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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die homozygote HPA-1b/1b (Pro33) Rezeptorvariante des thrombozytiren Integrins allbB3 ist
vergesellschaftet mit einer gesteigerten Thrombogenitdt, die sich klinisch durch eine verfriihte
Inzidenz fiir Myokardinfarkte und erhdhte Friithabortrate bemerkbar macht. Ziel der vorliegenden
Arbeit ist die Untersuchung des HPA-1-Polymorphismus in Bezug auf das rezeptorassoziierte
Outside-in-Signaling mit Fokus auf die spezifische Phosphorylierung der Src Tyrosinkinase an
Position 418 in Relation zu verschiedenen Liganden von allbp3. Die Spezifitdt der Src-Aktivierung
wurde mittels Abciximab (ReoPro), einem allbp3-Rezeptorantagonisten, untersucht. Die in dieser
Arbeit angewandte Methodik umfasste die vendse Blutentnahme an ausgesuchten Probanden beider
Genotypen, die HPA-1a/la -und HPA-1b/1b-Plattchenpréparation, Adhésionsversuche auf Fibronektin
(Fn) -und Fibrinogen (Fg)-Matrizes in An -bzw. Abwesenheit von Mn®", Proteinextraktion,
Proteinbestimmung und Westernblotanalyse. Die Quantifizierung der Src-Aktivierung erfolgte, indem
der Quotient von Src pY418/allb aus den densitometrischen Werten der spezifischen Src pY418 und
allb-Westernblotbanden gebildet wurde. Die durch Fibrinogen und Fibronektin in Kombination mit
Mn*" jeweils induzierte spezifische Src-Aktivierung liess sich durch den allbp3-Rezeptorantagonisten
Abciximab im Mittel um 50% reduzieren. Die Src-Aktivierung in Bezug auf beide Liganden war bei
der Pro33-Variante im Vergleich zur Leu33-Variante stets ausgeprdgter, aber nicht signifikant
unterschiedlich. Ferner wurden bei beiden HPA-1-Genotypen durch Fibrinogen stets eine hdhere Src-
Aktivierung als nach Fibronektinadhision erzielt. Vor allem in Anwesenheit von Mn*" und Ligand
konnte bei der HPA-1b/l1b-Variante sowohl eine verstirkte als auch verfrithte Src-Aktivierung
beobachtet werden. Mn*" selbst besitzt eine rezeptormodulierende Wirkung und ist in der Lage, auf
die Ligandenbindungskinetik einzuwirken und die Clusterbildung von Integrinen zu fordern.
Moglicherweise beglinstigen allosterische Mechanismen der strukturverénderten Pro33-B3-PSI-
Doméne ein verstirktes Outside-in-Signaling. Die Besetzung der verschiedenen Bindungsstellen der
Integrinektodoménen MIDAS, ADMIDAS und syMBS mit Fibrinogen bzw. Fibronektin und Mn**
resultiert in einer unterschiedlichen Src-Aktivierung, welche bei der HPA-1b/l1b-Variante in
Verbindung mit Fibrinogen und Mn®" von signifikanter Ausprigung war. Der Fibronektinrezeptor
a5B1 beeinflusst aufgrund seiner geringen Anzahl auf der Plattchenoberfliche sowie seiner
untergeordneten Rolle beim Outside-in-Signaling dieses Ergebnis kaum. Zusammengefasst sprechen
unsere Ergebnisse dafiir, dass die prothrombogenen Eigenschaften der Pro33-Variante von allbp3
durch eine frithzeitige und verstarkte Rezeptoraktivierung sowie einer erhdhten Sensibilitdt auch
gegeniiber anderen Liganden wie z. B. Fibronektin geprigt ist, wobei eine Substratspezifitit fiir
Fibrinogen iiberwiegt. Die Friihzeitigkeit der ollbp3-Rezeptoraktivierung wird durch Mn**

synergistisch potenziert.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Plittchenaggregation

Pléattchen (Thrombozyten) sind kernlose zytoplasmatische Abschniirungen aus Megakaryozyten, die
bei der Hamostase zusammen mit plasmatischen Komponenten (Gerinnungsfaktoren) eine
Schliisselrolle einnehmen. Die Plittchenaggregation beinhaltet verschiedene Prozesse, die durch
komplexe Interaktionen zwischen bestimmten Rezeptoren auf der Pliattchenmembran und den
entsprechenden Liganden bestimmt werden. Dabei handelt es sich um einen dynamischen Vorgang,
der neben einem abgestimmten Rezeptor-Liganden-Kontakt auch weiteren Bedingungen wie
flussdynamischem Stress, genetischen Rezeptorvarianten, endogener Antagonisierung etc. unterliegt.
Die Plattchenaggregation oder primdre Thrombusbildung wird initiiert durch das ,.tethering"
(Anbinden, Abfangen) zirkulierender Plittchen an subendotheliale Matrixstrukturen. Die Interaktion
zwischen Plattchen, subendothelialem von-Willebrand-Faktor (vVWF) und Kollagen fordert die
Plattchenaktivierung,  Pléttchensekretion und  Adhdsion. Die  Sekretion thrombozytérer
Granulainhaltsstoffe (ADP, Serotonin, Ca2+) und thrombozytérer Stoffwechselprodukte (TXA2) fiihrt
zu einer weiteren Aktivierung und Rekrutierung von Pléttchen. Der zunéchst provisorische, noch
instabile ,,weisse* Thrombus wird durch die weitere Plattchenstimulation und der sich anschliessenden
Integrin-Ligandenbindung zunehmend fester, indem sich stabilere Plittchen-Plittchen bzw. Pléttchen-
Matrix Kontakte bilden (,,Adhésion oder Cohesion*) (Li, 2010; Jackson, 2007; Bray, 2007; Abrams,
2005). Hierbei spielen neben der Bindung zwischen dem Kollagenrezeptor o231 und den freiliegenden
Kollagenfasern insbesondere die Interaktion zwischen Integrin allbBf3 und Fibrinogen, aber auch
anderen Liganden wie Fibronektin oder vWF, welche im Plasma zirkulieren und aus den o-Granula
aktivierter Pléttchen freigesetzt werden, eine wichtige Rolle. Die Aktivierung von allbB3 erfolgt zum
einen durch Agonisten getriggertes Inside-out-Signaling (siche auch Kapitel 1.4), zum anderen durch
flussdynamische Scherkrifte, die allbf3 im Sinne einer mechanoresponsiven Affinitdtsmodulation
beeinflussen (Feng, 2006). Durch interkorpuskuldre Briickenbildung zwischen aktivierten allbB3,
Fibrinogen und vWF wird der Plédttchenthrombus zunehmend grésser. Unter Einbeziehung des
kontraktilen thrombozytdren Zytoskeletts kommt es zur Umorganisation der Pliattchenmembran mit
nachfolgender Retraktion und Aggregation des Primirthrombus mit der Folge, dass der Thrombus
fester wird. Im Verlauf ereignen sich im Rahmen der sekunddren Hémostase weitere mehrzeitige, sich
teilweise Uberschneidende Prozesse. In der Aktivierungsphase wird Prothrombin zu Thrombin
konvertiert, woraufhin in der Koagulationsphase aus Fibrinogen unlosliches Fibrin gebildet wird. In
der Retraktionsphase bindet ollbB3 zum einen die den Thrombus umgarnenden Fibrinfdden, unter
Zuhilfenahme des fibrinstabilisierenden Faktors XlIla bindet ollbB3 auch Fibronektin. Das
Fibringeflecht umspannt den Plattchenthrombus, stabilisiert ihn entsprechend und verhindert sein
Abreissen durch den Blutstrom. Durch FEinbeziehung kontraktiler zytoskeletaler Elemente des
Aktin/Myosinsystems kommt es letztlich zur Ausbildung eines festen hidmostatischen Pfropfs

(Klinke/Silbernagl, 2009). Die differenzierte = Kontaktaufnahme zwischen bestimmten

1



Einleitung

Plattchenintegrinen, Liganden und weiteren Signalmolekiilen ist nicht nur essentiell zur Wahrung der
vaskularen Integritdt. Eine Storung des Gleichgewichts der oben genannten Interaktionen kann mit
thromboembolischen Komplikationen wie z. B. Myokardinfarkt, Schlaganfall, einer erhohten Rate von

(Friih)Aborten und der Pathogenese der Atherossklerose assoziiert sein.

1.2. Struktur des Integrin allbp3 Rezeptors

Integrine sind heterodimere, transmembranére Rezeptoren, die zur bidirektionalen Signaltransduktion
befahigt sind. Jedes Mitglied der Integrinfamilie kann im Allgemeinen mehrere Liganden binden und
besteht aus einer a-und B-Untereinheit, die {iber eine nonkovalente Bindung verbunden sind. Die
Bindung intrazelluldrer Liganden an zytoplamatische Integrindoménen steuert die Rezeptoraffinitit
gegeniiber extrazellularen Matrix- oder Adhésivproteinen bzw. plasmatischer Liganden. Die daraus
resultierende Bindung adhédsiver Liganden an die extrazelluldren Integrindoménen 16st ein Signal aus,
das durch Proteinkinasen in das Zellinnere weitergeleitet wird (Outside-in-Signaling, siehe auch
Kapitel 1.4). Auf diese Weise sind Integrine in der Lage, eine Verbindung zwischen dem Zellinneren
und dem extrazelluldren Liganden herzustellen (Hynes, 1992 und 2002). Auf der Plattchenoberfliche
ist Integrin allbB3 mit 60.000-80.000 Kopien/Plattchen am héufigsten vertreten und bindet neben
seinen Hauptliganden Fibrinogen auch Fibronektin, vWF, Vitronektin, CD40L und weitere Proteine
(Plow et al 2000). allbp3 nimmt bei der Plittchenaggregation eine Schliisselrolle ein, sein Gen ist auf
dem Chromosom 17 lokalisiert. Die glykolisierte allb-Untereinheit besteht aus einer extrazelluldr
gelegenen schweren Kette (,,heavy chain®) und aus einer leichten Kette (,,light chain), welche sich
iiber einen zytoplasmatischen Anteil, eine transmembrandre Helix sowie ein extrazelluldres Segment
erstreckt und iiber Disulfidbriicken mit der schweren Kette verbunden ist. Am N-terminalen Ende der
a-Untereinheit befindet sich der sog. ,.-propeller, eine spezielle a-Doméne, die sieben
klingenférmige Strukturen (,,blades”) mit vier divalenten Bindungsmotiven fiir Kationen besitzt
(Springer, 1997). Der Rest der allb-Untereinheit ist wie eine ,,mehrgliedrige Extremitat” geformt,
wovon eine wie ein ,,Schenkel* (,,thigh®) und zwei weitere wie ,,Waden* (,,calfs*) anmuten und {iber
eine ,.knie“-dhnliche (,,genu*) Struktur miteinander verbunden sind. Die kleinere B3-Untereinheit
besteht analog zur a-Untereinheit ebenfalls aus einem grossen extrazelluldren, transmembrandren und

zytoplasmatischen Anteil. (s. Abb. 1)
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Abb. 1: Aufbau, Struktur und Doménen des Integrins allbf (Quinn et al, 2003)

Die pB3-Untereinheit beherbergt die sog. PA-Doméne (,I-like Domain®), die drei fiir die
Ligandenbindung ganz wesentliche kationenabhingige Bindungsstellen enthélt; MIDAS (,,Metal lon
Adhesive Site), ADMIDAS (,,adjecent to Metal Ion Adhesive Site) und syMBS (,,syngergistic metal
ion-binding site, ehem. LIMBS , Ligand-induced Metal Binding Site*) (Zhang, 2012). MIDAS und
syMBS sind in erster Linie essentiell fiir die Ligandenerkennung/bindung, wihrend ADMIDAS
sowohl bei der Ligandenbindung als auch der Stabilisierung der aktiven Rezeptorkonformation
beteiligt ist (Mauld, 2003; Chen, 2006; Murcia, 2008). Der Asparagin-Rest der RGD-Sequenz (Arg-
Gly-Asp) tritt in direkter Interaktion mit MIDAS, wohingegen die Fibrinogen y-Kette (KQAGDV-
Sequenz) ,,grossflachiger interagiert und sowohl mit MIDAS als auch mit ADMIDAS eine Bindung
eingeht (Springer, 2008; Xiong, 2001). Mn*" Kationen kompetieren mit Ca*" Ionen, die mit
ADMIDAS einen Komplex bilden, um Bindungsstellen an der ADMIDAS und kénnen dadurch eine
Rezeptoraktivierung induzieren (Chen, 2003). Die Besetzung von BA-MIDAS und BA-syMBS mit
Mn®* erfolgt nur im Beisein eines RGD-haltigen Liganden wie z. B. Fibrinogen oder Fibronektin
(Xiong, 2002) (S. Abb. 2). Zusammengefasst beeinflusst Mn>" den Rezeptor somit auf verschiedenen
Ebenen; zum einen fithrt Mn®" selbst zu einer Konformationsinderung des Rezeptors, zum anderen
bewirkt Mn®" durch Stabilisierung der ligandeninduzierten ~Konformationsinderung eine
Affinitétssteigerung des Rezeptors und kann durch Clusterbildung auch zu einer Avidititssteigerung

gegeniiber Liganden beitragen (Carman, 2003; Xiao, 2004; Litvinov, 2004; Joo, 2012).
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KQAGDV-Sequenz RGD-Ligand

Abb. 2: Ligandeninteraktion mit f-MIDAS und ADMIDAS (Springer et al, 2008; Xiong et al, 2002)

Zwei weitere fiir die Integrinaktivierung wichtige P-Doménen, namentlich die Hybrid- und PSI-
(,,Plexin Semaphorin Integrin®) Doméne grenzen an eine Region an, die vier EGF-(,,epidermal growth
factor)-artige Doménen beherbergt. Die einzelnen Doménen der B-Untereinheit liegen nestartig
ineinander verschachtelt vor; die PA-Domine ist in der Hybriddoméne eingefiigt, welche wiederum
von der PSI-Doméne umschlossen wird. Als letztes Strukurmotiv findet sich die BTD (,,tail domain®)
(Xiao, 2004). Die allb und B3-Untereinheit bilden im Bereich der Ektodoméne einen globulédren
,.Kopf* und zwei lange ,,Beine®, welche die Zellmembran umspannen. Der ,,globuldrer Kopf* ist der
Sitz der Ligandenbindung und setzt sich zusammen aus dem [B-Propeller der allb-Untereinheit und
dem Kopfteil (,,headpiece™) der p3-Untereinheit (Xiong, 2001; Xiao 2004) (s. auch Abb. 7). Xiao et al
wiesen anhand  von  rontgenkristallographischen  Untersuchungen  die  allosterischen
Regulationsmechanismen in Bezug auf die Rezeptorkonformation und der Ligandenaffinitit der
Ektodoménen nach. Abhédngig von der Ausrichtung des globuldren Kopfes zu den jeweiligen allb- und
B3-,,Beinen‘ befindet sich der Rezeptor im aktivierten bzw. im Ruhezustand. Die globulére, in sich
gekriimmte Konformation entspricht der inaktiven Konformation. Die Mittelstellung ist charakterisiert
durch ein ,,Aufrichten” der sich beriihrenden Beine bei abgeknicktem Kopf. Bei der hochaffinen
Konformation sind beide Beine vollstindig voneinander getrennt und der globulédre Kopf weit {iber der
Zellmembran hoch aufgerichtet (,,gedffnet”). Dabei spielt insbesondere die rdumliche Néhe zwischen
den beiden zytoplasmatischen Endstiicken (,,tail) als auch der heterodimeren transmembranéren
Abschnitte beider Untereinheiten eine grosse Rolle (s. Abb. 3). Die beiden transmembrandren Helices
sind somit bei der Aktivierung und der Inaktivierung bzw. Ruhestellung von allbB3 beteiligt
(Partridge, 2005). Die zu einer Konformationsdnderungen und folglich Aktivierung des Rezeptors
filhrenden Signale bediirfen daher einer feinsinnigen Koordination, da sie ,,langstreckig® {iber die
extrazelluldren, transmembrandren und zytoplasmatischen Integrinabschnitte des gesamten Rezeptors

und vice versa transmittiert werden.
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niedrigaffin mittelaffin hochaffin

Abb. 3: Rontgenkristallographische Darstellung der Konformationsianderung

bei Integrinaktivierung und des Affinititszustands von allbB3 (Xiao et al, 2004)

1.3 alIbB3-Integrin relevante Liganden bei der Himostase

Bei der Hamostase spielen hauptséchlich die allbf3-Liganden Fibrinogen und vWF sowie Fibronektin
und Vitronektin eine Rolle. Generell erfolgt die Bindung der Liganden in Abhéngigkeit von divalenten
Kationen in den N-terminalen Doménen beider Untereinheiten und wird {ber die
Ligandenerkennungssequenz RGD mit der 3-Untereinheit der Ligandenbindungsstelle des globuldren
Kopfes hergestellt (s. Abb. 1, 2 und 7). Sowohl Fibronektin als auch Fibrinogen werden in der Leber
produziert und liegen hauptséchlich in 16slicher Form im Blutplasma und anderen Korperfliissigkeiten
vor. Im Gewebe als auch subendothelial ldsst sich Fibronektin in Form unldslicher Multimere um
Fibroblasten isolieren. Geringe Konzentrationen von Fibronektin und Fibrinogen befinden sich auch in
den a-Granula der Thrombozyten (Klar, 1984). Fibrinogen nimmt bei der Pléttchenaggregation eine
Schliisselrolle ein. Dabei handelt es sich um ein 340-kDa schweres Heterohexamer bestehend aus je
zweli a-, B- und y-Untereinheiten, die liber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Ungleich dem
Vitronektinrezeptor avf33 wird Fibrinogen von allbB3 nicht ausschliesslich RGD-abhéingig gebunden,
sondern es erfolgt zundchst eine vorausgehende Interaktion zwischen der non-RGD
Dodecapeptidsequenz (QAGDV Sequenz) der Fibrinogen y-Kette und der allb-Untereinheit (s. Abb.
4). Diese ollb-y-Bindung stellt eine Art Synergismus oder Amplifikation zur vollen
Rezeptoraktivierung dar, moglicherweise indem durch diese vorausgehende Interaktion eine trans-
konformationale Anderung der B3-Untereinheit induziert wird, die eine anschliessende RGD-B3-
Bindung erleichtert (Salsmann, 2005; Hu, 1998). Fibronektin bildet ein 250-kDa schweres
Heterodimer bestehend aus zwei stabformigen Polypeptidketten, die am C-terminalen Ende ebenfalls
durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Die Fibronektinpolypeptidkette ist unterteilt in
eine Vielzahl von Doménen, die aufgrund ihrer Homologie in die Strukturtypen I, II, III und in eine

variable Region eingeteilt werden. Die Fibronektin-allbp3-Bindung erfolgt primér RGD-abhédngig an
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der FN(Fibronektin)IlI-Doméne 10, wird aber auch iiber mindestens zwei nicht RGD-enthaltende
Bindungsstellen im Bereich der N-terminalen Zellbindungsdoméne und der C-terminalen

Heparinbindungsdoméne vermittelt (Mohri, 1996) (s. Abb. 4).
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Abb. 4: Struktur des Fibrinogenhexamers und Fibronektindimers (hier als Monomer)

(Yang et al 2001; Leahy et al 1996)

Fibronektin ist durch die Interaktionen mit dem Fibronektinrezeptor a5B1 und dem aktiviertem
Fibrinogenrezeptor allbp3 in allen Stadien der Thrombusbildung wie der Adhésion, dem Spreading
und Clotting beteiligt (Cho und Moscher 2006). Durch seine strukturelle Ahnlichkeit mit Fibrinogen
kann Fibronektin die Pléttchenaggregation potentiell inhibitorisch durch Blockieren der
Fibrinogenbindung bzw. synergistisch im Sinne eines Fibrinogenersatzes beinflussen.
Interessanterweise ist in vivo bei volligem Fehlen von Fibrinogen und vWF weiterhin die
Thrombusbildung durch Fibronektin vor allen bei hohen Scherraten moglich. (Ni, 2000).
Mengenmissig ist auf Thrombozyten der Fibronektinrezeptor oS5B1 mit lediglich 1000
Kopien/Plittchen dem Fibrinogenrezeptor ollbp3 weit unterlegen (Gawaz, 1999). Die
Pléattchenadhdsion wird durch a5B1 in bedingtem Masse auch in Abwesenheit von ollbp3
gewihrleistet. Um ein stabiles Spreading mit Ausbildung von Lamellopodien zu erreichen, bedarf es
jedoch der Anwesenheit von ollbB3 und der Tyrosinphosphorylierung von FAK und PLCy2
(McCarty, 2004). Die untergeordnete Rolle von aS5B1 spiegelt sich auch in der geringeren
Inhibitionsleistung des a5p1-Antagonisten P1D6 in Bezug auf die Fibronektinentfaltung im Vergleich
zu einem P3-Antagonisten wider (Huynh, 2013). Manganionen (Mn>") sind in vitro in der Lage, eine
spezifische Konformationsidnderung der Integrinektodoménen mit konsekutiver Affinitdtssteigerung
gegeniiber Liganden hervorzurufen. Ferner stabilisieren Manganionen die Pléittchen-Fibrinogen
Interaktion, indem sie die MIDAS und LIMBS-Motive der PA-Doméne besetzen und die
Clusterbildung fordern (Litvinov, 2004). Zudem fiihrt die Anwesenheit von Mn>" sowohl zu einer
verstirkten Rezeptoraffinitit als auch zu einer verstdrkten Rezeptorspezifitit beziiglich einzelner

Liganden (Smith 1994; Gailit, 1989).
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1.4 Liganden induzierte Konformationsinderung, bidirektionales Signaling

Ohne einen definierten Stimulus befindet sich der allbB3-Rezeptor in einem Ruhe- oder inaktiven
Zustand und weist trotz seiner umfangreichen Présenz auf der Plittchenoberfliche praktisch keine
Ligandenbindung auf. Bei der Plittchenaggregation erfihrt der Rezeptor durch Agonisten wie
Thrombin, ADP, Adrenalin, TXA2 und andere zunichst eine Konformationsinderung interner
zytoplasmatischer Doménen, was eine erhohte Affinitit des Rezeptors gegeniiber 16slichen Liganden
wie Fibrinogen, Fibronektin und vWF zur Folge hat. Zugrunde liegt dem ein intrinsischer
rezeptormodulierender Vorgang, wobei regulatorische Signale aus dem Zytoplasma retrograd auf die
extrazelluldre Ligandenbindungsdomine des Rezeptors iibertragen werden. Dadurch wird
makromolekularen Liganden der Zugang zu den taschenféormigen Bindungsstellen erleichtert (Faull,
1996). Dieser Vorgang der ,,Affinitdtsmodulation* wird durch das sog. Inside-out-Signaling vermittelt
und funktioniert nur in Gegenwart der Adaptorproteine Talin und Kindlin-3 (Shattil, 2004; Moser,
2008). Adaptorproteine stellen strukturelle und funktionelle Verbindungselemente dar (,,Linker®), die
zwischen dem Rezeptor (,,Integrin®) und dem Zytoskelett (Aktin/Myosin) fungieren. NMR (,,nuclear
magnetic resonance) Untersuchungen zeigen, dass bei aktivierten Plattchen das Adaptorprotein Talin
mit dem zytoplasmatischem Endstiick der B3-Untereinheit eine Bindung eingeht. Kindlin-3 bindet
weiter distal als Talin mit der B3-Untereinheit (Moser, 2008). In der Folge kommt es zu einer
Trennung der rdumlichen Néhe zwischen diesen beiden Proteinen und der P3-Untereinheit mit
konsekutivem ,,Auseinanderspreizen® beider zytoplasmatischen Endstiicke (Vinogradova, 2002) (s.

Abb. 5

; 1\‘
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Abb. 5: Bidirektionales Signaling: Inside-out und Outside (modifiziert nach Niland et Eble, 2012)

Eine enge Assoziation zwischen den zytoplasmatischen Doménen (,,tails*) beider Untereinheiten ist
also assoziiert mit der nichtadhésiven Ruhekonformation, wohingegen eine Dissoziation mit
Verdnderungen extrazellulirer Doménen und folglich einer Affinitdtssteigerung des Rezeptors
vergesellschaftet ist. Da viele der Agonisten an G-Protein gekoppelte Rezeptoren binden, sind bei der

Transmission von Inside-Out-Signalen die PLC (Phospholipase C) und die ,,second messenger DAG
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(Diacyglycerol) und IP3 (Inositoltriphosphat) essentiell. Bei der Interaktion zwischen allbf3 und
immobilisierten Fibrinogen oder Fibronektin wird kein vorgeschaltetes Inside-out-Signaling bendétigt,
da durch die verdnderte Ligandenkonformation der Rezeptor direkt aktiviert wird (Coller, 1986).
Zudem kommt es wiahrend der Plittchenaktivierung durch laterale Diffusion von allbf3-Integrinen
zum sog. ,,Clustering” (Zusammenlagerung von Rezeptormolekiilen). Clustering beschreibt einen
Vorgang, der zusitzlich zur Affinitdtsmodulation eine Erginzung bzw. Verstdrkung der sich
anschliessenden Rezeptoraktivierung darstellt, indem die Aviditdt zum Liganden erhoht wird. Es wird
begiinstigt durch verschiedene Mechanismen u. a. durch Bindung mit multivalenten
makromolekularen Liganden, die laterale Interaktion von Integrinen mit weiteren Membranproteinen
oder die reversible Verkniipfung zum Aktinzytoskelett (Hato 1998, Shattil 1998, 2004). Die durch
Clustering  (=Aviditditsmodulation) induzierte Ligandenbindung ist im Gegensatz zur
Affinitditsmodulation irreversibel, was mitunter durch ligandengetriggerte intrinsische Verdanderungen
am Rezeptor und die Rezeptorinternalisierung bedingt ist. Durch die Ligandenbindung erfdhrt der
Rezeptor eine weitere Konformationsédnderung, die mit der Freilegung neuer extra- und intrazelluldrer
Epitope, den sog. SyMBS (SYnergistic Metal ion-Binding Site), ehem. LIBS (,,Ligand-Induced
Binding Site*) einhergeht (Leisner, 1999; Mondoro, 1996). In der Folge wird eine Serie von
Signalkomplexen (,,Outside-in-Signalen*) aktiviert, welche ihren Ursprung proximal der
zytoplasmatischen Doménen von allbB3 haben und nachgeschaltet (,,downstream®) in das Zellinnere
iibertragen werden. Das bislang proximalste Signalereignis nach Rezeptoraktivierung ist die Bindung
der G-Proteinuntereinheit Ga13 an die zytoplasmatische Doméne der B3-Untereinheit, was wiederum
zur Aktivierung von SFKs (,,Src Family Kinase®) und c-Src im speziellen fiihrt. Die Gal3-B3
Interaktion kann sowohl durch Fibrinogen (ligandeninduziert) als auch durch Thrombin (GPCR=G-
Protein Coupled Receptors) ausgelost werden (Gong, 2010). Die im Rahmen des Outside-in-
Signalings nachgeschalteten Signalproteine PLCy (Phospholipase Cy) und a-Actinin bilden eigene
Signalkomplexe, die primir das Aktingeriist und die zelluldre Reorganisation beeinflussen und somit
massgeblich an Adhésion, Spreading, Sekretion von Granula und der Retraktion im Rahmen der

primdren und sekunddren Himostase beteiligt sind (Shattil, 2004; Li, 2010).

1.5 Die Rolle von Src beim Signaling Prozess

Die Familien der Src (,cellular und sarcoma*)-Kinasen (SFKs) spielen eine kritische Rolle beim
bidirektionalem Signaling. Die sekundédre Aktivierung von allbB3 durch den vWF Rezeptor
Glycoprotein(GP)-Ib-IX-V oder den Kollagenrezeptor GP-VI verlduft mitunter Src-abhingig (Kasirer-
Friede, 2004; Shattil, 2004). Die Src-Kinase fungiert wiederum auch als Schliisselenzym des frithen
Outside-in-Signalings und ist u. a. an Spreading, Aggregation, aktinabhidngigen Reorganisation des
Zytoskelettes und Retraktion beteiligt (Bjorge, 2000). Src als auch Syk werden im Gegensatz zu FAK
(,,focal adhesion kinase®) unabhéngig von einer vorausgehenden Aktinpolimerisation innerhalb von

Sekunden aktiviert (Inoue, 2003; Obergfell, 2002). Sowohl das Spreading als auch die Migration von
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Megakaryozyten auf einer Fibronektinmatrix werden durch die Zugabe von PP1, einem Inhibitor der
Src-Kinase Familie, und dem Syk-Kinase Inhibitor R406 supprimiert (Mazharian, 2010). Die
Regulation von Src durch allbp3 kann modellhaft in drei Aktivierungzustinde unterteilt werden. In
der inaktiven Form liegt c-Src konstitutiv membrangebunden vor und befindet sich in einer gefalteten,
,clamped™ (,,geschlossenen®, gebiindelten*) Konformation. Durch die Bindung des ,,Src-
Inaktivierungsprotein® Csk an die C-Terminale von Src kommt es zur Phosphorylierung von Src am
Tyrosinrest 529 (pY529). Dadurch entsteht eine neue Bindungsstelle fiir die SH2-(Src
Homology)Doméne und die Prolin-reiche Verbindungsregion (,,linker region®), welche zwischen der
SH2-Domine und der katalytischen Kinase-Doméne eingebettet ist, und kann eine Bindung mit der
membrannahen SH3-Doméne eingehen. In Plittchen wird c-Src auch konstitutiv an die
cytoplasmatische B3-Untereinheit gebunden aufgrund von Wechselwirkungen zwischen der SH3-
Domiéne und der B3-Untereinheit. Infolgedessen kommt es zu einer partiellen Losung der oben
genannten intramolekularen Verbindungen im Sinne einer inkompletten ,,unclamped (,,entfalteten)
oder ,,primed” (,,aufbereiteten”) Konformation. Wegen der fortbestehenden Src-Phosphorylierung an
pY529 durch Csk entspricht dies jedoch noch keiner kompletten Aktivierung (Huveneers und Danen,
2010; Shattil, 2004, Arias-Salgado 2003). Erst durch Ligandenbindung von z. B. Fibrinogen oder
Fibronektin erfolgt eine komplette Aktivierung des Rezeptors mit vollstdndiger Dissoziation von Csk
vom Integrinkomplex und konsekutiver Dephosphorylierung an Position Tyrosin 529. Dabei fiihrt die
Akkumulation der lokalen c-Src Konzentration zur Transautophosphorylierung am Src-Tyrosinrest
418 (s. Abb. 6). Sehr rasch kommt es in der nachgeschalteten Signaltransduktion u. a. zu einer Src-
abhéngigen Aktivierung von Syk bzw. Inhibition von RhoA, also der Aktivierung weiterer
Riickkopplungsregelkreise (,,feedback loops®), die im Rahmen des Outside-in-Signalings letztlich die
Reorganisation des Zytoskeletts bewirken (Li et al, 2010; Gong et al, 2010).

Trans-phosphorylation
Primed c-Src —_—

Active c-Src

Abb. 6: model of c-Src by B3 Integrins (modifiziert nach Huveneers and Danen, 2010)
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1.6 Die Bedeutung des HPA-1-Rezeptorpolymorphismus

Der HPA-1-Rezeptorpolymorphismus beruht auf einen singuléren Basenaustausch im Gen der B3-
Untereinheit. Daraus resultiert fiir die HPA-1b/1b Variante an Position 33 ein Prolin (Pro33) statt
eines Leucins (Leu33). In der kaukasischen (,,weissen) Bevolkerung ist der Anteil der heterozygoten
HPA-1a/1b-Triger mit bis zu 25% recht hoch, 2% sind HPA-1b/b homozygot. In der schwarzen
Bevdlkerung verringert sich dieser Anteil bereits erheblich und in der asiatischen Bevolkerung ist die
Pro33-Variante kaum anzutreffen (Kim, 1995). Klinische Relevanz erlangt der HPA-1-
Polymorphismus bei der Auslosung allogener Immunthrombozytopenien, der posttransfusionellen
Purpura und aufgrund seines prothrombogenen Potentials. Der HPA-1b/1b-Phénotyp bildet ein
kongenital (leicht) erhdhtes Risiko, in jungen Jahren (<60 Jahren) bereits in frithen Stadien der KHK
am Myokardinfarkt zu erkranken mit einem im Schnitt 5,2 bis 7 Jahren vorgezogenen
Krankheitsbeginn (Weiss, 1996; Zotz et al., 1998 und 2005). Ferner ist das Risiko an rekurrenten
Spontanaborten in der Frithschwangerschaft (10.-20. Schwangerschaftswoche) deutlich erhoht bei
Frauen, die Trigerinnen des homozygoten HPA-1b-Allels sind (Ivanov, 2008). Anders als bei der
KHK besteht bei der Pro33-Variante kein statistisch erhohtes Risiko an einem Apoplex zu erkranken,
obgleich im Vergleich zur Kontrollgruppe vermehrt HPA-1b-Trdger vorzufinden waren (Carsson,
1997). Kontrovers wird diskutiert, ob der HPA-I-Polymorphismus auch wursdchlich an der
Artherogenese beteiligt ist, da die verdnderte p3-Untereinheit auch den endothelialen
Vitronektinrezeptor avB3 betrifft (Mikkelsson, 2001). In verschiedenen Arbeiten wurde postuliert,
dass die Thrombogenitit HPA-1b/1b-positiver Pldttchen bedingt ist durch ein ,hyperreaktives*
Rezeptorpotential. Die Aktivierung des Pro33-Rezeptors bedarf geringerer Konzentrationen von
Adrenalin und ADP, zudem findet sich nach Stimulation eine gesteigerte Sekretion an a-Granula.
Funktionelle Unterschiede zur HPA-1a/la-Variante betreffen die kiirzere Blutungszeit, die vermehrte
Generierung von Thrombin und der erhohte Verbrauch an Prothrombin (Michelson, 2000; Vijayan
und Bray, 2006). Nach Ligandenbindung fanden sich bei der HPA-1b/1b-Variante Hinweise fiir ein
verstarktes Outside-in-Signaling. Auf subzelluldrer Ebene beobachtete man im Vergleich zur HPA-
la/la-Variante eine erhohte Funktion von FAK (,,Focal Adhesion Kinase), ERK2 (,,Extracellular
Signal Related Kinase) und MLCK (,Myosin Light Chain Kinase®), sowie eine verstirkte
Phosphorylierung/Inaktivierung der MP (,,PP1-Myosin Phosphatase®) am Threoninrest 696 mit
konsekutiv erhdhter Phosphorylierung bzw. Aktivierung der MLC (,,Myosin Light Chain®) (Vijayan,
2000 und 2003). Anhand der Kristallstruktur von allbB3 liesse sich das verstirkte Outside-in-
Signaling der HPA-1b/1b-Variante folgendermassen erkléren: Die f-PSI-Domine, welche Pro33 statt
Leu33 enthilt, ist durch diesen Umstand ,,starrer* und weniger ,,helikal geartet, was wiederum nach
Ligandenbindung eine Trennung der Integrin- ,,Beine™ und folglich eine grossere Stabilitit des
gestreckten, ,,offenen* Kopfes begiinstigen wiirde (S. Abb. 3 und 7) (Xiao, 2004; Vijayan, 2000).
Hierdurch wird moglicherweise eine Konformationsinderung der Pro33 (HPA-1b)-Variante von
allbp3 erreicht, die konsekutiv das Outside-in-Signaling positiv verstarkt und einhergeht mit einer

gesteigerten  Sekretion und Aggregation, sowie einer verstirkten Adhédsion, Spreading,
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Gerinnselretraktion und Migration (Vijayan et al, 2000; Sajid et al, 2002).

alTbp3 Kopf

pepropeliar

Leun/Fro 33
p-P31 Domine
Abb. 7: Der Kopf von allbB3 ist zusammengesetzt aus dem B-Propeller der allb Untereinheit

und der BA-Domine (I-like Domine) der B3-Untereinheit. Daran grenzen Hybrid- und PSI-
Doméne der B3-Untereinheit, welche Sitz des Leu/Pro33 Polymorphismus ist (Xiao et al, 2004)



Zielsetzung

2 Zielsetzung

Die homozygote HPA-1b/1b-Rezeptorvariante (Pro33) unterscheidet sich von der HPA-la/la-
Variante (Leu33) durch einen singuldren Aminosaurenaustausch an Position 33 der B3-Untereinheit.
Pro33-allbp3 wird ein hyperreaktives Rezeptorpotential zugeschrieben. Klinisch dussert sich dieser
Genotyp durch eine gering erhohte Thrombophilieneigung, welche z. B. mit einer vorzeitigen
Manifestation fiir Myokardinfarkte bei bestehender KHK und einer hoheren Inzidenz von Frithaborten
vergesellschaftet ist. Auf molekularer Ebene fand sich bei der Pro-33-Variante im Vergleich zur
Leu33-Variante eine verstirkte durch Agonisten getriggerte Rezeptoraktivierung, sowie ein
verstirktes  Outside-in-Signaling nach Ligandenbindung, mdglicherweise als Konsequenz
allosterischer Mechanismen, die durch die verdnderte Tertidrstruktur der Pro33-Variante bedingt ist.
Ziel der vorliegenden Arbeit beinhaltet die Untersuchung der HPA-1-abhidngigen Modulation der Src
pY418, einem Schliisselenzym des frithen Outside-in-Signalings. Die Aktivierung der Src pY418
wurde in Abhéngigkeit der Liganden Fibronektin und Fibrinogen, sowie in Anwesenheit von
Manganionen (Mn®") untersucht. Zentrale Fragestellung der Untersuchung beinhaltete relevante
Unterschiede zwischen beiden Genotypen in Bezug auf die Aktivierung der Src-Kinase nach Adhésion
von gereinigten Plattchen beider Varianten auf einer Fibrinogen bzw. Fibronektinmatrix. Ferner wurde
unter dem Aspekt der Genotypabhingigkeit der rezeptorverstirkende Einfluss von Mn®" in
Kombination mit beiden Liganden untersucht. Da postuliert wird, dass es genotyp-abhédngig zu einer
unterschiedlich starken Aktivierung innerhalb der bidirektionellen Signalkaskade von allbB3 kommit,
resultiert daraus konsekutiv eine unterschiedliche Pharmakokinetik fiir beide Varianten des allbp3-
Rezeptors. Moglicherweise bilden zukiinftig Signalproteine des Outside-in-Signalwegs wie die Src-

Kinase einen gezielten Angriffspunkt fiir pharmakologische Interventionen.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Enzyme

Abciximab (Reopro, Lilly)

Acrylamid/Bisacrylamid; National Diagnostics, UK- Hessle-Hull

AEBSF (4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride); Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
D- Miinchen

Ammoniumpersulfat; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Anti-Src p418-Antikorper; Biosource (Invitrogen), Cat# 44-660G, D- Darmstadt
Anti-v-Src(gesamt)-Antikorper; Calbiochem, Cat# OP07, D- Darmstadt
Anti-allb-Antikorper, Santa Cruz Biotechnology, D- Heidelberg

Antipain Dihydrochlorid; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Apyrase; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Advanced Western Blot Kit; Amersham GE Healthcare, D- Freiburg
Bromphenolblau; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

BSA; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Chymostatin; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Coomassie R 250; Invitrogen, D- Darmstadt

D-Glukose; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

DMSO; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

DTT; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

ECL Western Blotting Detection Reagents 1+2; Amersham GE Healthcare, D- Freiburg
Essigsédure; Merck Chemicals, D- Darmstadt

Ethanol per Analysis; Merck Chemicals, D- Darmstadt

Glycin 99 %; Roth, D- Karlsruhe

Glycerol; Bio-Rad Laboratories GmbH, D- Miinchen

HCI1 37 %; Merck Chemicals, D- Darmstadt

Humanes Fibrinogen; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Humanes Fibronectin; Calbiochem, D- Darmstadt

HRP-labeled anti-rabbit-antibody; BioRad Laboratories GmbH, D- Miinchen
Isotone NaCl-Losung; Braun, D-Melsungen

Leupeptin Trifluoroacetate; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen
Manganchlorid; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Methanol per Analysis; Merck Chemicals, D- Darmstadt

Mercaptoethanol; Roth, D- Karlsruhe

NaCl, Na2PO4, NaHCO3, NaF, Na3VO4; Merck Chemicals, D- Darmstadt

PBS Pufferlosung, pH 7,1

Pepstatin A; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 und 2; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen
Ponceau S; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Precision Plus Protein Western C Standards (ECL Marker); BioRad Laboratories GmbH,
D- Miinchen

Precision Plus Protein Standards (Dual Color); BioRad LaboratoriesGmbH, D- Miinchen
Prostaglandin E1; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen
Protein-Assay-Dye-Reagent-Concentrate

PVDF Immunblotting Membran; BioRad Laboratories GmbH, D- Miinchen

SDS Solution 20 %; Roth, D- Karlsruhe

SuperSignal West Dura Chemiluminescent Detection Kit; Pierce Protein Research Products
TEMED; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Thrombin; Nobis, D- Endingen

Tris Base; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Tris-Glycin Gel (4-12 %); Invitrogen, D- Darmstadt

Triton X-100; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen

Tween 20; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D- Miinchen
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3.1.1 Puffer und Losungen

Tyrodepuffer: (pH 7,3)
- 137 mM NacCl
-2,9mM KCl

- 0,42 mM Na2P0O4

- 1,19 mM NaHCO3

- 5,5 mM D-Glukose

6 X DTT Probenpuffer:

- 350 mM Tris-HCI (pH 6,8)
- 30 % Glycerin

- 13 % SDS

-9,3% DTT

- 0,1 % Bromphenolblau

10 X TBS Puffer, pH 7,6 (Stammlésung):
- 200 mM Tris-HCI
- 1.37 M NaC

TBS-T (Gebrauchslosung):
- 1X TBS Puffer, pH 7,6 (Stock Solution)
-0,1% Tween 20

5X TGE (Stammlosung)
- 120 mM Tris Base

- 950 mM Glycin

- 0,5% SDS

Laufpuffer:
- 1XTGE

10X Towbin Puffer (Stammlésung):
- 120 mM Tris base
- 960 mM Glycin

Transferpuffer (Gebrauchslosung):
- 1X Towbin Puffer

- 20% Methanol

- 0,033% SDS

Blocking Puffer
- 5% BSA in TBS-T

Lysispuffer:

-20 mM TrisHCI pH 7,4

- 145 mM NaCl

- 0,5 % Triton X-100

-2 mM Na3VO4

- 1 mM NaF

-1 mM AEBSF

- 1 uM Pepstatin A

- 15 pg/ml Chymostatin

- 15 pg/ml Antipain HCI

- 40 pg/ml Leupeptin

- 1 % Phosphatase Inhibitor Cocktail 1
- 1 % Phosphatase Inhibitor Cocktail 2
- 5 ug/ml Aprotinin
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3.1.2 Westernblotgele

8 % SDS Polyacrylamid Separating Gel (15 ml pro Gel)
-4 ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid,

-3,75 ml 1,5 M Tris-HCI/ 0,4 % SDS pH 8.8,

- 7,25 ml H20

- 0,1 ml 10 % Ammoniumpersulfat

-0,01 ml TEMED

3,9 % Polyacrylamid Stacking Gel (5 ml pro Gel)
- 0,65 ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid

- 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI/ 0,4 % SDS pH 6,8,

- 3,05 ml H20,

- 50 ul Ammoniumpersulfat 10 %,

-5 ul TEMED

3.1.3 Primére Antikorper (Tabelle 1)

15

Antikorper (AK) Spezies Verdiinnung

Anti-Src [pY*'*] AK Kaninchen (polyclonal) 1:1000 in 2,5% BSA und TBS-T
Anti-vsre AK Maus (monoclonal) 1:100 in 2,5% BSA und TBS-T
Anti-ollb AK Kaninchen (polyclonal) 1: 400 in TBS-T

3.1.4 Sekundéire Antikorper (Tabelle 2)

Antikorper (AK) Spezies Verdiinnung
Anti-Maus IgG AK, HRP-gekoppelt Schaf (polyclonal) 1: 5000 in TBS-T
Anti-Kaninchen 1gG AK, HRP-gekoppelt Esel (polyclonal) 1: 5000 in TBS-T
Precision Strep Tactin, HRP-gekoppelt 1: 5000 in TBS-T
3.2 Methoden

3.2.1 Plittchenpriparation

Die Plattchenpriparation wurde aus dem Vollblut von Probanden mit bekannten homozygoten HPA -
la/la bzw. HPA-1b/1b-Genotyp durchgefiihrt, Probanden heterozygoter Genotypen (HPA-la/lb)
wurden ausgeschlossen. Die Probanden waren korperlich gesund und hatten zwei Wochen vor der
bevorstehenden Blutentnahme keine thrombozytenfunktionshemmenden Medikamente wie ASS,

Thienopyridine (Clopidogrel, Ticlopidin), Fibrinogenrezeptorantagonisten (Abciximab) oder andere
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unspezifische COX-Hemmer wie Ibuprofen erhalten. Die Blutentnahme erfolgte mit fiinf 9 ml-
Citratr6hrchen (Fa. Sarstedt), denen unmittelbar vorher je 45 pl PGE2 (1 mM Stammldsung) zugesetzt
wurde. Das erste Blutentnahmeréhrchen wurde verworfen, um den Einfluss der pléattchenaktivierenden
Wirkung von Tissue Factor, welcher initial bei Gefdsswandlésionen freigesetzt wird, so gering wie
moglich zu halten. Die mit Vollblut und PGE2 befiillten Citrattrohrchen wurden bei Raumtemperatur
fiir 3 min bei 2350 RPM (750 x g) im Soft-Modus zentrifugiert (Hettich Zentrifuge Universal 30 RF,
@ 24,4 cm). Im abgenommenen Uberstand befindet sich das pléttchenreiche Plasma (PRP). Zu je 2 ml
PRP wurden je 2 ml PBS pH 6,5 und 40 pl (500 U/ml) Apyrase hinzugefiigt. Danach erfolgte ein
zweiter Zentrifugationszyklus bei Raumtemperatur fiir 6 min bei 2500 RPM (850 x g) ohne Soft-
Modus. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet vorsichtig in Tyrodepuffer ohne Zusatz von
Ca”>" oder Mn®*" resuspendiert. Die fiir die Adhisionsversuche benétigte Zielplittchenkonzentration
betrug 1 X 10° Plittchen/ml und wurde durch den Sysmex Counter (Sysmex K-4500, D- Langenfeld)

bestimmt.

3.2.2 Plattchenadhision
Beschichtung der 6-well Platten (Greiner Labortechnik, D- Frickenhausen)

(Tabelle 3)
6 well Platten | 12 well 24 well
(Volumen)
Liganden: 500 pl 150 pl 100 pl
Fibrinogen 100 pg/ml
Fibronektin 100 pg/ml
hitzeinaktiviertes BSA 1% (Negativkontrolle)
hitzeinaktiviertes BSA 1% (Saturation) 1000 pl 300 pl 200 pl
PBS pH 7,3 1600 pl 600 pl 400 pl
10°/ml gewaschene Plittchen + MnCl, (0,5 mM) 500 pl 150 pl 60 ul
10°/ml gewaschene Plittchen + Abciximab (10pg/ml)
Lysispuffer 500 ul 150 pl 100 pl

Die Boden der 6-Well-Platten wurden mit den entsprechenden Liganden (s. Tabelle 3) beschichtet und
bei 4 °C im Kiihlschrank tiber Nacht bzw. bei 37 °C, 5 % CO2 im Zellkulturbrutschrank fiir 1 Std.
inkubiert. Hierbei kam es zur Bindung des Liganden an das Polysteren des Plattenbodens.
Anschliessend wurden die Wells mit 1 % BSA fiir 2 X 5 min blockiert. Die Pléittchen binden nur an
den Liganden und nicht an BSA. Die Wells wurden hiernach mit PBS pH 7,3 gewaschen und die
gewaschenen Plittchen in einer Konzentration von 10°/ml zu den Wells hinzugefiigt (s. Tabelle 3). Bei
den Plittchen, die mit 10 pg/ml Abciximab bzw. mit 0,5 mM MnCl, behandelt wurden, handelte es

sich um sog. priinkubierte Plittchen. D. h. einem definierten Volumen von 10’ Plittchen/ml wurde
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Abciximab zugesetzt und fiir 1 Std. bei 37 °C, 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert und/oder einer
kurzen Inkubationszeit von 3 min mit MnCl, bei Raumtemperatur (RT) unterzogen. Hiernach wurden
die einzelnen Plittchensuspensionen = MnCl, bzw. = Abciximab bei 37 °C, 5 % COz2 fiir 2,5, 5, 10, 20
und 40 min auf die mit den jeweiligen Liganden beschichteten Wells im Brutschrank inkubiert. Nach
den entsprechenden Inkubationszeiten wurden die nichtadhdrenten Plittchen abgenommen und
verworfen. Die adhdrenten Pldttchen wurden nach einmaligem Waschen mit TBS-T (TRIS-buffered
Saline mit 0,1% Tween20) mit Lysispuffer fiir 30 min auf Eis lysiert. Die nicht lysierten Zellreste im
Pellet wurden durch Zentrifugation fiir 30 min bei 4 °C und bei 14,000 RPM (16000 x G) in einer
Eppendorf Zentrifuge 5415R entfernt und das Proteinlysat in neue Eppendorf Rohrchen iiberfiihrt. Als
Negativkontrollen wurden sowohl je 50 ul Suspension von ruhenden Pléttchen als auch die nicht
adhédrenten Plittchen auf der BSA Matrix in 400 ul Lysispuffer lysiert. Es erfolgte abschliessend die

photometrische Proteinbestimmung nach Bradford.

3.2.3 Photometrische Proteinbestimmung (Bradford Methode)

Erstellen einer BSA Standardverdiinnungsreihe mit 10 mg/ml BSA (Stammldsung) in Lysispuffer.

(Tabelle 4)

BSA 100 pg/ml 250 500 750 1000 1500
Standardlésungen

BSA (10 mg/ml | 1 pl 2,5 ul S5ul 7,5 ul 10 pl 15 pl

Stammldsung)

Lysispuffer 99 ul 97,5 ul 95 ul 92,5 ul 90 ul 85 ul

Die Proteinkonzentration in den Proben wurde mittels einer BSA Standardverdiinnungsreihe
bestimmt. Hierzu wurde zwecks Standardisierung nach der Vorbereitung des Farbstoffes (Protein-
Assay-Dye-Reagent-Concentrate von BioRad 1:4 in H,O verdiinnt) 8 ul von der jeweiligen BSA
Standardprobe mit 400 pl des verdiinnten Farbstoff in eine Kiivette (8,5 mm Kiivettenldnge, Fa
Sarstedt) zusammengefiihrt. Nach 8 miniitiger Inkubation bei RT erfolgte die photometrische Messung
der BSA-Proteinkonzentrationen bei 595 nm Wellenlinge. Nach erfolgreicher Standardeinstellung
erfolgte die Proteinmessung in den Proben, indem je 8 pl von den Proben aus den Adhésionsversuchen
mit 400 ul des verdiinnten Farbstoff in eine Kiivette zusammengefiihrt und nach 8 miniitiger
Inkubation die Proteinkonzentration photometrisch gemessen wurde. Als Leerprobe wurde Lysispuffer

verwendet.
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3.2.4 Alternative Proteinbestimmung durch Quantifizierung von Elektrophorese-Gelen,
die mit Coomassieblau gefirbt wurden

Nach Zellyse und Proteinextraktion wurde jeweils ein definiertes Volumen von 15 pl Proteinlosung
pro Tasche eines industriell vorgefertigten 4-12 % Tris Glycin Gels befiillt und anschliessend die
Elektrophorese fiir 1,5 Std bei 25 mA/Gel in einer Gelelektrophoresekammer von Peglab
Biotechnologie GmbH (D-Erlangen) durchgefiihrt. Hiernach wurde das Gel zunédchst fiir 30 min bei
RT in einer Fixierlosung (40 % Methanol und 10 % Essigsdure) fixiert und fiir 1 Std. bei RT mit 10 %
Coomassieblau gefarbt. Die Entfarbung erfolgte mit einer Entfarberlosung (12 % Methanol und 7 %
Essigsdure) fiir 30 min bei RT. Je nach Farbungsintensitit des Gels musste das Gel erneut entférbt
werden. In einem letzten Schritt erfolgte die Fixierung in 1 % Glycerol, danach wurde das Gel im
ChemiDoc XRS Imaging Tower photographiert und mit Hilfe der QuantityOne 4.6.5. Imaging
Software von BioRad quantifiziert. Die Proteinbestimmung erfolgte anhand der densitometrisch

ermittelten Daten mittels 3-Satzverfahren.

3.2.5 Westernblot Analyse

Fiir die Westernblots wurden 8 % SDS-Polyacrylamidgele verwendet. Vor dem Auftragen wurden die
Proben mit 6-fach DTT Sample-Buffer bei 100 °C fiir 7 min aufgekocht. Die aufgetragene
Proteinmenge der jeweiligen Probe betrug 25 pg. Als Molekulargewichtsmarker diente der Precision
Plus Protein Standards (s. Chemikalien und Enzyme). Die Proteinelektrophorese erfolgte fiir 1,5 Std.
bei 25 mA/Gel in einer Gelelektrophoresekammer von Peqlab Biotechnologie GmbH (D-Erlangen).
Danach wurde das Gel in Transferpuffer fiir 15 min dquilibriert. Die zuvor auf die Gelgrosse zurecht
geschnittenen PVDF Membran (0,2 um) wurde fiir 1 min in Methanol dquilibriert, danach zusammen
mit dem Filterpapier und den Schwidmmen fiir 15 min in Transferpuffer getrankt. Der Tank wurde mit
dem zuvor auf 4 °C abgekiihlten Transferpuffer aufgefiillt, anschliessend wurden Membran, Gel,
Filterpapier und Schwimme mittels Sandwichverfahren geschichtet. Das Blotten in der Blotting
Kammer (Novel Experimental Technology, US - San Diego) erfolgte bei 50 Volt tiber 1 Std. Hiernach
wurde die Membran zunéchst zwecks Kontrolle eines erfolgreichen Proteintransfers einer reversiblen
Féarbung mit Ponceau Rotfarbelosung (5 % Ponceau S, 1 % Essigsdure) fiir 1 min unterzogen. Das
Entfarben wurde unter visueller Kontrolle mit bidest. Wasser durchgefiihrt, bis die Proteinbanden gut
sichtbar waren. Anschliessend wurde die Membran 2 X 5 min in TBS-T gewaschen und 1 Std. bei RT
bzw. iiber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank in Blockingbuffer geblockt, um mogliche unspezifische
freie Bindungsstellen zu besetzen. Die Inkubation der Membran mit dem spezifischen Antikdrper (s.
Tabelle 1) erfolgte iiber Nacht bei 4 °C oder iiber 2 Std. bei RT. Danach wurde die Membran erneut
mit TBS-T fiir 2 X 5 min gewaschen und mit dem 2. Antikorper (s. Tabelle 2) sowie einem
Lumineszenzmarker fiir den Molekularmarker (Precision Strep Tactin, BioRad) iiber 1,5 Std. bei RT
inkubiert. Es erfolgte ein Waschgang der Membran mit TBS-T fiir 4 X 5 min. Im Anschluss wurde die
Membran mit ECL Western Blotting Reagents 1+2 im Verhéltnis 1:1 fiir 2 min inkubiert und bei
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unterschiedlichen Belichtungszeiten im ChemiDoc XRS Imaging Tower belichtet. Bei niedrigen
Proteinkonzentrationen ist die durch ECL erreichte Signalstérke teilweise nicht ausreichend gewesen.
In diesen Féllen wurde die Membran erneut mit TBS-T fiir 3 X 5 min gewaschen und mit Super Signal

West Dura Chemiluminescent Detection Kit fiir 5 min inkubiert und erneut belichtet.

3.2.6 Densitometrische Auswertung, Statistik

Die densitometrische Auswertung der spezifischen Banden erfolgte mit Hilfe der QuantityOne 4.6.5.
Imaging Software von BioRad. Hierzu wurde zu den verschiedenen Zeitpunkten (2,5, 5, 10, 20 und 40
min., bzw. Kontrolle) in Bezug auf die jeweiligen Rezeptorphénotypen und der oben genannten
Liganden der Quotient aus dem densitometrisch ermittelten Wert der Src [pY*'*]-Aktivierung durch
den allb Wert (=totale Rezeptordichte) gebildet, entsprechend

~ aktiviertes Src [pY*"*]
gesamtes Src

Rezeptorphinotyp Zeitpunkte Liganden
Src [pY*"*] (HPA la/la) | 2,5, 5, 10, 20 und 40 min., | Fibrinogen 100 pg/ml + MnCl, (0,5 mM) =+
allb (HPA 1a/la) | bzw. Kontrolle Abciximab (10pg/ml)

Fibronektin 100 pg/ml £ MnCl, (0,5 mM) =+
bzw. Abciximab (10pg/ml)

hitzeinaktiviertes BSA 1% (Kontrolle)

Src [pY*"®] (HPA 1b/1b) | 2,5, 5, 10, 20 und 40 min., | Fibrinogen 100 pg/ml + MnCl, (0,5 mM)
allb (HPA 1b/1b) | bzw. Kontrolle Fibronektin 100 pg/ml + MnCl, (0,5 mM)
hitzeinaktiviertes BSA 1% (Kontrolle)

Der Direktvergleich zwischen den Src-Aktivititen beider Rezeptorphédnotypen erfolgte analog zu der
oben genannten Quotientenbildung, indem in Abhéngigkeit von Zeit und Ligand der Quotient gebildet
wurde aus:

Src pY*'®/allb (HPA 1b/1b)
Src pY*'*/allb (HPA 1a/1a)

Die Statistik wurde mit Hilfe der GraphPad Prism Software durchgefiihrt. Zur Anwendung kam der
ungepaarte t-test. Die zu allen Adhésionszeitpunkten ermittelten Quotienten (jeweils n=3) wurden in
Abhidngigkeit vom Liganden und/oder des Rezeptorphénotyps miteinander verglichen und auf

signifikante Unterschiede gepriift (p<0,05 bzw. p<0,01).
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuche

Zunichst erfolgten Vorversuche, um die Sensitivitdt der Untersuchungstechnik zu validieren. Ein
Vorversuch erfolgte mit Thrombin, um die Aktivierbarkeit von Src zu testen. Thrombin initiiert nach
Bindung an den G-Protein gekoppelten Thrombinrezeptor ein Inside-out-Signaling, was eine
Konformationsdnderung des allbp3-Rezeptors und unter anderem die Phosphorylierung der Src-
Kinase am Tyrosinrest an Position 418 zur Folge hat. Als Negativkontrolle dienten ruhende Plattchen,
als Referenzprotein das gesamte Src-Protein. Um die Src-Aktivierung zu quantifizieren und somit
Riickschliisse auf die Rezeptoraktivierung treffen zu konnen, wurde der Quotient aus den
densitometrisch ermittelten Werten von Src pY418 und vSrc (gesamtes Src) gebildet. Hierbei zeigte
sich die geringste Src-Aktivierung bei Lysaten von ruhenden Pléttchen im Vergleich zu mit Thrombin

aktivierten Pldttchen, die das 10-fache der Src-Aktivierung aufwiesen (Abb. 8)

3
Thrombin  Ruhende m Thrombin
(1U/ml) Plattchen 2 ruhende
> Plattchen
Src pY418 : o
vSrc o 1
—— — v
0

Abb. 8: Src¢ Aktivierung in humanen HPA 1a/la positiven Plittchen durch
Thrombin

Gewaschene Pldttchen (HPA 1a/la) in Suspension wurden mit Thrombin (1 U/ml) 2
min. bei 37°C inkubiert. Zugabe von 2-fach Lysispuffer zu gleichen Volumenanteilen
wie die Plattchensuspension, um eine weitere Aktivierung zu stoppen. Je 25 ug
lysiertes Protein wurden hiernach auf 8 % SDS Polyamidgel aufgetrennt, die
Westernblots mit anti-Src pY418 bzw. mit anti-vSrc-Antikoérpern inkubiert und
densitometrisch ausgewertet. Westernblotbilder und densitometrische Daten
entsprechen einem représentativen Versuch.
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4.2 Kontrolle zur Spezifitit der Src-Kinase beim Outside-in-Signaling

Die Spezifitit der Src-Aktivierung beim Outside-in-Signaling wihrend der Adhésion wurde unter
Zuhilfenahme des allbp3-Rezeptorantagonisten Abciximab untersucht. Die Adhdsion von HPA-1a/1a-
positiven Pléttchen auf immobilisiertem Fibronektin bzw. Fibrinogen jeweils in Kombination mit bzw.
ohne Mn”" fiir die Dauer von 30 min fiihrte zu einer spezifischen Src-Aktivierung. Diese lag bei den
mit Mn*" und Fibronektin behandelten HPA-1a/la-Plittchen etwa 1,4-fach héher im Vergleich zur
alleinigen Fibronektinadhision. In Verbindung mit Fibrinogen und Mn** wurde sogar eine mehr als 3-
fach hohere Src-Aktivierung im Vergleich zu den Proben ohne Mn*"-Zusatz beobachtet. Durch die 60
min. Vorinkubation der Pldttchen mit dem allbp3-Rezeptorantagonisten Abciximab liess sich bei den
Fibrinogen £ Mn”*" bzw. Fibronektin + Mn®" adhérenten Plittchen auch indirekt eine Inhibition der
Src-Aktivierung erzielen. Dabei fand sich nach Abciximab-Behandlung bei allen Gruppen eine
dhnliche niedrige Src-Grund oder -Schwellenaktivitit. Aufgrund der starken Src-Aktivierung bei
Plittchen, die in Anwesenheit von Mn”>" auf Fibrinogen adhérierten, konnte durch die
Rezeptorblockade mit Abciximab auch eine entsprechende Reduktion der Src-Aktivierung um mehr
als 70 % erreicht werden. Bei den mit Fibrinogen sowie Fibronektin + Mn*" behandelten Plittchen
wurde durch Abciximab eine Minderung um ca. 40% erzielt. In Verbindung mit Fibronektin zeigte

sich eine Reduktion der Src-Aktivierung um 30% (Abb. 9).
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Abb. 9: Inhibition der Src-Aktivierung in HPA-1a/l1a-positiven Plittchen

unter verschiedenen statischen Adhésionsbedingungen

Gewaschene Plattchen wurden mit 10 pg/ml Abciximab 1 Std. bei 37°C inkubiert.
Anschliessend erfolgten statische Adhésionsversuche iiber 20 min unter den in der Abszisse
angegebenen Bedingungen. Westernblot und densitometrische Daten wurden einmalig im
Rahmen eines reprisentativen Versuches durchgefiihrt.
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4.3 Ligandenabhingige Src-Aktivierung in humanen HPA-1a/1a (Leu33) Plittchen

Zunichst erfolgte die Untersuchung allbB3-ligandenabhéngiger Unterschiede in Bezug auf die Src-
Aktivierung. HPA-1a/la-Pléttchen, die auf immobilisiertem Fibrinogen adhérierten, zeigten stets eine
hohere Src-Aktivierung als nach Fibronektinadhdsion. Es fand sich sowohl nach Fibrinogen -als auch
nach Fibronektinadhdsion zwischen 2,5 min und 5 min ein voriibergehender Abfall, im weiteren
Verlauf zwischen 5 min und 40 min dann eine leichte Steigerung der Src-Aktivierung (Abb. 10 und
Abb. 13). Die erhéhte Src-Aktivierung nach 2,5 min, die nach Adhédsion mit beiden Liganden auftrat,
ist moglicherweise Folge des Ausplattierungsverfahrens im Rahmen der Proteinextraktion durch das

Einwirken von Scherkréften wiahrend des Wasch- und Lysevorgangs.

Fn HPA-1a/l1a

SrcpY418 | |
allb \ y —— v— Y _'I %_" 0,2
25 5 10 20 40 c
=
Fg HPA-1a/1a 7Z0,1
Src pY418 ‘—z-—-—-'—-ﬂ"—"""’ﬂ _._.._-.l g~
ollb —r T |
25 5 10 20 40 PS 0
2,5 5 10 20 40
Adhisionszeit Adhisionszeit (min)

Abb. 10: Src-Aktivierung in humanen HPA-la/la positiven Plittchen auf immobilisiertem
Fibronektin bzw. Fibrinogen unter statischen Adhésionsbedingungen

Gewaschene Pléttchen (HPA-1a/la) in Suspension (PS= Pldttchensuspension) wurden entweder auf
100 pg/ml immobilisierten Fibronektin (Fn) bzw. 100 ng/ml immobilisierten Fibrinogen (Fg) fiir 2,5, 5,
10, 20 und 40 min bei Raumtemperatur zur Adhédsion gebracht. Jeweils 25 ng lysierte Proteinproben
wurden hiernach in einem 8 % SDS Polyamidgel aufgetrennt. Die Westernblots wurden mit anti-Src
pY418 bzw. mit anti-allbf,-Antikdrpern inkubiert und densitometrisch quantifiziert. Westernblotbilder

und densitometrische Daten sind reprisentativ fiir 3 Versuche £ SD. p zu allen Zeitpunkten nicht
signifikant. Die Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen Mittelwerten + SD.

—— 100ug/ml immobilisierten Fibronektin (Fn)
—4— 100ug/ml immobilisierten Fibrinogen (Fg)
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4.4 Ligandenabhingige Src-Aktivierung in humanen HPA-1a/1a (Leu33) Pliattchen in
Anwesenheit von Mn?*-Kationen

Im folgenden Teil der Arbeit wurde der Effekt des divalenten Kations Mn®" auf die Src-Aktivierung
von Plittchen, die auf Fibrinogen bzw. Fibronektin adhérierten, untersucht. Manganionen (Mn®")
konnen durch Induktion einer spezifischen Konformationsidnderung der Integrinektodoménen und
Integrin-Clusterbildung die Affinitdt und Aviditdt gegeniiber Liganden modulieren. Der zusétzliche
Einfluss von Mn*" in Verbindung mit der Ligandenadhision hatte eine deutliche Zunahme der Src-
Aktivierung zur Folge. Bei der HPA-1a/la-Variante fanden sich bei den mit Mn®" und Fibrinogen
coadhdrenten Pléttchen im Vergleich zu den Pléttchen, die alleinig auf immobilisierten Fibrinogen
adhérierten nach 10 min eine 2-fache, nach 20 min eine 2,5-fache und nach 40 min eine mehr als 3-

fache Steigerung der Src-Aktivierung (Abb. 11 und Abb. 13).
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Abb. 11: Src-Aktivierung in humanen HPA-1a/la positiven Plittchen auf immobilisiertem
Fibrinogen mit bzw. ohne MnCl, Zugabe unter statischen Adhisionsbedingungen

Gewaschene Pléttchen (HPA-la/la) in Suspension (PS= Plattchensuspension) wurden auf 100
pg/ml immobilisierten Fibrinogen (Fg) jeweils mit bzw. ohne 0,5 mM MnCl, fir 2,5, 5, 10, 20

und 40 min bei Raumtemperatur zur Adhdsion gebracht. Jeweils 25 pg lysierte Proteinproben
wurden hiernach in einem 8 % SDS Polyamidgel aufgetrennt. Die Westernblots wurden mit anti-
Src pY418 bzw. mit anti-allbp,-Antikorpern inkubiert und densitometrisch quantifiziert.

Westernblotbilder und densitometrische Daten sind reprisentativ fiir 3 Versuche + SD. p zu allen
Zeitpunkten nicht signifikant. Die Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen Mittelwerten + SD.

—g— 100pg/ml immobilisierten Fibrinogen (Fg)
2+
—4— 100pg/ml immobilisierten Fibrinogen (Fg) + 0,5 mM MnCl, (Fg+Mn )

In Verbindung mit Fibronektin und Mn®* verlief die Src-Aktivierung moderater, in ihrem Verlauf
jedoch analog zu den mit Mn*" und Fibrinogen behandelten Plittchen. Im Vergleich zur alleinigen
Fibronektinadhésion fanden sich in Anwesenheit von Mn*" zu den frithen Zeitpunkten 2,5 und 5 min
zundchst noch keine Unterschiede. Bei 20 min zeigte sich dann eine 1,5-fache, bei 40 min eine 2,5-

fach hohere Src-Aktivierung (Abb. 12 und Abb. 13).
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Abb. 12: Src-Aktivierung in humanen HPA-1a/la positiven Plittchen auf immobilisiertem
Fibronektin mit bzw. ohne MnCl, Zugabe unter statischen Adhisionsbedingungen

Gewaschene Plittchen (HPA-la/la) in Suspension wurden auf 100 pg/ml immobilisierten
Fibronektin (Fn) jeweils mit bzw. ohne 0,5 mM MnCl2 fir 2,5, 5, 10, 20 und 40 min bei

Raumtemperatur zur Adhésion gebracht. Jeweils 25 pg lysierte Proteinproben wurden hiernach in
einem 8 % SDS Polyamidgel aufgetrennt. Die Westernblots wurden mit anti-Src pY418 bzw. mit
anti-olIbB,-Antikorpern  inkubiert und densitometrisch quantifiziert. Westernblotbilder und
densitometrische Daten sind reprédsentativ fiir 3 Versuche + SD. p zu allen Zeitpunkten nicht
signifikant. Die Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen Mittelwerten = SD.

—g— 100pg/ml immobilisierten Fibronektin (Fn)
2+
—#— 100pg/ml immobilisierten Fibronektin (Fn) + 0,5 mM MnCl, (Fn+Mn )
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Abb. 13: Direkter Vergleich der Src-Aktivierung in humanen
HPA-1a/1a Plittchen unter verschiedenen Adhésionsbedingungen
Vergleich der in den Abb. 9-11 dargestellten Ergebnisse in einem
Gesamtdiagramm. Die Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen
Mittelwerten £ SD.

100pg/ml immobilisiertes Fibronektin
100pg/ml immobilisiertes Fibrinogen
100pg/ml immobilisiertes Fibronektin + 0,5mM MnCl,

100pg/ml immobilisiertes Fibrinogen + 0,5mM MnCl,
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4.5 Ligandenabhangige Src-Aktivierung in humanen HPA-1b/1b (Pro33) Plittchen

Bei den auf Fibrinogen adhirenten Pro33-Plittchen (HPA-1b/1b) zeigte sich im Vergleich zur Leu33-
Variante eine schnellere Zunahme der Src-Aktivierung mit Hochstwerten nach 10-min. Adhésion und
anschliessender Abnahme der Src-Aktivierung. Auch beim HPA-1b/1b-Genotyp wurde nach
Fibrinogenadhésion stets eine hohere Src-Aktivierung als nach Fibronektinadhésion erzielt (Abb. 14
und Abb. 17). Auf der Fibronektinmatrix fand sich bei der HPA-1b/1b-Variante nach 2,5 min
Adhésionszeit dhnlich wie bei der HPA-1a/la-Variante nach Fibrinogenadhésion eine leicht erhdhte
Src-Aktivierung, moglicherweise als Folge des Einwirkens von Scherkréften wihrend des Wasch- und

Lysevorgangs bei der Proteinextraktion.
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Abb. 14: Src-Aktivierung in humanen HPA-1b/1b positiven Plittchen auf immobilisiertem
Fibronektin bzw. Fibrinogen unter statischen Adhésionsbedingungen

Gewaschene Plattchen (HPA-1b/1b) in Suspension (PS= Plittchensuspension) wurden auf 100 pg/ml
immobilisierten Fibronektin (Fn) bzw. 100 pg/ml immobilisierten Fibrinogen (Fg) fiir 2,5, 10, 20 und
40 min bei Raumtemperatur zur Adhédsion gebracht. Jeweils 25 pg lysierte Proteinproben wurden
hiernach in einem 8 % SDS Polyamidgel aufgetrennt. Die Westernblots wurden mit anti-Src pY418
bzw. mit anti-alIbB,-Antikérpern inkubiert und densitometrisch quantifiziert. Westernblotbilder und

densitometrische Daten sind représentativ fiir 3 Versuche = SD. p zu allen Zeitpunkten nicht signifikant.
Die Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen Mittelwerten + SD.

—— 100pg/ml immobilisierten Fibronektin (Fn)
—4— 100pg/ml immobilisierten Fibrinogen (Fg)
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4.6 Ligandenabhingige Src-Aktivierung in humanen HPA-1b/1b (Pro33) Plittchen in

Anwesenheit von Mn>* Kationen

Bei der HPA-1b/1b-Variante war im Vergleich zur HPA-la/la-Variante die Src-Aktivierung in
Anwesenheit von Mn>" in Verbindung mit der ligandeninduzierten Rezeptoraktivierung noch
pragnanter. Vor allem mit Fibrinogen, aber auch mit Fibronektin fand sich bei Zugabe von Mn*" im
Vergleich zur alleinigen Ligandengabe zu allen Zeipunkten eine deutlich gesteigerte Aktivierung von
Src. In Kombination mit Mn®" und immobilisierten Fibrinogen zeigte sich im Vergleich zur alleinigen
Fibrinogenadhésion bereits nach 2,5 min eine 2,5 fache Steigerung, nach 10 min eine Verdreifachung,
sowie eine Verfiinffachung der Src Aktivitdt nach 40 min (Abb. 15 und Abb. 17). Unterschiede im
signifikanten Bereich (p<0,05) fanden sich demzufolge nach 10 min, im hochsignifikanten (p<0,01)

Bereich nach 20 min und 40 min.

Fg HPA-1b/1b ok
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Fg+Mn' HPA-1b/1b
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o
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Abb. 15: Src-Aktivierung in humanen HPA-1b/1b positiven Plittchen auf immobilisiertem
Fibrinogen mit bzw. ohne MnCl, Zugabe unter statischen Adhisionsbedingungen

Gewaschene Pléttchen (HPA-1b/1b) in Suspension (PS= Plittchensuspension) wurden auf 100 pg/ml
immobilisierten Fibrinogen (Fg) jeweils mit bzw. ohne 0,5 mM MnCl, fiir 2,5, 5, 10, 20 und 40 min

bei Raumtemperatur zur Adhéision gebracht. Jeweils 25 pg lysierte Proteinproben wurden hiernach in
einem 8 % SDS Polyamidgel aufgetrennt. Die Westernblots wurden mit anti-Src pY418 bzw. mit
anti-olIbp,-Antikorpern  inkubiert und densitometrisch —quantifiziert. Westernblotbilder und

densitometrische Daten sind représentativ fiir 3 Versuche + SD. * p<0,05  ** p<0,01
Die Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen Mittelwerten + SD.

—f— 100pg/ml immobilisierten Fibrinogen (Fg)
2+
== 100pg/ml immobilisierten Fibrinogen (Fg) + 0,5 mM MnCl, (Fg+Mn )

Bei den mit Mn®" und Fibronektin behandelten Plittchen fielen die Ergebnisse etwas weniger
ausgepréigt aus. Nach 2,5 min trat eine 1,5-fache Erh6hung der Src-Aktivierung, eine Verdoppelung
nach 5 min und eine Verdreifachung nach 40 min auf. Signifikante Unterschiede (p<0,05) fanden sich
hierbei nach 40 min. Adhésion. (Abb. 16 und Abb. 17)
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Abb. 16: Src-Aktivierung in humanen HPA-1b/1b positiven Plittchen auf immobilisiertem
Fibronektin mit bzw. ohne MnCl, Zugabe unter statischen Adhisionsbedingungen

Gewaschene Plittchen (HPA-1b/1b) in Suspension wurden entweder auf 100 pg/ml immobilisierten
Fibronektin (Fn) jeweils mit bzw. ohne 0,5 mM MnC12 fur 2,5, 5, 10, 20 und 40 min bei

Raumtemperatur zur Adhésion gebracht. Jeweils 25 pg lysierte Proteinproben wurden hiernach in
einem 8 % SDS Polyamidgel aufgetrennt. Die Westernblots wurden mit Src pY418 bzw. mit alIbp -

Antikdrpern inkubiert und densitometrisch quantifiziert. Westernblotbilder und densitometrische
Daten sind représentativ fiir 3 Versuche + SD. * p<0,05.
Die Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen Mittelwerten = SD.
—— 100pg/ml immobilisierten Fibronektin (Fn)
2+
=4 100ug/ml immobilisierten Fibronektin (Fn) + 0,5 mM MnCl , (Fn+Mn )
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Abb. 17: Direkter Vergleich der Src-Aktivierung in humanen
HPA-1b/1b Pliittchen unter verschiedenen Adhésionsbedingungen
Vergleich der in den Abb. 13-15 dargestellten Ergebnisse in einem
Gesamtdiagramm. Die Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen
Mittelwerten + SD.

=8 100pg/ml immobilisiertes Fibronektin
=——100pg/ml immobilisiertes Fibrinogen
100pg/ml immobilisiertes Fibronektin + 0,5mM MnCl,

—a— 100pg/ml immobilisiertes Fibrinogen + 0,5mM MnCl,
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4.7 Einfluss des HPA-1 Rezeptorpolymorphismus auf die Src-Aktivierung unter
Verwendung verschiedener Liganden

Beim HPA-1b/1b-Genotyp zeigte sich im Vergleich zum HPA-1a/la-Genotyp stets eine stérkere Src-
Aktivierung in Bezug auf beide Liganden, wobei unterschiedslos bei beiden Rezeptorvarianten eine
etwas hohere Src-Aktivierung bei den auf Fibrinogen adhdrenten Pldttchen als nach
Fibronektinadhésion vorlag. Um das Mass der vermehrten HPA-1b/1b-Src-Aktivierung zu prézisieren,
wurde der Quotient zwischen Src pY418/ allbp3 [HPA-1b/1b] durch Src pY418/ allbp3 [HPA-1a/la]
fiir beide Liganden mit bzw. ohne Mn** zu den jeweiligen Zeitpunkten (2,5, 5, 10, 20 und 40 min)
gebildet. Der Quotient spiegelt somit indirekt die vermehrte Aktivitdt der HPA-1b/1b-Variante im
Vergleich zur HPA-la/la-Variante wieder (Abb. 22). Betrachtet man in Bezug auf beide
Rezeptorvarianten isoliert den Kurvenverlauf der einzelnen Liganden, so féllt bei der HPA-1b/1b-
Variante nach  Fibrinogenadhdsion eine frithzeitige Src-Aktivierung mit densitometrischen
Hochstwerten bei 10 min auf, die mit zunehmender Adhésionszeit abnimmt. Die auffallig frithe Src-
Aktivierung der HPA-1b/1b-Variante zeigt sich auch in Abb. 22; zum Adhésionszeitpunkt 5 min
entspricht die Src-Aktivierung beim Pro33-Genotyp in Relation zum Leu33-Genotyp etwa dem 2,5-
Fachen und ebbt im Verlauf wieder ab (Abb. 18 und Abb. 22).

Fg HPA-1a/la
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allb . : — ’
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Abb. 18: Vergleich der Src-Aktivierung zwischen beiden Phiinotypen in humanen HPA-1a/1a
und HPA-1b/1b positiven Plittchen auf immobilisierten Fibrinogen unter statischen
Adhiisionsbedingungen

Gewaschene Plattchen beider Phénotypen (HPA-la/la und HPA-1b/b) in Suspension (PS=
Plattchensuspension) wurden auf 100 pg/ml immobilisierten Fibrinogen (Fg) fiir 2,5, 5, 10, 20 und
40 Min. bei 37 °C zur Adhésion gebracht. Jeweils 25 pg lysierte Proteinproben wurden hiernach in
einem 8 % SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Westernblots wurden mit anti-Src pY418 bzw.
mit anti-allbp3-Antikérpern inkubiert und densitometrisch quantifiziert. Westernblotbilder und
densitometrische Daten sind reprisentativ fiir 3 Versuche = SD. p zu allen Zeitpunkten nicht
signifikant. Die Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen Mittelwerten = SD.

—— HPA-la/la positive Pléttchen
—4— HPA-1b/1b positive
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Vergleicht man das Pléttchensignaling nach Adhédsion an Fibronektin miteinander, so ldsst sich bei
beiden Rezeptorvarianten gleichermassen eine leichte kontinuierliche Steigerung der Src-Aktivierung
mit der Zeit dokumentieren. Hierbei zeigte sich bei der HPA-1b/1b-Variante im Vergleich zur HPA-
la/la-Variante zu allen Zeitpunkten eine im Durchschnitt 1,7-fach hohere Aktivierung, wobei diese

bei 2,5 und 10 min sogar doppelt so hoch lag (Abb. 19 und Abb. 22).
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Abb. 19: Vergleich der Src-Aktivierung zwischen beiden Phénotypen in humanen HPA-1a/la
und HPA-1b/1b positiven Plittchen auf immobilisierten Fibronektin unter statischen
Adhisionsbedingungen

Gewaschene Plittchen beider Phanotypen (HPA-la/la und HPA-1b/b) in Suspension wurden auf
100 pg/ml immobilisierten Fibronektin (Fn) fiir 2,5, 5, 10, 20 und 40 Min. bei 37 °C zur Adhéision
gebracht. Jeweils 25 pg lysierte Proteinproben wurden hiernach in einem 8 % SDS
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Westernblots wurden mit anti-Src pY418 bzw. mit anti-allbp3-
Antikorpern inkubiert und densitometrisch quantifiziert. Westernblotbilder und densitometrische
Daten sind représentativ fiir 3 Versuche £ SD. p zu allen Zeitpunkten nicht signifikant Die
Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen Mittelwerten = SD..

—— HPA-la/la positive Plittchen
—4— HPA-1b/1b positive Plittchen

Welchen Einfluss hat Mn>" in Verbindung mit den verschiedenen Liganden auf das Outside-in-
Signaling der jeweiligen Genotypen? Im direkten Vergleich zwischen Pléttchen beider
Rezeptorvarianten, die in Anwesenheit von Mn*" auf Fibrinogen adhirierten, zeigte sich bei beiden
Rezeptorvarianten eine deutliche zeitabhingige Steigerung der Src-Aktivierung mit einer signifikant
vermehrten (p<0,05) Aktivierung der HPA-1b/1b-Variante zu allen Zeitpunkten der Adhésion. Hierbei
fand sich bei den Pro33-Pléttchen eine fast sechsfach hohere Src-Aktivierung nach 2,5 min, eine
Vervierfachung nach 5 min und etwa das 2,5-Fache nach 20 und 40 min Adhésionszeit (Abb. 20 und
Abb. 22).
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Abb. 20: Vergleich der Src Aktivierung zwischen beiden Phiinotypen in humanen HPA 1a/la
und HPA 1b/1b positiven Plittchen auf immobilisierten Fibrinogen nach Zugabe von MnCl,

unter statischen Adhiisionsbedingungen
Gewaschene Plittchen beider Phanotypen (HPA 1la/la und HPA 1b/b) in Suspension wurden auf 100
pg/ml immobilisierten Fibrinogen (Fg) und 0,5 mM MnCl, fiir 2,5, 5, 10, 20 und 40 Min. bei 37 °C

zur Adhidsion gebracht. 25 ng der lysierten Proteinproben wurden hiernach in einem 8 % SDS
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Westernblots wurden mit anti-Src pY418 bzw. mit anti-allbp3-
Antikdrpern inkubiert und densitometrisch quantifiziert. Westernblotbilder und densitometrische
Daten sind représentativ fiir 3 Versuche = SD. * p<0,05

Die Fehlerbalken entsprechen den jeweiligen Mittelwerten = SD.

—— HPA-la/la positive Pléttchen
—4— HPA-1b/1b positive Pléttchen

Ein dhnliches Aktivierungsmuster, wenn auch in abgemilderter Form demonstrierten Pro33-Pléttchen,
die mit Mn”" auf Fibronektin adhérierten. Im Vergleich zur HPA-1a/la-Variante fand sich hierbei eine
fast fiinffach hohere Src-Aktivierung nach 2,5 min, eine Verdreifachung nach 5 min und
Verdoppelung nach 20 und 40 min (Abb. 21 und Abb. 22). Zusammenfassend fiel im Vergleich
zwischen beiden Varianten durch die Anwesenheit von Mn®" ligandenunabhingig eine verstirkte
Aktivierung der HPA-1b/1b-Variante insbesondere zu den frithen Zeitpunkten zwischen 2,5 bis 10
min auf, die sich im weiteren zeitlichen Verlauf zunehmend dem Src-Aktivierungsniveau der HPA-
la/la-Variante anndherte, bei der HPA-1b/1b-Variante jedoch stets hoher lag. Die Src-Antwort von
Pro33-Plittchen, die zuvor zusammen mit Mn>" und Fibrinogen stimuliert wurden, war im Vergleich
zu Leu33-Pléttchen sogar signifikant erhoht. Im Vergleich zwischen beiden Liganden zeigte sich
unabhéngig von der Rezeptorvariante stets eine starkere, wenn auch nicht signifikante Src-Aktivierung

nach Adhision auf immobilisiertem Fibrinogen als nach Fibronektin. (Abb. 12, 14 und 22).
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Abb. 21: Vergleich der Src Aktivierung zwischen beiden Phéinotypen in humanen HPA 1a/1a und
HPA 1b/1b positiven Plittchen auf immobilisierten Fibronektin nach Zugabe von MnCl, unter
statischen Adhésionsbedingungen

Gewaschene Pléttchen beider Phianotypen (HPA la/la und HPA 1b/b) in Suspension wurden auf 100
pg/ml immobilisierten Fibronektin (Fn) und 0,5 mM MnCl2 fiir 2,5, 5, 10, 20 und 40 Min. bei 37 °C zur
Adhésion gebracht. 25 pg der lysierten Proteinproben wurden hiernach in einem 8 % SDS
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Westernblots wurden mit anti-Src pY418 bzw. mit anti-ollbp3-
Antikorpern inkubiert und densitometrisch quantifiziert. Westernblotbilder und densitometrische Daten
sind représentativ fiir 3 Versuche + SD. p zu allen Zeitpunkten nicht signifikant. Die Fehlerbalken
entsprechen den jeweiligen Mittelwerten + SD.

== HPA-1la/la positive Plittchen
—4— HPA-1b/1b positive Pléttchen
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Abb. 22: Vermehrte Src-Aktivierung der HPA-1b/1b Variante im
Vergleich zur HPA-1a/1a Variante

Vergleich der Src-Aktivierung zwischen HPA-la/la und HPA-1b/1b,
indem zu den Zeitpunkten 2,5, 5, 10, 20, 40 min. und den entsprechenden
Adhisionsbedingungen (s. farbige Legende) der Quotient gebildet wurde
aus:

Src pY418/allb (HPA-1b/1b)

Src pY418/allb (HPA-1a/1a)

—a— 100pg/ml immobilisiertes Fibronektin
=—#— 100pg/ml immobilisiertes Fibrinogen

100pg/ml immobilisiertes Fibronektin + 0,5mM MnCI2
—de— 100pg/ml immobilisiertes Fibrinogen + 0,5mM MnCI2
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5 Diskussion

Der HPA-1-Rezeptorpolymorphismus (Leu33/Pro33) des Integrin allbB3 beruht auf einem singuldren
Basenaustausch des Gens der 3-Untereinheit. Die homozygote HPA-1b/1b-Rezeptorvariante (Pro33)
ist phianotypisch vergesellschaftet mit einer erhdhten Plattchenthrombogenitit, die sich klinisch mit
einer vorzeitigen Manifestation fiir Myokardinfarkte bei KHK und hdheren Inzidenz von Friithaborten
bemerkbar macht (Weiss, 1996; Zotz et al, 1998, 2005; Ivanov, 2008). Auf molekularer Ebene zeigten
diverse Untersuchungen HPA-1-abhéngige Unterschiede beziiglich des rezeptorabhéngigen-Signaling
im Sinne eines verstiarkten Outside-in-Signaling (Vijayan, 2000). Die Tyrosinphosphorylierung der
Src-Kinase an Position 418 stellt ein frithes Ereignis innerhalb der Outside-in-Signaling Kaskade dar
und kann somit niitzliche Hinweise in Bezug auf unmittelbar rezeptorassoziierte Verdnderungen
liefern. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der HPA-1-abhidngigen Modulation der Src
pY418 als Mass fiir die ollbf3-Rezeptoraktivierung durch immobilisiertes Fibronektin und
Fibrinogen. Ferner wurde der rezeptorstabilisierende Einfluss von Manganionen (Mn®") nach

Ligandenadhésion getestet.

5.1 Unterschiede in der Ligandenbindung von Fibronektin und Fibrinogen am allbp3-

Rezeptor

Das polyspezifische Integrin allbp3 vermag neben Fibrinogen, wenn auch mit geringerer Affinitét
Fibronektin, vWF, Vitronektin, CD 40L, Schlangengiftdisintegrine und andere Pathogene zu binden
(Merten 1999; Plow 2000). In verschiedenen Stadien der Hdmostase wie der Plattchenaggregation, der
Thrombusvergrosserung- und Retraktion kommt es zu einer Interaktion zwischen dem allbf3-
Rezeptor und Fibrinogen bzw. Fibronektin (Gawaz, 1999). Ohne Agonisten-induzierten Stimulus bzw.
vorangegangenes Inside-out-Signaling befindet sich der allbp3-Rezeptor im
Ruhekonformationszustand und besitzt eine niedrige Affinitdt gegeniiber Liganden wie l0sliches
Fibrinogen und Fibronektin. Immobilisiertes Fibrinogen als auch Fibronektin sind jedoch beide in der
Lage, am allbp3-Rezeptor direkt ein Outside-in-Signaling auszulosen (Coller, 1986). Die im
Zytoplasma vorliegende Src-Kinase ist ein Schliisselenzym des frithen Outside-in-Signaling und ist
am Spreading, der Thrombozytenaggregation, der aktinabhédngigen Reorganisation des Zytoskelettes
und der Retraktion beteiligt. Ein geringer Teil des zelluldren Pools von Src-Kinase ist konstitutiv an
die B3-Untereinheit gebunden. Src als auch Syk werden im Gegensatz zu FAK (,,focal adhesion
kinase*) innerhalb von Sekunden aktiviert, was auch durch unsere Beobachtungen bestitigt werden
konnte (Bjorge, 2000; Obergfell, 2002). Wie in Abb. 10 und 14 ersichtlich, fiihrten in unseren
Experimenten hohe Konzentrationen von immobilisiertem Fibrinogen (100 pg/ml) als auch von
Fibronektin bereits nach 2,5 min bei beiden Rezeptorvarianten zu einer nahezu maximalen
Aktivierung der Src-Kinase, welche nach Fibronektinadhésion stets geringer ausfiel. Geringere

Konzentrationen von Fibrinogen (10 pg/ml) zeigten erst nach 40 miniitiger Inkubationszeit eine Src-
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Aktivierung (Hasse, 2011). Welche Faktoren konnten fiir die beobachteten Unterschiede in Bezug auf

die Ligandenbindung verantwortlich sein?

Unterschiede betreffen zum einem die Konformationsédnderung beider Proteine. Bei Fibronektin
handelt es sich um ein 250 kDa schweres Heterodimer, wohingegen Fibrinogen ein Heterohexamer
(340 kDa) bildet. Die in unseren Adhésionsversuchen applizierten Fibronektin- bzw.
Fibrinogenstammldsungen besassen jeweils dieselben Proteinkonzentrationen von 100 pg/ml.

Offensichtlich spielen von daher die Integrindoménen innerhalb der einzelnen Untereinheiten, sowie
die verschiedenen Integrin-Erkennungssequenzen des Liganden wie z. B. RGD, LDV, KGD, RTD und
KQAGD eine bedeutendere Rolle (Arnaout, 2002). Sowohl Fibronektin als Fibrinogen beherbergen
beide die RGD(Arg-Gly-Asp)-Sequenz. Diese befindet sich z. B. auf den Fibrinogen-Aa-Ketten sowie
auf der Fibronektin-III-Doméne10=10 (FNIII). Fibronektin wird vom Rezeptor hauptséchlich tiber die
RGD-Sequenz erkannt und gebunden. Die initiale Fibrinogenbindung wiederum erfolgt primér iiber
eine non-RGD=(AGD)-Sequenz der Fibrinogen-y-Ketten, welche sich zundchst mit der ollb-
Untereinheit assoziiert. In der Folge wird die Fibrinogenbindung durch eine weitere Interaktion
zwischen der RGD-Sequenz der Fibrinogen-Aa-Ketten mit der f3-Untereinheit komplettiert. Die
vorangegangene allb-(KQ)AGD(V)-Bindung bildet mdglicherweise eine Art Synergismus zu der sich
anschliessenden RGD-B3-Bindung (Salsmann, 2005). Die Fibrinogen-allbp3-Bindung findet quasi
»grossraumiger* statt, da die zwei verschiedenen und somit unabhédngig voneinander fungierenden
Fibrinogen-Peptidmotive auch an zwei unterschiedlichen Bindungsstellen des Rezeptors binden
(Gawaz, 1999). Dies konnte auch die erhohte allbp3-Ligandenspezifitdt fiir Fibrinogen erkliren, was
sich bei beiden HPA-1-Rezeptorvarianten durch eine stets hohere Src-Aktivierung nach
Fibrinogenadhdsion und folglich stirkeres Outside-in-Signaling als nach Fibronektinadhédsion
bemerkbar machte. Die Ligandenerkennung wird zudem beeinflusst durch den Konformationszustand
bzw. dem Aktivierungszustand des Integrins. Rezeptorinteraktionen durch Integrin-Clustering
(,,Zusammenlagern/Gruppieren) werden der allb-y-Interaktion zugeschrieben und fithren eher zu
einer niedrigaffinen Rezeptorkonformation (Salsmann, 2005). Um 16sliche Liganden jedoch stabil zu
binden, bedarf es einer Konformationséinderung durch Inside-out-Signale in den sog. hochaffinen
Zustand, wodurch Verdnderungen zytoplasmatischer Integrindoméinen mit einer Reorganisation der
extrazelluldren Tertidr- und Quartidrstruktur einhergehen. Ein weiterer Aspekt betrifft die Beteiligung

divalenter Ionen, die die Integrin-Liganden-Interaktion regulieren (Arnaout, 2002).

5.2 Ligandenabhiingige Unterschiede in der Src-Aktivierung in Verbindung mit Mn**

Mit Hilfe rasterelektronenmikroskopischer Untersuchungen liess sich alleinig durch Mn®* eine
Konformationsénderung des Rezeptors von einer urspriinglich inaktiv ,,geschlossenen* zu einer aktiv
,»geoffneten Rezeptorkonformation mit getrennten ,,Rezeptorbeinen™ induzieren (s. Kapitel 1.2

Einleitung) sowie eine Form- und Grossenverdnderung des allbB3-Kopfes nachweisen (Litvinov,
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2004). In Anwesenheit von Fibrinogen und Mn*" wurden die Rezeptorbeine noch weiter voneinander
separiert. Mn*" induziert also eine spezifische Konformationsédnderung der
Integrintransmembrandoménen, welche synergistisch zur Stabilisierung der ligandeninduzierten
Konformationsédnderung beitrdgt und durch Affinititssteigerung des Rezeptors das Outside-in-
Signaling eines Liganden positiv beeinflusst. (Litvinov, 2004; Chen, 2003). Mn®*" fordert zudem die
Bildung von allbp3-Clustern und kann somit neben der Affinitit auch die Aviditdt des Rezeptors
gegeniiber Liganden steigern (Litvinov, 2004; Carman, 2003; Joo, 2012). Im Folgenden soll zunichst
das Src-Aktivierungsmuster von Plittchen in Anwesenheit von Mn®" und Ligand erortert werden. Bei
beiden HPA-1-Varianten konnte durch den zusitzlichen Einfluss von MnCl, im Vergleich zur
alleinigen Ligandengabe eine verstirkte Aktivierung der Src-Kinase mit der Zeit ausgelost werden.
Auffallend war in unseren Versuchen, dass bei beiden Rezeptorvarianten die verstdarkte Src-
Aktivierung jedoch relativ verzogert auftrat. Moglicherweise kommt es im Zuge der durch Mn**
induzierten Rezeptoraktivierung zu weiteren Aktivierungsprozessen innerhalb der Plattchen wie die
Freisetzung von endogenem Fibrinogen oder ADP aus den Plittchengranula, die zu einer weiteren
Src-Aktivierung fithren (Salsmann, 2005). In unseren Untersuchungen wurden Plittchen beider
Phénotypen mit 0,5 mM MnCl, auf immobilisierten Fibrinogen bzw. Fibronektin zur Adhision
gebracht; 0,5 mM MnCl, erwies sich als optimale Konzentration, da bei beiden Varianten in
Anwesenheit stiarkerer Konzentrationen wie 1 bzw. 2 mM MnCl, und Fibrinogen zwar zunéichst eine
hohere Src-Aktivierung erzielt werden konnte, allerdings schon nach 10 min Adhésionszeit
zelltoxische, morphologische Verdnderungen zu verzeichnen waren (Hasse, 2011). Vergleicht man das
Src-Aktivierungsmuster zwischen Fibrinogen und Fibronektin in Anwesenheit von Mn**, so fillt bei

beiden Rezeptorvarianten eine ungleich moderatere Src-Aktivierung nach Fibronektinadhision auf.

Welche Erklarungsmodelle konnen zur Kldrung beitragen?

Mn®" ist in der Lage, auf die Bindungskinetik und Affinitit fiir natiirliche und synthetische Liganden
von Integrinen einzuwirken (Gailit, 1988; Smith, 1994; Litvinov, 2004). Divalente Ionen besitzen
nicht nur eine eigene Affinitit zum Rezeptor, sondern kdnnen mit unterschiedlicher Potenz die
Ligandenassoziationsrate des Rezeptors beeinflussen (Smith, 1994; Kamata, 2005). In einer &lteren
Untersuchung von Gailit liess sich im Beisein von Mn”>" eine 2-3-fach hohere Bindung von
immobilisierten Fibronektin an membrangebundenen Fibronektinrezeptoren erzielen (Gailit, 1988).
Obwohl der Fibronektinrezeptor a5p1 wie alle Integrine verschiedene Liganden zu binden vermag,
wurden trotz Anwesenheit des Rezeptoraktivators Mn®* andere RGD-haltige Proteine wie Vitronektin
und Fibrinogen im Vergleich zu Fibronektin ungleich schlechter von diesem Fibronektinrezeptor
erkannt. Somit moduliert Mn*" nicht nur die Ligandenaffinitit des Rezeptors, sondern fiihrt auch zu
einer verstirkten Rezeptorsensitivitit in Bezug auf einzelne Liganden (Gailit, 1989). Hiermit erkldren
sich mitunter auch unsere Beobachtungen, warum bei beiden Rezeptorvarianten in Verbindung mit
Fibronektin und Mn®" eine abgemilderte Src-Aktivierung im Vergleich zu Fibrinogen und Mn*

vorliegt. Vermutlich hat die mit Mn®" vorangegangene Rezeptorstimulation bzw.
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Konformationsdnderung eine verminderte Dissoziationsrate gegeniiber Fibrinogen zur Folge.
Zusétzlich diirfte auch das Clustering eine Rolle spielen, da es die Aviditét fiir den Liganden -in
unserem Fall Fibrinogen- steigert. Trotz gleicher experimenteller Bedingungen in Bezug auf beide
Liganden kommt es zu einer relativen Kumulation von Fibrinogen-allbp3-Interaktionen respektive
verstdrkter Src-Aktivierung bzw. Outside-in-Signaling.

Aber auch allosterische Mechanismen der Rezeptoraktivierung in Bezug auf die Integrinektodoménen
veranschaulichen die Unterschiede in der Src-Aktivierung von Fibronektin und Fibrinogen in
Anwesenheit von Mn>". Ligandenerkennung und -Bindung sowie die Stabilisierung der aktiven
Rezeptorkonformation werden durch die an der BA-Domine lokalisierten Bindungsstellen MIDAS,
ADMIDAS und syMBS moduliert (Mauld, 2003; Chen, 2006). Manganionen (Mn*>") sind in vitro in
der Lage, durch Kompetition mit Ca** Tonen um Bindungsstellen an der PA-ADMIDAS selbst eine
spezifische Konformationsianderung der Integrintransmembrandoménen zu induzieren. In
Abwesenheit eines Liganden wird ausschliesslich die Kationenbindungsstelle der BPA-ADMIDAS
durch Mn®" besetzt, wohingegen in Anwesenheit eines RGD-haltigen Liganden zusitzlich zur PA-
ADMIDAS noch BA-MIDAS und BA-syMBS mit Mn*" besetzt werden. Ein Kontakt zwischen Mn*"
und Liganden findet nur an der PA-ADMIDAS statt, nicht an syMBS (Xiong, 2001 und 2002).
Fibronektin bindet tiber die FNIII-Doméne primiar RGD-abhingig an den Rezeptor. Untersuchungen
von Springer et al. und anderen Arbeitsgruppen zeigten, dass die RGD-Sequenz primér mit dem
MIDAS Motiv interagiert (Springer, 2008). In Anwesenheit von Mn2+ und einem RGD-haltigen
Liganden wie z. B. Fibronektin geht Mn®" nicht nur mit ADMIDAS, sondern auch mit MIDAS und
syMBS eine Bindung ein. An MIDAS kommt es also zu einer doppelligandigen Besetzung mit Mn**
und Fibronektin. Im Vergleich zu Fibrinogen besitzt Fibronektin keine sog. (KQ)AGD(V)-Sequenz
(siche Fibrinogen y-Kette). Dieses zusitzliche Ligandenerkennungsmotif assoziiert sich zuvor mit der
allb-Untereinheit, bevor es an die P3-Untereinheit bindet. Durch die Beteiligung beider
Rezeptoruntereinheiten wird mutmasslich eine Amplifikation zu der vollen Rezeptoraktivierung
erreicht (Salsmann, 2005). Ungleich RGD bindet (KQ)AGD(V) nicht nur an MIDAS, sondern auch an
ADMIDAS. Von daher gestaltet sich die Bindung mit Fibrinogen in Anwesenheit von Mn*"
komplexer. In Verbindung mit Fibrinogen und Mn”" erfolgt quasi eine trippelligandige Besetzung der
MIDAS mit RGD, Mn*" und dem zweiten Fibrinogen-Peptidmotiv (KQ)AGD(V) der y-Kette. Durch
die zusitzliche Bindung von (KQ)AGD(V) mit ADMIDAS wird eine ,,globalere oder gestrecktere*
Konstellation bzw. Interaktion erreicht, was eine Stabilisierung der aktiven Rezeptorkonformation zur
Folge hat (Xiong, 2001; Mauld, 2003; Chen, 2006; Springer, 2008). Die Rezeptorinteraktion mit
Fibronektin und Mn** beinhaltet demnach allosterische Mechanismen, die eine andere méglicherweise
,weniger stabile® Konformationsdnderung der Rezeptorektodoménen hervorruft, als es mit Fibrinogen

und Mn*" moglich ist.
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5.3 Rolle des alIbB3-Rezeptorpolymorphismus bei der Src-Aktivierung in Bezug auf
immobilisiertes Fibronektin und Fibrinogen

Die Untersuchung HPA-1-abhéngiger Unterschiede in Bezug auf verschiedene Liganden war bereits
Gegenstand fritherer Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen. Dabei zeigte sich, dass die HPA-1b/1b-
Variante des allbp3-Rezeptors ein verstarktes Rezeptor-Outside-in-Signaling aufweist. Das
prothrombotische ,hyperreaktive Potential der Pro33-Variante scheint in der strukturellen
Konformation ihren Ursprung zu haben, welche von der Leu33-Variante abweicht. Der
Aminosdurenaustauch durch Pro33 statt Leu33 an der B-PSI-Domine bedingt eine ,,starrere” und
weniger ,.helikal“ geartete Sekundéarstruktur, was wiederum nach Ligandenbindung eine Trennung der
im Zytoplasma befindlichen Integrin- ,.Beine” mit konsekutiv gestrecktem ,,offenen Kopfes
begiinstigt (Xiao, 2004; Vijayan, 2006). Auf subzelluldrer Ebene beobachtete man bei der HPA-1b/1b-
Variante nach Fibrinogenadhdsion im Vergleich zur HPA-1a/la-Variante eine erhdhte Funktion von
FAK (,,Focal Adhesion Kinase), ERK2 (,,Extracellular Signal Related Kinase*), MLCK (,,Myosin
Light Chain Kinase*), MP (,,PP1-Myosin Phosphatase*) und MLC (,,Myosin Light Chain*) (Vijayan;
2000, 2002 und 2006). Die gesteigerte Aktivitit der HPA-1b/1b-Variante war vergesellschaftet mit
einer erhohten Adhédsions- und Migrationsrate, einer intensiveren Aktinpolymerisation durch eine
akzelerierte zellulire Reorganisation, sowie einer vermehrten Sekretion von a-Granula (P-selectin),
Spreading und Gerinselretraktion (Sajid, 2002; Vijayan et al, 2000, 2003 und 2006). Signifikante
HPA-1-abhingige Unterschiede zwischen beiden Rezeptorvarianten fanden sich hierbei nur nach
Fibrinogen- und nicht nach Fibronektinadhéision.

In unseren Versuchen zeigte sich bei der Pro33-Variante jedoch eine deutlich gesteigerte Src-
Aktivierung sowohl nach Fibrinogen als auch nach Fibronektinadhésion, obgleich die Unterschiede
zwischen beiden Varianten statistisch gesehen nicht signifikant waren. Vergleicht man die Src-
Aktivierung der jeweiligen Genotypen miteinander, indem man den Quotienten aus Src pY418/allb
(HPA-1b/1b) durch Src pY418/allb (HPA-1a/la) bildet, so zeigt der Src-Kurvenverlauf der HPA-
1b/1b-Variante nach Fibronektinadhésion zu allen Zeitpunkten eine im Schnitt 1,7-fach hohere Src-
Aktivierung im Vergleich zur HPA-1a/la Variante. Nach Fibrinogenadhésion zeichnete sich die Src-
Kurve beim Pro33-Genotyp ungleich der kontinuierlich ansteigenden Leu33-Kurve durch eine
frithzeitigere und schnellere Src-Aktivierung mit einem Maximum bei 10 min auf, welche zu spiteren
Adhésionszeitpunkten eher geringer ausgepragt war. Diese frithzeitige Src-Aktivitdt der HPA-1b/1b-
Variante war besonders ausgeprigt in Anwesenheit von Mn”". Vermutlich beruhen die Diskrepanzen
in unseren Beobachtungen in Bezug auf ligandenspezifische Unterschiede und den Ergebnissen von
Vijayan et al am ehesten auf unterschiedliche Versuchsbedingungen. In unseren Experimenten wurde
mit gewaschenen Plittchen gearbeitet, die eine deutlich hohere Rezeptordichte an Integrin allbp3
aufweisen als allbB3-Rezeptor exprimierende Pro33/Leu33-CHO (,,Chinese Hamster Ovary*) bzw.
HEK (,,Human Embryonic Kidney*)-293-Zellen (Vijayan, 2000). Im Gegensatz zu HEK bzw. CHO-
Zellen werden auf der Plittchenoberfliche auch andere Rezeptorarten wie der Fibronektinrezeptor

a5B1 exprimiert. Auch wenn Integrin a5B1 aufgrund seiner Oberflichendensitit im Vergleich zu
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allbB3 nur eine untergeordnete Rolle beim Outside-in-Signaling spielt, sind Interferenzen zwischen
den beiden Rezeptorarten und beiden Liganden nicht auszuschliessen (Huynh, 2013). Zudem wurde in
unseren Experimenten im Vergleich zu Vijayan et al mit 8-fach hoheren Ligandenkonzentration von
100pg/ml gearbeitet und frithere Untersuchungen belegen, dass das allbp3-mediierte Verhalten
beziiglich Signaling, Morphologie, Adhdsion und Spreading konzentrationsabhingig moduliert wird.

In der Arbeit von Jirouskova et al wurde anhand von Plittchen das unterschiedliche
Aktivierungsmuster von allbp3 in Abhéngigkeit von der Fibrinogen Oberfldchendensitit untersucht
(Jirouskova 2007). Das Spreading von Plittchen unterlag bei einer entsprechend unserer
Arbeitskonzentration hohen Fibrinogenkonzentrationen (100ug/ml) einer Src, PKC, PIK3 und FAK-
abhingigen Modulation. Ferner fiihrten hohe Fibrinogenkonzentrationen zu einer simultanen und
weniger sequentiellen Ausbildung von Lamello- und Filopodien, sowie zu schwécher ausgepragten
intracellulldren Calciumoszillationen. Im Gegenzug wurde bei niedrigen Fibrinogenkonzentrationen
(3ug/ml) das Attachment von Pléttchen Src-abhidngig beeinflusst. Die GTPasen Rho und Rac-1
agierten unabhingig von der Fibrinogendichte (Jirouskova et al, 2007). Bei der Phosphorylierung der
von uns untersuchten Src-Kinase handelt es sich im Gegensatz zur Phosphorylierung von FAK oder
ERK2/MLCK um ein frithes, unmittelbar proximal am Rezeptor assoziiertes Ereignis, wobei die
Aktivierung von ERK2 direkt abhéingig von Src zu sein scheint, da die Inhibition von Src auch zu
einer verminderten Aktivierung von ERK2 fiihrte. Ein Src-abhéngiges ERK2 Signaling wird ebenso
durch unsere Ergebnisse unterstiitzt. Interessanterweise zeigte sich nach Fibrinogenadhision
(100pg/ml) und Zugabe von 10 uM PP1, einem Inhibitor der Src-Kinase Familie, bei beiden
Rezeptorvarianten eine vergleichbar vollstindige Inhibition von ERK2 (Gyenes, unveroffentlichte

Daten).

5.4 HPA-1-abhingige Unterschiede in der Src-Aktivierung in Anwesenheit von Mn?**
und immobilisiertem Fibronektin und Fibrinogen

Bei den Leu33-Pliattchen beobachteten wir in Anwesenheit von MnCl, und Fibronektin bzw.
Fibrinogen eine langsame, aber deutliche Steigerung der Src-Aktivierung, die nach 40 min dem 2,5 -
bzw. 3-fachen entsprach als nach alleiniger Ligandenadhésion. Bemerkenswerterweise fanden sich
zwischen den Leu33-Plittchen, die mit MnCl, und Plittchen, die ohne MnCl, behandelt wurden, zu
den frithen Adhéasionszeitpunkten keine nennenswerten Unterschiede in der Src-Aktivierung. Anders
verhielt es sich beim Pro33-Genotyp. In Anwesenheit von Mn®" und Fibronektin zeigte sich im
Vergleich zur alleinigen Ligandenbindung bereits nach 2,5 min eine merkliche Steigerung der Src-
Aktivierung, die nach 40 min statistisch signifikante Werte (p<0,05) erreichte. In Kombination mit
Mn** und Fibrinogen beobachteten wir bei der Pro33-Variante sogar eine exzessive, statistisch
signifikante Src-Aktivierung (p<0,01), die bereits nach 2,5 min dem 2,5-fachen und nach 40 min dem

fiinffachen der Src-Aktivierung dessen ohne Mn”" entsprach. Die im zeitlichen Kontext stirkere
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Aktivierung der HPA-1b/1b-Variante, welche durch Src/allb-Quotientenbildung aus HPA-1b/1b
durch HPA-1a/1a ermittelt wurde, fallt unter den Einfluss von Mn2+ besonders ins Gewicht. Die Src-
Aktivierung der mit Mn>" und Fibronektin behandelten Pro33-Plittchen entsprach im Vergleich zu den
analog behandelten Leu33-Plittchen nach 2,5 min etwa dem Fiinffachen und nach 5 min dem
Dreifachen. Bei den mit MnCl, und Fibrinogen behandelten Pro33-Pléttchen fanden sich nach 2,5 min

sogar eine fast sechsfach hohere Src-Aktivierung und ein Vierfaches nach 5 min Adhésionszeit.

Obgleich dem HPA-1b/1b-Genotyp ein verstirktes Rezeptor-Outside-in-Signaling zugeschrieben
wird, fillt in Anwesenheit von Mn>" und Fibronektin -im Gegensatz nach Fibrinogenadhision- auch
bei der Pro33-Variante eine moderatere Src-Aktivierung auf. Trotz einer ,starreren” und weniger
,helikal“ gearteten Sekundérstruktur der Pro33-B-PSI-Doméne scheinen allosterische Mechanismen,
die nach Rezeptorinteraktion mit Fibronektin und Mn*" zum Tragen kommen, méglicherweise eine
Konformationsdnderung der Rezeptorektodomédnen hervorzurufen, die mehr der Leu33-Variante

ahnelt.

In Bezug auf die Src-Zeitkinetik stehen unsere Ergebnisse in Einklang mit den Untersuchungen von
Sajid und Vijayan et al (Sajid, 2002; Vijayan 2000). Nach Adhédsion auf immobilisiertem Fibrinogen
verzeichnete man bei der jeweiligen p-Pro33-Variante an CHO/HEK-293-Zellen vor allem zu frithen
Zeitpunkten eine vermehrte Aktivierung von pERK2/MLCK. In einer Untersuchung iiber das HPA-1-
abhingige Migrationsverhalten auf einer Vitronektinmatrix fand sich bei den Pro33-CHO-Zellen im
Vergleich zu Leu33-CHO-Zellen ein grosserer Unterschied nach 2 Stunden als zu spéiteren
Zeitpunkten wie nach 4 oder 6 Stunden. (Sajid et al, 2002; Vijayan et al 2000). Zusammenfassend
stiitzen unsere als auch frilhere Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen den Befund, dass der
prothrombotische Charakter der Pro33-Isoform nicht nur auf eine verstdrkte, aber vor allem auf eine

verfrithte Aktivierung des allbp3-Rezeptors beruht.

5.5 Nachweis der Spezifitit der Src-Kinase beim Outside-in-Signaling durch den
alIbp3-Rezeptorantagonisten Abciximab

Bei Abciximab (ReoPro) handelt es sich um das Fab-Fragment eines chimirischen (human-murinen)
monoklonalen Antikorpers, der hauptsidchlich gegen den Fibrinogenrezeptor allbf3 gerichtet ist, aber
auch an den Vitronektinrezeptor avp3 binden kann, der auf Plittchen, Osteoklasten, Endothel und
Tumorzellen exprimiert wird. Allerdings spielt die Inhibition von avp3 aufgrund seiner geringen
Anzahl mit 100 Kopien/Pléttchenoberfliche im Vergleich zu allbp3, welches mit 60000-80000
Kopien/Plattchenoberfliche vertreten ist, eher eine untergeordnete Rolle (Gawaz, 1999). Klinische
Anwendung findet Abciximab als Thrombozytenaggregationshemmer. Kardiale Indikationen fiir
Abciximab sind die percutane Coronarintervention (PCI) zur Herzinfarktprophylaxe und die instabile

Angina pectoris mit geplanter PCI innerhalb 24 Stunden bei Nichtansprechen der herkémmlichen
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antithrombotischen Medikation. Aber auch bei der Behandlung peripherer arterieller Thrombosen wird

Abciximab neben anderen Fibrinolytika angewendet.

Die Adhision von HPA-1a/la positiven Pléttchen auf immobilisiertes Fibronektin bzw. Fibrinogen
jeweils in Kombination mit bzw. ohne Mn®" fithrte zu einer spezifischen Src-Aktivierung. Die
Spezifitit der Src-Aktivierung in Bezug auf verschiedene Liganden wurde unter Zuhilfenahme des
allbp3-Rezeptorantagonisten Abciximab untersucht, welcher an die extrazellulire Doméne der B3-
Untereinheit bindet (Gawaz, 2000). Durch Priakubation der Plittchen mit Abciximab konnte sowohl
nach alleiniger Fibronektin -und Fibrinogenadhision als auch in Anwesenheit von Mn’" eine
Hemmung der Src-Aktivierung nachgewiesen werden. Interessanterweise trat bei allen Gruppen nach
Abciximab Behandlung ecine dhnliche niedrige Src Grund- oder Schwellenaktivierung auf. Hierbei
handelt es sich vermutlich um zelluldres und nicht membrangebundenes Src, da sich durch Abciximab

der zytoplasmatische Pool an allbB3 nicht vollstdndig blockieren ldsst (Gawaz, 2000).

Zusammengefasst ldsst sich durch allbp3-Inhibition indirekt auch eine Inhibition der 3-assoziierten
Src-Kinase erzielen, d. h. Abciximab fiihrt zu einer weit proximal gelegene Rezeptorinhibition bzw.
Frithinhibition innerhalb der Outside-in-Signalkaskade. Unsere Ergebnisse stehen in Konkordanz zu
einer Untersuchung von Merten et al., in der bei aktivierten Pldttchen im Beisein von Abciximab das
Adhisions- und Bindungsverhalten auf verschiedenen Ligandenmatrices wie Fibrinogen, Fibronektin,
Kollagen, Vitronektin und vWF getestet wurde (Merten, 1999). Durch Priinkubation der Plédttchen mit
Abciximab liess sich im Gegensatz zu Kollagen eine Adhdsionsminderung auf allen ollbp3-
kompatiblen Ligandematrices wie Fibrinogen, Fibronektin, Vitronektin und vWF erzielen (Merten,
1999). In Verbindung mit Fibrinogen und Mn*" zeigten laserspektroskopische Untersuchungen, dass
die Zerreisskrifte (,,rupture forces®), die es braucht, um die durch Mn?" induzierte verstirkte Bindung
zwischen Fibrinogen und allbB3 zu zerstoren, durch Abciximab aufgehoben werden kénnen (Livinov,
2004). HPA-1-abhéngige Unterschiede in Bezug auf Abciximab und einer entsprechenden Inhibition
der ADP-induzierten Fibrinogenbindung konnten nicht festgestellt werden (Weber, 2000).
Interessanterweise reagierten heteroygote HPA-1a/1b Triager am sensibelsten sowohl auf Abciximab
als auch auf Aspirin (Michelsen, 2000). Dieses Ergebnis steht in Diskonkordanz zu einer anderen
Studie von Wheeler iiber Abciximab-Bindungsassays von Patienten, die sich einer percutanen
Coronarintervention unterzogen haben (Wheeler, 2002). Im Vergleich zum homozygoten Phénotyp
zeigte sich bei den heterozygoten HPA-la/l1b-Tridgern nach Abciximab Bolus eine verminderte
Inhibition der Plittchenaggregation mdglicherweise durch eine hohere Anzahl frei werdender

Fibrinogenrezeptoren.
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6 Schlussfolgerung

Die spezifische Phosphorylierung der Src-Tyrosinkinase an Position 418 ist ein Frithmarker des
Outside-in-Signaling. Unsere Untersuchungen an humanen Pléttchen beider Genotypen zeigen, dass
das Integrin allbp3-abhéngige Outside-in-Signaling einer HPA-1-abhéngigen Modulation unterworfen
ist und bei der Pro33-Variante stets ausgepragter war als bei der Leu33-Variante. In Bezug auf die
Liganden Fibrinogen und Fibronektin beobachteten wir bei beiden Phinotypen eine submaximale Src-
Aktivierung zu frithen Adhédsionszeitpunkten, welche einer Ligandenspezifitiat unterlag und mit einer
stets geringeren Src-Aktivierung nach Fibronektin als nach Fibrinogenadhésion einherging. Dem
zugrunde liegen konnten allosterische Regulationsmechanismen, die mit der Besetzung der
Rezeptorektodoménen assoziiert sind. Fibronektin besitzt ungleich Fibrinogen keine (KQ)AGD(V)-
Sequenz, sondern bindet primiar RGD-abhingig an die p3-Untereinheit des Rezeptors (Mohri, 1996).
Das Peptidmotiv (KQ)AGD(V) der Fibrinogen-y-Kette interagiert sowohl mit allb als auch mit 3
(Salsmann, 2005). An der 3-Untereinheit kommt es ungleich RGD nicht nur zu einer Bindung an 33-
MIDAS, sondern auch an B3-ADMIDAS (Springer, 2008; Xiong, 2001). Im Vergleich zur
Fibronektinbindung wird dadurch eine globalere oder gestrecktere Vernetzung der Integrinoberfldche
erreicht. Mn®" ist in der Lage sowohl selbst ein Outside-Signaling zu induzieren als auch auf die
Ligandenbindungskinetik einzuwirken und die Clusterbildung zu fordern (Litvinov, 2004). In
Verbindung mit Mn®* fand sich bei beiden Rezeptorvarianten in Kombination mit den jeweiligen
Ligandenmatrices eine zeitabhingige, ebenfalls substratabhdngige Potenzierung der Src-Aktivierung,
die in Verbindung mit Fibronektin und Mn*" geringer ausgeprigt war als mit Fibrinogen und Mn*".
Auch hier spielen moglicherweise allosterische Mechanismen eine Rolle, die in der Folge das Outside-
in-Signaling begiinstigen. Die Besetzung der f3—Ektodoménen beinhaltet im Fall von Fibronektin und
Mn®" neben der Interaktion mit RGD-MIDAS auch das Besetzen der PA-MIDAS und PA-LIMBS mit
Mn*". Bemerkenswerterweise scheint trotz der starrer konfigurierten Pro33-p3-PSI-Domine, welche
das Outside-in-Signaling begiinstigen soll, vor allem die zuséitzliche Interaktion mit dem Peptidmotiv
(KQ)AGD(V) mit MIDAS und ADMIDAS die Src-Aktivierung zu verstiarken. Unter Zusammenschau
unserer Ergebnisse kommen wir zu dem Schluss, dass das prothrombogene Potential der HPA-1b/1b-
Variante (Pro33) relativ ligandenunabhingig mit einer frithzeitigen und verstirkten
Rezeptoraktivierung vergesellschaftet ist und durch das synergistisch agierende Mn®>" weiter potenziert
wird, indem Mn®" zu einer ligandenspezifischeren bzw. substrataffineren HPA-1-abhingigen Src-
Modulation beitrdgt. Die spezifische Src-Phosphorylierung bzw. das Outside-in-Signaling nach
alleiniger Adhésion am Fibronektin —bzw. Fibrinogen, sowie jeweils in Kombination mit Mn>" wurde
erwartungsgeméss durch den allbp3-Rezeptorantagonisten Abciximab (ReoPro) unterbunden. Der
homozygote HPA-1b/b Rezeptorphénotyp (Pro33) ist aufgrund seiner gesteigerten Thrombogenitit
mit einer vorzeitigen Manifestation fiir Myokardinfarkte bei KHK und hoheren Inzidenz von
Frithaborten vergesellschaftet (Ivanov, 2008; Zotz, 1998, 2005). Von daher sollte bei HPA-1b-Tragern

ein besonderes Augenmerk auf eine gezielte Inhibition des oallbp3-Rezeptors gelegt werden.
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Klinische Anwendung findet Abciximab bereits z. B. in der Kardiologie als adjuvanter
Thrombozytenaggregationshemmer bei percutanen Coronarintervention (PCI) oder instabiler Angina
pectoris. Ein Nutzen durch die zusétzliche Applikation von Abciximab ist belegt bei Patienten in der
Hochrisikophase eines akuten Koronarsyndroms, bei denen eine PTCA in Verbindung mit Diabetes,
einer non-STEMI (,,non ST Elevation Myocardial Infarction*)-Konstellation und positiven Troponin T
durchgefiihrt wurde (Stangl, 2010). Interessanterweise scheinen heteroygote Merkmalstriger HPA-
la/1b im Vergleich zur jeweiligen homozygoten Variante teilweise sensibler bzw. weniger gut auf
Abciximab und andere Antithrombotika anzusprechen. Die innerhalb der bidirektionellen
Signalkaskade des Integrins allbB3 mit assoziierten Signalwege sind weiterhin Gegenstand der
Forschung. Da  die  Pharmakokinetik des  allbp3-Rezeptors  moglicherweise  einer
Variantenabhingigkeit unterliegt, konnten zukiinftig auch direkt mit der B3-Untereinheit assoziierte
Proteine wie die Src-Kinase einen gezielten Angriffspunkt fiir eine pharmakologische Intervention

bilden.
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