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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zu den haufigsten Todesursachen weltweit zahlen Erkrankungen wie der akute
Myokardinfarkt und der Schlaganfall. Die Erforschung der physiologischen als
auch der pathologischen Vorgange der Hamostase und der arteriellen Throm-
bose sind daher von grol3er klinischer Relevanz. Thrombozyten sind essenziell
an der Thrombusbildung beteiligt, allerdings spielen auch der Aufbau und die Be-
schaffenheit der GefaRwande eine wichtige Rolle bei der Entstehung eines arte-
riellen Thrombus. Neben Kollagen, welches ein Hauptbestandteil der extrazellu-
laren Matrix (EZM) von arteriellen Gefalten darstellt, werden zunehmend auch
andere extrazellulare Matrixproteine wie z.B. Decorin und Biglykan (BGN), wel-
che zur Gruppe der Small leucine-rich proteoglycans (SLRPs) gehdren, hinsicht-
lich ihrer Rolle bei der Entstehung von arteriellen Thromben untersucht. BGN ist
Teil der Gefallwand von Arterien. Es ist bekannt, dass es mit verschiedenen Be-
standteilen der EZM, wie z.B. Kollagen Typ I, I, Il und IV interagieren kann und
Teil zahlreicher physiologischer und pathologischer Vorgange im Korper ist.
Seine Rolle als SLRP in der Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung ist

derzeit allerdings weitestgehend unbekannt.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, welche Rolle das extrazellulare Matrix-
protein BGN in der Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung spielt. Es wur-
den sowohl in vitro als auch in vivo Versuche mit Bgn“° Mausen, die durch das
komplette Fehlen von BGN im Korper charakterisiert sind, durchgefuhrt. Es
konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten BGN nicht sezernieren kdnnen, aber
an dieses adharieren konnen. Zudem konnte eine vermehrte Thrombusbildung
auf einer Biglykan-Kollagen-Matrix im Vergleich zu einer Kollagen-Matrix gese-
hen werden. Bei der Untersuchung von Bgn-0 und Wildtyp (WT) Mausen konnte
demonstriert werden, dass Bgn7° Mause verlangerte Blutungszeiten, eine redu-
zierte Thrombozytenadhasion und verlangerte Okklusionszeiten nach Gefaliver-
letzung haben. Dass die Ursache dafir am ehesten im Fehlen von BGN in der
GefalRwand und nicht in Veranderungen der Thrombozyten der Bgn”? Mause
liegt, konnte durch Versuche mit Knochenmarkchimaren bestatigt werden. In ers-
ten Analysen zeigte sich zudem, dass Glykoprotein (GP)VI sich als ein moglicher

Rezeptor fur die Interaktion zwischen Thrombozyten und BGN erweist.



Summary

Summary

Acute myocardial infarction and stroke are amongst the most common causes of
death in the world. The study of the physiology and pathophysiology of haemo-
stasis and arterial thrombosis are therefore of great clinical relevance. As well as
platelets, the structure and surface of the vessel wall play an important role in the
processes of thrombus formation. In addition to collagen, which is a major com-
ponent of the extracellular matrix (EZM) of arterial vessels, other extracellular
matrix proteins such as the small leucine-rich proteoglycans (SLRPs) decorin and
biglycan (BGN) are increasingly being investigated, regarding their role in the
development of arterial thrombosis. BGN is located in the vessel wall of arteries.
It can interact with different components of the extracellular matrix such as colla-
gen type |, II, lll and IV and is part of numerous physiological and pathophysio-
logical processes in the human body. Its role as a SLRP in platelet adhesion and

thrombus formation is mainly unknown to date.

The aim of this work was to elucidate the role of the extracellular matrix protein
BGN in platelet adhesion and thrombus formation. In vitro experiments as well as
in vivo experiments with Bgn? mice, who have a complete lack of BGN, were
performed. Analysis of murine platelets revealed that the platelets were not able
to secrete BGN, but were able to adhere to immobilized BGN. In addition, in-
creased thrombus formation was seen on a biglycan-collagen matrix compared
to a collagen-matrix. Bgn”? mice showed prolonged bleeding times, reduced
platelet adhesion and prolonged occlusion times after vessel injury compared to
wild-type littermates (WT). Experiments with bone marrow chimeric mice con-
firmed that the cause of this was most likely to be the absence of BGN in the
vessel wall and not alterations in the platelets of Bgn-? mice. In first experiments
this work could reveal that glycoprotein (GP)VI functions as a possible receptor

for the interaction between platelets and BGN.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klinische Bedeutung von Hamostase und arterieller

Thrombose

Nach einer Gefalverletzung stellen die Thrombozytenadhasion und die Throm-
busbildung essentielle Prozesse in der Hamostase dar [1]. Die Hamostase ist ein
physiologischer Vorgang, der den Blutverlust bei einer Verletzung limitieren soll
[2]. Wenn jedoch Feedback-Mechanismen, die die Grofle und Stabilitat des
Thrombus regulieren, nicht mehr richtig funktionieren, kommt es zu einer patho-
logischen Version der Hamostase, der Thrombose, die zu lebensbedrohlichen
Gefalverschlussen fuhren kann [3]. Wie wichtig die Forschung auf diesem Ge-
biet ist, zeigen die aktuellen Statistiken in Bezug auf die Mortalitat weltweit. Er-
krankungen, wie der akute Myokardinfarkt oder der Schlaganfall, zahlen zu den
haufigsten Todesursachen [4]. Laut den World Health Statistics der World Health
Organisation (WHO) von 2018 sind 2016 geschatzt 17,9 Millionen Menschen an
kardiovaskularen Erkrankungen verstorben, was 44 % aller Todesfalle durch
nichtubertragbare Erkrankungen ausmacht [5]. In Deutschland fuhrt laut dem
Statistischen Bundesamt (Destatis) die chronisch ischamische Herzkrankheit ge-
folgt vom akuten Myokardinfarkt die Liste der haufigsten Todesursachen im Jahr
2015 an [6].

1.2 Thrombozyten

Thrombozyten sind kleine anukleare Zellen des Blutes, die im Knochenmark und
in der Lunge von ihren Vorlauferzellen, den Megakaryozyten, abgeschnurt wer-
den [7]. Die Thrombozyten verbleiben fur ca. 5-7 Tage im Blutkreislauf bevor sie
nach Aktivierung und Bildung eines Thrombus oder nach Erreichen der maxima-
len Lebensdauer von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in die Milz
transportiert und abgebaut werden [8]. Die Normwerte von Thrombozyten beim
gesunden erwachsenen Menschen liegen bei ca. 150.000-350.000/ul Blut [9]. Bei
Mausen liegt die durchschnittliche Thrombozytenzahl bei ca. 1.140.000/pl Blut
[10].
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1.2.1 Aufbau von Thrombozyten

Der durchschnittiche Durchmesser von humanen Thrombozyten betragt ca.
2-5 ym und die Dicke ca. 0,5 ym [11]. Die Membranoberflache der Thrombozyten
enthalt eine Glykokalyx [12]. Die dazu gehdrenden exprimierten Glykoproteine
sind essentiell fir die Thrombozytenadhasion und die damit einhergehende Akti-
vierung der Thrombozyten bei einer Gefaldverletzung [11]. Zu den wichtigsten
Glykoproteinen fur die Thrombozytenadhasion in Mausen zahlt unter anderem
der Hauptrezeptor fur Kollagen, das Glykoprotein VI (GPVI) [13] (siehe Abschnitt
1.2.4). Ein weiterer wichtiger Rezeptor ist das Integrin allbp3, welches auch Gly-
koprotein (GP)lIb/llla genannt wird, das auf nicht aktivierten Thrombozyten in ei-
ner inaktiven Form vorliegt [14]. Erst nach Aktivierung der Thrombozyten, z.B.
durch Thrombin, Kollagen oder Adenosindiphosphat (ADP) wird es aktiviert [14].
Integrin allbB3 fungiert unter anderem als Rezeptor fiir Fibrinogen, Fibronektin
und von-Willebrand-Faktor (VWF) [14]. Es spielt eine wichtige Rolle in der Throm-
bozytenaggregation und manifestiert sich bei Verlust oder Vorliegen eines Defek-
tes in der autosomal-rezessiv vererbten Glanzmann-Thrombasthenie, bei der die

betroffenen Patienten eine stark erhéhte Blutungsneigung aufweisen [15].

In den Thrombozyten finden sich drei verschiedene Arten von Speicher-Granula,
die in a-Granula, elektronendichte Granula und Lysosomen eingeteilt werden
kénnen [16]. In diesen Granula werden Proteine gespeichert, die meist erst nach
Aktivierung der Thrombozyten freigesetzt werden [16]. In den a-Granula finden
sich unter anderem der VWF, Fibronektin, Fibrinogen, B-Thromboglobulin und
Plattchenfaktor 4 [17, 18]. In ruhenden Thrombozyten findet sich zudem das
P-Selektin in den a-Granula, ein Protein, das bei Aktivierung der Thrombozyten,
z.B. durch ADP, auf der Thrombozytenoberflache exprimiert wird [19, 20]. P-Se-
lektin fuhrt unter anderem zu einer Rekrutierung von Leukozyten und Uber den
P-Selektin-Glykoprotein-Ligand 1 (PSGL-1) zur Bildung von Thrombozyten-Leu-
kozyten-Aggregaten [21, 22]. Aufgrund der schnellen Expression von P-Selektin
auf der Thrombozytenoberflache nach Aktivierung der Thrombozyten, zahlt

P-Selektin zu den wichtigsten Aktivierungsmarkern von Thrombozyten [23].
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1.2.2 Funktion von Thrombozyten

Die Hauptaufgabe von Thrombozyten liegt in der Blutstillung bei einer Gefaldver-
letzung [24]. Voraussetzung hierfur ist die Bildung eines Thrombus durch die Ad-
hasion der Thrombozyten an die geschadigte GefaRwand und eine schnelle Ak-
tivierung der Thrombozyten [24]. Neben dieser wichtigen Rolle in der Hamostase,
die in Abschnitt 1.2.3 noch naher beschrieben wird, sind Thrombozyten noch an
vielen weiteren physiologischen und pathophysiologischen Vorgangen beteiligt.
So ist unter anderem bekannt, dass Thrombozyten bei inflammatorischen Pro-
zessen [25], bei der Progression der Alzheimer-Krankheit [26] und bei der Meta-

stasierung von Tumoren [27] eine Rolle spielen.
1.2.3 Thrombozytenadhéasion und Thrombusbildung

Unter physiologischen Bedingungen zirkulieren Thrombozyten im Blutkreislauf
und es kommt in der Regel zu keiner festen Bindung der Thrombozyten an die
GefalRwand [28]. Bei einer Verletzung der Gefallwand kommt es zur Exposition
der subendothelialen Matrix und so werden unter anderem Kollagenfibrillen, La-
minin, Fibronektin und der VWF freigelegt [28] (Abb. 1). Initial interagieren die
Thrombozyten Uber den GPIb-V-IX-Rezeptorkomplex mit dem an Kollagen ge-
bundenen VWF [28, 29]. Diese Interaktion fuhrt nicht zu einer stabilen Throm-
bozytenadhasion, sorgt aber daflr, dass die Thrombozyten entlang der Oberfla-
che der exponierten subendothelialen Matrix “rollen” kdbnnen [28]. Dies ermdglicht
es den Thrombozyten Uber den Hauptkollagenrezeptor GPVI an Kollagen zu bin-
den [13, 28]. Die durch GPVI aktivierte intrazellulare Signalkaskade (siehe Ab-
schnitt 1.2.4) flhrt zu einer Freisetzung verschiedener Mediatoren wie ADP und
Thromboxan-Az (TXAz) sowie zur Aktivierung von Integrinen, die in einen hoch-
affinen Zustand versetzt werden [4]. Zusammen mit lokal produziertem Thrombin
fuhren ADP und TXAz Uber autokrine und parakrine Wege zur vollstandigen Ak-
tivierung der Thrombozyten Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Gi, Gq,
G12/13) sowie zur Rekrutierung und Aktivierung weiterer Thrombozyten [4, 30].
Die feste Bindung der Thrombozyten an die extrazellulare Matrix (EZM) wird
durch die Integrine a2p1, a5p1, a6p1 und allbB3 gewahrleistet [28]. Die Throm-
bozyten-Thrombozyten-Adhasion findet vor allem Gber die Bindung von Integrin
allbB3 an Fibrinogen statt [4].
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Abb. 1: Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung.

Bei Verletzung der Gefawand kommt es zur Exposition der subendothelialen Matrix. Uber den
GPIb-V-IX-Rezeptorkomplex interagieren die Thrombozyten mit dem an Kollagen gebundenen
VWF. Uber GPVI kénnen die Thrombozyten an Kollagen binden, was zur Aktivierung einer intra-
zellularen Signalkaskade fiihrt. Dabei wird Integrin allb3 aktiviert und Mediatoren wie ADP und
TXA2 ausgeschiittet, die zur Rekrutierung und Aktivierung von weiteren Thrombozyten flihren
und so die Thrombozytenaggregation und Thrombusbildung férdern [28]. Abbildung verdffentlicht
mit Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc., aus Varga-Szabo et al. [28], Genehmigung

vermittelt durch Copyright Clearance Center, Inc.

ADP bindet als sogenannter second-wave mediator an die G-Protein-gekoppel-
ten Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 [11, 31]. Uber die Aktivierung von P2Y1 indu-
ziert ADP die Calcium-Mobilisation aus intrazellularen Speichern und fuhrt zu ei-
ner Veranderung der Thrombozytenform (engl. shape change) sowie zur Throm-
bozytenaggregation [11, 32]. Eine Aktivierung von P2Y12 fuhrt zur Amplifikation
und Stabilisierung der Aggregation [11].

TXA2gehort zur Gruppe der Eicosanoide und wird mithilfe der Cyclooxygenase-1
(COX-1) in Thrombozyten gebildet [33]. Uber die Bindung an den Thromboxan-
Rezeptor auf Thrombozyten aktiviert TXA2 weitere Thrombozyten und férdert de-
ren Aggregation. Zudem fuhrt es zu einer Vasokonstriktion von Gefalten und tragt

dadurch einen wichtigen Beitrag zur Hamostase bei [33, 34].
1.2.4 Glykoprotein VI

GPVI ist ein Protein auf der Oberflache von Thrombozyten. 1982 wurde das ca.
60 Kilodalton (kDa) groRe Protein erstmals mittels Gelelektrophorese detektiert

[13, 35]. Funf Jahre spater wurde bei einem Patienten mit GPVI-Mangel entdeckt,
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dass seine Thrombozyten eine verminderte Adhasion an Kollagen zeigen [36].
Heute ist bekannt, dass GPVI der Hauptrezeptor fur Kollagen ist [13]. GPVI bin-
det jedoch ebenfalls an Fibrin [37] und Laminin [38]. Jandrot-Perrus et al. konnten
zeigen, dass GPVI nur auf Megakaryozyten und Thrombozyten exprimiert wird
[39]. GPVI gehdrt zur Immunglobulin-Superfamilie [40] und wird kontinuierlich auf
Thrombozyten in Form von Dimeren exprimiert [41] (Abb. 2). Nach GefaRverlet-
zung und Freilegung von Kollagenfasern binden die Thrombozyten Gber GPVI an
diese und es kommt zu einem Clustering von GPVI Dimeren [41]. Dadurch erlan-

gen die Thrombozyten eine hohere Affinitat zu Kollagen [41, 42].

GPVI

Ig domains

mucin-like region

FcRy-chain

Abb. 2: Modell des GPVI/Fc-Rezeptor-y-Ketten Komplexes.

Der GPVl/fragment crystalized receptor (FcR)y-chain (engl. fur Fc-Rezeptor-y-Kette) Komplex
besteht aus zwei GPVI Molekilen und einem Fc-Rezeptor-y-Ketten Dimer. Die Adhéasion von
Thrombozyten an Kollagen induziert das Clustern von GPVI Dimeren. Die Bildung von Cluster
fuhrt zu einer erhdhten Affinitat zu Kollagen [41, 42]. Am Ende der FcRy-Kette ist das Immunre-
zeptor Tyrosin-basierende aktivierende Motiv (ITAM, engl. Immunoreceptor tyrosine-based acti-
vation motif), welches eine entscheidende Rolle fiir die Signaltransduktion der Thrombozytenak-
tivierung spielt [42]. Abbildung veréffentlicht mit Genehmigung von EUREKA SCIENCE (FZC),

aus Bigalke et al. [42], Genehmigung vermittelt durch Copyright Clearance Center, Inc.
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Die Signalubertragung erfolgt Uber die dem GPVI assoziierte fragment crystali-
zed receptor (FcR)y-chain (engl. fur Fc-Rezeptor-y-Kette), an dessen Ende sich
das Immunrezeptor Tyrosin-basierende aktivierende Motiv (ITAM, engl. Immuno-
receptor tyrosine-based activation motif) befindet [41, 42] (Abb. 3). Durch die Bin-
dung von GPVI an Kollagen bindet der sich im Zytosol befindende Teil des Re-
zeptors spezifisch an die Src homology 3 (SH3) Domanen von Fyn und Lyn, die
zu den Kinasen der Src-Familie gehoéren [43] (Abb. 3). Diese fuhren zu einer
Phosphorylierung des ITAM. An das phosphorylierte ITAM bindet die Spleen ty-
rosine kinase (SYK), die unter anderem durch Phosphorylierung aktiviert wird
[44] und die weitere Signalkaskade induziert. Ziel ist die Formierung eines Sig-
nalkomplexes (Signalosom), dem verschiedene Proteine wie z.B. Linker for acti-
vation of T cells (LAT), SH2 domain-containing leucocyte protein of 76 kDa (SLP-
76 ) und Phospholipase Cy2 (PLCy2) angehoren [42]. Die aktivierte PLCy2 spal-
tet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) mittels Hydrolyse in die beiden
sekundaren Botenstoffe Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol
(DAG) [42, 45]. DAG fuhrt zu einer Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) wah-
rend IP3 die Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum
triggert. Dies fuhrt zu einer starken Integrinaktivierung sowie der Freisetzung von
Mediatoren wie ADP und TXA2 und spielt damit eine wichtige Rolle in der Throm-
busbildung [42, 46].
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GPVI

LAT signalosome

FcRy-chain

SLP-76

Abb. 3: Schema der von GPVI induzierten Signalkaskade in Thrombozyten.

Durch das Andocken von GPVI an Kollagen bindet der sich im Zytosol befindende Anteil von
GPVI selektiv an die SH3 Domane von Fyn und Lyn und induziert die Phosphorylierung des ITAM.
Daraus resultiert eine Aktivierung der SYK, die wiederum zur Phosphorylierung verschiedener
Proteine fuhrt. Unter anderem werden LAT und PLCy2 phosphoryliert. Abklrzungen: PH =
Pleckstrin homology domain; SH2, SH3 = Src homology domain [42]. Abbildung verdéffentlicht mit
Genehmigung von EUREKA SCIENCE (FZC), aus Bigalke et al. [42], Genehmigung vermittelt

durch Copyright Clearance Center, Inc.

1.3 Aufbau der arteriellen GefaBwand

Der Wandaufbau von Arterien unterscheidet sich je nach Lage, GroRRe und Funk-
tion. Sie konnen in Arterien vom elastischen Typ (Arteriae elastotypicae) und Ar-
terien vom muskularen Typ (Arteriae myotopicae) eingeteilt werden [47]. Zu den
Arterien des elastischen Typs zahlen z.B. die Aorta und die Arteria carotis com-
munis [48]. Diese herznahen Gefale, insbesondere die Aorta, kdnnen durch ih-
ren elastischen Wandaufbau einen Teil des in der Systole ausgeworfenen Blutes
speichern und es wahrend der Diastole freigeben [49]. Durch diesen Mechanis-
mus, der als Windkesseleffekt bezeichnet wird, werden Blutdruckspitzen in der
Peripherie verhindert und ein kontinuierlicher Blutfluss erreicht [49, 50]. Die Arte-

rien vom muskularen Typ, zu denen z.B. die Arteria femoralis zahlt, haben im
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Vergleich zu den Arterien vom elastischen Typ einen hoheren Anteil an glatten
Muskelzellen in ihrer Gefallwand [51]. Sie dienen vor allem zur Verteilung des
Blutes im Korper und kénnen durch ihre vasokonstriktorischen und dilatativen

Eigenschaften die Blutzufuhr situationsbedingt anpassen [51].

Die Wand von Arterien besteht aus drei Schichten [52]. Von innen nach aulien
wird sie eingeteilt in Tunica intima, Tunica media und Tunica adventitia [52] (Abb.
4). Die Tunica intima besteht aus einer Schicht Endothelzellen, die der Basal-
membran, welche unter anderem Kollagen Typ IV, Laminin und Fibronektin ent-
halt, aufliegt [53]. Auch der VWF ist Teil der Basalmembran [54]. In der Tunica
media finden sich Schichten mit glatten Muskelzellen, Elastin und diverse Kom-
ponenten der EZM (siehe Abschnitt 1.4), wie Kollagen Typ I, lll und V und ver-
schiedene Proteoglykane [52, 53]. In der Tunica adventitia finden sich unter an-
derem Fibroblasten, Kollagen Typ | und lll, Elastin, Fibronektin und viele weitere
Proteine der EZM [53, 54]. Der hohe Kollagengehalt in der Adventitia tragt we-
sentlich zur Verhinderung von Gefaldrupturen bei hohen intraarteriellen Driicken
bei [49].
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Abb. 4: Schematischer Wandaufbau einer Arterie.

Die arterielle GefalBwand besteht aus der Tunica intima, Tunica media und der Tunica adventitia,
die von einer Schicht Fettgewebe umgeben ist. Neben Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Fib-
roblasten und Adipozyten finden sich auch Makrophagen, dendritische Zellen und T-Zellen in der

Gefallwand [55]. Abbildung mit Genehmigung verdéffentlicht, aus Wang et al. [55].

1.4 Die extrazellulare Matrix

Die EZM ist eine dreidimensionale azellulare Struktur, die in jedem Organ in un-
terschiedlicher und einzigartiger Zusammensetzung vorkommt [56]. Sie gibt Or-
ganen und Geweben Struktur und Stabilitat und unterliegt standigen dynami-
schen Umbauprozessen [57]. Daruber hinaus kann die EZM auch Wachstums-
faktoren wie den Epidermalen Wachstumsfaktor (engl. Epidermal Growth Factor
(EGF)), Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (engl. Fibroblast Growth Factor (FGF))
und andere Signalmolekule wie z.B. den transforming growth factor beta (TGF-,
engl. fur Transformierender Wachstumsfaktor Beta) freisetzen [56]. Teile der
EZM interagieren mit Epithelzellen, da sie z.B. als Liganden fir Integrine fungie-
ren. Durch diese Interaktion werden Signale vermittelt, die an der Regulierung
von Adhasion, Migration, Proliferation, Apoptose und Differenzierung von Zellen
beteiligt sind [56].
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Die EZM wird in Saugetieren aus ca. 300 Proteinen gebildet [58] (Abb. 5). Zu-
satzlich gibt es zahlreiche assoziierte Proteine, wie z.B. Enzyme, die die EZM

modifizieren, sowie EZM-bindende Wachstumsfaktoren [58].

Fibronectin
Glycosaminoglycan  or laminin Hyaluronic  prtengiycan

aC|d\l _
ST

Collagen

Extracellular
matrix

Cytoplasmic
membrane

Abb. 5: Modell der extrazellularen Matrix.

Die extrazelluldren Matrixproteine wie Kollagen, Laminin und Fibronektin sind eingebettet in Gly-
kosaminoglykane und Proteoglykane. Um an Oberflachenrezeptoren von Zellen binden zu kon-
nen, besitzen die extrazellularen Matrixproteine verschiedene Zelladhasions-Domanen fir z.B.
Integrine und Selektine [59]. Abbildung verdéffentlicht mit Genehmigung von der Taylor and Fran-

cis Group (https://www.tandfonline.com), Abbildung aus Zhu et al. [59].

1.4.1 Kollagen

Wichtiger Bestandteil der EZM ist Kollagen. Es macht fast 40 % der gesamten
Proteinmenge in GefalRwanden aus [60] und fungiert hier unter anderem als wich-
tiger Stabilisator. Bisher sind 28 verschiedene Kollagentypen bekannt [61]. In der
Gefallwand findet sich vor allem Kollagen Typ |, lll, IV, V und VI [60, 62]. Die
Kollagenfasern liegen im physiologischen Zustand subendothelial und haben
dadurch keinen Kontakt zu dem in den Gefalen flieRenden Blut [60]. Erst bei
Gefalverletzung kommt es zu einer Exposition der Kollagenfibrillen gegentber
den Blutzellen und sie spielen dann eine wichtige Rolle in der Hamostase [60]
(siehe Abschnitt 1.2.3).

10
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1.4.2 Proteoglykane

Proteoglykane sind Glykoproteine, die aus einem Kernprotein bestehen, an das
Glykosaminoglykan (GAG)-Seitenketten kovalent gebunden sind [58, 63]. Diese
Glykosaminoglykane sind lange Kohlenhydratgruppen, die aus sich wiederholen-
den Disacchariden bestehen [58] und je nach Zusammensetzung in verschie-
dene Untergruppen wie z.B. Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Heparansulfat
und Keratansulfat eingeteilt werden kénnen [64]. Nach ihrer Lokalisation lassen
sich Proteoglykane in vier Gruppen einteilen: Intrazellulare, auf der Zelloberfla-
che liegende, perizellulare und extrazellulare Proteoglykane [65]. Die Proteogly-
kane liegen meist zwischen den Kollagenfibrillen und kénnen durch ihre in der
Regel negativ geladenen GAG-Seitenketten Kationen anziehen und Wassermo-
lekule binden [58, 63]. Die sogenannten kleinen Leucin-reichen Proteoglykane
(small leucine-rich proteoglycans (SLRPs)) machen die groRte Gruppe der Pro-
teoglykane aus und werden zu den extrazellularen Proteoglykanen gezahlt [65].
Zu den SLRPs werden 18 Genprodukte gezahlt, die wiederum in funf Klassen
eingeteilt werden [65]. Ihre biologischen Funktionen sind sehr vielfaltig [65]. Sie
haben eine wichtige strukturgebende Funktion [66], unter anderem spielen sie
z.B. eine wichtige Rolle in der Fibrillogenese des Kollagens [67-69]. Daruber hin-
aus sind sie an zahlreichen Signaltransduktionswegen beteiligt [70-72]. Wichtige
Vertreter der SLRPs sind unter anderem Decorin, Biglykan (BGN) (siehe Ab-
schnitt 1.5), Fibromodulin und Lumican [65] (Abb. 6).

11
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Abb. 6: Schematische Darstellung der molekularen Struktur von Vertretern der SLRPs.

Die SLRPs sind durch ihre Unterschiede in der Zusammensetzung der Aminosauren und der
leucine-rich-repeats (LRR, engl. fir Leucin-reiche Wiederholungen) des Kernproteins charakteri-
siert [73]. Decorin und BGN haben eine oder zwei Chondroitinsulfat- oder Dermatansulfat-Seiten-
ketten angehangt. Bei Fibromodulin und Lumican sind es ein bis vier Keratansulfat-Seitenketten
[74]. Abbildung aus Ni et al. [74], verdffentlicht mit Genehmigung von Elsevier und Glycoword

(www.gak.co.jp).

1.4.3 Glykoproteine der extrazellularen Matrix

Zu der EZM werden neben Kollagen und Proteoglykanen auch ca. 200 Glykopro-
teine gezahlt [58]. Wie auch die anderen extrazellularen Matrixproteine haben sie
eine Vielzahl an Funktionen. Sie spielen eine Rolle bei der Anordnung und Ver-
bindung der EZM, férdern die Zelladhasion, sind Teil von Signalwegen und kon-
nen Wachstumsfaktoren binden [58]. Zu den Glykoproteinen zahlen z.B. Laminin,
Elastin, Fibronektin, Vitronektin und der vWF [58].

Der vWF wird von Endothelzellen und Megakaryozyten synthetisiert [54]. Er liegt
im Blutplasma vor, ist Teil der Basalmembran von Gefallen und wird in den
a-Granula der Thrombozyten sowie den Weibel-Palade-Korperchen der En-
dothelzellen gespeichert [75, 76]. Eine entscheidende Rolle spielt er bei der initi-

alen Thrombozytenadhasion bei Gefallverletzung (siehe Abschnitt 1.2.3) und

12
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dient zudem als Transporter fur den Blutgerinnungsfaktor VIII in der Zirkulation
[75].

1.5 Biglykan

BGN gehort zur Klasse-1 Familie der SLRPs [77]. Das fur BGN codierende Gen
(Biglykan-Gen) liegt auf dem X-Chromosom [65]. An das 42 kDa grof3e Kernpro-
tein, bestehend aus leucine-rich repeats (LRR, engl. fir Leucin-reiche Wiederho-
lungen), sind eine oder zwei GAG-Seitenketten kovalent gebunden [78, 79] (Abb.
6). Es kénnen sowohl Chondroitinsulfat- als auch Dermatansulfat-Glykosamino-

glykan-Ketten an das Kernprotein gebunden sein [78].

BGN wird als ein ubiquitar exprimiertes Protein beschrieben [78]. Es interagiert
mit verschiedenen Bestandteilen der EZM, wie Kollagen Typ I, Il, Il und VI sowie
Elastin [78]. BGN spielt in zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen
Vorgangen eine wichtige Rolle. So ist es unter anderem an adaptiven Umbau-
prozessen im Herz nach Myokardinfarkt [80], dem Knochenaufbau und Knochen-

wachstum [81] und der Formierung der Skelettmuskulatur [82] beteiligt.

In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass BGN in der Gefallwand von
unterschiedlich groRen Arterien lokalisiert ist. So wurde BGN unter anderem in
der Wand von Koronararterien [83, 84] und der Aorta [85] detektiert. Heegard et
al. konnten in der aortalen Wand von Bgn7? Mausen in GroRe und Form veran-
derte Kollagenfibrillen zeigen und dass diese Mause vermehrt spontane Aorten-
dissektionen und -rupturen erleiden [85]. Tang et al. untersuchten ebenfalls BGN-
defiziente Mause und sahen, dass das Fehlen von BGN zu einer erhdhten Rate

an Aortenaneurysmata in Mausen fuhrt [86].

In verschiedenen Arbeiten konnte zudem gezeigt werden, dass BGN in athero-
sklerotischen Plaques bei Atherosklerose exprimiert wird [87-89]. BGN konnte
aullerdem in humanem Blutplasma detektiert werden und bei Patienten mit aku-
tem Koronarsyndrom zeigten sich im Vergleich zu herzgesunden Probanden er-
hdhte BGN-Konzentrationen im Plasma [90]. Diese Daten zeigen, dass BGN eine
Rolle bei kardiovaskularen Erkrankungen spielt. Allerdings gibt es bisher keine
Untersuchungen dazu ob, bzw. welche Rolle BGN bei einer akuten Gefalverlet-

zung in Bezug auf die Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung spielt.
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Neben seiner Rolle als Strukturprotein fungiert BGN auch als Signalmolekul [78].
Bei einer Gewebeverletzung wird es proteolytisch aus der EZM oder durch
Neusynthese in aktivierten Makrophagen freigesetzt [91]. Es wurden diverse pro-
teolytische Enzyme beschrieben, die in der Lage sind, das Kernprotein von BGN
zu spalten. Dazu zahlen unter anderem das bone morphogenetic protein 1
(BMP-1, engl. fur knochenmorphogenetisches Protein 1) [92], die Matrix-Me-
talloprotease (MMP)-13 [93] und die MMP-3 [94]. BGN interagiert mit zahlreichen
Zytokinen, wie dem TGF-3, BMP-4, Wnt-1-induced secreted protein-1 (WISP-1)
und dem Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) [91]. Als endogener Ligand fur Toll-
like-Receptor-2 (TLR2, engl. fur Toll-dhnlicher Rezeptor-2) und Toll-like-Recep-
tor-4 (TLR4, engl. fur Toll-ahnlicher Rezeptor-4) fihrt BGN in Makrophagen zu
einer Aktivierung von p38, extracellular signal-regulated kinase (ERK) und nu-
clear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-kB), was die Ex-
pression von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und macrophage-in-

flammatory-protein-2 (MIP-2) stimuliert [95].
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1.6 Ziele der Arbeit

Fur die Himostase und damit fur die Vermeidung gréf3erer Blutverluste bei Ge-
fallverletzungen, spielt vor allem die Freilegung der subendothelialen EZM eine
entscheidende Rolle. Uber verschiedene Rezeptoren kénnen die Thrombozyten
an die EZM binden und werden dadurch aktiviert. Das SLRP BGN ist Teil der
EZM und wurde bereits in der GefalRwand verschiedener Arterien detektiert [83-
85]. Im Zusammenhang mit chronischen atherosklerotischen Erkrankungen gibt
es bereits Untersuchungen bezlglich BGN und seiner Rolle in der Thrombozy-
tenadhasion und Thrombusbildung [90]. Es gibt allerdings bisher keine Daten
dazu, welche Rolle BGN bei der akuten Gefallverletzung spielt. Da aber bereits
bei Decorin, einem dem BGN verwandten Proteoglykan, bekannt ist, dass
Thrombozyten an dieses binden kdonnen, und es durch die Bindung zu einer Ak-
tivierung der Thrombozyten kommt [96], ist es Ziel dieser Arbeit zu untersuchen,
welche Rolle das extrazellulare Matrixprotein BGN in der Thrombozytenadhasion
und Thrombusbildung spielt.

Zunachst soll in dieser Arbeit mittels in vitro Versuchen untersucht werden, ob
Thrombozyten selbst eine Quelle fur BGN sind. Unter statischen als auch unter
Flussbedingungen soll zudem analysiert werden, ob Thrombozyten an BGN bin-
den kénnen und welchen Einfluss BGN auf die Expression verschiedener flur die

Hamostase wichtiger Oberflachenproteine auf Thrombozyten hat.

Mittels Bgn“° Mausen, die durch ein vollstandiges Fehlen von BGN gekennzeich-
net sind, soll weiterhin untersucht werden, welchen Einfluss BGN in vivo auf die

Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung hat.
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2 Material und Methoden

2.1

Material und Methoden

Gerate und Arbeitsmaterialien

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Arbeitsmaterialien

Bezeichnung

Firma (Sitz)

Autoklav Typ 3870 ELV

Tuttnauer (Breda, Niederlande)

Automatischer Hamatologie-Analysator (KX-
21N)

Sysmex (Norderstedt, Deutschland)

Binokular (Mod.A1; s/n 250023)

Exacta + Optech Labcenter SpA (San Pros-
pero, ltalien)

BioPhotometer® D30

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Chirurgische Schere gerade spitz-stumpf BC
112 R

Aesculap AG (Tuttlingen, Deutschland)

Doppler-Sonde (Transonic® Flowprobe; 0,5
PSB448)

Transonic Systems Inc. (Ithaca, New York,
USA)

Durchflusszytometer FACS-Calibur

Becton, Dickinson and Company (Franklin
Lakes, New Jersey, USA)

Electrophoresis Power Supply EV231

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen,
Deutschland)

Feinwaage

Sartorius AG (Goéttingen, Deutschland)

Feuchtekammer

Simport (Beloeil, Kanada)

Flusskammer

Maastricht Instruments (Maastricht, Nieder-
lande)

Gamma-Bestrahlungsgerat Biobeam GM
2000

Gamma-Service Medical GmbH (Leipzig,
Deutschland)

High Temperature Cautery Power Handle
(CHANGE-A-TIP ™)

Bovie Medical Corporation (Purchase, New
York, USA)

Horizontales Minigelsystem (PerfectBlue™,
Mini L 40-1214)

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen,
Deutschland)

IKA® MS 1 shaker (Vortexer)

IKA®- Werke GmbH & CO. KG (Staufen,
Deutschland)

Universal Hood Il Molecular Imager GEL
System

Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, Kalifor-
nien, USA)

Kaltlichtquelle 1500 LCD

Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena,
Deutschland)

Kontinuierliche Spritzenpumpe KDS-100-CE

Kd Scientific (Holliston, Massachusetts, USA)

Labormikrowelle (NN-E201WM)

Panasonic Corporation (Kadoma, Japan)

Leica Mikroskop (DM 2500 MH; 206 water
immersion objective, W 206 / 0.5)

Leica Mikrosystems (Wetzlar, Deutschland)
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Mastercycler Nexus Gradient Thermal Cycler

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Mikro-KnUpfpinzette, gebogen, FD 281 R

Aesculap AG (Tuttlingen, Deutschland)

Mikro Pinzette (07.61.12)

Medicon eG, Chirurgiemechaniker-Genos-
senschaft (Tuttlingen, Deutschland)

Mikroplattenleser Sunrise

Tecan (Mannedorf, Schweiz)

Mikroskop Axio Observer.D1

Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena,
Deutschland)

Mikroskop Axioskop

Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena,
Deutschland)

neoLab Mini Star Zentrifuge D-6020

neoLab Migge GmbH (Heidelberg, Deutsch-
land)

Neubauer-Zahlkammer (Neubauer improved)

LO-Laboroptik Ltd. (Lancing, England)

pH Meter pH 526

Xylem Analytics Germany Sales GmbH & Co,
KG, WTW (Weilheim, Deutschland)

Schablone fir Blutungszeiten (Durchmesser
ca. 1,5 mm)

Zu Verfligung gestellt von Frau Prof. Dr. Ma-
ria Grandoch (Institut fir Pharmakologie und
Klinische Pharmakologie, Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf, Deutschland)

Sterilisierbehalter S150

A. Hartenstein GmbH (Wdirzburg, Deutsch-
land)

Stereomikroskop Zeiss Stemi 2000-C

Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena,
Deutschland)

ThermoLux® Warmeunterlagen

Witte + Sutor GmbH (Murrhardt, Deutsch-
land)

Thermoschuttler TS-100C

A. Hartenstein GmbH (Wirzburg, Deutsch-
land)

TS 420 Transit time-perivascular flowmeter

Transonic Systems Inc. (Ithaca, New York,
USA)

Total Thrombus-formation Analysis System
(T-TAS®)

Fujimori Kogyo Co., Ltd. (Tokyo, Japan)

Vortexmischer

Cenco Instrumenten (Breda, Niederlande)

Wasserbad

Gesellschaft fir Labortechnik mbH (Burgwe-
del, Deutschland)

Warmeschrank BE 300

Memmert (Schwabach, Deutschland)

Warmeschrank

neolLab (Heidelberg, Deutschland)

Wippschuttler (Mini-Rocker-Shaker)

A. Hartenstein GmbH (Wurzburg, Deutsch-
land)

Zentrifuge Eppendorf 5415C

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge Eppendorf 5424R

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge Sigma 2-16 P

Sigma Laborzentrifugen GmbH (Osterode am
Harz, Deutschland)

7500 Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems (Foster City, Kalifornien,
USA)
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Material und Methoden

Tabelle 2: Auflistung der Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Firma (Sitz)

1ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml Spritzen

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

AR-Chips

Fujimori Kogyo Co., Ltd. (Tokyo, Japan)

BD Vacutainer® Citratréhrchen (4,5 ml)
(Mit Citrat-Lésung 0,129 M gepuffertes Nat-
rium-Citrat (= 3,8 %))

Becton, Dickinson and Company (Franklin
Lakes, New Jersey, USA)

Chiurgischer Faden (Prolene* Polypropylene
Suture 6-0 (0.7 Ph. Eur.))

Ethicon, Inc. (Somerville, New Jersey, USA)

Deckglaschen (24 x 60 mm)

Engelbrecht, Medizin und Labortechnik
GmbH (Edermiinde, Deutschland)

Einmalkantlen Sterican® Gr. 20, G 27 x
3/4”'1 30,40 x 20 mm, grau

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Einweg-Glaskapillaren

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co (Eber-
stadt, Deutschland)

Einwegskalpelle (Feather Disposable Scal-
pel, Nr. 15)

Feather Safety Razor CO., LTD. (Osaka, Ja-
pan)

Filterpapier (S & S Faltenfilter)

Whatmann Schleicher & Schuell Micro Sci-
ence GmbH (Dassel, Deutschland)

~Flow Cytometry“ Réhrchen (5 ml, 75 x12
mm, PS)

Sarstedt AG & CO (NUmbrecht, Deutschland)

Greiner centrifuge tubes (Falkons) 50 ml

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

UVette® PCR-clean und proteinfrei

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction
Plate (0,1 ml)

Applied Biosystems by Thermo Fisher Scien-
tific (Waltham, Massachusetts, USA)

Mikroreaktionsgefalle (SafeSeal Gefaly,
1,5ml)

Sarstedt AG & CO (Nimbrecht, Deutschland)

Nylonfilter (Falcon® 100 um Cell Strainer,
Yellow, Sterile)

Corning (Corning, New York, USA)

Objekttrager (76 x 26 x 1 mm)

Paul Marienfeld GmbH & Co (Lauda-Koénigs-
hofen, Deutschland)

Optical Adhesive Covers (PCR kompatibel)

Applied Biosystems by Thermo Fisher Scien-
tific (Waltham, Massachusetts, USA)

PCR Soft Tubes, 0,2 ml (DNase-, RNasefrei)

Biozym Scientific GmbH (Hessisch Olden-
dorf, Deutschland)

Wattestdbchen (MaiMed®-Tip (kleiner Kopf))

MaiMed GmbH (Neuenkirchen, Deutschland)
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2.3 Chemikalien, Puffer und Losungen

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien, Puffer und Losungen

Chemikalie, Puffer, Lésung

Zusammensetzung, Firma (Sitz)

Acid-Citrate-Dextrose (ACD)-Puffer

85 mM Nas-Citrat (Carl Roth GmbH + Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland))

71 mM Citronensaure (Carl Roth GmbH +
Co. KG (Karlsruhe, Deutschland))

2 % Glucose (Carl Roth GmbH + Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland))

pH 4,69

Adenosine 5°-diphosphate (ADP)

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Agarose

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Apyrase (= adenosine diphosphatase)

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Blockierungslésung

1 % BSA (Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
USA))
in Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutsch-
land))

Bovine serum albumin (BSA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

5-Carboxyfluorescein diacetate N-succin-
imidyl ester (CFSE)

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Chloroform

VWR (Radnor, Pennsylvania, USA)

Collagen related peptide (CRP)-XL

University of Cambridge (Cambridge, Eng-
land)

Ca-CTI (Corn Trypsin Inhibitor)

300 mM CaClz, 1250 pg/ml CTI (Fujimori
Kogyo Co., Ltd. (Tokyo, Japan))

Dimethylsufoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

DNase | recombinant, RNAse-free

Roche (Basel, Schweiz)

Eisen (lll)-chlorid

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Erythrozytenlyse-Puffer

155 mM NH4ClI (Merck KgaA (Darmstadt,
Deutschland))

10 mM KHCOs (Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA))

0,1 mM Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) (Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
USA))

pH 7,2-7,4 mit HCI (Merck KgaA (Darmstadt,
Deutschland)) einstellen

Ethanol

Merck KgaA (Darmstadt, Deutschland)

Heparin-Natrium 25000 IE

Ratiopharm GmbH (Ulm, Deutschland)

Isopropanol (= 2 Propanol)

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Isoamylalkohol (= 3-Methyl-1-butanol)

VWR (Radnor, Pennsylvania, USA)

Isofluran

Actavis (Langenfeld, Deutschland)
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Ketavet (Ketamin) 100 mg/ml

Zoetis (Parsippany-Troy Hills Township, New
Jersey, USA)

Kollagenreagens Horm Suspension (enthalt
1 mg/ml native Kollagenfibrillen aus Pferde-
seren in isotoner Glukoseldsung)

Takeda (Osaka, Japan)

Lysepuffer flir Thrombozyten

15 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS) (Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
USA))

155 mM NaCl (Merck KgaA (Darmstadt,
Deutschland))

1 mM EDTA (Sigma-Aldrich (St. Louis, Mis-
souri, USA))

0,005 % NaNs (Sigma-Aldrich (St. Louis, Mis-
souri, USA))

1 mM NasVOq4 (Sigma-Aldrich (St. Louis, Mis-
souri, USA))

Proteaseinhibitor Mini Cocktail Tablette (Ro-
che (Basel, Schweiz))

IGEPAL® CA-630 (Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA))

Midori Green Advance

Nippon Genetics Europe (Duren, Deutsch-
land)

Natriumchlorid 0,9 %

Fresenius Kabi Deutschland GmbH (Bad
Homburg, Deutschland)

Neomycin solution (10 mg/ml in 0,9 % NaCl)

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Protease-activated receptor (Par)4 activated
peptide

JPT Peptide Technologies GmbH (Berlin,
Deutschland)

Phosphate buffered saline (PBS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland)

Prostazyklin (PGl2)

Calbiochem (San Diego, Kalifornien, USA)

Rekombinantes humanes Biglykan (BGN)
(Purity > 95 %)

R&D Systems (Minneapolis, Minnesota,
USA)

SKF Losung (isotone Glukoseldsung)
(pH 2!7'2!9)

Takeda (Osaka, Japan)

Stock I (fur Tyrode-Puffer)

2,73 M NaCl (Merck KgaA (Darmstadt,
Deutschland))

53,6 mM KCI (Merck KgaA (Darmstadt,
Deutschland))

238 mM NaHCOs (Carl Roth GmbH + Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland))

8 mM NazHPO4 (Merck KgaA (Darmstadt,
Deutschland))

0,5 M Hepes (Carl Roth GmbH + Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland))

auf 1 | destilliertes Wasser auffullen

Thrombin aus humanem Plasma

Roche (Basel, Schweiz)

TRI Reagent®

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)
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TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) (50 x)

121 g Trisbase (Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA))

28,5 ml 100 %ige Essigsaure (Merck KgaA
(Darmstadt, Deutschland))

50 ml 0,5 M EDTA (Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA))

pH = 38,3

Trypan blue solution (0,4 %)

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA)

Tyrode-Puffer ohne CaClz

1 ml Stock |

18 ml destilliertes Wasser,

200 pl 0,1 M MgCl2 (Merck KgaA (Darmstadt,
Deutschland))

200 pl 10 % Glucose (Carl Roth GmbH + Co.
KG (Karlsruhe, Deutschland))

720 ul 10 % BSA (Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA))

pH 7,35 mit NaOH einstellen (Merck KgaA
(Darmstadt, Deutschland))

Tyrode-Puffer + CaClz

2 ml Tyrode-Puffer
40 ul 0,1 M CaClz (Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA))

U 46619

Tocris Bioscience (Bristol, Vereinigtes Konig-
reich)

UltraPure™ destilliertes Wasser
DNase/RNase frei

Invitrogen AG (Carlsbad, Kalifornien, USA)

Xylazin 2 % (Xylazinhydrochlorid)

Serumwerk Bernburg AG (Bernburg (Saale),
Deutschland)

100 bp-DNA-Leiter

24 Kits

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Kits

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Name

Firma (Sitz)

Fast SYBR™ Green Master Mix

Applied Biosystems by Thermo Fisher Scien-
tific (Waltham, Massachusetts, USA)

ImProm-II™ Reverse Transcription System

Promega (Fitchburg, Wisconsin, USA)

KAPA Mouse Genotyping Kit

KAPA Biosystems (Wilmington, Massachu-
setts, USA)

Maus Biglykan (BGN) ELISA Kit

Cusabio Biotech Co (Wuhan, China)

ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System

Promega (Fitchburg, Wisconsin, USA)

ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System

Promega (Fitchburg, Wisconsin, USA)
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2.5 Antikorper

Material und Methoden

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Antikorper

Bezeichnung

Firma (Sitz)

FITC-labeled Rat Anti-Mouse GPVI Monoclo-
nal Antibody (JAQ1 / Rat (Wistar) 1gG2a —
FITC)

EMFRET Analytics GmbH & Co. KG (Eibel-
stadt, Deutschland)

FITC-labeled Rat Anti-Mouse/Human Integrin
a5 chain (CD49e) Monoclonal Antibody
(Tap. A12 / Rat (Wistar) 1gG1)

EMFRET Analytics GmbH & Co. KG (Eibel-
stadt, Deutschland)

FITC-labeled Rat Anti-Mouse/Human Integrin
B3 (GPllla, CD61) Monoclonal antibody
(Luc.H11/ Rat (Wistar) IgG2b)

EMFRET Analytics GmbH & Co. KG (Eibel-
stadt, Deutschland)

FITC-labeled Rat Anti-Mouse P-selectin
(CD62P) Monoclonal Antibody (Wug.E9 / Rat
(Wistar) 19G1)

EMFRET Analytics GmbH & Co. KG (Eibel-
stadt, Deutschland)

Phycoerythrin (PE)-labeled Rat Anti-Mouse
GPlba (CD42b) (Xia.G5 / Rat (Wistar) IgG2b)

EMFRET Analytics GmbH & Co. KG (Eibel-
stadt, Deutschland)

PE-labeled Rat Anti-Mouse Integrin allb33
(GPIlIbllla, CD41/61) Monoclonal Antibody
(JON/A Rat (Wistar) 1gG2b)

EMFRET Analytics GmbH & Co. KG (Eibel-
stadt, Deutschland)

Purified Rat Anti-Mouse GPVI Monoclonal
Antibody (JAQ1 / Rat (Wistar) IgG2a)

2.6 Primer

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Primer

EMFRET Analytics GmbH & Co. KG (Eibel-
stadt, Deutschland)

Gen Vorwartsprimer (5" 2 37)

Rickwartsprimer (5" 2 3)

Aktin ctaaggccaaccgtgaaaag

accagaggcatacagggaca

Biglykan ctgagggaacttcacttgga

cagatagacaacctggaggag

TNF-a gcccccactctgaccccttt ggggctggctctgtgaggaa
2.7 Software
Tabelle 7: Verwendete Software-Programme

Bezeichnung Firma (Sitz)

Adobe® Photoshop® Elements 9

Adobe Systems (San Jose, Kalifornien, USA)

AxioVision Rel. 4.8

Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena,
Deutschland)
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LabChart Reader 8.1.6 Windows ADlInstruments (Dunedin, Neuseeland)

Magellan™- Data Analysis Software Tecan (Mannedorf, Schweiz)

Microsoft Office 2007 Microsoft Corporation (Redmond, Washing-

ton, USA)

Microsoft Office 2010 Microsoft Corporation (Redmond, Washing-
ton, USA)

Microsoft Office 2016 Microsoft Corporation (Redmond, Washing-

ton, USA)

Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena,

ZEN 2012 (blaue Edition) Deutschland)

Applied Biosystems (Foster City, Kalifornien,

7500 Software v2.0 USA)

2.8 Versuchstiere

Es wurden BGN-Knockout-Mause mit einer gezielten Deletion des BGN Gens
[17] und einem C57BL/6J-Hintergrund verwendet, sowie mannliche Wildtyp litter-
mates (WT). Da das fir BGN codierende Gen (Biglykan-Gen) auf dem X-Chro-
mosom liegt, wird das vollstandige Fehlen von BGN bei den Biglykan-Knockout-
Mausen mit dem Terminus Bgn-% angegeben [65]. Die Mause wurden uns freund-
licherweise von Prof. Dr. Jens W. Fischer (Institut fir Pharmakologie und Kilini-
sche Pharmakologie, Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) zu Verfigung ge-
stellt. Alle Arbeiten mit den Versuchstieren erfolgten gemalf dem deutschen Tier-
schutzgesetz und den Richtlinien der FELASA (Federation of European Labora-
tory Animal Science Association) und wurden vom Landesamt fur Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz NRW genehmigt (Genehmigung von Versuchen an Wir-
beltieren gemall § 8 Abs. 1 TierSchG i.V.m. § 33 TierSchVersV) (Aktenzeichen
84-02.04.2014.A303).

Es liegt eine Ausnahmegenehmigung gemafl § 16 Abs. 1 Satz 5 TierSchVersV
vor, die es Frau Henrike HOrmann erlaubt, die in der oben genannten Genehmi-
gung (Aktenzeichen 84-02.04.2014.A303) beschriebenen Versuche durchzufih-
ren (Aktenzeichen 39/11-102_7 Hérmann). Frau Henrike Hérmann hat einen Ver-

suchstierkundekurs gemaf Richtlinien der FELASA (Kategorie B) absolviert.
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FUr Blutentnahmen und Organentnahmen wurden C57BL/6J Mause (von Janvier
Labs erworben) verwendet. Die Blutentnahmen erfolgten nach Anzeige gemaf
§ 6 Abs. 1 Satz 2 Nr. 4 Tierschutzgesetz (TierSchG) und Genehmigung (Akten-
zeichen 84-02.05.20.12.284). Die Organentnahmen erfolgten mit Genehmigung
der Zentralen Einrichtung fir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzauf-
gaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat, Aktenzeichen 086/12.

2.9 Zellbiologische Methoden

2.9.1 Blutabnahme bei Mausen

Unter Inhalationsnarkose mittels Isofluran wird den Mausen mit Hilfe einer dun-
nen Glaskapillare Blut aus dem retroorbitalen Venenplexus abgenommen. Um
die Gerinnung des Blutes zu verhindern, wird das Blut in Mikroreaktionsgefalen
mit blutgerinnungshemmenden Substanzen aufgefangen. Diese unterscheiden
sich je nach Verwendungszweck. Fur die statischen Adhasionsversuche, die
Flusskammer-Experimente und die Genotypisierung wird das Blut in 300 pl He-
parin (20 U/ml) aufgenommen. Fir die Enzyme-linked Immunosorbent Assays
(ELISAS) wird das Blut in 200 ul Acid-citrate-dextrose aufgenommen. Um eine
ausreichende Menge an Blut zu erhalten, wird Blut von mehreren Mausen mit

gleichem Genotyp, Geschlecht und Alter gepoolt.
2.9.2 lIsolation von murinen Thrombozyten

Das murine Blut wird in einem Mikroreaktionsgefald mit 250 g-Kraft (g) fur 5 min
bei 22 °C zentrifugiert. Der davon gewonnene Uberstand wird mit 50 g fir 6 min
bei 22 °C zentrifugiert. AnschlieBend wird dem neuen Uberstand Apyrase (0,02
U/ml) und Prostaglandin I2 (PGlz) (0,5 uM) hinzugefugt und das verbliebene Pellet
in 200 yl Tyrode-Puffer resuspendiert. Das Mikroreaktionsgefaly mit dem resus-
pendierten Pellet wird mit 50 g fur 6 min bei 22 °C zentrifugiert und der neu ge-
wonnene Uberstand dem Uberstand, der in Schritt 3 gewonnen wurde, hinzuge-
fugt. Diese Suspension wird mit 650 g fur 5 min bei 22 °C zentrifugiert. Der hierbei
entstehende Uberstand wird verworfen und das verbleibende Pellet in Tyrode-
Puffer, Apyrase (0,02 U/ml) und PGI2z (0,5 pM) aufgenommen. Nach 5 min bei 37
°C im Warmeschrank wird die Suspension erneut mit 650 g fur 5 min bei 22 °C

zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das verbleibende Pellet erneut
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vorsichtig in Tyrode-Puffer + CaClz (0,1 M) resuspendiert. Die Anzahl der isolier-
ten Thrombozyten wird anschliefend mit einem automatischen Hamatologie-

Analysator bestimmt.
2.9.3 Statische Adhasions-Versuche

Die statischen Adhasions-Versuche dienen hier der Untersuchung der Throm-
bozytenbindung an verschiedene extrazellulare Matrixproteine. Daflir werden zu-
nachst Deckglaschen (24 x 60 mm) in einem definierten Areal von 1 x 1 Zentime-
ter (cm) mit 70 pl Kollagen (200 pg/ml), 70 pul BGN (10 pg/ml) oder 70 ul
BGN (10 pg/ml) plus Kollagen (200 pg/ml) beschichtet und in einer Feuchtekam-
mer bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Das Kollagen (Kollagenreagens Horm Sus-
pension) und das BGN werden zuvor mit der SKF-L6sung bis zur gewunschten
Konzentration verdinnt. Am folgenden Tag wird die Flussigkeit vorsichtig von
den Deckglaschen abgegossen und die verbleibende Kollagen-, BGN-, und
BGN-Kollagen-Matrix mit 400 ul Blockierungslosung (1 % Bovine Serum Albumin
(BSA)) fur eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) bedeckt. Fir jeden Ansatz wer-
den 8x10* Thrombozyten in 70 ul Tyrode-Puffer + CaCl2 verwendet. Die Isolation
der Thrombozyten von C57BL/6J Mausen erfolgt wie in Abschnitt 2.9.2 beschrie-
ben. Die Inkubationszeiten der Thrombozyten auf der Matrix betragen je nach
Ansatz 5 min, 20 min oder 60 min. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Flus-
sigkeit von den Deckglaschen abgegossen und die nicht adharenten Thrombozy-
ten mit 90 ul phosphate buffered saline (PBS) vorsichtig abgewaschen. Die Deck-
glaschen werden umgedreht und mit der beschichteten Matrixseite auf einen Ob-
jekttrager gelegt. Anschlielend kdénnen mit Hilfe des Mikroskops Axio Obser-
ver.D1, mit einer 400-fachen Vergrdélierung die adharenten Thrombozyten doku-
mentiert werden. Die anschlieliende Auswertung der Bilder erfolgt mit der Carl
Zeiss Software ,ZEN 2012 (blaue Edition). Es erfolgt die Bestimmung der Anzahl
der adharenten Thrombozyten in einem definierten Areal. Dazu werden 3-5 Bilder

ausgewertet und anschliefend der Mittelwert gebildet.

FUr die statischen Adhasionsversuche mit dem GPVI-Inhibitor (JAQ1-Antikorper
(AK)) werden die Deckglaschen wie oben beschrieben vorbereitet und die

Thrombozyten wie in Abschnitt 2.9.2 beschrieben aus murinem Blut (von WT und
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Bgn~° Mausen) isoliert. Auch hier werden je Ansatz 8x10* Thrombozyten verwen-
det. Vor der Inkubation auf den verschiedenen Beschichtungen erfolgt eine 5-
minutige Inkubation der Thrombozyten mit 2 pl JAQ1-AK (0,5 mg/ml), bzw. Ty-
rode-Puffer + CaClz in der Kontrollgruppe, bei 37 °C. Der JAQ1-AK ist ein mono-
klonaler Ratte-Anti-Maus AK, der die Kollagen vermittelte Aggregation von muri-
nen Thrombozyten inhibiert, indem er an GPVI bindet [97]. AnschlieRend erfolgt
die weitere Durchfuhrung des Versuches wie oben beschrieben, allerdings wer-
den die Thrombozyten hier in jedem Ansatz fur 20 min auf den verschiedenen

Beschichtungen inkubiert.
2.9.4 Flusskammersystem

Die Experimente mit der Flusskammer dienen dazu das Adhasionsverhalten der
Thrombozyten sowie die Thrombusbildung unter Flussbedingungen zu untersu-
chen. Die Flusskammer imitiert mit ihrer Objekttragerkammer (50 ym x 5 mm) ein
Blutgefal’. Unterschiedlich beschichtete Deckglaschen dienen als EZM, die auch
bei einer Gefallverletzung freigelegt werden kann und je nach Zusammenset-
zung zu einer Adhasion von Thrombozyten fuhrt. Mithilfe einer kontinuierlichen
Spritzenpumpe kann das Blut mit verschiedenen Flussgeschwindigkeiten durch
das ,kunstliche® Blutgefald flieRen. Dieses Verfahren ist wesentlich physiologi-
scher als die statischen Adhasionsversuche, da hier auch die dynamischen Ei-
genschaften, die bei der Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung eine

wichtige Rolle spielen, nicht vernachlassigt werden.

Wie auch bei den statischen Adhasionsversuchen werden zunachst Deckglas-
chen (24 x 60 mm) in einem definierten Areal von 1 x 1 cm mit 70 ul Kollagen
(200 pg/ml) oder 70 pl BGN (10 pg/ml) plus Kollagen (200 ug/ml) beschichtet und
in einer Feuchtekammer bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wird die
verbliebene FlUssigkeit von den Deckglaschen abgegossen und die Matrix mit
400 ul Blockierungslésung (1 % BSA in PBS) fur eine Stunde bei RT inkubiert.
Anschlief3end wird die Blockierungslésung abgekippt, das Deckglaschen mit der
beschichteten Seite auf die Objekttragerkammer gelegt und in das Aluminiumge-
hause eingebaut. Die beim Einbau entstandenen Luftblaschen werden mithilfe
von destilliertem Wasser aus der Objekttragerkammer gespult. Anschlie3end er-

folgt das vorsichtige Spulen mit Tyrode-Puffer + CaClz. Der Zu- und Abfluss in
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das System erfolgt Uber dunne Schlauche, die in einem Winkel von 20° in die

Kammer miunden. Dadurch kommt es zu einer Reduktion von Verwirbelungen.

Da flr einen Flusskammerdurchlauf 0,9 ml Vollblut in Heparin bendtigt werden,
wird das Blut von mehreren Mausen gepoolt um eine ausreichende Menge zu
erreichen (700 pl Blut in 300 ul Heparin (20 U/ml). Die 0,9 ml werden in eine 1 ml
Spritze aufgenommen. Hierbei ist besonders darauf zu achten, dass keine Blas-
chen in der Spritze sind. Die Spritze wird in die kontinuierliche Spritzenpumpe
eingebaut, die Flusskammer auf das Mikroskop gestellt und an die Spritze ange-

schlossen.

Die gewtlnschte Flussgeschwindigkeit wird an der Spritzenpumpe eingestellt
(7,5 ml/h oder 12,75 mi/h) und die Pumpe gestartet. Sobald das Blut die Objekt-
tragerkammer erreicht hat, wird die Zeit gestoppt. Nach 3 min werden an mindes-
tens 5 verschiedenen reprasentativen Stellen Bilder mit Hilfe des Mikroskops
Axio Observer.D1 (mit Plan-Neofluar 40x Objektiv) mit Differentialinterferenzkon-
trast (DIC) mit einer 400-fachen Gesamtvergrofierung aufgenommen. Die Aus-
wertung der Bilder erfolgt mithilfe der Carl Zeiss Software ,ZEN 2012“ (blaue Edi-
tion).

Um die Schergeschwindigkeiten zu berechnen, die auf das Blut wirken, wird fol-

gende Formel verwendet [98]:

100 Q

y=h2><w><60

= Schergeschwindigkeit in s
= Flussgeschwindigkeit des Blutes in ml/h

= Hohe der Kammer in mm

ST 5SSO

= Breite der Kammer in mm

Tabelle 8: Verwendete Flussgeschwindigkeiten und Schergeschwindigkeiten in der Fluss-

kammer

Flussgeschwindigkeit Q Schergeschwindigkeit y
[mi/h] [s]

7,5 1000
12,75 1700
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2.9.5 Total Thrombus-formation Analysis System (T-TAS®)

Mit dem T-TAS® lasst sich die Thrombusbildung unter verschiedenen Flussbe-
dingungen analysieren. In dieses Flusskammersystem werden Mikrochips einge-
setzt, die ein Gefal} imitieren und mit verschiedenen Substanzen beschichtet
sind. Der hier verwendete AR-Chip (300 um breit, 80 ym tief und 15 mm lang) ist
mit Kollagen sowie Thromboplastin beschichtet. Die Thrombusbildung kann nicht
nur Uber die Video-Mikroskopie (10x) beobachtet und analysiert werden, sondern
es werden auch mit Hilfe eines Drucksensors die Veranderungen des Druckes
im Mikrochip aufgezeichnet (Abb. 7). Beim Erreichen eines je nach Versuchsauf-
bau vorher definierten Druckes, gilt das ,Gefall* als vollstandig verschlossen. Die
Versuche werden durch eine im System integrierte Heizung unter thermostabilen

Bedingungen bei 37 °C durchgefuhrt.

1003
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Abb. 7: Exemplarisches Bild einer Druckkurve des Total Thrombus-formation Analysis
Systems bei der Untersuchung der Thrombusbildung mit Blut von einer WT Maus bei einer
Scherrate von 240 s™.

Die Messung wurde bei ca. 100 kPa abgebrochen. Die x-Achse gibt die Zeit in Minuten an und

die y-Achse gibt den Druck im kinstlichen Gefal in kPa an.
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2.9.5.1 Analyse der Thrombusbildung mit Blut von Bgn”’ Mausen

Das Blut wird, wie in 2.9.1 beschrieben, von Bgn’° Mausen und WT Mausen ab-
genommen. Es wird 425 ul Blut in 75 pl Citrat-Losung (0,129 M gepuffertes Na-
triumcitrat (= 3,8 %)) aufgenommen. Das Natriumcitrat bindet die im Blutplasma

enthaltenen Calciumionen und verhindert dadurch die vorzeitige Gerinnung.

Pro Lauf werden 480 pl des Blut-Citrat-Gemisches verwendet und mit 20 ul
Ca-Corn Trypsin Inhibitor (CTI) (final 12 mM CaClz, 50 yg/ml CTI) recalcifiziert,
wodurch eine Gerinnung wieder ermdglicht wird. 450 ul des Blutes werden in
einen kleinen Behalter gefillt, der mit einer Hochprazisions-Mikropumpe gekop-
pelt ist. Mithilfe der Pumpe wird Ol in den Blutbehalter gepumpt und dadurch das
Blut in den Mikrochip geleitet. Es werden Schergeschwindigkeiten von 240 s

und 600 s' verwendet.

Das Blut fliet durch den Mikrochip und kommt dadurch in Kontakt mit dem Kol-
lagen sowie dem Thromboplastin mit dem das kunstliche ,Gefal3" beschichtet ist.
Durch das Kollagen werden unter anderem die Thrombozyten aktiviert. Durch
das Thromboplastin kommt es aber auch zu einer Aktivierung des extrinsischen
Systems der Blutgerinnung. Die Thrombusbildung wird in Echtzeit mithilfe des
Videomikroskops dokumentiert und kann zudem anhand der Druckkurve analy-
siert werden. Bei Erreichen eines Druckes von ca. 100 Kilopascal (kPa) gilt das
kinstliche Gefal als komplett okkludiert und der Versuch wird automatisch be-

endet. Die Zeit bis zum Erreichen der 100 kPa wird als Okklusionszeit bezeichnet.
2.9.5.2 Analyse der Thrombusbildung nach Vorinkubation mit Biglykan

FUr diese Ansatze wird Blut von C57BL/6J Mausen abgenommen (425 ul Blut in
75 pl Citrat-Losung (0,129 M gepuffertes Natrium-Citrat (= 3,8 %)). 475 pl des
Blut-Citrat-Gemisches werden mit 20 ul Ca-CTI recalcifiziert. Das Blut wird flr
5 min bei RT mit 5 yl BGN (10 pg/ml) inkubiert. Als Kontrolle dienen Proben mit
5 pl PBS. Die darauffolgenden Schritte erfolgen wie in Abschnitt 2.9.5.1 beschrie-

ben. Fir die Versuche wird eine Scherrate von 240 s™' verwendet.
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2.9.6 Durchflusszytometrie
2.9.6.1 Analyse der Aktivierung von Thrombozyten von Bgn’° Mausen

Von WT Mausen und Bgn7% Mausen wird, wie in Abschnitt 2.9.1 beschrieben, je
100 pl Blut abgenommen und in 300 ul Heparin (20 U/ml) aufgenommen. Fur die
Ansatze mit ungewaschenem Blut werden davon je 200 pl direkt in 300 pl Tyrode-
Puffer + CaClz2 aufgenommen. Fir die Ansatze mit gewaschenem Blut wird das
heparinisierte Blut zunachst mit 500 ul Tyrode-Puffer versetzt und mit 650 g fur 5
min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das verbleibende Pellet erneut
in 500 pl Tyrode-Puffer aufgenommen und fir 5 min bei 37 °C inkubiert. Dieser
Waschschritt wird noch zwei Mal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wird

das Pellet in 500 pl Tyrode-Puffer + CaCl2 aufgenommen.

FUr die Fluorescence-activated cell sorting- (FACS) Analysen werden pro Ansatz
je 4 ul des P-Selektin-AK (Fluorescein isothiocyanate (FITC)-markiert), 4 pl des
JON/A-AK (Phycoerythrin (PE)-markiert) (Konzentration 0,5 mg/ml) sowie 3,5 pl
einer der Agonisten aus Tabelle 9, bzw. 3,5 pl Tyrode-Puffer + CaClz in der Kon-
trollgruppe (,ruhend®), hinzugefugt. Der JON/A-AK, ein monoklonaler Ratte anti-
Maus Integrin allbB3 (GPllIbllla, Cluster of differentiation (CD) 41/61) AK, bindet
an aktiviertes Integrin allbB3 auf aktivierten Thrombozyten, nicht jedoch an das
nicht aktivierte Integrin allbB3 auf ruhenden Thrombozyten [99] und ist deswegen
neben dem P-Selektin-AK [23] ein wichtiger Aktivierungsmarker fur Thrombozy-

ten.

Tabelle 9: Liste der Agonisten fiir die Aktivierung von Thrombozyten zur Analyse der Ex-

pression von Oberflachenproteinen mittels FACS

Agonist Finale Konzentration

CRP 0,1 pg/ml

CRP 1 pg/ml

CRP 5 pg/mi

ADP 10 mM

ADP / U46 10 mM /3 uM

Par-4 activated peptide 75 uM
Par-4 activated peptide 100 uM
Par-4 activated peptide 200 uM
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Zu den AK und Agonisten werden 23,5 ul des verdinnten Blutes hinzugegeben.
Es folgt ein Inkubationsschritt fir 7 min bei 37 °C und ein weiterer Inkubations-
schritt fur 7 min bei RT. Beide Inkubationsschritte erfolgen lichtgeschitzt. Die
Antikérperbindungsreaktion wird mit 400 ul PBS gestoppt und die Proben im
Durchflusszytometer gemessen. Mithilfe der gemessenen gemittelten Fluores-
zenzintensitat (engl. mean fluorescence intensity (MFI)) kbnnen die Proben ver-

glichen werden.

2.9.6.2 Analyse der Expression von Oberflachenproteinen auf ruhenden

Thrombozyten von Bgn” Mausen

Den Mausen wird, wie in Abschnitt 2.9.1 beschrieben, je 100 pl Blut abgenom-
men und in 300 pl Heparin (20 U/ml) aufgenommen. Es folgt die Hinzugabe von
300 pl Tyrode-Puffer. In jedes ,Flow Cytometry“ Rohrchen werden 5 pl einer der
AK aus Tabelle 10 sowie 30 pl des verdunnten Blut-Heparin-Gemisches gege-
ben. Die Proben werden anschlielRend fur 15 min bei RT inkubiert. Eine weitere
Bindung wird anschliellend mittels der Zugabe von 400 pl PBS verhindert. Die
Messung der Proben erfolgt mittels Durchflusszytometer. Es wird die MFI be-

stimmt.

Tabelle 10: Auflistung der Antikorper fiir die FACS-Analysen von Oberflachenproteinen
auf Thrombozyten

Antikorper gegen  Fluoreszenzfarbstoff

GPIba PE
Integrin B3 FITC
Integrin a5 FITC

GPVI FITC

2.9.6.3 Analyse der Expression von P-Selektin und aktiviertem Integrin

allbB3 auf Thrombozyten nach Vorinkubation mit Biglykan

Es werden 100 pl Blut von C57BL/6J Mausen, wie in 2.9.1 beschrieben, abge-
nommen und in 300 pl Heparin (20 U/ml) aufgenommen. Das Blut wird wie in

Abschnitt 2.9.6.1 beschrieben ,gewaschen®. Pro Ansatz werden je 4 pl des P-Se-
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lektin-AK (FITC-markiert), 4 pl des JON/A-AK (PE-markiert), 3,5 pl einer der Sub-
stanzen aus Tabelle 11 sowie 23,5 yl des ,gewaschenen® Blutes in ein ,Flow
Cytometry“ Rdohrchen gegeben. Die weiteren Schritte erfolgen wie in Abschnitt
2.9.6.1 beschrieben.

Tabelle 11: Auflistung der Ansatze fiir die Untersuchung der Expression von P-Selektin
und Integrin allbf3 auf Thrombozyten mittels FACS

Ansitze Finale Konzentration
Tyrode-Puffer + CaClz (ruhend)
ADP 5uM
BGN 10 pg/ml
ADP / BGN 5uM /10 pg/ml

2.10 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur quantitativen Bestimmung von BGN in den Uberstanden von stimulierten
Thrombozyten, wird ein ELISA verwendet. Dafur wird das Maus Biglykan ELISA
Kit von Cusabio nach Herstellerangaben verwendet. Dieses Kit beruht auf der
sogenannten Sandwich-ELISA-Methode. Hier werden zwei spezifische AK ver-
wendet, die beide an das nachzuweisende Protein binden konnen. Der erste AK
wird als Fangantikdrper bezeichnet (engl. capture antibody) und ist fest mit der
Mikrotiterplatte verbunden. Nach Zugabe der zu untersuchenden Probe bindet er
spezifisch das Antigen. Der anschlieRend hinzugefligte zweite AK dient der De-
tektion (engl. detection antibody) und bindet an ein anderes Epitop desselben
Proteins. An diesem AK hangt ein Enzym, das in diesem Kit durch Zugabe des
passenden Substrats zu einem Farbumschlag fuhrt. Diese Reaktion wird durch
Hinzugabe einer Stopplosung zu einem definierten Zeitpunkt beendet. Durch das
Erstellen einer Standardreihe mit bekannten Antigenkonzentrationen entsteht
eine Kalibrierungs-Kurve anhand derer die Konzentration des nachzuweisenden
Antigens bestimmt werden kann. Mithilfe eines Photometers wird die Absorption

bei einer spezifischen Wellenlange gemessen und so das Signal quantifiziert.

Fur die Gewinnung der Uberstéande von stimulierten Thrombozyten wird zunachst

Blut von C57BL/6J Mausen, wie in Abschnitt 2.9.1 beschrieben, abgenommen
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und in Mikroreaktionsgefal’en in 200 ul Acid-Citrate-Dextrose (ACD)-Puffer auf-
genommen. Die Thrombozyten werden anschlieRend wie in Abschnitt 2.9.2 be-
schrieben isoliert. Firr jeden Ansatz werden 7x10° Thrombozyten/ul in 220 ul ver-
wendet. Zu den isolierten Thrombozyten werden in unterschiedlichen Ansatzen
je ein Agonist aus Tabelle 12 bzw. bei der Kontrollgruppe Tyrode-Puffer + CaCl2
gegeben. Die Inkubation der Proben erfolgt fir 10 min bei 37 °C in einem Ther-
moschuttler. Anschliefend werden die Proben mit 845 g fur 10 min bei 4 °C zent-
rifugiert. Der dabei gewonnene Uberstand wird bei -20 °C gelagert. Das verblei-
bende Pellet im Mikroreaktionsgefaly wird in 220 yl Thrombozyten-Lysepuffer
aufgenommen und bei 4 °C Uber Nacht gelagert. Am folgenden Tag werden die
Proben in den Vortexmischer gestellt und anschliefend mit 9.391 g fur 10 min
bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wird entnommen und wenn nicht direkt ver-

wendet bei -20 °C gelagert.

Tabelle 12: Liste der Agonisten fiir die Thrombozyten-Stimulation

Agonist Finale Konzentration

CRP 1 pg/mi

CRP 10 pg/ml
Thrombin 0,02 U/ml
Thrombin 0,1 U/ml

Die in der folgenden Beschreibung benutzen Substanzen sind, wenn nicht anders

gekennzeichnet, alle im Maus Biglykan ELISA Kit von Cusabio enthalten.

Da in diesem Kit die Mikrotiterplatten (mit 96 Lochungen (engl. wells)) bereits mit
dem capture antibody beschichtet sind, wird direkt mit der Probenauftragung be-
gonnen. In jedes Wellwerden je 100 pl der zuvor hergestellten Standardlésungen
bzw. der zu untersuchenden Proben pipettiert und anschliel3end fur zwei Stunden
bei 37 °C inkubiert. Danach wird die FlUssigkeit ausgekippt und je 100 pl des
Biotin-AK (detection antibody) hinzugefugt und fur eine Stunde bei 37 °C inku-
biert. Es folgen drei Waschschritte mit je 200 pl Waschpuffer. Nach dem letz-
ten Waschschritt wird der in den Wells verbliebene Waschpuffer aus den Wells
geklopft und anschliel3end pro Well 100 ul Meerrettichperoxidase (engl. Horser-
adish Peroxidase Avidin (HRP-Avidin)) hinzugefugt und bei 37 °C fur eine Stunde
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inkubiert. Nach der Inkubationszeit folgen funf Waschschritte mit je 200 pl
Waschpuffer. Anschlieend wird in jedes Well 90 ul 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin
(TMB-Substrat) hinzugeflgt und lichtgeschutzt fur 20 min bei 37 °C inkubiert. In
diesem Schritt erfolgt die Spaltung des Chromogens TMB durch die HRP, was
sich durch einen blauen Farbumschlag zeigt. AnschlieRend wird die Enzymreak-
tion durch Hinzugabe von je 50 pl Stopplésung beendet. Dies geht mit einem
gelben Farbumschlag einher. Zuletzt erfolgt die Messung der Absorption mithilfe
des Mikroplattenlesers Sunrise (Tecan (Mannedorf, Schweiz)) bei einer Wellen-
lange von 450 nm und die Auswertung mit der Software Magellan™- Data Ana-

lysis (Tecan (Mannedorf, Schweiz)).

2.11 Molekularbiologische Techniken

2.11.1 Isolierung von Ribonukleinsaure aus murinen Thrombozyten

Die Blutabnahme von C57BL/6J Mausen erfolgt wie in Abschnitt 2.9.1 beschrie-
ben. Das Blut wird in Mikroreaktionsgefalten mit je 300 pl Heparin (20 U/ml) auf-
genommen. Nach der Isolation der Thrombozyten, wie in Abschnitt 2.9.2 be-
schrieben, werden die isolierten Thrombozyten von 3 Mausen gepoolt, um eine
groliere Zellzahl zu erreichen. Die gepoolten Proben werden mit 650 g fur 5 min
bei 22 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das verbleibende Pellet
in 100 ul Lysepuffer aufgenommen und mit dem Vortexmischer gemischt. Nach
einer Inkubationszeit von 15 min bei 4 °C wird 800 ul TRI Reagent® hinzugeflgt
und die Proben durch Schutteln gemischt. Die Proben werden 10 min bei RT
inkubiert und anschlief3end wird 200 ul Chloroform hinzugegeben. Erneut werden
die Proben durch Schuitteln gemischt und bei RT fur 10 min inkubiert. Es folgt ein
Zentrifugationsschritt mit 9.391 g fir 10 min bei 4 °C. Es werden verschiedene
Phasen im Reaktionsgefal® sichtbar. Die obere wassrige Phase wird vorsichtig
entnommen und in ein neues Mikroreaktionsgefal® uberfihrt und 800 ul Chloro-
form-Isoamylalkohol (Verdinnung 24:1) hinzugegeben. Nach einer Inkubations-
zeit von 2 min bei RT erfolgt eine erneute Zentrifugation der Proben mit 9.391 g
fir 10 min bei 4 °C. Erneut wird die obere wassrige Phase entnommen und in ein
neues Mikroreaktionsgefall gegeben. Nach der Zugabe von 500 pl Isopropanol
werden die Proben kraftig geschuttelt und anschlief3end fir 30 min auf Eis inku-
biert. Es folgt die Zentrifugation der Proben mit 16.464 g fur 10 min bei 4 °C. Das
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Isopropanol wird anschlielRend abgekippt und das verbleibende Pellet 10-30 min
an der Luft getrocknet und danach in 20 yl RNase-freiem Wasser aufgenommen.
FUr die photometrische Bestimmung der Ribonukleinsaure- (RNS, engl. ribonu-
cleic acid (RNA)) Konzentration und der Reinheit erfolgt eine 1:10 Verdlinnung
mit RNase-freiem Wasser. Die RNA wird bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert.
2.11.2 Isolierung von Ribonukleinsaure aus murinen Herzen

Die Herzentnahme erfolgt an narkotisierten (Ketavet [90 mg/Kilogramm Korper-
gewicht (kg KG)] und Xylazin [10 mg/kg KG] in NaCl aufgezogen) C57BL/6J Mau-
sen nach Eréffnung des Thorax und Spulung des Herzens mit ca. 4 ml gekuhlter
Heparinldsung (20 U/ml in Phosphate buffered saline (PBS)) durch Frau Dr. rer.
nat. Meike Klier. Diese Spulung wird durchgefuhrt, um eine Thrombusbildung im
Gefallsystem und im Herz zu verhindern. Appliziert wird die Heparinlésung in die
Herzspitze (Apex cordis) bei noch schlagendem Herzen. Zudem wird der rechte
Vorhof des Herzens eroffnet, um das Durchspllen zu gewahrleisten. Das ent-
nommene Herz wird mit gekihltem PBS gespult und der linke Ventrikel abge-

trennt und gewogen. Mittels Morser und Flussigstickstoff wird er pulverisiert.

Die RNA-Isolierung wird mit dem ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System (Pro-
mega (Fitchburg, Wisconsin, USA)) gemall der Empfehlung des Herstellers
durchgefuhrt. Der pulverisierte linke Ventrikel wird mit dem LBA- und
TG-(1-Thioglycerol) Puffer gewichtsadaptiert vermischt und durch 7-10-maliges
auf- und abpipettieren lysiert. Ein Teil des Lysats kann jetzt fur spatere Versuche
weggefroren werden. Dem verbliebenden Lysat wird volumenadaptiert der RNA-
Dilution Buffer (RDB) hinzugefugt und fur 10 s mittels Vortexmischer vermischt.
Anschlie3end folgt eine 1-mindtige Inkubation bei RT. Um nicht-lysierte Bestand-
teile aus der Probe zu entfernen erfolgt ein 3-minutiger Zentrifugationsschritt mit
14.000 g. Der klare Uberstand wird in ein neues Reaktionsgefall tberfiihrt und
an das Volumen angepasstes Isopropanol (100 %) hinzugeftigt. Zur Vorbereitung
der weiteren Schritte wird die Saule in ein Auffangrohrchen platziert und 700 pl
der Probe auf die Saule gegeben. Es folgt ein Zentrifugationsschritt mit 14.000 g

fir 1 min bei 20-25 °C. Der Unterstand wird verworfen. Die Saule wird erneut auf
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einem Auffangrohrchen platziert und 500 pl der RNA Wash Solution werden hin-
zugefugt. Die anschlieRende Zentrifugation erfolgt mit 14.000 g fur 30 s. Das Auf-
fangrohrchen wird geleert und 30 ul des DNase | incubation mix auf die Saule
gegeben und flr 15 min bei RT inkubiert. Anschlielend wird der Saule 200 ul der
Column Wash Solution hinzugefugt und fir 15 s mit 14.000 g zentrifugiert. Die
gebundene RNA wird nun zweimalig mit 500 ul bzw. 300 yl RNA Wash Solution
fur 30 s bzw. 2 min bei 14.000 g gewaschen. Die Saule wird dann in ein Elution
tube gestellt und Uber einen Zentrifugationsschritt bei 14.000 g tber 1 min in 20 pl
RNase freiem Wasser aufgenommen. Die Menge und Reinheit werden photo-

metrisch in einer 1:10 Verdlinnung bestimmt. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C.
2.11.3 Komplementare Desoxyribonukleinsaure (cDNA)-Synthese

Die cDNA-Synthese aus RNA mittels Reverser Transkriptase schliefdt sich der
RNA-Isolierung an. Fir die Synthese wird unter anderem das ImProm-II™ Re-
verse Transcription System Kit (Promega (Fitchburg, Wisconsin, USA)) einge-
setzt. Pro Ansatz werden 0,165 ug RNA in 18 yl RNase freiem Wasser einge-

setzt.

Vor Beginn der cDNA-Synthese werden jeder Probe 2 ul DNase | hinzugefugt
und im Thermozykler (Mastercycler Nexus Gradient Thermal Cycler (Eppendorf
(Hamburg, Deutschland))) fir 30 min bei 37 °C und anschliel3end fur 10 min bei
75 °C erhitzt. Dadurch wird ein DNase-Verdau erreicht und damit eine etwaige

Kontamination der isolierten RNA-Proben mit DNA beseitigt.

Fur die cDNA-Synthese wird zunachst ein Mastermix, wie in Tabelle 13 beschrie-

ben, hergestellt.

Tabelle 13: Zusammensetzung Mastermix fiir cDNA-Synthese fiir einen Ansatz

Name Volumen
ImProm-II™ 5X Reaction Buffer 4,0 pl
MgClz (7 mM) 2,5yl
dNTP Mix (0,5 mM) 1,0 pl
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 0,5 pl
ImProm-II™ Reverse Transcriptase 1,0 ul
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Jeder Probe werden 2 yl des Oligo(dT)1s-Primers (aus dem Kit) sowie 9 ul des
Mastermixes hinzugefugt. Wahrend dieser Schritte befinden sich die Proben auf

Eis, um das Risiko fur eine Schadigung der RNA zu reduzieren.

Anschlie3end erfolgt die Synthese der cDNA im Thermozykler (Mastercycler Ne-
xus Gradient Thermal Cycler (Eppendorf (Hamburg, Deutschland))) mit dem Pro-
gramm welches in Tabelle 14 beschrieben ist. Die cDNA wird, wenn nicht direkt

verwendet, bei -20 °C gelagert.

Tabelle 14: Programm im Thermozykler fiir die cDNA-Synthese

Phase Temperatur [°C] Dauer [min]
Annealing 25 5
Extension 42 60
Inaktivierung der Reversen Transkriptase 72 15

2.11.4 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (engl. real-time quantitative
polymerase chain reaction (QRT-PCR)) wird mit dem 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems (Foster City, Kalifornien, USA)) und dem in Tabelle
15 beschriebenen Programm durchgefuhrt. Als Fluoreszenzfarbstoff wird SYBR
Green verwendet (Fast SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems by
Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA))). Aktin wird als soge-
nanntes Haushaltsgen (engl. housekeeping gene) verwendet, welches hier als
interne Kontrolle dient und die relative Quantifizierung ermaoglicht. Es wird konti-
nuierlich, unabhangig von aufieren Einflissen, exprimiert. Pro Well der 96-Well-
Platte werden 20 ul der zu untersuchenden Ansatze eingesetzt. Die Zusammen-
setzungen fur die verschiedenen Ansatze sind in Tabelle 16, Tabelle 17 und Ta-
belle 18 beschrieben.

Tabelle 15: Programm gRT-PCR

Temperatur [°C] Dauer [s] Zyklen

95 20 hold
95 3

40
60 30
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Tabelle 16: Ansatz pro Well furr Aktin (qQRT-PCR)

Name Volumen
Fast SYBR™ Green Master Mix 10 pl
Aktin Vorwartsprimer 1l
Aktin Rickwartsprimer 1 ul
UltraPure™ Destilliertes Wasser DNase/RNase frei 6 ul
cDNA 2yl

Tabelle 17: Ansatz pro Well fiir Biglykan (QRT-PCR)

Name Volumen
Fast SYBR™ Green Master Mix 10
BGN Primer-Mix (2,5 pmol/ul Vorwartsprimer + 2,5 pmol/ul Rickwartsprimer) 5l
UltraPure™ Destilliertes Wasser DNase/RNase frei 3l
cDNA 2 ul

Tabelle 18: Ansatz pro Well fiir TNF-a (QRT-PCR)

Name Volumen
Fast SYBR™ Green Master Mix 10 pl
TNF-a Vorwartsprimer 1ul
TNF-a Rickwartsprimer 1l
UltraPure™ Destilliertes Wasser DNase/RNase frei 6 pl
cDNA 2l

Mithilfe der Cycle threshold (Ct)-Werte und der 2-24¢t Methode wird die relative
Genexpression im Vergleich zur internen Kontrolle (hier Aktin) berechnet. Daftr
wird die 7500 Software v2.0 (Applied Biosystems (Foster City, Kalifornien, USA))

verwendet.
2.11.5 Genotypisierung der Blutzellen von Knochenmarkchimaren

Um zu kontrollieren, ob die Generierung der Knochenmarkchimaren erfolgreich
war, werden die Blutzellen der Knochenmarkchimaren genotypisiert. Dazu wer-
den 200 pl heparinisiertes Blut verwendet, das den Mausen, wie in 2.9.1 be-

schrieben, abgenommen wird.
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2.11.5.1 Herstellung der Eluate mithilfe des ReliaPrep™ Blood gDNA Mi-
niprep Systems

Die heparinisierten Blutproben werden zunachst fir 10 min auf einem Wipp-
schattler bei RT zur Durchmischung geschwenkt. Anschlieiend werden 200 pl
des heparinisierten Blutes mit 20 pl Proteinase K versetzt. Es werden 200 ul des
Zelllysepuffers aus dem Kit hinzugeftigt und die Proben fir 10 s in den Vortexmi-
scher gestellt. Die Proben werden dann fur 10 min in einen Warmeschrank bei
56 °C gestellt.

Wahrenddessen wird die Bindungssaule in das Auffangrohrchen gestellt. Die
Proben werden aus dem Warmeschrank genommen und es werden 250 ul Bin-
depuffer hinzugeflgt. Erneut werden die Proben fur 10 s in den Vortexmischer
gestellt. Der Inhalt eines Mikroreaktionsgefal3es wird nun in eine Bindungssaule
uberfuhrt und bei maximaler Geschwindigkeit fur 1 min zentrifugiert. Das Lysat
wird durch die Zentrifugation vollstandig durch die Membran gepresst. Das Auf-
fangrohrchen wird mit Inhalt verworfen. Die Bindungssaule wird in ein neues Auf-
fangrohrchen gestellt und es werden 500 pl einer Waschldsung hinzugefugt. Er-
neut folgt ein Zentrifugationsschritt bei maximaler Geschwindigkeit fiir diesmal 3

min. AnschlieRend wird der Waschschritt noch zwei Mal wiederholt.

Die Bindungssaule wird dann in ein neues Mikroreaktionsgefald gestellt und es
werden 50 yl DNase/RNase-freies Wasser hinzugeflgt. Nach einer 1-minutigen
Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit wird die Bindungssaule verworfen

und das Eluat bis zur Durchfihrung der PCR eingefroren.

2.11.5.2 PCR fiir die Genotypisierung

Die Durchfuhrung der PCR flr die Genotypisierung der Blutzellen der Knochen-
markchimaren erfolgt nach dem Protokoll des KAPA Mouse Genotyping Kits
(KAPA Biosystems (Wilmington, Massachusetts, USA)). In Tabelle 19 ist die Zu-

sammensetzung fur einen Ansatz dargestellt.
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Tabelle 19: Zusammensetzung eines Ansatzes fiir die PCR zur Genotypisierung

Name Volumen
Destilliertes Wasser DNase/RNase frei 7,75 pl
BGN Vorwartsprimer 1,25 pl
BGN Ruckwartsprimer 1,25y
Phosphoglycerate kinase (PGK)1 Primer (tggatgtggaatgtgtgcgagg) 1,25 pl
KAPA-Mix 12,5 pl
DNA Eluat 1ul

Die Ansatze werden mit dem Protokoll aus Tabelle 20 im Thermozykler (Master-
cycler Nexus Gradient Thermal Cycler (Eppendorf (Hamburg, Deutschland))) be-

arbeitet.

Tabelle 20: Protokoll fiir die PCR im Thermozykler bei der Genotypisierung der Knochen-

markchimaren

Temperatur [°C] Dauer Anzahl der Zyklen

Initiale Denaturierung 95 3 min
Denaturierung 95 15s
Annealing 60 15s 38
Elongation 72 15s
Finale Elongation 72 1 min

Mittels Gelelektrophorese werden die entstandenen Produkte (fir Bgn’? 319 bp
und far WT 212 bp grol3) nachgewiesen. Es wird dazu ein 1 %iges Agarose-
gel/TAE-Puffer mit Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe (Diren,

Deutschland)) verwendet.
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2.12 Tierversuche

2.12.1 Blutungszeiten

Die Blutungszeiten werden bei WT Mausen, Bgn’? Mausen und Knochenmark-
chimaren, deren Generierung in Abschnitt 2.12.4 beschrieben ist, bestimmt. Fir
die Narkose wird den Tieren ein Ketavet-Xylazin Gemisch (Ketavet
[90 mg/kg KG] und Xylazin [10 mg/kg KG] in NaCl aufgezogen) intraperitoneal
gespritzt. Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe wird die Schwanz-
spitze mithilfe einer Schablone an einem definierten Durchmesser mittels eines
scharfen Skalpells abgeschnitten. Die Schwanzspitze wird in ein Falcon® mit
37 °C warmen 0,9 % NaCl gelegt. Um die Temperatur von 37 °C zu halten, ste-
hen die Falcons® in einem warmen Wasserbad. Da der Rand des Wasserbades
auf dem die Mause liegen auch gewarmt ist, wird ein Auskihlen der Mause ver-
hindert. Es wird die Zeit gemessen bis die Blutung vollstandig gestoppt hat. An-

schlieend werden die Mause bis zum Erwachen auf eine Warmematte gelegt.
2.12.2 Ligatur der Arteria carotis communis

Zur Untersuchung des Einflusses von BGN auf die Thrombozytenadhasion in
vivo wird das Ligatur-Modell in der Maus angewendet. Durch die Ligatur wird eine
GefalRwandverletzung der Arteria carotis communis induziert. Mithilfe von fluo-
reszenzmarkierten Thrombozyten, die intravenos injiziert werden, lasst sich mit
einem in-vivo-Videomikroskop die Adhasion der Thrombozyten live in der Maus

untersuchen.

Zunachst erfolgt die Blutabnahme von WT und Bgn7? Mausen wie in 2.9.1 be-
schrieben. Anschlie3end erfolgt die Isolation von Thrombozyten wie in 2.9.2 er-
klart. Pro Ansatz werden 8x108 Zellen in 200 ul PBS aufgenommen. Diese wer-
den mit 50 pl 5-Carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE)
(4,48 mM; gel6st in Dimethylsulfoxid (DMSQ)) fur 30 min bei 37 °C inkubiert und

dadurch fluoreszenzmarkiert.

Wahrend der Inkubationszeit erfolgt die Praparation der Mause. Diese werden

mit einem Ketavet-Xylazin Gemisch (Ketavet [90 mg/kg KG] und Xylazin [10
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mg/kg KG] in NaCl aufgezogen), welches intraperitoneal gespritzt wird, narkoti-
siert. Nach Erreichen einer tiefen Narkose erfolgt die Praparation der rechten Ar-
teria carotis communis unter einem Binokular. Die Maus wird dazu in Rickenlage
mit Klebestreifen fixiert. Es folgt ein kleiner senkrechter Hautschnitt unterhalb des
Kinns. Dieser Hautschnitt darf nicht zu grofl3 gewahlt werden, da sonst kein aus-
reichend hoher Wasserspiegel im Operationsgebiet hergestellt werden kann.
Dieser ist aber essenziell fur die in-vivo-Mikroskopie. Sollte das Wasser dennoch
ablaufen, kann mithilfe von Klebestreifen nach der fertigen Praparation ein ,Pool*
gebaut werden, der das AbflielRen des Wassers verhindert (Abb. 8 und Abb. 9).

Nach dem Hautschnitt erfolgt die Freipraparation der Speicheldrisen. Diese wer-
den mittig voneinander getrennt und zur jeweiligen Seite gelegt. Um zur Arteria
carotis communis zu gelangen muss die Vagina carotica vorsichtig eréffnet wer-
den. Nach Freipraparation der Arteria carotis communis wird vorsichtig ein dun-
nes Plattchen unter die Carotis gelegt (Abb. 8). Dies erleichtert die Durchfuhrung
der Ligatur mit einem chirurgischen Faden. Vor Ausfluhrung der Ligatur werden
den Mausen die fluoreszenzmarkierten Thrombozyten intravends injiziert (je
Maus 250 pl). Die WT Mause bekommen die fluoreszenzmarkierten WT-Throm-
bozyten und die Bgn’® Mause die fluoreszenzmarkierten Bgn’° Thrombozyten
gespritzt. Die Ligatur der rechten Arteria carotis communis wird mit einem chirur-
gischen Faden (Polypropylene Suture 6-0) fur 5 min durchgefuhrt und anschlie-

Rend wieder gedffnet. Dadurch wird eine Gefalverletzung induziert.
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Abb. 8: Freipraparierte Arteria ca- Abb. 9: Versuchsaufbau der in-vivo-

rotis communis mit Kontrastplatt- Videomikroskopie.
chen und Ligatur.
Gelber Pfeil markiert rechte Arteria

carotis communis.

Durch die Wandverletzung kommt es zur Adhasion von Thrombozyten, die durch
die Fluoreszenzmarkierung mittels in-vivo-Fluoreszenzmikroskopie (Leica Mikro-
skop (DM 2500 MH; 206 water immersion objective, W 206/0.5) (Leica Mikrosys-
tems (Wetzlar, Deutschland))) dokumentiert werden kann. Es werden Videose-
quenzen 5 min, 10 min und 30 min nach Ligatur an der Stelle der Gefallverlet-
zung aufgenommen. Anschlieliend werden die adharenten Thrombozyten in ei-

nem definierten Areal gezahlt.
2.12.3 Okklusionsmodell der Arteria carotis communis

Mit diesem Versuch wird die Zeit bis zur kompletten Okklusion durch die Gene-
rierung eines Thrombus in der rechten Arteria carotis communis nach einer Ge-
falverletzung mittels FeCls bestimmt. Die Versuche werden an WT Mausen,
Bgn7° Mausen und Knochenmarkchimaren, deren Generierung in Abschnitt
2.12.4 beschrieben ist, durchgefuhrt. Zur Messung des Flusses in der Arteria ca-
rotis communis wird eine Doppler-Sonde verwendet, die unter dem Gefal} plat-
ziert wird. Vor Beginn einer Messung wird die Flusssonde kalibriert. Gemessen
wird der Fluss im Gefaly in ml/min sowie die Herzfrequenz in Schlage/min. Die

Messung des Flusses beruht auf dem Doppler-Prinzip.
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Die Mause werden zunachst mit einem Ketavet-Xylazin Gemisch (Ketavet
[90 mg/kg KG] und Xylazin [10 mg/kg KG] in NaCl aufgezogen), welches intrape-
ritoneal gespritzt wird, narkotisiert. AnschlieRend erfolgt die mikrochirurgische
Freipraparation der rechten Arteria carotis communis unter dem Mikroskop (Ste-
reomikroskop Zeiss Stemi 2000-C, Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena, Deutsch-
land)), wie in Abschnitt 2.12.2 beschrieben. Die Doppler-Sonde (Transonic®
Flowprobe; 0,5 PSB448) wird vorsichtig unter die rechte Arteria carotis communis
gelegt (Abb. 10). Mit isotoner Kochsalzlésung wird ein Wasserspiegel im Opera-
tionsgebiet aufgebaut und der Blutfluss im Gefald gemessen. Anschlie3end wird
distal der Dopplersonde ein Kontrastplatichen unter die rechte Arteria carotis
communis gelegt und das Gefal sowie die Umgebung vorsichtig mit einem Wat-
testabchen getrocknet. Dieser Trocknungsvorgang ist fur den nachsten Schritt
wichtig, denn hier wird ein Filterpapier (1x2 mm grof}), das mit 15 %iger FeCls-
Ldsung getrankt ist, auf Hohe des Kontrastplattchens auf die Arteria carotis com-
munis gelegt und fur 3 min dort belassen (Abb. 10). Ware die Umgebung nicht
trocken, wirde sich die FeCls-Losung unkontrolliert im Operationsgebiet verbrei-
ten und der gewunschte Effekt einer lokalen chemischen Gefalverletzung durch

das FeCls ware nicht mehr gegeben.

Nach 3 min wird das Filterpapier sowie das Kontrastplattchen vorsichtig entfernt
und im Operationsgebiet wieder ein Wasserspiegel mit isotoner Kochsalzlésung
hergestellt. Nur so ist eine Messung durchfuhrbar. Die Flussrate wird in ml/min
aufgezeichnet. Anhand der sich verandernden Flussrate wird sichtbar, wann die
Thrombusbildung gestartet hat und wann es zu einer vollstandigen Okklusion des
Gefales durch einen Thrombus gekommen ist. Wenn es nicht zu einer Okklusion

kommt wird der Versuch nach 3.600 s abgebrochen.
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© N. Gowert

Abb. 10: Versuchsaufbau des Okklusionsmodells.
Gelber Pfeil zeigt rechte Arteria carotis communis, A zeigt die Doppler-Sonde, B zeigt das Kon-
trastplattchen, C zeigt das mit FeCls getrankte Filterpapier. Foto veroffentlicht mit Genehmigung

von N. Gowert.

2.12.4 Generierung von Knochenmarkchimaren

Die Generierung der Knochenmarkchimaren erfolgt mit Genehmigung des Lan-
desamtes fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW (Aktenzeichen 84-
02.04.2013.A210).

Die Durchfiihrung der Generierung erfolgt mit Hilfe der institutsinternen Tierarz-

tinnen Nina Gowert und Irena Kruger.

Es werden ca. 12 Wochen alte WT Mause und Bgn“? Mause mit dem Gamma-
Bestrahlungsgerat Biobeam GM 2000 (Gamma-Service Medical GmbH (Leipzig,
Deutschland)) einmalig mit 10 Gray (Gy) fur 3.25 min am ganzen Korper be-

strahlt. Durch die Bestrahlung wird das kdrpereigene Knochenmark zerstort.

Nach zervikaler Dislokation der Spendertiere (ebenfalls WT Mause und Bgn70
Mause) erfolgt die Praparation von Femur und Tibia. Zunachst wird das die Kno-
chen umgebende Gewebe entfernt und die Hinterbeine aus dem Huftgelenk lu-
xiert. Anschlieiend wird das Femur direkt distal des Caput ossis femoris sowie
proximal des Condylus medialis und Condylus lateralis abgetrennt. Bei der Tibia

wird ebenfalls das Caput tibiae (proximales Ende der Tibia) sowie das distale
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Ende mit dem Malleolus medialis vom Schaft abgetrennt. Dadurch sind Femur-
schaft und Tibiaschaft am proximalen sowie distalen Ende ,offen” und das Kno-
chenmark kann mit gekihltem sterilem PBS (in einer 20 ml Spritze mit einer 27
G Kanule) aus dem Knochen durch einen Nylonfilter in ein 50 ml fassendes ko-

nisches Zentrifugenréhrchen gespult werden.

Es folgt eine Zentrifugation mit 500 g fiir 10 min. Der entstehende Uberstand wird
abgenommen und verworfen. Das verbleibende Pellet wird mit 1 ml Erythrozyten-
Lysepuffer resuspendiert und flr 5 min auf Eis gestellt. Anschliel3end erfolgt eine
erneute Zentrifugation mit 500 g fir 10 min. Der Uberstand wird wieder verworfen
und das Pellet in 500 pl PBS resuspendiert.

Da jedes Empfangertier 5x108 Knochenmarkzellen erhalten soll, wird die Zellzahl
des gespendeten Knochenmarks mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt.
Aus der 500 pl Zellsuspension werden 10 yl entnommen und in 990 uyl PBS auf-
genommen. Aus dieser Verdinnung werden wiederum 10 pyl abgenommen und
mit 10 pl Trypanblau versetzt. Durch das Trypanblau werden die Zellen angefarbt

und lassen sich in der Neubauer-Zahlkammer besser zahlen.

Die 5x10°8 Zellen werden den zuvor bestrahlten Empfangertieren in 150 pl intra-
venods appliziert. Die WT Mause erhalten Knochenmark von Bgn Mausen und
die Bgn’® Mause Knochenmark von WT Mausen (Abb. 11). Da die Empfanger-
tiere aufgrund der Knochenmark-Depletion eine hohe Infektionsgefahr haben, er-
folgt eine prophylaktische antibiotische Therapie mit Neomycin (65,2 mg/ 50 ml

Trinkwasser) fur 2 Wochen.

6 Wochen nach der Knochenmarktransplantation erfolgt eine Genotypisierung
aus den Blutzellen wie in 2.11.5 beschrieben. Die Genotypisierung erfolgt zur
Kontrolle ob die Knochenmarktransplantation erfolgreich war und die Blutzellen

der Empfangermause den Genotyp der Spendermause haben.
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Abb. 11: Schematische Darstellung der Generierung der Knochenmarkchiméren.

Um festzustellen, ob beide Gruppen der Knochenmarkchimaren annahernd die
gleiche Anzahl an Thrombozyten im Blut haben, wird 6 Wochen nach der Kno-
chenmarktransplantation mit einem automatischen Hamatologie-Analysator ein
Blutbild erstellt. Das Blut, das untersucht wird, wird den Mausen zuvor wie in 2.9.1

beschrieben abgenommen und in 300 pl Heparin (20 U/ml) aufgenommen.

2.13 Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels ungepaartem, zweiseitigem student’s
t-test mit der Software Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation (Redmond,
Washington, USA)). Die Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des Mit-
telwerts (SEM) dargestellt. Bei p-Werten < 0,05 wird statistische Signifikanz an-
genommen. Folgende Einteilung wird vorgenommen: *p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Interaktion von Thrombozyten und

Biglykan in vitro
3.1.1 Thrombozyten sezernieren kein Biglykan

Um zu untersuchen, ob Thrombozyten BGN sezernieren kdnnen, wurde zu-
nachst mit den Uberstéanden von aktivierten Thrombozyten aus C57BL/6J M&u-
sen ein Biglykan-ELISA durchgeflihrt. Hier konnte kein BGN nachgewiesen wer-
den (Abb. 12A) [100]. Zusatzlich wurde RNA aus Thrombozyten von C57BL/6J
Mausen isoliert und eine qRT-PCR durchgefuhrt. In den murinen Thrombozyten

zeigte sich keine Expression von Biglykan-mRNA (Abb. 12B) [100].
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Abb. 12: Thrombozyten sezernieren kein Biglykan und exprimieren keine BGN-mRNA.

(A) Quantitative Bestimmung von BGN in den Uberstanden von aktivierten Thrombozyten aus
C57BL/6J Mausen mittels ELISA. (B) Die mRNA wurde aus Thrombozyten (Thr.) von C57BL/6J
Mausen isoliert. Als Positivkontrolle diente isolierte mRNA aus murinem Herzgewebe. TNF-a
wurde als Negativkontrolle verwendet. n.d. = nicht detektierbar, n = 4-6, Mittelwert + SEM. Abb.

12 A und B modifiziert in Hoermann et al. (nicht publiziert, in Revision) [100].
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3.1.2 Adhasionsverhalten von Thrombozyten auf einer Biglykan-Matrix un-

ter statischen Bedingungen

Da BGN Teil der subendothelialen Matrix in GefalRen ist [83], wurde in dieser
Arbeit untersucht, ob Thrombozyten an BGN adharieren kdnnen. Dazu wurden
Deckglaschen mit BGN (10 pg/ml) beschichtet und isolierte Thrombozyten von
C57BL/6J Mausen fir 5 min, 20 min und 60 min auf den beschichteten Deckglas-
chen inkubiert. Es zeigte sich, dass Thrombozyten an BGN adharieren kdnnen.
Zudem konnte gezeigt werden, dass bei langeren Inkubationszeiten signifikant
mehr Thrombozyten an BGN adharieren (Abb. 13) [100].
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Abb. 13: Thrombozyten adhéarieren an BGN.

Eine definierte Anzahl an isolierten Thrombozyten von C57BL/6J Mausen wurde fir 5 min, 20 min
und 60 min auf mit BGN beschichteten Deckglaschen inkubiert. (A) Die totale Anzahl an adha-
renten Zellen pro 0,095 mm? wurde mittels Mikroskopie (400-fache VergrofRerung) bestimmt.
(B) Reprasentative Bilder nach 5 min, 20 min und 60 min Inkubationszeit. Malstabsbal-
ken 2 50 ym, n = 8-9, Mittelwert + SEM, *p < 0,05, ***p < 0,001. Abb. 13 A modifiziert in Hoer-

mann et al. (nicht publiziert, in Revision) [100].
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3.1.3 Statische Adhasion von Thrombozyten auf einer Biglykan-Kollagen-

Matrix im Vergleich zur Kollagen-Matrix

Es ist bekannt, dass Biglykan in der GefalRwand als Teil der subendothelialen
Matrix [83] mit Kollagenfibrillen interagieren kann [85]. Deshalb wurde in dieser
Arbeit die Thrombozytenadhasion auf einer Biglykan-Kollagen-Matrix im Ver-
gleich zu einer Kollagen-Matrix untersucht. Die Versuche erfolgten unter stati-
schen Bedingungen und die Adhasion wurde zu unterschiedlichen Inkubations-
zeitpunkten analysiert. Es wurden Thrombozyten aus C57BL/6J Mausen verwen-
det. 5 min und 20 min nach Beginn der Inkubation zeigten sich signifikant mehr
adharente Thrombozyten auf einer Biglykan-Kollagen-Matrix im Vergleich zu ei-
ner Kollagen-Matrix (Abb. 14) [100]. Nach einer langeren Inkubation von 60 min
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der adharenten Throm-
bozyten auf einer Biglykan-Kollagen-Matrix im Vergleich zu einer Kollagen-Matrix
(Abb. 14) [100].
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Abb. 14: Untersuchung der statischen Adhasion von Thrombozyten auf einer Bigly-
kan-Kollagen-Matrix im Vergleich zur Kollagen-Matrix.

Die mit Kollagen + BGN und Kollagen beschichteten Deckglaschen wurden mit einer definierten
Anzahl an isolierten Thrombozyten bedeckt und fiir 5 min, 20 min und 60 min auf den Deckglas-
chen in einer Feuchtekammer inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde mittels Mikroskopie
(400-fache VergroRerung) und der Carl Zeiss Software ,ZEN 2012“ (blaue Edition) die totale An-
zahl an adharenten Zellen pro 0,095 mm?2 bestimmt. (A) Adharente Thrombozyten auf der Bigly-
kan-Kollagen-Matrix im Vergleich zur Kollagen-Matrix (in %), 5 min, 20 min und 60 min nach
Beginn der Inkubation. (B) Reprasentative Bilder der adharenten Thrombozyten 5 min, 20 min
und 60 min nach Beginn der Inkubation auf der Kollagen-Matrix und Biglykan-Kollagen-Matrix.
MafRstabsbalken 2 50 uym, n.s.= nicht signifikant, n =9, *p < 0,05, **p < 0,01. Abb. 14 A modifiziert

in Hoermann et al. (nicht publiziert, in Revision) [100].
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3.1.4 Thrombusbildung auf einer Biglykan-Kollagen-Matrix im Vergleich

zur Kollagen-Matrix im Flusskammermodell

Unter statischen Bedingungen konnte bereits gezeigt werden, dass signifikant
mehr Thrombozyten auf einer Biglykan-Kollagen-Matrix adharieren als auf einer
Kollagen-Matrix (Kapitel 3.1.3). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde mittels des
Flusskammermodells die Thrombusbildung auf der Biglykan-Kollagen-Matrix im
Vergleich zur Kollagen-Matrix unter Flussbedingungen untersucht. Das verwen-
dete Blut wurde zuvor von C57BL/6J Mausen entnommen. Die Untersuchung der
Thrombusbildung erfolgte mit den arteriellen Scherraten von 1000 s' und
1700 s-'. Es wurde die Gesamtoberflache der Thromben in % zur Gesamtflache
des analysierten Bildausschnittes bestimmt. Wie Abb. 15 zeigt, findet sich sowohl
bei einer Scherrate von 1000 s als auch bei einer Scherrate von 1700 s eine
deutlich signifikant groRere Gesamtoberflache der Thromben auf einer Biglykan-

Kollagen-Matrix im Vergleich zu einer Kollagen-Matrix [100].
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Abb. 15: Vermehrte Thrombusbildung auf einer Biglykan-Kollagen-Matrix im Vergleich zu
einer Kollagen-Matrix.

Das von C57BL/6J Mausen entnommene Blut wurde mittels kontinuierlicher Spritzenpumpe
durch das Flusskammersystem geleitet. Die Thrombusbildung wurde bei Scherraten von 1000 s
und 1700 s " untersucht. Mittels Mikroskopie wurden zu definierten Zeitpunkten reprasentative
Bilder aufgenommen. (A) Mithilfe der Carl Zeiss Software ,ZEN 2012“ (blaue Edition) wurde die
Gesamtoberflache der Thromben im Verhaltnis zur Gesamtflache bestimmt. (B) Reprasentative
Bilder (400-fache Vergroferung). MaBstabsbalken =2 50 ym, n = 5-8 (1000 s'), n = 7-10
(1700 s™), Mittelwert + SEM, *p < 0,05, ***p < 0,001. Abb. 15 A und B modifiziert in Hoermann et
al. (nicht publiziert, in Revision) [100].
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3.2 Untersuchung der Auswirkung von Ioslichem Biglykan auf

die Aktivierung von Thrombozyten und die Thrombusbil-

dung

3.2.1 Einfluss von rekombinantem Biglykan auf die Expression von P-Se-

lektin und aktiviertem Integrin allbf3

Blut von C57BL/6J Mausen wurde mit BGN, ADP und ADP plus BGN inkubiert.
Anschliellend wurde mittels Durchflusszytometrie die Expression von P-Selektin
sowie aktiviertem Integrin allbB3 untersucht. Hier zeigte sich sowohl bei der In-
kubation mit BGN als auch bei der Co-Inkubation von ADP und BGN bei der Ex-
pression von P-Selektin und aktiviertem Integrin allbp3 keine Erhéhung im Ver-
gleich zu ruhenden Thrombozyten bzw. Thrombozyten, die nur mit ADP aktiviert
wurden (Abb. 16).
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Abb. 16: Die Inkubation von Thrombozyten mit Biglykan hat keinen Einfluss auf die Ex-
pression von P-Selektin und aktiviertem Integrin allb33.

Mittels Durchflusszytometrie wurde die Expression von P-Selektin (A) und aktiviertem Integrin
allbB3 (B) auf Thrombozyten von C57BL/6J Mausen nach Vorinkubation mit BGN, ADP und ADP
plus BGN untersucht. n = 14, Mittelwert + SEM.
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3.2.2 Untersuchung der Thrombusbildung mit dem Total Thrombus-forma-

tion Analysis System nach Vorinkubation mit Biglykan

Um zu untersuchen ob l8sliches rekombinantes BGN einen Einfluss auf die
Thrombusbildung unter Flussbedingungen hat, wurde Blut von C57BL/6J Mau-
sen mit BGN (10 pg/ml) fir 5 min inkubiert und dann die Thrombusbildung bei
einer Scherrate von 240 s untersucht. Bei den mit BGN inkubierten Proben
zeigte sich keine signifikant verkurzte Okklusionszeit im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (Abb. 17).
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Abb. 17: Die Vorinkubation von Blut mit rekombinantem Biglykan fiihrt nicht zu einer ver-
kiirzten Okklusionszeit bei einer Scherrate von 240 s™' im Total Thrombus-formation Ana-
lysis System.

Blut von C57BL/6J Mausen wurde vor der Untersuchung fur 5 min mit BGN (10 pg/ml) inkubiert.
Als Kontrolle diente Blut von C57BL/6J Mausen, dem anstelle von BGN PBS hinzugefligt wurde.
Es wurde eine Scherrate von 240 s-' verwendet. Das kiinstliche Gefalt galt bei 100 kPa als kom-
plett verschlossen und die Zeit, die bis dahin gemessen wurde, ist die Okklusionszeit. n.s. = nicht
signifikant, n = 6-7, Mittelwert + SEM.

3.3 Untersuchung von GPVI in Bezug auf die Thrombozytenad-

hasion an Biglykan

Es ist bekannt, dass GPVI neben seiner Funktion als Hauptrezeptor fur Kollagen
[13] unter anderem auch an Fibrin [37] und Laminin [38] binden kann. Ob GPVI
auch als Rezeptor fur die Bindung der Thrombozyten an BGN fungiert, wurde in

dieser Arbeit mittels statischer Adhasionsversuche auf einer Kollagen-, BGN- und

95



Ergebnisse

BGN-Kollagen-Matrix mit und ohne Inhibition von GPVI durch den JAQ1-AK un-
tersucht. Nach einer 5-minutigen Vorinkubationszeit der isolierten Maus-Throm-
bozyten mit dem JAQ1-AK zeigten sich auf der Kollagen-Matrix, der Biglykan-
Matrix und der Biglykan-Kollagen-Matrix eine signifikant reduzierte Thrombozy-
tenadhasion im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne JAQ1-AK (Abb. 18) [100].
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S o Bgn”®+ Tyrode
£ 450 4 BEWT + JAQ1
% O Bgn’°+ JAQ1
N *%

100 - .

50 -

Kollagen BGN Kollagen + BGN

Abb. 18: Signifikant reduzierte Adhasion von Thrombozyten an Biglykan nach Blockade
von GPVI mittels JAQ1.

Den aus WT bzw. Bgn”° Mausen isolierten Thrombozyten wurde vor Inkubation auf den mit Kol-
lagen, BGN oder Kollagen + BGN beschichteten Deckglaschen der JAQ1-AK hinzugefligt. Die
Thrombozyten wurden nach einer Inkubationsdauer von 5 min auf die beschichteten Deckglas-
chen aufgetragen. Nach einem Waschschritt wurde mittels Mikroskopie (400-fache Vergrofie-
rung) und der Carl Zeiss Software ,ZEN 2012“ (blaue Edition) die Anzahl an adhdrenten Zellen
pro 0,095 mm? auf der Kollagen-, BGN- und Kollagen-BGN-Matrix mit und ohne JAQ1-AK 20 min
nach Beginn der Inkubation bestimmt. n = 3, Mittelwert + SEM, *p < 0,05, **p < 0,01.
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-/0

3.4 Untersuchung der Thrombozyten von Bgn”™ Mausen

in vitro

3.41 Bei der Thrombusbildung unter Flussbedingungen mit Blut von
Bgn’ Mausen zeigt sich kein signifikanter Unterschied zur Throm-

busbildung mit Blut von WT Mausen

Um zu analysieren, ob das Blut von Bgn7% Mausen in vitro unter Flussbedingun-
gen ein anderes Verhalten bei der Thrombusbildung zeigt als das Blut von WT
Mausen, wurde den unterschiedlichen Genotypen eine definierte Menge Blut ab-
genommen und in Heparin aufgenommen. Anschlieend wurde das Blut mittels
kontinuierlicher Spritzenpumpe durch ein Flusskammersystem geleitet, in dem
ein beschichtetes Deckglaschen mit Kollagen eingebaut war. Sowohl bei einer
Scherrate von 1000 s, als auch bei einer Scherrate von 1700 s, zeigte sich
kein signifikanter Unterschied bei der Thrombusbildung mit Blut von Bgn-° Mau-
sen im Vergleich zu WT Mausen (Abb. 19) [100].
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Abb. 19: In der Flusskammer zeigt sich kein Unterschied in der Thrombusbildung bei Ver-
wendung von Vollblut aus Bgn”® Mausen im Vergleich zu WT Mausen.

Das von den Bgn”° Mausen und WT Méausen entnommene Blut wurde mittels kontinuierlicher
Spritzenpumpe durch das Flusskammersystem geleitet. Die Thrombusbildung wurde bei den
Scherraten von 1000 s und 1700 s-' untersucht. Mittels Mikroskopie wurden zu definierten
Zeitpunkten reprasentative Bilder aufgenommen. (A) Mithilfe der Carl Zeiss Software ,ZEN 2012*
(blaue Edition) wurde die Gesamtoberflaiche der Thromben im Verhaltnis zur Gesamtflache
bestimmt [100]. (B) Reprasentative Bilder (400-fache Vergrofierung), Malstabsbalken = 50 pym,
n.s. = nicht signifikant, n = 5-6, Mittelwert + SEM. Abb. 19 A modifiziert in Hoermann et al. (nicht
publiziert, in Revision) [100].
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Um die Thrombusbildung mit Blut von Bgn“? Mausen bei niedrigeren Scherraten
zu untersuchen, wurde das T-TAS® verwendet. Durch den Fluss durch die vor-
beschichteten Mikrochips kommt das Blut in Kontakt mit Kollagen und Thrombo-
plastin. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung der Thrombozyten und zur
Thrombusbildung. Diese kann durch die Videomikroskopie direkt beobachtet
werden. Zudem kann durch die durch das System aufgezeichnete Druckkurve
die Thrombusbildung analysiert werden. Beim Erreichen eines Druckes von
100 kPa gilt das kunstliche Gefal} als vollstandig okkludiert und der Versuch wird
automatisch beendet. Die Zeit bis zur vollstandigen Okklusion kann an der Druck-
kurve abgelesen werden. Hier wurde die Thrombusbildung des Blutes von Bgn7°
Mausen mit WT Mausen verglichen. Dabei wurden Scherraten von 240 s™' und
600 s' verwendet. Bei beiden Scherraten zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied in der Dauer bis zur vollstandigen Okklusion des klnstlichen Gefaldes bei
Bgn7% Mausen im Vergleich zu WT Mausen (Abb. 20) [100].
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Abb. 20: Kein signifikanter Unterschied in der Okklusionszeit der kiinstlichen Gefale bei
der Analyse der Thrombusbildung aus Blut von Bgn”® Miusen im Vergleich zu WT M3usen
mit dem Total Thrombus-formation Analysis System.

(A) Zeit bis zur vollstandigen Okklusion des kiinstlichen GefaRes. Verwendet wurden Scherraten
von 240 s und 600 s™'. (B) Reprasentative Bilder, die die Okklusion des kiinstlichen Gefales bei
einer Scherrate von 240 s-' zeigen. Das Weile in den Bildern zeigt den Thrombus, der letztendlich
zum Verschluss des kunstlichen Gefales fihrt. Malstabsbalken = 100 pm. n.s. = nicht
signifikant, n = 4-7, Mittelwert + SEM. Abb. 20 A und B modifiziert in Hoermann et al. (nicht
publiziert, in Revision) [100].
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3.4.2 Untersuchung der Expression von Oberflachenproteinen auf Throm-

bozyten von Bgn’® Mausen

Mittels Durchflusszytometrie wurde die Expression von GPlba, Integrin B3, In-
tegrin a5 und GPVI auf nicht aktivierten Thrombozyten von Bgn”? Mausen im
Vergleich zu WT Mausen untersucht. Hier zeigte sich eine signifikant reduzierte
Expression von GPVI auf Thrombozyten von Bgn”° Mausen, jedoch kein Unter-
schied in der Expression von GPIba, Integrin 3 und Integrin a5 (Abb. 21) [100].
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Abb. 21: Reduzierte Expression von GPVI auf Thrombozyten von Bgn”’ Mausen im Ver-
gleich zu WT Mausen.

Die Expression der Oberflachenproteine GPlba, Integrin 3, Integrin a5 und GPVI wurde mittels
FACS untersucht. Mithilfe der gemessenen gemittelten Fluoreszenzintensitat (MFI) konnten die
beiden Kohorten verglichen werden. n.s. = nicht signifikant, n = 9-15, Mittelwert + SEM **p < 0,01.

Abb. 21 modifiziert in Hoermann et al. (nicht publiziert, in Revision) (supplemental data) [100].
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3.4.3 Durchflusszytometrische Untersuchung der Aktivierung von Throm-
bozyten von Bgn”° Mausen anhand der Expression von P-Selektin

und aktiviertem Integrin allb3

Die Expression von P-Selektin und aktiviertem Integrin allbB3 auf Thrombozyten
wurde mithilfe der Durchflusszytometrie untersucht und ist eine Methode zur Be-
stimmung der Aktivierung von Thrombozyten. Die Thrombozyten wurden zuvor
mit verschiedenen Agonisten (CRP, ADP ADP/U46 und Par-4 activated peptide)
mit unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert. Es wurde die Aktivierung von
Thrombozyten aus Bgn“° Mausen mit der Aktivierung von Thrombozyten von WT
Mausen verglichen. Die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden so-
wohl mit ,ungewaschenem® Blut als auch mit ,gewaschenem® Blut durchgefuhrt.
Nur bei Aktivierung mit 1 ug/ml CRP und 5 pg/ml CRP zeigte sich eine signifikant
reduzierte Expression von P-Selektin und aktiviertem Integrin allbf3 auf den
Thrombozyten von Bgn-° Mausen bei ,ungewaschenem® Blut (Abb. 22). Bei der
Untersuchung der Thrombozytenaktivierung von ,gewaschenem® Blut zeigte sich
kein Unterschied zwischen den Thrombozyten von Bgn”? Mausen und WT Mau-
sen (Abb. 23) [100].
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Abb. 22: Signifikant reduzierte Expression von P-Selektin und aktiviertem Integrin allbf3

auf mit CRP aktivierten Thrombozyten aus Bgn”® M&usen, bei der durchflusszytometri-

schen Untersuchung von ,,ungewaschenem* Blut.

Die Thrombozyten aus Bgn’° Mausen sowie aus WT Mausen wurden mit verschiedenen Agonis-

ten stimuliert und die Expression von P-Selektin (A) und aktiviertem Integrin allbf3 (B) mittels

Durchflusszytometrie analysiert. n = 7, Mittelwert + SEM, *p<0,05, **p < 0,01.
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Abb. 23: Kein Unterschied in der Expression von P-Selektin und aktiviertem Integrin allb33
auf aktivierten Thrombozyten aus Bgn” Mausen im Vergleich zu Thrombozyten aus WT
Mausen bei der durchflusszytometrischen Untersuchung von ,,gewaschenem‘ Blut.

Die Thrombozyten aus Bgn”° Mausen sowie aus WT Mausen wurden vor der Inkubation mit ver-
schiedenen Agonisten durch mehrere Waschschritte gewaschen. AnschlieRend wurde die Ex-
pression von P-Selektin (A) und aktiviertem Integrin allbB3 (B) mittels Durchflusszytometrie be-
stimmt. n = 8-13, Mittelwert + SEM. Abb. 23 A und B modifiziertin Hoermann et al.(nicht publiziert,
in Revision) (supplemental data) [100].
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3.5 Untersuchung von Bgn” Mausen in Bezug auf die Throm-

bozytenadhdsion und die arterielle Thrombusbildung

3.5.1 Bestimmung der Blutungszeiten von Bgn”° Mausen

Da in dieser Arbeit bereits gezeigt werden konnte, dass Thrombozyten an BGN
adharieren kdénnen (Kapitel 3.1.2) und dass sowohl unter statischen als auch un-
ter Flussbedingungen eine vermehrte Thrombozytenadhasion bzw. Thrombusbil-
dung auf einer Biglykan-Kollagen-Matrix im Vergleich zur Kollagen-Matrix zu se-
hen ist (Kapitel 3.1.3 und 3.1.4), sollte untersucht werden, ob Bgn/% Mause im
Vergleich zu WT Mausen veranderte Blutungszeiten und somit eine veranderte
Hamostase aufweisen. Dafur wurde den Mausen unter Narkose die Schwanz-
spitze mithilfe einer Schablone an einem definierten Durchmesser mit einem
Skalpell abgeschnitten und die Zeit bis zum vollstandigen Sistieren der Blutung
gemessen. Bei nicht-sistierender Blutung musste der Versuch nach 570 s gemaf
Tierschutzauflagen aufgrund eines zu starken Blutverlustes abgebrochen werden
und die Blutung mittels Kauterisation gestoppt werden. Bei 5 von 12 Bgn-° Mau-
sen stoppte die Blutung nicht von allein. Es zeigten sich signifikant verlangerte
Blutungszeiten im Vergleich zu den WT Mausen (Abb. 24) [100].
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Abb. 24: Signifikant verlangerte Blutungszeiten in Bgn”’ Mausen.
Die Blutungszeiten wurden an narkotisierten Mausen gemessen, nachdem ein Stick vom
Schwanz an einem definierten Durchmesser abgetrennt wurde. Aufgrund von zu starkem Blut-

verlust wurden die Messungen bei noch nicht eingetretener Blutstillung nach 570 s abgebrochen.
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(A) Vergleich der Blutungszeiten von WT Mausen und Bgn“? Mausen. Jeder Punkt reprasentiert
die gemessene Blutungszeit von einem Tier. (B) Vergleich der Blutungszeiten von WT M&ausen
und Bgn”° Mausen. n = 12-16, Mittelwert + SEM, **p < 0,01. Abb. 24 A und B modifiziert in Hoer-

mann et al. (nicht publiziert, in Revision) [100].

3.5.2 Untersuchung der Thrombozytenadhdsion in Bgn’® Mausen mittels

in-vivo-Videomikroskopie

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass Biglykan-defizi-
ente Mause signifikant verlangerte Blutungszeiten aufweisen (Kapitel 3.5.1). Um
die Thrombozytenadhéasion in Bgn“ Mausen in vivo genauer zu untersuchen,
wurde ein sogenanntes Ligatur-Modell verwendet. Dazu wurden von WT und
Bgn7° Mausen isolierte und mit CFSE Fluoreszenz-markierte Thrombozyten dem
jeweiligen Genotyp intravends injiziert. Die Ligatur der rechten Arteria carotis
communis erfolgte passager fur 5 min mittels chirurgischen Fadens. Durch die
Ligatur wurde eine Gefaldverletzung induziert. Anschliefend erfolgte die Auf-
nahme von Videosequenzen mittels in-vivo-Videomikroskopie 5 min, 10 min und
30 min nach Ligatur und die Anzahl der adharenten Thrombozyten wurde pro
mm? im Bereich der GefaRverletzung in einem definierten Areal bestimmt. In den
Bgn’® Mausen zeigte sich eine signifikant reduzierte Thrombozytenadhasion
5 min und 10 min nach Ligatur (Abb. 25) [100].
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Abb. 25: Reduzierte Thrombozytenadhision in Bgn”® Mausen nach GefaBverletzung via
Ligatur.

Vergleich der Adhasion von fluoreszenzmarkierten Thrombozyten (mit CFSE) in Bgn”° Mausen
und WT Mausen nach GefaRverletzung der rechten Arteria carotis communis via vorubergehen-
der Ligatur mit einem chirurgischen Faden fir 5 min. Nach 5 min, 10 min und 30 min wurden
in-vivo-videomikroskopische Aufnahmen gemacht (20x Wasser Immersionsobjektiv) und die An-
zahl der adharenten Thrombozyten/mm? in einem definierten Areal bestimmt. (A) Vergleich der
Anzahl an adharenten Thrombozyten/mm?2 in WT Mausen und Bgn”° Mausen 5 min, 10 min und
30 min nach Ligatur. (B) Reprasentative Bilder 10 min nach Ligatur. n.s. = nicht signifikant,
n = 4-5, Mittelwert + SEM, *p < 0,05. Abb. 25 A und B modifiziert in Hoermann et al. (nicht publi-

ziert, in Revision) [100].
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3.5.3 Untersuchung der Thrombusbildung in vivo in Bgn’° Mausen nach

Gefaverletzung mit FeCl3

Nachdem in dieser Arbeit bereits gezeigt werden konnte, dass Bgn-? Mause sig-
nifikant verlangerte Blutungszeiten nach Gefalverletzung aufweisen (Kapitel
3.5.1) und eine reduzierte Thrombozytenadhasion nach mechanischer Gefalver-
letzung zeigen (Kapitel 3.5.2), wurde im Folgenden die Thrombusbildung in Bgn-?
Mausen nach chemischer Verletzung mittels FeCls im Vergleich zu WT Mausen
analysiert. Dazu wurde bei narkotisierten Mausen die rechte Arteria carotis com-
munis freiprapariert und mittels FeCls die Gefallverletzung induziert. Dabei wurde
konstant mittels Doppler-Sonde, die unter die Arteria carotis communis gelegt
wurde, der Blutfluss im Gefald in ml/min sowie die Herzfrequenz aufgezeichnet.
Nach 3600 s wurden die Versuche bei nicht stattgefundener Gefallokklusion ab-
gebrochen. Bei den Bgn“° Mausen zeigten 3 von 13 Tieren keine Okklusion des
Gefalles mittels Thrombus nach Gefaldverletzung. Bei Betrachtung aller Tiere
zeigt sich eine signifikant verlangerte Okklusionszeit bei den Bgn7° Mausen im
Vergleich zu den WT Mausen (Abb. 26).
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Abb. 26: Bgn”® Mause zeigen teilweise keine okkludierende Thrombusbildung nach GefaR-
verletzung mittels FeCls.

Mittels FeCls wurde eine Gefaldverletzung der rechten Arteria carotis communis bei narkotisierten
Mausen induziert. Anhand des mittels Doppler-Sonde gemessenen Flusses konnte gesehen wer-
den, wann das Gefal vollstandig okkludiert war und es wurde die Zeit bis zur vollstandigen Okklu-
sion gemessen. (A) Reprasentative Graphiken einer WT Maus sowie einer Bgn7? Maus. Gezeigt
wird der Fluss in ml/min (y-Achse) Uber die Zeit (min) (x-Achse). (B) Gemessene Okklusionszeit,
jeder Punkt reprasentiert ein Tier. (C) Mittelwerte der gemessenen Okklusionszeit. n = 13, Mittel-
wert + SEM, *p < 0,05.
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3.6 Untersuchung von Bgn”- und WT- Knochenmarkchimiren

Dass Bgn”® Mause verlangerte Blutungszeiten haben (Kapitel 3.5.1), eine ver-
minderte Thrombozytenadhasion nach Gefallverletzung aufweisen (Kapitel
3.5.2) und verlangerte Okklusionszeiten bzw. keine Okklusion nach chemischer
Gefalverletzung zeigen (Kapitel 3.5.3), konnte in dieser Arbeit bereits demons-
triert werden. Zudem zeigen die vorangegangenen Untersuchungen, dass die
Thrombozyten von Bgn“? Mausen eine verminderte Expression von GPVI (Kapi-
tel 3.4.2) und eine signifikant reduzierte Expression von P-Selektin und aktivier-

tem Integrin allbB3 nach Aktivierung mit CRP aufweisen (Kapitel 3.4.3).

Um zu untersuchen, ob die verlangerten Blutungszeiten, die verminderte Throm-
bozytenadhasion und die verlangerten Okklusionszeiten in den Bgn° Mausen
durch Anderungen der Thrombozytenfunktion oder durch das Fehlen von BGN in
den Gefallwanden verursacht werden, wurden Knochenmarkchimaren generiert.
WT Mause haben nach Bestrahlung Knochenmarkzellen von Bgn0 Mausen er-
halten und Bgn-° Mause nach Bestrahlung Knochenmarkzellen von WT Mausen.
Somit konnte selektiv untersucht werden, ob die veranderte Thrombozytenfunk-
tion der Bgn7° Mause oder das Fehlen von BGN in der GefalRwand urséachlich fiir

die veranderte Hamostase in den Bgn-? Mausen ist.

3.6.1 Kontrolle der Genotypen aus dem Blut nach vollzogener Knochen-

marktransplantation

Zur Kontrolle der erfolgreichen Generierung der Knochenmarkchimaren erfolgte
sechs Wochen nach der Knochenmarktransplantation eine Genotypisierung der
Blutzellen um sicher zu stellen, dass die Blutzellen der Empfangertiere den Ge-
notyp der Spendertiere hatten und somit die Transplantation erfolgreich war
(Abb. 27).
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Empféanger: Bgn° Bgn’® Bgn® WT Bgn® WT WT WT Bgn® Bgn® WT

Abb. 27: Exemplarisches Bild eines Gels bei der Genotypisierung von Blutzellen der Kno-
chenmarkchimaren.
Die Genotypisierung aus Blut der Knochenmarkchiméaren erfolgte sechs Wochen nach der Kno-

chenmarktransplantation.

3.6.2 Bestimmung der Thrombozytenzahl von Knochenmarkchimaren

Um sicherzugehen, dass die Mause durch die Knochenmarktransplantation keine
veranderte Anzahl an Thrombozyten aufweisen, wurde mit dem automatischen
Hamatologie-Analysator ein Blutbild der Mause erstellt. Die Thrombozytenzahl
wurde zudem noch mit der Anzahl an Thrombozyten in WT Mausen und Bgn”?
Mausen verglichen. Es zeigte sich zwischen allen Kohorten kein signifikanter Un-
terschied in der Anzahl der Thrombozyten (Abb. 28) [100].
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Abb. 28: Knochenmarkchimiren haben im Vergleich zu WT und Bgn” Mausen keine sig-
nifikant erniedrigte oder erh6hte Thrombozytenzahl.

Die Anzahl der Thrombozyten wurde mit dem automatischen Hamatologie-Analysator (KX-21N)
aus Vollblut, welches in Heparin aufgenommen wurde, bestimmt. n.s. = nicht signifikant, n = 4-12,
Mittelwert + SEM. Abb. 28 modifiziert in Hoermann et al. (nicht publiziert, in Revision) (supple-
mental data) [100].
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3.6.3 Bestimmung der Blutungszeiten der Knochenmarkchimaren

Nachdem bereits bei den Bgn-? Mausen die Blutungszeiten nach Amputation der
Schwanzspitze bestimmt wurden (3.5.1) und sich hier signifikant verlangerte Blu-
tungszeiten bei den Bgn? Mausen gezeigt haben, wurden auch die Blutungszei-
ten der Knochenmarkchimaren bestimmt. Dazu wurde auch hier die Schwanz-
spitze mittels Schablone und Skalpell an einem definierten Durchmesser abge-

schnitten und die Zeit bis zum vollstandigen Sistieren der Blutung gemessen.

Bei den Bgn“°-Knochenmarkchimaren, die Knochenmarkzellen von WT Tieren
erhalten haben, zeigten sich signifikant verlangerte Blutungszeiten im Vergleich
zu den WT-Knochenmarkchimaren, die Knochenmarkzellen von Bgn’0 Mausen
erhalten haben. (Abb. 29) [100].
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Abb. 29: Signifikant verlingerte Blutungszeiten in Bgn”’-Knochenmarkchiméaren, die
Spenderknochenmark von WT-Mausen erhalten haben.

Die Blutungszeiten wurden an narkotisierten Mausen gemessen, nachdem ein Stick vom
Schwanz an einem definierten Durchmesser abgetrennt wurde. Aufgrund von zu starkem Blut-
verlust wurden die Messungen bei noch nicht eingetretener Blutstillung nach 570 s abgebrochen.
(A) Vergleich der Blutungszeiten von WT Mausen, die nach Bestrahlung Knochenmark von Bgn-°
Mausen bekommen haben und Bgn~? Mausen, die nach Bestrahlung Knochenmark von WT Mau-
sen erhalten haben. Jeder Punkt reprasentiert die gemessene Blutungszeit von einem Tier.
(B) Vergleich der Blutungszeiten von WT Mausen, die nach Bestrahlung Knochenmark von Bgn~°
Mausen bekommen haben und Bgn~? Mausen, die nach Bestrahlung Knochenmark von WT Mau-
sen erhalten haben, n = 12, Mittelwert + SEM, **p < 0,01. Abb. 29 A und B modifiziert in Hoermann
et al. (nicht publiziert, in Revision) [100].
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3.6.4 Untersuchung der Thrombusbildung in vivo in den Bgn°- und WT-

Knochenmarkchimaren nach GefaRverletzung mit FeCl3

In dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass die Bgn“? Mause deutlich verlangerte
Okklusionszeiten, bzw. teilweise keine Okklusion mittels Thrombusbildung nach
Gefallverletzung zeigen (Kapitel 3.5.3). Zudem konnte gezeigt werden, dass
Bgn“°-Knochenmarkchimaren mit WT-Spenderknochenmark deutlich verlan-
gerte Blutungszeiten im Vergleich zu den WT-Knochenmarkchimaren mit Bgn--
Spenderknochenmark nach einer Schwanzspitzenamputation haben (Kapitel
3.6.3). Um zu analysieren, wie sich die Thrombusbildung in Bgn/%-Knochenmark-
chimaren, die Knochenmarkzellen von WT Mausen erhalten haben, darstellt,
wurde das Okklusionsmodell verwendet. Die rechte Arteria carotis communis der
narkotisierten Mause wurde mikrochirurgisch freiprapariert, mittels FeCls eine
Gefalverletzung induziert und der Blutfluss bis zur vollstandigen Okklusion der
Arteria carotis communis mittels Doppler-Sonde gemessen. Dabei zeigten sich
bei den Bgn7°-Knochenmarkchimaren mit WT-Spenderknochenmark bei 3 von
11 Tieren kein Verschluss der Arteria carotis communis mittels Thrombus. In der
Zusammenfassung aller Tiere zeigt sich eine signifikant verlangerte Okklusions-
zeit bei den Bgn“°-Knochenmarkchimaren mit WT-Spenderknochenmark im Ver-
gleich zu den WT-Knochenmarkchimaren mit Bgn/9-Spenderknochenmark (Abb.
30).
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Abb. 30: Bgn’-Knochenmarkchimiren mit WT-Spenderknochenmark zeigen teilweise
keine okkludierende Thrombusbildung nach GefaBverletzung mittels FeCls.

Bei den narkotisierten Mausen wurde mittels FeCls eine Gefallverletzung der rechten Arteria ca-
rotis communis induziert. Anhand des mittels Doppler-Sonde gemessenen Flusses konnte gese-
hen werden, wann das Gefal} vollstandig okkludiert war und es wurde die Zeit bis zur vollstandi-
gen Okklusion gemessen. (A) Gemessene Okklusionszeit, jeder Punkt reprasentiert ein Tier.
(B) Mittelwerte der gemessenen Okklusionszeit. n = 11, Mittelwert + SEM, *p < 0,05.
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4 Diskussion

Akute Blutungen und arterielle Thrombosen sind im klinischen Alltag allgegen-
wartig. Sowohl die Erforschung der physiologischen als auch der pathophysiolo-
gischen Vorgange der Hamostase und der arteriellen Thrombose sind daher von
groRer Relevanz. Es gibt bereits unzahlige Veroffentlichungen hierzu und den-
noch bleiben aufgrund der Komplexitat immer wieder Fragen offen.

Dass bei der Hamostase neben den Thrombozyten auch die extrazellularen Mat-
rixproteine der GefalRwand, wie z.B. Kollagen, eine wichtige Rolle spielen, ist be-
kannt [54]. Guidetti et al. konnten anhand von Decorin bereits zeigen, dass auch
SLRPs mit Thrombozyten interagieren kénnen [96]. Durch die Adhasion an De-
corin kommt es zu einer Aktivierung der Thrombozyten [96]. Ob auch das SLRP
BGN fur die Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung eine Rolle spielt, ist
bisher allerdings weitestgehend unbekannt. Derzeit gibt es lediglich Untersu-
chungen dazu in einem atherosklerotischen Mausmodell [90]. Ziel dieser Arbeit
war es daher zu untersuchen, welche Rolle BGN in der Thrombozytenadhasion
und arteriellen Thrombusbildung, insbesondere nach einer akuten Gefallverlet-

zung, spielt.
4.1 Interaktion zwischen Thrombozyten und Biglykan in vitro

Da bekannt ist, dass Thrombozyten in ihren Granula eine Vielzahl von Proteinen,
unter anderem auch EZM-Proteine, speichern kdnnen [16-18], war es von grolder
Bedeutung herauszufinden, ob aktivierte Thrombozyten auch BGN sezernieren
konnen, da dies bisher noch nicht untersucht wurde. Mithilfe des zunachst durch-
gefuhrten ELISAs liel3 sich kein BGN detektieren [100]. Dies kdnnte jedoch auch
an einer zu niedrigen Sensitivitat des ELISAs liegen, weshalb zusatzlich eine
gRT-PCR durchgeflhrt wurde. In dieser konnte keine Biglykan-mRNA detektiert
werden [100]. Daraus lasst sich schlie3en, dass aktivierte Thrombozyten kein
BGN sezernieren kdnnen. Das in der Gefallwand [83-85] und im Plasma [90]
lokalisierte BGN muss also von anderen Zellen synthetisiert werden. Aus ver-
schiedenen Studien ist bekannt, dass Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Fib-
roblasten und Makrophagen BGN synthetisieren kdnnen [101-104] und somit

mogliche Quellen fur BGN im Zusammenhang mit der Hdmostase darstellen.
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Dass es eine Interaktion zwischen der Thrombozytenadhasion und Proteoglyka-
nen gibt, konnten Guidetti et al. 2002 zum ersten Mal zeigen [96]. Sie untersuch-
ten das dem BGN verwandte SLRP Decorin und konnten zeigen, dass humane
Thrombozyten an immobilisiertes Decorin binden kénnen [96]. Die Adhasions-
versuche wurden unter statischen Bedingungen durchgeflihrt und die Auswer-
tung erfolgte nach einer Inkubationszeit von 90 min [96]. In der hier vorliegenden
Arbeit wurden ebenfalls statische Adhasionsversuche durchgefuhrt, um zu unter-
suchen, ob Thrombozyten auch an BGN binden kdnnen. Allerdings wurden die
Inkubationszeiten im Vergleich zur Veroéffentlichung von Guidetti et al. mit 5 min,
20 min und 60 min deutlich kiirzer gewahlt um eine physiologischere Situation zu
demonstrieren, da es bei einer Gefallverletzung zu einer schnellen Thrombozy-
tenadhasion kommen muss, um einen grof3eren Blutverlust zu verhindern. Die
Ergebnisse der hier vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass Thrombozyten
bereits nach 5-minutiger Inkubationsdauer an BGN adharieren kénnen und die
Anzahl der adharenten Thrombozyten nach langeren Inkubationszeiten deutlich
zunimmt [100]. Dass BGN mit verschiedenen extrazellularen Matrixproteinen wie
Kollagen Typ I, II, Il und VI interagiert [78] und auch einen Einfluss auf die Fibril-
logenese [85] hat, ist bereits bekannt. Dass es allerdings eine direkte Interaktion

zwischen Thrombozyten und BGN gibt, war bisher unbekannt.

Die Interaktion zwischen BGN und Kollagen Typ | konnten Schonherr et al. be-
reits 1995 zeigen [105]. Es stellte sich deswegen die Frage, ob es zu einer ver-
mehrten Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung auf einer Biglykan-Kol-
lagen-Matrix im Vergleich zu einer alleinigen Kollagen-Matrix kommt. Dies wurde
in der vorliegenden Arbeit zunachst unter statischen Bedingungen untersucht.
Hier zeigten sich signifikant mehr adharente Thrombozyten auf einer Biglykan-
Kollagen-Matrix im Vergleich zu einer Kollagen-Matrix [100]. Auch unter Flussbe-
dingungen zeigten sich eine signifikant grof3ere Thrombusbildung auf einer Bigly-
kan-Kollagen-Matrix im Vergleich zu einer Kollagen-Matrix [100]. Obwohl die Un-
tersuchungen im Flusskammermodell im Vergleich zu den statischen Adhasions-
versuchen sicherlich bereits physiologischer sind, kdnnte hier bemangelt werden,
dass in diesem Modell durch die Spritzenpumpe ein kontinuierlicher Fluss und

kein pulsatiler Fluss erzeugt wird, wie wir ihn im humanen Herz-Kreislaufsystem
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finden [106]. Das heil3t in vivo sind zirkulierende Thrombozyten durch den Blut-
fluss sich kontinuierlich veranderndem shear stress (engl. fur Scherung) ausge-
setzt [107]. Durch diese dynamischen Veranderungen der Scherraten kommt es
auch zu Veranderungen in der Aktivierung der Thrombozyten [106, 107]. Diese
dynamischen Veranderungen kénnen durch die kontinuierliche Spritzenpumpe,
die in dem in dieser Arbeit verwendetem Flusskammermodell eingesetzt wurde,

nicht erzeugt werden.

4.2 Auswirkungen von loslichem BGN auf die Aktivierung von

Thrombozyten und die Thrombusbildung

Die Inkubation von isolierten murinen Thrombozyten mit BGN fuhrte im Vergleich
zu ruhenden Thrombozyten nicht zu einer erhéhten Expression von P-Selektin
und aktiviertem Integrin allbB3. Auch bei einer Co-Inkubation der murinen Throm-
bozyten mit ADP plus BGN zeigte sich im Vergleich zu Thrombozyten, die nur
mit ADP stimuliert wurden, keine erhdhte Expression von P-Selektin und aktivier-
tem Integrin allbB3. Ebenfalls zeigte sich die Thrombusbildung im T-TAS® nach
Vorinkubation mit BGN im Vergleich zur Kontrolle bei einer niedrigen Scherrate
nicht verandert. Da aber in dieser Arbeit bereits gezeigt werden konnte, dass
Thrombozyten an BGN binden kdnnen, stellte sich die Frage, ob die eingesetzten
Konzentrationen zu niedrig waren, bzw. ob die Inkubationszeiten vielleicht zu
kurz gewahlt wurden. Guidetti et al. untersuchten ebenfalls den Einfluss von I0s-
lichem Decorin auf Thrombozyten [96]. Anders als in der hier vorliegenden Arbeit
untersuchten sie die Aggregation einer Thrombozytensuspension und nicht die
Expression von Aktivierungsmarkern [96]. Aber auch hier zeigte sich nach Zu-
gabe von Decorin keine vermehrte Thrombozytenaggregation [96]. Im Gegensatz
zu der hier vorliegenden Arbeit konnten sie aber zeigen, dass es durch vorherige
Stimulation der Thrombozyten mit ADP zu einer verstarkten Interaktion zwischen
Thrombozyten und Decorin kommt [96]. ADP aktiviert Thrombozyten und Uber-
fihrt Integrin a2B1 in einen hoch affinen Zustand [108]. Die Aktivierung von In-
tegrin a2B1 wiederum kann das spreading von Thrombozyten induzieren [109].
Interessanterweise konnten Guidetti et al. auch zeigen, dass Integrin a2f31 ein
Rezeptor ist, Uber den die Thrombozyten an Decorin binden kénnen [96]. Der

Einsatz von inhibitorischen AK gegen den GPIb-V-IX Komplex, Integrin allbp3,
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Cluster of differentiation (CD)38 und Cluster of differentiation (CD)31 zeigte je-
doch keinen Effekt auf die Thrombozytenadhasion an Decorin, so dass bisher

nur Integrin a231 als Rezeptor fur Decorin bekannt ist [96].

Welcher Rezeptor bzw. welche Rezeptoren allerdings fir die Adhasion der
Thrombozyten an BGN verantwortlich sind, ist bisher nicht untersucht worden.
Dies ist aber fur das Verstehen der Rolle von BGN im Rahmen der Hamostase
und mdglicher therapeutischer Optionen von grof3er Bedeutung. Aus verschiede-
nen Studien ist bekannt, dass BGN in seiner Rolle als Signalmolekll an verschie-
dene Rezeptoren, wie z.B. TLR2, TLR4 [95] und P2X-Rezeptoren [110], binden
kann. In statischen Adhasionsversuchen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass nach Zugabe des inhibierenden GPVI Antikérpers JAQ-1 weniger Throm-
bozyten an BGN adharieren [100]. Dieses Ergebnis lasst darauf schliel3en, dass
der auf Thrombozyten exprimierte Kollagenrezeptor GPVI [13] ebenfalls ein Re-
zeptor fur BGN darstellt. Hier sind jedoch weitere Experimente notwendig, um die

Bedeutung von GPVI fir die Bindung von Thrombozyten an BGN zu verstehen.

Ob neben GPVI noch weitere Rezeptoren die Bindung von Thrombozyten an
BGN ermdglichen, ist bisher nicht bekannt. Weitere Untersuchungen sind hier
notwendig. Insbesondere sollte analysiert werden, ob das flir die Thrombozy-
tenadhasion an Decorin verantwortliche Integrin a2B1 [96] auch eine Rolle bei
der Adhasion an BGN spielt.

4.3 Auswirkungen der Defizienz von Biglykan auf die Throm-

bozytenaktivierung und Thrombusbildung

Dass Bgn“° Mause in Bezug auf ihre GefalBwande Veranderungen, wie z.B. eine
vermehrte Neigung zu Aneurysmata oder Dissektionen zeigen, ist bereits be-
kannt [85, 86]. Ob das Fehlen von BGN auch einen Einfluss auf die Thrombozy-
ten bei Gefallverletzung hat, wurde bislang nicht untersucht. Dies ist allerdings
vor allem im Hinblick auf in vivo Versuche von entscheidender Bedeutung, da
dadurch gezeigt werden kann, ob die Ursache flr eine potenzielle Veranderung
in der Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung in Bgn”? Mausen in einer

veranderten Thrombozytenaktivierung oder im Fehlen von BGN in der GefaR-
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wand liegt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich in beiden Fluss-
kammermodellen, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, bei allen ein-
gesetzten Scherraten, kein Unterschied in der Thrombusbildung bei Verwendung
des Blutes von Bgn7? Mausen im Vergleich zu WT Mausen zeigt [100]. Allerdings
zeigte sich bei der Untersuchung der Expression von Oberflachenproteinen auf
nicht aktivierten Thrombozyten von Bgn-% Mausen eine signifikant reduzierte Ex-
pression von GPVI im Vergleich zu nicht aktivierten Thrombozyten von WT Mau-
sen [100]. Hingegen zeigte sich kein Unterschied in der Expression von GPIba,
Integrin B3 und Integrin a5 [100]. Warum die Expression von GPVI auf den
Thrombozyten signifikant reduziert ist, ist bisher nicht bekannt. Der Unterschied
in der Expression von GPVI ist mit ca. 9 % allerdings auch nur sehr gering aus-
gepragt. Dennoch zeigen die Thrombozyten von Bgn7? Mausen nach Aktivierung
mit 1 pg/ml CRP und 5 pg/ml CRP eine signifikant reduzierte Expression von P-
Selektin und aktiviertem Integrin allbp3 bei Verwendung von “ungewaschenem”
Blut. CRP ist ein Agonist von GPVI, dem Hauptrezeptor fur die Bindung von
Thrombozyten an Kollagen [13]. Moglicherweise kommt es durch die verminderte
Expression von GPVI auf den Thrombozyten der Bgn/° Mause zu einer vermin-
derten Aktivierung der Thrombozyten bei Stimulation mit dem GPVI Agonisten
CRP. Warum dieser Effekt aber nur bei “ungewaschenem” Blut und nicht bei “ge-
waschenem” Blut auftritt, bleibt unklar. Eine mégliche Erklarung ware allerdings,
dass die Thrombozyten durch die Waschschritte bereits aktiviert werden. Des
Weiteren ware es auch denkbar, dass sich bei den ,ungewaschenen® Proben der
Bgn”’® Mause Substanzen im Plasma befinden oder fehlen, die eine starkere
Thrombozytenaktivierung durch CRP verhindern bzw. fur diese bendtigt werden.
Diese Hypothesen mussten in weiteren Versuchen allerdings noch naher unter-
sucht werden. Trotz dieser leicht verminderten Expression von GPVI auf Throm-
bozyten von Bgn7? Mausen und die verminderte Aktivierung der Thrombozyten
durch CRP zeigte sich, wie schon oben beschrieben, kein Unterschied in der
Thrombusbildung in den Flusskammer-Versuchen, was darauf schlief3en lasst,
dass der Einfluss der reduzierten Expression von GPVI an der Oberflache der
transgenen Thrombozyten keine wesentliche Bedeutung flr die physiologische

Thrombusbildung hat.
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4.4 Auswirkungen der Defizienz von Biglykan auf die Throm-

bozytenadhasion und die Thrombusbildung in vivo

Ob das Fehlen von BGN in Mausen einen Einfluss auf die Thrombozytenadha-
sion und Thrombusbildung hat, wurde bisher nur im Zusammenhang mit Athero-
sklerose untersucht. Grandoch et al. [90] verwendeten fur ihre Untersuchungen
ApoE~-/Bgn~ Doppel-Knockout Mause. Die Apolipoprotein E (ApoE) defizienten
Mause, bei denen gezielt das ApoE Gen ausgeschaltet ist, zeigen eine schwere
Hypercholesterinamie sowie Atherosklerose [111]. Das Fehlen von BGN in den
ApoE~~ Mausen fihrt zu einer verstarkten Ausbildung der Atherosklerose [90].
Zudem ist bekannt, dass BGN uber seine Dermatansulfat-Seitenketten den He-
parin-Cofaktor Il aktivieren kann und dadurch Thrombin inhibiert [112]. Thrombin
wiederum spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose sowie
bei akuten thrombotischen Ereignissen [90]. Grandoch et al. konnten zeigen,
dass BGN bei Atherosklerose als Thrombin-Inhibitor fungiert und dadurch auch
zu einer verringerten Aktivierung von Thrombozyten und einer reduzierten Inflam-
mation fihrt [90]. Dennoch zeigten sich in ihren Untersuchungen, dass die Inhi-
bierung von Thrombin scheinbar keinen Effekt auf die Hamostase hat und
ApoE~-/Bgn~0 Mause keinen prothrombotischen Phanotyp aufweisen [90]. So
zeigte sich, sowohl beim Vergleich der Blutungszeiten als auch beim Vergleich
der Okklusionszeiten in einem photochemischen Modell der arteriellen Throm-
bose, kein Unterschied zwischen ApoE~-/Bgn~°und ApoE~~ Mausen [90]. Deut-
lich hervorgehoben werden sollte hier allerdings die Tatsache, dass es sich um
Untersuchungen an Mausen mit Atherosklerose handelt, einer schweren chroni-
schen arteriellen Gefalderkrankung [113], und nicht um Untersuchungen der
Thrombozytenadhasion und Thrombusbildung bei einer rein akuten arteriellen

Gefallschadigung, wie sie in der hier vorliegenden Arbeit durchgeflhrt wurden.

Bei der Untersuchung der Blutungszeiten der Bgn7° Mause im Vergleich mit den
WT Mausen zeigten 5 von 12 Bgn~? Mausen kein spontanes Sistieren der Blutung
und die Versuche mussten nach 570 s aufgrund eines zu hohen Blutverlustes
abgebrochen werden [100]. Bei den WT Mausen hingegen sistierte die Blutung

bei allen Tieren spontan [100]. Auch bei der Untersuchung der Thrombozytenad-
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hasion in vivo zeigten sich nach Gefallverletzung mittels Ligatur signifikant weni-
ger adharente Thrombozyten bei den Bgn7? Mausen im Vergleich zu den WT
Mausen [100]. Zudem zeigten sich in vivo nach Gefallverletzung mit FeCls signi-
fikant verlangerte Okklusionszeiten bis zum vollstandigen Verschluss des Gefa-
Res durch einen Thrombus in den Bgn7° Mausen im Vergleich zu den WT Mau-
sen. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der Versuche mit den Bgn“° Mau-
sen, dass diese Tiere durch das Fehlen von BGN teilweise vor arterieller Throm-

bose geschutzt sind.

Da bereits gezeigt werden konnte, dass die reduzierte Expression von GPVI auf
den Thrombozyten aus Bgn? Mausen zumindest in vitro nicht zu einer verringer-
ten Thrombusbildung fuhrt, liegt die Ursache flr die verlangerten Blutungszeiten
in Bgn7? Mausen vermutlich in der Defizienz von Biglykan in der Gefallwand. Um
dies zu verifizieren wurden Knochenmarkchimaren generiert. Bgn’° Mause ha-
ben nach Bestrahlung Knochenmarkzellen von WT Mausen erhalten und WT
Mause haben nach Bestrahlung Knochenmarkzellen von Bgn79 Mausen erhalten.
Die Knochenmarktransplantation ist eine gut entwickelte, effiziente und vielseitig
anwendbare Methode, die es erlaubt, die Funktion von hamatopoetischen Zellen
im Zusammenhang mit metabolischen und kardiovaskularen Erkrankungen zu
untersuchen [114]. Da die Rekonstitution der hamatopoetischen Zellen je nach
Genotyp und Alter der Mause variieren kann [114, 115], war es wichtig, neben
der Kontrolle des Genotyps auch die Anzahl der Thrombozyten der Knochen-
markchimaren zu kontrollieren, um auszuschliel3en, dass es aufgrund einer zu
geringen bzw. erhdhten Anzahl von Thrombozyten im Vergleich zur Kontroll-
gruppe zu einer verringerten bzw. erhohten Thromboseneigung kommen kann.
Sowohl beim Vergleich der Knochenmarkchimaren untereinander als auch mit
WT Mausen und Bgn“° Mausen, zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Thrombozytenzahl sechs Wochen nach der Knochenmarktransplantation, so
dass die weiteren Untersuchungen durchgefihrt werden konnten [100]. Wie bei
den Bgn’? Mausen zeigten auch einige der Bgn’° Mause mit WT-Spender-Kno-
chenmark (7 von 12 Mausen) keine adaquate Blutstillung bei der Untersuchung
der Blutungszeiten und auch hier mussten nach 570 s aufgrund eines zu hohen

Blutverlustes die Messungen abgebrochen werden [100]. Die WT Mause mit
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Bgn~% Spender-Knochenmark hingegen zeigten eine adaquate Blutstillung nach
durchschnittlich 172 s [100].

Auch bei der Untersuchung der Thrombusbildung in vivo nach Verletzung der
Carotis mit FeCls, zeigte ein Teil der Bgn”’® Mause mit WT-Spender-Knochen-
mark keine Okklusion des Gefalles mittels Thrombus. Diese Ergebnisse lassen
darauf schlielen, dass die verlangerten Blutungszeiten und die reduzierte
Thrombusbildung in den Bgn7® Mausen auf das Fehlen von BGN in der Gefal3-
wand zuruckzufuhren sind. Die reduzierte Expression von GPVI auf den Throm-
bozyten tragt eventuell ebenfalls einen kleinen Teil dazu bei, ist aber wahrschein-
lich aufgrund der Geringfugigkeit der reduzierten Expression [100] zu vernach-

lassigen.

4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, welche Rolle BGN fur die Thrombozy-
tenadhasion und arterielle Thrombusbildung spielt. Es konnte gezeigt werden,
dass Thrombozyten keine Quelle fur BGN sind, allerdings an BGN binden kdnnen
und dass es zu einer verstarkten Thrombusbildung auf einer Kollagen-BGN Mat-
rix im Vergleich zur reinen Kollagen Matrix kommt [100]. Zudem konnte gesehen
werden, dass die Thrombozyten von Bgn’® Mausen GPVI im Vergleich zu WT
Mausen vermindert exprimieren [100] und dass sie bei Stimulierung mit CRP ei-
nen Aktivierungsdefekt aufweisen. Da dieser Effekt nur bei ,ungewaschenem®
Blut auftritt, liegt die Vermutung nahe, dass eine Veranderung im Plasma bei den
Bgn7% Mausen dazu fihrt. Bgn’? Mause zeigen auflterdem im Vergleich zu WT
Mausen verlangerte Blutungszeiten [100], eine reduzierte Thrombozytenadha-
sion [100] und verlangerte Okklusionszeiten nach Gefaldverletzung. Die Versu-
che mit den Knochenmarkchimaren bestatigten, dass das Fehlen von BGN in der
Gefallwand ursachlich fur die verlangerten Blutungszeiten und die verlangerten
Okklusionszeiten ist und nicht die veranderten Thrombozyten der Bgn“° Mause
[100]. Bei der Suche nach einem Rezeptor, Uber den Thrombozyten an BGN bin-
den kdnnen, zeigte sich in ersten Analysen, dass Thrombozyten vermutlich Gber
GPVI mit BGN interagieren kénnen [100].
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FUr die Zukunft ware es sicherlich interessant zu untersuchen, ob GPVI tatsach-
lich der Rezeptor fur BGN ist und ob noch weitere Rezeptoren fur BGN auf den
Thrombozyten zu finden sind. Zudem waren histologische Untersuchungen der
arteriellen Gefallwand von grof3er Bedeutung, um zu sehen, in wie weit BGN
bzw. das Fehlen von BGN zu Strukturveranderungen der subendothelialen Matrix
beitragt. Um zu untersuchen, ob die Uberexpression von BGN in der arteriellen
Gefallwand zu einem prothrombotischen Phanotyp fuhrt, konnten transgene
Mause verwendet werden, die eine Uberexpression von BGN in der Gefalwand
zeigen, wie sie z.B. bei Thompson et al. fir Untersuchungen der Atherosklerose

verwendet wurden [116].
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