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Zusammenfassung

Thrombozytare Integrinrezeptoren, wie das Membran-dominierende ainf3 Integrin, sind
essentiell fir eine adaquate Thrombozytenfunktion im Zuge der Hamostase. Sie kénnen
aber, bei Dysfunktion, unter anderem in Form gestorter Aggregation, ursachlich an der
Entstehung thromboembolischer bzw. hamorrhagischer Ereignisse beteiligt sein. Der
HPA-1-Polymorphismus (Leu33/Pro33-Polym.) des ainPB3-Rezeptors steht bei homo-
zygoten Tragern des HPA-1b-Allels fur eine erhohte Thrombogenitat, die sich klinisch u.a.
in einer vorzeitigen Inzidenz eines akuten Myokardinfarkts auf3ert. Die zytoplasmatische
Bs-Untereinheit des ainPB3-Rezeptors interagiert im Zuge der Integrin-Aktivierung mit vielen
Signal- und Zytoskelettproteinen, einschliellich Kindlin-3. Ein Verlust von (s-
Wechselwirkungen mit dem Adaptorprotein  Kindlin-3 kann eine fehlerhafte
Signalweiterleitung und in der Folge eine gestorte Thrombozytenfunktion verursachen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Potenzial mimetischer Peptide und deren
Einflussnahme auf die Rolle des Kindlin-3 in der Signalkaskade zu untersuchen. Die
Untersuchungen dazu wurden anhand der statischen Adhasion auf Fibrinogen und
Fibronektin an humanen Thrombozyten durchgefiihrt. Dabei lag der Fokus auch auf der
Untersuchung der beiden Genvarianten des HPA-1-Polymorphismus. In diesem Rahmen
wurde initial ein Protokoll zum Einsatz $s-mimetischer Peptide fir die Bindungsstelle von
Kindlin-3 an der Bs-Untereinheit des Integrinrezeptors B3 entwickelt. Die Internalisierung
der Peptide wurde lasermikroskopisch nach FIlAsH-Labeling nachgewiesen. Darauf
aufbauend wurden in mehreren Untersuchungsreihen die geeigneten Konzentrationen
bzw. Inkubationsbedingungen mittels Aggregometrie und Fluoroscan flr beide
Genvarianten ermittelt. Nach Protokolletablierung wurde dann in einem weiteren Schritt
an Thrombozyten aus Spenderblut von homozygoten HPA 1a/1a- bzw. HPA 1b/1b-
Tragern die Wirkung Bs-mimetischer Peptide auf das statische Adhasionsverhalten auf
Fibrinogen und Fibronektin mittels quantitativer Fluoreszenzmessungen (n=25) und
Lasermikroskopie untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen bezuglich des generellen Einsatzes mimetischer
Peptide, dass die Peptide zum einen die komplexe Membranbarriere der Thrombozyten
Uberwinden kénnen und dass sie zum anderen einen stark unterschiedlichen spezifischen
Einfluss auf die Thrombozytenadhdsion und Thrombozytenaggregation beider
Genvarianten haben. Bei der HPA 1a/1a-Variante lie® sich ein signifikant inhibitorischer
Effekt auf die Thrombozytenadhasion nach der Applikation Bs-mimetischer Peptide fir die
Bindungsstelle von Kindlin-3 nachweisen, ein Effekt, der bei Weiterverfolgung dieser
Untersuchungsrichtung die Maoglichkeit zuklnftiger pharmakologischer Therapien
impliziert. Im Gegensatz dazu fand sich im Falle von Thrombozyten der HPA 1b/1b-
Variante eine signifikant inverse Reaktion in Form einer - aufgrund der bisherigen Literatur
unerwarteten und hier erstmals beschriebenen - gesteigerten statischen Adhasion auf
beiden Liganden Fibronektin mit einer Steigerung um 30% und Fibrinogen um 56%. Die
aggregometrischen Untersuchungen im Rahmen der Protokolletablierung bestéatigten
diesen Trend. Auf Fibrinogen zeigten Thrombozyten der HPA-1b-Variante diesbezuglich
durchgehend ein hoéheres Adhasionspotenzial. Der inhibitorische Effekt Bs-mimetischer
Peptide auf Thrombozyten der HPA-1a-Variante war in unserem Experimentalansatz fur
beide Liganden mit einer Reduktion der statischen Adhasion auf -22% gleich.

Im Ruckschluss scheint Kindlin-3 1.) in der Signalkaskade der aun33 Integrin-Aktivierung
eine Adhasions-limitierende und 2.) eine Polymorphismus-spezifische Rolle zu spielen. Es
ergeben sich neue Hypothesen, die in dieser Arbeit diskutiert werden.

Der erfolgreiche Ersteinsatz Bs-mimetischer Peptide fur die Bindungsstelle von Kindlin-3
macht vertiefende (z.B. rheologische) Untersuchungen im Zuge einer in Zukunft
moglichen Pharmakotherapie Erfolg versprechend und fordert zudem flr ein spateres
pharmakologisches Sicherheitsprofil den weiteren Vergleich beider Genvarianten.



Abstract

Platelet integrin receptors like membrane-dominating ausPBs integrin are essential to
ensure adequate platelet function during haemostasis. In case of a dysfunction, e.g.
impaired aggregation, they can, however, be a causative factor of thromboembolic or
haemorrhagic events. In homozygous carriers of the HPA-1b allele, the HPA-1
polymorphism (Leu33/Pro33 polymorphism) of the aun33 receptors indicates an increased
thrombogenicity which is clinically manifested with an early incidence of acute myocardial
infarction. The cytoplasmic 33 subunit of the a3 receptor interacts with many signalling
and cytoskeletal proteins during integrin activation, including kindlin-3. Any loss of the B3
interactions with the adaptor protein kindlin-3 can lead to a defective signalling and
subsequently impaired platelet function.

The aim of the present study was to investigate the potential of mimetic peptides and
their influence on the role of kindlin-3 in the signalling cascade. Studies on human
platelets were performed to evaluate the static adhesion to fibrinogen and fibronectin.
One focus was placed on evaluating the two gene variants of the HPA-1 polymorphism.
Initially, a protocol was developed for the use of Bz mimetic peptides for the binding site
of kindlin-3 to the Bs subunit of the integrin receptor aipLBs. Internalisation of the peptides
was confirmed by means of laser microscope after FIAsH labelling. On this basis, the
suitable concentrations and incubation conditions were determined for both gene variants
in a series of tests using aggregometry and fluoroscan. After implementation of the
protocol, the effect of B3 mimetic peptides on the static adhesion behaviour to fibrinogen
and fibronectin was analysed in a further step by means of quantitative fluorescence
measurement (n=25) and laser microscopy using platelets from donor blood of
homozygous carriers of HPA 1a/1a or HPA 1b/1b, respectively.

Regarding the general use of mimetic peptides, the results show that peptides are able to
overcome the complex membrane barrier of the platelets and also have a different
specific influence on the platelet adhesion and aggregation of both gene variants. In the
HPA 1a/1a variant, a significant inhibitory effect on platelet adhesion was demonstrated
after application of B3 mimetic peptides for the binding site of kindlin-3 implying the
possibility of pharmacological therapies after further pursuing these research activities. In
contrast, platelets of the HPA 1b/1b variant showed a significant inverse reaction, i.e.
increased static adhesion to both ligands fibronectin by 30% and fibrinogen by 56%,
respectively; this effect was unexpected, as it has not yet been described in scientific
literature. Aggregometry tests performed within the scope of the development of the
protocol confirm this trend. Platelets of the HPA-1b variant consistently demonstrated a
higher adhesion potential to fibrinogen. In our experimental design, the inhibitory effect of
Bs mimetic peptides on platelets of the HPA-1a variant was equivalent for both ligands
with a reduction of the static adhesion of -22%.

In conclusion, kindlin-3 seems to 1.) have an adhesion-limiting effect in the signalling
cascade of the aubPs integrin activation and 2.) play a polymorphism-specific role. This
results in new hypotheses that will be discussed in the present study. Due to the
successful initial use of Bz mimetic peptides for the binding site of kindlin-3, further (e.g.
rheological) analyses appear promising with regard to a potential future
pharmacotherapy. Moreover, a more accurate comparison of both gene variants is
required for the assessment of the pharmacological safety profile.
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1 Einleitung

1.1 Einfuhrung
Seit Jahren weisen die Daten der WHO (World Health Organisation) und des

Statistischen Bundesamts chronisch ischamische Herz-Kreislauferkrankungen als
die haufigste Todesursache aus (“WHO | The top 10 causes of death").

Die Ursachen fur ihre Entstehung sind multifaktoriell. Neben den traditionell
bekannten Risikofaktoren wie Hyperlipidamie, Hypertonus und Nikotinabusus
existieren auch hereditdre Normvarianten, die pathogenes Potenzial aufweisen
(Lefkowitz and Willerson, 2001; Yusuf et al., 2004). Dem Pathomechanismus
chronisch ischamischer GefalRerkrankungen liegt eine Stérung der Integritat des
GefalRwandendothels zugrunde. Es lasst sich eine Vielfalt unterschiedlicher
pathogener Faktoren auf unterschiedlichen Ebenen beobachten, die ursachlich
das sensible Gleichgewicht zwischen prothrombotischen und fibrinolytischen
Prozessen storen (Scharf et al., 2016). Neben quantitativen Veranderungen der
Blutbestandteile kommt auch den qualitativen Veranderungen des Gerinnungs-
systems auf molekularer Ebene, die durch genetische Mutationen entstanden
sind, eine nicht zu unterschatzende Rolle zu, insbesondere der Mutation des a3

Integrins von Thrombozyten (Loncar et al., 2007).

1.2 Hamostase
In der primaren Hamostase erfolgt die Aktivierung von Thrombozyten zur Bildung

eines hamostatischen Pfropfs (,hemostatic plug“), der den Bruch in der
Gefallwand abdichtet und Uberschussigen Blutverlust verhindert. Es folgen
Wechselwirkungen zwischen den Bestandteilen des exponierten Subendothels
einschlieBlich Fibrinogen (FG), Kollagen, von Willebrandfaktor (VWF), Fibronektin
(FN) und spezifischen Membranrezeptoren der Thrombozytenoberflache, den
sogenannten Integrinen (Baker-Groberg et al., 2014; Kasirer-Friede et al., 2002;
McCarty et al., 2004). Dadurch kénnen die Thrombozyten die hohen intravasalen
Blutscherkrafte Uberwinden und sich an der Ziel-Endothelstelle anheften. Die
Bindung von Fibrinogen und ausgewahlten Matrixproteinen mit Arg-Gly-Asp
(RGD)-Sequenzen an diesen spezifischen Integrin-Rezeptor vermittelt u.a. eine
stabile Thrombozytenadhasion, Aggregation und Thrombusbildung. Der weitere

Aktivierungsprozess erfolgt durch Konformationsanderungen (,shape change®),



die das Auftreten mehrerer interner Signalisierungsnetze induziert, wie u.a. die
Sekretion von Granula.

Anschliefend ermdglichen die aktivierten Thrombozyten eine sekundare
Hamostase, die die Bildung eines Fibrin-Gerinnsels unterstitzt, indem sie
Koagulationsfaktoren freisetzen und eine katalytische Oberflache fur die Haupt-
interaktionen der Koagulationskaskade bieten (Jurk and Kehrel, 2005; Stassen et
al., 2004).

1.3 Integrine
Aufgrund einer grollen Anzahl dieser spezifischen Integrin-Rezeptoren sind

Thrombozyten hochreaktive Zellen, die leicht durch viele physiologische und
nichtphysiologische Agonisten aktiviert werden. Die Signalwege Uber diese
Rezeptoren sind abhangig von der Art der Agonisten, aber sie fuhren immer zu
Reaktionen, die in der Aktivierung von Thrombozyten enden. Die Expression von
multiplen Membranrezeptoren, sowohl konstitutiv als auch aktivierungsabhangig,
vermittelt die Thrombozytenadhasion und -aggregation an Stellen der vaskularen
Verletzung. Integrine vermitteln extrazellulare Signale nach intrazellular und
umgekehrt, eine sogenannte bidirektionale Signaltransduktion (,bidirectional
signaling®), (Hynes, 2002). Dadurch kdnnen die Zellen auf ihre chemische bzw.

physikalische Umgebung dynamisch reagieren (Calderwood et al., 2013).

1.4 Integrin auxPs
Der aibBs-Integrin-Rezeptor ist ein spezifischer Membranrezeptor aus der Gruppe

der B-Integrine, zu denen unter anderem auch das Integrin avBs gehort. Der auib3s3-
Integrin-Rezeptor wird primar nur auf Thrombozyten und Megakaryozyten

exprimiert (Nakazawa et al., 2013).

Das Integrin aupPzist ein heterodimeres, transmembranes Glykoprotein. Es ist mit
60.000 bis 100.000 Kopien am haufigsten auf der Thrombozytenmembran
vertreten (Massberg et al., 2002; Wagner et al., 1996; Ye et al., 2010). Es besteht
aus einer 115 Kilodalton (kDa) schweren B3-Untereinheit und einer 90 kDa grof3en
a-Untereinheit (Phillips et al., 2001). Beide Untereinheiten durchdringen die
Membran und lassen sich demzufolge in eine extrazellulare, transmembrane und
zytoplasmatische Region unterteilen. Diese beiden zytoplasmatischen Regionen,

auch ,tails* genannt, stellen als funktionelle Einheit im Verlauf der Integrin-
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Aktivierung mit Hilfe spezifischer Adhasionsproteine wie Talin und Kindlin-3 auch
eine Verbindung zum Zytoskelett her (Larjava et al., 2008; Moser et al., 2009; Zhu
et al., 2017). Die a-Untereinheit ist eine primare Determinante der extrazellularen
Ligandenbindungsspezifitat, wahrend der B-tail der Hauptmediator intrazellularer

Wechselwirkungen ist (Hynes, 2002; Tozer et al., 1999).

Integrine sind verantwortlich flr die Zell-Zell Adhasion der Thrombozyten
untereinander und die Zell-ECM Adhasion (Kahner et al., 2012). Der Integrin-
aibBs-Rezeptor besitzt verschiedene Liganden, die ihn aktivieren kdnnen. Diese
Aktivierung ist mitunter entscheidend flr die kohasiven Eigenschaften von
Thrombozyten. Zu diesen Liganden gehdéren, neben Fibrinogen mit dem groRten
Aktivierungspotenzial, u.a. Fibronektin, Vitronektin und vWF (Bennett, 2005;
Bennett et al.,, 2009; Cierniewski et al., 1999; Gawaz et al., 1999). Fur die
Ligandenbindung ist das extrazellulare globulare Kopfstiick verantwortlich (Takagi
et al., 2002).

1.5 Integrin aunBs-Aktivierung

Das Integrin aipB3ist aufgrund seines bereits erwahnten bidirectional signaling ein
wichtiges Rezeptorprotein zur Vereinigung intra- und extrazellularer Prozesse
(Calderwood et al.,, 2000). Das Integrin a3 kann durch diesen komplexen
Mechanismus u.a. mit Hilfe von ,Triggerproteinen® reversibel von einem ,low-
affinity state” in einen ,high-affinity state® wechseln (Gottschalk et al., 2002) (vgl.
Abb.1). In ihrer inaktiven Konformation (intravasal zirkulierende Thrombozyten)
weisen die aipP3-Rezeptoren eine geringe Affinitat fur Liganden auf, wohingegen
nach Aktivierung (/nside-out signaling) die Affinitat zunimmt, was im Folgenden zur
Ligandenbindung, Integrin-Clusterbildung (Cluzel et al., 2005) und schlie3lich zum
Outside-in signaling fuhrt. Man unterscheidet folglich das Inside-out signaling von
dem Outside-in signaling (Giancotti and Ruoslahti, 1999; Schwartz and Ginsberg,
2002).



Eine erhohte Aktivitat in Form einer gesteigerten Affinitat des Integrin-Rezeptors
fir seine extrazellularen Liganden (u.a. FG und FN), die durch eine
Konformationsanderung bedingt ist, wird als Inside-out signaling bezeichnet
(Ginsberg et al., 2005; Tadokoro et al., 2003; Ye et al., 2011). Hier kommt es zu
intrazellularen Signalisierungsereignissen, wie beispielsweise der Bindung von
Adaptorproteinen wie Kindlin-3 und Talin an die zytoplasmatische R-Untereinheit
oder an Phospholipide der Membran, was dann in einer erhdhten
Ligandenbindungsaffinitat und dem sogenannten ,Integrin-Clustering® endet
(Harburger and Calderwood, 2009; Luo et al., 2007; Ma et al., 2006; Roberts and
Critchley, 2009; Shattil et al., 2010; Wegener et al., 2007).

Fuhrt eine Integrin-Rezeptor-Aktivierung zum Ablauf von Signalwegen in das
Zellinnere mit Verbindung zu Bestandteilen des Zytoskeletts, wie u.a. Aktin,
handelt es sich um das sogenannte Outside-in signaling, welches neben der
Zelladhasion auch zur Zellmigration beitragt (Ginsberg et al., 2005; Legate et al.,
2009; Montanez et al., 2008). Die Bindung extrazellularer Liganden induziert auch
eine Reihe von Outside-in Signalen, die in der Aktivierung zahlreicher Kinasen
(u.a. die Tyrosinkinase Src) und Phosphatasen (u.a. Tyrosin Phosphatase SHP-2)
und schlieBlich in der zytoskelettalen Reorganisation (Filopodien- bzw.
Lamellipodienausbildung) enden, wodurch die Thrombozyten sich auf einer
adhasiven Oberflache ausbreiten konnen (,Spreading®) (Obergfell et al., 2002;
Phillips et al., 2001; Shattii and Newman, 2004; Vijayan et al., 2004). Die
Erkennung von Fibrin oder Fibrinogen als immobilisiertes Substrat erfordert kein
Inside-out signaling, induziert jedoch mitunter eben dieses Outside-in signaling
(Byzova and Plow, 2000; Vijayan et al., 2000).
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Abb.1: Aufbau Integrin-Rezeptor und schematische Darstellung
der Aktivierungsgrade

Spezifische Kontakte zwischen den Ektodomanen (extrazellular), der Transmembran-Domane
(TM) und den cytoplasmatischen Domanen halten das Integrin in seiner gebogenen Konformation.
Die Trennung der Integrin-Beine, TM und cytoplasmatischen Domaéanen erfolgt wahrend der
Integrin-Aktivierung, was zu einer erweiterten (aufgerichteten) Integrin-Konformation fihrt. Die a-
Untereinheit ist griin dargestellt und die B-Untereinheit violett (modifiziert nach Moser et al., 2009).

1.6 Der HPA-1-Polymorphismus des ainB3-Rezeptors

Die medizinische Forschung kennt verschiedene Genvarianten der 3-Untereinheit
des aibPBs-Rezeptors. Die haufigste Variante und auch von ihrer Kklinischen
Relevanz wichtigste ist der HPA-1-Polymorphismus (Zotz et al., 2005, 1998)
Dieser Polymorphismus ist durch den Austausch eines Nukleotids an Position
1565 im Exon des B3-Gens bedingt. Die Base Thymin wird gegen Cytosin
ausgetauscht und fiihrt daraufhin zu einer Anderung der Aminosauresequenz an
Position 33 der Bs-Untereinheit. Es wird dann Prolin fur Leucin eingebaut (Vijayan
et al., 2005). Dieser Austausch fuhrt zu einer Konformationsanderung des Integrin-
aibPs-Rezeptors (Xiao et al., 2004; Yee and Bray, 2004).

Die homozygote Genvariante HPA-1b/1b mit beschriebener Anderung der
Aminosauresequenz (Pro33/Pro33) kommt allerdings nur zu 3% in der
europaischen Bevolkerung vor. Mit 75,1 % ist der homozygote Genotyp HPA-
1a/1a (Leu33/Leu33) am haufigsten vertreten. Die heterozygote Genvariante HPA
1a/1b (Leu33/Pro33) kommt in Europa mit 25% ebenfalls relativ haufig vor
(Di Castelnuovo et al., 2005; Williams and Bray, 2001). Die HPA-1b/1b-Variante ist

ein wichtiger Faktor fur gesteigerte Thrombogenitat. Ursachlich dafur ist ein
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shyperreaktives” Rezeptorpotential des aipfs Integrins. Diese gesteigerte Aktivitat
aullert sich z.B. in einem geringeren Aktivierungsschwellenwert durch
Stimulantien wie ADP und Adrenalin sowie in einer erhéhten Degranulierungsrate
von a-Granula nach erfolgter Stimulation (Michelson et al., 2000). Auf klinischer
Ebene resultiert fir Thrombozyten dieser Genvariante eine verkurzte Blutungszeit,
durch einen Integrin-getriggerten hoheren Verbrauch an Prothrombin bzw. der
Generierung von Thrombin (Byzova and Plow, 1997; Vijayan and Bray, 2006).
Generell wird fur Thrombozyten der prothrombotischen Variante postuliert, dass
es bei diesen zu einer stabileren Bindung zwischen dem ainB3-Integrin-Rezeptor
mit seinen extrazellularen Liganden Fibrinogen und Prothrombin kommt (Vijayan

and Bray, 2006). Ein gesteigertes Outside-in signaling wird hier vermutet.

Klinische Assoziationsstudien haben gezeigt, dass Patienten mit bekannter
koronarer Herzkrankheit (KHK), die heterozygote oder homozygote Trager des
HPA-1b-Genotyps waren, im Median 5,2 Jahre friher einen Myokardinfarkt erlitten
haben als Trager des homozygoten HPA-1a-Genotyps (Weiss et al., 1996; Zotz et
al., 2005, 1998). Des Weiteren wird uber ein erhohtes Risiko fur wiederholte
Spontanaborte bei Tragerinnen des homozygoten HPA-1b-Allels berichtet (lvanov
et al., 2008). Loncar et al. (2007) konnten nachweisen, dass Thrombozyten von
Tragern des HPA-1b-Genotyps im Vergleich zu Thrombozyten von HPA-1a-
Genotyp-Tragern bei hoheren Scherraten unter flussdynamischen Bedingungen
eine hohere Resistenz aufweisen. Experimente, die eine Verbindung zwischen der
HPA-1b-Variante und einem Thromboserisiko herstellen, haben zu wider-
spruchlichen Ergebnissen gefuhrt (Bennett et al., 2001; Bussel et al., 2000; Loncar
et al., 2007; Vijayan and Bray, 2006). Diese Widerspruche beziehen sich aber
nicht auf die generelle Annahme, dass bei Thrombozyten der HPA-1b-Variante die
Adhasion an Fibrinogen erleichtert ist (Ghosh et al., 2002; Jallu et al., 2012).
Vijayan and Bray (2006) legen nahe, dass Bs-Strukturmodifikationen, die mit der
Leu33-Substitution verknupft sind, die Stabilitat der offenen Kopfkonformation des

Integrins nach der Ligandenbindung verbessern.



Konnte man Unterschiede experimentell in vitro aufzeigen, so wird die klinische
Relevanz dieser Mutation, trotz der immensen Bedeutung der HPA-Poly-
morphismen auf den Gebieten der Immunologie und Transfusionsmedizin (Grotto
et al.,, 2015; Rozman et al., 1999; Verran et al., 2000), weiterhin diskutiert
(Bojesen et al., 2003; Di Castelnuovo et al., 2005; Lambrinoudaki et al., 2010;
Loncar et al., 2007; Reiner et al., 2001; Sucker et al., 2009; Verdoia et al., 2015).
Dies ist sicherlich durch das vergleichsweise geringere Vorkommen homozygoter
HPA-1b-Trager mitbedingt.

1.7 Kindlin-3
Die Aktivierung von verschiedenen heterodimeren Integrin-Rezeptoren durch das

zytosolische Protein Kindlin-3 ist dabei entscheidend fir die Regulierung
verschiedener zelladhasionsabhangiger Prozesse, einschliellich der Blut-
gerinnung. Die Kindline gehdren zur Familie der intrazellularen Adaptorproteine,
zu denen auch Talin gehort (Moser et al., 2009; Petrich et al., 2007; Rojas and
Ahmed, 1999). Bei Mausen und Menschen zahlt man drei Familienmitglieder,
Kindlin-1, -2 und -3. Der Name Kindlin leitet sich ab vom Kindler Syndrom, einer
autosomal rezessiv vererbten Dermatose. Sie beruht auf einer Genmutation, die
erstmals von Therese Kindler beschrieben wurde (Fassihi et al., 2005; Jurk et al.,
2010; Kloeker et al., 2004; Mory et al., 2008).

Die drei Kindline werden in Geweben bzw. Zellen unterschiedlich exprimiert. So
findet sich Kindlin-2 fast ubiquitar in Epithelzellen, Fibroblasten, embryonalen
Stammzellen (z.B. CHO-,chinese hamster ovarial cells* Zellen) und Gewebezellen
von Leber, Niere, Colon und Herz. Kindlin-1 wird bereits eingeschrankter
exprimiert, u.a. wie Kindlin-2 in Epithelzellen, in Keratinozyten der Haut (siehe
Kindler Syndrom), Zellen der Harnblase, der Niere und Zellen des Magen-Darm-
Trakts (Karakdse et al., 2010). Kindlin-2 ist ein essentielles Signalprotein im Zuge
des Outside-in signalings Uber die Bs-Untereinheit des avB3 Integrin-Rezeptors
von Endothelzellen und hier malRgeblich an der Angiogenese beteiligt (Liao et al.,
2015; Simon, 2015).



Kindlin-3 (75kDa) hingegen wird hauptsachlich in Zellen des hamatopoetischen
Systems exprimiert. Zu diesen Zellen gehéren Leukozyten, Erythrozyten und mit
Blick auf das Integrin aib3 auch Thrombozyten (Fagerholm et al., 2014; Meves et
al., 2009; Ussar et al., 2006). In neueren Arbeiten wurde es auch in niedrigerer
Konzentration in Epithelzellen gefunden (Bialkowska et al., 2010). Kindlin-3
interagiert direkt mit der zytoplasmatischen Untereinheit von Bsz- bzw. B1-Integrinen
(Lu et al., 2016; Yates et al., 2012). Im Mausmodell fiihrt ein Knockout des Kindlin-
3 Gens zu perinataler Letalitat aufgrund von Anamien (Krager et al., 2008) und
diffusen Blutungen in verschiedenen Koérperregionen. Trotz unveranderter Talin-
Expression konnen Integrine, in vivo, in Thrombozyten ohne das Adaptorprotein
Kindlin-3 nicht aktiviert werden (Joo, 2012; Moser et al., 2009, 2008). Kindlin-3 ist
deshalb essentiell flr die Aktivierung und Regulation von (1- und Bs-Integrinen
(Ma et al., 2008; Moser et al., 2008).

Die LAD-IlII (,Leukocyte adhesion deficiency-lll“) ist ein seltenes primares
Immundefizienz-Syndrom und ist charakterisiert durch eine homozygote Mutation
im Kindlin-3-Gen (Cytosin->Thymidin Punktmutation) (Crazzolara et al., 2015). Auf
molekularer Ebene kommt es zu einem gestorten signaling Uber die B-Untereinheit
von Integrinen, was dann letztendlich zu einer gestorten Leukozytenadhasion,
Chemotaxis sowie einer gestorten Thrombozytenadhadsion /-aggregation fuhrt.
Klinisch findet sich dementsprechend eine hohe Anfalligkeit fur Infektionen,
spontane episodische Blutungen und eine Osteopetrosis (Kuijpers et al., 2009;
Malinin et al., 2009; Mory et al., 2008; Sabnis et al., 2010; Svensson et al., 2009).
Kindlin-3 ist an der Podozytenbildung in Osteoklasten beteiligt (Schmidt et al.,
2011), eine Beobachtung, die zum Teil die Osteopetrosis bei Kindlin-3-defizienten
Mausen und bei humanen LAD-III-Patienten erklart (Malinin et al., 2009; Moser et
al., 2009; Schmidt et al., 2011).

1.8 Das HIV-Tat-Peptid und Mimetische Peptide
Das Tat-Peptid wird von dem Tat-Protein (,transactivator of transcription®) des
humanen Immundefizienzvirus (HIV) abgeleitet und gehoért zur Gruppe der
zellpenetrierenden Peptide (CCP) (Brooks et al., 2005). Es ist die kirzeste
abgeleitete Aminosauresequenz, die effizient in die Zellen eintreten kann und dort
die HIV-Virusgenexpression generieren kann (Rizzuti et al., 2015; Vivées et al.,
1997). Es dient in dieser Arbeit als Trager und Transportmolekul des Wirkpeptids.
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CPPs (,cell penetrating peptides”) konnen die Zellbarriere Uber Inter-
nalisierungswege Uberwinden. Sie sind seit Langerem eine erprobte Methode,
gekoppelte bioaktive Makromolekule wie Peptide, Oligonukleotide, Proteine und
eben auch Arzneimolekile zu ihrem Wirkort zu transportieren. Sie bieten so einen
Weg der spezifischen Pharmakotherapie (GUO et al., 2016).

Tat-Peptid

Arg Ly: /s Arg Arg Arg Arg Arg

Abb. 2: Aminosauresequenz des basischen Tat-Peptids
(modifiziert nach Rizzuti et al., 2015)

Es ist bis jetzt jedoch nicht ausreichend geklart, wie die CPPs diesen effizienten
molekularen Transport mit geringer Zytotoxizitat erreichen (Futaki et al., 2001).
Der generelle Mechanismus, wie die eher hydrophilen kationischen Peptide die
hydrophobe Zellmembran durchdringen, ist noch nicht vollstandig geklart. Es gibt
mehrere Studien, die die Beteiligung der Endozytose als Hauptweg fur die
Internalisierung der Peptide unterstitzen (Richard et al.,, 2003). Neuere
Untersuchungen zeigen jedoch, dass dies nicht durch Endozytose geschieht
(Dimitriou et al., 2009). Herce et al. (2009) haben diesbezuglich herausgefunden,
dass argininreiche Peptide (Futaki et al., 2003), wie auch das Tat-Peptid, u.a.
durch vorubergehende Porenbildung in die Zelle aufgenommen werden. Ein
weiterer aktinabhangiger Aufnahmemechanismus wird diskutiert (He et al., 2015).
Das a-Globin (HbaX)-mimetische Peptid steht beispielhaft flr ein aktuell in der
Erprobung stehendes mimetisches Peptid in der pharmakologischen Forschung.
Die Fahigkeit des Hamoglobins, den potenten Vasodilatator Stickstoffmonoxid
(NO) im Blut abzufangen, dient generell als Sicherstellung eines ausgeglichenen
Gefaltonus. In Endothelzellen bilden die a-Ketten von Hamoglobin (a-Globin) und
die endotheliale NO-Synthase einen makromolekularen Komplex, der eine
Reduzierung von bioaktivem NO direkt neben der Produktionsquelle induziert.
HbaX verdrangt endogenes alpha-Globin und erhdht das bioverfigbare NO fir die
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Vasodilatation. Die nachgewiesene Zielspezifitat des Peptids verhindert negative
Wechselwirkungen mit endogenem Hamoglobin und verbessert die NO-
Signalisierung, was zu vasodilatatorischen Effekten fuhrt (Keller et al., 2016).

Es gibt bereits Untersuchungsreihen mit Tat7.s7) konjugierten Bs-mimetischen
Peptiden flr die zytosolische Bs-Untereinheit. Es konnte dort gezeigt werden, dass
die Thrombozytenmembran nicht nur penetriert wird, sondern dass das
mimetische Peptid die Thrombozytenaggregation sowohl im PRP als auch bei
gewaschenen Thrombozyten dosisabhangig hemmt (Dimitriou et al., 2009). Litjens
et al. (2003) berichten in ihrer Verodffentlichung Uber eine 25%-ige Verringerung
der Thrombozytenadhasion auf FG-beschichteter Oberflache durch das f3-
Peptidanalogon, welches auch u.a. die Kindlin-3 Bindungsstelle enthalt. Frihere
Versuchsreihen konnten mit Hilfe mimetischer Peptide fur den zytoplasmatischen
Bs-tail (B-3755-762-Sequenz) die Bedeutung dieser Proteinregion fur Adhasions-
prozesse von HEL-(,human erythroleukemia cells“) und ECV-(,human endothelial

cells®) Zelllinien aufzeigen (Liu et al., 1996).

Fir die Arbeit wurde das Tat-Peptidz.s7) mit dem spezifischen Peptidanalogon der

Bs-Bindungsdomane von Kindlin-3 konjugiert.

1.9 Arbeitshypothese

Das Zusammenspiel von interventioneller und medikamentoser Behandlung bzw.
Sekundarprophylaxe von kardiovaskularen Erkrankungen ist essentiell. Auf Grund
seiner Bedeutsamkeit steht die Ergrindung, aber auch im Besonderen die
Beeinflussung der Thrombogenese in seinem komplexen vaskularen Umfeld
weiterhin im Fokus naturwissenschaftlicher Forschung. Die Angriffspunkte
antithrombotischer Forschung sind vielfaltig. Die Erkenntnis, dass zum Beispiel
ADP-Rezeptor-Antagonisten wie Clopidogrel bzw. sein Nachfolger zweiter
Generation Ticagrelor maRgeblich zur Verhinderung eines Stentverschlusses nach
Koronararterienverschluss beitragen, schliel3t auch andere Mitspieler der primaren
Hamostase als medikamentdse Angriffspunkte nicht aus (Bledzka et al., 2013a;
Kdssler et al., 2009). Klinische Studien zur direkten Blockade der globalen
Ligandenbindung am Integrin aibB3-Rezeptor durch orale Therapeutika (z.B.
Sibrafiban) zeigten sich beziglich Dosis und Wirkung als sehr ungunstig und

mortalitatssteigernd, vor allem im Hinblick auf Blutungskomplikationen (Cannon,
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2003; Chew et al.,, 2001; Leebeek et al.,, 2002). Alle Therapeutika dieser
Substanzklasse wirkten hier blockierend auf das RGD-Motiv, eine von mehreren
Bindungsdomanen am Integrin aipbB3-Rezeptor. Es kam in diesem Fall
wahrscheinlich nicht zur gewlunschten Thromboseprophylaxe durch eine Integrin-
Modulation, sondern zur vollstandigen Blockade des Integrin-Rezeptors und zur
Verhinderung dessen Bindung an ECM-Proteine, die dieses Bindungsmotiv
tragen. Kindlin-3, als Protagonist und als teilweise bereits beschriebener Regulator
anderer Adatorproteine wie Talin in der Signalkaskade der Aktivierung des auibf3s3-
Rezeptors (Montanez et al., 2008; Moser et al., 2009, 2008), stellt eine
wirkungsvolle und moglicherweise komplikationsarmere Alternative  der

spezifischeren Thromboseprophylaxe dar.

Mit dieser Arbeit wird ein Protokoll zum Einsatz [Rs3-mimetischer Peptide fur die
Bindungsstelle von Kindlin-3 an der Rz-Untereinheit des aunPB3-Rezeptors
vorgestellt. Anhand von Untersuchungen zur statischen Adhasion auf Fibrinogen
und Fibronektin soll in einem zweiten Schritt nicht nur der Einfluss mimetischer
Peptide bezlglich ihrer Adhasionsfahigkeit diskutiert, sondern auch eine Relation
zum HPA-1-Polymorphismus gezogen werden. In diesem Zusammenhang soll das
Potential mimetischer Peptide gepruft werden. So konnte ein vollstandiges
Verstandnis der Rolle von Kindlin-3 in der Signalkaskade der Beeinflussung des
aibBs-Integrins Kindlin-3 direkt oder seine Effektoren wie die Bz-Untereinheit zu

einem wirksamen medikamentdsen target machen.

1.10 Spezifische Fragestellungen

a) Welchen Einfluss haben die B3-mimetischen Peptide fur die Bindungsstelle von
Kindlin-3 an der Bs-Untereinheit des Intergins aupP3 auf die statische Adhasion von
Thrombozyten?

b) Gibt es Unterschiede im Adhasionsverhalten von Thrombozyten der HPA-1a-
Variante und der HPA-1b-Variante nach Applikation Bz-mimetischer Peptide?

c) Gibt es Unterschiede im Adhasionsverhalten der Thrombozyten an die

Liganden Fibrinogen und Fibronektin unter dem Einfluss B3-mimetischer Peptide?
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2. Material und Methoden

21 Material

211 Verwendete Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

MgCl. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
CacCl; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
HCI (0,5 M) Merck KGaA, Darmstadt

PBS (Phosphate Buffer Solution)-
Puffer (pH 7,3; ohne Mg/Ca)

PAA Laboratories GmbH, Austria

PBS (Phosphate Buffer Solution)-
Puffer (pH 6,5 aus Stammléung mit
pH 7,3 mit HCI (0,5 M)

Im eigenen Institut hergestellt

Humanes Fibrinogen (stock
solution: 5,9 mg/ml; working
solution: 50 pg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Apyrase, 1 kU

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Humanes Fibronektin, working
solution: 50 pg/ml

Im eigenen Institut gereinigt

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

HEPES 1M, pH 7,4
(4-(2- Hydroxyethyl) piperazine-1-
etanesulfonic acid))

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

BSA (Bovine Serum Albumin)

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Hitzeinaktiviertes BSA (BSA erhitzt
bei 56°C fur 30 min)

Im eigenen Institut hergestellt

CMFDA
(5-Chloromethylfluorescein
Diacetat), Cell Tracker™ Green

Life Technologies Corporation, Darmstadt

TC- FLAsSH™, In- Cell
Tetracysteine Tag Detection Kit
Green Fluorescence

Life Technologies Corporation, Darmstadt

Peptide

Peptides & Elephants GmbH, Berlin Potsdam

Tabelle 1: Listung der verwendeten Chemikalien
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21.2 Verwendete Peptide
Alle verwendeten Peptide wurden von der Firma ,Peptides & Elephants®

synthetisiert und in PBS pH 7,3 geldst bei -20 °C gelagert.

Peptid 2/2a, das Wirkpeptid, enthalt das zytoplasmatische Bs3-Bindungsmotiv flr
Kindlin-3, das NxxY-Motiv (*'TSTFTNITY™®). Gebunden an alle aufgefiihrten
Peptide ist die Tat-Sequenz (*“YGRKKRRQRRR®*). Das Tat-Peptid gehort zur
Gruppe der CCP (cell-penetrating-peptides). Es vermittelt den Transport der oben
genannten Peptide nach intrazellular.

Peptid 1/1a enthalten, als Kontrollpeptide, nur die Tat-Sequenz
(*"YGRKKRRQRRRY').

Peptid 1a und 2a enthalten beide des Weiteren ein Tetracystein-Motiv. Diese
Peptide wurden in Farbeversuchen mit FIAsH verwendet. Der zellpermeable
fluoreszierende Farbstoff FIAsH liegt inaktiv in einem Komplex mit Ethandiol vor
und beginnt erst dann zu fluoreszieren, sobald er an ein Tetracystein-Motiv

gebunden ist.

Peptid Peptidsequenz Molekular-
gewicht
(kDa)
Peptid 1a, YGRKKRRQRRRHRWCCPGCCKTFT-NHz 3.08

Tat-Peptid mit
Tetracystein-
sequenz

Peptid 1, Tat- YGRKKRRQRRRT-NH: 1.66
Peptid

Peptid 2a, Tat- YGRKKRRQRRRHRWCCPGCCKTFTSTFTNITYT- | 4.11
Peptid mit NHa
Tetracystein-
sequenz und Bs3-
mimetischer
Bindungsstelle
fur Kindlin-3
Peptid 2, Tat- YGRKKRRQRRRTSTFTNITYT-NH: 2.69
Peptid mit Bs-
mimetischer
Bindungsstelle
fur Kindlin-3

Tabelle 2: Nomenklatur der Peptide
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21.3 Puffer

Tyrode Stammlosung: zur Erstellung des Thrombozyten/ Tyrode-Waschpuffers:

Tyrode 1000 ml (10fach):
+ 80gNaCl

« 2,1gKCl

« 10,1 g NaHCOs3

* 0,6 g Na2HPO4

* 9,9 g Glukose

Die eingewogenen Chemikalien werden mit Aqua dest. in 800 ml geldst (pH 7,4; einstellen
mit 1 M HCI) und anschlielend auf 1000 ml aufgeflllt. Der Thrombozyten-Waschpuffer
enthalt 1/10 der Tyrode-Stocklésung: 1 M HEPES, 1 M MgCl,, 2 M CaCl..

214 Verwendete Gerate

Gerite

Hersteller

Zentrifuge, Universal 30 RF

Andreas Hettich GmbH & CoKG, Tuttlingen

Inkubator, Heraeus, B6120

Thermo Elektron Corporation, Langenselbold,
Deutschland

Tube Rotator

VWR International GmbH, Darmstadt

96-Well Platte, schwarz

NUNC ™ Roskilde, Danemark

Sysmex k-4500

Sysmex Deutschland, Norderstedt

Fluoroskan, Ascent Typ 2.6

Electron Corporation, Langenselbold, Deutschland

Konfokales Laser-Scanning-
Mikroskop, Zeiss Axiovet 100 M
(Stativ) LSM 510, (Scanmodul)

Carl Zeiss, Oberkochen

Laser Mikroskop: Axio Observer
D1 Kamera: Farbe Axio Cam ERC
5s

Carl Zeiss, Oberkochen

Computer, Scenic Pro M7

Siemens-Nixdorf, Augsburg

Vacutainer® Natrium-Citrat (Konz.
0,129 M)

BD, New Jersey, USA

BD Vacutainer® Safety- Lok™
Blood Blood Collection Set (21 G)

BD, New Jersey, USA

Kolbenhub-Pipetten (Eppendorf
Reference: 0,1-1 pl, 0,5-10 pl,
10-100 pl, 50-200 pl, 100-1000 pl)

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling-Berzdorf

Maxipipette, 20-300 pl

GILSON®, Frankreich
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Pipettenspitzen, Tip One® STARLAB, Hamburg

Reaktionsgefaly, schwarz, 1,5 ml neolLab®, Heidelberg

Reagiergefall (Microtube), 1,5 ml | SARSTEDT, Numbrecht

Falcon Tubes, 50 ml BD, New Jersey, USA

CELLSTAR® Tubes 15 ml Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
Tubes, 12 ml Greiner Bio-One GmbH, Deutschland
Chamberslide, 2-Well LAB-TEK®, Naperville, USA
Pasteur-Plastik Pipetten, 3 ml Ratiolab GmbH, Dreieich

Tabelle 3: Listung verwendeter Gerate

21.5 Probanden und Statistik
Die Auswahl der Probanden erfolgte aus der Blutspenderkartei der

Blutspendezentrale und aus Mitarbeitern des Universitatsklinikums Dusseldorf. Im
Vorfeld waren alle Blutspender im Hinblick auf den HPA-1-Polymorphismus des
Integrins aunBs typisiert worden.

FUr das Zielexperiment wurden insgesamt 12 Blutspender (biologische Variabilitat
n=6 je homozygote Genvariante) ausgewahlt, die eigenen Angaben zufolge
gesund waren und 14 Tage vor dem Blutspendetermin keiner pro- bzw.
antikoagulatorisch wirkenden Medikation unterlagen. Das Spenderkollektiv
bestand aus 6 Mannern und 6 Frauen. Unter den HPA-1b/1b-Tragern waren 5
Manner im Alter zwischen 47-53 Jahren und eine Frau im Alter von 35 Jahren. Bei
den HPA-1-a/1a-Tragern waren 4 Frauen und 2 Manner. 4 Frauen und 1 Mann
waren 24 Jahre alt. Ein Mann war 26 Jahre alt.

Nach ausfuhrlicher Aufklarung wurde gemaly den Empfehlungen der Helsinki-
Erklarung schriftlich das Einverstandnis des jeweiligen Spenders festgehalten. Die
Zustimmung der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der HHU fur diese
Versuchsreihe liegt vor (11.09.2001; AZ:1864).

Die im Text geschilderten und in den graphischen Darstellungen abgebildeten
Daten des Zielexperiments sind das statistische Ergebnis aus jeweils 12
(biologische Variabilitdt n=6 pro homozygotem Genotyp) unabhangigen identisch
ablaufenden Versuchsreihen mit mindestens 3-4 Replikaten je Spenderblut. Es
wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Zum Nachweis der
Signifikanz der Unterschiede beider Versuchsreihen wurde der student’s t-test

verwendet (n=25). Die Signifikanz der Unterschiede zweier Testreihen wurde bei
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einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 als gesichert angenommen. Alle
statistischen Berechnungen der Daten erfolgten mit dem IBM-Statistikprogramm
SPSS und mit dem Windows Excel Programm. Die graphische Darstellung

erfolgte mit dem Windows Excel Programm.

2.2 Methoden
221 Versuchsvorbereitung und Ablauf

2211 Beschichtung der Mikrotiterplatte mit Fibrinogen
und mit Fibronektin

Die Mikrotiterplatte (96er-Well Platten, schwarz) wird mit in PBS-Puffer (pH 7,3)
verdunnten Fibrinogen- und Fibronektinlosungen in einer Konzentration von
jeweils 50 ug/ml nach einem festgelegten und in Tabelle 4 dargestellten Pipettier-
schema beschickt.

Dazu werden die Wells der Reihen 1, 3, 5 und 7 von A-D mit je 200 pl der
Fibrinogenlosung und von E-H mit je 200 ul der Fibronektinlésung befullt. Eine
anschliellende komplette Abdeckung mit Alufolie schliel3t Verunreinigungen aus
und sichert den Lichtschutz. Die so praparierte Well Platte wird 1 Stunde bei 37°
Celsius inkubiert. Nach der Inkubation wird der am Boden des Wells adharierte
Fibrinogen- und Fibronektinbelag dreifach mit PBS-Puffer (pH 7,3) gewaschen.
Dazu wird nach der Inkubation die Uberstehende Flussigkeit in den Wells
abgegossen, der Fibrinogen- bzw. Fibronektin-Bodensatz erneut mit PBS-Puffer
uberschichtet und abgegossen. Die Entfernung von Flussigkeitsresten geschieht
nach jedem der 3 Waschgange vorsichtig durch sogenanntes ,,Abklopfen®.

Die beschichteten Wells werden nach der Reinigung mit jeweils 200ul 1%iger
BSA-L6sung versetzt, ebenso die bisher noch leeren Wells der Reihen 2, 4 ,6 und
8 von A-H als Negativkontrolle. Es erfolgt eine weitere Inkubation fur 1 Stunde bei
37° Celsius.
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1 2 3 4 5 6 7 8

FG BSA FG BSA FG BSA FG BSA
FG BSA FG BSA FG BSA FG BSA
FG BSA FG BSA FG BSA FG BSA
FG BSA FG BSA FG BSA FG BSA
FN BSA FN BSA FN BSA FN BSA
FN BSA FN BSA FN BSA FN BSA
FN BSA FN BSA FN BSA FN BSA
FN BSA FN BSA FN BSA FN BSA

I G|Mm o O m| >

Tabelle 4: Pipettierschema Hauptversuch der 96Well Platte

Peptid 1

FG: Fibrinogen
FN: Fibronektin
BSA: Bovines

Serumalbumin

2.21.2 Blutentnahme
Fir die Experimente wird ausschliel3lich Blut verwendet, welches homozygot fur

die Leucin 33 bzw. Prolin 33 Variante des aipnP3-Rezeptors ist. Am Versuchstag
wird dem jeweiligen Probanden mittels Punktion der Vena mediana cubiti 36 ml
Blut verteilt auf 8 Citratrohrchen a 4,5 ml entnommen (siehe 2.1.4).

Durch die Venenpunktion und die daraus resultierende Gefalllasion wird im
Gewebe der Tissue Faktor (Faktor lll) freigesetzt. Dieser aktiviert die Gerinnungs-
kaskade (Balasuramanian, 2002; Falati, 2002; Saha et al., 2015). Fir die
Thrombozytenpraparation der geplanten Experimente sind jedoch nur die Throm-
bozyten verwendbar, die nicht schon im Vorfeld prothrombotisch wirksamen
Stoffen ausgesetzt waren. Folglich wird das Erstblut aus dem ersten
Citratrohrchen nur zur Bestimmung der Thrombozytenanzahl im Vollblut sowie
nach erster Zentrifugation im Plattchenreichen Plasma (PRP) verwendet. Die

Thrombozytenanzahl wird an einem Sysmex Messgerat bestimmt.
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2.21.3 Thrombozytenpraparation

2.21.3.1 Thrombozyten-Waschprotokoll
Nach Bestimmung der Anzahl an Thrombozyten im Vollblut des ersten

Citratréhrchens werden alle 8 Réhrchen inklusive des ersten 10 min bei 1100 rpm
auf Stufe ,soft* (reduziertes Bremsen) in einer Hettich Zentrifuge zentrifugiert. Der
PRP-Uberstand aller 8 Réhrchen wird mit einer zur Menge des Uberstandes
passenden 3 ml Messpipette abgenommen und zur Verhinderung einer moglichen
vorzeitigen Aktivierung der Thrombozyten an Glas jeweils in Plastikreagenzglaser
uberfuhrt.

Das PRP von Rohrchen 1 wird separiert und dient jetzt zur Bestimmung der
Anzahl an Thrombozyten des PRP am Sysmex. Das PRP der restlichen 7
Roéhrchen wird dem weiteren Versuchsprozedere unterworfen. Dazu wird das PRP
eines jeden Rohrchens im Verhaltnis 1:1 mit PBS-Puffer (pH 6,5) gemischt. Der
PRP-Uberstand der 7 Réhrchen aller 12 Probanden wies ein Intervall von 1,5-2,2
ml PRP pro Citratrdhrchen auf. Die Ausbeute an Thrombozyten der einzelnen
Roéhrchen eines Patienten zeigte untereinander keine messbaren Unterschiede.
Eine zusatzliche Applikation von 20 pl Apyrase unterbindet als Spalter des
thrombozytenaktivierenden ADP eine unerwunschte vorzeitige Aktivierung in Form
einer Aggregation. Die Losungen werden nun 6 min bei 2500 rpm zentrifugiert. Es
entstent ein Sediment aus Thrombozyten, das Pellet. Der Uberstand wird
verworfen.

Das Pellet wird mit 250 pl Tyrodepuffer und einer Ruhezeit von 20 min
resuspendiert. Alle 7 Suspensionen werden zur Bestimmung der Thrombo-
zytenzahl der nun gewaschenen Thrombozyten vereinigt. Zur Bestimmung am
Sysmex werden aus der vereinigten Suspension 8 pl mit 112 yl PBS-Puffer (pH
7,3) in einem 1,5 ml Gefall gemischt. Bei den Vorversuchen hat sich die 1:15
Verdinnung im Hinblick auf die notwendige Thrombozytenanzahl als sinnvoll und
zielfihrend erwiesen. Die ermittelte Thrombozytenanzahl dient als Normierungs-

grundlage fur spatere Versuchsansatze.

2.2.1.3.2 Thrombozytenfarbung und Peptidzugabe
Im Hinblick auf die Signifikanz der durchzufihrenden Fluoreszenzmessungen

wurde ebenfalls aufgrund von Vorarbeiten in den jeweiligen Versuchsansatzen mit

einer Thrombozytenanzahl von nicht weniger als 50 x 102 /ul gearbeitet.
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In den einzelnen Versuchsansatzen wird die Thrombozyten-Suspension mit PBS-
Puffer (pH 7,3) auf die gewahlte Thrombozytenzahl von 50 x 103 /ul in einem
Gesamtvolumen von 500 pl eingestellt.

Pro Versuchsansatz werden 2 x 500 ul dieser so eingestellten Thrombozyten-
suspension bendtigt, die in der Folge jeweils in zwei schwarze 1,5 ml Reaktions-
gefale Uberflhrt werden.

Initial erfolgt die Applikation von je 1 pl CMFDA-LAsung (5%ig in DMSO) in das
jeweilige Reaktionsgefal. Es schliet sich eine Inkubation von 15 min bei
Raumtemperatur in einem Rotator an.

Danach erfolgt die Zugabe von 120 uM der Peptide 1 und 2 in PBS-Puffer (pH 7,3)
getrennt in jedes Reaktionsgefal. Die Proben werden erneut 30 min bei

Raumtemperatur in dem Rotator bewegt.

2.21.4 Thrombozytenadhasion
Die bereits vorbereitete 96-Well Platte (s. 2.2.1.1) wird nach Inkubation 3-mal mit

PBS (pH 7,3) (siehe 2.2.1.1) gewaschen und abgeklopft.

Die einzelnen Versuchsansatze werden jeweils in ein 20 ml lichtundurchlassiges
Reaktionsgefall mit 3,6 ml Tyrodepuffer und 4 ul CaCly (2 M) Uberfuhrt und
sorgfaltig durchmischt. CaCl. aktiviert Thrombozyten. Der Tyrodepuffer stellt ein
adhasionsfreundliches Milieu dar. Der Inhalt der beiden Proben wird zugig auf die
Platte nach dem Schema in Tabelle 4 pipettiert, 200 uyl pro Well. Danach wird die
Platte mit Alufolie abgedeckt und 30 min im Inkubator bei 37° Celsius inkubiert, um
eine adaquate Adhasion der gefarbten Plattchen an den unterschiedlich

beschichteten Wells zu gewahrleisten.

2.21.5 Messung am Fluoroskan
Um eine Verfalschung (falsch positiv) der Ergebnisse bei der photometrischen

Messung am Fluoroskan durch nicht adharierte Thrombozyten in der
Tyrodelésung auszuschlielen, werden diese nach der Inkubation durch erneutes
und abschlieliendes Waschen der 96-Well Platte entfernt.

In der Folge werden die Wells jeweils mit 200 pyl PBS-Puffer (pH 7,3) aufgeflilit.

Die Platte wird in das Gerat eingeflhrt und der Messvorgang gestartet.

19



Einstellungen am Fluoroskan:

*  Programm: Ascent Software Version 2.6
» Gerat: Fluoroskan Ascent 2.6

* Messungstyp: Scanning

* Aufnahmezeit: 60 ms

+ Extinktion: 485 nm

* Emission: 527 nm

*  Temperatur: 23,2° Celsius

2.2.2 Darstellung Adhasionsverhalten mittels Lasermikroskopie
Um das Adhasionsverhalten von Thrombozyten der jeweiligen HPA-1-Variante

darzustellen, werden zunachst Plattchen entsprechend dem Thrombozyten-
Waschprotokoll (s. 2.2.1.3.1) prapariert.

Gleichzeitig zum Waschvorgang werden in der Zwischenzeit vier Doppel-
kammerobjekttrager halftig mit einer Fibrinogen-Beschichtung und einer BSA-
Beschichtung versehen. Zwei Objekttrager werden dazu mit je 1 ml Fibrinogen-
I6sung (50 ug/ml), die vier Kammern der beiden restlichen Objekttrager mit je 1 ml
einer 1 %igen BSA-Losung beschickt. Alle vier Objekttrager werden nun 60 min
bei 37°C inkubiert. Danach wird der Uberstand aller Objekttrager vorsichtig von
der entstandenen Beschichtung entfernt. Danach folgt fur die beiden mit
Fibrinogen beschichteten Objekttrager eine weitere halbstindige Inkubation
(37°C) mit zusatzlich je 1 ml der 1 %igen BSA-LAsung. Diese zweite Beschichtung
dient zur Stabilisierung der Fibrinogen-Beschichtung (vgl. 2.2.4.2). Entsprechend
werden Doppelkammerobjekttrager mit einer Fibronektinschicht (50 pg/ml)
versehen.

Wahrend der Inkubationsvorgange werden acht 1,5 ml Tubes fir einen jeweiligen
Versuchsansatz mit einem Gesamtvolumen von 240 pl unterschiedlichen Inhalts
vorbereitet. Die Proben 1-4 erhalten 50 x 10%ul Thrombozyten der HPA-1a-
Variante in PBS (pH 7,3). Davon werden die Proben 1 und 3 mit Peptid 1a
beschickt, die Proben 2 und 4 mit dem Wirkpeptid Peptid 2a. Fur beide Peptide
wird dem Zielexperiment entsprechend, die angepasste Konzentration von 60 uM

gewahlt.
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Deshalb erhalten die Proben 5-8 die gleiche Anzahl der gewaschenen Plattchen
der HPA-1b-Variante in PBS (pH 7,3). Die Proben 5 und 7 werden mit Peptid 1a, 6
und 8 werden mit Peptid 2a beschickt.

Die Proben werden zur gleichmaRigen Durchmischung bei Raumtemperatur fir 15
min in einem Rotator bewegt. Danach erfolgt die Zugabe von jeweils umgerechnet
1 pg/ml FlAsH-Farbstofflosung und unter Bewegung eine weitere Inkubation von
jetzt 45 min ebenfalls bei Raumtemperatur in obigem Rotator (vgl. 2.2.1.3.2). Nach
Beendigung der Rotation werden die Inhalte der Versuchsansatze jeweilig
getrennt in 20 ml fassende lichtgeschitzte Reaktionsgefalie Uberflihrt, welche 1,8
ml Tyrodewaschpuffer enthalten (vgl. 2.2.1.4). Entsprechend wird das gleiche
Schema fur die Versuchsreihe mit Fibronektin verwendet.

Die so erhaltenen Ansatze werden nach erneuter sorgfaltiger Durchmischung
gemald des in Tabelle 5 bzw. Tabelle 6 dargestellten Pipettierschemas auf die

Kammern verteilt, und zwar je 1 ml pro Kammer und pro Ansatz.

HPA-1a HPA-1a HPA-1b HPA-1b
FGT1 FG T2 FGT5 FGT6
BSA T3 BSA T4 BSA T7 BSA T8

Tabelle 5: Pipettierschema der 4 Chamberslides, Ansatz stat. Adhasion auf FG

T: Tube

Peptid 2a

BSA: Bovines Serumalbumin

FG: Fibrinogen
FN: Fibronektin
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HPA-1a HPA-1a HPA-1b HPA-1b
FN T1 FN T2 FNT5 FN T6
BSA T3 BSA T4 BSA T7 BSA T8

Tabelle 6: Pipettierschema der 4 Chamberslides, Ansatz stat. Adhasion auf FN

T: Tube

Peptid 2a

BSA: Bovines Serumalbumin
FG: Fibrinogen

FN: Fibronektin

Nach 30-miniitiger Inkubation bei 37° Celsius werden die Uberstande abpipettiert.
Jede Kammer wird anschlieBend 3-mal vorsichtig mit PBS-Puffer (pH 7,3)
gewaschen, sodass der Belag gleichmalig und intakt erhalten bleibt.

Nach Entfernung der Kammerwande werden die Objekttrager durch das LSM

betrachtet und ausgewertet (514 nm Ex., 530-600 nm Em., Argon-Laser).

2.2.3 Vorversuche

2.2.3.1 Bestimmung der Inkubationszeiten von FIAsH und Peptid 1 & 2
Die FIAsH-Farbung ermoglicht in diesen Experimenten die Detektion von

Proteinen (bzw. Peptiden) durch spezifische Fluoreszenzmarkierung.
FlasH (Fluorescein Arsenical Hairpin Binder) liegt inaktiv in einem Komplex
gebunden an Ethandithiol vor und ist in der Lage, die Zellmembranen inaktiviert zu
Uuberwinden. Wird ein Protein/Peptid mit einer Tetracysteinsequenz (CCPGCC)
markiert, kann der Fluorophor FIAsH binden und es kommt zur Reaktion. Es
entsteht eine grune Fluoreszenz, die entsprechend am Fluoroskan gemessen und
am LSM (Filter eingestellt: 514 nm Ex., 530 - 600 nm Em.) sichtbar gemacht
werden kann (Irtegun et al., 2011a). Die molekulare Masse von FIAsH betragt, im
Gegensatz zum etablierten Farbstoff CMFDA mit etwa 0,4 kDa, hier 0,7 kDa
(Hoffmann et al., 2010a, 2005).
Initial wurden in Form einer Zeitreihe im Hinblick auf das Fluoreszenzsignal die
Inkubationszeiten fur FIAsH und Peptid optimiert. Dazu wird das
Fluoreszenzsignal von gewaschenen Thrombozyten mittels statischer Adhasion
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auf Fibrinogen und Fibronektin im Vergleich zu einer Negativkontrolle nach
unterschiedlichen und gleichzeitigen FIAsH- und Peptidinkubationszeiten bei
feststehender Peptid- (60 uM) und FIAsH-Konzentration (1 pg/ml) am Fluoroskan
gemessen. Das optimale Zeitfenster zu den angestrebten und aussagekraftigsten
Inkubationszeiten fur FIAsH und Peptid wurde der Literatur (Dimitriou et al., 2009;
Hoffmann et al.,, 2010) und personlichen Laborprotokollen mit vergleichbaren
Fragestellungen (K. C. Huynh, M. Eberhard) entnommen. Die Inkubationszeiten
wurden deshalb mit 5, 15 und 30 min fur das Peptid und mit 30, 45 und 60 min fur
FIAsH entsprechend gesetzt. Insgesamt ergaben sich 9 verschiedene

Inkubationsansatze (vgl.Tab.7).

Ansatz || ] i v \" \'d VIl VI IX

t (min) |5/30 |5/45 |5/60 |15/30 | 15/45 | 15/60 | 30/30 | 30/45 | 30/60

Tabelle 7: Schema Inkubationsansatze

Peptid 1a
FIAsH

2.2.3.2 Nachweis der Peptidinternalisierung mittels FIAsH-Labeling
Die Durchlassigkeit der Thrombozytenmembran fur die zwei im Versuch

eingesetzten Peptide wird lasermikroskopisch an gewaschenen Thrombozyten
untersucht. Diese speziellen Peptide 1a und 2a tragen, wie bereits oben
beschrieben, eine zusatzliche Erkennungssequenz fur den grun fluoreszierenden
Farbstoff FIAsH.

Fir das Prozedere ist es wichtig, am Boden der verwendeten Objekttrager eine
moglichst gleichmaRige und intakte Fibrinogenschicht zu erhalten. Etwaige
Fehlstellen werden zur Sicherheit mit Milchpulver (10%ig gelést in PBS (pH 7,3)
geschlossen.

Dazu werden zunachst alle vier Kammern von 2 Doppelkammerobjekttragern
(chamberslides) mit 1ml einer Fibrinogenldsung (50 pg/ml) beschickt. Nach einer
60-mindtigen Inkubation bei 37°C setzt sich Fibrinogen ab. Der Uberstand wird

mittels einer Pipette so abgenommen, dass die entstandene Fibrinogenschicht
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nicht beschadigt wird. Alle vier Kammern werden nun vorsichtig mit je 1ml
Milchpulverldsung (10%ig) zur SchlieBung potentieller Lécher in der Fibrinogen-
schicht versehen. Nach einer weiteren Inkubation (37°C) fur 30 min wird auch
dieser Uberstand vorsichtig entfernt.

Wahrend dieser Inkubationsvorgange werden in der Zwischenzeit vier 1,5 ml-
Tubes (Reaktionsgefal’e) vorbereitet, davon zwei fur eine 5-minltige und zwei fir
eine 30-minutige Peptidinkubation. Die beiden Ansatze werden synchronisiert, das
heilt in der Weise angesetzt, dass beide Ansatze zur gleichen Zeit enden. Im
Vorhinein werden dazu die gewaschenen Thrombozyten in PBS (pH 7,3)
aufgenommen und jedes der vier Tubes mit 50 x 103 /ul Thrombozyten beschickt.
Zwei Tubes, eines aus dem 5-minlutigen Ansatz (ll) und eines aus dem 30-
minutigen Ansatz (IV), erhalten zusatzlich 60 pM eines Peptids, das die
Erkennungssequenz fur FIAsH tragt. Die beiden restlichen Tubes (2 und 4)
dienen als Negativkontrolle.

Nach dem gleichzeitigen Ende beider Ansatze (30 min und 5 min) werden die
Thrombozyten aus Ansatz 1 (5 min) auf die Kammern 1 und 2 eines Objekttragers
und die aus Ansatz 2 (30 min) entsprechend auf die Kammern des 2. Objekt-
tragers aufgetragen und durch erneute einstiindige Inkubation bei 37°C zur
Adhasion gebracht. Dazu wird Kammer 1 des mit Fibrinogen beschichteten
Objekttragers 1 mit 1 ml von Tube 1 beflullt, Kammer 2 mit der reinen
Thrombozyten-Suspension aus Tube 2. Der zweite Objekttrager wird
dementsprechend in der ersten Kammer aus Tube 3 beschickt und in der 2.
Kammer aus Tube 4.

Nach Ende der Adhasionszeit werden die Kammern mit 1000 pl FIAsH-
Farbstofflosung (1 pg/ml) eingefarbt und ein drittes Mal fur jetzt 45 min bei 37°C in
einer schwarzen lichtgeschutzten Box inkubiert. Lichtschutz ist erforderlich, um
photoenergetische Wechselwirkungen mit dem stark lichtempfindlichen FIAsH-
Farbstoff zu vermeiden.

Nach Abschluss dieser letzten Inkubation werden die Zellen sofort ohne
Zeitverlust unter dem Laser-Mikroskop (Ex. 514nm; Argon-Laser) auf Fluoreszenz
untersucht.

Die zur Auswertung herangezogene Signalstarke der gemessenen Fluoreszenz
wird um das Signal der Hintergrundfluoreszenz durch unspezifische

Cysteinbindungen schwacher Selektivitat korrigiert. Dies geschieht durch
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.Leermessungen“ ohne Peptid nur mit FIAsH markierten Thrombozyten unter

gleichen Versuchsbedingungen (Crivat et al., 2011; Stroffekova et al., 2001).

2.2.3.3 Exogene Applikation von N-Ethylmaleinimid (NEM) an
FIAsH markierte HEK 293 Zellen

HEK 293 (,Human Embryonic Kidney Cells“) wurden im eigenen Institut mit dem
aibBs-Rezeptor transfektiert, der in der a-Untereinheit das sogenannte cyan
fluorescent protein Gen (CFP) tragt. Deshalb konnte in dieser Vorversuchsreihe

direkt auf diese schon etablierte Zellreihe zugegriffen werden.

Initial wurden zwei chamberslides zur Beschichtung vorbereitet (vgl. 2.2.2). Ein
Objekttrager wurde mit Fibrinogen beschichtet (50 pg/ml), der andere mit 10%-iger
Milchpulverlésung (60 min, 37°C Zellkultur-Inkubator 5% CO2).

Das gesamte Kulturmedium mit den HEK 293 Zellen einer gefillten 24-Wellplatte
wurde vollstandig entnommen und in einem Zentrifugen-Reagenzglas vereinigt,
zusatzlich mit der entsprechenden Menge PBS Puffer (pH 7,3) aufgeflllt und
anschlieend 7 min bei 1100 rpm zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde
verworfen und der Zellniederschlag in einem Milliliter PBS erneut wieder
aufgenommen.

Jeweils 100 pl der gewonnen Zellsuspension wurde fur Ansatz 1 ohne NEM auf
zwei schwarze 1,5 ml Gefale (1 und 3) verteilt und mit FIAsH Farbstoff (1 pg/ml)
und Peptid 1a (30 pM) versetzt. Die restliche Zellsuspension wurde fur den
zweiten Ansatz mit 2 mM NEM versetzt und auf einem Rotator bewegt. Danach
erfolgte die Zugabe von einem Milliliter PBS (pH 7,3) mit einer erneuten sich
anschlieBenden Zentrifugation (7 min, 1100 rpm). Der Uberstand wurde wieder
verworfen und die Zellen jetzt in 600 pl PBS-Puffer aufgenommen. Je 100 pl
dieser mit NEM versetzten Zellsuspension wurden auf die Reaktionsgefal’e 2 und
4 verteilt und mit FIAsH Farbstoff (1 ug/ml) und Peptid 1a (30 uM) beschickt.

Beide Ansatze wurden anschlieRend fiur mindestens 120 min auf einem Rotator
bei 37°C bewegt.

Im Anschluss wurden 20 pl von Reaktionsgefal® 1 (Ansatz ohne NEM) und 2

(Ansatz mit NEM) auf jeweils eine Kammer des ersten, mit Fibrinogen

beschichteten Objekttragers aufgetragen.
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Dementsprechend wurden 20 pl von Reaktionsgefall 3 in Kammer 1 des mit
Milchpulver beschichteten Objekttragers und 20 pl von Reaktionsgefal 4 in
Kammer 2 aufgetragen. Nach 2 min wurden die Kammerwande vorsichtig entfernt
und der Zellbereich mit einem Deckglaschen versehen. Die Objekttrager wurden,
so prapariert, umgehend am LSM betrachtet und ausgewertet (514 nm Ex., 530-
600 Em., Argon- Laser).

2.2.3.4 Aggregometrie zur Bestimmung der Peptidkonzentration

2.2.3.41 Messprinzip
Zur Bestimmung der effektivsten Peptidkonzentration flir den Hauptversuch wurde

das Prinzip der Aggregometrie verwendet. Mit Hilfe eines Zweikanal-
Aggregometers wurde zweimal turbidimetrisch der jeweils thrombozytare
Gestaltwandel (,shape change®) fur die HPA-1a und HPA-1b Variante, die
Zeitspanne zu dessen Beginn (,lagtime) und die unmittelbar folgende
Thrombozytenaggregation im PRP bestimmt. Es handelt sich um eine
photometrische Messmethode, bei der die Veranderung der Lichttransmission
gemessen wird. Das Prinzip beruht auf einem durch das PRP tretenden
Lichtstrahl, der anschlieBend auf eine Photozelle auftrifft. Ein angeschlossener
optischer Schreiber dokumentiert in Schritt eins die Basaloszillation. Diese
entsteht dadurch, dass die Suspension diskoider Thrombozyten kontinuierlich
durch einen Ruhrstab gerthrt wird. Nach Zugabe eines Thrombozyten-Agonisten
in Schritt zwei nimmt die Lichttransmission als Mal} fur den thrombozytaren
Gestaltwandel zunachst ab. Als Agonisten dienen hier Epinephrin (5 uM), ADP
(5 uM), fibrillares Kollagen (10 pM/ml) und Arachidonsaure (0,5 mM). Dann aber
steigt die Lichttransmission durch Abnahme der optischen Dichte an einzelnen
korpuskularen Teilchen infolge von Aggregatbildung wieder an. Die weiter
fortschreitende Aggregation fuhrt letztendlich zu einer Blockade des
Magnetruhrstabs und zu einem sich dann nicht mehr verandernden gleichbleibend
héchsten Transmissionswert. Diese beschriebene Anderung der Lichttransmission
(y-Achse) wird im zeitlichen Verlauf (x-Achse) oszillographisch in Form einer

Kurve flr den jeweiligen Agonisten aufgezeichnet.

Das Messergebnis aller Agonisten (Arachidonsaure)-Durchlaufe wird in dieser
Arbeit in Form einer Dosis-Wirkungs-Kurve dargestellt. Es wird die Lichttrans-

mission als Mal fur die Aggregation in %, bezogen auf eine Leermessung mit
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NaCl auf der y-Achse als Endpunktmessung, gegen die verschiedenen Peptid-

konzentrationen auf der x-Achse aufgetragen.

2.3.3.4.2 Durchfiihrung
Initial wurde eine Konzentrationsreihe der Peptide in PRP hergestellt. Die Anzahl

an Thrombozyten in jedem Ansatz betrug 2,5 x 10° /ul. Die Peptide wurden bei
Raumtemperatur in den jeweiligen Konzentrationsansatzen 30 min lang inkubiert.
Insgesamt wurden zur Bestimmung der optimalen Peptidkonzentration fir die
jeweilige Genvariante 13 Versuchsansatze erstellt, jeweils 6 unterschiedliche
Konzentrationen fur die 2 Peptide zuzlglich einer Leerprobe. Jeder Versuch
wurde 3-mal durchgefuhrt. Versuchsansatz 1 (Leerprobe) diente der
Negativkontrolle ohne Peptidzugabe. Versuchsansatz 2 und 3 enthielten eine
Peptidkonzentration von 90 uM. Die PRP-Suspension 2 wurde mit Peptid 1, die
Suspension 3 mit Peptid 2 beschickt. Nach dem gleichen Prinzip wurden nun die
anderen Ansatze hergestellt. Ansatz 4 (Peptid 1) und Ansatz 5 (Peptid 2)
enthielten jeweils 120 yM, die Ansatze 6 (Peptid 1) und 7 (Peptid 2) 240 uM. Nach
dem gleichen Prinzip wurden die anderen Ansatze vorbereitet. So wurden im
letzten Schritt die Suspensionen 12 (Peptid 1) und 13 (Peptid 2) mit 600 uM
Peptid beschickt.

Danach wurden jeweils die verschiedenen Ansatze fur 10 min gemessen. Es
wurden 4 Kuvetten (Vol. 200 pl) mit 196 pl der jeweiligen Thrombozyten-
Suspension luftblasenfrei befullt. Nach Zugabe von 4 pl des jeweiligen Agonisten
in eines der 4 Gefalle wurden die Messungen gestartet (modifiziert: Labor

Gerinnung UKD Routine).
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuche

3.1.1 Nachweis der Peptidpenetration in die Thrombozyten
Vor Beginn der Untersuchungen muss sichergestellt sein, dass die exogen

applizierten Peptide in dem vorgegebenen Experimentalmilieu tatsachlich die
Thrombozytenmembran passieren konnen und in das Zellinnere gelangen.

Wie schon an anderer Stelle erwahnt, erlaubt die FLAsH-Methode u.a. Ruck-
schlisse auf einen vom ZellduReren durch die Zellmembran zum Zellinneren
erfolgten Proteintransport durch Detektion von spezifischen Peptiden und
Proteinen, die eine Erkennungssequenz fur die Bindung von FlAsH tragen. Wird
ein Protein mit dieser Peptidsequenz markiert, kann es sich an den Fluorophor
FIAsH binden. Es entsteht eine grune Fluoreszenz, die entsprechend am
Lasermikroskop (LSM) sichtbar gemacht werden kann (514nm Ex., 530- 600 nm
Em.).

Zur Validierung und Abstimmung der Versuchsparameter wurde eine Zeitreihe
erarbeitet zur Bestimmung der im Hinblick auf das Fluoreszenzsignal am besten
geeigneten Inkubationszeiten fur Peptid und FIAsH (vgl. 2.2.3.1). Dazu wurden
neun unterschiedliche Inkubationsansatze gleicher Konzentration, aber mit jeweils
wechselnden Inkubationszeiten fur Peptid und FIAsH gefahren. Die
Peptidkonzentration wurde auf 60 uM festgelegt (Dimitriou et al., 2009), die des
Farbstoffs auf 1 ug/ml und die Thrombozytenzahl auf 50 x 10%ul eingestellt. Die
gewahlten Grenzen der Inkubationszeiten fur FIAsH und Peptid wurden der

Literatur entnommen (Hoffmann et al., 2010; Stroffekova et al., 2001).

28



Adhasion von Thrombozyten auf Fibrinogen bei unterschiedlicher Inkubationszeit
mit Peptid

* p<0,005

A

01 1

0,05 1

Vil

auf 1 normierte Fluoreszenz

0,1 -
Inkubationsansatz FIAsH und Peptide

Abb. 3: Adhasion von Thrombozyten auf FG bei unterschiedlicher
Inkubationszeit mit Peptid

Statische Adhésion auf FG (50 pM/ml) von Peptid 1a (60 pyM) und FIAsH (1 pg/ml) behandelten
Thrombozyten in unterschiedlichen Inkubationsansatzen. X-Achse Inkubationsansatze I- IX (vgl.
Tabelle 7); y-Achse relative Fluoreszenz, p<0,05*; n=8, gemessen am Fluoroskan

Die Ergebnisse dieses Protokolls sind in Abbildung 3 dargestellt.

Sie belegen fur Ansatz Il (Peptid 5 Minuten / FIAsH 45 Minuten) und fur Ansatz IX
(Peptid 30 Minuten / FIAsH 60 Minuten) positive relative Fluoreszenzen. Der Wert
der relativen Fluoreszenz stellt ein Mal fur die Adhasion der Zellen dar, je hoher
dieser ist, desto mehr Zellen sind adharent und desto mehr Zellen haben in
diesem Fall das Peptid aufgenommen. Die Inkubationszeiten aus den Ansatzen Il
und IX stehen in dem vorgegebenen Experimentalansatz fur die grof3te Anzahl
adharenter Zellen. Eine ausreichend hohe Fluoreszenz innerhalb der
Thrombozyten lasst auf eine Internalisierung des Peptids schlieRen, eine
Grundvoraussetzung des Zielexperiments. Negative relative Fluoreszenz ergab
sich hier durch stark divergierende Rohwerte im Vergleich zur Negativkontrolle.
Auf der Grundlage des Inkubationsprotokolls wurden deshalb gemaf Ansatz Il und
IX behandelte Thrombozyten zur weiteren Auswertung unter dem Lasermikroskop
der Reihe nach betrachtet. Die folgenden Bilder zeigen exemplarisch
Thrombozyten des Ansatzes IX (vgl. FIAsH Methodik).
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Abb. 4: Adhéarente FIAsH-markierte Thrombozyten nach Behandlung geman
Ansatz IX

Lasermikroskopische Aufnahmen von FIAsH (1 pg/ml) gefarbten und mit Peptid 1a (60 uM)
inkubierten Thrombozyten auf BSA (a-c) und auf FG (d-f) (Ansatz IX: 30min Peptid/60min FIAsH);
(LSM 51, 100fach) a,d -> Laser (,laser”); b,e -> Durchlicht (,phase®); c,f ->Uberlagerung (,meshed")

Abbildung 4 zeigt reprasentativ eine Bildserie gewaschener Thrombozyten auf
einem mit Fibrinogen (50 pg/ml) (d-f) beschichteten Deckglaschen. Die
Thrombozyten sind adharent und weisen in der Art ihrer Ausbreitung und
Anheftung ein sogenanntes spreading auf.
Bilder a-c zeigen, als Negativkontrolle, gefarbte Thrombozyten auf BSA. Es ist
keine signifikante Fluoreszenz auszumachen. Auf den Bildern d und f hingegen
sieht man eine deutliche Fluoreszenz der mit Peptid 1a inkubierten Zellen. Im
Uberlagerungsbild f erkennt man eine signifikante Fluoreszenz innerhalb der
Thrombozyten. Gemall Ansatz |l behandelte Thrombozyten zeigten sich
hinsichtlich ihrer Fuoreszenz fur diesen experimentalen Ansatz nicht stabil
signifikant.
Fiur das Zielexperiment wurde deshalb letztendlich die Peptidinkubationszeit auf
30 min (Ansatz IX) festgesetzt. Die hohe Fluoreszenz aus Ansatz Il (Peptid 5 min)
konnte moglicherweise u.a. durch eine bereits extrazellular erfolgte Reaktion
zwischen FIAsH und an der Thrombozytenoberflache gebundenes Peptid, welches
nicht durch Waschvorgange entfernt worden ist, entstanden sein. Grundsatzlich
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verbessert die geeignetere langere Inkubationszeit von Ansatz I1X die Signifikanz
der Auswertung, indem sie einer groReren auswertbaren Menge an Peptid den
Eintritt in die Thrombozyten ermdoglicht.

3.1.2 Einfluss der Applikation von NEM auf die Hintergrund-
fluoreszenz von FlAsH

Es ist bekannt, dass FIAsH sich unter bestimmten Umstanden auch an andere
Cysteinstrukturen, unter anderem an der Zellmembran, hier allerdings
unspezifisch mit geringerer Affinitat, binden kann (Stroffekova et al., 2001).
Deshalb wurden unter gleichen Versuchsbedingungen an institutseigenen HEK
293 Zellen (vgl. 2.2.3.3) weitere LSM-Bilder unter zusatzlicher Applikation eines
von Maleinsaure abgeleiteten Imids, des N-Ethylmaleinimids (NEM), angefertigt.

NEM reagiert bei pH-Werten von 6,5 bis 7,5 spontan mit Sulfhydrylgruppen. Die
Applikation von NEM soll in diesem Experiment vorhandene Cysteingruppen
blockieren, die neben der sicheren und gewlnschten Peptid-FIAsH-Fluoreszenz

zusatzlich mit FIAsH interagieren konnten.

NEM

NEM

Abb. 5: Lasermikroskopische Darstellung von FIAsH gefarbten HEK 293
Zellen mit bzw. ohne vorheriger NEM Inkubation

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von FIAsH (1 pug/ml) gefarbten HEK 293 Zellen: Bilder a-c
mit NEM (2 mM) Inkubation, Bilder d-f ohne NEM Inkubation (LSM 510, 40fach);
Bilder a, d -> laser; Bilder b, e -> phase; Bilder c, f -> meshed
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Die Bilder a-c in Abbildung 5 zeigen, dass unter den gewahlten Experimental-
bedingungen die mit NEM behandelten HEK 293 Zellen eine intra- und extra-
zellullare Fluoreszenz aufweisen. Darlberhinaus sind die Signale hier aul3erhalb
der Zellen deutlicher als innerhalb. Die Bilder d-f dagegen zeigen eine nahezu
vollstandige intrazellulare Fluoreszenz.

Diese Beobachtung lasst zunachst den Schluss zu, dass es mit Blockierung der
Cysteingruppen durch NEM neben der spezifischen Bindung an das Peptid auch
zu einer zusatzlichen unspezifischen Bindung kommt.

Ohne Behandlung mit NEM sind in den Bildern d-f dagegen die Signale sogar
extrazellular fast verschwunden und weit starker auf das Zellinnere beschrankt.
Trotz fehlender Blockierung freier Cysteinmotive an der intra-, aber vor allem an
der extrazellularen Seite der Zellmembran, bleibt dennoch eine starkere
Fluoreszenzantwort durch FIAsH bestehen (a-c).

Dieses Ergebnis sichert den geforderten Nachweis ab, dass die Peptide die
Zellwand penetrieren und FIAsH die intrazellulare Lage von Peptiden ohne eine
zusatzliche Blockierung von Storfaktoren adaquat detektieren kann. Eine stérende
.Fremdfluoreszenz durch Bindung von FIAsH an andere Cysteinstrukturen ist
demnach vernachlassigbar gering. Somit ist mit den Ergebnissen der geschil-
derten Voruntersuchungen (vgl. Abb. 3 & 4) eine grundsatzliche Voraussetzung fur
das Hauptexperiment gegeben. Das Versuchsprotokoll zur lasermikroskopischen
Darstellung der statischen Adhasion von FIAsH gefarbten Thrombozyten muss

nicht durch eine vorangegangene NEM Behandlung erganzt werden.

3.1.3 Ermittlung der geeignetsten Peptidkonzentration
mittels Aggregometrie

Die Abbildungen 6 und 7 zeigen die Ergebnisse als Dosis-Wirkungskurven fur die
HPA-1a-Variante (vgl. Abb. 6) und fur die HPA-1b-Variante (vgl. Abb. 7). Dabei
sind auf der x-Achse die verwendeten Peptidkonzentrationen in yM gegen die
Aggregationsleistung (Endpunkte) auf der y-Achse aufgetragen. Gemessen wurde
jeweils die maximale Veranderung der Lichttransmission in % am Aggregometer
nach 10-mindtiger Versuchsdauer. Den zur Auswertung herangezogenen
Messwerten lag ein Mittelwert aus jeweils drei Messungen pro Thrombozyten-
Variante zugrunde. Die verwendete Thrombozytenzahl im PRP betrug dabei 250 x
103/pl.
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Dosis-Wirkungskurve HPA-1a Genotyp
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Abb. 6: Dosis-Wirkungs-Kurve B;-mimetischer Peptide bei der HPA-1a-
abhangigen Thrombozytenaggregation

Dargestellt ist die maximale Lichttransmission als Aggregationsleistung (%) am Aggregometer
(Endpunktmessung) von Thrombozyten der HPA-1a-Variante in PRP (250 x 10%ul) nach
Applikation von Peptid 1 (blaue Kurve) und Peptid 2 (rosa Kurve) in unterschiedlichen
Konzentrationen (x-Achse); n=3 unabhangige Ansatze, p<0,05*

Dosis-Wirkungskurve HPA-1b Genotyp
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Abb. 7: Dosis-Wirkungs-Kurve B3-mimetischer Peptide bei der HPA-1b-
abhangigen Thrombozytenaggregation

Dargestellt ist die maximale Lichttransmission als Aggregationsleistung (%) am Aggregometer
(Endpunktmessung) von Thrombozyten der HPA-1b-Variante in PRP (250 x 10%/ul) nach
Applikation von Peptid 1 (blaue Kurve) und Peptid 2 (rosa Kurve) in unterschiedlichen
Konzentrationen (x-Achse); n=3 unabhangige Ansatze, p<0,05*
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In beiden Diagrammen zeigen die Kurvenverlaufe in rosa die Ergebnisse fur das
Bs-mimetische Peptid, das die Bindungsstelle fir Kindlin-3 abbildet (P2/
Wirkpeptid), die blauen Kurvenverlaufe die jeweiligen Ergebnisse fur das
Kontrollpeptid (P1/ Peptid nur mit Tat-Sequenz).

Beide Genvarianten weisen im Rahmen der Messgenauigkeit (vgl. Abb. 6 & 7,
blau) fir das Kontrollpeptid mit einem Mittelwert von 84 +/- 6% annahernd gleiche
Aggregationswerte auf. Sie zeigen sich dabei unabhangig von den in den
Versuchsbedingungen gewahlten Konzentrationen.

Ein vollig unterschiedliches Aggregationsverhalten zeigen die beiden Gen-
varianten jedoch in den Inkubationsversuchen mit dem Wirkpeptid. Abbildung 6
mit den Dosis-Wirkungskurven fir den HPA-1a-Genotyp weist folgendes
deutliches Ergebnis auf. Ausgehend von einem gleich hohen Aggregationsniveau
von 84 +/- 6% fur Wirk- und Kontrollpeptid nimmt die Aggregation mit steigender
Konzentration des Wirkpeptids um mehr als 50% ab und erreicht bei der gréfliten
Wirkpeptidkonzentration (600 pM) einen Aggregationswert von unter 30%.
Dagegen lasst sich aus Abbildung 7 mit Dosis-Wirkungs-Kurven fir den HPA-1b-
Genotyp entnehmen, dass die Aggregationswerte mit steigender Konzentration
des Wirkpeptids nur gering um maximal 10% abnehmen (600 pM).

Die Analyse der Dosis-Wirkungskurve aus Abbildung 6 zeigt neben dem
auswertbaren Verlauf der einzelnen Kurven deutlich den bei 360 pM
vorherrschenden grof3ten Einfluss der applizierten Peptide auf das
Aggregationsverhalten beider Varianten. Bei Peptidkonzentrationen um 120 yM
fand sich kein signifikanter Unterschied von Thrombozyten beider Genvarianten
untereinander. Deshalb wurde fur die weiterfUhrenden Experimente, bezogen auf
eine Thrombozytenzahl von 250 x 10%/ul, die Konzentration von 360 uM gewanhit.
Ob die Schwankungen der Kindlin-3 HPA-1a-Kurve (+ 10%) fur die ersten drei
Konzentrationen (90 - 120 - 180 yM) zusatzliche Deutungsrelevanz besitzen oder
in die Messtoleranz der Versuchsbedingungen fallen, kann allein durch diese
Versuchsreihe nicht entschieden werden.

Die Klarung der Frage andert jedoch nichts an dem grundsatzlich sicheren
Ergebnis, dass die Thrombozyten-Aggregation nach Applikation des Wirkpeptids
(Bs-mimetisches Peptid fur Kindlin-3 Bindungsstelle) flr die in der Literatur als

unauffallig eingestufte Genvariante HPA-1a abnimmt, wahrend sie fur die Variante
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HPA-1b unabhangig von den gewahlten Peptidkonzentrationen auf dem Anfangs-

niveau verbleibt.

3.2 Hauptversuch

3.21 Statische Adhasion von Thrombozyten des Leu33/Pro33-
Polymorphismus des Integrins ainBsnach Applikation f33-
mimetischer Peptide

Dargestellt ist jeweils das auf 1 normierte und am Fluoroskan gemessene
Fluoreszenzsignal (y-Achse) adharenter, mit Peptid 1 (Kontrollpeptid) und mit
Peptid 2 (Wirkpeptid) vorbehandelter Thrombozyten. Detektionsfarbstoff ist
CMFDA. Abbildung 8 zeigt das normierte Fluoreszenzsignal in Form eines
Balkendiagramms als Mal} der statischen Adhasion auf Fibrinogen, Abbildung 9
das entsprechende Signal auf Fibronektin. Die Angabe der relativen Fluoreszenz

reduziert die interindividuelle Variation der Rohwerte.

FG

1,8
1,6 -
1,4 -
1,2 -

¥ Peptid 1
¥ Peptid 2
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relative Fluoreszenz
=
1

HPA-1a/1a HPA-1b/1b

Abb. 8: Statische Adhasion auf Fibrinogen (Zieluntersuchung)

Relative Fluoreszenz gegen Peptid 1 (auf 1) normiert als Maf} der statischen Adhasion. CMFDA
markierte Thrombozyten wurden nach vorheriger Inkubation mit Peptid 1 (blauer Balken) bzw.
Peptid 2 (lila Balken) (c:120 pM) auf FG (50 pg/ml) zur Adhasion gebracht. Biol. Variabilitat n=6;
p<0,05*; gemessen am Fluoroskan

Die Ergebnisse, die in Abbildung 8 dargestellt sind, lassen folgende Aussagen zu.
Das erste und augenfalligste Ergebnis ist der deutliche Unterschied, den die
beiden Varianten des HPA-1-Polymorphismus nach Applikation des fs-

mimetischen Peptids flr die Bindungsstelle von Kindlin-3 zeigen. Die statische
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Thrombozytenadhasion der HPA-1a-Variante nimmt unter Kindlin-3 gegenuber
dem Kontrollpeptid (P1/Tat-Sequenz) mit einer Reduktion um 22% deutlich ab,
und zwar fur beide Liganden genau gleich.

Die Adhasion der HPA-1b-Variante nimmt im Gegensatz dazu nicht ab, sondern
mit einer Steigerungsrate von uber 50% (FG) noch deutlicher zu.

Die Thrombozyten beider Varianten reagieren also vollig gegensatzlich. Allerdings
zeigen die Liganden der HPA-1b-Variante im Unterschied zu exakt gleichen
Reduktionswerten (-22%) der Liganden der HPA-1a-Variante statistisch

signifikante unterschiedliche Steigerungsraten, und zwar auf Werte von 130% fur

FN

1,4 -

1,2 -

HPeptid 1
H Peptid 2
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0,6 7
0,4 T

relative Fluoreszenz
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HPA-1a/1a HPA-1b/1b

Abb. 9: Statische Adhasion auf Fibronektin (Zieluntersuchung)

Relative Fluoreszenz gegen Peptid 1 (auf 1) normiert als Maf} der statischen Adhasion. CMFDA
markierte Thrombozyten wurden nach vorheriger Inkubation mit Peptid 1 (blauer Balken) bzw.
Peptid 2 (lila Balken) (c:120 uM) auf FN (50 pg/ml) zur Adhasion gebracht. Biol. Variabilitat n=6;
p<0,05*; gemessen am Fluoroskan

Fibronektin und 156% flur Fibrinogen. Die gemessenen Werte werfen zu beant-
wortende Fragen auf, die die Wirkfahigkeit von Kindlin-3 bei Thrombozyten der
HPA-1b-Variante und ihrem mdglicherweise prothrombotischen Charakter
betreffen.

Die Signifikanz, die den dargestellten Ergebnissen zu Grunde liegt, erlaubt
deshalb eine umfassende Diskussion Uber Umfang und Richtung zukinftiger
Untersuchungen. Gleiche Tendenzen finden sich bereits bei den

vorangegangenen Messungen am Aggregometer (vgl. 3.1.3).
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3.2.2 Lasermikroskopie

3.2.21 Lasermikroskopische Darstellung von Thrombozyten nach
Peptidbehandlung auf BSA

Neben quantitativer Auswertung der Fluoreszenz in unseren Versuchen zur
statischen Adhasion erfolgte im folgenden Schritt die lasermikroskopische
Darstellung des Adhasionsverhaltens von mit Peptid behandelten Thrombozyten
beider Genvarianten auf den Liganden Fibrinogen, Fibronektin und BSA
(Negativkontrolle). Die Bildblocke stehen reprasentativ fir eine selektive Auswahl
an lasermikroskopischen Bildern. In ihrer Gesamtheit unterstlitzen die Bilder nach
Auswertung das Ergebnis des Zielexperiments.

Gewaschene Thrombozyten wurden diesbezuglich (vgl. 2.2.2) mit dem jeweiligen
Peptid (1a: Block 1, 3 & 5) (2a: Block 2, 4, & 6) und FIAsH (1ug/ml) inkubiert und

auf den o.g. Liganden zur Adhasion gebracht.

HPA 1a/1a

HPA 1b/1b

Abb. 10: Block 1 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der statischen
Adhéasion von gewaschenen Thrombozyten nach Applikation von
Peptid 1a auf BSA, Negativkontrolle

Lasermikroskopische Darstellung der statischen Adhasion auf BSA (Negativkontrolle)
gewaschener Thrombozyten nach Applikation von Peptid 1a (120 pM) und FIAsH (1 pg/ml)
Inkubation. (Argon-Laser ERC 5s, 50fach) a,b->/aser; b,e-> phase; c,f->meshed



Die Bildreihe der Blocke 1 und 2 dienen als Negativkontrolle. Thrombozyten sollen
hier kein der Natur angenahertes Milieu fur eine adaquate Adhasion vorfinden (vgl.
Methodik). In der Zusammenschau von Block 1 und 2 finden sich erwartungs-
gemal lediglich vereinzelte adharente, aber noch abgerundete Zellen, die kein
spreading aufweisen (a-l).

Die hohere beobachtete Anzahl an adhasiven Thrombozyten der HPA-1b-Variante
in Block 1 (d-f) kdnnte bereits hier auf den generell prothrombotischen Charakter

hinweisen.

HPA 1a/1a

HPA 1b/1b

Abb. 11: Block 2 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der statischen
Adhéasion von gewaschenen Thrombozyten nach Applikation von
Peptid 2a auf BSA, Negativkontrolle

Lasermikroskopische Darstellung der statischen Adhéasion auf BSA (Negativkontrolle)
gewaschener Thrombozyten nach Applikation von Peptid 2a (120 pM) und FIAsH (1 pg/ml)
Inkubation. (Argon-Laser ERC 5s, 50fach) g,j-> laser; h,k-> phase; i,]-> meshed
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3.2.2.2 Lasermikroskopische Darstellung von Thrombozyten nach
Peptidbehandlung auf FG

HPA 1a/1a

HPA 1b/1b

Abb. 12: Block 3 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der statischen
Adhasion von gewaschenen Thrombozyten nach Applikation von
Peptid 1a auf FG

Lasermikroskopische Darstellung der statischen Adhasion auf Fibrinogen (50 ug/ml) gewaschener
Thrombozyten nach Applikation von Peptid 1a (120 yM) und FIAsH (1 pg/ml) Inkubation. (Argon-
Laser ERC 5s, 50fach) a,b->laser; b,e-phase; c,f->meshed

Block 3 (Abb. 12) zeigt mit dem Kontrollpeptid (Peptid mit Tat-Sequenz)
behandelte Thrombozyten auf mit Fibrinogen (50 pg/ml) beschichtetem
Untergrund, Block 4 (Abb.13) dementsprechend die statische Adhasion flr
Thrombozyten, die mit dem Bs-mimetischen Peptid fur die Bindungsstelle von
Kindlin-3 vorbehandelt wurden. Im Vergleich zur Negativkontrolle ist vor allem in
Block 4 ein deutliches spreading zu erkennen.

Im Vergleich zwischen Thrombozyten beider Genvarianten nach P1-Behandlung
(Block 3) findet sich eine annahernd gleiche Fluoreszenz und keine verstarkte
Adhasion im Durchlicht. Das Kontrollpeptid hat auf Zellen beider Varianten keinen
sichtbaren Einfluss.

Vergleicht man jedoch das Adhasionsverhalten von Zellen einer Genvariante
untereinander (a-c vs. g-i/ d-f vs. j-I), so fallt ein deutlicher Unterschied auf. Block 4

(Abb. 13) zeigt eine generell hohere Adhasion fur beide Genvarianten bei
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Thrombozyten nach Inkubation mit Peptid 2a. Bei der HPA-1-a-Variante (g) ist
eine geringere Fluoreszenz zu erkennen als bei der HPA-1b-Variante (j). Im
Durchlicht (h) finden sich sichtbar weniger adharente Zellen. Die Thrombozyten
der HPA-1b-Variante (j) zeigen gréliere Fluoreszenz auf Fibrinogen und damit die
verstarkte Adhasion nach Internalisierung des Peptids.

HPA 1a/1a

HPA 1b/1b

Abb. 13: Block 4 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der statischen
Adhéasion von gewaschenen Thrombozyten nach Applikation von
Peptid 2a auf FG

Lasermikroskopische Darstellung der statischen Adhasion auf Fibrinogen (50 pug/ml) gewaschener
Thrombozyten nach Applikation von Peptid 2a (120 yM) und FIAsH (1 ug/ml) Inkubation. (Argon-
Laser ERC 5s, 50fach) g,j-> laser; h,k-> phase; i,I-> meshed
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3.2.2.3 Lasermikroskopische Darstellung von Thrombozyten
nach Peptidbehandlung auf FN

HPA 1a/1a

HPA 1b/1b

Abb. 14: Block 5 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der statischen
Adhasion von gewaschenen Thrombozyten nach Applikation von
Peptid 1a auf FN

Lasermikroskopische Darstellung der statischen Adhasion auf Fibrionektin (50 pg/ml) gewaschener
Thrombozyten nach Applikation von Peptid 1a (120uM) und FIAsH (1 pg/ml) Inkubation. (Argon-
Laser ERC 5s, 50fach) a,b->laser; b,e-phase; c,f->meshed

Die abgebildeten Fluoreszenzen (Block 5 & 6) (Abb. 14 & 15) von behandelten
Thrombozyten auf Fibronektin (50ug/ml) zeigen die gleichen Tendenzen wie Block
3 und 4. Im Vergleich zwischen Thrombozyten beider Genvarianten nach P1-
Behandlung (Block 5) findet sich ebenfalls eine annahernd gleiche Fluoreszenz
und keine verstarkte Adhasion im Durchlicht. Das Kontrollpeptid hat auch hier auf
Zellen beider Varianten keinen sichtbaren Einfluss. Ein spreading ist auch hier vor
allem in Block 6 zu erkennen, wenn auch verdeckt durch Thrombozyten-
Aggregate.

Im Vergleich der Bildreihen in Block 6 fallt auch hier wieder ein Unterschied der
Thrombozyten beider Genvarianten auf Fibronektin nach Behandlung mit dem
Wirkpeptid (P2a) auf. Man sieht mehr gefarbte Zellen bei der HPA-1b-Variante
(j & I). Es gibt hier mehr adharente Zellen, die das Peptid internalisiert haben.
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HPA 1a/1a

HPA 1b/1b

Abb. 15: Block 6 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der statischen
Adhasion von gewaschenen Thrombozyten nach Applikation von
Peptid 2a auf FN

Lasermikroskopische Darstellung der statischen Adhasion auf Fibronektin (50 ug/ml) gewaschener
Thrombozyten nach Applikation von Peptid 2a (120 yM) und FIAsH (1 pg/ml) Inkubation. (Argon-
Laser ERC 5s, 50fach) g,j-> laser; h,k-> phase; i,I-> meshed
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4 Diskussion

Erkrankungen des Gefalisystems sind weiterhin die vorherrschende Ursache fir
Morbiditat und Mortalitat in Industriestaaten. Die vertiefende Aufschlisselung
molekularer und pathophysiologischer Mechanismen bietet neue diagnostische
und in der Folge therapeutische Strategien zur Pravention und Behandlung
vaskularer Ereignisse. Der Einsatz interferierender mimetischer Peptide stellt eine

Moglichkeit zur selektiven Pharmakotherapie dar.

4.1 Methodenvalidierung
Dem Zielexperiment voran stand ein Prozess der Etablierung eines reproduzier-

baren und auswertbaren Versuchsprotokolls zur Einschleusung und Detektion

mimetischer Peptide in die Thrombozyten.

411 FIAsH-Labeling
Zunachst musste als Grundvoraussetzung gepruft werden, ob die synthetisierten

Peptide die Zellmembran von Thrombozyten Uberwinden (vgl. Abb. 4). Der
Nachweis der Penetration ist mit dem Farbstoff FIAsH gelungen, der nur
gebunden an ein dem Peptid angekoppeltes Tetracysteinmotiv Fluoreszenz zeigt
(Hoffmann et al., 2010a; Irtegun et al., 2011).

Zur Lagebestimmung der Peptide (intra- oder extrazellular) kann die FIAsH
Methodik allein keine ausreichenden Schlusse zulassen. FIAsH ist in seiner
Bindung an das Peptid trotz hoher Affinitat wie andere Wirkstoffe auch nicht
ganzlich spezifisch. Es kann sich, wenn auch in weit geringerem Malde, an andere
Cysteine intra- sowie extrazellular binden. Deshalb wurden in ersten Experimenten
vorbereitend die Versuchsbedingungen so gewahlt, dass ein mogliches
,Uberstrahlen® der intrazellularen Fluoreszenz durch unspezifische extrazellulére
Fluoreszenz Uberpruft und falls nétig minimiert werden konnte (vgl. Abb. 4). Durch
Reduzierung der Hintergrundfluoreszenz mittels ,NEM-Absattigung“ an HEK 293
Zellen konnte gezeigt werden, dass hier keine signifikante unspezifische FIAsH-
Markierung stattfindet. Es zeigte sich sogar bei Zellen nach NEM-Behandlung ein
unspezifischeres Signal als ohne NEM. Etwaige Fehlsignale sind gegenltber dem
weit starkeren intrazellularen Fluoreszenzsignal vernachlassigbar gering und
stéren deshalb grundsatzliche Aussagen zur Signifikanz der Ergebnisse und deren

Schlussfolgerungen nicht. FIAsH eignete sich unter den gegebenen
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Versuchsbedingungen als Hilfsmittel zur Beurteilung der Peptidlokalisation und fur
lasermikroskopische Darstellungsversuche. Die Protokollerweiterung um eine
NEM-Inkubation vor der FIAsH-Farbung war somit nicht notwendig.

4.1.2 Aggregometrie
Um signifikante Aussagen zur statischen Adhéasion nach Applikation B3-

mimetischer Peptide an Thrombozyten beider Genvarianten des aipPs-Integrins
treffen zu kénnen, ist es zur Optimierung des Zielexperiments notwendig, im
Vorfeld die Peptidkonzentration zu bestimmen, die unter den gegebenen
Bedingungen den grofliten Einfluss auf das Aggregationsverhalten fir beide
Varianten aufweist. Diese Untersuchungen wurden mittels PRP beider Varianten
des HPA-1-Polymorphismus durchgeftihrt.

Dazu wurde jeweils eine Dosis-Wirkungskurve erstellt, deren Analyse
Schlussfolgerungen zur Thrombozytenaggregation vor und nach der Behandlung
mit B3-mimetischen Peptiden erlaubt.

Neben der Festsetzung der geeignetsten Peptidkonzentration flr das
Hauptexperiment fallt beim Vergleich flr die Thrombozyten der HPA-1a-Variante
nach Applikation von mimetischen Peptiden fur die Bindungsstelle von Kindlin-3
generell ein starkerer Einfluss der Wirkpeptide (P2) auf die Aggregationsleistung
auf. Ab Konzentrationen von Uber 240 uM reduziert sich die Fahigkeit zur
Aggregation bereits auf 60%, mit Steigerung der Konzentration an Wirkpeptid sinkt
sie bei 600 uyM sogar auf 30% (vgl. Abb. 6). Thrombozyten der HPA-1b-Variante
zeigen hier nach Behandlung mit Peptid 2 zwar ebenfalls eine Reduktion der
Aggregationsleistung, diese wiederum aber in einem viel geringerem Umfang mit
einer maximalen Reduktion der Aggregationsleistung um 10% bei 600 uM (vgl.
Abb. 7). Zudem findet sich bei Thrombozyten der HPA-1b-Variante bei steigender
Peptidkonzentration von Peptid 2 eine annahernd stetige und insgesamt geringe
Abnahme der maximalen Aggregationsleistung. Bei Thrombozyten der HPA-1a-
Variante kommt es ab Konzentrationen von 180 uM zu einer stark differierenden
Abnahme der Aggregationsleistung.

Auch unter Beriucksichtigung der Standardabweichungen sprechen die
gemessenen Rohwerte dafiir, dass eine Blockade der Bindung von Kindlin-3 an
der B3-Untereinheit des Integrins sich auf die Thrombozytenaggregation der HPA-

1a-Variante starker auswirkt als auf die der HPA-1b-Variante.
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Das Ergebnis lasst die Schlussfolgerung zu, dass unabhangig von Kindlin-3
zusatzliche komplexe Mechanismen bestehen, die die Thrombozytenaggregation
der prokoagulatorisch eingestuften HPA-1b-Variante einschranken.

Moglicherweise geschieht dies durch eine Konformationsanderung der (3-
Untereinheit, sodass Kindlin-3 hier nicht in vollem Umfang wirken kann (Jallu et
al., 2012). Dementsprechend kommt es auch flr hohe Konzentrationen an [33-
mimetischen Peptiden im Vergleich zur HPA-1a-Variante zu einer geringeren
Einschrankung der Aggregationsleistung. Ubereinstimmend dazu findet sich das

gleiche Phanomen beim Zielversuch (vgl. Abb. 8 & 9).

Ausgehend von der geringen Einschrankung der Aggregationsleistung besonders
bei hohen Konzentrationen an Bz-mimetischem Peptid bei der HPA-1b-Variante
lassen die Ergebnisse auch einen weiteren Interpretationsansatz zu. Je hoéher
man die Konzentration an Wirkpeptid wahlt, desto héher ist die Wahrscheinlichkeit
einer Hemmung der Bindung von Kindlin-3 an der Bs-Untereinheit des aipPs-
Integrin-Rezeptors und desto mehr ,Fremdprotein® befindet sich im Zytoplasma.
Quantitative Veranderungen an Proteinen jeglicher Art, hier in Form eines
Uberangebotes eines mdglichen Peptid-Kindlin-Komplexes bzw. einer Reduktion
von wirkfahigem Kindlin-3, kénnten nicht nur Einfluss auf die Kindlin-3 abhangigen
Signalkaskaden, sondern auch auf die Zellhomdostase/Zellintegritat haben und
somit andere Zellaktionen beeinflussen. Harburger et al. (2009) schreiben
diesbezliglich, dass die Uberexpression von Kindlin-2, der Kindlin-3 Isoform in
CHO Zellen, eine gestorte Integrin-Aktivierung zur Folge hat (Lai-Cheong et al.,
2010).

Maoglich ist auch, dass ein bereits gebundenes und damit bereits wirkfahiges
Kindlin-3 bei Thrombozyten der HPA-1b-Variante vorliegt, sodass ein angestrebter

Effekt des mimetischen Peptids nicht greifen kann.
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41.3 Mimetische Peptide
Es ist nach Applikation der Peptide nicht auszuschliefen, dass der

Aufnahmevorgang der Peptide als solcher in die Integritdt einer komplexen
Zellmembran eingreift und schon dadurch eine Aktivierung der Thrombozyten
verursachen kann. Einige Studien berichten Uber eine mdégliche Thrombozyten-
Aktivierung des HIV1-Tat-Proteins Uber die RGD-Bindungsdomane am avfs-
Rezeptor und Uber das C-C-Motiv des CCR3-Chemokinrezeptors (CCF/Y und
SYXR Motiv). Fur eine Tat-Peptid-getriggerte Thrombozyten-Aktivierung sind
jedoch beide Interaktionspartner nétig (Wang et al., 2011). Die verwendeten
Peptide tragen weder das RGD-Motiv noch Bindungsstellen fur den
Chemokinrezeptor CCR3. Eine Aktivierung der Thrombozyten Uber diesen Weg
kann also ausgeschlossen werden. Vertiefende eigene und institutsinterne
Untersuchungen unter anderem mit Hilfe von FACS-Analysen bestatigen, dass
sowohl das Kontrollpeptid als auch das Wirkpeptid die Thrombozyten nicht
aktivieren (Nguyen, 2016). Im Inkubationsprotokoll (vgl. 2.2.1.4) wurde, dem
Gedankengang einer unspezifischen Storung der Zellintegritdt durch die
Peptidinternalisierung folgend, fur das Zielexperiment festgesetzt, dass initial der
etablierte Farbstoff CMFDA und in einem zweiten Schritt die Peptide zur
Inkubation gebracht werden. Ein nicht gewunschter moglicher Einfluss der Peptide
auf eine optimale Farbung durch CMFDA wurde auf diese Weise minimiert.

Ferner wurden weitere Untersuchungen zur Abklarung institutsintern durchgefuhrt.
Diese dienten der Sicherung verschiedener, grundlegender Voraussetzungen zur
Validitat des Zielexperiments. Neben FACS-Analysen, die eine erfolgreiche
Internalisierung der Peptide zusatzlich bestatigen, brachten vertiefende Western-
Blot-Untersuchungen den Nachweis der spezifischen Bindung des mimetischen
Peptids flr die Bindungsstelle von Kindlin-3 an seinen angestrebten
Bindungspartner Kindlin-3 (Nguyen, 2016).
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Abb. 16: Western-Blot-Nachweis der spezifischen Bindung von den
synthetischen Peptiden mit Talin bzw. Kindlin

Plattchen-Lysate wurden einer SDS-PAGE unterzogen und auf Nitrozellulosemembranen
aufgetrennt. M: Molekularer Marker. (A) polyklonaler Kaninchen-Antikdrper gegen Talin-1 (B)
biotinyliertes Peptid fir die Talin-Bindungsstelle, (C) polyklonaler Kaninchen-Antikdrper gegen
Kindlin-3, (D) biotinyliertes Peptid fur Kindlin-Bindungsstelle und (E) Biotin-markiertes Peptid mit
TAT-Sequenz als primarer Antikdrper; Anti-Kaninchen-Antikorper wurde als sekundarer Antikérper
verwendet (Nguyen, 2016).

Um zu bestatigen, dass es zu einer spezifischen Bindung zwischen den synthe-
tischen Peptiden und Talin bzw. Kindlin in Thrombozyten kommt, wurden Western-
Blot-Experimente durchgefuhrt. Ein Lysat aus gewaschenen Thrombozyten wurde
auf einer Nitrozellulosemembran aufgetrennt. Bs3-mimetische Peptide, die der
Talin- bzw. Kindlin-Bindungsstelle entsprechen, wurden mit Biotin konjugiert und
als primare Antikérper zum Nachweis von Talin bzw. Kindlin verwendet.
Kontrollexperimente wurden unter Verwendung von einem polyklonalen
Kaninchen-Antikorper, der an Talin (Abcam) und Kindlin-3 (Millipore) (primare
Antikorper) bindet, durchgefuhrt. Wie in der Abbildung 16 dargestellt, wurde eine
einzige Bande bei 270 kDa-Molekulargewichtsmarker, entsprechend dem
Molekulargewicht von Talin, in der Reihe A und B abgebildet.

Membranen, die mit Peptiden fir die Kindlin-Bindungsstelle (D) und dem
polyklonalen Kaninchen-Anti-Kindlin-Antikérper (C) untersucht wurden, zeigten
eine Bande zwischen 75 kDa und 50 kDa, was dem Molekulargewicht von Kindlin
entspricht. Bei den  Kontrollversuchen  (direkt mit anti-Kaninchen-
Sekundarantikérper inkubiert) wurde keine spezifische Bande beobachtet. In

einem anderen Kontrollexperiment konnte auch keine Bande beobachtet werden,
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wenn die Peptid-enthaltende TAT-Sequenz nur als primarer Antikorper (E)
verwendet wurde. Zusammenfassend bestatigen diese Ergebnisse die spezifische
Bindung der synthetischen R3-mimetischen Peptide fir beide Adaptorproteine
(Kindlin und Talin).

4.2 Versuche zur statischen Adhasion

4.21 Einfuhrung

Ziel der Arbeit war zum einen, den Einsatz mimetischer Peptide als
experimentelles tool generell zu Uberprifen und zu etablieren, zum anderen
darauf basierend als Hauptexperiment das statische Adhasionsverhalten von
Thrombozyten in Relation zum HPA-1 Polymorphismus des aipB3-Rezeptors auf
Fibrinogen und Fibronektin nach Applikation Bs-mimetischer Peptide fur die
Bindungsstelle von Kindlin-3 zu untersuchen. Dabei lie3 sich nach
vorangegangener experimenteller Etablierung der Methode nachweisen, dass sich
in vitro nach Applikation der mimetischen Peptide tatsachlich Unterschiede der
statischen Adhasion von Thrombozyten auf den Liganden Fibrinogen und
Fibronektin zeigen (vgl. Abb. 8 & 9). Diese Unterschiede konnten auch laser-
mikroskopisch nachgewiesen werden. Hier zeigten sich mehr gefarbte adharente
Zellen bei Thrombozyten der HPA-1b-Variante nach Behandlung mit Peptid 2 (vgl.
Abb. 13 & 15).

Es fand sich folglich nicht nur ein Effekt B3-mimetischer Peptide auf die Adhasion
von Thrombozyten generell, sondern es lieRen sich daruber hinaus sogar
Unterschiede im Adhasionsverhalten von Thrombozyten der zwei HPA-1-
Genvarianten untereinander nachweisen.

Nach Applikation Bs-mimetischer Peptide fur die Bindungsstelle von Kindlin-3
zeigten die mit dem Wirkpeptid (Peptid 2/2a) behandelten Thrombozyten der
prothrombotischen HPA-1b-Variante auf Fibrinogen und Fibronektin ein deutlich
gesteigertes Adhasionsverhalten, ganz im Gegensatz zur inversen Reaktion der
HPA-1a-Variante mit einer unter den gleichen Versuchsbedingungen fir beide
Liganden reduzierten Adhasion (vgl. Abb. 8 & 9).
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4.2.2 Statisches Adhasionsverhalten in Abhangigkeit auf den
immobilisierten Liganden Fibrinogen und Fibronektin

Fibrinogen erwies sich flr beide Varianten erwartungsgemald als potenterer
Ligand fur die statische Thrombozytenadhasion als Fibronektin. Es konnten
(bezogen auf die Rohwerte) auf Fibrinogen starkere Fluoreszenzen detektiert
werden (vgl. Abb. 8 & 9) (Loncar et al., 2007; McCarty et al., 2004; Shattil and
Newman, 2004; Vijayan et al., 2005). Genvariantenspezifische Unterschiede
zwischen Fibrinogen und Fibronektin nach Applikation mimetischer Peptide fanden

sich nicht.

423 Statisches Adhasionsverhalten in Abhangigkeit vom HPA-1-
Polymorphismus

Die Ergebnisse und Beobachtungen zu den genvariantenspezifischen
Unterschieden des HPA-1-Polymorphismus erscheinen auf den ersten Blick
Uberraschend, nimmt man doch bisher fur den Normalfall, d.h. fur drei Viertel der
Bevdlkerung, generell an, dass das Adaptorprotein Kindlin-3 mafR3geblich an dem
Aktivierungsprozess des aipB3-Integrins beteiligt ist und zur Thrombusstabilitat
beitragt (Kahner et al.,, 2012). Eine fehlende Genexpression von Kindlin-3 in
Knockout-Mausen fuhrt bei diesen sogar zu schweren letalen Blutungen (Malinin
et al., 2010).

Daraus lassen sich zusammen mit den hier vorgestellten experimentellen
Ergebnissen mehrere Schlusse ziehen.

Zunachst ist festzustellen, dass es erwartungsgemaf bei Thrombozyten der HPA-
1a-Variante als ,Normalfall“ nach Inhibition der Bindung von Kindlin-3 am Integrin-
Rezeptor zu einem verminderten Adhasionsverhalten kommt (Nguyen, 2016).
Anders und im Ausmal} Uberraschend deutlich verhalt es sich mit den Throm-
bozyten der prothrombotischen HPA-1b-Variante in den in vitro-Experimenten. Es
ergibt sich fur unsere Untersuchungsreihe somit die Schlussfolgerung, dass
Kindlin-3 nicht eindimensional als direkter Aktivator seines Bindungspartners
(Integrin-aupPBs) zu verstehen ist, sondern eher als regulierender Protagonist in
einem durchaus komplexeren Umfeld weiterer Signalproteine (im Zuge des
signaling). Eine Hemmung von Kindlin-3 mittels mimetischer Peptide flhrt bei der
HPA-1b-Variante zu einer verstarkten Adhasion (+30% FN/+56% FG), bei
Thrombozyten der HPA-1a-Variante zum entgegengesetzten Verhalten mit

schwacherer Auspragung (-22% FN/FG). Auf molekularer Ebene scheinen die
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Thrombozyten der beiden Genvarianten also unterschiedlich auf Kindlin-3 direkt

oder auf durch Kindlin-3 ausgeldste Folgereaktionen anzusprechen.

4.2.4 Deutungsansatze
Es sind dazu folgende Hypothesen im Kontext der aktuellen Forschung zur

Unterscheidung beider Genvarianten denkbar:

1) Die Bs-Untereinheit zeigt strukturelle Unterschiede auf, welche die Kindlin-3
Bindung/Wirkung beeinflussen.

2) Es bestehen regulatorische Unterschiede, die die Kindlin-3 Wirkung indirekt
oder direkt beeinflussen, z.B. in Form von Veranderungen beteiligter microRNA
(miRNA) oder durch zusatzlich beteiligte Interaktionspartner wie Talin und

ADAP bezuglich des Integrin-signalings.

4.2.41 Anderung der Konformation
Die Bs-Untereinheit des ainPs-Rezeptors der HPA-1b-Variante kann in ihrer

Konformation derart verandert sein, dass Kindlin-3 mit hoherer Affinitat im
Vergleich zur HPA-1a-Variante binden kann. Obwohl die Pro33-Mutation in der
Primarstruktur der B3-Sequenz von der zytosolischen Bs-Untereinheit entfernt ist,
ist eine Veranderung der Tertiarstruktur in Thrombozyten fur die Bs-Untereinheit
der HPA-1b-Variante denkbar. Die Leu33-Substitution modifiziert das strukturelle
Gleichgewicht der drei B3-Domanen (Jallu et al., 2012). Daraus wurde in unseren
Versuchen eine niedrigere Bindungsaffinitat zum synthetischen Peptid resultieren.
Es ist denkbar, dass generierte Konzentrationsveranderungen von Kindlin-3 durch
das mimetische Peptid eine zusatzliche Rolle spielen. Klapproth et al. (2015)
postulieren bei Mausen, die nur 5% der Wildtyp-Menge (WT-Menge) von Kindlin-3
exprimieren, dass diese normal altern und weder anamisch sind noch unter
lebensbedrohlichen Spontanblutungen leiden (vgl. Moser et al., 2008). Dennoch
zeigt das Blut von Mausen in vitro mit 10%- und 5%igem Level an Kindlin-3
deutlich verlangerte Blutungszeiten und eine bereits ab 50% beginnende
fortschreitende Verminderung der Integrin-Funktion. Diese Beobachtungen lassen
den Schluss zu, dass 5 bis 10% der WT-Menge an Kindlin-3 bei Thrombozyten
ausreichen, um die basale hamostatische Funktion zu unterstitzen, aber diese
nicht ausreicht, um die Thrombozytenfunktion unter Scherstress (hamostatischem

Stress) zu erhalten. Eine provozierte Konzentrationsminderung an wirkfahigem

50



Kindlin-3 an der Bsz-Untereinheit mit Hilfe von mimetischen Peptiden in unserer
Untersuchungsreihe konnte folglich bei Thrombozyten der HPA-1a-Variante durch
ausreichendes Abfangen an wirkfahigem Kindlin-3 insbesondere das
Adhasionspotential von Thrombozyten unter Scherstress erniedrigen. Eine
provozierte Konzentrationsminderung an wirkfahigem Kindlin-3 kann zusatzlich
natirlich auch andere Wirkungsorte von Kindlin-3 beeinflussen und dariber die
Adhasionsfahigkeit einschranken. Wie in 4.1.2 bereits angesprochen, kénnte die
Bs-Untereinheit, bedingt durch die Pro33-Mutation, durch Konformationsanderung
eine hohere Bindungsaffinitat zu Kindlin-3 oder eine bereits erfolgte Bindung
aufweisen. Durch Zugabe des mimetischen Peptids konnte unter dieser Annahme
Integrin-unabhangig wirkendes Kindlin-3 abgefangen werden. Die Blockierung
anderer Signalwege wiurde dann die erhohte Adhasionsfahigkeit bei

Thrombozyten der HPA-1b-Variante erklaren.

4.2.4.2 Interaktionspartner
Ein zusatzlicher Einfluss, der auf anderen Signalwegen die Adhasion verstarkt,

z.B. durch regulierende miRNA pratranslational oder auch posttranslational (im
Cytosol als Cofaktor), ist nicht auszuschlie®en (Cui and Wang, 2015; Lindsay and
Edelstein, 2016; Provost, 2017; Wojciechowska et al., 2017).

4.2.4.2.1 Einfluss der Micro RNA
Diese nichtkodierende RNA-Subklasse gilt als wichtiger Transkriptions- und

posttranskriptioneller Regulator der Genexpression, also als "Feinabstimmer" der
translationalen Ausgabe von messengerRNA (mRNA). Untersuchungen weisen
unter anderem Konzentrationsunterschiede von miRNAs auf bei Patienten mit
Erkrankungen, die das Gefallsystem betreffen (Denli et al., 2004; Small et al.,
2010). Bei Thrombozyten von Diabetikern konnte man am Beispiel der miRNA-223
zeigen, dass miRNA-223 FVIlla direkt und Kindlin-3 indirekt in seiner Funktion
beeinflusst. Darlber hinaus finden sich bei miRNA-233-Knockoutmausen kuirzere
Blutungszeiten, groRere FeCls-induzierte Thromben, eine grolkere Empfindlichkeit
gegenuber niedrigen Dosen von Thrombin und eine beeintrachtigte Gerinnsel-
Retraktion. Das spreading der Thrombozyten zeigte sich diesbezuglich u.a.
deutlich erhéht (Elgheznawy et al., 2015; Lindsay and Edelstein, 2016; Willeit et
al., 2013a, 2013b). Geht man davon aus, dass es Unterschiede der HPA-1b-

Variante auch auf Ebene der miRNA gibt und diese miRNA als negativer
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Regulator fungiert, so konnte es auch bei eingeschrankter Wirkung von Kindlin-3
und bei gleichzeitig erniedrigter Konzentration an miRNA zu einer erhdhten
Integrin-Aktivierung in  Thrombozyten der HPA-1b-Variante kommen (vgl.
Knockoutmause). Diese Schlussfolgerung widerspricht nicht der weiterhin gultigen
Vorstellung, dass Kindlin-3 ein limitierender regulierender Faktor im Verlauf der

Aktivierung des aipBs-Integrins ist (Karakdse et al., 2010).

4.2.4.2.2 Einfluss auf das signaling
Der Einsatz des interferierenden mimetischen Peptids kann unterschiedliche

Auswirkungen auf die bidirektionale Signaltransduktion haben. Ein gestortes
Inside-out-signaling, folglich also eine verminderte oder erhdhte Affinitatszunahme
von Liganden der ECM (VWF, FG, FN, elastische Fasern) flr den aipB3-Rezeptor
bzw. ein gestortes Integrinclustering kann resultieren. Alle funktionellen
Reaktionen von hamatopoetischen Zellen, einschlief3lich die der Thrombozyten
und Leukozyten, die von einem Inside-out signaling abhangen, erfordern eine
normale Expression und Funktion von Kindlinen. Die direkte Wechselwirkung von
Kindlinen und dem B-tail ist fur diese Prozesse entscheidend (Larjava et al., 2008;
Ma et al., 2008; Moser et al., 2009; Svensson et al., 2009).

Ohne vorangegangenes Inside-out signaling bzw. Agonisten-induzierten Stimulus
befindet sich der aipP3-Rezeptor im Ruhekonformationszustand und besitzt eine
niedrige Affinitat gegenuber Liganden wie |6slichem Fibrinogen und Fibronektin.
Immobilisiertes Fibrinogen sowie Fibronektin sind jedoch beide in der Lage, am
aiibB3-Rezeptor direkt ein Outside-in signaling auszulésen (Coller, 2015, 1987). Die
Beeinflussung von Kindlin-3 betrifft auf Grund u.a. dieser Annahme dann auch das
Outside-in-signaling. In Darstellungsversuchen zur statischen Adhasion zeigen
Moser et al. (2008), dass es bei gewaschenen Thrombozyten Kindlin-3-defizienter
Mause auf Fibrinogen zu einem gestorten spreading kommt. Dies aul3ert sich u.a.
in einer gestorten Ausbildung von Lamellipodien (Ma et al., 2008). Der Abzug an
wirkfahigem Kindlin-3 in unseren Versuchen und einer dadurch implizierten
gestorten zytoskelettalen Reorganisation nach Bindung an Fibrinogen bzw.
Fibronektin wirde sich dann in einer fehlenden Méglichkeit zur Verstarkung der
intrinsischen Stabilitdt von Thrombozyten in ihrer Umgebung aulern. Eine nicht
optimale Verankerung der Thrombozyten konnte in unseren Versuchen dazu
gefihrt haben, dass die Thrombozyten der HPA-1a-Variante eine reduzierte
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Adharenz zeigen, moglicherweise auch durch die noétigen Waschvorgange
getriggert (vgl 3.2.2). Fur weiterflhrende Versuche ist deshalb eine Darstellung
von Kindlin-3 zusammen mit ausgewahlten zytoskelettalen Proteinen von

Interesse (Versuche mit Phalloidin-Antikorper-Farbung (Qu et al., 2011).

4.2.4.2.3 Einfluss von Talin
Das angesprochene komplexe Umfeld verschiedener Mediatoren der Integrin-

Aktivierung wird von weiteren Adaptorproteinen bestimmt.

Talin ist ein essentieller Protagonist im Zuge der Thrombusformierung und galt
lange als exklusiver Mediator im Prozess des Inside-out signalings (Tadokoro et
al., 2003; Wegener et al., 2007). Talin und Kindlin-3 binden mit gleicher Affinitat an
unterschiedlichen Stellen der Bsz-Untereinheit, dem membranproximalen NPxY-
Motiv (Talin) und dem distalen NIxY-Motiv (Kindlin-3) (Kahner et al., 2012; Moser
et al., 2008; Yates et al, 2012). Talin bindet somit ebenfalls an der
zytoplasmatischen B3-Untereinheit und verbindet das a3 Integrin mit dem Aktin-
Zytoskelett.

Die Integrin-Aktivierung wird durch die gleichzeitige Bindung der N-terminalen
FERM (four-point-one-protein/ezrin/radixin/moesin)-Domaine von Talin (Talin-
FERM) an die innere Membranoberflache und den Bs-tfail ausgeldst (Song et al.,
2012). Diese FERM-Domane findet sich auch bei Kindlin-3 (Ussar et al., 2006).
Allerdings unterscheidet sich diese FERM-Domane um eine ,PH-Domane*
innerhalb der F2 Domane (,pleckstrin homology“) (Karakose et al., 2010) (vgl Abb.
16). Kindlin-3 und Talin binden jeweils Uber ihre F3-Subdomanen (Phosphotyrosin
(PTB)-Bindung) bzw. uber diese spezifische Subdomane mit der hochsten
Affinitat. Im Fall von Talin ist die F3-Domaine unabdinglich fur die Integrin-
Aktivierung (Campbell and Ginsberg, 2004; Shi et al., 2007).
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Rod Kindlin

Talin

Abb. 17: Integrin-aktivierende Proteine Talin und Kindlin

Schematische Darstellung der Integrin-aktivierenden Proteine Talin (A) und Kindlin (B). Die FERM-
Domanen sind als Kugeln dargestellt, die in drei Subdomanen F1 bis F3 unterteilt sind. Kindline
enthalten zuséatzlich eine pleckstrin homology (PH)-Domane, die in die F2-Subdomane inseriert ist.
Die DomanengrofRen sind nicht malfistablich, und Talin wird zur Vereinfachung als Monomer
dargestellt (modifiziert nach Moser et al., 2009).

Der Knockout des Talin-Gens im Mausmodell setzt die Aktivierbarkeit des abfs-
Integrins ebenso aulier Kraft wie die Fahigkeit zur Thrombozytenaggregation und
Thrombusbildung (Brakebusch and Fassler, 2003; Nieswandt et al., 2007). Es wird
bisher angenommen, dass beide Proteine wichtige Bestandteile der
Signalkaskade zur Rekrutierung des aunBs-Integrins sind. In vitro formen Kindlin,
Talin und die Bs-Untereinheit im Zuge der Integrin-Aktivierung einen ternaren
Molekulkomplex (Bledzka et al., 2013a; Yates et al., 2012). Sie konnen jedoch
unabhangig voneinander agieren (Kahner et al., 2012). Beide sind allein in der
Lage, aipPs in Thrombozyten adaquat zu aktivieren (Moser et al., 2009).

Die Bindung von Talin am Bz-tail wird in einigen Studien als letzter Schritt im Zuge
der aipPs-Aktivierung und Ligandenbindung definiert (Calderwood et al., 2013;
Nieswandt et al., 2007; Tadokoro et al., 2003). /n vitro scheint die Talin-FERM
allein ausreichend, die Aktivierung von gereinigtem aiipP3 zu bewirken, fur Kindlin-3
trifft dies in vitro nicht zu (Ye et al., 2013, 2010). /n vivo beeintrachtigt jedoch der

Kindlin-3-Mangel die Leukozytenadhasion/-extravasation und produziert phano-
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typisch dysfunktionelle Thrombozyten ahnlich der Glanzmann-Thrombasthenie,
und das trotz Anwesenheit normaler Mengen an Talin (Malinin et al., 2010, 2009).
Ausgeschlossen ist in dem Zusammenhang jedoch nicht, dass Kindlin-3 zusatzlich
die Wirkentfaltung von Talin oder anderer Proteine, die am Prozess der
Aktivierung von Thrombozyten generell beteiligt sind, inhibieren oder im Sinne
eines Regulators aktivieren kann. In transfektieten CHO Zellen fihrt SIRNA
(,small-interfering-RNA*)-Knockdown von endogenem Kindlin-2 zur Beein-
trachtigung der Talin-induzierten aipBs-Aktivierung und verkurzt dariber hinaus die
avBs-vermittelte Adhasion und Migration von Endothelzellen. Hier ist Kindlin-2
bereits als Coaktivator identifiziert (Ma et al., 2008; Montanez et al., 2008).

Es ist allgemein und vereinfachend anerkannt, dass die Wechselwirkungen von
Talin-H (,Talin Head“-Domaine) mit dem Membran-proximalen Bereich der Bs-
Untereinheit interagiert und im Folgenden mit der initiierten Dissoziation der -
und Bs-Untereinheit (active statelhigh affinty state) endgultige intrazellulare Schritte
der Integrin-Aktivierung in die Wege leitet (Anthis et al., 2010; Cram et al., 2003; H
Brown et al., 2002; Kim et al.,, 2003; Liu et al., 2000; Ratnikov et al., 2005).
Andererseits scheint der distale Membranbereich, der Bereich in dem Kindlin-3
vorrangig interagiert, die Integrin-Aktivierung indirekt zu regulieren (Ni et al., 2017;
Ye et al., 2013). Bennett (2015) hat ein fur unser Ergebnis passendes
vereinfachtes Modell erarbeitet (Abbildung 18). Bei diesem Modell gibt Kindlin-3

die Bindungsstelle fur Talin frei.
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Abb. 18: Talin und Kindlin als kooperative Partner

Schematische Darstellung eines moglichen Modells einer kooperativen Bindung am fs-
zytoplasmatischen tail von Kindlin im 1. Schritt und Talin im 2. Schritt im Zuge der am3-
Aktivierung (Bennett, 2015).
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In ruhenden Thrombozyten interagieren die zwei distalen Helices des -
zytoplasmatischen tails mit der Lipid-Doppelschicht und sind in diesem Zustand
nicht in der Lage, Talin oder Kindlin-3 zu binden, da die Membran ihren Zugang
zur Bs-Untereinheit behindert. Allerdings ermdoglicht die dynamische tertiare
Struktur der zytoplasmatischen 3-Untereinheit, die Bindungsmotive fur die beiden
Adaptorproteine nach Stimulus zuganglich zu machen (Metcalf et al., 2010). Wie
im Modell dargestellt, kann dann die Kindlin-3-Bindung am distalen [s-tail
stattfinden. Danach wird der Membran-proximale Bs-Anteil von der Membran
freigegeben. Eine Bindung von Talin wird nun erst moglich. Im weiteren
Aktivierungsvorgang bewirkt die Talin-FERM-Bindung die Trennung des dipPs-
Heterodimers. Kindlin-3 kénnte nach diesem Modell folglich die Bindung von Talin
an das Integrin durch einen kooperativen Mechanismus fordern (Bledzka et al.,
2013b; Moser et al., 2009; Shattil et al., 2010; Theodosiou et al., 2016). Dieser
Erklarungsansatz lieRe auf Grund der Versuchsreihe der vorliegenden Arbeit fur
die Thrombozyten der HPA-1a-Variante die Schlussfolgerung zu, dass der Einsatz
B3-mimetischer Peptide eine eingeschrankte Talin-abhangige Integrin-Aktivierung
verursacht. Mdglicherweise ist die Talin-Bindungsstelle bei Thrombozyten der
HPA-1b-Variante schon fur die Bindung von Talin freigegeben.

WeiterfUhrende Untersuchungen in unserem Institut haben in Experimenten zur
statischen Adhasion diesbezlglich gezeigt, dass [Bs-mimetische Peptide fur die
Bindungsstelle von Talin auf Fibronektin bei nicht Gen-selektierten Thrombozyten
eine im ahnlichen Mal} reduzierte Adhasion aufweisen (24% +/- 2%) (vgl. Abb. 8).
Aufbauende FACS-Analysen bestatigen den inhibierenden Einfluss [s-
mimetischer Peptide fur die Bindungsstelle von Kindlin-3 bzw. Talin auf die
Adhasionsfahigkeit bei nicht Gen-selektierten Thrombozyten (Nguyen, 2016).
Deshalb erscheint es mit Blick auf die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen
unterschiedlichen Reaktionsweisen der Thrombozyten beider Genvarianten im Fall
des Kindlin-3 sinnvoll und unabdingbar, diesen Vergleich auch mit 3-mimetischen
Peptiden flr die Bindungsstelle von Talin durchzufihren (im weiterfiUhrenden
Schritt im gleichen Inkubationsansatz). Auch im Fall des Talins ist die

prokoagulatorische HPA-1b-Variante in die Untersuchungen miteinzubeziehen.
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4.2.4.2.4 Einfluss von ADAP

Im Zusammenhang der Integrinaktivierung spielt ein weiteres Adaptorprotein eine
Rolle. ADAP (,adhesion and degranulation-promoting adaptor protein®) ist ein auf
das hamatopoetische System beschranktes 120/130 kDa (,alternatively spliced)
Funktionsprotein (da Silva et al., 1997; Jarvis et al., 2012; Togni et al., 2012).
Neben verschiedenen Wirkzellen wie T-Lymphozyten und Thrombozyten (Jarvis et
al., 2012; Kasirer-Friede et al., 2014; Kliche et al.,, 2012) besitzt ADAP eine
Vielzahl von Bindungspartnern (Thiere et al., 2016). In T-Lymphozyten bildet es
zum Beispiel mit SKAP55 (,Src kinase-associated phosphoprotein 55%) einen
Komplex, der im Zuge der T-Zell-Rezeptoraktivierung am Inside-out-signaling
beteiligt ist und somit auch an der Zelladhasion (Griffiths et al., 2001; Kliche et al.,
2012, 2006).

Auch in Thrombozyten ist ADAP neueren Erkenntnissen zufolge Bestandteil der
Signalkaskade der aipB3-Rezeptor-Aktivierung. Es wirkt hier zusammen mit den
Adaptorproteinen Kindlin-3 und Talin. Kasirer-Friede et al. (2014) konnten zeigen,
dass ADAP Bindungsstellen fur diese beiden Proteine besitzt. Ein Fehlen von
ADAP in Zellen hat Einfluss auf die Talin-abhangige Integrin-Aktivierung tber die
B3-Untereinheit. Es wird hier auch anhand von CHO Zellen, die u.a. mit dem aipP3
-Rezeptor, Talin, Kindlin-3 und ADAP transfektiert wurden, aufgezeigt, dass ein
Talin-Integrin-Komplex die Wirkung von Kindlin-3 am Integrin mit ermdglicht. Diese
Wirkung aullert sich dann in einer verstarkten Ligandenbindung an das aipBs-
Integrin im Sinne eines verstarkten Inside-out signalings.

ADAP ist folglich ein weiteres Tragerprotein, das einen regulierenden
Bindungspartner von Kindlin-3 bzw. Talin darstellt. Durch die Einbeziehung von
ADAP in den Prozess der Aktivierung des aunPs-Integrins wird eine zusatzliche
Komponente der Signaltransduktion definiert, bei der Kindlin-3 interagiert. In
Konsequenz scheint Kindlin-3 auf mehreren Ebenen der apBs-Integrin-
Rezeptoraktivierung eine Rolle zu spielen, auch unabhangig von der B3 —
Untereinheit. So kénnte Kindlin-3 indirekt iber ADAP die Talin-abhangige Integrin-
Aktivierung beeinflussen. Eine Blockierung der Signalkaskade Uber die Bz —
Untereinheit durch das mimetische Peptid konnte eine verstarkte Wirkung von

Kindlin-3 Gber den ADAP-Signalweg implizieren.
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Die Komplexitat der Interaktion zwischen Talin, Kindlin-3, ADAP und in zweiter
Instanz der Bs3-Untereinheit gilt es genauer aufzuschlisseln. Die Ergebnisse dieser
Arbeit fordern zudem den weiteren Vergleich von Thrombozyten beider

Genvarianten.
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5 Ausblick & Schlussfolgerung

Die herausragende Stellung von Kindlin-3 im Wirkungsfeld von Zelladhasion,
Zellmigration und Zelllberleben ist offensichtlich. Neuere Publikationen bestatigen
die Sonderstellung von Kindlin-3. Nahm man initial noch an, dass Kindlin-3 ein
selektiv exprimiertes Protein der hamatopoetischen Zellreihe ist, so fanden unter
anderem Bialkowska et al. (2010) heraus, dass Kindlin-3 auch in Endothelzellen
vorhanden ist. Dort ist es eng assoziiert mit Strukturen, die an der Zelladhasion
beteiligt sind (Plow et al., 2016; Rognoni et al., 2016).

Untersuchungen an soliden Tumorzellen von Melanomen und Mammakarzinomen
beschreiben eine progressive Metastasenbildung (Sossey-Alaoui et al., 2014). Auf
genetischer Ebene fanden sich diesbezlglich Hypermethylierungen und diverse
Deletionen als Ausloser einer verminderten Expression von Kindlin-3 in eben
diesen Tumorzellen. Phanotypisch aullerte sich das Fehlen von Kindlin-3 in einer
herabgesetzten und einer teilweise Talin-abhangigen Integrin-Aktivierung. Diese
gestorte Tumorzelladhasion fuhrte dann im folgenden Schritt zu einer gesteigerten
Tumorzellmigration und allogener Gewebsinvasion. Kindlin-3 scheint somit
zusatzlich als Tumorsuppressorgen zu wirken (Delyon et al., 2015; Djaafri et al.,
2014). Andere Daten legen nahe, dass Kindlin-3 fur die CML-K562- Proliferation
(Chronisch-Myeloischen-Leukamie Zelllinie K562) und die Tumorbildung durch
Regulation der c-Myc-Proteinexpression erforderlich ist (Qu et al., 2015). Auch in
Erythrozyten ist es Trager der Integritat der Membranstabilitat und wirkt hier
Integrin-unabhangig, da reife Erythrozyten keine Integrine auf ihrer Zellmembran
tragen. Eine fehlende Expression von Kindlin-3 in Erythrozyten generiert eine

abnorme Zellkonfiguration (Krager et al., 2008; Pasini et al., 2006).

Diese neueren Beobachtungen unterstreichen die besondere Position von Kindlin-
3 in Zelladhasionsprozessen von verschiedensten Zellpopulationen generell und
von Thrombozyten im Speziellen. Auch sprechen die Ergebnisse flir viele
zusatzliche Prozesse, an denen Kindlin-3 beteiligt ist, und unterstreichen die
Multidimensionalitat des Kindlin-3 im komplexen Ablauf der Hamostase (Plow et
al., 2016; Sossey-Alaoui et al., 2014).
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Dass die Familie der Kindline (1-3) als Garanten an einer intakten Zellintegritat
mafdgeblich beteiligt ist, wird mit Blick auf die Krankheiten deutlich, die ihr Fehlen
verursacht. So birgt ein Defizit die Gefahr von Infektion, Osteoporose, Dermatose
und im Falle von Thrombozyten die der Blutung (Herz et al., 2006; Lai-Cheong et
al., 2010; Malinin et al., 2010, 2009; Moser et al., 2009). Schlielich finden sich
Kindline nicht nur zytosolisch/membranstandig, sie werden auch im Zellkern und
an Zell-Zell-Ubergdngen exprimiert, wo sie Integrin-unabhangige Funktionen
aufweisen, die fast vollig unerforscht sind (Karakése et al., 2010; Moser et al.,
2008).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Kindline nicht nur Ausgangspunkt fur
weitere Untersuchungen darstellen, sondern dariber hinaus schon die Richtung
vorgeben, in der zukinftige Untersuchungen erfolgsversprechend sind. Das gilt
auch fur die Methode zum Einsatz 33-mimetischer Peptide. Es ware somit sinnvoll,
das Spenderkollektiv fur weitere Versuche dieser Art und darauf aufbauende

Untersuchungen zu vergrolern.

Mit dieser Arbeit ist es erstmals gelungen, Kindlin-3 als ein Schllsselprotein in der
Unterscheidung der Thrombozyten des Leu33/Pro33-Polymorphismus zu
identifizieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit beschreiben einen Unterschied
zwischen den Thrombozyten der HPA-1a- und prothrombotischen HPA-1b-
Variante. Es erscheint folgerichtig, diesen Unterschied, an dem Kindlin-3 auf
Grund unserer Ergebnisse malgeblich beteiligt ist, weiter vertiefend in
vorgegebener Richtung zu beleuchten.

Eine Differenzierung von Patienten mit dem prothrombotischen HPA-1b/1b-Allel
als Risikofaktor erhoht dann mittelfristig die Wahrscheinlichkeit einer
erfolgsversprechenden selektiven medikamentosen Therapie auf Ebene des
Kindlin-3.
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