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Zusammenfassung
Laut statistischem Bundesamt sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Deutschland
mit Abstand die haufigste Todesursache. Erkrankungen, wie zum Beispiel der
Herzinfarkt, Schlaganfall und die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)
sind stark mit der Atherosklerose assoziiert. Thrombozyten spielen nicht nur bei der
initialen Phase der Atherosklerose, sondern auch bei seinen Komplikationen, wie
zum Beispiel den thromboembolischen Ereignissen eine entscheidende Rolle. Bei
der Suche nach weiteren Therapieoptionen stellt das Sphingosin-1-Phosphat (S1P)
ein vielversprechendes Target dar.
S1P ist ein biologisch aktives Sphingolipid, welches Einfluss auf grundlegende
pathophysiologische Prozesse wie die Entzindung, die Immunitat und das Herz-
Kreislauf-System nimmt. S1P vermittelt seine Wirkung Uuber funf G-
Proteingekoppelte Rezeptoren (S1P15). Der Einfluss von S1P auf die
Atherosklerose ist bereits gut untersucht. Allerdings ist sein Einfluss auf die
thrombotischen Prozesse, die bei der Atherosklerose von Bedeutung sind, nur
unzureichend bekannt.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Einfluss von S1P auf die Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion zu untersuchen und den zugrundeliegenden Mechanismus
zu ermitteln. In dieser Arbeit wurde zur Ermittlung der Thrombozyten-Endothelzell-
Interaktion das Flusskammermodell der Firma I&L Biosystems etabliert. HUVEC-
(Human umbilical vein endothelial cells) Endothelzellen wurden mit S1P
unterschiedlicher Konzentration stimuliert und anschliel3end mit Vollblut perfundiert.
Wir konnten zeigen, dass S1P konzentrationsabhangig die Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion beeinflusst. So fihrte S1P in physiologisch relevanter
Konzentration dber den S1Pi-Rezeptor zu einer Erniedrigung der
Thrombozytenadhasion, wohingegen S1P in hdherer Konzentration Gber den S1Ps-
Rezeptor die Thrombozytenadhasion steigerte.
Mittels Durchflusszytometrie wurde die P-Selektin-Expression auf der
Endothelzelloberflache ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass S1P eine
Translokation von P-Selektin auf die Endothelzelloberflache induziert.
Fir den Effekt von S1P in hoherer Konzentration konnten wir folgenden
Mechanismus identifizieren: Die hohere S1P-Konzentration fuhrt Gber den S1P3-
Rezeptor Phospholipase C (PLC) abhangig zu einer Hochregulierung der P-Selektin
Expression auf die Zelloberflache mit einer Steigerung der Thrombozytenadhasion
auf dem Endothel. Der genaue Mechanismus fur S1P in physiologisch relevanter
Konzentration ist noch nicht ganz geklart und bedarf noch weiterer Forschung.
Vor dem Hintergrund der Pravention ware es sinnvoll hdhere S1P-Konzentrationen
im Organismus zu vermeiden. Moglich waren spezifische Modulatoren der
Sphingosinkinase, S1P-Phosphatase und S1P-Lyase, um somit die Konzentration
des bioaktiven S1P zu beeinflussen. Denkbar ware auch die medikamentdse
Anwendung von S1P-Rezeptoragonisten und S1P-Rezeptorantagonisten um
gezielt bestimmte Signalwege zu beeinflussen.
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Summary

According to the Federal Statistical Office, cardiovascular diseases are by far the
most common cause of death in Germany. Diseases such as heart attack, stroke
and peripheral artery disease (PAD) are strongly associated with atherosclerosis.
Platelets play a crucial role not only in the initial phase of atherosclerosis, but also
in its complications, such as thromboembolic events. When looking for further
therapy options, sphingosine-1-phosphate (S1P) is a promising target.

S1P is a biologically active sphingolipid, which influences fundamental
pathophysiological processes such as inflammation, immunity and the
cardiovascular system. S1P mediates its action via five G protein-coupled receptors
(S1P1-5). The influence of S1P on atherosclerosis has been well studied. However,
its influence on the thrombotic processes that are important in atherosclerosis is
only poorly understood.

Aim of the present work was to investigate the influence of S1P on the platelet-
endothelial cell interaction and to determine the underlying mechanism. In this work,
the flow chamber model from I&L Biosystems was established to determine the
platelet-endothelial cell interaction. HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells)
were stimulated with S1P in different concentrations and then perfused with whole
blood. We were able to show that S1P influences the platelet-endothelial cell
interaction concentration-dependent. Thus, S1P in a physiologically relevant
concentration led to a decrease in platelet adhesion via the S1P1 receptor, whereas
S1P in a higher concentration increased platelet adhesion via the S1P3 receptor.
P-selectin expression on the endothelial cell surface was determined by flow
cytometry. It could be shown that S1P induces a translocation of P-selectin on the
endothelial cell surface.

We were able to identify the following mechanism for the effect of S1P in higher
concentration: The higher S1P concentration leads to an upregulation of P-selectin
expression on the cell surface via the S1P3 receptor phospholipase C (PLC) with
an increase in platelet adhesion on the endothelium. The exact mechanism for S1P
in physiologically relevant concentration has not yet been fully clarified and requires
further research.

Against the background of prevention, it would make sense to avoid higher S1P
concentrations in the organism. One possibility would be to use specific modulators
of sphingosine kinase, S1P phosphatase and S1P lyase in order to influence the
concentration of the bioactive S1P. It would also be conceivable to use S1P receptor
agonists and S1P receptor antagonists to influence specific signalling pathways.



Abklrzungsverzeichnis

ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophosphat

ATP Adenosintriphosphat

Akt Protein kinase B (PKB)

BSA Bovines Serum Albumin

Calcein AM AM= Acetoxymethylester

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
cGMP Cyclisches Guanosinmonophosphat
DMSO Dimethylsulfoxid

ECBM Endothelial Cell Basal Medium
ECGM Endothelial Cell Growth Medium
ECGS Endothelial Cell Growth Supplement
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EDG Endothelial Differentiation Gene

EGF Endothelial Growth Factor

ERK Extracellular signal-regulated kinases
FACS fluorescence-activated cell sorting
FCS fetales Kalberserum

GP Glykoprotein

GTPasen Guanosintriphosphat

HDL High Density Lipoprotein

HS Humanserum

HUVEC Human umbilical vein endothelial cells
ICAM-1, -2 Interzellulare Zelladhédsionsmolekiil 1, 2
IL-18 Interleukin- 13

IUPHAR International union of pharmacology
LDL Low Density Lipoprotein

LPS Lipopolysaccharid

MCP-1 monocyte chemotactic protein-1
mRNA messenger ribonucleic acid

NO Stickstoffmonooxid



PAR-1
pAVK
PBS
PECAM-1
PDGF
PGl:
PI3K
PLC
P/S

Rac
Ras
Rho
S1P
SBS
siRNA
Sphk
TNF-a
TNS
VCAM-1
VE-cadherin
VEGF
VLDL
vVWF
201

Protease-aktivierte Rezeptoren-1
arterielle Verschlusskrankheit
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Thrombozyten-Endothelzellen-Adhé&sionsmolekdil-1
Platelet Derived Growth Factor
Prostazyklin

Phosphatidylinositol 3-Kinase
Phopholipase C

Penicillin/Streptomycin

Ras-related C3 botulinum toxin substrate
Rat sarcoma

Ras homologue

Sphingosin-1-phosphat (S1P)

Society for Biomolecular Screening

Small interfering ribonucleic acid
Sphingosinkinase
Tumornekrosefaktor-a

Trypsin Neutralizing Solution
vaskulére Zelladh&sionsmolekdil-1
vascular endothelial- cadherin
Vascular Endothelial Growth Factor
Very Low Density Lipoprotein
von-Willebrand-Faktor

Zonula occludens-1


https://de.wikipedia.org/wiki/G-Protein_Ras
https://de.wikipedia.org/wiki/The_Society_for_Biomolecular_Screening

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung
1.1 Thrombozyten
1.2 Endothel
1.3 Sphingosin-1-phosphat (S1P)
1.3.1 Metabolismus
1.3.2 S1P- Rezeptoren
1.3.3 S1P Wirkung auf Endothelzellen
1.4 Klinischer Ausblick
1.5 Ziele der Arbeit
2 Material und Methoden
2.1 Material
2.2 Methodik
2.3 Gewinnung von humanem Vollblut
2.4 Farbung des Vollbluts

2.5 Gewinnung von Humanserum (HS)

2.6 Herstellung Sphingosine-1-phosphate (S1P)

2.7 Zellkultur
2.8 Bioflux 200
2.8.1 Prinzip

21

2.8.2 Kultivierung eines konfluenten Endothelzell Monolayers

in den Bioflux Kanalen
2.8.3 Versuchsprotokoll
2.8.4 Dokumentation/ Auswertung
2.8.5 Experimentelle Gruppen
2.9 Durchflusszytometrie (FACS)

2.9.1 Kultivierung primarer humaner Endothelzellen in

12 well- Platten
2.9.2 Experimentelle Gruppen
2.10 Statistik

N N o -

11
15

16

17
20
20
21

21
22
24
24
26

27
28
29
30
30

31
32



3 Ergebnisse
3.1 Etablierung der Kultivierung eines konfluenten Endothelzell-
monolayers in den Bioflux Kanalen
3.2 Einfluss von Thrombin auf die Thrombozytenadhasion
3.3 Einfluss von S1P auf die Thrombozytenadhasion
3.3.1 Rolle der S1P- Rezeptoren bei der Thrombozytenadhasion
3.3.2 Rolle des P- Selektin Antikorpers bei der Thrombozyten-
adhasion
3.3.3 Einfluss von S1P auf die P- Selektin Expression
3.3.4 Rolle des Phospholipase C (PLC)- Inhibitors auf die
P-Selektin Expression
4 Diskussion

5 Literatur

Vi

33

36
37
38
41

43
44

45
58



1 Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind in Deutschland mit Abstand die haufigste
Todesursache, gefolgt von Krebs und Krankheiten des Atmungssystems. Laut
statistischem Bundesamt waren 2018 36,2% aller Sterbefalle auf Herz-Kreislauf-
Erkrankungen zuruckzufuhren (1). Erkrankungen, wie zum Beispiel der Herzinfarkt,
Schlaganfall und die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) sind stark mit
der Atherosklerose assoziiert. Bei der Pathogenese der Atherosklerose spielen die
Endotheldysfunktion mit Ablagerung von Lipiden an die GefaBRwand und chronische
Entzindungsreaktionen eine zentrale Rolle. Durch diese Prozesse entsteht initial
ein atherosklerotischer Plaque. Mit Fortschreiten der Erkrankung kommt es zu
progredienten Stenosen und thromboembolischen Ereignissen durch Plaqueruptur
mit akutem Gefallverschluss. Hierbei spielt die Atherothrombose mit der
Thrombozytenadhasion und Thrombozytenaggregation eine zentrale Rolle. Die
Reduktion kardiovaskularer Risikofaktoren und vor allem die medikamentose
Therapie mittels Lipidsenker und Thrombozytenaggregationshemmer sind bereits
seit langem gut etablierte Therapieoptionen zur Prophylaxe (2). Dennoch kann in
den meisten Fallen der Krankheitsprozess nicht vollstandig aufgehalten werden.

Diese Tatsache macht es notwendig weitere Therapiemdglichkeiten zu finden.
1.1 Thrombozyten

Thrombozyten sind nicht nur Hauptakteure in der Hamostase und der Thrombose,
sie besitzen dariber hinaus eine Schlisselrolle in einer Reihe von
pathophysiologischen Prozessen wie der Immunabwehr, der Entziindungsreaktion
und der Atherosklerose. Sie interagieren mit dem Endothel, rekrutieren Leukozyten
an Orte der Gefallverletzung und sezernieren sowohl proinflammatorische als auch
antiinflammatorische wie auch Faktoren der Angiogenese.

Eine Hauptaufgabe von Thrombozyten ist es, die Integritat der GefaBRwande zu
sichern. Normalerweise haften Thrombozyten nicht an das intakte Endothel. Kommt
es jedoch zu einer Gefaldverletzung wird die Hamostase, die in zwei Phasen ablauft,
aktiviert. Wahrend der primaren Hamostase kommt es nach einer initialen
Vasokonstriktion durch die Substanzen Serotonin und Thromboxan A2, die zu einer



Verlangsamung des Blutstroms fuhrt, zu einem Anheften der Thrombozyten an das
verletze Endothel. Diese Adhasion bewirkt eine Thromboyztenaktivierung mit
anschlieBender Zusammenlagerung der Thrombozyten, die auch als
Thrombozytenaggregation bezeichnet wird. So bildet sich innerhalb kirzester Zeit
ein Thrombus, der die Gefaldverletzung jedoch nur instabil verschliet. Die
nachfolgende Aktivierung der Gerinnungskaskade, die die sekundare Hamostase
darstellt, bewirkt die Bildung eines Fibrinnetzes, mit Einlagerung von Blutzellen.
Dies fuhrt abschlie®end zu einer stabilen Abdichtung des Endothelschadens. Etwas
verzdgert wird ebenfalls die Wundheilung mit der Fibrinolyse initiiert. Dadurch wird
gewahrleistet, dass zwar die Blutung gestillt, aber die Gerinnselbildung begrenzt
wird (3)

Morphologie

Thrombozyten werden im  Knochenmark durch Abschnlirungen von
Megakaryozyten gebildet. Inre Gesamtzahl betragt 150.000- 300.000 pro Mikroliter,
wobei nur zwei Drittel im Blut zirkulieren und ein Drittel in der Milz gespeichert sind.
Die durchschnittliche Lebensdauer des Thrombozyten betragt 7 Tage,
anschlielend werden sie im retikuloendothelialen System der Milz und Leber durch
Makrophagen abgebaut. Die kernlosen Zellen haben im inaktivierten Zustand eine
diskoide Form mit einem Durchmesser von 2- 3 um. Sobald Sie aktiviert werden
kommt es zur Ausbildung von Pseudopodien. Elektronenmikroskopisch lassen sich
Thrombozyten in vier strukturelle Bereiche einteilen: die Periphere Zone, die
Strukturelle Zone, die Membransysteme und die Zone der Organellen.

Die periphere Zone wird von der Plasmamembran, bestehend aus einer
Phospholipid- Doppelschicht, die nach auflden von einer Glykokalyx, einer dinnen
Schicht bestehend aus Glykoproteinen und Proteoglykanen, bedeckt wird gebildet.
Die Glykoproteine erfullen die Funktion spezifischer Oberflachenrezeptoren. Diese
Adhasionsrezeptoren werden unterteilt in Integrine, Leucinreiche Glykoproteine,
Selektine und Rezeptoren vom Immunglobulintyp. In der strukturellen Zone
befinden sich submembrands Mikrotubuli und die kontraktilen Filamente Aktin und
Myosin, die fur die Formgebung der Zelle und die Kontraktilitdt von grofl3er
Bedeutung sind. Das Membransystem besteht aus dem offenen kanalikularen

System und dem dichten tubularen System. Bei dem offenen kanalikularen System
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handelt es sich um schlauchartige Einstllpungen der Plasmamembran in den
Zellleib. Diese Kanale stehen Uber Porenéffnungen mit dem Extrazellularraum in
Verbindung und tragen zur Oberflachenvergroferung bei. Das dichte tubulare
System, welches sich aus dem rauen endoplasmatischen Retikulum der
Megakaryozyten entwickelt, stellt den Hauptspeicherort fir Calcium dar und spielt
somit eine zentrale Rolle bei der Thrombozytenaktivierung. Zu der Zone der
Organellen, die sich im Zytoplasma befindet, gehdren Mitochondrien,
Glykogenpartikel und drei Typen von Speichergranula. Die mengenmaliig am
haufigsten vorkommenden a-Granula, enthalten Gerinnungsfaktoren (VWF,
Fibrinogen, FV, Xl, Xll), Plattchenfaktor-4, Adhasionsmolekile wie Fibronektin,
Vitronektin, Thrombospondin und P-Selektin, Wachstumsfaktoren (VEGF, EGF,
PDGF) und Zytokine. Dichte Granula bestehen vor allem aus Adenosindiphosphat
(ADP), Adenosintriphosphat (ATP), Calcium, Phosphat und Serotonin. Diese
Substanzen sind besonders wichtig fir die Thrombozytenaggregation und
Vasokonstriktion. Ebenso sind Adhasionsmolekule wie P-Selektin, Glykoprotein
lIb/llla (GP lIb/llla) und Glykoprotein Ib (GP Ib) zu finden. Lysosomen hingegen
enthalten hydrolytische Enzyme und Kathepsin D und E (4-6) (Abb. 1).

Membran-Systeme Periphere Zone

Offenes kanalikuldres System Plasmamembran
Dichtes tubulares System / Glykokalix

Lysomen —
a-Granula — =
Mitochondrien ——
Glykogenspeicher —

Strukturelle Zone |
Myosin J |

Aktin |
Mikrotubuli

Abb. 1: Schematische Darstellung der Ultrastruktur ruhender Thrombozyten

Darstellung aus: Das Blutplatichen, Gawaz (4).



Primare Hamostase

Verletzungen der Endothelzellschicht oder pathologischen Veranderungen, wie
zum Beispiel die Atherosklerose, fuhren zu einer Freilegung von Komponenten der
subendothelialen extrazellularen Matrix, wie z. B. dem von-Willebrand-Faktor
(VWF), Kollagen, Laminin und Fibronektin. An diese exponierte Matrix adharieren
nun Thrombozyten. Dies stellt den initialen Schritt der primaren Hamostase dar.
Zuerst binden Thrombozyten Uber den membranaren Adhasionsrezeptor
Glykoprotein Ib/IX/V an den Kollagen gebundenen vVWF. Diese instabile Adhasion,
die ein Rollen (,Tethering“) der Thrombozyten entlang der Gefallwand ermdglicht,
ist besonders in Gefalken mit hohen Scherkraften von groRer Bedeutung (vor allem
kleine Arterien und Arteriolen). Die nun entlang der freigelegten subendothelialen
Matrix rollenden und daher verlangsamten Thrombozyten sind in der Lage Kollagen
Uber den Glykoprotein VI Rezeptor zu binden und somit eine
Thrombozytenaktivierung mit fester Adhasion der Thrombozyten an die
Endothelldsion zu induzieren (7, 8). Die Kollagen-GPVI-Bindung fuhrt zu einer
Aktivierung des thrombozytaren Integrinrezeptors ainPs (GP llb/llla), der an
Fibrinogen bindet (9, 10) und des Rezeptors az2p31(GP lla/la), der an Kollagen bindet
(10, 11). Desweiteren bewirkt die Kollagen-GPVI-Bindung die Freisetzung von ADP
und Thromboxan A2 (7). Zusatzlich kommt es zu der Bildung von Thrombin. Diese
Mediatoren flhren Uber die Stimulation G-Protein gekoppelter Rezeptoren zur
vollstandigen Aktivierung der Thrombozyten. Wahrend der Aktivierung kommt es
zum sogenannten ,shape change“ des Thrombozyten mit Ausbildung von
Pseudopodien, die durch eine besonders schnelle Reorganisation des Zytoskeletts
hervorgerufen werden (12). Darlber hinaus bewirkt die Formanderung der
Zellmembran eine Expression von negativ geladenen Phospholipiden, die fur die
sekundare Hamostase von besonderer Relevanz sind, an die Zelloberflache (13,
14). Zusatzlich werden weitere Mediatoren, Inhaltsstoffe der thrombozytaren
Granula freigesetzt, die wiederum durch positive Ruckkopplung zur Aktivierung
weiterer Thromboyzten fluhren. Dieser Prozess wird als Sekretion oder
Degranulation bezeichnet. Die durch die Thrombozytenaktivierung hervorgerufene
Konformationsanderung des Integrinrezeptors aipfs (GP lIb/llla) versetzt diesen von
einem niedrigaffinen in einen hochaffinen Funktionszustand, der es ermdglicht nicht

nur immobilisiertes, sondern auch in Plasma geldstes Fibrinogen zu binden und
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somit sowohl eine feste Verbindung mit der subendothelialen Matrix einzugehen,
als auch weitere Thrombozyten an die Gefallwand zu rekrutieren (7, 15). Es
entstehen Zell- Zell- Kontakte uUber Fibrinogenbricken mit Quervernetzung von
Thrombozyten, die zu einer festen Aggregation fuhren. Die Fibrinogenbricken
kommen dadurch zu Stande, dass ein Fibrinogen- Molekul zwei Bindungsdomanen
besitzt und daher zwei Thrombozyten Uber ihre Fibrinogen- Rezeptoren verbinden
kann (7, 16). Durch die Thrombozytenaggregation entsteht ein dichtes zellulares
Netzwerk, welches ,Thrombozyten- Pfropf‘ bezeichnet wird (Abb. 2).

akfiviare Theombozyian
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Abb. 2: Blutgerinnung. Darstellung aus: Pharmakologie und Toxikologie (17).

1.2 Endothel

Das Endothel kleidet als eine dunne Schicht aus Endothelzellen, die auch als
Monolayer bezeichnet wird, das gesamte Gefalisystem zum Lumen hin aus. Es hat
vielfaltige Funktionen. Es reguliert durch seine anti- thrombotische Oberflache, den
Blutfluss und hat somit Einfluss auf die Hamostase und Fibrinolyse. Zusatzlich spielt
es bei zahlreichen Prozessen, wie der endothelialen Barriere, dem
Transportmechanismus und dem  Gefal3tonus eine wichtige Rolle.
Funktionsstérungen des Endothels Uben Einfluss auf viele Krankheitsprozesse, wie
zum Beispiel die Atherosklerose, Sepsis und Entzindung (18). Das Endothel dient
als Barriere zwischen dem umliegenden Gewebe und den im Blut zirkulierenden

Zellen, Makromolekilen und lonen (19). Fir die Permeabilitat sind die Zell-



Zellkontakte, die sich in Tight Junctions, Gap Junctions und Adherens Junctions
unterteilen, von herausragender Bedeutung (20, 21). Vor allem die Tight Junctions,
die den parazellularen Transport regulieren, sind besonders relevant (22). Auch die
Gylkokalix, die primar aus Proteoglykanen und Glykoproteinen besteht (23, 24),
tragt zur vaskularen Barriere bei (25, 26). Sie Uberzieht die Aullenflache der
Endothelzellen und stellt eine Schicht zwischen dem Endothel und dem
zirkulierenden Blut dar (24, 27). Proteoglykane sind der Hauptbestandteil des
Glykokalix- Grundgerustes und bestehen aus einem Kernprotein mit daran
gebundenen Glykosaminoglykan- Ketten, die fur die negative Ladung verantwortlich
sind (28, 29). Zu den wichtigsten Glykoproteinen zahlen die Zelladhasionsmolekile
die sich in drei Gruppen, die Selektine, bestehend aus P-Selektin und E-Selektin,
die Integrine und die Immunglobuline unterteilen lassen. Die Integrine, wie z.B.
az2p1, a5B1, a6B1 und aVP3 werden auf einer Vielzahl von Zellen, vor allem
Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten exprimiert (28, 30). Sie induzieren
Thrombozyten- Endothelzell- Interaktionen Uber ihre Bindung an Kollagen, Laminin
und Fibronectin in der subendothelialen Matrix (31). Zu den Immunglobulinen
zahlen das Interzellulare Zelladhasionsmolekil 1 und 2 (ICAM-1 und -2), das
vaskulare  Zelladhasionsmolekil-1  (VCAM-1) und das Thrombozyten-
Endothelzellen-Adhasionsmolekul-1 (PECAM-1). Thrombozyten und Leukozyten
konnen uber ihre Integrine an diese binden und somit eine Adhasion an das
Endothel bewirken. Neben der Erhaltung der Barriere beeinflusst die Glykokalix
somit auch die Zell-Endothelinteraktion. Wie bereits oben erwahnt zirkulieren
Thrombozyten unter physiologischen Bedingungen im Blut, ohne an das Endothel
zu adharieren. Dies ist Folge der negativen Ladung der Glykokalix, die ein Anheften
von Blutzellen verhindert (28, 30). Zudem liegen die Adhasionsmolekule in der
Glykokalix-Schicht verborgen, so dass sie im Normalfall flr die Blutzellen nicht
zuganglich sind (32). Durch verschiedene pathophysiologische Bedingungen, z.B.
durch die Freisetzung von Enzymen, Zytokinen und anderen
Entzindungsmediatoren, oder durch die Ischéamie/ Reperfusion kommt es zum
Verlust der Glykokalix-Struktur, die zu einem Freilegen der Adhasionsmolekule mit
anschlieRender Adhasion von Thrombozyten und Leukozyten fuhrt (28, 30, 33-37).
Dartber hinaus wirkt das intakte Endothel durch die Synthese und Sekretion
bestimmter Substanzen, wie Stickstoffmonooxid (NO) und Prostazyklin (PGl2)

antithrombotisch und antikoagulatorisch. NO wird durch die NO-Synthase (38)
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synthetisiert und inhibiert cGMP abhangig die Adhasion, Aktivierung und
Aggregation von Thrombozyten (39). Dabei fuhrt Stickstoffmonooxid zu einer
Reduktion der freien intrazellularen calcium-Konzentration, wodurch es zu einer
Verringerung der fur die Fibrinogenbindung notwendigen Konformationsanderung
des Integrinrezeptors aibPs (GPIIb/ llla) kommt. Zusatzlich ist NO in der Lage die P-
Selektin Expression herunter zu regulieren (40, 41). PGl2, ein Produkt des
Arachidonsaure- Metabolismus (42) bt in einem cAMP abhangigen Signalweg
ebenfalls Einfluss auf die Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten (43), ohne
jedoch die Thrombozytenadhasion zu beeinflussen (44). Des Weiteren wirkt die
Ecto-ADPase, die auf der Oberflache von Endothelzellen exprimiert wird,
antithrombotisch, indem es das fiir die Thrombozytenaktivierung essenzielle ADP
in Adenosinmonophosphat (AMP) umwandelt (45). Weitere
Gerinnungsregulierende Faktoren sind das Thrombomodulin (46) und der Tissue
Factor Pathway Inhibitor (47, 48). Darlber hinaus regulieren NO und PGI2 als
vasoaktive Substanzen den Gefaldtonus. Wahrend Stickstoffmonooxid und
Prostazyklin  gefalRerweiternd  wirken, fuhren  Endothelin-1  und der
Plattchenaktivierende Faktor zu einer Vasokonstriktion (49, 50).

Auf diese Weise erflllen das Endothel und das Blut mit seinen Zellen und
plasmatischen Faktoren die besonders wichtige Aufgabe, im physiologischen
Zustand die Thrombozytenaktivierung und Gerinnung zu unterbinden und die
Fibrinolyse zu fordern, um die Fliel3fahigkeit des Blutes zu gewahrleisten, bei
Gefallschaden oder inflammatorischen Einflissen aber die Plattchenaktivierung zu
fordern und die Gerinnung zu induzieren und so Blutungen entgegenzuwirken (51,
52).

1.3 Sphingosin-1-phosphat (S1P)

1.3.1 Metabolismus

Sphingosin-1-phosphat (S1P) ist ein biologisch aktives Lysophospholipid, welches
ein in der Natur weit verbreitetes Produkt des Sphingomyelin- Metabolismus ist.
Urspriinglich galt S1P als intrazellularer sekundarer Botenstoff. Mit der Entdeckung
der G-Protein-gekoppelten S1P-Rezeptoren konnte seine wichtige Rolle als

extrazellularer Lipidmediator festgestellt werden. S1P- Rezeptoren sind in
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Saugetieren weit verbreitet und flr eine Vielzahl von Signalwegen verantwortlich
(53). Somit wird dem S1P eine wichtige Rolle bei der Regulierung vieler zellularer
Prozesse, wie zum Beispiel der Immunitat, der Entzindung und des Herz- Kreislauf-
Systems zugeschrieben. S1P wurde erstmals 1883 von dem Wissenschaftler J. L.
W. Tudichum entdeckt (54). Es wird intrazellular durch die zwei Sphingosin Kinasen
Sphingosinkinase1 (Sphk1) und Sphingosinkinase2 (Sphk2) aus Sphingosin
hergestellt (55). Die Synthese von S1P ist eng verbunden mit der Synthese von
Ceramid. Ceramid kann einerseits Uber die De-Novo-Synthese aus Serin, Palmitoyl-
Coenzym A und Fettsduren gebildet werden, oder durch den Abbau von in
Plasmamembranen vorhandenem Sphingomyelin mittels Sphingomyelinasen
entstehen (56). Die Ceramidase wandelt das Ceramid in Sphingosin um, welches
anschlie3end mit Hilfe der zwei Sphingosinkinasen Sphk1 und Sphk2 zu Spingosin-
1-Phosphat phosphoryliert wird. Abgebaut wird S1P durch die Enzyme S1P-
Phosphatase und S1P-Lyase. Die S1P-Phosphatase dephosphoryliert S1P zu
Sphingosin (57), die sich im Endoplasmatischem Retikulum befindliche S1P-Lyase
hingegen spaltet S1P irreversibel zu Ethanolaminphosphat und Hexadecenal (58).
Fur die Dephosphorylierung stehen einerseits die Lipid Phosphat Phosphatasen 1-
3 (59), die sich auf der Zelloberflache befinden und andererseits die im
Endoplasmatischen Retikulum vorhandenen S1P-spezifischen Phosphatasen 1 und
2 zur Verfugung (60, 61). Im Plasma betragt die Konzentration von S1P 200- 1000
nM (62), wobei nur 1-2 % des im Plasma vorhandenen S1P biologisch aktiv ist (63).
Im Gewebe ist die Konzentration mit 0,5- 75 pmol/mg deutlich niedriger (64).
Hauptquelle des S1P im Plasma sind Erythrozyten. Ungefahr 50% des S1P im Blut
befinden sich beim Menschen im Erythrozyten (65). Aber auch Thrombozyten,
Mastzellen, Leukozyten und Endothelzellen setzen S1P frei (64, 66). Innerhalb der
Zelle kann sich S1P frei zwischen den Membranen bewegen, flir den Export von
S1P aus der Zelle werden allerdings spezielle Transporter benétigt. Fur die meisten
Zellen sind die Transportmechanismen noch unklar. Bekannt ist jedoch, dass ABC-
Transporter und der Spinster 2- Transporter eine besondere Rolle spielen (67). Im
Plasma liegt S1P primar an Proteine gebunden vor. Mit 50- 70% bindet S1P an das
High Density Lipoprotein (HDL), 30% binden an Albumin und weniger als 10% an
das Low Density Lipoprotein (LDL) und das Very Low Density Lipoprotein (VLDL)
(62). Die Halbwertszeit des an Albumin gebundenen S1P betragt weniger als 15
min (64) (Abb. 3).
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Abb. 3: Sphingolipid-Metabolismus. Darstellung aus El Jamal et. al (68).

Die meisten biologischen Funktionen Ubt S1P extrazellular Uber die Kopplung an
seine funf Rezeptoren, die jeweils an verschiedene G-Proteine binden, aus.
Abhangig vom Zelltyp auf dessen Oberflache die Rezeptoren exprimiert werden,
vom Rezeptortyp und dem Expressionsniveau des Rezeptors auf der jeweiligen

Zelle werden verschiedene Signaltransduktionswege aktiviert
1.3.2 S1P- Rezeptoren

Die S1P-Rezeptoren1-s, die zu der Familie der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren
gehoren und urspruanglich den Namen EDG (Endothelial Differentiation Gene)
trugen (69, 70), wurden 2002 nach der IUPHAR- (International union of
pharmacology) Nomenklatur in S1P+1, S1P2, S1P3, S1P4 und S1Psumbenannt (71).
Das Gen fur den S1P1-Rezeptor (urspringlich EDG-1) wurde 1990 als erster der
funf S1P Rezeptoren in humanen Endothelzellen nachgewiesen (72). 1998 wurde
S1P als Ligand mit hoher Affinitdt zum EDG-1-Rezeptor festgestellt (57, 73). Die
Rezeptroren S1P1-3 werden ubiquitar exprimiert, wohingegen der S1P4-Rezeptor in

der Lunge sowie in lymphatischen Geweben wie dem Thymus und der Milz
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vorkommt und der S1Ps-Rezeptor lediglich im Gehirn, in der Haut und der Milz
nachweisbar ist. Der S1P1-Rezeptor koppelt ausschlieRlich an das heterotrimere
G-Protein Gi. Die Rezeptoren S1P2 und S1P3 binden an die G-Proteine Gi, Gq und
G12/13, wohingegen die Rezeptoren S1P4und S1Ps mit den Proteinen Giund G12/13
verkniipft sind. Uber die Bindung an den Gigekoppelten Rezeptor wird die
Aktivierung des Ras/ERK-Signalweges, der die Proliferation foérdert, induziert.
Ebenso wird der PI3K/Akt-Signalweg aktiviert, welcher die Apoptose verhindert. Die
Aktivierung des PI3K/Rac-Signalweges fordert das zytoskelettale Rearrangement und
die Migration, die PhopholipaseC (PLC)-Aktivierung hingegen fuhrt zur
intrazellularen Calcium Mobilisierung und Hemmung der Adenylatcyclase. Die
Aktivierung des Gq—gekoppelten Signalweges fuhrt ebenfalls zu einer Aktivierung
der PLC, wohingegen es Uber G12/13zur Rho-Aktivierung und Migration kommt (Abb.
4).
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Abb. 4.: Signalwege der G-Protein gekoppelten S1P-Rezeptoren (S1P4s). Darstellung aus
Spiegel et al. (74).
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1.3.3 S1P Wirkung auf Endothelzellen

Das vaskulare Endothel ist als Wirkungsort S1P-induzierter Effekte von grol3er
Bedeutung. Endothelzellen exprimieren die Rezeptoren S1P1, S1P2 und S1Ps3,
wobei die Expression von S1P1 am starksten und die der Rezeptoren S1P2 und
S1P3 in etwa gleich ist (75). Es lasst sich beobachten, dass Endothelzellen,
verschiedener Abstammung (Arterien, Kapillaren, Venen, Lymphgefal3e) diese
Rezeptoren unterschiedlich stark exprimieren. Ebenso weisen Endothelzellen aus
verschiedenen Abschnitten des arteriellen Systems (aortal, zerebral, koronar,
mesenterial und renal) Unterschiede im Expressionsmuster auf. Dieses Phanomen
scheint von mehreren Faktoren abhangig zu sein, insbesondere dem lokalen
Blutfluss, den Zytokinen und dem S1P-Plasmaspiegel. Demnach wird die S1P
Wirkung vom spezifischen Besatz der Endothelzellen mit S1P-Rezeptoren
bestimmt. Die Aktivierung dieser induziert unter anderem das Zelluberleben, die
Proliferation, die Migration und Chemotaxis, die Angiogenese, die Zelladhasion und

kontrolliert Uber Zytoskelettveranderungen die GefalRpermeabilitat (76, 77).

GefaRtonus

Die Effekte von S1P auf den Gefaldtonus sind teilweise widersprichlich und hangen
von der Speziesart, dem Gefaldsystem, der unterschiedlichen S1P-
Rezeptorexpression und der S1P-Konzentration ab. In mehreren Studien konnte
gezeigt werden, dass S1P Uber die Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-
Synthase die Bildung von Stickstoffmonooxid stimuliert. In Endothelzellen induziert
S1P Uber die Rezeptoren S1P+ und S1P3 eine NO-abhangige Vasodilatation,
wohingegen die S1P2- und S1Ps3-Rezeptoren an den vaskularen glatten
Muskelzellen vasokonstriktorisch wirken (78-81). Mit Hilfe von Experimenten am
Myographen konnte festgestellt werden, dass S1P an Mesenterial-, Renal-,
Zerebral-, Basilararterien und an Arterien der Plazenta vasokonstriktorisch wirkt,
hingegen in groRen Leitungsarterien, wie z.B. der Aorta eine Vasodilatation, der
zuvor vasokonstringierten Gefalle induziert (82). Dass die Effekte vom jeweiligen
Rezeptorsubtyp abhangen konnten Salomone et al. und Szczepaniak et al. zeigen,
denn in Zerebralarterien fuhrt die Aktivierung des S1P3-Rezeptors, aber nicht des

S1P2-Rezeptors zu einer Vasokonstriktion (83). Wohingegen der S1P2-Rezeptor,
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aber nicht der S1Ps-Rezeptor eine Vasokonstriktion in Pulmonalgefalen bewirkt
(84).

Endotheliale Barrierefunktion (endotheliale Permeabilitat und Adhasion)

Storungen in der Gefaldintegritat flhren zu einer erhéhten Gefalipermeabilitat, die
zu einer vermehrten Diapedese von Zellen fuhrt. Dieses Phanomen ist besonders
relevant bei Entzindungen, Tumormetastasen, der Atherosklerose und
Angiogenese. Die wichtigsten Regulatoren fur die Barrierefunktion sind die kleinen
GTPasen Rac und Rho. In HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells) fuhrt
S1P Uber den Gi gekoppelten S1P1-Rezeptor zu einer Aktivierung von Rac, die eine
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts und eine Translokation von VE-Cadherin und
B-Catenin an die Zelloberflache der endothelialen Kontaktstellen zusammen mit der
Anordnung von Adherens junctions bewirkt (85). Ebenso spielt S1P eine besondere
Rolle bei der Bildung von Tight- Junctions. Uber den S1P1/Gi/Akt/Rac-Weg kommt
es zu einer Aktivierung des Tight-Junctions assozierten Proteins Zonula occludens-
1 (ZO-1) und anschlieBend zur Umlagerung an die Lamellipodien und die
Kontaktstellen aneinandergrenzender Endothelzellen. ZO-1 scheint bei der
Barriereregulation von groRer Bedeutung zu sein, da das Ausschalten des Gens mit
Hilfe der siRNA zu einer Verringerung der Barrierefunktion fuhrt (86). Garcia et al.
konnten  zusatzlich zeigen, dass S1P zu einer schnellen und
konzentrationsabhangigen Erhdhung des transendothelialen elektrischen
Widerstandes in humanen und bovinen Endothelzellen der Pulmonalarterie fuhrt.
Zusatzlich war S1P in der Lage die Thrombin-induzierte Erhohung der
GefalRpermeabilitat wieder ruckgangig zu machen (87). Mehrere in vivo
Experimente konnten ebenfalls den protektiven Effekt von S1P auf die
Barrierefunktion bestatigen. In Nagetieren schitzt die Gabe von S1P und dessen
Agonisten SEW-2871 und FTY720 vor Lipopolysaccharid (LPS)-induzierter
Lungenschadigung und Barrierestorung (88, 89). Des Weiteren verhindert das
synthetische Rezeptoranalogon FTY720 die VEGF-induzierte Erhdhung der
Gefallpermeabilitdat in der Maus (90). Hingegen fihrt die Gabe eines S1P-
Antagonisten bei der Maus zu Stérungen der Gefalintegritat in der Lunge und der
Haut (91). Die Effekte auf die Barrierefunktion und das zytoskeletale rearrangement

sind abhangig von der genauen S1P Konzentration. Physiologische S1P-
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Konzentrationen (10 nM- 2 uM) bewirken eine schnelle Aktivierung der Rac-GTPase
und haben durch die erhéhte Gefalintegritat einen barriereprotektiven Effekt.
Hohere S1P-Konzentrationen hingegen fuhren zu einer Erhohung der
Gefallpermeabilitat und vermindern somit die Barrierefunktion (92). Dieser Effekt
wird Uber die S1P3-abhangige Aktivierung der Rho-GTPase vermittelt, wodurch es
zur Formierung von Stressfasern und der Zerstérung der Adherens Junctions
kommt (93).

Migration

Die Zellmigration spielt in vielen biologischen Prozessen wie der
Entzindungsreaktion, der Embryogenese, der Wundheilung, dem Austritt von
Lymphozyten und dem Krebsfortschritt eine wichtige Rolle. Fur die Migration ist eine
dynamische Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts entscheidend. Fur dieses
Phanomen sind ebenfalls die kleinen GTPasen Rac-1 und Rho unerlasslich, die
durch die Rezeptoren S1P1+ und S1P3 aktiviert werden und somit die Migration
induzieren (94, 95). Der S1P1-Rezeptor bewirkt Uber die Gi gekoppelte Aktivierung
von Rac die Ausbildung fokaler Kontakte, ein membrane ruffling und eine Formation
des kortikalen Aktinnetzwerkes. Hingegen induziert die Gq gekoppelte Aktivierung
von RhoA Uber den S1Ps-Rezeptor die Ausbildung von Stressfasern (96). Im
Gegensatz zu den Rezeptoren S1P1 und S1P3 hat der S1P2-Rezeptor eine anti-
migratorische Wirkung. Inoki et al. konnten nachweisen, dass in murinen
GefalRendothelzellen (Mouse vascular endothelial cells), die die Rezeptorsubtypen
S1P2und S1Ps exprimieren, S1P konzentrationsabhangig die Migration stimuliert.
Die Gabe des selektiven S1P1-und S1P3- Rezeptorantagonisten VPC-23019 hebt
diese Wirkung wieder auf, wohingegen der selektive S1P2-Rezeptorantagonist JTE-
013 die Migration erhoht. Ferner konnte in S1P2-Uberexprimierenden murinen

Gefallendothelzellen eine Inhibition der Migration beobachtet werden (97).
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Entziindung und Koagulation

Das durch die Entzundungsreaktion aktivierte Endothel induziert die
Hochregulierung der Expression von Adhasionsmolekulen und
proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa, IL-138, PAR-1, LPS und Thrombin (98,
99), die durch die Aktivierung der Sphk1 zu einer Erhéhung der S1P- Konzentration
im  Entzidndungsareal fuhren (98, 100). In Endothelzellen induzieren
proinflammatorische Zytokine die Exprimierung und Prasentation von zellularen
Adhasionsmolekilen auf der Zelloberfache, wie zum Beispiel dem ICAM-1 und den
Selektinen E-Selektin und P-Selektin (101-103). Zusatzlich kommt es zur
Freisetzung der prokoagulatorischen Substanz von vWF. Wahrend der S1P1-
Rezeptor eine antiinflammatorische Wirkung besitzt, indem es die Expression von
zellularen Adhasionsmolekilen auf der Oberflache von Endothelzellen und die
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen herabsetzt, verstarken S1P2 und
S1Psdie Entzindungsreaktion. Galvani et al. konnten zeigen, dass die Deletion des
S1P1-Rezeptors zu einer Erhohung der ICAM-1 und VCAM-1 in
Aortenendothelzellen der Maus fiihrt, wohingegen die Uberexpression des
endothelzellspezifischen S1P1-Rezeptors eine Erniedrigung dieser bewirkt (104).
Dass der S1P1-Rezeptor die Expression proinflammatorischer Zytokine vermindert,
konnte in einem Ischamie-/Reperfusions- Modell in der Lunge der Maus ermittelt
werden. Die Gabe des nicht-selektiven S1P-Rezeptor-Agonisten FTY720 und von
VPC01091, einem selektiven S1P1-Rezeptor-Agonisten und S1P3-Rezeptor-
Antagonisten fuhrt zu einer verringerten Freisetzung der proinflammatorischen
Zytokine, wie zum Beispiel IL-6 und TNFa (105). Den Einfluss des S1P1-Rezeptors
auf die Adhasion legten Bolick et al. und Whetzel et al. naher dar. Der S1P+-
Rezeptor-Agonist SEW2871 inhibiert sowohl die TNFa-induzierte Adhasion von
Monozyten an Aortenendothelzellen, als auch die Monozyten-Endothelinteraktion
bei Mausen mit Typ1-Diabetes (106, 107). Wie bereits erwahnt besitzen der S1P2
und S1P3-Rezeptor gegenuber dem S1P1-Rezeptor entgegengesetzte Wirkungen.
Die Aktivierung sowohl von S1P2 als auch von S1Ps flhrt zu einer vermehrten
Expression von Adhasionsmolekilen wie auch von proinflammatorischen und
prokoagulatorischen Substanzen (108). Der Knockout des S1P2-Rezeptors in der
Maus fuhrt zu einer Erniedrigung der mRNA-Level von Adhasionsmolekilen, wie E-
Selektin, ICAM-1, VCAM-1, des proinflammatorischen Zytokins MCP-1 (monocyte
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chemotactic protein-1) und der prokoagulatorischen Substanz Tissue Factor
wahrend der LPS induzierten Inflammation in Lunge, Leber und der Niere.
Zusatzlich kann durch die Hemmung des Rezeptors mit Hilfe des selektiven S1P2-
Rezeptorantagonisten JTE-013 die Monozytenadhasion an das Endothel verhindert
werden (109). Des Weiteren fuhrt der S1P3-Rezeptor in einem PLC-abhangigen
Weg zu einer Exozytose von Weibel-Palade-Korperchen in Endothelzellen und
somit zu einer Hochregulierung der P-Selektin Expression auf der
Endothelzelloberflache (108, 110, 111). Nussbaum et al. konnten zusatzlich zeigen,
dass der S1P3-Rezeptor ein P-Selektin abhangiges Leukozytenrolling auf HUVEC-
Endothelzellen vermittelt (112).

Bei Thrombozyten induziert das auf der Endothelzelle exprimierte P-Selektin

ebenfalls ein Rollen unter erhohtem Scherstress.

1.4 Klinischer Ausblick

Wie bereits eingangs erwahnt stellen Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Deutschland
mit 36,2% aller Sterbefalle die haufigste Todesursache dar. Die Tatsache, dass trotz
gut etablierter Therapieoptionen Krankheiten wie der Herzinfarkt, Schlaganfall und
die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) nicht vollstandig aufgehalten
werden kdnnen macht es notwendig weitere Therapiemdglichkeiten zu finden. S1P
konnte hierbei ein mogliches Target darstellen, da bereits bekannt ist, dass bei der
Atherosklerose neben der Hypercholesterinamie, proinflammatorische und
prothrombotische Prozesse eine bedeutende Rolle spielen und S1P sowohl Einfluss

auf die Inflammation als auch Koagulation nimmt.
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1.5 Ziele der Arbeit

S1P ist ein biologisch aktives Sphingolipid, welches Einfluss auf grundlegende
pathophysiologische Prozesse wie die Entzindung, die Immunitat und das Herz-
Kreislauf-System nimmt. S1P vermittelt seine Wirkung Uber finf G-
Proteingekoppelte Rezeptoren (S1P15). Der Einfluss von S1P auf die
Atherosklerose ist bereits gut untersucht. So hat S1P sowohl pro- als auch
antiatherogene Eigenschaften (62, 113). Allerdings ist sein Einfluss auf die
thrombotischen Prozesse, die bei der Atherosklerose von Bedeutung sind, nur
unzureichend untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es den Einfluss von S1P
auf die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion zu untersuchen. Des Weiteren soll
der zugrundeliegende Mechanismus ermittelt werden.

Im ersten Abschnitt der Studie soll dazu ein Flusskammermodell etabliert werden,
welches ein realitatsnahes in-vitro Modell zu Visualisierung und Quantifizierung der

Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion darstellt.

Anschliel3end sollen folgende Fragen geklart werden:

1. Welche Art von Interaktion erfolgt zwischen Thrombozyten und dem Endothel in
der Flusskammer?

2. Welchen Einfluss hat S1P auf die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion?

3. Gibt es konzentrationsabhangige Unterschiede?

4. Welche S1P-Rezeptoren spielen hierbei eine Rolle?

5. Welchen Einfluss hat das P-Selektin bei der durch S1P vermittelten

Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion?

16



2 Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 1: Stimulanzien und Inhibitoren

Substanz

Firma

Human Alpha- Thrombin

Sphingosine-1-phosphate, D-erythro (S1P)

Sekisui Diagnostics

Enzo Life Sciences

TY 52156 Biomol
U-73122 hydrate Sigma Aldrich
U-73343 Sigma Aldrich
W146 (trifluoroacetate salt) Biomol
Tabelle 2: Weitere Reagenzien

Substanz Firma

Calcein AM (AM= Acetoxymethylester)

Thermo Fisher

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
Ethanol, absolute Merck
Methanol VWR
Tabelle 3: Antikorper

Substanz Firma
Anti-CD62P (human), clone G1 Biomol
Anti-Human/Mouse CD62P (P-Selectin), PE- Ebioscience
(Clone: Psel.KO2.3)

Mouse IgG1 K Isotype Control, PE - Ebioscience

(Clone: P3.6.2.8.1)




Tabelle 4: Reagenzien fiir die Zellkultur

Substanz Firma
Accutase solution Promocell
Bovines Serum Albumin, Fractin V (BSA) Serva
Collagen I, equine Probe & Go
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) Sigma- Aldrich
Endothelial Cell Growth Medium Promocell
Fibronectin, bovine plasma Sigma- Aldrich
Gelatin solution Sigma- Aldrich
Glucose Probe & Go

Hepes (1M solution)
Penicillin- Streptomycin (10,000 U/ml) (P/S)

Thermo Fisher

Thermo Fisher

Trypanblau- Lésung (0,4%) Sigma- Aldrich
Trypsin/ EDTA (0,04%/ 0.03%) Promocell
Trypsin Neutralizing Solution (TNS) Promocell
Tabelle 5: Zelltypen

Substanz Firma
HUVEC: Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen Promocell

(Human umbilical vein endothelial cells)
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Tabelle 6: Medien

Endothelial Cell Growth Medium (ECGM):

Endothelial Cell Basal Medium (ECBM)
2% fetales Kélberserum (FCS)
0,4% Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS)
90 pg/ml Heparin
0,1 ng/ml Epidermal Growth Factor
1 ng/ml Basic Fibroblast Growth Factor
1 pg/mi Hydrocortison
+ 100 U/ml Penicillin- Streptomycin (P/S)

Modifiziertes Endothelial Cell Growth Medium:

ECGM
+ 25 mM Hepes
+ 100 U/ml P/S

Inkubationsmedium:

ECBM
+ 25 mM Hepes
+ 100 U/ml P/S

Wachstumsmedium-1:

ECBM
+ 20% HS
+ 0,4% ECGS
+ 90 pyg/ml Heparin
+ 25 mM Hepes

+ 100 U/ml P/S

Wachstumsmedium-2/ Waschlésung:

ECBM
+ 2% HS
+ 25 mM Hepes

+ 100 U/ml P/S

19



2.2 Methodik

Zellkultur
Probandenblut HUVEC-Zellen

Flucebed ingungen Durchflusszytometrie

| |

Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion

P-Selektin-Expression

Abb. 5: Ubersicht der Methodik

2.3 Gewinnung von humanem Voliblut

Zur Gewinnung von humanem Vollblut wurde das BD Vacutainer®
Blutabnahmesystem (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Mit
Hilfe einer Butterfly Kanulle wurde eine kurzzeitig gestaute Cubitalvene punktiert und
das Blut in 2,7 ml Citratréhrchen, mit 3,2% Tri-Natrium-Citrat als Antikoagulanz

versetzt, aufgenommen.

Die Blutentnahme war von der Ethikkommission der Heinrich- Heine- Universitat
genehmigt (Studiennummer: 5245). Die Probanden wurden muindlich und schriftlich
aufgeklart und anschlieRend gebeten, eine schriftliche Einverstandniserklarung zu
unterschreiben. Als Probanden standen gesunde einwilligungsfahige Personen
Uber 18 Jahre zur Verfigung. Als Ausschlusskriterium wurde eine bekannte Stérung

oder Erkrankung der Hamostase definiert.
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2.4 Farbung des Vollbluts

30 Minuten vor Verwendung des Vollbluts in der Flusskammer wurde das Blut mit
Calcein-AM angefarbt. Dazu wurde das Blut in einem Verhaltnis von 1:1000 mit
einer 4 mM Calcein-AM-L6sung, in DMSO geldst, versetzt. Anschlieend wurde das
angefarbte Blut 30 Minuten lichtgeschlitzt bei Raumtemperatur inkubiert. Bei
Calcein-AM handelt es sich um eine Substanz, die durch die Zellmembran in die
vitale Zelle transportiert wird. In der Zelle wird Calcein-AM anschlieRend durch
Esterasen in Calcein gespalten. Calcein wiederum komplexiert Calciumionen und
fuhrt somit zu einer grinen Fluoreszenz. Diese Farbemethode bietet die
Maglichkeit, Thrombozyten aus Vollblut unter dem Mikroskop als grin

fluoreszierende Signale dargestellt.

2.5 Gewinnung von Humanserum (HS)

Die Blutentnahme wurde analog zur Gewinnung von humanem Vollblut
durchgefuhrt. Fur diese Methode wurden Serumréhrchen mit Trenngel verwendet.
Zur vollstandigen Gerinnung wurden die Rohrchen fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde das geronnene Blut fur 10 Minuten
bei 2000 g zentrifugiert (Hettich, Tuttlingen, Deutschland), das Serum in 15 mi
Roéhrchen (Greiner Bio- One, Kremsmiinster, Osterreich) Uberfiihrt und bis zur

Verwendung bei -20°C aufbewabhrt.

2.6 Herstellung Sphingosine-1-phosphate (S1P)

Fir die Herstellung einer S1P-Lésung wurde 1 mg Sphingosine-1-phosphate, D-
erythro in 2 ml Methanol aufgenommen. Zur Steigerung Léslichkeit wurde das
Gemisch im Wasserbad (VWR, Darmstadt, Deutschland) auf 65°C erwarmt und
zwischenzeitlich in ein Ultraschallbad (Bandelin, Berlin, Deutschland) gestellt. Nach
vollstandig erreichter Lésung des S1P wurden Aliquots in Reagiergefalie (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) gefiillt. AnschlieRend wurde das Methanol mit Hilfe von
Stickstoffgas abgedampt, sodass ein Film des S1P am Rand des Reagiergefalies
zurlckblieb. Die Aliquots wurden bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Um

eine 125 pM S1P-L6sung herzustellen, wurde das S1P in PBS mit 4 mg/ml Bovines
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Serum Albumin (BSA) geldst. Zur besseren Léslichkeit wurde das Gemisch bei 37°C

inkubiert und ebenfalls zwischenzeitlich in das Ultraschallbad gestellt.

2.7 Zellkultur

Kultivierung primarer humaner Endothelzellen

FUr die Versuche wurden Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVECS)
verwendet. Die Zellen wurden von der Firma Promocell bezogen. Hierbei handelt
es sich um kryokonservierte gepoolte Zellen von bis zu vier kaukasischen
Spenderinnen. Bis zur Verwendung wurden die Zellen in FlUssigstickstoff bei -
196°C aufbewahrt.

Fur die Aussaat wurden 75cm? Kulturflaschen (Greiner Bio-One, Kremsmuiinster,
Osterreich) mit 20 ml Endothelial Cell Growth Medium (ECGM) (Tabelle 6) versetzt
und fur 30 Minuten bei 37°C in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5%
CO2 im Brutschrank (Heraeus, Meerbusch, Deutschland) aquilibriert. Dadurch
wurde ein optimaler pH und eine optimale Temperatur gewahrleistet. Ein Cryovial
mit mehr als 500.000 Zellen wurde im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, bis sich 90%
des Inhalts verflissigte. Die resuspendierten Zellen wurden in die Zellkulturflasche
Uberfuhrt und im Brutschrank inkubiert. Nach 16-20 h erfolgte ein Mediumwechsel.
Dafur wurde das Medium aus der Flasche mittels Pasteurpipette (Brand, Wertheim,
Deutschland) abgesaugt und durch neues Medium ersetzt. Weitere Medienwechsel

wurden alle 2-3 Tage durchgefuhrt.

Passagieren

Das Passagieren der Zellen erfolgte, nachdem eine 90%ige Subkonfluenz erreicht
wurde. Unter Passagieren versteht man das Herauslésen der Zellen aus dem
Monolayer durch enzymatische Verdauung. Die abgeldsten Zellen werden in
Suspension gebracht, verdinnt und in ein neues Kulturgefal Gberflhrt. Fir die
Passage wurden alle Lésungen bei 37°C verwendet. Als erstes wurde das
verbrauchte Kulturmedium abgesaugt und die Zellkulturflasche mit 10 ml PBS
gespult. Anschlieiend wurde 3 ml Trypsin/ EDTA (0,04%/ 0,03%) auf die Zellen
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gegeben. Nach 2-3 Minuten Iésten sich die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche.
Gegebenenfalls wurde mit dem Handballen seitlich an die Flasche geklopft, um
noch anheftende Zellen zu I6sen. Um das Trypsin zu inaktivieren wurde 3 ml Trypsin
Neutralizing Solution (TNS: 0,05% Trypsin Inhibitor in 0,1% BSA) hinzugefugt. Die
homogenisierte Zellsuspension wurde in ein 50 ml Réhrchen (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Osterreich) Uberfiihrt und fir 5 Minuten bei 400 g mit Bremse
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in ECGM
resuspendiert. Anschlie®end wurden die Zellen in einem Verhaltnis von 1:4

beziehungsweise 10.000 Zellen/ cm? auf neue Zellkulturflaschen Gberfiihrt.

Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Zellkammer. Um die
Vitalitdt der Zellen zu erfassen, wurden die Zellen mit einer 0,4% Trypanblau-
Lésung angefarbt. Trypanblau ist ein Farbstoff, der durch die porése Membran toter
Zellen in das Zytoplasma eintritt und diese blau anfarbt, von lebenden Zellen
hingegen nicht aufgenommen wird. Fir die Berechnung wurden 4 grofe
Eckquadrate ausgezahlt und der Mittelwert pro Eckquadrat ermittelt. Mitthilfe

folgender Formel wurde die Zellzahl/ ml berechnet.
Zellzahl/ml= Mittelwert der Eckquadrate * Verdiinnungsfaktor* 104.
Der Faktor 10* errechnet sich dadurch, dass die Flache eines Eckquadrats 1 mm?

und die Kammerhohe 0,1 mm betragt. Pro Eckquadrat ergibt sich somit ein Volumen

von 0,1 pl.
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2.8 Bioflux 200

2.8.1 Prinzip

Da Endothelzellen in BlutgefaRen in vivo mechanischen Scherkraften ausgesetzt
sind, ist es besonders wichtig auch in vitro Versuche unter Flussbedingungen
durchzufuhren. Das Bioflux 200 (I&L Biosystems, Konigswinter, Deutschland) bietet
die Moglichkeit unter kontrollierten Bedingungen flussbasierte Assays
durchzufihren. Das System ermdglicht standardisierte Flussbedingungen bei
besonders geringem Volumen mit bis zu 24 gleichzeitig durchflihrbaren Assays.
Das Bioflux 200-System besteht aus folgenden Komponenten. Einem Kontroller
(Controller), einem Druckverteiler (Interface), einer Heizplatte (Heater), den Bioflux-
Platten und der zugehorigen Bioflux Software (Abb. 6). Der Controller erzeugt mit
Hilfe eines Kompressors einen Druck, der Uber Verbindungschlauche auf den
Druckverteiler (Interface) Ubertragen wird. Der Druckverteiler wird Uber vier
Schrauben an der Platte befestigt, wodurch kontrolliert Druck auf die Platten
Ubertragen werden kann. Fur das Bioflux 200 stehen 3 verschiedene
Plattenvarianten zur Verfigung: 24-Well Platten (0-20 dyne/cm?), 48-Well low shear
Platten (0-20 dyne/cm?) und 48-Well high shear Platten (0-200 dyne/cm?). Fir die
Endothelzell-Versuche wurden 48- Well low shear Platten verwendet. Die Bioflux
Platte besteht aus einer Mikrotiterplatte mit integrierter Mikrofluidik. In eine Standard
SBS-48 Well Platte sind 24 paarig angeordnete Kanale integriert, wobei je zwei
Wells (input-well/ output-well) Gber einen Kanal miteinander verbunden sind. Den
Boden der Platte bildet eine Glasplatte mit einer Starke von 180 ym, der auch den
Boden der Kanale darstellt. Reagenzien und Zellen werden in die Vertiefungen der
Wells pipettiert und konnen Uber den angelegten Druck in die Kanale gedruckt
werden. Die Flussigkeit sammelt sich dann im entgegengesetzten Well des
verbindenden Kanals. Das System wird Uber die Bioflux-Software gesteuert, mit
welcher unter anderem der ,wall shear stress®, der Flussmodus (constant/ pulsatile),
die Flusszeit, die Flussrichtung und die Temperatur eingestellt werden kann. Der
.wall shear stress“ bezeichnet die Wandscherkraft, die die Kraft pro Flache, die
durch das flieBende, viskdse Blut auf die Gefalloberflache wirkt, darstellt (114).
Uber 24 Beobachtungsfenster, die je zwei Kanale abbilden, kann mit Hilfe des
Mikroskops (Nicon Eclipse TE 2000-4, Nikon, Disseldorf, Germany) das Livebild
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beobachtet und dieses durch die an das Mikroskop angeschlossene Kamera (Nicon
DS- Qi2) dokumentiert werden.
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Abb. 6: Ubersicht der Kanile des Bioflux 200- Systems

A: Blick auf die Platte mit den 24 paarig angeordneten Kanalen

B: Darstellung aus il-biosystems (115). VergoRerte Darstellung 2 paarig angeordneter Kanale.
[1] Gesichtsfeld

C: Querschnitt eines einzelnen Kanals
[1] Input-well, [2] Output-well, [3] Druckverteiler (Interface), [4] Uber den Kontroller (Controller)
aufgebauter Druck, [5] Boden aus einer Glasplatte, [6] Endothelzell-Monolayer, [7] Mikroskop
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2.8.2 Kultivierung eines konfluenten Endothelzell Monolayers in den Bioflux

Kanalen

Zur Etablierung des Bioflux-Systems wurden die optimalen Bedingungen fur das
Kultivieren der Zellen in den Kanalen ermittelt. Um einen geeigneten

Adhasionsfaktor zu ermitteln, wurden folgende drei Reagenzien untersucht.

e Fibronektin: 100 pg/ml
e Kollagen: 100 ug/ml
e Gelatine: 0,1%

Beurteilt wurden das Wachstumsverhalten und die Verteilung der Zellen im Kanal
nach 5h, 24h, 48h und 72h. Zusatzlich wurde nach 24h, 48h und 72h untersucht, ob
nach Anlegen eines Flusses von 2 dyne/cm?, 5 dyne/cm? und 10 dyne/cm? fiir
jeweils zehn Minuten die Endothelzellen noch adharent waren. Hierfur wurde
berechnet, wieviel Prozent der Kandle vor und nach angelegtem Fluss mit

Endothelzellen bewachsen waren.

FUr die Kultivierung der Endothelzellen wurde nach Etablierung der optimalen
Wachstumsbedingungen der Boden der Kanale mit Fibronektin beschichtet. 50 pl
einer Fibronektin-Losung, mit einer Konzentration von 100 ug/ml in PBS, wurden in
das output-well pipettiert und mit 2 dyne/cm? durch die Kanale geleitet, bis sich ein
kleiner Tropfen im input-well bildete. Anschlie®end wurde die Platte fur 1 bis 1,5
Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Beschichtung wurde die restliche
Beschichtungslosung abgesaugt und die Wells mit PBS gewaschen. Hierfur wurde
500 pL PBS in das input-, und output-well pipettiert und sofort wieder entnommen.
Im nachsten Schritt wurden die Kanale gespult. Fir diesen Vorgang wurde 500 ul
Waschlésung (Tabelle 6) in das output-well pipettiert, fiir 15 Minuten bei 5 dyne/cm?
und fir weitere 30 Minuten bei 2 dyne/cm? durch die Kanale geleitet. Nach dem
Waschschritt wurde die restliche Flussigkeit aus den Wells abgesaugt. Als nachstes
wurden die Zellen angeimpft. Hierfir wurden die Zellen wie zuvor beschrieben
passagiert und in einer Konzentration von 3-10x 108 Zellen/ml in modifiziertem
Wachstumsmedium oder Wachstumsmedium-1 (Tabelle 6) resuspendiert. 40 ul

dieser Zellsuspension wurden in das output-well pipettiert. Um durch eine
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Kapillarsogwirkung einen vorzeitigen und ungleichmafigen Fluss in die Kanale zu
verhindern wurde die gleiche Menge an Volumen zuvor in das input-well pipettiert.
Als Losung wurde das gleiche Medium verwendet, in dem die Zellen resuspendiert
wurden. Im nachsten Schritt wurden die Zellen unter Mikroskopkontrolle bei 2
dyne/cm? in die Kanale gezogen, bis der Kanal gleichmaRig gefillt war.
Anschlieltend wurde der Druck sofort ausgeschaltet und die Platte fir 4- 5 Stunden
im Brutschrank inkubiert, damit sich die Zellen auf dem Boden des Kanals anheften
konnten. Nach der Inkubation wurde ein ,gravity flow" erzeugt, indem 900ul
modifiziertes Wachstumsmedium oder Wachstumsmedium-1 in das input-well
pipettiert wurde und das output-well komplett geleert wurde. Zum Entleeren des
output-wells wurden die restlichen Zellen, die sich auf dem Boden des Wells
befanden, mechanisch gel6st und anschlieBend mit der restlichen Flussigkeit
abgesaugt. Beim ,gravity flow" wird das Medium durch Kapillarkrafte vom input-well
durch die Kanale in das output-well geleitet. Anschlieliend wurden die Zellen bis
zum Versuch bei 37°C im Brutschrank inkubiert (Abb. 7).
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Abb. 7: Konfluenter Monolayer von Endothelzellen, 4x VergréRerung.

2.8.3 Versuchsprotokoll

Vor der Durchfuhrung des Versuchs wurden die Kanale mikroskopisch auf ihre
Konfluenz und ihr gleichmafiges Wachstum kontrolliert. Um eine Vergleichbarkeit
zu gewahrleisten wurden fur den Kontrollansatz und Versuchsansatz jeweils die
beiden Kanale verwendet, die im gleichen Beobachtungsfenster verlaufen. Fur den
Versuch wurden die Zellen als erstes im serumfreien Inkubationsmedium (Tabelle

6) gehungert und anschlielend stimuliert. Hierzu wurde die jeweilige Substanz
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(Thrombin, S1P) im Inkubationsmedium geldst, in das input-well pipettiert, fur 5
Minuten bei 2 dyne/cm? in die Kanale geleitet und fiir weitere 5 Minuten im
Brutschrank bei 37°C nachinkubiert. Um die stimulierende Substanz wieder zu
entfernen wurden die Wells gespult. Dafur wurde das Medium abgesaugt, 300 pl
Inkubationsmedium in das input-, und output-well pipettiert und sofort wieder
entnommen. Im Anschluss wurde erneut 300 pl Inkubationsmedium in das output-
well pipettiert und fir 3 Minuten bei 2 dyne/cm? in Richtung input-well gewaschen.
Je nach Versuchsansatz wurden dem Inkubationsmedium Inhibitoren oder
Antikérper zugestetzt. Fur die Messung der Thrombozytenadhasion wurde Citrat-
Vollblut nach oben beschriebenem Protokoll mit Calcein-AM gefarbt und 350 pl des
gefarbten Bluts in das output-well pipettiert und anschlief3end fur 10 Minuten bei 10
dyne/cm? bei pulsatilem flow mit 2Hz Uber die Endothelzellen geleitet. Nach der
Perfusion mit Vollblut wurden die nicht adharenten Blutzellen aus dem Kanal
entfernt, indem das input- und output-well 3-mal mit PBS gewaschen wurde.
Zusatzlich wurde im letzten Waschschritt PBS aus dem output-well in Richtung

input-well geleitet, bis die Kanale frei von nicht adh&renten Blutzellen waren.

2.8.4 Dokumentation/ Auswertung

Fiar die Dokumentation der Versuche wurden die Kanale nach dem Waschschritt
mit der Kamera als Durchlichtbild und Fluoreszenzbild bei vierfacher VergroRerung
aufgenommen. Hierbei war es wichtig, dass Kontrollkanal und Versuchskanal, die
in einem Beobachtungsfenster verlaufen, auf einem Bild abgebildet wurden. Die
Fluoreszenzbilder wurden mit Hilfe der Bioflux Montage Software ausgewertet. Als
Malzahl fur die Adhasion der Thrombozyten auf den Endothelzellen, wurde die
,area coverage® in Prozent verwendet. Zu diesem Zweck wurde zunachst der
gesamte Kanal markiert, und anschliel3end ermittelt, wieviel Prozent der Flache des
Kanals, und somit des Endothelzellmonolayers, mit fluoreszierenden Thrombozyten
bedeckt war (Abb. 8).
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Abb. 8: Beispielhafte Darstellung einer Auswertung, 4x Vergréerung.

2.8.5 Experimentelle Gruppen

Einfluss von Thrombin auf die Thrombozytenadhasion

Fir die Versuche mit Thrombin wurden die Zellen fur 48 Stunden in modifiziertem
Endothelial Cell Growth Medium im Brutschrank kultiviert. Vor dem Versuch wurden
die Zellen fir eine Stunde gehungert und anschlieRend mit Thrombin
unterschiedlicher Konzentration (0,2 U/ml, 1 U/ml, 2 U/ml) stimuliert. Als Kontrolle

wurde das Inkubationsmedium verwendet.

Einfluss von S1P auf die Thrombozytenadhasion

Um den Effekt von S1P zu untersuchen, wurden die Zellen flir 72 Stunden kultiviert.
Nach 50 stundigem Wachstum in Wachstumsmedium-1, wurden das Medium auf
Wachstumsmedium-2 (Tabelle 6) gewechselt. Vor Versuchsbeginn wurden die
Zellen fur zwei Stunden gehungert und anschlieRend mit 3 unterschiedlichen S1P
Konzentrationen (0,1 pM, 1 pM, 10 pM) stimuliert. Als Kontrolle diente das
Inkubationsmedium mit PBS plus 4 mg/ml BSA, in der Konzentration wie es zum

Losen von S1P verwendet wurde.

Rolle der S1P- Rezeptoren bei der Thrombozytenadhésion

Um einen moglichen Rezeptor zu ermitteln, dber den der S1P- Effekt vermittelt wird,
wurde der S1P1-Rezeptorantagonist W146 und der S1P3-Rezeptorantagonist
TY52156 eingesetzt. Die Endothelzellen wurden zuerst flir 30 Minuten mit dem S1P-
Rezeptorantagonisten inkubiert und anschlie®end mit S1P stimuliert. Beide S1P-

Rezeptorantagonisten wurden in einer Konzentration von 10 uM verwendet. Als
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Kontrolle diente eine &aquivalente Menge des Ldsungsmittels Ethanol in

Inkubationsmedium.

Rolle des P- Selektin Antikorpers bei der Thrombozytenadhésion

Um die Rolle des P-Selektins zu untersuchen, wurde der P-Selektin-Antikérper Anti-
CD62P verwendet. Hierbei handelt es sich um einen Antikérper, der das aktivierte
Endothel blockieren kann. Hierfur wurden die Zellen gleichzeitig mit S1P und dem
Antikorper in einer Konzentration von 10 pg/ml stimuliert. Der Antikorper wurde auch
wahrend des nachfolgenden Waschschrittes in der Lésung belassen. Als Kontrolle

wurde das Inkubationsmedium verwendet.

2.9 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, bei der Zellen einzeln durch eine
dinne Messkammer flieRen. Durch verschiedene Laserstrahlen angeregt, wird ein
charakteristisches Streulicht erzeugt, das Aufschluss Uber Form, Grdofde und
Struktur der Zellen gibt. Mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten monoklonalen
Antikdrpern bietet das FACS ebenfalls die Mdglichkeit Oberflachenantigene auf den
Zellen zu ermitteln. Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine in
unserem Labor bereits etablierte Methode. Die Versuche wurden am BD
FACSVerse (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) durchgefuhrt. Mit Hilfe
dieser Methode wurde die P- Selektin Expression auf der Endothelzelloberflache

ermittelt.

2.9.1 Kultivierung primarer humaner Endothelzellen in 12 well- Platten

Fir die Durchflusszytometrieversuche wurden die Endothelzellen in einem
Verhaltnis von 1:4,5 in Fibronektin- beschichteten (Konzentration: 15 yg/ml in PBS)
12-well Gewebekulturplatten (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich)
angezuchtet. Die Kultivierung erfolgte unter denselben Bedingungen wie in den
Bioflux-Platten. Nach 72 stiindigem Anwachsen wurden die Zellen fir 2 Stunden
gehungert und anschlieffend mit S1P mit und ohne Zusatze stimuliert. Nach der
Stimulation wurden die Zellen mit 1,4 ul pro 100 ul Endothelial Cell Basal Medium
eines Phycoerythrin gekoppeltem P-Selektin-Antikérpers (Anti-Human/Mouse
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CD62P, PE) fir 10 Minuten bei 37°C gefarbt. Zur Abgrenzung unspezifischer
Antigen- Antikérper Bindungen wurde eine Isotyp-Kontrolle (Mouse IgG1 K Isotype
Control, PE) mitbestimmt. Im nachsten Schritt wurden die Endothelzellen zweimal
mit PBS gewaschen und mit Hilfe von 400pl Accutase nach 5-10 Minuten bei 37°C
geldst. Die geldsten Zellen wurden in 1,5ml Reagiergefalle tberflihrt und zweimal
fur 10 Minuten bei 4°C und 400g zentrifugiert. Anschlielend wurden die Zellen in
250ul PBS+ 1% BSA resuspendiert und mit Hilfe des BD FACSVerse gemessen.
Die Daten aus 10.000 Ereignissen wurden analysiert. Dargestellt wurden CD62P-
positiv angefarbte Endothelzellen als Prozent der Gesamtendothelzellen. Das

entsprechende Gating Schema fur CD62P ist in Abb. 9 gezeigt.
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Abb. 9: Gating- Schema der HUVEC-Endothelzellen

2.9.2 Experimentelle Gruppen

Einfluss von S1P auf die P-Selektin Expression

Um zu ermitteln, ob S1P die P- Selektin- Expression beeinflusst, wurden die Zellen
fur 7 Minuten mit 1 yM und 10 pM S1P stimuliert. Als Kontrolle diente eine
aquivalente Menge des Losungsmittels PBS mit 4 mg/ml BSA in

Inkubationsmedium.

Rolle des Phospholipase C (PLC)-Inhibitors auf die P-Selektin Expression

Um zu untersuchen, ob der PLC- Signalweg einen Einfluss auf die P-Selektin-
Expression hat, wurden die Endothelzellen 15 Minuten vor und wahrend der
Stimulation mit 10 yM S1P mit dem PLC- Inhibitor U-73122 in einer Konzentration

von 3 M behandelt. U-73343 wurde als Negativkontrolle in gleicher Konzentration
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verwendet. U-73343 ist ein inaktives Strukturanalogon, welches PLC nicht inhibiert.

Als Kontrolle wurde das Losungsmittel DMSO in Inkubationsmedium verwendet.

2.10 Statistik

FuUr die statistische Auswertung und die graphische Darstellung der Daten wurde
das Programm GraphPad Prism 5 verwendet. Abgebildet sind die Mittelwerte mit
den dazugehodrigen Standardabweichungen (SD: standard deviation). Zur
Bestimmung der Signifikanz wurden die Mittelwerte unter Annahme einer
Normalverteilung der Daten mit Hilfe des t-Test flr abhangige Stichproben
uberpruft. Eine statistische Signifikanz wird angenommen bei einem p- Werte <0,05.
Ein p-Wert <0,01 wird als sehr signifikant und ein p- Wert <0,001 als hochst

signifikant definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Kultivierung eines konfluenten Endothelzellmonolayers in

den Bioflux Kanalen

Um die Adhasion von Thrombozyten entlang des Endothels aussagekraftig
beurteilen zu kdnnen, war es besonders wichtig, einen konfluenten Monolayer an
Endothelzellen anzuzichten. Folgende Kriterien waren hierbei von besonderer
Bedeutung. Die Zellen sollten gleichmaRig wachsen und adharent sein. Besonders
wichtig war zudem, dass die Zellen auch nach angelegtem Fluss von 10 dyne/cm?
ihre Adharenz nicht verlieren. Da HUVEC-Endothelzellen nicht gut auf Glas
anwachsen, wurden die Kanale zuvor beschichtet. Hierfir wurden folgende drei

Reagenzien miteinander verglichen.

e Fibronektin: 100 pg/ml
e Collagen: 100 pg/mi
e Gelatine: 0,1%

Lie® man die Endothelzellen, nach Losen von der Zellkulturflasche, in die Kanale
einlaufen, konnte man beobachten, dass sich die Zellen bei allen drei
Beschichtungen gleichmaRig in den Kanalen verteilten. Nach 5h Inkubation im
Brutschrank waren die Endothelzellen adhariert. Die durch das Ablésen von der
Kulturflasche zuvor abgekugelten Zellen zeigten ein Spreiten auf dem Boden der
Kanale. Bei der Gelatine-Beschichtung konnte man jedoch erkennen, dass einige
Zellen noch abgekugelt und demnach nicht gut angeheftet waren, wahrend bei der
Fibronektin- und der Collagen-Beschichtung alle Zellen gut adharierten. Zusatzlich
hatten sich die Zellen bei der Gelatine-Beschichtung teilweise in die Mitte des
Kanals gezogen, wohingegen sich die Zellen bei der Fibronektin- und der Collagen-
Beschichtung gleichmafig im Kanal verteilten (Abb. 10). Darlber hinaus wurde
beurteilt, wieviel Prozent der Kapillaren mit Endothelzellen bewachsen waren. Nach
5h konnte man feststellen, dass bei allen drei Beschichtungen eine annahernd
gleich grof3e Flache mit Endothelzellen besetzt war. Bei Gelatine nahmen die Zellen
47,2%, bei Fibronektin 45% und bei Collagen 42% der Flache des Kanalbodens ein.
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Nach 24h Wachstum im Brutschrank vermehrten sich die Endothelzellen bei allen
drei Beschichtungen. Wobei die Kanale mit der Collagen-Beschichtung mit 52,4%
am dichtesten waren, gefolgt von den mit der Fibronektin-Beschichtung mit 48,4%.
Die Zellen mit der Gelatine-Beschichtung waren mit 46,1% am wenigsten proliferiert
und hatten sich zusatzlich in die Mitte des Kanals gezogen. Auch die Zellen mit der
Collagen-Beschichtung waren teilweise in der Mitte des Kanals angeordnet,
wohingegen sich die Zellen mit der Fibronektin-Beschichtung gleichmallig auf dem
gesamten Boden des Kanals verteilten. Nach 48h konnte man beobachten, dass
die Zellen bei allen drei Beschichtungen deutlich proliferiert waren. Bei der
Fibronektin-Beschichtung waren 69,4%, bei der Gelatine-Beschichtung 64,4% und
bei der Collagen-Beschichtung 60,6% des Kanals bewachsen, wobei die Zellen bei
der Gelatine- und Collagen- Beschichtung teilweise immer noch in die Mitte
gezogen waren. Nach 72h liel3 sich nochmals eine Vermehrung der Zellen bei der
Gelatine-Beschichtung (78,5%), der Fibronektin-Beschichtung (78,3%) und der
Collagen-Beschichtung (76,8%) beobachten. Morphologisch waren die Zellen
vergleichbar mit den Zellen nach 48h Wachstum. Da die Thrombozytenadhasion
auf Endothelzellen nach angelegtem Blutfluss Uber einen Endothelzellmonolayer
beurteilt werden sollte, war es nicht nur wichtig, dass die Zellen sich gleichmafig im
Kanal vermehrten, sondern auch nach dem Blutfluss noch adharent waren.
Beurteilte man den Endothelzellmonolayer nach angelegtem Fluss beginnend mit
einer Geschwindigkeit von 2 dyne/cm? und anschlieRender Steigerung auf 5
dyne/cm?und 10 dyne/cm? fiir jeweils zehn Minuten, konnte man sehen, dass sich
nach 24h bei der Gelatine-Beschichtung viele Zellen vom Boden des Kanals |6sten
und aus dem Kanal geschwemmt wurden (vorher 46,1% versus nachher 35,9%).
Bei der Collagen-Beschichtung ldsten sich auch einige Zellen, wobei viele Zellen in
die Mitte des Kanals gezogen wurden (vorher 52,4% versus nachher 52,2%). Bei
der Fibronektin-Beschichtung hatte der Fluss keinen Einfluss auf die Zellen (vorher
48,4% versus nachher 52,4%). Bei einem Fluss nach 48h verhielten sich die Zellen
bei der Gelatine- (vorher 64,4% versus nacher 50,9%), Collagen- (vorher 60,6%
versus nachher 57,4%) und Fibronektin- (vorher 69,4% versus nachher 71,8%)
Beschichtung wie nach 24h. Nach 72h lésten sich die Zellen bei der Gelatine-
Beschichtung weniger ab, verlagerten sich aber etwas mehr in die Mitte (vorher
78,5% versus nachher 77,8%). Bei der Collagen-Beschichtung hingegen l6sten sich

deutlich mehr Zellen ab (vorher 76,8% versus nachher 63,3%). Der Monolayer bei
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der Fibrinogen-Beschichtung blieb wie bei allen anderen Zeitpunkten vollstandig

erhalten (vorher 78,3% versus nachher 80,7%).

Gelatine Fibronektin Collagen

5h

24h

24h+

Fluss

48h

48h+

Fluss

72h

72h+

Fluss

Abb.10: Vergleich der unterschiedlichen Beschichtungen, n= 4.

Dargestellt ist der Endothelzellmonolayer nach einer Inkubationszeit von 5h nach Aussaat der Zellen
und einer Wachstumszeit von 24, 48 und 72h vor und nach angelegtem Fluss von 2 dyne/cm?, 5
dyne/cm? und 10 dyne/cm? fir jeweils 10 min. Verglichen wurde die Konfluenz der Zellen, die
Verteilung der Zellen im Kanal und die Adharenz vor und nach angelegtem Fluss fir die
Beschichtungsmedien Gelatine (0,1%), Fibronektin (100 pg/ml) und Collagen (100 pg/ml).
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3.2 Einfluss von Thrombin auf die Thrombozytenadhasion

Die Inkubation der Endothelzellen mit 0,2 U/ml Thrombin fuhrte zu einer Adhasion
von Thrombozyten entlang des Endothelzellmonolayers (Beschichtung mit
Fibronectin: 100pug/ml) von 22,4% * 5,1%. Bei einer Stimulation von 1 U/ml betrug
die Adhasion 21,6% + 5,2% und bei 2 U/ml 19,8% % 8,0%. Im Vergleich zur Kontrolle
mit 8,4% % 5,9% adharierten Thrombozyten fuhrte die Stimulation mit Thrombin bei

allen drei Konzentrationen zu einer signifikanten Erh6hung der Adhasion (Abb. 11).
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Abb. 11: Dargestellt sind Thrombozytenadhasion in Prozent, nach Stimulation der Endothelzellen
mit Thrombin unterschiedlicher Konzentration (0,2 U/ml, 1 U/ml, 2 U/ml). Die Werte sind angegeben

als Mittelwert £ Standardabweichung. n=6.
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3.3 Einfluss von S1P auf die Thrombozytenadhasion

Inkubierte man die Endothelzellen mit 1 yM S1P verringerte sich die Adhasion auf
16,3% * 3,7% versus Kontrolle 20,8% * 4,9%. Die Stimulation mit 10 yM S1P
bewirkte eine Erhdhung der Adhasion auf 25,4% + 6,7 % versus Kontrolle 17,8% *
3,6%. Sowohl die Erniedrigung als auch die Erhéhung der Adhasion durch die S1P
Gabe waren signifikant. Versetzte man die Zellen hingegen mit 0,1 yM S1P kam es
zu keiner signifikanten Veranderung der Adhasion. Verglichen zur Kontrolle (19,1%
t 4,5%) waren 20,2% t 4,4% des Endothelzellmonolayers mit Thrombozyten
besetzt (Abb. 12).
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Abb. 12: Die Abb. zeigt die Thrombozytenadhasion in Prozent, nach Stimulation der Endothelzellen
mit 0,1 uM, 1 uM und 10 yM S1P. Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung.
n=7- 12. Kon= Kontrolle.
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3.3.1 Rolle der S1P-Rezeptoren bei der Thrombozytenadhasion

Zur Ermittlung der vermittelnden Rezeptoren wurde zuerst der Effekt des S1P1-
Rezeptors untersucht. Wurden die Endothelzellen vor Stimulation mit S1P mit dem
S1P1-Rezeptorantagonisten W146 inkubiert, konnte folgendes beobachtet werden.
Die Inkubation von 1 uyM S1P mit W146 fihrte zu einer erhdhten Adhasion
verglichen zur Inkubation mit S1P allein. Die Thrombozytenadhasion stieg
signifikant von 20,3% % 6,4% mit 1uM S1P auf 25,8% + 7,3% durch den Zusatz des
Inhibitors. Inkubierte man die Zellen nur mit W146, ohne S1P Stimulation, konnte
man ebenfalls einen signifikanten Anstieg der Adhasion auf 28,7% + 7,7% versus
Kontrolle 23,7% * 8,2% beobachten (Abb. 13).
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Abb. 13: Dargestellt sind Thrombozytenadhasion in Prozent. HUVEC-Endothelzellen wurden mit 1
MM S1P mit und ohne Vorinkubation des S1P1-Rezeptorantagonisten W146 (10 pyM) stimuliert. Die

Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. n=7.
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Die Inkubation von W146 mit 10 yM S1P bewirkte keine signifikante Veranderung
der Adhasion im Vergleich zur Inkubation mit S1P allein. Nach dem Zusatz von
W146 waren 38,7% = 10,9% des Endothelzellmonolayers mit Thrombozyten
besetzt, wohingegen die Gabe von 10yM S1P eine Adhasion von 40,7%  9,2%
zeigte (Abb. 14).
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Abb. 14: Gezeigt wird die Thrombozytenadhasion in Prozent. HUVEC-Endothelzellen wurden mit 10
MM S1P mit und ohne Vorinkubation des S1P1-Rezeptorantagonisten W146 (10 pyM) stimuliert. Die

Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. n=6.
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Im nachsten Schritt wurde die Rolle des S1P3-Rezeptors untersucht. Wurden
HUVEC-Endothelzellen vor der Stimulation mit 10 yM S1P mit dem S1Ps-
Rezeptorantagonisten TY 52156 versetzt, adharierten weniger Thromboyzten auf
dem Endothel als bei der Inkubation mit S1P allein. Die Thrombozytenadhasion fiel
signifikant von 32,1%  10,2% mit 10uM S1P auf 22,2% £ 6,0% durch den Zusatz
von TY 52156. Die Gabe des S1Ps3- Rezeptorantagonisten allein hatte keinen
Einfluss auf die Adhasion gegenuber der Kontrolle (Abb. 15).
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Abb. 15: Abgebildet wird die Thrombozytenadhasion in Prozent. HUVEC-Endothelzellen wurden mit
10 uM S1P mit und ohne Vorinkubation des S1Ps-Rezeptorantagonisten TY 52156 (10 uM)

stimuliert. Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. n=5.
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3.3.2 Rolle des P- Selektin Antikorpers bei der Thrombozytenadhasion

Wurden die Zellen sowohl mit 1 yM S1P als auch mit dem P-Selektin-Antikorper,
Anti-CD62P inkubiert, kam es zu keiner signifikanten Veranderung der
Thrombozytenadhdsion. Durch den Zusatz des Antikérpers adharierten auf 20,5%
1 7,0% des Endothelzellmonolayers Thrombozyten, wohingegen bei der Stimulation
mit 1 yM S1P Thrombozyten auf 22,7% + 5,1% adharierten (Abb. 16).
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Abb. 16: Dargestellt sind Thrombozytenadhasion in Prozent. Endothelzellen wurden mit 1 yM S1P
mit und ohne Zusatz des P-Selektin-Antikdrpers Anti-CD62P (10 pg/ml) inkubiert. Die Werte sind
angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. n=6.
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Die Inkubation der Endothelzellen mit 10 uM S1P und dem Anti-CD62P zeigte eine
Erniedrigung der Thrombozytenadhasion verglichen zur Stimulation mit 10 yM S1P
allein. Die Adhasion fiel signifikant von 19,2% + 5,2% mit 10uM S1P auf 15,4% =
4,1% durch den Zusatz des Antikorpers. Der Zusatz des P-Selektin-Antikorpers

allein hatte keinen Einfluss auf die Adhasion verglichen zur Kontrolle (Abb. 17).

0.732
0.009
=20 0.744
X 0,016
[
o
(2]
g | [
1+
[
[¢}]
S
N' 10-
0
S
o
| 4.
= 0

Kontrolle 10 yM S1P Anti CD62P Anti CD62P+
10 uM S1P

Abb. 17: Dargestellt sind Thrombozytenadhasion in Prozent. HUVEC-Endothelzellen wurden mit 10
MM S1P mit und ohne Zusatz des P-Selektin-Antikdrpers Anti-CD62P (10 pug/ml) inkubiert. Die Werte

sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. n=6.
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3.3.3 Einfluss von S1P auf die P- Selektin Expression

Wurden die Huvec-Endothelzellen mit 1 yM S1P stimuliert, konnte eine Erhdhung
der P-Selektin-Expression auf den Endothelzellen festgestellt werden. Die P-
Selektin-Expression stieg signifikant von 17,9% + 3,8% auf 22,7% + 5,1%. Auch die
Inkubation der Zellen mit 10 uM S1P ergab eine signifikant hdhere Expression
gegenuber der Kontrolle. Es kam zu einer Steigerung der Expression von 18,2% +
5,2% auf 24,1% * 5,8% (Abb. 18).
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Abb. 18: P-Selektin-Expression auf Endothelzellen nach Stimulation der Zellen mit 1 uM und 10 pM
S1P. Die Werte sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. n=6.
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3.3.4 Rolle des Phospholipase C (PLC)-Inhibitors auf die P- Selektin-

Expression

Die Inkubation der mit 10 yM stimulierten Zellen mit dem Phospholipase C-Inhibitor
U-73122 fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der P-Selektin-Expression. Sie
stiegt von 18,7% * 4,4% mit 10 uM S1P allein auf 16,2% % 5,1%. Durch den Zusatz
der Negativkontrolle U-73343 war keine signifikante Veranderung der Expression
erkennbar (Abb. 19).
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Abb. 19: Messung der P-Selektin-Expression auf Endothelzellen. HUVEC-Endothelzellen wurden
mit 10 yM S1P mit und ohne Vorinkubation des PLC-Inhibitors U-73122 (3 pM) und der
Negativkontrolle U-73343 (3 uM). Die Werte sind angegeben als Mittelwert £ Standardabweichung.
n=5.
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4 Diskussion

Das Bioflux-Modell zur Beurteilung der Thrombozyten-Endothelzell-

Interaktion

Bei der Entstehung von Erkrankungen wie der Artherosklerose, der Thrombose und
Entzindungnsreaktionen sind Interaktionen von Thrombozyten mit dem Endothel
und der endothelialen Matrix von groRer Relevanz. Fur die Untersuchung der
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion kommen sowohl in vivo als auch in vitro
Modelle zum Einsatz. Zwar kdnnen mit Hilfe von in vivo-Modellen am ehesten die
tatsachlichen physiologischen und pathophysiologischen Prozesse in Gefallen
dargestellt werden, allerdings bieten sie kaum die Moglichkeit einzelne Parameter
zu beeinflussen. Durch in vitro-Modelle kdnnen stark vereinfacht einzelne Aspekte
dieser Prozesse untersucht werden. Viele in vitro-Versuche sind allerdings unter
statischen Bedingungen durchgeflhrt. So werden die in den BlutgefalRen wirkenden
Scherkrafte, die bei der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion eine besondere
Rolle spielen, nicht bertcksichtigt (16, 116). Diesen Verhaltnissen kann das
Flusskammermodell eher gerecht werden. Allerdings waren diese Modelle in der
Vergangenheit besonders dadurch limitiert, dass relativ wenige Versuchsansatze
parallel durchgefihrt werden konnten und es daher an einer guten
Reproduzierbarkeit mangelte. Zusatzlich waren groRe Volumina an Zellen und
Reagenzien erforderlich. Diese Limitierungen machen es notwendig, weitere

Flusskammermodelle zu etablieren, die diese Voraussetzungen besser erfullen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Flusskammer der Firma I&L Biosystems
(Konigswinter, Deutschland) verwendet. Grundsatzlich zeigt sich, dass das Bioflux
200-System fur die Untersuchung der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion
geeignet ist. Ziel der Etablierung eines neuen Flusskammermodells war es, die
physiologischen Verhaltnisse in Gefalken realitditsnah nachzustellen. Da in
Blutgefallen die Wand, insbesondere die Intima, die die innerste Schicht der
GefalRwand darstellt und aus einer einzelnen Lage aus Endothelzellen besteht, eine
herausragende Bedeutung besitzt, war es besonders wichtig einen gleichmafligen
Monolayer an Endothelzellen in den Bioflux-Kapillaren zu generieren. HUVEC-
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Endothelzellen sind fur die Simulierung physiologischer Bedingungen von
Blutgefalien in vitro besonders geeignet, da sie menschlichen Ursprungs sind und
noch fast alle morphologischen, funktionellen und immunologischen Eigenschaften
von urspringlichen Endothelzellen aufweisen (117). Bei der Etablierung des
Modells der Flusskammer zeigte sich, dass HUVEC-Endothelzellen die
bestmoglichen Wachstumseigenschaften bei der Beschichtung der Kapillaren mit
Fibronektin aufwiesen. Zwar war die Zellproliferation bei den Beschichtungen mit
Collagen und Gelatine ahnlich gut, allerdings konnte man ein ungleichmafiges
Wachstum entlang der Kapillaren und ein Ablosen der adharierten Zellen unter
Flussbedingungen feststellen (Abb. 10). Da allerdings die dynamische Komponente
im Gefallsystem von besonderer Relevanz ist, ist die Beschichtung mit Fibronektin
fur die Generierung eines Endothelzellmonolayers besser geeignet. Endothelzellen
sind je nach Art und GroélRe des Gefaldes unterschiedlichen Flussbedingungen
ausgesetzt, sodass arteriell und vends ein unterschiedlich starker Scherstress
[dyne/cm?] vorherrscht (116). Da die vorliegende Versuchsreihe das Ziel hatte, die
pathophysiologischen Verhaltnisse im arteriellen System naher darzulegen, wurde
mit 10 dyne/cm? ein Scherstress gewahlt, der einer Flussgeschwindigkeit, wie sie
im arteriellen System des Korpers vorliegt, entspricht. Des Weiteren konnte durch
die Verwendung einer pulsatilen Perfusion eine besonders realitdtsnahe arterielle
Flusssituation nachgestellt werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit der Etablierung des Bioflux 200-
Systems ein Flusskammermodell zur Verfligung steht, das unter moglichst in vivo-
nahen Bedingungen den Fluss in Blutgefallen simuliert. Versuche in den Bioflux-
Kanalen kdénnen bereits mit Volumina von 50 ul durchgefuhrt werden. Besondere
Vorteile des Bioflux-Systems gegenuber bereits etablierten Flusskammermodellen
sind vor allem die kontrolliert standardisierten Flussbedingungen mit bis zu 24
gleichzeitig durchfihrbaren Versuchsansatzen. Vor allem die Madglichkeit
Scherkrafte im Bereich von 0- 200 dyne/cm? anzuwenden, erlaubt es ebenfalls
pathologische Bedingungen, wie sie bei Gefalerkrankungen vorkommen

nachzustellen.
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Thrombin induziert eine Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion

Der folgende Versuchsansatz hatte das Ziel, eine Stimulation der HUVEC-
Endothelzellen zu induzieren und dadurch eine Interaktion zwischen Thrombozyten
und dem Endothel zu erzielen. Mit dieser Untersuchung sollte gezeigt werden, dass
Thrombozyten aus Vollblut unter Flussbedingungen in den Bioflux-Kanalen mit dem
stimulierten Endothel interagieren konnen. Zusatzlich war es wichtig zu erkennen,
wie sich diese Interaktion darstellte und ob es moglich war Unterschiede zwischen
den Bedingungen ,unstimuliert, also der Kontrollbedingung und ,stimuliert*
festzustellen. Diesem Versuch liegt die Uberlegung zu Grunde, dass die Inkubation
der Endothelzellen mit Thrombin eine Mobilisierung von P-Selektin an die
Endothelzelloberflache bewirkt, Uber die nachfolgend eine Thrombozyten-
Endothelzell- Interaktion vermittelt wird. Wie bereits aus friheren Versuchen
bekannt ist, fuhrt Thrombin zu einer Translokation von P-Selektin an die
Zelloberflache. Sugama et al. konnten in ihren Versuchen nachweisen, dass sich
die P-Selektin Mobilisierung nach einer Stimulation der Zellen mit Thrombin
innerhalb weniger Minuten vollzieht und konzentrationsabhangig ist (118).

In dem vorliegenden Versuchsansatz verstarkte die Inkubation der HUVEC-
Endothelzellen mit Thrombin unterschiedlicher Konzentration die Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion verglichen zur Kontrolle. Zusatzlich war zu beobachten,
dass mit steigender Thrombinkonzentration auch die Interaktion zunahm (Abb. 11).
Die = Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion wurde in  der vorliegenden
Untersuchung mit Hilfe der Flache des Endothelzellmonolayers, die mit
Thrombozyten besetzt ist ermittelt (,area coverage®). Hierbei lasst sich allerdings
nicht sicher differenzieren, ob es sich um eine reine Adhasion oder um eine
zusatzliche Aggregation handelt. Im Folgenden wird die beobachtete Interaktion als
Thrombozytenadhasion definiert und im weiteren Verlauf der Diskussion naher
erlautert. Es wurde somit gezeigt, dass das in dieser Arbeit etablierte
Flusskammermodell ein geeignetes Modell darstellt, um Thrombozyten-

Endothelzell-Interaktionen zu untersuchen.
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S1P beeinflusst konzentrationsabhangig die Thrombozytenadhasion

Die Rolle von S1P bei der Leukozyten-Endothelzell-Interkation wurde bereits in
verschiedenen Arbeiten untersucht. Wie bereits in der Einleitung erlautert, ist aus
mehreren Studien bekannt, dass S1P die Expression endothelialer
Adhasionsmolekiile, wie zum Beispiel dem ICAM-1 und den Selektinen E-Selektin
und P-Selektin reguliert. So beeinflusst es rezeptortypabhangig die Adhasion von
Monozyten an das Endothel. Versuche von Nussbaum et al. (112) konnten belegen,
dass S1P ebenfalls ein Leukozytenrolling auf HUVEC-Endothelzellen induziert,
indem es die P-Selektin-Expression auf der Endothelzelloberflache hochreguliert.
Untersuchungen bezlglich des Effekts von S1P auf die Thrombozyten-
Endothelzell-Interkation gibt es hingegen wenige. Die meisten der in der Literatur
berichteten Arbeiten befassen sich mit dem direkten Effekt von S1P auf die
Thrombozyten. So wiesen Urtz et al. (119) eine konzentrationsabhangige Erhéhung
der Thrombozytenaggregation nach S1P Zugabe nach. Sie konnten zeigen, dass
Thrombozyten aus Vollblut verglichen zur Kontrolle mehr aggregierten, wenn sie mit
1 uM, 10 uyM und 50 uM S1P stimuliert wurden. Allerdings sind auch Arbeiten zu
finden, die dem S1P eine aggregationshemmende Wirkung zuschreiben (120). Urtz
et al. befassten sich nicht nur mit dem Effekt von exogen zugefuhrtem S1P auf die
Thrombozyten, sondern auch mit dem Effekt von in Thrombozyten durch die
Sphingosinkinase2 gebildetem und anschlieRend sezerniertem S1P. Sie wiesen
nach, dass Sphingosinkinase2  defiziente = Thrombozyten in  ihrer
Aggregationsfahigkeit beeintrachtigt waren, wobei die Adhasion dieser erhalten
blieb. In einem in vivo-Thrombosemodell, indem eine Gefallschadigung durch
Eisen-(lll)-chlorid induziert wurde, stellten sie zusatzlich eine Verminderung der
Thrombusformation in  Sphingosinkinase2-defizienten Mausen fest (119).
Demgegenuber gibt es kaum Untersuchungen, die darlegen wie sich Thrombozyten
auf mit S1P stimulietem Endothel verhalten. Die im Rahmen dieser Arbeit
erhobenen Daten zeigen eine Kkonzentrationsabhangige Veranderung der
Thrombozytenadhasion an das Endothel, nach Inkubation der HUVEC-
Endothelzellen mit exogenem S1P. Die in dieser Studie verwendeten S1P-
Konzentrationen wurden so festgelegt, dass sowohl der physiologische als auch der
pathologische Bereich abgedeckt wurde. Dabei wurde mit 1 yM S1P eine

physiologische, mit 0,1 uM eine Konzentration unterhalb und mit 10 uM S1P eine
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Konzentration oberhalb des physiologischen Bereiches gewahlt (62). Wahrend
exogenes S1P in physiologisch relevanten Konzentrationen eine signifikant
reduzierte Thrombozytenadhasion bewirkte, konnte durch die hohere S1P
Konzentration eine signifikante Steigerung der Adhasion festgestellt werden. Die
Inkubation des Endothelzellmonolayers mit 0,1 uM S1P flhrte hingegen zu keiner
signifikanten Veranderung der Adhasion (Abb. 12). Die im Rahmen dieser Arbeit
beobachtete Verminderung der Thrombozytenadhasion steht im Einklang mit den
Ergebnissen von Hsia et al., die eine verringerte Thrombogenitat bei S1P
behandelten rezellularisierten Prothesen der Nabelschnurvene feststellten. In
Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen, fiihrte die
physiologische Konzentration von 1 uyM S1P 2zu einer Erniedrigung der
Thrombozytenadhasion an S1P behandelte HUVEC-Endothelzellen (121). Die
Auswirkungen von S1P in hdheren Konzentrationen beziehungsweise in
Konzentrationen unterhalb des physiologischen Bereiches wurden in dieser Arbeit
allerdings  nicht untersucht. Wenn auch auf die Fahigkeit zur
Thrombozytenaggregation bezogen, bestatigen die Ergebnisse von Urtz et al.
ebenfalls, dass S1P in der Konzentration von 0,1 uM keinen Effekt zeigt (119). Dies
lasst vermuten, dass ein bestimmtes Konzentrationsniveau an S1P vorherrschen
muss, damit es eine Wirkung erzielen kann. Konzentrationsabhangig
gegensatzliche Effekte des S1P sind in der Literatur allerdings bei einigen
Funktionen, wie zum Beispiel der Migration und der Barrierefunktion beschrieben.
Shikata et al. zeigten, dass eine S1P-Konzentration von 0,5 uM einen
barriereprotektiven Effekt auf das Endothel hat, wohingegen S1P-Konzentrationen
uber 5 uyM zu einer Verringerung der Barrierefunktion fuhren (92). Diese
gegensatzlichen Ergebnisse lassen sich darauf zurlckfihren, dass S1P abhangig
von der Konzentration entweder den S1P1-Rezeptor oder den S1P3-Rezeptor
stimuliert (122, 123). Einen weiteren rezeptortypabhangigen Effekt konnten
Nussbaum et al. darstellen, indem sie belegten, dass der S1P1-Rezeptor eine
inhibitorische Wirkung auf das Leukozytenrolling hat, welches sie durch ein
gesteigertes Rolling in S1Ps-Rezeptor-defizienten Mausen nachweisen konnten.
Demgegenuber steht der Haupteffekt der Arbeit von Nussbaum et al., bei dem S1P
uber die Aktivierung des S1P3- Rezeptors zu einem vermehrten Leukozytenrolling
fuhrt (112). Basierend auf diesen Beobachtungen ist es denkbar, dass durch die in

dieser Arbeit gewahlten S1P-Konzentartionen ebenfalls unterschiedliche
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Rezeptoren aktiviert werden. Diese Hypothese wurde in nachfolgenden Versuchen

durch die Inhibierung der Rezeptoren durch S1P-Rezeptorantagonisten untersucht.

Die physiologische S1P-Konzentration fiihrt Uber den S1P1-Rezeptor zu einer

verminderten Thrombozytenadhasion

Da S1P seine extrazellularen Funktionen Uber die funf S1P-Rezeptoren vermittelt,
war ein Ziel dieser Arbeit, diejenigen Rezeptoren, die fur die beobachteten
Veranderungen der Thrombozytenadhasion eine Rolle spielen, zu identifizieren. Die
funf S1P-Rezeptoren und ihre Funktionen wurden bereits in der Einleitung naher
erlautert. HUVEC-Endothelzellen exprimieren lediglich die Rezeptoren S1P1 und
S1P3(97), daher wurden nur diese bei der Ermittlung der vermitteInden Rezeptoren
betrachtet. Um den S1P+1-Rezeptor zu inhibieren wurde der S1P1-
Rezeptorantagonist W146 verwendet, wahrend fur die Blockierung des S1Ps-
Rezeptors der S1P3-Rezeptorantagonist TY 52156 zur Anwendung kam. In der
vorliegenden Untersuchung fuhrte die Zugabe von W146 zu den mit 1 yM S1P
stimulierten Zellen, im Vergleich zur Inkubation der HUVEC-Endothelzellen mit S1P
allein, zu einer hdéheren Adhasion der Thrombozyten auf dem Endothel. Die
fehlende Verringerung der Thrombozytenadhasion weist darauf hin, dass fur die
Vermittlung des Effektes von 1 yM S1P der S1P1-Rezeptor eine entscheidende
Rolle spielt (Abb. 13). Es fallt allerdings auf, dass der S1P1-Rezeptorantagonist
nicht nur die verminderte Adhasion ruckgangig macht, sondern auch die
Thrombozytenadhasion Uber das Kontrollniveau hinaus erhoht. Eine Begrindung
hierfir konnte das im Plasma endogen vorhandene S1P sein, welches
physiologisch in einer Konzentration von 0,2- 1 uM vorliegt (62). Das endogene S1P
ist insofern von Bedeutung, da HUVEC-Endothelzellen in dieser Arbeit nach
Stimulation mit exogenem S1P, beziehungsweise unstimulierte Zellen, die als
Kontrolle dienen, anschlielend mit Vollblut (Citrat- Plasma) perfundiert werden.
Dies bedeutet, dass wahrend des Perfusionsschrittes, bei dem die Thrombozyten
mit den Endothelzellen interagieren, zusatzlich S1P auf das Endothel wirkt.
Ausgehend davon, dass S1P in dieser Konzentration Uber den S1P1- Rezeptor eine
Verminderung der Thrombozytenadhasion bewirkt, ist es mdglich, dass in diesem
Schritt das endogene S1P ebenfalls eine Wirkung zeigt, die allerdings nicht zur

Geltung kommt, da dieser Effekt in allen Ansatzen vorhanden ist und hier die
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Anderung der Adhasion im Vergleich zur Kontrolle relevant ist. Inhibiert man nun
den S1P+1-Rezeptor vor der Stimulation mittels des S1P1-Rezeptorantagonisten
W16, so werden nicht nur die Rezeptoren blockiert, an die das exogen
hinzugegebene S1P bindet, sondern auch das S1P, welches im Probandenplasma
vorhanden ist. Diese Theorie kénnte begriinden, warum die Zugabe des S1Pi-
Rezeptorantagonisten zum Kontrollansatz eine Steigerung der Adhasion bewirkt.
Ob das S1P, welches wahrend des Perfusionsschrittes auf das Endothel wirkt,
denselben Effekt hat, wie das exogene S1P, mit dem die Zellen inkubiert werden,
ist allerdings nicht sicher, da das S1P wirkt, wahrend bereits Thrombozyten an das
Endothel adharieren. Denkbar ware es jedoch, da die Perfusionszeit 10 Minuten
betragt und gezeigt wurde, dass bereits Stimulationszeiten von wenigen Minuten

ausreichen, um einen Effekt des S1P zu erzielen.

Die hohere S1P-Konzentration bewirkt iiber den S1P3-Rezeptor eine

Steigerung der Thrombozytenadhasion

Der S1P1-Rezeptorantagonist W146 war zwar in der Lage den Effekt von 1 yM S1P
zu verhindern, hatte jedoch keinen Einfluss auf den Effekt von 10 yM S1P (Abb.
14). Es konnte jedoch festgestellt werden, dass durch den S1Ps-
Rezeptorantagonisten TY-52156 die Erhdhung der Thrombozytenadhasion
teilweise rickgangig gemacht werden konnte. Da die Gabe von TY52156 zu den
mit 10 yM S1P stimulierten Zellen, im Vergleich zur Inkubation der HUVEC-
Endothelzellen mit S1P allein, zu einer signifikanten Veranderung der Adhasion
fuhrte, kann man daraus schliel3en, dass fur die Vermittlung des Effektes der S1Ps-
Rezeptor von groer Relevanz ist (Abb. 15). Da sich die Erh6hung der Adhasion
nicht vollstandig verhindern lie, besteht die Madglichkeit, dass weitere

Mechanismen hierbei eine Rolle spielen.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass S1P in physiologisch relevanter
Konzentration durch Stimulation des S1P1-Rezeptors eine Verringerung der
Adhasion bewirkt, die hohe S1P-Konzentrationen allerdings uUber den S1Ps-
Rezeptor zu einer vermehrten Adhasion fuhrt. Diese Ergebnisse entsprechen den
Beobachtungen von Nussbaum et al, die eine Verminderung des

Leukozytenrollings durch den S1P1-Rezeptor und im Gegensatz dazu eine S1Ps-
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Rezeptor-abhangige Erhéhung des Rollings nachweisen konnten (112). Entgegen
der in dieser Arbeit ermittelten Daten, wo durch die Zugabe von 1 yM S1P der S1P+-
Rezeptor aktiviert wird, fuhrt S1P in dieser physiologischen Konzentration bei
Nussbaum et al. zu einer Aktivierung des S1P3-Rezeptors. Demgegenuber wird die
Aktivierung des S1Ps-Rezeptors in dieser Arbeit bei einer S1P-Konzentration von
10 uM erreicht. Bei welcher Konzentration genau die untersuchten Rezeptoren
jeweils aktiviert werden, kann in dieser Arbeit nicht ermittelt werden, da lediglich die
beiden Konzentrationen verwendet wurden. Um diese Fragestellung genauer
beantworten zu kdnnen, mussten weitere Konzentrationen zwischen 1 yM und 10
MM eingesetzt werden. Die zwischen beiden Arbeiten ermittelten Unterschiede
konnten moglicherweise in der Verwendung unterschiedlicher Methoden begrindet
sein. In dieser Arbeit kam zur Ermittlung der Thrombozytenadhasion das in vitro-
Biofluxmodell zur Anwendung, Nussbaum et al. hingegen verwendeten fur die
Untersuchung des Leukozytenrollings ein in vivo-Modell der Maus (postcapillary
venules of the cremaster muscle). Eine mogliche Erklarung kdnnte sein, dass fur
die Aktivierung des S1P3-Rezeptors in humanen Zellen hdhere S1P-
Konzentrationen bendtigt werden als in murinen Zellen. Dagegen sprechen
allerdings die weiterflihrenden Ergebnisse von Nussbaum et al., die zusatzlich zum
Mausmodell, die P-Selektin-Expression in HUVEC-Endothelzellen am
Durchflusszytometer gemessen haben. Die Tatsache, dass die durch 1 uM S1P
induzierte Steigerung der P-Selektinexpression, durch Zugabe des S1Ps-
Rezeptorantagonisten teilweise inhibiert werden konnte, deutet darauf hin, dass 1
MM S1P bei den Versuchen von Nussbaum et al. in humanen Zellen ebenfalls den

S1P3-Rezeptor aktiviert.

Die Erhohung der Thrombozytenadhasion ist P-Selektin abhangig

Da die funf S1P-Rezeptorsubtypen in der Lage sind verschiedene Signalwege zu
aktivieren, sollten in dieser Arbeit, nicht nur die vermittelnden Rezeptoren ermittelt,
sondern auch der zugrundeliegende Mechanismus dargestellt werden. In
Anlehnung an die Ergebnisse von Nussbaum et al., die nachwiesen, dass S1P zu
einer Translokation von P-Selektin an die Endothelzelloberflache flhrt (112), wurde
im nachfolgenden der Einfluss von P-Selektin auf die Thrombozytenadhasion

untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die Verwendung des P-Selektin-
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Antikorpers, die durch 10 uM S1P induzierte Erhdhung der Thrombozytenadhasion
verhindern konnte. Daraus lasst sich schlief3en, dass P-Selektin bei der durch die
hohere S1P-Konzentration vermittelten Thrombozyten-Endothel-Interaktion von
grol3er Bedeutung ist (Abb. 17). Dass das endotheliale P-Selektin Einfluss auf die
Thrombozytenadhasion nimmt, wurde bereits in den Versuchen von Tseng et

al. und Galbusera et al. bestatigt (124, 125). Dagegen hatte der P-Selektin-
Antikorper Anti-CD62P keinen definitiven Einfluss auf den Effekt, der Uber die
niedrigere S1P-Konzentration erzielt wurde. Es konnte zwar eine leichte Erhdhung
der Adhasion durch Zugabe des Antikorpers auf S1P stimulierte Zellen beobachtet

werden, diese Veranderung war allerdings nicht signifikant.

S1P induziert eine Translokation von P-Selektin auf die
Endothelzelloberflache

Um den Effekt des P-Selektins naher darlegen zu kdnnen, wurde die P-Selektin
Oberflachenexpression auf HUVEC-Endothelzellen mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Hier zeigte sich, dass das S1P Einfluss auf die P-Selektin-
Oberflachenexpression nimmt. Erstaunlicherweise fuhrte nicht nur die Inkubation
von 10 yM S1P, dessen P-Selektin-Einfluss mittels Inhibierung durch den P-
Selektin- Antikorper nachgewiesen werden konnte, zu einer signifikanten
Steigerung des P-Selektins auf der Endotheloberflache, sondern auch die
physiologische Konzentration von 1 yM S1P (Abb. 18). Bei der Frage, ob es sich
hierbei um eine Mobilisierung von in Weibel-Palade-Korperchen gespeichertem P-
Selektin an die Zelloberflache oder um eine Neusynthese handelt, kann man mit
hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgehen, dass die Stimulation der Zellen mit S1P
zu einer schnellen Translokation von P-Selektin auf die Oberflache fuhrt. Studien
zeigen, dass eine Neusynthese von P-Selektin durch Stimulantien, wie zum Beispiel
TNF-alpha (Tumornekrosefaktor) und LPS (Lipopolysaccharid) Inkubationszeiten
von 2- 4 Stunden in Anspruch nimmt (102, 126). Demnach ware die in dieser Arbeit
verwendete Inkubationszeit von 5 Minuten (zuzugliche 5 Minuten Nachinkubation)
fr eine Neusynthese zu kurz. Darlber hinaus gibt es bereits mehrere Arbeiten, die
eine schnelle Mobilisierung von P-Selektin an die Zelloberflache innerhalb weniger
Minuten durch Mediatoren wie Thrombin und Histamin beschreiben (127, 128).

Matsushita et al. zeigten des Weiteren, dass S1P die Exozytose von Weibel-Palade-
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Korperchen und damit die Freisetzung von P-Selektin und dem vWF stimuliert (110).
Van Hooren et al. konnten sogar belegen, dass der S1P3-Rezeptor, jedoch nicht der
S1P1-Rezeptor in diesem Mechanismus mit involviert ist (111). Daher liegt es nahe,
dass die in dieser Arbeit festgestellte Hochregulierung der P-Selektin-Expression
Uber die Exozytose der Weibel-Palade-Kdrperchen stattfindet. Vergleicht man die
in dieser Arbeit dargestellte P-Selektin-Oberflachenexpression mit der Expression,
die von Nussbaum et al. nachgewiesen werden konnte (112), so kann man
feststellen, dass die in dieser Arbeit ermittelten Werte deutlich niedriger ausfallen.
In beiden Arbeiten wurde die Expression des P-Selektins auf der Oberflache von
HUVEC-Endothelzellen ermittelt. Unterschiede finden sich in der Kultivierung der
Zellen, die mdglicherweise einen Einfluss auf die Expression nimmt. Da die
Thrombozytenadhasion in den Bioflux-Kanalen ermittelt wurde und die Kultivierung
der Endothelzellen in diesen sehr anspruchsvoll ist, musste dem Kulturmedium der
Wachstumsfaktor Endothelial Cell Growth Supplement sowie Heparin zugesetzt
werden. Um die Bedingungen nicht zu verandern, wurden diese Zusatze auch in
den Versuchen am Durchflusszytometer eingesetzt, verglichen zu Nussbaum et al.,
die ohne zusatzliche Wachstumsfaktoren auskamen. Minter et al. konnten zeigen,
dass Endothelial Cell Growth Supplement und Heparin Einfluss auf die Freisetzung
von Substanzen wie Prostazyklin, vWF und den Gewebespezifischen
Plasminogenaktivator (tissue plasminogen activator) in HUVEC-Zellen nehmen
(129). Vor diesem Hintergrund kénnte die unterschiedliche Kultivierung bereits
Einfluss auf die Starke der Expression nehmen. Zusatzlich fallt auf, dass bei der
Arbeit von Nussbaum et al. die Zell-Passagen 2-4 verwendet wurden. In dieser
Arbeit hingegen wurden aus technischen Grunden die Passagen 3-4 verwendet. Die
Ergebnisse von Kameda et al. zeigen allerdings, dass die Passage der HUVEC-
Zellen grolien Einfluss auf die P-Selektin-Oberflachenexpression nach Thrombin-
Stimulation nimmt. So konnte bereits ab Passage 2 eine deutliche Reduktion der
Oberflachenexpression in Thrombin-stimulierten Endothelzellen festgestellt werden
(130).
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Die P-Selektin-Expression findet Uber einen Phospholipase C-abhangigen-
Weg statt

Der Mechanismus der Exozytose von Weibel-Palade-Korperchen ist sehr komplex.
Bekannt ist, dass die Phospholipase C abhangige Calcium- Erhéhung in diesem
Mechanismus mitwirkt (131). Wir konnten nachweisen, dass der Phospholipase C-
Inhibitor U-73122 die S1P abhangige Erhohung der P-Selektin-Expression
verhindern kann. Damit zeigt sich, dass die in dieser Arbeit ermittelte
Hochregulierung der P-Selektin-Expression nach S1P  Stimulation der
Endothelzellen Uber den Phospholipase C-Weg stattfindet (Abb. 19). Diese
Beobachtung findet sich auch in der Arbeit von Nussbaum et al. wieder, die
ebenfalls einen hemmenden Effekt des Phospholipase C-Inhibitors nachweisen
konnten. DarUber hinaus ermittelten Nussbaum et al., dass die Hemmung der
SERCA durch Thapsigargin und Komplexierung von Calcium durch EGTA ebenfalls
zu einer Reduktion, der durch S1P  hochregulierten P-Selektin-
Oberflachenexpression fuhrt (112), was die Bedeutung des Phospholipase C-Wegs
bei der Exozytose von Weibel-Palade-Korperchen unterstreicht.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die in dieser Arbeit durchgeflihrte
Stimulation der Endothelzellen mit S1P zu einer Aktivierung der Phospholipase C
und somit zu einer Exozytose von Weibel-Palade-Korperchen mit Freisetzung von
P-Selektin und anschlielender Translokation dieser an die Zelloberflache fuhrt. Die
Aktivierung der Phospholipase C induziert wahrscheinlich die Erhéhung der
Calciumkonzentration, welches noch in weiterfUhrenden Versuchen untersucht

werden sollte.

Limitation dieser Arbeit

Eine Limitation der in dieser Arbeit verwendeten Methode ist, dass nicht genau

differenziert werden kann, welcher Schritt der in dieser Arbeit dargestellten
Thrombozyten-Endothel-Interaktion durch das S1P vermittelt wird. Um relativ in
vivo- nahe Bedingungen darzustellen, wurde in dieser Arbeit Vollblut (Plasma)
anstelle von Plattchenreichem Plasma (PRP) verwendet. Vor allem die Margination
der Thrombozyten an die GefalRwand, die dadurch entsteht, dass die im Vollblut

vorhandenen Erythrozyten Thrombozyten an die GefalRwand drangen, ist von
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grol3er Bedeutung fur die Thrombozyten-Endothel-Interaktion (132). Aus mehreren
Studien ist bekannt, dass Thrombozyten nicht nur an verletzte GefalRareale
adharieren, sondern auch mit dem intakten, jedoch aktivierten Endothel
interagieren. Initial kommt es zu einem Anheften (,fethering) der Zellen mit
anschlieBendem Rollen (,rolling“) dieser Uber das Endothel und zum Schluss zu
einer festen Adhasion der Thrombozyten an die GefalRwand (16). Das initiale Rolling
der Thrombozyten wird Uber die Selektine vermittelt. Frenette et al. konnten sowohl
in Arteriolen als auch in Venolen ein P-Selektin abhangiges Rolling der
Thrombozyten bei inflammatorischen Prozessen zeigen (133, 134). Fir die feste
Adhasion hingegen sind die Integrine zustandig, bei der vor allem den Bs-Integrinen
(amBs und avBs) eine besondere Rolle zugeschrieben wird (135, 136).
Demgegenuber zeigten Kandoga et al. in einem Ischamie-/Reperfusions-Modell in
der Leber der Maus, dass endotheliales P-Selektin sowohl Einfluss auf das Rollen
als auch auf die feste Adhasion der Thrombozyten in Arteriolen und Venolen nimmt
(137). Wir konnten zeigen, dass die Stimulation der Endothelzellen mit S1P eine
Hochregulierung der P-Selektin Oberflachenexpression bewirkt. Uber das P-
Selektin kdnnte S1P auf den initialen Kontakt zwischen Thrombozyten und dem
Endothel Einfluss nehmen. Es ist moglich, dass durch das starker exprimierte P-
Selektin auf den Endothelzellen, mehr Thrombozyten auf dem Endothel rollen und
anschlielend Uber eine verminderte FlieRgeschwindigkeit des Thrombozyten die
weitere Adhasion und Aggregation ermoglichen. Ob S1P nur Einfluss auf das Rollen
nimmt oder auch die Adhasion direkt beeinflusst, ist in dem bei dieser Arbeit
verwendeten Versuchsmodell nicht sicher zu klaren, da in dieser Arbeit, die
Thrombozyten-Endothel-Interaktion nach Anlegen eines Blutflusses fur 10 min und
anschlieBendem Waschschritt betrachtet wird. Um diese Fragestellung genauer zu
klaren, musste die  Thrombozyten-Endothel-Interaktion = wahrend des
Flussvorganges genauer beobachtet werden. Hierbei ware die Frage zu klaren, ob

es verglichen zur Kontrolle initial zu einem starkeren Thrombozytenrolling kommt.
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Ausblick

Die Wirkung von S1P auf das kardiovaskulare System ist sehr komplex. Es
beeinflusst nicht nur die Atherosklerose, sondern auch die Koagulation. Da die funf
S1P-Rezeptoren auf verschiedenen Zellarten unterschiedlich stark exprimiert
werden, weist das S1P verschiedene teilweise entgegengesetzte Wirkungen auf.
Diese Tatsache macht die Forschung um das S1P sehr schwierig. Weitere
Grundlagenforschung zur Aufklarung der zugrundeliegenden Mechanismen und
Signalwege ist notig. Ziel ist es neue Therapieansatze bei der Pravention der
Atherosklerose und seiner Folgeerkrankungen zu finden. Méglich waren spezifische
Modulatoren der Sphingosinkinase, S1P-Phosphatase und S1P-Lyase, um somit
die Konzentration des bioaktiven S1P zu beeinflussen. Denkbar ware auch die
medikamentése = Anwendung von  S1P-Rezeptoragonisten und  S1P-
Rezeptorantagonisten um gezielt bestimmte Signalwege zu beeinflussen. Das
Sphingosin-1-phosphat-Analogon Fingolimod  (FTY-720) zum Beispiel kommt
bereits bei dem Krankheitsbild der Multiplen Sklerose zur Anwendung (138).

Wir konnten zeigen, dass S1P konzentrationsabhangig die Thrombozyten-
Endothelzellinteraktion beeinflusst. So fuhrt S1P in pyhsiologisch relevanter
Konzentration zu einer Erniedrigung der Thrombozytenadhasion, wohingegen S1P
in hoherer Konzentration die Thrombozytenadhasion erhoht. Vor dem Hintergrund
der Pravention ware es sinnvoll hdhere S1P-Konzentrationen im Organismus zu

vermeiden.
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