von S1P zum S1P2R deutlich
geringer ist als zum S1P1 Rezeptor, wird postuliert, dass iiber eine Expression des SIP2R ein
Schutz vor einer Uberstimulation vermittelt wird. Die unterschiedliche Anordnung der
Rezeptoren fiihrt zu unterschiedlichen zelluldren Antworten auf ein und denselben Reiz hin
und erklart so die vielfdltigen Eigenschaften des Lipids. Neben den bereits angesprochenen
Wirkungen ist STP ein wichtiger Mediator fiir das Homing von Lymphozyten (Matloubian M
et al. 2004). So konnte gezeigt werden, dass durch eine Uberexpression von S1P1 Rezeptoren
auf T-Lymphozyten diese im stirkeren Maf3 im Blut verbleiben, wihrend eine verminderte
Expression die Lymphozyten in den Lymphknoten verweilen ldsst, was im Blut zu einer
Lymphozytopenie fiihrt. Mit Fingolimod steht ein Medikament zur Verfligung, das als
funktioneller Antagonist an S1P Rezeptoren bereits fiir die Therapie der Multiplen Sklerose
genutzt wird. Nach der Bindung von Fingolimod werden die S1P-Rezeptoren internalisiert
(Aktas O et al. 2010). Durch eine Hemmung der Dissoziation und des damit ausbleibenden
Recyclings kommt es zu einer Depletion von membranstindigen S1P-Rezeptoren auf
Lymphozyten. Die Zellen konnen auf S1P als Chemokin nicht mehr reagieren und somit auch
dem Konzentrationsgefille zwischen Blut und Gewebe entlang nicht folgen. So bleiben sie in
den sekundéren lymphatischen Organen, was letztlich einer Immunsuppression entspricht und
bei den Patienten nicht nur zu weniger Ldsionen im ZNS fiihrt, sondern auch die Haufigkeit

der Schiibe reduziert.

1.6 Rolle des thrombozytiren S1P in der Entwicklung der Arteriosklerose

Es liegen zurzeit verschiedene, sich teilweise widerspriichliche Daten zur Frage, aus welchen
Quellen sich das im Blut vorhandene S1P speist. Wihrend einerseits das Endothel {iber die
bereits oben aufgefiihrte konstitutive Externalisierung der Sphingosin-Kinase als Bildungsort
in Frage kommt (Venkataraman et al, 2008), sprechen die Ergebnisse anderer Untersuchungen
eher fiir Erythrozyten (Hénel et al, 2007) und Thrombozyten (Yatomi et al, 2000) als der
hauptsichlich fiihrenden Komponente. Selbst wenn der Plasmaspiegel nicht in erster Linie
durch Thrombozyten beeinflusst sein sollte, so konnen sie diesen kurzfristig erhéhen und am
Ort ihrer Aktivierung einen Konzentrationsgradienten aufbauen, um so beispielsweise Zellen
des Immunsystems anzulocken (Gude DR et al. 2008). In diesem Zusammenhang sind vor
allem Monozyten zu nennen, welche eine Schliisselrolle bei der Entstehung und beim

Fortschreiten der Arteriosklerose spielen. Ungeachtet des chemokinetischen Reizes auf
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Monozyten wirkt S1P auch auf Endothelzellen stimulierend mit einer verstirkten Expression
von E-Selektin(Wang F et al. 1999, English D et al. 1999), das die Adhésion von Monozyten
iiber ESL-1 am Endothel begiinstigt und deren Diapedese fordert. Dariiber hinaus fiihrt S1P
zu einer verstirkten Bildung von MCP-1 und II-8 durch Endothelzellen, die selbst als
Chemokine in der Lage sind weitere Monozyten anzulocken (Lin CI et al. 2006).

In einer Arbeit von Cyrus T et al. von 2002 konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung
von Aspirin zu einer Abnahme der NF-KB Aktivitit und zu einer verringerten Zahl von
Monozyten in GefdaBBschnitten von Maéausen fiihrt. Dieser Transkriptionsfaktor bewirkt die
Steigerung der Expression von proinflammatorischen Zytokinen, wie MCP-1 oder TNF-q.
Ihre Konzentrationen waren folglich vermindert. In anderen Untersuchungen konnte die
Hemmung von NF-Kappa-B nur durch eine hohe Dosis von Aspirin erzielt werden (Cayatte
Al et al. 2000, Paul A et al. 2000). Daher besteht zurzeit keine eindeutige Erkenntnis, {iber
welchen Mechanismus die Verminderung der Atherosklerose durch Aspirin verursacht wird.
Moglicherweise wird dieser Effekt nicht durch eine direkte Interaktion zwischen Aspirin und
den Gefdllzellen verursacht, sondern es besteht eine indirekte Wirkung, die durch
Thrombozyten vermittelt wird. Diese zeichnen sich durch eine nicht funktionierende
Cyclooxygenase aus und konnten iiber ihre reduzierte Funktion weniger stark mit Zellen der
GefdBe interagieren. Ob durch Aspirin weitere Funktionen des Thrombozyten —
moglicherweise liber indirekt beeinflusste Signalsysteme wie S1P beeinflusst werden, ist

bislang unbekannt und wurde in der vorliegenden Dissertation untersucht.

1.7 Fragestellung der Arbeit

Thema der vorliegenden Dissertation war zundchst die Untersuchung eines moglichen
Effektes von Aspirin auf die Freisetzung von S1P aus dem Thrombozyten. Nachdem dieser
initiale Nachweis gefiihrt war, erfolgten die Aufkldrung des Mechanismus der thrombozytiren
S1P-Sekretion sowie eine weitere Charakterisierung der beteiligten intrazelluldren
Signalwege. Hierbei konnte eine thromboxanabhidngige Freisetzung von S1P nachgewiesen
werden, die durch Aspirin gehemmt wird. Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte auch die
physiologische Bedeutung des aus Thrombozyten stammenden S1P untersucht werden. Es
zeigte sich, dass aus Thrombozyten freigesetztes S1P vermutlich keine grundlegende
Bedeutung fiir die Aktivierung weiterer Plédttchen besitzt. Um die Bedeutung des aus
Blutpléttchen freigesetzten S1P weiter zu erfassen, wurde sein Effekt auf humane Monozyten

untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass
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thromboxanabhingig freigesetztes S1P einen modulierenden Einfluss auf die Aktivitit
humaner Monozyten besitzt, die durch Aspirin indirekt beeinflusst wird. Die klinische
Bedeutung der durch Aspirin beeinflussten SI1P Freisetzung, insbesondere ob hierdurch
mogliche anti-inflammatorische oder anti-atherosklerotische Effekte des Aspirins, die sich in

klinischen Studien zeigen erklédrbar sind, muss in weiteren Untersuchungen geklirt werden.
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Material und Methoden

2.1 Substanzen

[3H] Sphingosin
Acetylsalicylsdure

BAPTA/AM

BSA

Butanol

Citronenséure

Dichlormethan

Dynabeads® human Monocyteskit
Dypridamol

Essigsédure

Ficoll-Paque™ PLUS
GFX109203X

Glucose

Go6 6976

HEPES

Indomethacin

Kollagen

Methanol

MK571

NaHCO3

NaH2PO4

PKCBII

Ramatroban

R032-0432

Rottlerin

Sphingosin-1-Phosphat

C17 Sphingosin-1-Phosphat
S1P1-Rezeptor Antagonist (W146)
S1P2-Rezeptor Antagonist (JTE-013)
S1P3-Rezeptor Antagonist (CAY 10444)

17

Perkin Elmer, Rodau

Bayer, Wuppertal
Calbiochem, San Diego, USA
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Carlsbad, USA
Calbiochem, San Diego, USA
Sigma Aldrich, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen
Calbiochem, San Diego, USA
Sigma Aldrich, Miinchen
Calbiochem, San Diego, USA
Sigma Aldrich, Miinchen
Calbiochem, San Diego, USA
Nycomed, Linz, Osterreich
Sigma Aldrich, Miinchen
Calbiochem, San Diego, USA
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Biozol, Eching

Calbiochem, San Diego, USA
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen

Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA

Calbiochem, San Diego, USA
Biozol, Eching



TFLLRN (PARI1-AP) Biosynthan, Berlin
U-46619 (TX-Rezeptor Agonist) Calbiochem, San Diego, USA

2.2 Puffer und Losungen
Die nachfolgend aufgelisteten Puffer und Losungen wurden, soweit nicht anders vermerkt,

mit entmineralisiertem Wasser hergestellt.

ACD:
85 mM Trinatriumcitrat x 2 H20; 65 mM Citronensdure x H20; 111 mM Glucose

Laufmittel 1: Dichlormethan

Laufmittel 2: Butanol, Essissdure, H20O im Verhéltnis 3:1:1

Lipidlysepuffer: 155mM NH4CI, ImM EDTA, 10mM KHCO3, pH7,4
PBS: 8mM Na2HPO4, 137mM NacCl, 1,4mM KH2PO4, 2,68mM KCIl, pH7,4

Tyrode Puffer:
134 mMNacCl, 12mM NaHCO3, 2,9mM KCl, 2mM CaCl2, 0,36mM NaH2PO4, ImM MgCl,
5mM HEPES, 5SmM Glukose 1 mg/mL BSA, pH 7,4

Dynabeads® Untouched™ human Monocytes kit:
Antikorpermix mit monoklonalen Antikorpern gegen CD3, CD7, CD16 (a und b), CD19,
CD56, CD123 und CD235a (Glycophorin A)

2.3 Priparation humaner Thrombozyten und Lipidisolation

Fiir die Durchfithrung der folgenden Versuche lag ein Ethikvotum (#3162) vor, da
Blutabnahmen erfolgen mussten. Nach der Einverstdndniserkldrung gesunder Probanden, die
in den letzten Wochen keine Medikamente eingenommen haben, wurde vendses Blut
entnommen und mit Citrat (ACD) in einem Verhiltnis von 1:9 verdiinnt. Es erfolgte die
Zentrifugation bei Raumtemperatur mit 300 x g tiber 10 Minuten. AnschlieBend wurde die
obere Phase entnommen, die dem pléttchenreichen Plasma entsprach. Dieses wurde in einem
Gefdll gesammelt und erst anschlieBend auf die ReaktionsgefiBle verteilt, um keine
Variationen der Thrombozytenkonzentration aufzuweisen. Dann fand die Inkubation mit den

jeweiligen Inhibitoren bei 37° C {iber 15 Minuten statt. Daraufhin wurde das PRP fiir 35
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Sekunden mit 1200 x g zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. SchlieBlich wurden
die Plittchen in 500 pl Tyrode Puffer resuspendiert. Nun wurden diese fiir 10 Minuten mit
[3H]-Sphingosin (0,2 uCi) inkubiert und dann mit den entsprechenden Pléttchenaktivatoren
fiir weitere 10 Minuten stimuliert. Die Reaktion wurde durch eine letzte Zentrifugation tiber
50 Sekunden mit 1200 x g beendet und die Uberstinde wurden in ein separates GefdB
iiberfiihrt. AbschlieBend wurde jeder Probe 500 pl Lipidlysepuffer hinzugefiigt und die
Proben wurden bei -20°C weggefroren, bevor mit diesen weiter gearbeitet wurde.

Die Isolation der Lipide fand nach der Methode von Bligh und Dyer von 1959 statt, wobei zu
jeder Probe (0,5 ml) 2 ml eines Gemischs aus Chloroform/ Methanol in einem Verhéltnis von
1:2 beigemengt wurde. Die Inkubation dauerte 10 Minuten und anschlieend wurden jeweils
0,5 ml Chloroform und Essigsdure hinzugefiigt. Die erneute Inkubationszeit dauerte 15
Minuten, wobei mehrfaches Schiitteln stattfand. Dann erfolgte eine Zentrifugation iiber 15
Minuten mit 2500 x g und die wissrige Phase wurde verworfen, wihrend das Chloroform der
organischen Phase evaporiert wurde. AbschlieBend erfolgte die Resuspension der Lipide in 10

pl Methanol.

2.4 Diinnschichtchromatografie

Die Diinnschichtchromatografie ist eine Methode, um verschiedene Komponenten einer
Probe, wie Lipide, voneinander zu trennen. Sie wurde 1938 von Izmailov und Shraiber
entwickelt und in den folgenden Jahrzehnten weiter verfeinert. So wird eine Probe auf eine
Kieselgelplatte aufgetragen die als stationdre Phase fungiert. AnschlieBend lduft eine mobile
Phase, wie Butanol, mittels Kapillarkréften die Kieselplatte entlang. Die Probe ist zundchst in
der Lauffront der mobilen Phase gelost, wobei die in ihr enthaltenen Stoffe unterschiedlich
stark von dem Kieselgel zurlickgehalten werden und dadurch letztlich voneinander getrennt
werden.

Die in Methanol geldsten Proben wurden auf Silicagel 60 Platten (Macherey-Nagel GmbH,
Diiren) aufgetragen. Dann wurde die Platte in ein Gefdl gesetzt, das das Laufmittel
Dichlormethan/ Aceton (20:1) beinhaltete. Die Trennung dauerte etwa eine Stunde.
AnschlieBend wurde die Platte in das zweite Gefdll mit dem Laufmittel Butanol/ Essigsdure/
Wasser (3:1:1) fiir etwa eine Stunde gesetzt. Nach der Trocknung wurde die Platte mit dem
szintilationsverstirkendem Spray (ENHANCE Spray Surface Autoradiographie Enhancer,
Perkin Elmer) versetzt und dann bei -80°C mit Autoradiografiefilmen (KODAKTM
BioMax® XAR) bedeckt. Nach etwa drei Tagen wurden die Filme entwickelt und mit einem
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GS-800 Calibrierted Densitometer (BioRad, Miinchen) gescannt und der unter Zuhilfenahme
der QuantityOne Software quantifiziert.

Das [3H]-Sphingosine-1-Phosphat wurde mittels des Rf-Werts des nicht radioaktiven S1P
identifiziert. Dabei wurde nicht radioaktives SIP nach der Auftrennung mit einer

Kupferfarbung dargestellt, wie es in der Arbeit von [2] beschrieben ist.

2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt es einzelne Zellen hinsichtlich ihrer Oberflichenproteine zu
charakterisieren. So werden Zellen mit einem oder mehreren monoklonalen Antikorpern
inkubiert. Falls eine Zelle ein Protein trigt, wogegen sich ein Antikorper richtet, tritt eine
Bindung ein. Dabei ist der Antikorper mit einer Fluoreszenz erzeugenden Substanz
konjugiert. In einem Durchflusszytometer werden dann einzelne Zellen mit Laserstrahlen
definierter Wellenldngen beleuchtet und es wird zeitgleich analysiert, ob Licht einer anderen
Wellenldnge emittiert wird. Falls dieses detektiert wird, beweist es die Bindung des
jeweiligen Antikorpers an die Zelle und somit auch ein bestimmtes Protein auf ihrer

Oberflache.

In den vorliegenden Untersuchungen wurden sowohl gewaschene murine als auch humane
Thrombozyten untersucht. Die Pléttchenisolierung erfolgte wie bereits in den oben
aufgefiihrten Schritten. SchlieBlich wurden gewaschene humane Thrombozyten mit PAR-1-
AP iiber 10 Minuten stimuliert. Anschlieend erfolgte die Inkubation entweder mit dem
monoklonalen Antikdrper gegen das P-Selektin (CD62P) oder gegen das Granulophysin,
CD63, iiber 10 Minuten. Nach zwei Waschschritten erfolgte dann die Analyse mittles des
Durchflusszytometers EPICS-XL (Beckmann coulter).

Murine Plédttchen wurden ebenfalls wie bereits oben aufgefiihrt isoliert. Dabei wurden
schlieBlich gewaschene Thrombozyten genutzt und entweder mit Thrombin oder U46619

stimuliert. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit CD62.

2.6 Isolierung humaner Monozyten und Zellkultur:

Zur Isolation humaner Monozyten wurde jungen Probanden vendses Blut entnommen und mit
Citrat (ACD) in einem Verhéltnis von 1:9 versetzt. Anschlieend wurde dieses in ein Gefal3
mit der sich darin bereits befindlichen Losung ,,Ficoll-Paque® in einem Verhiltnis von 1:1
pipettiert. Die ,,Ficoll-Paque® Losung besteht aus einer hydrophilen Polysaccharoselosung,

die eine Dichte von etwa 1,077 hat. Dann fand eine Zentrifugation bei Raumtemperatur mit
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2000 Umdrehungen pro Minute statt. Mittels dieser werden die unterschiedlichen Blutzellen
voneinander getrennt, da sie eine unterschiedliche Dichte aufweisen und die Ficoll Losung
mit ihrer Dichte von 1,077 zwar grof3er als diejenige der Lympho- und Monozyten, wahrend
jedoch kleiner als diejenige der Erythro- und Granulozyten ist. So entstehen die verschiedenen
Phasen Serum, Lymphozyten und Monozyten, Ficoll sowie Thrombozyten, Granulozyten und
Erythrozyten. Die Phase mit den enthaltenen Monozyten wurde entnommen, wihrend die
anderen verworfen wurden. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit der Ldsung
"Dynabeads® Untouched™ human Monocyteskit" versetzt. Die darin enthaltenen
monoklonalen Antikdrper sind mit polysterenenbeads konjugiert, die magnetische
Eigenschaften aufweisen. Die enthaltenen Antikorper binden an alle Zellen, bis auf
Monozyten, die negativ fiir CD3, CD7, CD16, CD19, CD56, CD123 und CD235 sind. Mittels
eines Magneten werden dann die Monozyten von den {ibrigen Zellen getrennt. Um
nachzuweisen, dass sich in den gewonnenen Proben weitestgehend Monozyten befinden,
wurde eine durchflusszytometrische Untersuchung durchgefiihrt, wobei das CD 14 Antigen
untersucht wurde. Dieses befindet sich hauptsdchlich auf Monozyten und es konnte gezeigt
werden, dass nahezu alle gemessenen Zellen positiv fiir das CD 14 waren.

Nach der Gewinnung der Monozyten wurden die Zellen in RPMI-1640 GlutaMAX™
Zellmedium mit 10% FCS suspendiert.

2.7 Priaparation muriner Plittchen

Fiir die Analyse der SIP Freisetzung wurden ebenfalls murine Thrombozyten genutzt. Diese
wurden zum einen genetisch unveridnderten Tieren (C57BL/ 6) und zum anderen solchen, die
einen knock-out des Thromboxanrezeptors aufwiesen. Beide Gruppen waren was das Alter
und das Geschlecht angeht vergleichbar. So lag das Alter der Tiere bei der Durchfiihrung der
Versuche zwischen 8 und 10 Wochen. Die Blutentnahmen waren von der Ortlichen
Tierversuchsanstalt (TVA) genehmigt (Genehmigungsnummer #O 60/07).

Die Versuchstiere wurden durch eine CO2 Narkose getotet und ihr Blut wurde unmittelbar
durch eine rechtsventrikuldre Punktion entnommen. Dabei wurde es mit Citrat in einem
Verhiltnis von 1:10 verdiinnt. AnschlieBend wurde analog der oben aufgefiihrten Préparation
humaner Thrombozyten vorgegangen. So wurde zunidchst PRP erzeugt und schlieBlich
wurden gewaschene Thrombozyten generiert. Da das gesamte Probenvolumen relativ gering
war, wurde eine Verdiinnung der Thrombozytensuspension durchgefiihrt, so dass schlielich
eine Konzentration von etwa 200.000 Thrombozyten/ pul vorlag. Diese wurden zunichst 10

Minuten mit [3H]-Sphingosin (0.2 pCi), dann 15 Minuten mit den entsprechenden Inhibitoren
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und schlieBlich 10 Minuten mit den jeweiligen Stimulatoren, U46619 oder Thrombin,
inkubiert. Die weitere Aufbereitung der Proben sowie die Lipidisolation, ihre Auftrennung

und ihre Quantifizierung erfolgten analog den oben aufgefiihrten Ausfiihrungen.

2.8 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie wird zur Ermittlung der Masse eines Teilchens genutzt. Alternativ
kann eine Substanz aus einem Gemisch bzw. einer Probe qualitativ und quantitativ erfasst
werden.

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Proben aus gewaschenen Plittchen mit dem
Lipid-Lyse Puffer versetzt und mit Acetonnitril vermischt, das eine Féllung der Proteine
bewirkte. Anschlieend erfolgten ein Zentrifugationsschritt und die Auftrennung der Lipide in
einer HPLC Anlage. Dabei kam die ,,reversedphase Methode zum Einsatz, wobei eine Séule
mit einer unpolaren Phase genutzt wurde (Zorbax C-8 SB 2.1 50 mm) und Methanol als
mobile polare Phase fungierte. Das im Methanol geloste SIP wurde dann in einem
Massenspektrometer (Micromass Quattro Premier XE Tandem Quadrupole) analysiert. So
erfolgte zunichst eine lonisierung und dann die Detektion des lons m/z 264, das fiir die
Quantifizierung genutzt wurde. Parallel wurde eine bekannte Konzentration des C17-S1P
(Avanti Polar Lipids), also einem um ein Kohlenstoffatom reduzierten S1P, analysiert.
Hieriiber konnten Verluste, wie sie tiber den Versuchsaufbau entstehen berechnet werden. Der
Verlustanteil konnte dann fiir die Quantifizierung des aus den biologischen Proben

stammenden S1P beriicksichtigt werden. Somit diente das C17-S1P als interner Standard. [5]

2.9 Plittchenaggregation

Die Plattchenaggregation beschreibt den Vorgang der Bindung einzelner Thrombozyten an
einander. Eine Pldttchenaggregation findet nach einer Aktivierung von Thrombozyten statt.
Diese erfolgt entweder iiber Bestandteile der extrazellularen Matrix wie Kollagen oder iiber
16sliche Stoffe wie das Thrombin. Dabei verdndert das Blutpldttchen seine Form und bildet
Pseudopodien aus, die eine VergroBerung seiner Oberfliche bewirken. Dies erhoht die
Wahrscheinlichkeit einer Bindung zu einem weiteren Thrombozyten bzw. deckt einen
groBBeren Bereich der EZM ab. SchlieBlich erfolgt eine Konformationsidnderung des Gp2b/3a
Rezeptors, so dass Fibrinogen gebunden werden kann, das die einzelnen Thrombozyten

miteinander vernetzt.
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Die Messung der Plattchenaggregation erfolgt in einem Licht-Transmissions-Aggregometer
(APACT 4004, Haemochrom Diagnostica, Essen). Dabei wird eine Probe mit PRP in einen
Lichtstrahlengang gesetzt, wihrend die durch die Probe durchgelassene Lichtmenge
aufgezeichnet wird. Die Losung liegt bei einer Temperatur von 37°C vor und wird mit einem
Eisenpartikel mittels eines Magnetfelds geriihrt. Die durch das PRP hindurch gelassene
Lichtmenge wird als 0% gekennzeichnet. Die maximal durchgelassene Lichtmenge entspricht
der Lichttransmission der gleichen Probe, die jedoch keine Pldttchen enthédlt. Diese Probe
stellt dann 100% der Lichttransmission dar und entspricht reinem Blutplasma. Das Prinzip

dieser Messung wurde bereits 1962 von Born und O’Brien beschrieben.

Nach der Eichung ist das PRP zunéchst relativ triib, da Thrombozyten einzeln homogen in der
Losung vorliegen. Nach ihrer Aktivierung wird die Losung kurzfristig triiber, was dem
sogenannten "shape change" entspricht und die oben beschriebene Oberflichenvergroflerung
des Thrombozyten widerspiegelt. Folglich sinkt die Lichttransmission. Anschliefend binden
die Thrombozyten an einander und es findet die Aggregation statt. Die Losung wird klarer

und die Lichttransmission grof3er.

In den durchgefiihrten Analysen wurde das PRP mit PAR1-AP und S1P versetzt und die

Lichttransmission wurde nach der Zugabe in Abhéngigkeit der Zeit aufgezeichnet.

2.10 Durchfiihrung des Radio-Immunoassays (RIA) zur Bestimmung von

Thromboxan A2

Die Bestimmung des Thromboxan A2 erfolgte aus PRP, das wie oben aufgefiihrt prépariert
wurde. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von Thromboxan A2 wird Thromboxan B2, das
stabile Produkt nichtenzymatischer Hydrolyse, gemessen. Die Thrombozyten werden
zundchst mit Inhibitoren liber 15 Minuten vorbehandelt und anschlieend fiir 10 Minuten mit
den jeweiligen Agonisten stimuliert. Die Reaktion wird {iber einen Zentrifugationsschritt und
einer Abnahme des Uberstands von dem pellet beendet.

Bei der Plittchenaktivierung entsteht iiber mehrere enzymatische Reaktionen aus der
Arachidonsédure das Thromboxan A2, das u.a. proaggregatorische Eigenschaften besitzt. Die
quantitative Bestimmung von Thromboxan B2 wurde hier mit einem Kohle-
Einfachantikorper-Radioimmunoassay durchgefiihrt. Dabei wird der Probe, die eine
unbekannte Menge von Thromboxan B2 aufweist, eine bekannte Konzentration von
radioaktiven, mit Tritium markierten Thromboxan B2 ([*H]-TXB2) zugesetzt. Beide Isotope

konkurrieren um eine exakte Menge von Bindestellen an einen spezifischen Antikdrper. Den
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Konzentrationsverhéltnissen entsprechend stellt sich ein Dissoziationsgleichgewicht zwischen
[*H]-TXB2 und dem aus der Probe stammenden Thromboxan B2 ein. Nach 16 bis 20 Stunden
Inkubationszeit wird nicht gebundenes Thromboxan B2 bzw. [*H]-Thromboxan durch
Adsorption an Aktivkohle aus der Probe entfernt, wihrend die Antigen-Antikorper-Komplexe
im Uberstand verbleiben.

Zur Messung der durch das antikorpergebundene [*H]-Thromboxan B2 emittierten
Radioaktivitit wird der Uberstand mit einer Szintillationsldsung inkubiert und die
Lichtimpulse werden im Szintillationszéhler gezdhlt. Aus der Zahl der Impulse wird anhand
einer Eichkurve auf die Konzentration von Thromboxan B2 in der untersuchten Probe
geschlossen. Die Zahl der pro Minute erfassten Lichtimpulse ist dabei umgekehrt proportional

zur Konzentration von Thromboxan B2 in der Probe.

2.11 Zellmigration

Das Migrationsverhalten humaner Monozyten und U937 Zellen wurde mittels eines
»transwell assays® durchgefiihrt.

Dabei wurden entweder Zellen der Zellinie U937 oder humane Monozyten in einzelne Wells
einer 24-Well Zellkulturplatte in einer Konzentration von 1 x 1076/ ml ausgesit. Geldst waren
diese in RPMI Medium ohne Zusatz von FCS. Nach 24 h erfolgte die Inkubation mit
ausgewdhlten Substanzen oder mit Thrombozyteniiberstinden. Dabei wurde zunichst wie
oben aufgefiihrt PRP erzeugt. Die einzelnen Proben wurden mit Inhibitoren versetzt und nach
10 Minuten wurden die Plittchen gewaschen, so dass die Inhibitoren nicht mehr in der
Losung vorlagen. SchlieBlich wurden die Proben stimuliert und nach 10 Minuten wurden die
Uberstinde in einem Verhiltnis von 1:10 in die jeweiligen Wells hinzugegeben. Die
Inkubation dauerte 24 h. Danach wurden die Monozyten mittels Trypsin/ EDTA von den
Wells gelost und in RPMI-Medium ohne Serumzusatz resuspendiert. Hinzugegeben wurde
Calcein (2 uM), ein intrazellularer Stoff mit Fluoreszenzeigenschaft. Nun wurde in jedes Well
einer frischen 24-Well Platte 600 ul RPMI-Medium mit MCP-1 in einer Konzentration von
50 ng/ ml pipettiert. Dann wurden die transwells (BD Biosciences, Heidelberg) in die wells
eingesetzt, wobei die Porengrofle ihrer Bodenmembran bei 3 um lag. SchlieBlich wurden die
Monozyten bzw. die U937 Zellen in die transwells pipettiert. Auf diese Weise lagen zwei
Kompartimente vor, wobei das obere Kompartiment die Zellen und das untere das Chemokin
enthielt. Die Zellkulturplatte wurde fiir drei Stunden bei 37°C in den Brutschrank gestellt und

die Migration konnte erfolgen.
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AbschlieBend wurden die transwells entfernt und die Unterstdinde mit den darin enthaltenen
migrierten Zellen wurden hinsichtlich ihrer Fluoreszenz mittels eines Fluoroskan Ascent
microplate reader (Thermo Labsystems, Oberhausen) analysiert. Dabei entsprach die

Leuchtkraft der Anzahl transmigrierter Zellen.

2.12 si-RNA vermitteltes Gen-silencing der S1P Rezeptoren

Die Transfektion von Zellen mit si-RNA hat die Zielsetzung selektiv die Translation einzelner
Gene zu unterdriicken und somit Funktionen dieser Gene zu erkennen.

In den folgenden Untersuchungen wurden Monozyten geméll den oben bereits aufgefiihrten
Schritten isoliert und mit si-RNA transfiziert. Dabei wurden die Zellen in wells einer 6-well
Platte mit einer Konzentration von 1 x 1077/ ml pipettiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe
von si-RNA in einer Konzentration von 30 nM jeweils gegen das Transkript des S1P1
(Qiagen, cat. no SI00376201, Germany), des S1P2 und des S1P3 Rezeptorgens fiir 24 h
(Thermo Scientific Dharmacon; USA). Um sicherzustellen, dass die si-RNA an sich keine
Schiaden an den Zellen hervorruft, wurde eine unspezifische si-RNA als Kontrollgruppe
eingesetzt (Qiagen und Dharmacon). Diese zeigte keine negativen Effekte. Nach der
Inkubationszeit wurden die Monozyten dann, wie oben beschrieben, flir die

Migrationsversuche benutzt.

2.13 Isolierung von Gesamt-RNA aus Monozyten

Um die Wirksamkeit der Transfektion zu iiberpriifen, wurde 24 Stunden nach der Inkubation
die RNA der Monozyten isoliert. Dieser Vorgang erfolgte durch Zugabe von Trizol (Sigma),
nachdem das Medium entfernt wurde. Nach 10 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde das Lysat in autoklavierte Eppendorf-Gefa3e iiberfiihrt und mit 200 pl Chloroform
versetzt. Nach einer kurzen Inkubation erfolgte ein Zentrifugationsschritt iber 10 Minuten bei
13000 rpm. 450 pl der wéssrigen Phase wurden abgenommen und die darin geloste RNA
wurde durch Zugabe von 500 pl Isopropanol ausgefillt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 20
min bei 13000 rpm, wurde das erhaltene RNA-Pellet mit 800 pl Ethanol gewaschen und
erneut iiber 20 Minuten zentrifugiert (13000 rpm). Im Anschluss wurde das RNA-Pellet an
der Luft getrocknet, in Millipore-Wasser (22 pl) aufgenommen und anschlieBend im
Schiittelinkubator unter kurzzeitiger Erwdrmung (65 °C) 5 min geldst. Die Proben wurden

nach Zentrifugation entweder sofort quantifiziert oder bei -20 °C gelagert.
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2.14 Quantifizierung von RNA und Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(RT-PCR)
Die Konzentration und Reinheit der priaparierten RNA wurde durch Messung der Absorption
bei 260 nm und 280 nm in einem Nanodrop NDI1000 (Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen) bestimmt. Da das Absorptionsmaximum von Nukleinsduren bei 260 nm und das
von aromatischen Aminosduren oder Phenol bei 280 nm liegt, bietet der Quotient aus beiden
Absorptionswerten (ratio 260/ 280 nm) eine gute Abschidtzung der RNA-Reinheit und sollte
zwischen 1,5 und 2 liegen. 1 OD260nm = 40 pg/ ml RNA.
RT-PCR Reaktionen wurden im PCR-Automaten Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf
durchgefiihrt. Fiir alle gezeigten RT-PCR Experimente wurde ein Archive Kit (Applied
Biosystems) verwendet. Als interner Standard wurde die Genexpression des GAPDH
nachgewiesen. Fiir jeden RT-PCR-Ansatz (Gesamtvolumen 25 ul) wurden 250 ng Gesamt-
RNA eingesetzt.

2.15 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

Die qPCR wurde in einem Zweischritt-Protokoll durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde die
cDNA aus 0,5-1 ug RNA nach Angaben des Herstellers (Archive Kit; Applied Biosystems,
Darmstadt) synthetisiert. Die Synthese erfolgte in einem Mastercycler Gradient (Eppendorf,
Hamburg). Die Detektion der cDNA wurde mit dem Sensi-Mix SYBR® Green Reagent
(Quantace, London, UK) und QuantiTect® Primer Assays [QT00208733 (S1P1),
QT00230846 (S1P2), QT00244251 (S1P3) and QT01192646 (GAPDH als interne Kontrolle)]
sowie mit TagMan® Reagent und TagMan® -Primer-Sonden (Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland) im 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Daten wurden mittels
Sequence Detection Software v1.2.3. detektiert Die Expressionsniveaus des Zielgens wurden
auf GAPDH normalisiert (Wineret al., 1999). Die Expression von GAPDH énderte sich nicht,

so dass es als geeignetes Kontroll-Gen fungierte.

2.16 Statistik

Die Messdaten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) aus n
unabhingigen Experimenten angegeben. Das Signifikanzniveau P fiir a wurde mit 0,05
festgelegt. Signifikante Unterschiede zwischen mehreren Versuchsgruppen (=3) wurden

mittels One-Way Analysis of Variance (ANOVA) und nachfolgendem Bonferroni-Test fiir
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multiple Vergleiche iiberpriift. Unterschiede zwischen zwei Versuchsgruppen wurden mittels
ungepaartem oder gepaartem ,,Student’s t-Test* {liberpriift. Lineare Zusammenhénge einer
metrischen abhidngigen Variablen y von einer metrischen unabhidngigen Variablen x wurden
mittels linearer Regression

bestimmt. Die Giite der Regression wurde anhand des Bestimmtheitsmales r2 bewertet. Das
Konfidenzintervall fiir den vorhergesagten Wert y wurde mit 95% festgelegt. Die statistische
Auswertung der Experimente erfolgte mit GraphPadPrism-Software (Version 4.00, GraphPad
Software, San Diego, USA) oder Microsoft Excel TM (Microsoft GmbH, Frankfurt).
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Ergebnisse:

3.1.1 Die Stimulation mit PAR-1-AP fiithrt zur S1P Freisetzung aus Thrombozyten

Bei dem folgenden dargestellten Experiment wurden menschliche Thrombozyten aus Blut
gesunder Probanden isoliert und zunichst iiber 10 Minuten mit [*H]-Sphingosin inkubiert.
Dabei fungierte dieses als Substrat fiir die Sphingosin-Kinase, welche es nahezu vollstindig
zu [*H]-S1P umwandelte. Danach wurden die Thrombozyten iiber 10 Minuten mit PAR-1-AP
in den angegebenen Konzentrationen stimuliert und durch Zentrifugieren wurden sie von
threm Medium getrennt. AnschlieBend erfolgten die Isolierung der Lipide und ihre
Auftrennung. Eine Verrechnung des S1P in den Pellets und in den Uberstéinden ermdglichte
die Angabe des Ausmales einer Freisetzung dieser Substanz.

Die Stimulation mit PAR-1-AP in einer Konzentration von 30 uM und von 100 uM fiihrte zu
einer 5-fach stirkeren Freisetzung von [*H]-SIP im Vergleich zu unbehandelten
Thrombozyten.

Parallel wurde die Thromboxansynthese in Abhédngigkeit von der Stimulation mit PAR-1-AP
bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass der Einsatz von PAR-1-AP in einer Konzentration von 100
puM zu einer deutlichen Thromboxansynthese fiihrt. Folglich wurden die folgenden
Experimente hauptsichlich mit PAR-1-AP in der hochsten Konzentration von 100 uM

durchgefiihrt, um eine optimale Stimulation der Thrombozyten zu bewirken.
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Abbildung 2.1. PAR-1-AP steigert konzentrationsabhingig die Freisetzung von S1P
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Abbildung 2.2 PAR-AP steigert konzentrationsabhédngig die Bildung von Thromboxan A2

3.1.2 Acetylsalizylsidure reduziert den S1P Export aus humanen Thrombozyten

In der nidchsten Versuchsreihe wurde erneut die Freisetzung von [*H]-S1P aus menschlichen
Thrombozyten dargestellt. Nach der Isolation erfolgte zusétzlich eine Inkubation iiber 15
Minuten mit Aspirin in einer Konzentration von 3 uM, 30 pM und von 300 pM. Hiernach
wurden die Thrombozyten liber 10 Minuten mit PAR-1-AP aktiviert. Die Stimulation mit
PAR-1-AP bewirkte eine nahezu vervierfachte Freisetzung von [*H]-S1P im Vergleich zu
unbehandelten Thrombozyten. Die Vorbehandlung mit ASS in einer Konzentration von 30
uM und 300 uM erreichte eine signifikante Reduktion der [*H]-S1P Freisetzung um 50 %
bzw. um 60 %, wihrend ASS in einer Konzentration von 3 uM keine Hemmung entfaltete.
Eine dhnlich starke Hemmung des Exports von [*H]-S1P nach Stimulation mit PAR-1-AP
konnte durch die Vorinkubation mit Ramatroban in einer Konzentration von 2 uM erreicht
werden. Hierbei handelt es sich um einen Antagonisten des Thromboxanrezeptors.

Dariiber hinaus wurden zwei weitere Inhibitoren der COX, Diclofenac und Ibuprofen, unter
dem Hinblick auf eine Reduzierung der Freisetzung von [*H]-S1P untersucht. Diclofenac
bewirkte eine Hemmung des Freisetzungsvorgangs in einer Konzentration von 4 uM und 40
uM, nicht aber in derjenigen von 0,4 uM, und Ibuprofen beeinflusste die Ausschleusung
ebenfalls negativ. Seine notwendige Konzentration lag bei 200 pM, wohingegen 20 uM und 2
UM nicht effektiv waren.

Anschlieend wurde die Freisetzung von SIP nach Stimulation mit dem Agonisten des
Thromboxanrezeptors  U-46619  beleuchtet.  Hieraus ging hervor, dass eine

Plattchenaktivierung mit U-46619 zu einer dhnlich starken Freisetzung von SIP flihrt wie

29



diejenige mit PAR-1-AP. Interessanterweise fiihrt eine Vorinkubation mit Aspirin jedoch
nicht zu der oben beschriebenen Hemmung. Die durch die Vorbehandlung mit Aspirin
bewirkte Freisetzungshemmung nach der Stimulation mit PARI1-AP konnte durch eine
gleichzeitige Stimulation mit beiden Agonisten, U-46619 und PAR-1-AP, aufgehoben werden
und eine uneingeschrinkte Freisetzung erzielen.

Die Gemeinsamkeit der drei NSAIDs ist die Hemmung der COX, obwohl sie sich in Threr
Strukturformel deutlich voneinander unterscheiden. Daher ist eine direkte Hemmung eines
Transportproteins durch die Medikamente ebenfalls unwahrscheinlich. Folglich scheint ein
Produkt des Stoffwechselweges der COX notwendig fiir den Export von S1P zu sein.
Zusammengenommen mit der Tatsache, dass Ramatroban auch eine Hemmung auslost und
als ein Antagonist des Thromboxanrezeptors gilt, scheint fiir den Freisetzungsvorgang eine
Aktivierung des Thromboxanrezeptors notwendig zu sein. Der Befund, dass die Hemmung
der Thromboxansynthese durch Aspirin erfolgt und eine verminderte S1P-Freisetzung
bewirkt, aber eine Gabe von U-46619 den Hemmeffekt wieder autheben kann, misst der

Aktivierung des Thromboxanrezeptors die entscheidende Rolle bei.
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Abbildung 2.3 Die [*H]-S1P Freisetzung aus humanen Thrombozyten durch PARI1-AP wird
nach Vorinkubation mit ASS, Ibuprofen, Diclofenac und Ramatroban konzentrationsabhingig

gehemmt
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Abbildung 2.4 Auftrennung der aus Thrombozyteniiberstinden gewonnenen Lipide
Die [*H]-SIP Freisetzung aus humanen Thrombozyten nach PARI-AP wird nach
Vorinkubation mit ASS gehemmt

3.1.3 ASS hemmt die thrombozytire Thromboxansynthese nach der Stimulation

mit PAR-1-AP

In einem weiteren Versuch wurde die thrombozytidre Thromboxansynthese in Abhadngigkeit
von einer Vorinkubation mit ASS untersucht. Zundchst wurden unbehandelte Blutplattchen
mit PAR-1-AP stimuliert. Diese produzierten im Vergleich zu den unstimulierten Pldttchen
eine grofle Menge von Thromboxan. Wurden Blutpléttchen jedoch mit ASS vorbehandelt, so
kam es zu einer konzentrationsabhingigen Abnahme dieser Synthese. ASS in einer
Konzentration von 30 uM und hoher fiihrte nahezu zu einer vollstaindigen Hemmung der
Bildung von Thromboxan. Dieser Versuch stiitzt die oben angegebene Vermutung, dass die
S1P Freisetzung thromboxanabhéngig ist, da diese ebenfalls bei einer Vorinkubation mit ASS

in einer Konzentration von 30 uM und grofer gehemmt war.
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Abbildung 2.5 Thrombozytire Thromboxansynthese wird durch die Vorinkubation mit ASS

konzentrationsabhangig gehemmt

3.1.4 ASS hemmt gleichermaflen die Freisetzung von [°’H]-S1P und endogenem S1P

Um zu iiberpriifen, ob sich das [*H]-SI1P gleichermallen wie das endogene SIP verhilt,
wurden erneut Thrombozyten aus Blut isoliert und mit ASS (300 uM) behandelt. Es erfolgte
die Stimulation mit PAR1-AP und eine Trennung von Plédttchen und Medium durch einen
Zentrifugationsschritt. Das nach der Stimulation freigesetzte S1P wurde anschliefend mit
einem Massenspektrometer bestimmt. Hierbei konnte die hemmende Eigenschaft von ASS
auch auf die Freisetzung des endogenen Lipids bestitigt werden. Somit liegt ein identisches

Verhalten von S1P und [*H]-S1P vor.
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Abbildung 2.6 Konzentrationen von SIP in thrombozytiren Lysaten bzw. ihren Uberstéinden

3.1.5 Einfluss weiterer Plittchenaktivatoren auf die S1P Freisetzung

In den folgenden Versuchen wurde erneut die S1P Freisetzung aus Thrombozyten beleuchtet.
Dabei wurden Blutpldttchen mit ADP in verschiedenen Konzentrationen stimuliert. Wie
bereits in anderen Untersuchungen gezeigt worden ist, entsteht bei der Stimulation mit ADP
kein Thromboxan A2. Passend zu der Hypothese, dass der Export von SI1P
thromboxanabhdngig ist, erfolgt in dieser Untersuchung auf die Stimulation mit ADP keine
Sekretion von S1P.

Die Stimulation mit Kollagen ergibt ein geteiltes Bild. Wihrend die Gabe von 1 pg/ ml keinen
S1P Export ausloste, flihrte eine Stimulation mit Kollagen in einer Konzentration von 10 pg/
ml zu einer regelrechten Sekretion. Diese wird ebenfalls durch eine Vorbehandlung mit
Aspirin, Ibuprofen und Diclofenac in den vorher genannten Konzentrationen gehemmt.

Die nédchsten Versuche stellen zum einen die S1P Sekretion und zum anderen die
Thromboxansynthese nach einer Stimulation mit Kollagen gegeniiber. So fiihrt die
Aktivierung mit Kollagen in der Konzentration von 1 pg/ ml weder zu einer S1P Freisetzung
noch zu einer Thromboxansynthese. Die Zugabe von Kollagen in einer Konzentration von 3
pg/ ml ruft eine signifikant vorhandene Thromboxanbildung hervor, die fiir eine S1P
Sekretion jedoch nicht ausreichend. Die Gabe von Kollagen in einer Konzentration von 10

pg/ ml vermittelt sowohl eine regelrechte S1P Sekretion als auch eine starke Bildung von
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Thromboxan. Da hiermit eine adéquate Pldttchenaktivierung vorliegt, wurden Thrombozyten
mit Kollagen in dieser Konzentration stimuliert, nachdem sie mit Diclofenac, Ibuprofen und
Aspirin vorbehandelt wurden. Es resultierte im Vergleich zu den unbehandelten aber
aktivierten Thrombozyten eine Hemmung der S1P Sekretion.

5 -

s
|

W
i

[ ]
1

[*H]-S1P Freisetzung
aus humanen Thromboyzten

{(X-fach unstimulierter Kontrolle)

—

=

Kontrolle

PART-AP (Jm) + - - . B, . _ _ _
ADP (1M} - 10 |30 [100 |- |- |- - |-
Kollagen g/ mi - - - - 1 10 | 10 10 | 10
ASS (M) - - - - - |- 200 - -
Diclofenac (k) - - - - - - - 4 |-
Ibuprofen () - - - - - - - - 200

Abbildung 2.7 Die S1P Freisetzung aus humanen Thrombozyten wird durch PAR1-AP und
hoher dosiertes Kollagen gesteigert, wihrend ADP keine Freisetzung bewirkt; die

Vorinkubation mit ASS, Diclofenac und Ibuprofen hemmt die S1P Freisetzung

3.1.6 S1P Export aus menschlichen Thrombozyten wird iiber ABC-Transporter
vermittelt

Ziel der nichsten Versuchsanordnung war die Untersuchung, ob andere Substanzen, welche
nicht die COX hemmen, eine Reduktion der S1P Freisetzung bewirken konnen. Da in einer
Arbeit von Mitra P. et al (ProcNatlAcadSci USA 2006) der ABCCI1 Transporter den S1P
Export aus Mastzellen vermittelt, bestand die Vermutung, dass auch Thrombozyten ihr S1P
mittels eines ABC Transporter freisetzen. Daher wurden Thrombozyten mit MK571, einem
unspezifischen Hemmstoff von ABC Transportern nach ihrer Isolierung inkubiert. Dies
erzeugte nach einer Stimulation mit PAR-1-AP oder mit U46619 eine eingeschriankte S1P
Freisetzung. Eine weitere Arbeit konnte zeigen, dass auf Blutplittchen der ABCC4
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Transporter besonders stark exprimiert wird, so dass analog zu dieser Untersuchung
Indomethacin und Dipyridamol eingesetzt wurden. Auch diese Stoffe erzeugten eine
Hemmung der S1P Freisetzung nach einer Stimulation mit PARI-AP und U46619.

Wie in der Arbeit von Jedlitschky et al. (Blood 2004) beschrieben, zeichnet sich der ABCC4
Transporter dadurch aus, dass er von den drei benutzten Stoffen in seiner Funktion
charakteristischerweise inhibiert wird. Daher kann die Folgerungen geschlossen werden, dass

dieser Transporter den S1P Export aus menschlichen Plittchen heraus bewerkstelligt
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Abbildung 2.8 Die [*H]-S1P Freisetzung aus humanen Thrombozyten wird sowohl nach einer
Stimulation mit PARI-AP als auch mit U46619 durch Dipyridamol, Indomethacin und
MK571 konzentrationsabhéngig gehemmt

3.1.7 Einfluss von Dipyridamol und Indomethacin auf die Thromboxansynthese

In einem weiteren Experiment wurde die thrombozytire Thromboxansynthese nach der
Stimulation mit PAR-1-AP beleuchtet. Blutplittchen waren entweder unbehandelt oder
wurden mit Indomethacin in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Dabei stellte sich
heraus, dass bereits eine Konzentration von 100 nM die Thromboxansynthesefdhigkeit im
Vergleich zu unbehandelten Thrombozyten verminderte. Jedoch erst in einer Konzentration
von 10 puM konnte die Produktion von Thromboxan deutlich vermindert werden.

Entsprechend zu dem vorangegangenen Versuch war eine Hemmung der S1P Sekretion auch

35



erst bei dieser Konzentration vorhanden, so dass man die Hemmung durch Indomethacin als
thromboxanabhingig bezeichnen muss.

Dipyridamol hingegen zeigte nur eine geringe Hemmung der Thromboxansynthese, wohl aber
eine Hemmung der S1P Sekretion, so dass hier eine direkte Hemmung des Transportproteins

ABCC4 anzunehmen ist.
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Abbildung 2.9 Die thrombozytire Thromboxansynthese wird konzentrationsabhéngig von

Indomethacin, nicht jedoch von Dipyridamol gehemmt

3.1.8 S1P Export ist abhéngig von der Protein Kinase C

Ziel des nichsten Versuchs war die Uberpriifung, ob die Proteinkinase C notwendig ist um,
den S1P Transport zu vermitteln. Dafiir wurden Thrombozyten mit einem Hemmstoff der
Protein Kinase C, GF109203X, vorbehandelt und anschlieBend sowohl mit dem PAR-1-AP
als auch mit U46619 stimuliert. Das freigesetzte S1P war im Unterschied zu den
unbehandelten Pléttchen signifikant reduziert, was andere Untersuchungen bestétigt. Das zeigt
jedoch auch, dass eine intrazelluldre Signalkaskade erforderlich ist und nicht dass eine
eventuelle direkte Stimulation des Transportproteins mit U46619 als Thromboxananalogon
fir den Transportprozess verantwortlich ist. Offenbar ist die Aktivierung des

Thromboxanrezeptors fiir die Freisetzung von S1P entscheidend.
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Abbildung 2.10 Die [*H]-SIP Freisetzung aus humanen Thrombozyten nach einer
Stimulation mit PAR1-AP oder U46619 wird durch die Vorinkubation mit GFX gehemmt

3.2 S1P Freisetzung aus Plittchen ist unabhéingig von ihrer Degranulation

Der Freisetzungsvorgang von S1P ist nicht abschlieBend geklart, da zwar eine Hemmung der
Freisetzung von S1P nach Unterdriickung der Thromboxansynthese stattfindet, jedoch keine
vollkommene Suppression erzielt wird. Der Einsatz von Dypiridamol, Indomethacin und
MK571 konnte den ABCC4 Transporter fiir die SIP Sekretion identifizieren, ist aber nur flir
einen Teil der Sekretion verantwortlich. Unklar ist auch, ob die Degranulation von ASS
beeinflusst wird. Daher wurden Blutpldttchen mit ASS vorbehandelt und mit PAR-1-AP
stimuliert. Anschlieend wurden die Thrombozyten mit Antikérpern gegen CD 62 und CD 63
inkubiert, um diese Antigene anschlieend iiber eine Durchflusszytometrie zu bestimmen.
Dabei stellt CD62 einen Marker fiir die Degranulation von alpha-granules und CD 63 einen
fiir die Degranulation von dense-granules dar. In den Ergebnissen wurde deutlich, dass die
Stimulation mit PAR-1-AP konzentrationsabhédngig eine Degranulation beider Vesikelarten
auslost. Dabei erreicht die Stimulation mit PAR-1-AP in einer Konzentration von 100 uM ein
maximales Niveau der Degranulation. Eine Vorbehandlung mit ASS fiihrt zu keiner

Beeintrachtigung des Freisetzungsprozesses beider Vesikeltypen.
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Abbildung 2.11 Die CD 62 bzw. CD 63 Externalisierung nach Stimulation mit PAR1-AP
wird nicht durch die Vorinkubation mit ASS gehemmt

3.3 Die Plittchenaggregation ist unabhiingig von einer Vorbehandlung mit ASS

In den folgenden Versuchen wurde eine mogliche Beeinflussung  der
Thrombozytenaggregation durch S1P bestimmt. Dafiir wurden Aggregationsversuche mit
pléttchenreichen Plasma durchgefiihrt. Zunichst kam PAR-1-AP als Stimulus zum FEinsatz.
Wihrend die Stimulation mit 30 uM und mit 100 uM eine irreversible Aggregation ausldste,
erzeugte PAR-1-AP in einer Konzentration von 10uM nur eine reversible und PAR-1-AP in

einer Konzentration von 3 pM keine Aggregation aus.
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Abbildung 2.12 Plittchenaggregation nach Stimulation mit PARI-AP wird nicht durch die
Vorinkubation mit ASS gehemmt

Danach wurden Plédttchen mit ASS in den angegebenen Konzentrationen iiber 15 Minuten

inkubiert und es wurde anschlieBend mit PAR-1-AP eine Aggregation ausgelost. Die
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Vorbehandlung mit ASS fiihrte zu keiner Abschwiéchung dieses Vorgangs und ist folglich mit
anderen Arbeiten deckungsgleich.

AnschlieBend wurde die Plédttchenaggregation durch eine gleichzeitige Stimulation mit PAR-
1-AP und mit S1P ausgelost. Diese war durch die Zugabe von S1P nicht verdndert. Dabei
wurde auch eine submaximale Konzentration von PAR-1-AP (10 uM) benutzt, um eine

moglicherweise additive Wirkung des S1P festzustellen, die jedoch ausblieb.
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Abbildung 2.13 Die Plattchenaggregation wird durch SIP nicht verstarkt

3.4.1 S1P Freisetzung aus murinen Thrombozyten ist thromboxanabhingig

In den folgenden Versuchen wurden murine Thrombozyten benutzt. Diese zeichnen sich
durch eine andere Thrombinrezeptorexpression als menschliche Pldttchen aus. Auf ihrer
Oberflache sind der PAR3 und der PAR4 Rezeptor stark exprimiert, wahrend der PARI
Rezeptor nicht vorhanden ist. Folglich wurde zur ihrer Aktivierung Thrombin statt PAR-1-AP
benutzt. Die Isolation der Plittchen erfolgte nach der gleichen Anordnung wie fiir die oben
aufgefiihrte Isolation menschlicher Thrombozyten mit dem Unterschied, dass das gesamte
Blut eines Tieres entnommen wurde, was seinen Tod bedingte. Nach der Isolierung der
Pléttchen erfolgte die Stimulation mit Thrombin, die eine deutliche Freisetzung von S1P im
Vergleich zu unbehandelten Plédttchen bewirkte. Die Vorinkubation mit ASS fiihrte wie bei

den menschlichen Thrombozyten zu einer reduzierten S1P Freisetzung.

3.4.2 Plittchen mit einem Knock-out des Thromboxanrezeptors setzen weniger S1P frei
Fiir die folgenden Versuche wurden murine Plittchen benutzt, die aus Tieren stammen, die
durch einen Knock-out des Thromboxanrezeptors gekennzeichnet sind. Nach der Isolierung

der Thrombozyten erfolgte eine Stimulation mit Thrombin, die im Vergleich zur Freisetzung
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von S1P aus Pldttchen der Wildtyp-Tiere zu einer reduzierten Freisetzung fiihrte. Dabei
entspricht der Umfang der Freisetzung etwa dem Freisetzungsniveau der murinen
Thrombozyten aus Wildtyp-Tieren, die mit ASS vorbehandelt wurden. Eine Vorbehandlung
der Thrombozyten der Knock-out Tiere mit ASS fiihrte nach Stimulation mit Thrombin zu
keiner weiteren Suppression der S1P Freisetzung.

Die Stimulation mit U-46619 ergibt eine deutliche Freisetzung von S1P aus Plittchen der
Wildtyp-Tiere, &dhnlich derjenigen aus menschlichen Thromboyzten. Dabei wird die
Freisetzung durch die Vorbehandlung mit ASS erwartungsgemdfl nicht gehemmt.
Thrombozyten der Knock-out Tiere zeigen nur eine sehr schwache Freisetzung von S1P nach
der Stimulation mit U-46619, was das Fehlen des Rezeptors beweist. Daraus kann eine
signifikante Bedeutung des Thromboxanrezeptors fiir die S1P Freisetzung abgeleitet werden.
Die Funktionsfahigkeit der Thrombozyten wurde mittels der Durchflusszytometrie untersucht,
welche die CD62 Externalisierung zeigte, die wiederum als MaB fiir die Degranulation dient.
Es zeigte sich eine starke CD62 Externalisierung nach der Stimulation mit Thrombin. Diese
ist jedoch bei den fiir den Thromboxanrezeptor negativen Plittchen im Vergleich zu
denjenigen der Wildtyp-Tiere leicht eingeschrinkt. Die CD62 Externalisierung nach einer
Stimulation mit U-46619 ist jedoch nur bei Thrombozyten aus Wildtyp-Tieren vorhanden,
wiahrend sie erwartungsgemall bei den Plittchen der Knock-out Tiere fehlt. Diese Grafik
beweist das Fehlen des Thromboxanrezeptors und zeigt eine gewisse Bedeutung des
Thromboxanrezeptors fiir die Degranulation nach der Stimulation mit Thrombin.
Moglicherweise spiegelt es das Fehlen der endogenen Verstirkung durch das gebildete aber

letztlich wirkungslose Thromboxan auf die Degranulation wider.
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Abbildung 2.14 Die [*H]-S1P Freisetzung aus murinen Thrombozyten (WT) wird durch die
Vorinkubation mit ASS gehemmt; diejenige aus Méusen mit einem ,knock-out* des

Thromboxanrezeptors (TP -/-) ist im Vergleich zu Wildtieren gehemmt

o
Eg 20 - . W wr
-
SE e+
oo
L v {5 4
£
Eq:-
3 .
gEﬂ.'l'—- T
£ £
[T
=]
o5 54
0% ol semar—  mmr— —/

,:':!I—I
=R
]
_|_
+

Thromhbin 0,1 - - + -
T/ ml

T46619 10 phi - - - +

Abbildung 2.15 Die CD 62 Externalisierung muriner Thrombozyten nach der Stimulation mit
Thrombin bzw. U46619
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3.5 Thrombozyteniiberstinde mit einem reduzierten S1P Gehalt fiihren zu einer
Beeintrichtigung der Migration menschlicher Monozyten

In den folgenden Versuchen wurde das Migrationsverhalten menschlicher Monozyten
gegeniiber MCP-1 untersucht. Hierfiir wurden Monozyten gesunder Probanden isoliert und
anschlieBend unterschiedlichen Stoffen fiir 24 h ausgesetzt, um sie gegeniiber einem
einheitlichen Reiz migrieren zu lassen. Die Vorinkubation mit SIP im Vergleich zu
unbehandelten Monozyten bewirkt eine Zunahme der Migration. Die Vorbehandlung mit
Thrombozyteniiberstanden unstimulierter Thrombozyten fiihrt zu keiner erhohten Migration.
Setzt man hingegen Thrombozyteniiberstinde der mit PAR1-AP stimulierten Blutplattchen
ein, bewirken diese eine deutliche Zunahme der Migration von Monozyten. Waren die
Thrombozyten ihrerseits hingegen mit ASS vorbehandelt, fillt die Migration geringer aus.
Zusitzlich wurden Plittchen mit U-46619 stimuliert und es wurden ihre Uberstinde
gewonnen. Dabei fiihrte eine Vorinkubation der Thrombozyten mit ASS zu keiner Reduktion
der anschlieenden Migration von Monozyten. Sie fiel &hnlich stark aus wie diejenige nach
einer Stimulation mit Thrombozyteniiberstinden, die nach einer Aktivierung durch PAR-1-
AP gewonnen waren. Anhand dieser Daten konnte ein unterschiedlicher S1P Gehalt der
Thrombozyteniiberstinde flir das unterschiedliche Migrationsverhalten der eingesetzten

Monozyten verantwortlich sein.
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Abbildung 2.16 Migration humaner Monozyten gegeniiber MCP-1 ist nach der
Vorinkubation mit Thrombozyteniiberstinden, die wiederum mit ASS vorbehandelt waren

und mit PAR1-AP stimuliert wurden gehemmt
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In weiteren Versuchen wurde das Migrationsverhalten von Monzyten gegeniiber Serum
dargestellt. Die Vorbehandlung der Monozyten erfolgte analog der oben bereits aufgefiihrten
Versuchsanordnung und zeigte die gleichen Ergebnisse. Auch hierbei ist die Migration
eingeschriankt, wenn Thrombozyten mit ASS vorbehandelt wurden und mit PAR-1-AP
stimuliert wurden. Bei dieser Versuchsreihe war der Migrationsreiz ebenfalls fiir alle Gruppen
gleich, stellt jedoch keinen einheitlichen Stoff wie das MCP-1 dar, sondern ist als Serum ein
heterogenes Gemisch. Welche Verdnderungen die Inkubation mit Thrombozyteniiberstinden
bei Monozyten ausldst, ist unbekannt. Es konnte beispielsweise eine Aufregulierung von
Rezeptoren fiir MCP-1 oder fiir andere Chemokin-Rezeptoren, die im Serum vorhanden sind,

erfolgen.
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Abbildung 2.17 Migration humaner Monozyten gegeniiber 10% FCS nach Vorinkubation mit

Thrombozyteniiberstinden
Um zu iberprifen, ob der unterschiedliche Gehalt von SI1P der benutzten

Thrombozyteniiberstinde flir das unterschiedliche Migrationsverhalten der eingesetzten

Monozyten verantwortlich ist, erfolgte eine Transfektion der Monozyten mit si-RNA, die eine
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verminderte Expression von SI1P Rezeptoren bewirkte. Es wurde jeweils selektiv der S1P1,

S1P2 oder S1P3 Rezeptor der Monozyten vermindert exprimiert.
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Abbildung 2.18 mRNA Expression des S1P1, S1P2 und des S1P3 Rezeptors humaner
Thrombozyten nach Behandlung mit jeweiliger siRNA

Anschlieffend erfolgte die Stimulation der vorbehandelten Monozyten mit S1P. Darauthin
zeigte sich eine Beeintrdchtigung der Migration, wenn Monozyten entweder den S1P1 oder
den S1P3 Rezeptor nicht mehr exprimierten. Folglich scheinen diese beiden verantwortlich
fiir die Migration zu sein.

Dariiber hinaus wurden die weiter oben aufgefiihrten Thrombozyteniiberstinde zur
Vorinkubation tiber 24 h eingesetzt. Dabei zeigte sich eine regelrechte Migration nach der
Inkubation mit Uberstéinden, die nach der Stimulation mit PAR1-AP gewonnen wurden. War
jedoch entweder der S1P1 oder der S1P3 Rezeptor herunter reguliert, fand eine reduzierte
Migration statt. Das Ausmall der Migration entsprach dann derjenigen, die nach der
Inkubation mit Uberstinden mit ASS vorbehandelter und mit PAR-1-AP stimulierter
Thrombozyten gemessen wurde. Die SIP1 oder S1P3 Herunterregulierung fiihrte zu keiner
weiteren Reduktion der Migration bei dieser Gruppe.

Folglich konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein von SI1P1 und S1P3 Rezeptoren
notwendig ist, damit Monozyten eine Migration durchfiihren konnen. Zum anderen zeigt sie,
dass der SI1P Gehalt in den unterschiedlichen Thrombozyteniiberstinden, fiir das

unterschiedliche Migrationsverhalten verantwortlich ist.
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Abbildung 2.19 Migration humaner Monozyten gegeniiber MCP-1 nach Vorinkubation mit

Thrombozyteniiberstinden und vorangegangener Herunterregulierung einzelner S1P Rezeptoren
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4. Diskussion:

4.1 Pathophysiologische Bedeutung von S1P

Sphingosin-1-Phosphat ist als hochaktives Signallipid an der Regulation zahlreicher zellulérer
Funktionen beteiligt. Insbesondere besitzt es immunmodulierende Wirkungen und fordert die
Migration von Monozyten (Matloubian M. 2004).

Die Einwanderung von Monozyten stellt einen Schliisselprozess bei der Entwicklung und
Progression der Arteriosklerose und somit der koronaren Herzkrankheit dar. In der Arbeit von
Deutschmann et al. (2003) wurde eine positive Korrelation zwischen der Plasmakonzentration
von S1P und dem Vorhandensein einer KHK bzw. ihrer Auspridgung hergestellt. Da ein Teil
des SIP im Plasma aus Thrombozyten stammt (Yatomi et. al, 1995), konnten
pléattchenfunktionshemmende Substanzen wie Aspirin die Konzentration von S1P senken und
moglicherweise auf diesem Weg ein Voranschreiten der Arteriosklerose abmildern.
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass Aspirin bereits in geringer Dosierung
kardioprotektive Eigenschaften iiber eine antiinflammatorische Wirkung entfalten kann. Nach
einer Untersuchung von Morris et al. (2002) ist die orale Einnahme von 75 mg pro Tag hierfiir
bereits ausreichend. Der Mechanismus fiir eine antiinflammatorische Wirkung ist bei dieser
Dosis nicht klar, da keine hinreichende systemische Konzentration von Aspirin erzielt wird.
Vielmehr beschriankt sich die Wirkung des Aspirins auf Thrombozyten im Portalkreislauf, da
ein ausgepragter , first-pass® Effekt fiir dieses Medikament vorliegt. Daher stellt sich die
Frage, ob die Hemmung der Bildung von Thromboxan A2 in Thrombozyten einen Effekt
jenseits der Aggregationshemmung aufweist. So ist bereits heute schon bekannt, dass Aspirin
die Produktion von Zytokinen (Cyrus T et al, 2002), eine Reduktion des CRP-Werts und ein
Absenken der Leukozytenzahl hervorrufen kann, was sich auf inflammatorische Prozesse in
der GefdaBwand auswirken konnte (Steinhubel et al, 2007). Auch ist Thromboxan A2 selbst
proatherogen, indem es die Plaquebildung in ApoE defizienten Méiusen begiinstigt
(Kobayashi et al, 2004). Ob hierfiir die verminderte Sekretion von S1P aus Thrombozyten

ebenfalls eine Rolle spielt, ist nicht bekannt.

4.2 Aspirin hemmt die Freisetzung von S1P aus Thrombozyten

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine stark verminderte
Thromboxansynthese bei Thrombozyten die SIP Freisetzung aus diesen vermindert. Hierbei
wurden Blutpliattchen mit dem PAR-1-AP, einem starken Pléttchenaktivator, oder mit

Kollagen stimuliert. ADP bewirkt zwar eine Pléttchenaktivierung, kann jedoch keine
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ausreichende Thromboxanbildung erzeugen (Jin et al, 2002) und folglich auch keine SI1P
Freisetzung erzielen. Um zu beweisen, dass die Aktivierung des Thromboxanrezeptors fiir den
Freisetzungsvorgang entscheidend ist, wurde der Thromboxanrezeptorantagonist Ramatroban
eingesetzt und erzielte die gleiche hemmende Wirkung wie Aspirin, Diclofenac und
Ibuprofen. Stimulierte man Pldttchen mit dem Thromboxanrezeptoragonisten, fiihrte eine
Vorbehandlung mit Aspirin zu keiner Hemmung, da zwar endogenes Thromboxan nicht
gebildet wurde, wohl aber der Stimulus an sich direkt den Thromboxanrezeptor aktiviert.
Seine Aktivierung scheint folglich fiir den Freisetzungsmechanismus von SIP essentiell zu
sein.

Unabhingig von der Thromboxanbildung konnte ein gewisser Teil von S1P dennoch
freigesetzt werden. Dies geschah in unstimulierten Plittchen, welche kein Thromboxan
bildeten. Dariiber hinaus bewirkte die Unterdriickung der Thromboxansynthese keine
vollstindige Hemmung der SIP Freisetzung. Eine weitere Einschrinkung stellte die
Beobachtung dar, dass die simultane Stimulation von Plédttchen mit U46619 und mit PAR-1-
AP eine stirkere Freisetzung bewirkte als eine isolierte Stimulation mit einem der beiden
Agonisten. Diese Punkte verdeutlichen, dass ein weiterer Freisetzungsvorgang fiir S1P in
Thrombozyten existieren muss, welcher unabhingig von Thromboxan ist. Beispielsweise
konnten Mikropartikel, die sich von Thrombozyten ablsen, S1P enthalten. In der Tat ist ein
groler Teil des intrazelluliren SIP an der zytosolischen Plasmamembran lokalisiert
(Kobayashi et al, 2006) und konnte bei einer Abschniirung passiv als Inhaltsstoff der
Mikropartikel den Thrombozyten verlassen. Da der Ablosungsvorgang der Mikropartikel
nicht thromboxanabhéngig ist (Chow TW et al, 2000), kdnnte dieser Zusammenhang fiir die

angegebenen Erscheinungen verantwortlich sein.

4.3 Mechanismus der S1P Freisetzung

Vorangegangene Veroffentlichungen zeigten die einen Zusammenhang zwischen der
zelluldren Freisetzung von S1P und ATP-binding Cassette (ABC)-Transportern (Kobayashi et
al, 2006, Mitra et al, 2006). Auf der Grundlage dieser Arbeiten wurde die Theorie verfolgt,
dass die Freisetzung von S1P auch im Blutpléttchen iiber einen Subtyp dieser Molekiilpumpe
erfolgt. ABC-Transporter stellen membranstéindige Proteine dar, welche Molekiile in die Zelle
hinein oder aus dieser heraus bewegen. Dieser Vorgang ist energiecabhingig und die
jeweiligen Transportproteine sind in der Lage verschiedene Molekiile zu transportieren und
sind somit nicht substratspezifisch. Es bestehen zahlreiche Subtypen dieser Transporter und es

konnte gezeigt werden, dass der ABCC1 Transporter fiir die Freisetzung von S1P aus
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Mastzellen verantwortlich ist (Mitra et al, 2006). Er konnte von der Substanz MKS571
gehemmt werden, die sich durch eine generelle Hemmung dieser Transporter-Familie
auszeichnet. Unter anderem kann MKS571 aber auch den ABCC4 Transporter inhibieren
(Jedlitschky et al, 2004), welcher besonders stark auf Thrombozyten exprimiert wird. Dieser
wird zusétzlich auch durch Indomethacin und Dipyridamol gehemmt. In der vorliegenden
Untersuchung wurde herausgestellt, dass die Freisetzung von S1P durch die angefiihrten
Stoffe, MK571, Indomethacin und Dipyridamol, deutlich gehemmt wird. Dabei wurden
Thrombozyten sowohl mit PAR1-AP als auch mit U46619 stimuliert. Folglich scheint der
ABCC4 Transporter die Ausschleusung von S1P aus humanen Thrombozyten zu vermitteln.
Die Stimulation mit U46619 bewirkt nach der Inkubation mit den genannten Inhibitoren auch
keine Freisetzung von S1P, so dass eine eventuelle direkte Aktivierung des Transportproteins
unwahrscheinlich ist. Folglich stellt dieser die Endstrecke der Signalkaskade dar.

Die Beleuchtung weiterer Bestandteile der Signalkaskade konnte in weiterfitlhrenden Arbeiten
erfolgen. So konnte gezeigt werden, dass die Protein-Kinase C die SI1P Freisetzung reguliert
(Yatomi et al, 1995) und dass ihre Hemmstoffe diese reduzieren. Welche Unterform
moglicherweise iiber die einmiindende Signalkaskade des Thromboxanrezeptors spezifisch
stimuliert wird und eine Aktivierung der ABC-Transporter verursacht, bleibt offen.

Ein sich aus diesem Zusammenhang zuséatzlich ergebender Aspekt, ist der Umstand, dass der
ABCC4 Transporter weitere Stoffe wie Leukotriene (Rius M et al, 2008) transportiert, welche
dann ebenfalls durch Aspirin vermindert freigesetzt wiirden. Es ist allgemein bekannt, dass
Leukotrienean dem Fortschreiten der Arteriosklerose beteiligt sind (Aiello RJ et al. 2002) und
daher wire eine verminderte Freisetzung somit giinstig, um diese Erkrankung zu
verlangsamen. Es ist zurzeit jedoch nicht klar, ob die Funktion des ABCC4 Transporters auch
in anderen Zellen abhéngig von Thromboxan ist.

Da sich die ABC-Transportproteine u. a. dadurch auszeichnen, dass Medikamente in Zellen
hinein oder aus diesen heraus bewegt werden, konnten iiber eine Hemmung durch Aspirin
moglicherweise Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten entstehen. Eine solche
Interaktion konnte moglicherweise mit Fingolimod stattfinden, da dieses Medikament
ebenfalls iiber ABC-Proteine transportiert wird und strukturell dem S1P dhnlich ist (Honig
SM et al, 2003). Bei diesem Medikament handelt es sich dariiber hinaus um ein Prodrug, so
dass seine Wirkung erst nach einer intrazelluliren Phosphorylierung entstehen kann. Die
Zellen, die eine solche Reaktion vermitteln, sind nicht identifiziert, jedoch gibt es
Untersuchungen, dass Thrombozyten und Erythrozyten diese Reaktion katalysieren koénnen

(Anada Y. et al 2007 und Kihara A et al, 2008) und eben Fingolimod auch sezernieren. Ob sie
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vorrangig fiir die Bioverfligbarkeit dieses Medikaments verantwortlich sind, bleibt offen.
Falls sie aber hauptverantwortlich fiir die Umwandlung des Medikaments sein sollten, konnte

Aspirin tatsdchlich eine reduzierte Wirksamkeit von Fingolimod verursachen.

4.4 Bedeutung von S1P fiir die PLittchenfunktion

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass Aspirin die Degranulation von
Alpha- und Dense-Granules nicht vermindert. Dieser Nachweis unterstiitzt die Beobachtung
einer Untersuchung von Kobayashi et al. (2006), die diesen Aspekt an Thrombozyten aus
Ratten entdeckt haben. Folglich scheint auch in menschlichen Thrombozyten S1P nicht in den
intrazelluldren Granula, sondern im Zytoplasma lokalisiert zu sein.

Uber eine Wirkung von S1P auf Thrombozyten selbst existieren unterschiedliche Arbeiten mit
sich zum Teil widersprechenden Ergebnissen. So wird zum einen S1P eine aktivierende (Xiao
H et al, 2001) und zum anderen eine inhibierende Eigenschaft zugesprochen (Nugent D et al
2000). Moglicherweise liegen den unterschiedlichen Ergebnissen eine unterschiedliche
Préaparation und Durchfiihrung der Aggregationsmessungen zugrunde. In der vorliegenden
Untersuchung wurde S1P in verschiedenen Konzentrationen benutzt, um eine Aggregation
von pléttchenreichem Plasma zu verursachen. Diese blieb jedoch aus. Eine simultane
Stimulation mit einer unterschwelligen Konzentration von PARI1-AP fiihrte zu keiner
verstarkten Aggregation von Thrombozyten. Somit muss festgehalten werden, dass S1P wohl
nicht vornehmlich fiir die Pléttchenaktivierung verantwortlich ist, sondern auf andere

Gefilizellen eine Wirkung ausiibt.

4.5 Aspirin hemmt die Freisetzung von S1P —mogliche Effekte auf Patienten

Ziel weiterfiihrender Untersuchungen wére es herauszufinden, ob oral eingenommenes
Aspirin in der Lage ist, die S1P Freisetzung aus Thrombozyten zu beeinflussen. Da in den
bisherigen Versuchen klar herausgestellt wurde, dass die Freisetzung von SIP
thromboxanabhéngig ist, sollte die orale aber auch die intravendse Applikation von Aspirin
den gleichen Effekt erzielen. Anzunehmen ist also die Hemmung der S1P Sekretion aus
Plattchen im Organismus, sofern die Thromboxansynthese unterdriickt und dadurch die
Plattchenaggregation eingeschrinkt ist. Fiir gewohnlich wird dieser Effekt durch eine tégliche
Einnahme von 100 mg Aspirin nach 3 Tagen bzw. nach einer einmaligen Einnahme von 300
mg erreicht (Morris T et al, 2009). Damit hétte der in dieser Arbeit beschriebene Effekt eine
klare physiologische Relevanz. Welche Konsequenzen sich daraus fiir den Organismus

ergeben bleibt jedoch offen. Jedes vaskuldre Ereignis, wie eine Verletzung oder eine
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Gefdlokklusion, wie z.B. durch einen Myokardinfarkt bedingt, fithrt zur Aktivierung von
Thrombozyten. Liegt jedoch eine Vorbehandlung mit Aspirin vor, so wiirden diese am Ort des
Geschehens weniger S1P freisetzen. Da in den vorliegenden Versuchen S1P offenbar keine
relevante Auswirkung auf die Aggregation ausiibt, sind eher modulierende Eigenschaften zu
vermuten. Dazu zdhlen beispielsweise das Migrations- und Proliferationsverhalten von
Monozyten und Endothelzellen.

So ist in derartigen Akutsituationen die Einwanderung von Monozyten entscheidend, um
Zelldetritus zu beseitigen und Regenerationsvorgdnge zu initiieren. Eine verminderte
Einwanderung von Monozyten, durch eine reduzierte Menge von S1P, hitte somit negative
Auswirkungen auf die Wundheilung. Fiir Aspirin ist seit langem eine hemmende Eigenschaft
fiir diesen Vorgang bekannt (Sato T et al. 2013). Dennoch iiberwiegen die positiven Effekte
iiber den antiaggregatorischen Effekt und Aspirin senkt die Mortalitit im Allgemeinen
(Berger JS 2012).

Dariiber hinaus konnte der Plasmagehalt des S1P die Wirksamkeit von Aspirin widerspiegeln.
In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass bei manchen Patienten eine Aspirinresistenz
vorliegt (Zimmermann N et al, 2006), so dass dieses Medikament in einer solchen
Konstellation keinen therapeutischen Wert hat oder unterdosiert ist. Die Testung der
Wirksamkeit von Aspirin ist aufwendig, da entweder eine Aggregation mit Arachidonsdure
oder eine Thromboxanbestimmung erfolgen miissen. Beide Untersuchungen sind fiir eine
akute Diagnostik nicht geeignet. Ob eine Bestimmung von S1P Spiegeln als moglicher
zukiinftiger Parameter zur Beurteilung der Aspirinwirkung oder zur Erfassung parakriner
Plattchenfunktionen geeignet ist, miissen zukiinftige Studien kléren.

Die Konzentration des zur Aktivierung von Plittchen benétigten Thromboxan ist duBBerst
niedrig. Es ist erforderlich, dass die Thromboxansynthese zu mehr als 90 % (Reilly et al,
1987) gehemmt ist, um eine Pléttchenaggregation effektiv zu verhindern. Dieser Umstand
verdeutlicht die Relevanz einer tdglichen Einnahme von ASS 100 mg zur Verminderung einer
Plattchenaktivierung, da téglich fast 10% der Thrombozyten aus dem Knochenmark erneuert
werden und eine funktionierende COX haben, die die Voraussetzung fiir eine
Thromboxanbildung darstellt. Dieser tdgliche Nachschub von Thrombozyten aus dem
Knochenmark kann zu einer Authebung der Aspirinwirkung fiihren, falls das Medikament
nicht tidglich eingenommen wird. Dieser Zusammenhang betrifft auch die S1P Freisetzung. Es
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine Thromboxankonzentration von
80 ng/ ml fiir die volle S1P Freisetzung ausreichend ist. Folglich wiirde eine Hemmung der

S1P Freisetzung in vivo auch nur bei einer tiglichen Einnahme von Aspirin erfolgen.
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4.6 Untersuchungen an Thromboxanrezeptor-Knock-out Méusen

Als weiteren Beweis fiir die Thromboxanabhingigkeit der S1P Freisetzung wurden Méause
untersucht, die einen Knock-out des Thromboxanrezeptors hatten. Bei diesen stellte sich im
Vergleich zu gewohnlichen Miusen eine verminderte S1P Sekretion dar. Die Zufuhr von
Aspirin konnte keine weitere Reduktion der SIP Sekretion bewirken. Die Konzentration von
S1P im Plasma der ,,Knock-Out*“ Tiere zeigte keine signifikante Reduktion im Verglich zu
den gewohnlichen Tieren. Dies deutet darauf hin, dass der basale S1P Gehalt des Plasmas
nicht thrombozytiren Ursprungs ist (Pappu et al, 2007) und dass eine
Thrombozytenaktivierung moglicherweise nur eine mittelfristige Modulation der
systemischen Konzentration bewirkt. Hierbei wiirde Aspirin in der Tat iiber seine
beschriebene Hemmung den SIP Gehalt des Plasmas beeinflussen konnen. Um diese
Uberlegung zu beweisen sind Untersuchungen von Patientenproben nétig, bei welchen eine
Thrombozytenaktivierung vorliegt und Aspirin verabreicht wird. So konnte in der Arbeit von
Polzin et al. (2013) gezeigt werden, dass Thrombozyten von Herzinfarktpatienten, die mit

Aspirin behandelt wurden, tatsdchlich weniger S1P freisetzen.

4.7 Einfluss von thrombozytirem S1P auf humane Monozyten

Wie bereits geschrieben fiihrt eine Pléttchenaktivierung wihrend der Hédmostase zu einer
Freisetzung von SIP (Yatomi Y et al, 1995). Die aktivierten Gerinnungsenzyme fiihren
letztlich zur Bildung eines Gerinnsels und zur Migration von Monozyten. Fiir das freigesetzte
S1P ist eine chemotaktische Wirkung auf Monozyten beschrieben (Gude DR et al, 2008), so
dass unter der Annahme einer verminderten Freisetzung hiervon in vivo, eben die
Monozytenmigration weniger stark ausfillt. Um den Effekt von S1P auf Monozyten zu
beleuchten, wurden sowohl Migrationsversuche mit humanen Monozyten als auch mit U937
Zellen unternommen. Benutzt wurden Uberstinde von Thrombozyten, die entweder zunichst
unbehandelt oder mit Aspirin vorbehandelt waren und anschlieBend mit PAR1-AP stimuliert
wurden. Die Uberstinde unterschieden sich durch ihren unterschiedlichen Gehalt an S1P, was
iiber eine Messung mittels Massenspektroskopie gelang, und wurden mit Monozyten versetzt.
AnschlieBend liel man die Monozyten gegeniiber einem festen Reiz wie Serum oder MCP-1
(Gude DR et al, 2008) migrieren und stellte fest, dass die Vorbehandlung mit Aspirin eine
reduzierte Migration erzeugte. Um zu beweisen, dass der unterschiedliche Gehalt an S1P
verantwortlich fiir das unterschiedliche Migrationsverhalten war, wurde mittels Si-RNA die
SIP Rezeptorexpression der benutzten Monozyten vermindert. AnschlieBend erfolgte die

Stimulation mit den genannten Thrombozyteniiberstinden. Das Migrationsverhalten von
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Monozyten zeigte eine Reduktion, wenn die Zellen keine S1P1 oder S1P3 Rezeptoren mehr
hatten. Die Reduktion war dhnlich stark wie diejenige, die nach der Vorbehandlung mit
Aspirin benutzten Thrombozyten herriihrte. Folglich konnte gezeigt werden, dass der
reduzierte S1P Gehalt verantwortlich fiir das Migrationsverhalten war und dass generell das
Vorhandensein von S1P1 und S1P3 Rezeptoren auf Monozyten notwendig fiir ihre Migration
ist.

Monozyten stellen eine Schliisselrolle in der Entwicklung der Arteriosklerose dar (Ghattas A
2013). Sie verstiarken das Entziindungsgeschehen in der GefaBwand, indem sie beispielsweise
vermehrt Interleukine produzieren (Domsalla A et. Al 2002). Falls nun beispielsweise
Thrombozyten an der Oberfliche von Endothelzellen bei endothelialer Dysfunktion aktiviert
werden, setzen diese S1P frei und fordern die Monozytenmigration. Die in dieser Arbeit
beschriebene Reduktion dieses Vorgangs, konnte fiir ein geringeres Fortschreiten dieser
Erkrankung verantwortlich sein. Ursdchlich fiir das verminderte Migrationsverhalten, neben
dem direkten Einfluss von S1P, kdnnte auch eine indirekte iiber eine modulierte Expression
von Rezeptoren an der Oberfliche sein (Bohm A et al, 2013). So werden bereits
eingewanderte Monozyten weiterhin einer ggf. unterschiedlichen Konzentration von S1P
ausgesetzt, was sich auf ihre proinflammatorische Funktion auswirken kann.

Die angefiihrten Beobachtungen dieser Arbeit verdeutlichen, dass SIP ein
proinflammatorischer Botenstoff ist und die Rekrutierung von Monozyten zu einem
Entziindungsort vermitteln kann. Der beschriebene Mechanismus, dass eine verminderte S1P
Sekretion aus Thrombozyten durch Aspirin hervorgerufen wird ist neu und konnte einen Teil
der antiinflammatorischen Wirkung von Aspirin erkldren. AuBlerdem wire eine Hemmung
weiterer monozytdrer Funktionen iliber diesen Mechanismus denkbar. So konnten die Zellen u.
U. weniger Radikale bilden, die zu zelluldrem Schaden fiihren.

Dariiber hinaus geht dieser Befund damit einher, dass niedrige Dosierungen von Aspirin, die
normalerweise nur einen antiaggregatorischen Effekt aufweisen, {iber den genannten
Mechanismus indirekt die antiatherogene Eigenschaft dieses Medikaments mit erkldren

konnten.

52



Aspirin

Thrombin E Thromboxan A2

Monozyvt

Kollagen

Abbildung 4. Eine Aktivierung von Thrombozyten durch Thrombin fiihrt zu einer
Thromboxan-Bildung und Thromboxan-Rezeptor-Aktivierung. Diese bewirkt eine
Freisetzung von S1P. Diese konnte wiederum durch eine Vorinkubation der Plattchen mit
Aspirin reduziert werden. Der konsekutiv verminderte Gehalt an S1Pbedingt eine verminderte

Migration von Monozyten.

4.8 Ausblick — Moglicher Einfluss von thrombozytirem S1P auf humane Endothelzellen
Ein weiterer Effekt, der moglicherweise durch die verminderte Freisetzung von S1P bedingt
wird, ist eine verminderte Angiogenese. In einer Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Einnahme von Aspirin zu einer verminderten Bildung von Kapillaren fithren kann (Rhee JS et
al, 2004). S1P ist ein bekannter Mediator, der Endothelzellen zur Migration, zur Proliferation
und zu einer ,tubeformation®, also einer in vitro Bildung von Kapillaren, bewegen kann
(Rikitake Y et al, 2002). Ein reduziertes Angebot dieser Substanz, konnte an
Entziindungsorten eine verminderte Angiogenese verursachen. Uber einen solchen
Mechanismus konnte auch ein Tumorwachstum mdglicherweise langsamer stattfinden, da in
einem Tumorgewebe sehr héufig eine Entziindung und eine Aktivierung des
Gerinnungssystems stattfinden. Klinische Untersuchungen zeigen in der Tat bei Patienten, die
dauerhaft Aspirin einnehmen, u. a. eine geringere Inzidenz von Kolonkarzinomen (Rosenberg
L et al, 1998). Diese Erscheinung kdnnte mdglicherweise mit durch den in der vorliegenden

Arbeit herausgestellten Mechanismus erklédrbar sein.
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