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Referat

Saphylococcus aureus ist ein haufiger Infektionserreger beim Menscheder auch
lebensbedrohliche Krankheiten auslésen kann. Dgpielen auch Thrombozyten eine nicht
unbedeutende Rolle.

Diese Arbeit hat zum Ziel, Wirkung und molekulareedhanismen des porenbildenden
Toxins @-Hamolysin), einem wichtigen Virulenzfaktor, vd®aphylococcus aureus bei der
Thrombozytenaktivierung und —aggregation zu charéieren.

Seit 2010 ist bekannt, dass die membrangebundesat&jrin-and-Metalloprotease 10
(ADAM10) als hochaffine Bindungsstelle fir das Tiokn Epithelzellen dient. Dies konnten wir
auch fur Thrombozyten zeigen. Da in humanen Thrayiem eine Deletion von ADAM10
nicht moglich ist, wurden Mausethrombozyten untelnsuDie Bindung an ADAM10 kdnnte im
Unterschied zu anderen Kalziumionophoren zur Aktivhg von Signhalwegen flhren, die
zudem durch Assoziation von ADAM1&;Toxin und Integrinen entstehen.

Alpha-Toxin bewirkt eine Aktivierung der Tyrosinkiee Src, der stressinduzierten
MAPKinasen p38 und JNK1/2 und der Proteinkinas8d.der Proteintyrosinphosphorylierung
einer Vielzahl von Proteinen, konnte ein Phosphimmmomit der apparenten Molmasse von
27kDa, als Apolipoprotein Al identifiziert werden.

Src, die haufigste zelluldre Tyrosinkinase in Thibozyten, stand dabei im Mittelpunkt unserer
Untersuchungen. Nach Aktivierung der Thrombozytemckd o-Toxin wird Src durch die
Kalzium-abhangige Protease Calpain degradiert uankdemnach durch Reduktion der
Konzentration von extrazellularem Kalzium oder durden Calpaininhibitor Calpeptin
gehemmt werden.

Inhibitoren der Familie der Src-Kinasen wie PP12 PRU6656 und Dasatinib hemmen die
Toxin-induzierte Aktivierung der stressinduziertttAPKinasen p38 und JNK1/2 und die
Tyrosinphosphorylierung. Der Tyrosinphosphoryligguginer Reihe von Proteinen folgt eine
rasche, nahezu vollstandige Dephosphorylierungclddie Phosphataseinhibitoren Okadaséaure
und Natriumorthovanadat wird diese Dephosphorytigruerzégert, wahrend Ciclosporin A die
Phosphorylierung hemmt. Die  Anderungen der Tyrdsasphorylierung und
-dephosphorylierung korrelieren unterschiedlich aeitn Aggregationsverlauf.

Die Daten dieser Arbeit leisten einen ersten wigii Beitrag zum Verstandnis der Wirkungen
von a-Toxin aus Saphylococcus aureus auf gut charakterisierte Signalwege in humanen
Thrombozyten;  Mdoglichkeiten  fir  eine  pharmakolobisc Beeinflussung  der

Thrombozytenaktivierung duraiToxin werden aufgezeigt.

Vogel, Katrin: Einfluss von Staphylococcus aureusToxin auf die Funktion und
Signaltransduktion humaner Thrombozyten. HallevUmied. Fak., Diss., 80 Seiten, 2014
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1. Einleitung

In den letzten Jahren hat die Haufigkeit von lebedsohlichen kardiovaskularen Infektionen
besonders in Verbindung mit resistenten Keimen zogemen. Diese Infektionen kdnnen durch
unterschiedlichste Bakterien, Pilze und Parasitgndrgerufen werden. Zunehmend deutet sich
eine entscheidende Rolle fur die Wechselwirkung vBakterien mit menschlichen
Thrombozyten in der Pathogenese von kardiovaskul@ifektionen an (Fitzgerald et al., 2006).
Interessanterweise scheint die Pathogenese nictdaanVorhandensein intakter Bakterien
gebunden zu sein. Vielmehr kdnnen auch bakterekmierte Toxine Infektionen hervorrufen.
Bakterielle Toxine lassen sich in Endo- und Exatexinterteilen.

Endotoxine, wie das Lipopolysaccharid Gram-negatBakterien, werden bei der Zellteilung
oder der Zerstorung des bakteriellen Erregersuindi aktivieren Monozyten und Makrophagen
zur Produktion von proinflamatorischen Mediatorgrie Interleukine und TNFe (Osterud,
2003).

Die zweite Gruppe bilden die Exotoxine, zu denels daten beschriebeneToxin von

Staphyl ococcus aureus gehort.

1.1. Staphylococcus aureust-Toxin

Das grampositive Bakteriur@aphylococcus aureus (S aureus) tritt zum einen zeitweilig als
ein harmloser Besiedler von Haut und Nasenschlaiteimdbei einem Drittel der Bevolkerung
auf (John, 2009). Zum anderen ist er auch ein weddier Krankenhauskeim, der
lebensbedrohliche Krankheiten verursachen kann d&iaoergh et al., 1999). So verursacht
Staphylococcus aureus ca. 70% aller Wundinfektionen, ca. 10% aller Pnewien und ca. 30 %
der auftretenden lebensbedrohlichen Infektionen Etelokarditis und Sepsis (Gatermann,
2012). Die durch Staphylococcus-Infektionen ausgeld Erkrankungen sind durch eine
modifizierte Thrombozytenfunktion charakterisietie fur die Bildung von Thromben, eine
gestorte Mikrozirkulation und multiples Organversag verbunden mit einer erhéhten
Morbiditat und Mortalitat, verantwortlich ist (LowL998).

Die Pathogenitat voBtaphylococcus aureus wird durch seine Fahigkeit bestimmt, eine Vielzahl
von verschiedenen Exotoxinen (Hemolysine, EnteiotxLeukocidine) und Exoenzymen
(Coagulase, Proteasen, Kinasen, Lyasen) zu bilden.

Ein wichtiger Virulenzfaktor vorS. aureus ist a-Toxin, auch alsa-Hemolysin bezeichnet.
Alpha-Toxin ist ein 34kDa grof3es Polypeptid, das whsserldsliches Monomer mit einer
Lange von 293 Aminosauren freigesetzt wird (Patel ak, 1987). Die Bindung an
Zelloberflachen fuhrt zur Oligomerisation und Bitdueiner ringférmigen Transmembranpore
mit einem Durchmesser von 1-2 nm. Die gebildetdntréelektive Transmembranpore ist fur

anorganische Kationen und kleine Molekile wie AT# LADP durchléassig (Gouaux et al.,

-1 -



1998; Bhakdi et al., 2005). In humanen Thrombozyt@hrt der a-Toxin-induzierte
Kalziumeinstrom zur Aggregation und zur Sekretiom Wlattchenfaktor 4 und Faktor V aws
Granula (Bhakdi et al., 1991). Dartber hinaus komesitzur Bildung von Mediatoren wie
Thromboxan A2 (TxA2) und Prostaglandi($ibelius et al., 2000).

Die Bildung der Transmembranpore mit nachfolgendenenstromen und sekundéarer
Signalkaskaden gilt als Hauptwirkmechanismus weiToxin. Dabei sind verschiedene
Zelltypen in Abhangigkeit von der Spezies untersdlch stark betroffen. Im Menschen sind
mehrere Zelltypen einschlieBBlich Keratinozyten (&alet al., 1993), Endothelzellen
(Grimminger et al., 1997) und Blutzellen wie Montay (Bhakdi et al., 1989) und
Thrombozyten (Bhakdi et al., 2005) betroffen.

1.2. Humane Thrombozyten

Thrombozyten sind kernlose, diskoidale Zellen mihee GréRe von 2-5um, die durch
Abschniirung aus Megakaryozyten gebildet werden.sBielen eine entscheidende Rolle bei
der primaren arteriellen Hamostase und nachfolgefdeombusbildung, hervorgerufen durch
Agonisten wie Kollagen, von-Willebrand-Faktor (VW)d Thrombin.

Die durch primare Agonisten wie Kollagen oder Thbim ausgeltste
Thrombozytenaktivierung filhrt zu einer raschen Forderung der Thrombozyten (shape
change) und ist mit Bildung und Freisetzung voniddierivaten wie Thromboxan ,ATxA,)
und nachfolgender Sekretion von proaggregatorisddediatoren, wie Serotonin und den
Adeninnukleotide Adenosin 5'-triphosphate (ATP) ufdenosin 5'-diphosphate (ADP) aus
dichten Granula verbunden. In den dichte Granutesbiet ein leicht saurer pH-Wert (pH 6,1)
vor und sie enthalten lonen wie Kalzium, Magnesum Pyrophosphate (Reed, 2007). lhren
Namen haben sie auf Grund ihrer hohen Dichte inktElaenmikroskop. Neben den dichten
Granula besitzen Thrombozyten weitere Granulatypebranula und Lysosomen. Wahread
und dichte Granula ausschlieR3lich in Thrombozyterkemmen, sind Lysosomen ubiquitar
verbreitet. Die a-Granula haben einen Durchmesser von 200-500nm sind mit
durchschnittlich 80 Stuick pro Thrombozyt am hauégsvorhanden (Harrison et al., 1996).
Granula enthalten verschiedene Adhéasionsmolekuie, won-Willebrand-Faktor, P-Selektin
und Fibrinogen, Wachstumsfaktoren, Koagulationsfiakt und Chemokine. Die Lysosomen
enthalten saure Hydrolasen, Cathepsin D und E so®ié3 (Reed, 2007).

TxA, ist der wichtigste endogene Arachidonsduremetaboll hrombozyten. Arachidonsaure
wird durch die Prostaglandinsynthetase zu JIxfnetabolisiert. Dabei entsteht das
Prostaglandinendoperoxid P@Hvelches anschliel3end von der Thromboxansynthma3aA,
umgewandelt wird (Samuelsson, 1978). Fur 7x8t der Thromboxan- oder Prostanoid-
Rezeptor (TPo), ein Mitglied der Familie der G Protein-gekoppeltRezeptoren (GPCR), die
auf Thrombozyten vorherrschende Isoform (Habib let E999; Hirata et al., 1996). Der

-2-



Thromboxanrezeptora ist sowohl mit Gg- als auch mit G12/13-Proteineekappelt
(Offermanns et al., 1994).

Einmal freigesetzt, erzeugt Thromboxan, Atimulatorische Schleifen, indem es den
Thromboxanrezeptar auf den Thrombozyten aktiviert und dadurch zuidéteung von ADP
aus dichten Granula fuhrt, was einen wichtigen w4eksingsmechanismen fur die
Thrombozytenfunktionen darstellt (Arita et al., 999

Durch Thromboxanrezeptar-Antagonisten wie Ifetroban und SQ29548 (fir unsgtedien
verwendet) kann die Thrombozytenaggregation déutligermindert werden. Durch
Untersuchungen an Mausen die keinen Thromboxarni@mzegxprimieren, konnte gezeigt
werden, dass die Blutungszeit von TP-deletiertemidda verlangert ist (Thomas et al., 1998),
was die wichtige Funktion von Thromboxan #nd des Thromboxanrezeptobelegt.

ADP, der erste bekannte Thrombozytenagonist mitriger apparenter Molmasse, ist ein
schwacher Agonist. Als solcher induziert ADP indnigen Konzentrationen nur den Shape
Change und eine reversible Aggregation. Erst inehgiin Konzentrationen kommt es auch zur
irreversiblen Aggregation. Obwohl ADP selbst nun schwacher Agonist ist, nimmt es eine
zentrale Rolle in der Thrombozytenfunktion ein, el die Reaktion der Thrombozyten auf
andere Stimuli amplifiziert und die gebildeten Aegate stabilisiert. Auf der
Thrombozytenoberflache werden zwei Rezeptoren fDIPAexprimiert. Zum einen der Gg-
gekoppelte P2Y1-Rezeptor, der einen Mobilisieruran Kalzium aus internen Speichern
vermittelt, den Shape Change bewirkt und die sdébnedversible Aggregation, und zum
anderen der Gi-gekoppelte P2Y12-Rezeptor, der dlenjlatcyclase inhibiert und weitere
Signalkaskaden im Thrombozyten verstérkt. Beide -R2Yeptoren zeigen den klassischen
Aufbau eines G-Protein gekoppelten Rezeptors negbesi transmembrandren Doménen
(Hechler und Gachet, 2011).

Adrenalin wirkt hauptsachlich Uber den,s-Adrenozeptor, der ebenfalls mit einem
inhibitorischen G-Protein, Gz, koppelt (Yang et @000). Adrenalin potenziert in Gegenwart
anderer Agonisten die Aktivierung und Aggregatiamvlhrombozyten, aber eine alleinige
Stimulation mit Adrenalin bewirkt keine Aktivierun@.anza et al., 1988; Steen et al., 1993).
Thrombozyten von Patienten, die auf Adrenalinstatiah keine Reaktion zeigen, so genannte
~Epinephrine-nonresponders”, reagieren nur vermindauf ADP-Stimulation. Dies weist
darauf hin, dass sich degs-Adrenozeptor und der P2Y12-Rezeptor intrazellulBignalwege
teilen (Nakahashi et al., 2001).



1.3. Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteien in humanen
Thrombozyten

In Thrombozyten sind zahlreiche Proteine an Serififreonin- und Tyrosinresten
phosphoryliert. Durch Aktivierung und InhibierunggerdThrombozyten kommt es zu einer
zusatzlichen und/oder vermehrten PhosphorylieromgesDephosphorylierung von Proteinen.
Phosphorylierung von Proteinen an Tyrosinresteny(edinphosphorylierung) ist fir die
Signaltransduktion in humanen Thrombozyten von diegender Bedeutung (Jackson et al.,
1996; Presek und Martinson 1997). In Folge der @ation durchlaufen Thrombozyten
funktionelle Veranderungen, die von unterschiedliithSignalwegen abhéngig sind. In
Thrombin-stimulierten Thrombozyten wird die Tyrgsosphorylierung von Proteinen im
apparenten Molmassenbereich zwischen 27 und 17@kDRaitlich unterschiedlichen Wellen
beobachtet (Falker et al., 2005; Ferrel und Marti®88). Dartber hinaus wird die
Phosphorylierung einer Reihe von Proteinen durchtsjde-in“-Signale des Glykoprotein
lIbllla-Komplexes reguliert (Ferrel und Martin 198%/on Falker et al. (2005) konnte gezeigt
werden, dass Thrombin, Uber seinen Gg-gekoppekzeRor, durch Freisetzung von ADP aus
den dichten Granula und der folgenden Aktivierurey gurinergen Rezeptoren P2Y1 und
P2Y12 die Phosphorylierung Proteine mit Molmassen 27, 29, 31, 34 und 39kDa an
Tyrosinresten induziert.

Ergebnisse von vielen Arbeitsgruppen, teilweise cdurdie Nutzung von natdrlich
vorkommenden und synthetischen PTK-Inhibitorenfetie geniigend Beweise um eine
wichtige Rolle fur die Phosphorylierung von Pro&iran Tyrosinresten zu postulieren (Presek
und Martinson 1997). Das Niveau der Tyrosinphosgi@ungen ist durch Protein-Tyrosin-
Kinasen und Protein-Tyrosin-Phosphatasen reglladkson et al., 1996).

Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Preteian Tyrosinresten sind durch die
gegensatzlichen Funktionen von Protein-Tyrosin-Kamund Protein-Tyrosin-Phosphatasen im
Gleichgewicht, so dass beide Enzymklassen fir dignaBransduktion gleichermalRen
bedeutsam sind (Burke et al., 1998).

In Thrombozyten wurden verschiedene Protein-Tyr8$insphatasen, wie PTB1B, SHP-1 und
SHP-2, identifiziert (Jackson et al., 1996). Diédsosphatasen sind an der Regulation einer
Vielzahl von Zellfunktionen beteiligt (Burke et al1998). So sind Protein-Tyrosin-
Phosphatasen fir den Phosphorylierungsstatus n&/elimeidung einer Frihaktivierung in
ruhenden Thrombozyten verantwortlich. Durch die iviktung von PTB1B, durch PKC-
abhéngige Phosphorylierung an Serinresten, wird Riigtein-Tyrosin-Kinase Src an dem
Tyrosinrest 527 dephosphoryliert und dadurch agtiviJackson et al., 1996).



1.4. Src

Humane Thrombozyten enthalten grolle Mengen von t-Rebeptor-gekoppelten
Proteintyrosinkinasen (PTK). Dazu gehdren 7 Mitdgieder Familie der Src-Kinasen, namlich
Fgr, Fyn, Hck, Lck, Lyn, Src und Yes, unter denefrc, die am meisten exprimierte und am
besten untersuchte PTK ist (Presek und Martins@7;18tenberg et al., 1997). Die Mitglieder
der Familie der Src-Kinasen sind strukturell engwandt und werden durch &hnliche
Mechanismen in ihren Funktionen reguliert. Die Ricase besteht aus mehreren funktionellen
Domaénen, der N-terminalen Doméne, den beiden gaptddnden Doméanen SH2 und SH3, der
katalytischen Untereinheit und der C-terminalergutatorischen Region. Die N-terminale
Domaéne ist verantwortlich flr die spezifische latdion mit Rezeptoren und umfasst die
Bindungsstellen fur Proteinkinase C (PKC) (Totosyad Mizenina, 2000).

In ruhenden Thrombozyten liegt Src groRtenteilss@iner inaktiven Form vor, die durch
intramolekulare Interaktion zwischen der SH2-Domamal der C-teriminalen Region mit
phosphoryliertem Tyrosin-527, sowie zwischen SH3v2oe und dem N-Terminus der
katalytischen Untereinheit zustande kommt (Totosyand Mizenina, 2000). Die
Phosphorylierung von Tyrosin-527 durch die cytoplassche Kinase Csk inhibiert die
Kinaseaktivitdt von Src zu nahezu 100% (Totosyam Wizenina, 2000). Wahrend der
Thrombozytenaktivierung wird die Protein-TyrosineBphatase 1B aktiviert und Tyrosin-527
dephosphoryliert. Durch die Dephosphorylierung vogrosin-527 verbunden mit der
Phosphorylierung des Tyrosinresten 416 in der Wasahen Untereinheit wird Src aktiviert
(Bjorge et al., 2000).

Durch Phosphorylierung an Tyrosin-416, der wichiigosition fur die Autophosphorylierung
wird die enzymatische Aktivitat erhoht (Reuter ef 8990). Aktiviertes Src besitzt eine hdhere
Affinitat zu seinen Substraten (Liebenhoff et &093) und es kommt zur Translokation von der
Plasmamembran in das Zytoskelett (Horvath et &92). Ausserdem wird Src durch die
Kalzium-abhangige Cysteinprotease Calpain gespdidsta et al.,, 1993), wodurch ebenfalls
seine Kinaseaktivitat verandert wird.

Die onkogene Form der Src-Kinase (v-Src), die datad Rous Sarcoma Virus kodiert wird, ist
die konstitutiv aktive Form des c-Src. Das virate gerflgt nicht Uber die C-terminale Region
mit dem inhibitorisch wirkenden Tyrosin-527 (Coog¢ml., 1986). Aus Zellkulturexperimenten
ist bekannt, dass die Uberexpression von v-Srdrer gerstarkten Aktivierung der c-Jun NH2-
terminalen Kinase (JNK), einem Mitglied der Famdier MAPKinasen, fuhrt (Xie et al., 1995).



1.5. MAPKinasen

Humane Thrombozyten enthalten mehrere Mitglieder Bamilie der mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK): p38 MAPkinase (Kramer ef #095), JNK1 und JNK2 (c-Jun amino-
terminal kinase 1 und 2) ( (Bugaud et al., 199RKE und ERK 2 (extracellular signal-
regulated kinases 1 und 2) (Papkoff et al., 1994).

Die MAPKinasen sind eine Familie von ubiquitar vesteten Serin-Threonin-Kinasen
(Rossomando et al., 1989), deren Beteiligung afewi€-unktionen der Saugetierzelle wie
Zellproliferation und Differenzierung, Zellbewegungsenexpression und Zelluberleben,
wahrend der letzten Jahrzehnte entdeckt wurde.iNEbektionen im Zellkernkern, beeinflusst
die Aktivierung der MAPKinasen Strukturen in der llB®mbran, dem Zytosol, dem
Zytoskelett sowie den in Mitochondrien (Geest gt2009).

Wahrend der Thrombozytenaktivierung durch primakgonisten wie Thrombin und Kollagen
werden die Mitglieder der Familie der MAPKinasenogphoryliert. Die Aktivierung der
MAPKinasen erfolgt durch extrazellulare Stimuli @bkiganden gesteuerte lonenkanéle,
Rezeptortyrosinkinasen (RTK), oder durch G Protgheppelte Rezeptoren (GPCRs), die alle
zur Aktivierung verschiedener Proteinkinasekaskddbren (Adam et al. 2008).

Die Aktivierung der MAPKinasen erfordert eine dudkmosphorylierung zuerst an einem
Tyrosin- und anschlielend an einem Threoninres, ddirch eine Aminosdure (Thr-X-Tyr)
getrennt sind (Payne et al, 1991). Das dual phogpéde Protein gilt als aktives Enzym
(Pearson et al, 2001).

Die ERK-Kaskade kann durch Thrombin oder Kollagdtiveert werden. Jede Klasse von
MAPKinasen wird durch eine bestimmte Kinasekaskadwiert. Die Aktivierung von ERK1/2
erfolgt tber einen Phosphorylierung durch MEK1/2ARK/ERK Kinase) (Geest et al, 2009),
ist aber auch von der Proteinkinase C (PKC) ablgaggadal-Wollbold et al, 2002). Eine
wichtige Rolle fur ERK2 wurde bei der Adhasion whel Thrombozytenspreizung beobachtet
(Mazharian et al 2007). Mit niedrigen Konzentraéonvon Kollagen oder Thrombin ist ERK2
an der Aggregation beteiligt (Falker et al, 2004iter diesen Bedingungen beeinflusst ERK2
die Sekretion und Aktivierung der Myosin-Light-Chdinase (Roger et al, 2004).

Zu der Gruppe der stressinduzierten Proteinkinaserhrombozyten gehéren p38, die JNK-
Isoformen JNK1 (46kDa) und JNK2 (55kDa), die auchapoptotischen Vorgangen beteiligt
sind (Chen et al, 1998; Verheij et al, 1996). DiaRKinase p38 wird nach Aktivierung von
den MAPKinase Kinasen 3 und 6 phosphoryliert. Dakabnteste Substrat von p38 ist die
Phospholipase A(Kramer et al, 1995), die an der Aggregation untedrigen Konzentrationen
von Kollagen oder von-Willebrand-Faktor beteiligt {Saklatvala et al, 1996). p38 ist auch an
der Freisetzung von Arachidonsaure zur SyntheseTwa# beteiligt (Cannobio et al, 2004).
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Von Begonja et al. (2007) wurde gezeigt, dass [i8&lie Adhasion an einer Kollagenmatrix
erforderlich ist.

Im Gegensatz zu ERK2 und p38 ist relativ wenig idherAktivierung und die Rolle von JNK1
und JNK1/2 in Thrombozyten bekannt (Adam et al,800ie Signalkaskade von JNK1/2 kann
durch verschiedene Stressfaktoren (UV-Strahlungizetli Rontgenstrahlung, osmotischer
Schock), Cytokine (TNFeund Interleukin-1) und schwach durch Wachstumstakt aktiviert
werden (Guo et al, 1998; Tokiwa et al, 1996). Imeshlichen Thrombozyten wird die JNK1-
Isoform durch Thrombin (Bugaud et al, 1999), vWer{§ et al, 2000) und Kollagen (Kauskot
et al, 2007) aktiviert. Diese Stimuli fuhren zurtderung der MAPKinase Kinasen 4 und 7
(MKK4, MKK?7), die eine Aktivierung der JNK-Isofornmebewirken (Geest et al, 2009).
Daruber hinaus werden die beiden MAPKinasen JNKA ERK2 durch GPIlIbllla-Aktivierung
negativ reguliert (Bugaud et al, 1999). Fruheredigtu mit Hemmstoffen aller JNK-Isoformen
(JNK1, JNK1/2, JNK3) deuten auf eine Funktion ddKdsoformen bei Adhasion, Sekretion
und Thrombusbildung hin (Adam et al, 2010).

2. Zielsetzung

Die Wirkung des Gram-positiven Pathoge®aphyl ococcus aureus auf Thrombozyten wurde
bisher zumeist als Folge eines direkten KontaktsREkteriums mit Thrombozyten angesehen
(Fitzgerald et al, 2006). Dabei konnte bereits 8tgel und Cohen (1964) gezeigt werden, dass
auch o-Toxin, ein wichtiger Virulenzfaktor de&. aureus, zur Aktivierung von humanen
Thrombozyten flhrt.

In dieser Arbeit sollten daher Wirkung und molekaldechanismen des Membranporen-
bildendena-Toxins auf Signalwege in humanen Thrombozyten rsatsht werden, Uber die
wenig bekannt ist:

1. Die membrangebundene Disintegrin-and-Metallopreted® (ADAM10) dient als
hochaffine Bindungsstelle flm-Toxin auf Epithelzellen. Dies sollte auch fir
Thrombozyten geprift werden.

2. Von Interesse waren Anderungen der Phosphorylietnmy Dephosphorylierung von
Proteinen an Tyrosinresten. Hierbei wurde der Faafsdie Tyrosinphosphorylierung
eines Proteins von 27kDa und der Tyrosinkinaseg€richtet.

3. Zur Bedeutung der Familie der Src-Kinasen flradiBoxin-abhangige Aggregation und
Aktivierung der stressinduzierten MAPKinasen p3&l WiNK1/2 wurden Wirkungen
der Inhibitoren PP1, PP2, SU6656 und Dasatinibrantdt. Dartiber hinaus wurde der
Einfluss des TxA-Rezeptors auf die-Toxin-abhangige Thrombozytenaggregation und
Aktivierung von p38 und JNK1/2 analysiert.

4. Nach Aktivierung der Thrombozyten mit-Toxin sollten auch andere wichtige

Signalmolekile wie die Protease Calpain und digerkinase B untersucht werden.
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3. Material

3.1. Chemikalien

Substanz

Acrylamid (Rotiphorese Gel 30)
Ammoniumpersulfat (APS)
Rinderserumalbumin, Fraktion V (BSA)
Kalziumchlorid (CaG)
Citronensaure-Monohydrat
Coomassie Brilliant Blau R250
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsaure

Ethanol

D(+)-Glukose (Dextrose)

Glycin

Gyzerin

HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-
N’-2-ethyan-sulfonsaure)
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Magermilchpulver

Methanol

Magnesiumchlorid (MgG)
B-Mercaptoethanol
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO
Dinatriumhydrogenphosphat (béPOy)
Natriumdihydrogenphosphat (NaP{Oy)
Natriumhydroxid (NaOH)
Ovalalbumin

Page Ruler Prestaind Protein Ladder

PBS (phosphate bufferd saline), ohné"Ciig®*

Bezugsquelle
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Miech

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstad
Roth, Karlsruhe

Sigma, Minchen
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Roth, Karlseu

Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Thermo Ers8hientific,

Schwerte
Biochrom AG, Berlin



Ponceau S (3-hydroxy-4-[2-sulfo-4- (4-sulfo-pheaga

phenylazo]-2,7-naphtalen-disulfonsaure)
Salzséaure (rauchend, 37%)

SDS (Dodecylsulfate Natrium-Salz)

TEMED (N, N, N°, N'-tetramethylethylen-diamin)
Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Tween-20 (Polyoxyethylenesorbitan monolaurat)

Harnstoff

3.2. Agonisten

Substanz

a-Toxin (a-Hemolysin) vonSaphyl ococcus aureus
ADP (Adenosin 5’-Diphosphat)
Kalziumionophore A23187 (Calcimycin)
Adrenalin (Epinephrin)

Kollagen

Thrombin, bovines

3.3. Antagonisten und Inhibitoren
Substanz

Apyrase, grade lll, from potato
Akt-Inhibitor XVII (SC-66)
Calpepetin

Dasatinib (BMS-35482)
Hirudin

PP1

PP2

PP2

SQ29548

SU6656

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt
Serva, Héoday
gana, Minchen
Roth,&auhe
ngigMinchen
Roth, Karlsruhe

Bezugsquelle

Sigma, Minchen

Roche, Penzberg
Sigma, Mieah
Sigma, Minchen
Nycomed,Ismaning

Sigma, Miinchen

Bezugsquelle
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Loxo, Dossenheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg

Sigma, Miinchen



3.4. Antikorper

3.4.1. Primare Antikorper

Substanz

Anti-ACTIVE JNK, polyklonaler
Kaninchen-Antikorper

Anti-Phosphotyrosin, monoklonaler
Maus-Antikdrper, Klon 4G10,

Anti-RAN, monoklonaler

Maus-Antikdrper

Anti-v-Src (AB-1), monoklonaler
Maus-Antikdrper mAb 327

Phospho-Akt Substrat (110B7E) monoklonaler
Kaninchen-Antikorper

Phospho-p38 MAPK (28B10), ), monoklonaler
Maus-Antikorper

Phospho-p44/p42 MAPK (E10), monoklonaler
Maus-Antikorper

Phospho-Src Family (Tyr 416), polyklonaler

Kaninchen-Antikorper

3.4.2. Sekundéare Antikdrper
Substanz

Anti-Maus-Antikérper vom Kaninchen
(HRP-konjugiert, monoklonal)
Anti-Kaninchen-Antikérper vom Schwein

(HRP-konjugiert, monoklonal)

3.4.3. Antikorper fur Durchflusszytometrie

Substanz

Bezugsquelle

Promega, Mannheim

Upstate Bitigology
Biomol, Hamburg
BD Biosciences, Heidelpe

Merck, Darmstadt

CigJh8ling Technology,
(NEB Frankfurt)

Cedjr&giling Technology,
(NEB Frankfurt)

Celingighg Technology,
(NEB Frankfurt)

Catirsaling Technology,
(NEB Frankfurt)

Bezugsquelle

Sigma, Muech

Sigma, Mtea

Bezugsquelle

PAC-1, Fluorescinisothyocyanat (FITC) konjugiert
Anti- human CD62P, Phycoerythrin (PE) konjugiert

D Biosciences, Heidelberg

Biascience, Frankfurt
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3.5. Gerate und Materialien

Gerate und Materialien Bezugsquelle
Aggregometer (Platelet aggregation profiler PAP 8) Mdolab, Langenfeld

Biofufe fresco Heraeus (Kendro), Hanau
Biofuge primo Heraeus (Kendro), Hanau

Blotkammer (Mini-Trans-Blot-Elektrophoresekamm@iprad, Minchen

Densitometer GS 800 und Quantity OneR Software ordsi, Minchen
Glaskuvetten, silikonisiert Mdlab, Langenfeld

Inolab pH720 (pH-Meter) WTW, Weilheim
Nitrozellulose (Protran; 0,45um) Schleicher @uthuell, Dassel
Cronex 5 Filmfolien (18 x 24cm) Agfa, MortselelBien
Thermomixer Eppendorf, Hamburg
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4, Methoden

4.1. Reinigung von humanen Thrombozyten

Zur Isolierung der Thrombozyten wird das Blut gesem freiwilliger Spender verwendet. Fur
die Blutentnahme bei gesunden Probanden und dazdtne liegt ein positives Votum der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Meattuther-Universitat Halle-Wittenberg
VOor.

Die Spender dirfen Uber einen Zeitraum von 2 Wocken der Blutentnahme keine
Medikamente eingenommen haben, welche die Thronbofynktion beeinflussen.
Insbesondere zahlen hierzu nicht-steroidale Artigistika (NSAID) wie Acetylsalicylsaure
(ASS), Ibuprofen und Diclofenac sowie selektivedsemin-Rickaufnahme-Inhibitoren (SSRI).
Die Thrombozytenisolierung wird nach der Methoden v@reinacher et. al (1991) bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Zur Vermeidung derddtaion wird sofort nach Entnahme
dem Blut ACD-A-L6sung (2,2% Tri-Natriumcitrat-Dihyat, 0,8% Citronensédure-Monohydrat,
2,5%a-D(+)-Glucose) im Verhaltnis 1:6 (v/v) zugesetztnplattchenreiches Plasma (PRP) zu
erhalten, wird das Vollblut in 13ml Zentrifugenréhen (Sarstedt, Numbrecht) transferiert und
bei 275 x g fur 20min zentrifugiert. Das PRP, diei@ Phase, wird vorsichtig abgenommen,
um Verunreinigungen mit Erythrozyten, Leukozyter Wranulozyten aus den unteren Phasen
zu vermeiden. Dem gewonnenen PRP wird pro 1ml 11A@D-A-LOsung zugesetzt.
AnschlieRend wird das PRP fiir 10min bei 800 x grifegiert und der Uberstand verworfen.
Das so aus 20ml Vollblut gewonnene Thrombozytemsedi wird in 4ml Waschpuffer
(137mM NacCl, 2,68mM KCI, 12mM NaHC0,36mM NaHPQO,, 10mM HEPES, 5,5mM:-
D(+)-Glucose, 1U/ml Apyrase, 1U/ml Hirudin, pH 6 /suspendiert und anschlieRend 20min
im Wasserbad inkubiert. Dem Puffer wird Apyraseeaeizt, um eine vorzeitige Aktivierung
der Thrombozyten durch freigesetztes ADP zu vedrimdDer Waschschritt wird ein weiteres
Mal wiederholt. Fur den 2. Waschschritt wird defffBuohne Hirudin verwendet, um in den
weiteren Experimenten die Hemmung von Thrombin lkiusirudin zu vermeiden. Nach der
Inkubation im Wasserbad folgt ein weiterer Zengydtionsschritt (10min bei 400 x g). Die
Resuspension der gereinigten Thrombyzyten erfalgtSuspensionspuffer (137mM NacCl,
2,68mM KCI, 12mM NaHC@ 0,36 mM NaHP(Q,, 10mM HEPES, 5,5mMi-D(+)-Glucose,
0,02U/ml Apyrase, 2mM Cagl 2mM MgChL, pH 7,4) ensprechend der gewiinschten

Thrombozytenzahl.
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4.2. Bestimmung der Zellzahl
Die gereinigten Thrombozyten werden im VerhaltnisOD mit Suspensionspuffer verdinnt.
Jeweils 10ul dieser Verdunnung werden in eine NeebZahlkammer pipettiert und die
Anzahl der Zellen mit Hilfe eines Phasenkontrastoskops in drei Kleinstquadraten gezahlt.
Die Thrombozytenzahl pro ml berechnet sich aus 8éttelwert der gezéhlten Zellen x 100
(Verdiinnungsfaktor) x 256000.

4.3. Aggregationsmessung

Die Aggregation der Thrombozyten wird nach der Meéthvon Born (1963) im Aggregometer
(Platelet Aggregation Profiler PAP8) gemessen. Kimzentration der Thrombozyten fur die
Aggregationsmessung betragt 3%Zllen pro ml. Um das Gerat auf den Nullwert zchenh,
wird Suspensionspuffer verwendet. Zur Durchfihrudgr Reaktion werden 225ul der
Thrombozytensuspension in silikonisierte Glaskigretinit je einem Magnetrihrer Gberflhrt.
Die Proben werden mit je 12,5ul spezifischen Reweptagonist, Inhibitor oder
Suspensionspuffer unter stdndigem Rihren (900r@nBB°C flur 5min vorinkubiert. Durch
Zugabe von ebenfalls 12,5ul eines Agonisten werdienThrombozyten aktiviert und das
Ausmald der Aggregation gemessen. Das Gesamtvollregagt 250ul. Das Ausmal der
Aggregation in Prozent wird indirekt als MalR derneimenden Lichtdurchlassigkeit

aufgezeichnet.

4.4. Stimulation der Thrombozyten zur Proteinanalyse mit dem Immuno-Blot-
Verfahren (Western Blot)
Fir die Stimulationsexperimente wird eine Thromlteaguspension mit 5xi@hrombozyten
pro ml hergestellt. Von der vorliegenden Suspensigrden 180ul in 2ml Eppendorf-
Reaktionsgefalle gegeben und jeweils mit 10ul Reemiagonist, Inhibitor oder
Suspensionspuffer fur 5min vorinkubiert und ansghéind mit 10ul Agonist versetzt. Die
Stimulation in einem Endvolumen von 200ul erfolgti (B7°C auf einem Thermomixer
(Eppendorf) unter stdndigem Rihren mit einem Stajdlchen bei 700rpm. Zu den im Text
angegebenen Zeiten wird die Reaktion durch Zugale50ul SDS-Probenpuffer (10% SDS
(wiv), 1,43M [3-Mercaptoethanol, 20% Glycin (w/v))92 0,625M Tris-HCL pH 6,8 (v/v), 6M
Harnstoff, Bromphenolblau ad lib) beendet und diebEn anschlieend fir 5min bei 95°C
erhitzt. Bis zur Verwendung in der SDS-Polyacryldgalelektrophorese und der Western-Blot-
Analytik kdnnen die Proben bei -80°C gelagert warde
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4.5. SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Bei der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese nach destidde urspriinglich von Laemmli in
Gegenwart von SDS (SDS-PAGE) werden alle Polypeptthes Proteingemisches durch
Erhitzen auf 95°C mit dem Detergenz Natrium-Dodselat (SDS) entfaltet, negativ geladen
und nachfolgend im Polyacrylamidgel nach ihren tred Molmassen aufgetrennt. Die
Elektrophorese erfolgt in vertikaler Richtung inrirrans-Elektrophoresekammern der Firma
Biorad, Miinchen. Dazu werden Gelelektrophoresekamyrdie mit Laufpuffer (25mM Tris,
200mM Glycin, 0,1% SDS (w/v)) gefullt sind, verwentd Die Auftrennung des
Proteingemisches erfolgt in 10%igen Trenngelen. Mékerproteinen werden die relativen
Molmassen der Proteine bestimmt. Dazu wird zumrewia selbst hergestelltes Gemisch aus
Makerproteinen mit folgender Zusammensetzung vedetnRinderserumalbumin (66kDA),
Katalase (60kDa), Ovalalbumin (45kDa), Carboanhselrg29kDa) und Trypsinogen (24kDa).
Zum anderen wird der kommerzielle Marker Page RBlesstaind Protein Ladder der Firma
Thermo Fischer Scientific, Schwerte, verwendet. Bliektrophorese wird gestoppt, wenn die
Front des Bromphenolbau-Farbstoffs vom SDS-Probféspaus dem Gel herausgelaufen ist.
Nachfolgend kann mit dem Gel eine Coomassie-Farbuaig-arbelésung (25% Isopropanol,
10% Essigsaure, 0,05% Coomassie-R250 (w/v)) dufahgewerden Um die Proteine im Gel
sichtbar zu machen, wird das Gel mit 10% Essigs&mtéirbt. Sollen die Proteine durch
Eletrotransfer auf eine Nitrocellulosemembran zummunochemischen Nachweis geblottet

werden, wird auf eine Farbung der Gele verzichtet.

4.6. Elekrophoretischer Transfer zum immunochemischen Nehweis (Western Blotting)

Im Anschluss an die SDS-Page werden die Poypepads den ungefarbten Gelen
elektrophoretisch  auf eine  Nitrocellulosemembran ertiagen  (,geblottet”) und
immunochemisch nachgewiesen. Fir jedes Gel werdee @réRenmassig passende
Nitrocellulosemembran und 6 passende Stlicke Fipégp zugeschnitten. Alle
Filterpapierbdgen und Nitrocellulosemembranen werdt Blotpuffer (20mM Tris, 300mM
Glycin, 20% (v/v) Methanol, 0,015% SDS (w/v)) befbtet und in eine vertikale Blotkammer
gepackt: Um ein optimales Blotergebnis zu erhalthirfen zwischen den einzelnen Lagen
keine Luftblasen eingeschlossen werden.

Die Elektrophorese wird bei einer konstanten Sttérke von 1,8mA pro cmGelflache im
Nass-Blot-Verfahren fir 3 Stunden bei 4°C durchpefiNach Beendigung der Elektrophorese
wird geprift, ob die aufgetrennten Proteine effektif die Membran transferiert worden sind.
Dies geschieht zum einen Uber eine Proteinfarbuegy @els und zum anderen Uber eine
Farbung der Membran mit Ponceau-Farbeldsung (0.686dau S (w/v), 5% Essigsaure (v/v)).
AnschlieRend wird die Membran mit TBS-T-Puffer €bufferd saline: 20mM Tris-HCI pH
8,0; 300mM NacCl und 0,1% (w/v) Tween 20) entfadur Verhinderung von unspezifischen
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Bindungen des Antikdrpers an die proteinfreien Zonger Membran, was zu einer
unspezifischen Nachweisreaktion fuhren wirde, wliel Membran mit 7,5ml Blockierlésung
(5% BSA (w/v) oder 5% MMP (w/v) in TBS-T) mindesgrine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dem Blocken wird die Membran inidsemindtigen Schritten gewaschen und
anschlieBend mit dem gewiinschten Antikorper beii#@3€ Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wird die Antikorperlosung dekamtidie Membran dreimal fur 5min bei
Raumtemperatur mit TBS-T-Puffer gewaschen und naitn dkorrespondierenden zweiten
Antikérper eine Stunde bei Raumtemperatur inkubi®&tach erneuten drei 10-minttigen
Waschschritten wird die Nitrocellulosemembran mihee Mischung aus ECL-Lésung 1
(2,5mM Luminol; 0,4mM p-Cumarinsaure) und ECL-L6gug (100mM Tris/HCL pH 8,5;
0,18%0 HO,) fur 1min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Beroxidase, die an den zweiten
Antikérper konjugiert ist, wird die Oxidation des uminols in Anwesenheit von
Wasserstoffperoxid katalysiert. Die ausgesendetbteémission wird auf Cronex 5 Filmfolien
(Agfa; Mortsel, Belgien) aufgezeichnet und durchvidokeln der Filmfolien sichtbar gemacht.
Die Intensitat der Phosphorylierungen wird innelhalnes linearen Bereichs von 0 bis 160
OD/mnt mit einem GS800 Densitometer (BioRad, Miinchen) entsprechender Software
(Quantity One®, BioRad) quantifiziert.

Von der Nitrocellulosemembran, die fir einen immehlmemischen Nachweis verwendet wurde,
konnen die Antikorper nach der ECL-Reaktion entfemerden, um die Membranen fir die
Kontrolle der Gesamtproteinmenge in den einzelnsobéh einzusetzen. Dafir werden die
Membranen 60min mit Stripping Buffer (60mM Tris/HGIH 6,8; 2% SDS; 1% R-
Mercaptoethanol) inkubiert und anschlieend 120+iB80nit TBS-T-Puffer gewaschen.

4.7. Durchflusszytometrie (FACS) mit humanen Thrombozyte

Das Grundprinzip der durchflusszytometrischen Atilalger Thrombozytenfunktion beruht auf
der Markierung von Adhasionsrezeptoren (GPIIblila)d aktivitdtsabhdngig exprimierten
Antigenen (P-Selektin) mit Fluorochrom-gekoppeltantikdrpern. Anschlieend wird der
Anteil antigen-positiver Thrombozyten vermessen uwpantifiziert (Ruf et al. 2007). Das
verwendete Protokoll folgt dabei den Richtliniem &&ropean Working Group on Clinical Cell
Analysis und der Deutschen Gesellschaft fur Thraseboind Hamostaseforschung (Schmitz et
al. 1998).

Fir die Messung wird die Thrombozytensuspension Ba§ x 16 Thrombozyten/ ml in
Suspensionspuffer eingestellt. Die Reaktion wir@nml Reaktionsgefalen bei 37°C und einem
Gesamtvolumen von 200ul durchgefiihrt. Zu den imtTamxgegebenen Zeiten wird die
Reaktion durch Zugabe von 100ul Stabilisierungsigsy0,2% Glyoxal (v/v), 0,05%
Formaldehyd (v/v), in phosphatgepufferter Salzl@gs(iPBS) pH 7,2) fixiert und fir 10min bei

Raumtemperatur  inkubiert.  AnschlieBend werden  50perdinnte,  stabilisierte
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Thrombozytensuspension in 12 x 75mm Ro6hrchen (RallBD Biosciences, Heidelberg)
transferiert. Diese enthalten 5ul PE-konjugiertdd6@P-Antikdrper (eBioscience, Frankfurt)
oder 5ul FITC-konjuierten PAC-1-Antikorper (BD Bmences, Heidelberg). Die Proben
werden 20min bei Raumtemperatur im Dunkeln markigrtl nach der Zugabe von 400ul
Verdunnungslésung (0,2% wi/v Glycin, PBS pH 7,2) #8C gelagert, bis sie innerhalb der
nachsten 24 Stunden analysiert werden. Bei EinfackieTung wird die

Thrombozytenpopulation durch Bestimmung der GroRd Werteilung im Vorwarts- und

Seitwartstreulicht identifiziert. Es werden pro Beo mindestens 10.000 Thrombozyten
gemessen. Aus den im Streulicht erhaltenen Messdaied das Thrombozyten-Cluster
eingegrenzt. Die eingegrenzten Thrombozyten wend@inem Dot-Plot-Diagramm dargestellt
und durch Einfigen eines Diskriminators wird derteélin antigenpositiver Thrombozyten
bestimmt. Der Diskriminator wird so gesetzt, dassder Negativkontrolle 95% der Messwerte

links des Diskriminators liegen.

4.8. Untersuchung mit Mausestrombozyten (Kooperation mitWurzburg)

Die Experimente mit den Ma&ausethrombozyten wurden Rudolf-Virchow-Zentrum der
Universitat Wirzburg in der Arbeitsgruppe von Pmérnhard Nieswandt durchgefihrt. Alle
Arbeitsschritte mit Ausnahme der Blutenthnahme aem detro-orbitaler Plexus der M&ause

wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Michael Popp randurchgefiihrt.

4.8.1 Isolierung von Mausethrombozyten

Dazu wurden Adam10 fl/fl, PF4-Cre Mause (Adam1pwerwendet (Hofmann et al. 2012).

Zur Gewinnung der Thrombozyten werden die Mauselsafluran betdubt und mittels einer
heparinisierten Glaskapillare 0,7-1ml Blut aus detro-orbitaler Plexus in ein Reaktionsgefaf
mit 300ul warmer ACD-Losung (2,5% Tri-Natriumcitfathydrat, 1,4% Citronensaure-
Monohydrat, 2,0%a-D(+)-Glucose) getropft. Im Anschluss werden 200pjirode-Puffer
(134mM NaCl, 2,9mM KCI, 12mM NaHC£0,34mM NaHPO,, 5 mM HEPES, 5mM.-D(+)-
Glucose, 0,35% BSA (w/v), 1ImM Mgglzugegeben und die Proben bei 400 x g fir 5min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Nach der Zetrifugativerden die obere Phase (PRP) und die
Mischschicht aus Leukozyten und Thrombozyten (bafigt) grof3ziigig abgenommen und mit
weiteren 200ul Tyrode-Puffer versetzt. Diese Susioen wird erneut bei 200 x g bei
Raumtemperatur fur 6min zentrifugiert. AnschlieBewidd der Uberstand (ca. 0,4-0,6ml) in
neue ReaktionsgefalRe mit 2ul Apyrase (10U/ml) unidPostacyclin (ImM) tberfihrt und fur
5min bei 1000 x g bei Raumtemperatur zentrifugiBer Uberstand wird verworfen und das
Thrombozytensediment in 1ml Tyrodepuffer, der zzigédt 2ul Apyrase (10U/ml) und 5pl
Prostacyclin (1mM) enthélt, resuspendiert. Die $aspn wird 10min bei 37°C inkubiert und

nochmals fur 5min bei 1000 x g bei Raumtempera@mtrfugiert Dieser Waschschritt wird
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einmal wiederholt. Das Thrombozytensediment wird Tiyirode-Puffer resuspendiert und auf

die gewiinschte Thrombozytenzahl eingestellt.

4.8.2.Aggregationsmessung der Mausethrombozyten

Die Funktionalitat der Mausethrombozyten wird m#teAggregationsmessung an einem
APACT 4- Aggregometer (Labor Fibrintimer, Ahrensipugemessen. Die Suspension wird mit
Tyrode-Puffer auf eine Thrombozytenzahl von B5x1fml eingestellt. 50ul dieser
Thrombozytensuspension werden mit 110ul TyrodedPutfer zusatzlich 2mM CaLénthalt,
und 10ul des Agonisten bei 37°C unter standigemr&uimkubiert. Die Aggregation wird als

Ausmalfd der zunehmenden Lichtdurchlassigkeit dagliiest

4.8.3.Durchflusszytometrie (FACS) mit Mausethrombozyten

Fur Messungen am Durchflusszytometer wird den Mau&®ul Blut mittels einer
heparinisierten Glaskapillare entnommen, in einkieasgefald mit 300ul Heparin Uberfihrt
und 1ml Tyrode-Puffer zugegeben. Anschlielend wemdie Proben fur 5min bei 1000 x g
zentrifugiert. Das Sediment wird in 1ml Tyrodepuffesuspendiert. Dieser Waschschritt wird
ein weiteres Mal wiederholt. Final wird das Sedimen750ul Tyrode-Puffer, der zusatzlich
2mM CaC} enthalt, resuspendiert. 50ul des gewaschenensBluteden zusammen mit 10ul
PE-konjugiertem anti-activellb33-Antikorper (4H5, JON/A), 10ul FITC-konjugiern anti-
pSelectin-Antikorper (5C8), 10ul FITC-konjugierteamti-ullb33-Antikorper (14A3), 10ul
FITC-konjugiertem anti-Glycoprotein V-Antikorper 4BI11) und 5ul Agonistenldsung 6min
bei 37°C und 6min bei Raumtemperatur inkubiert. Reaktion wird durch Zugabe von 500yl
PBS beendet und innerhalb der n&chsten 5 bis 1&nalysiert.

4.9. Statistische Analyse
Die statistische Auswertung der ermittelten Datdolgt mit GraphPad Prism 3.0 (GraphPad
Software, San Diego, USA). Angegeben ist der Mitezt der Daten + Standardabweichung
(SD). Die Signifikanzprufung erfolgt mittels geptear Student’s t-Test.
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5. Ergebnisse

5.1. Effekte von a-Toxin aus Staphylococcus aureuswuf die Aggregation humaner
Thrombozyten

Isolierte  menschliche Thrombozyten werden dur&msphylococcus aureus a-Toxin
konzentrationsabhangig aktiviert (Abb.1). Die hdehgerwendetar-Toxinkonzentration von
3ug/ml fahrt zu einer irreversiblen Aggregatione dnit der Aggregation, wie sie von starken
Thrombozytenagonisten wie Thrombin oder Kollagerusgacht wird, vergleichbar ist. Dabei
ist die maximale Antwort (34+5%) jedoch nur ungefdlalb so grol3 wie die mit 0,2U/ml
Thrombin (81+9%) beobachteten Antwort. Je niedrigex Toxinkonzentration desto mehr
verzdgert sich das Einsetzen der Aggregation: Miu@/mla-Toxin beginnt die Aggregation
ungefahr 2min nach der Zugabe des Toxins, wohingetie Aggregation mit 0,18ug/mi-
Toxin erst nach 3min einsetzt. Konzentrationen ddxins von 0,06pug/ml und weniger
fuhren nicht mehr zu einer Aggregation der Thronytenz.

0 R

- + 0.1 U/ml Thrombin
o\°
g *~ 3 ug/ml Kollagen
[
é 50 .~ 3,0 pg/ml a-Toxin
(]
g » 0,3 pg/ml a-Toxin
% //7 N 0,18 pg/ml a-Toxin
|

| ---------------------------------------------------------------------------- + 0,06 pg/ml a-Toxin

0O 100 200 300 400 500 600 700

Zeit (s)

Abbildung 1: a-Toxin-induzierte Aggregation humaner Thrombozyten

Isolierte humane Thrombozyten (3 x3&fl) wurden bei 37°C mit unterschiedlichen Konzatiemen vora-Toxin,
0,1U/ml Thrombin und 3ug/ml Kollagen unter Rihreimstiert. Die Aggregation wurde nach der Methoden vo
Born gemessen, wie im Abschnitt Material und Methmobdeschrieben. Die Kurven bilden die Lichttransioissn
Prozent ab, die mit dem ansteigen Ausmall der Agticegim Vergleich zu Suspensionspuffer zunimmte Di
gezeigten Aggregationsprofile sind reprasentatiwnfindestens 3 unabhangige Experimente.

5.2. Einfluss von a-Toxin aus Staphylococcus aureusuf die GPllbllla-Aktivierung
humaner Thrombozyten

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Aktivigruvon Thrombozyten stellt die
Durchflusszytometrie dar. Dabei bindet der mono&lenAntikorper PAC-1 an aktiviertes
GPIIbllla und dient als quantitativer Marker flredribrinogenbindung als Grundlage fir die
Aggregation in der Durchflusszytometrie (Schmitzaét 1998). Der Zeitverlauf der PAC-1-
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Bindung an Thrombin und-Toxin aktivierte Thrombozyten ist in Abbildung 2rgestellt. Die
Daten zeigen 1min nach Stimulation mit 0,1U/ml Thbin eine Aktivierung von GPlIbllla von
86+1% der gemessenen Thrombozyten, die sich inled®a nachsten 10min nicht verandert.
Mit einer a-Toxinkonzentration von 3pg/ml wird die maximale I®Rla-Aktivierung nach
2min bei 21+9% der untersuchten Thrombozyten dmteinschlieRend fallt die GPlIbllla-
Aktivierung wieder auf das Niveau von unstimulierfBhrombozyten zuriick. Mit 0,3pg/rat
Toxin ist die maximale GPlIbllla-Aktivierung von &% erst nach 3min erreicht und fallt
dann wieder auf das Ausgangsniveau zurtck. Daraolgt, f dass, die in der
Durchflusszytometrie gemessene Kinetik der GPIlgbAktivierung, durchu-Toxin nicht die in
der Aggregationsmessung nach Born erhaltenen Eiggbnbestatigen, da in der

Aggregationsmessung keine Reversibilitat beobaetitet

120 1| —®— 0,1 U/ml Thrombin
—@— 3 pg/mlalpha-Toxin
—w— 0,3 pg/ml alpha-Toxin

100 +
80 1
60 1

20 1

GPllbllla-Expression (%)

T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Zeit (min)

Abbildung 2: Quantifizierung der zeitabhéngigen PAG1-Bindung

Isolierte humane Thrombozyten wurden mit 0,1U/miorhbin, 3pg/ml und 0,3pg/mi-Toxin fir die angegebenen
Zeiten stimuliert. PAC-1-Bindung wurde, wie im KagiMaterial und Methode beschrieben, gemessen.e3telif
ist der Mittelwert £ SD fiir die PAC-1-Bindung ausiBabhé&ngigen Experimenten.

5.3. Einfluss von a-Toxin aus Staphylococcus aureusauf die Freisetzung vona-

Granula-inhaltsstoffen aus humanen Thrombozyten

Wahrend der Thrombozytenaktivierung werden Granbklisstoffe freigesetzt. Dabei
verschmelzen die Membranen der Granula mit der mbozytenmembran und es werden auf
der Thrombozytenoberflache spezifische Maker exprimAls Marker fir die Freisetzung von
Inhaltsstoffe dera-Granula aus aktivierten Thrombozyten dient P-Sele(CD62), das in
ruhenden Thrombozyten in der Membran verGranula lokalisiert ist und nach der
Verschmelzung der Granulamembran auf der Thrombopjterfliche exprimiert wird. Der
Zeitverlauf der Thrombin sowie-Toxin induzierten Freisetzung von Inhaltsstoffeer d-

Granula, ermittelt aus der P-Selectinexpressidiin i8bbildung 3 dargestellt. Nach Stimulation
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mit 0,1U/ml Thrombin kann innerhalb von 3min ein@ximale P-Selectinexpression auf der
Oberflache bei 78+4% der untersuchten Thrombozgemessen werden. Bei Stimulation mit
3pg/mla-Toxin wird eine maximale P-Selectinexpression ndwetin erreicht, aber mit einer P-
Selectinexpression auf der Oberflache von 11+4%udegrsuchten Thrombozyten betragt diese
nur ein siebentel im Vergleich mit der Thrombin uzgerten P-Selectinexpression. Mit der
niedrigeren Toxinkonzentration von 0,3pug/ml ist die-Selectinexpression auf der

Thrombozytenoberflache weiter verzégert und betnagh 4min 9+4%.
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Abbildung 3: Quantifizierung der zeitabhéangigen P-®lectinexpression

Isolierte humane Thrombozyten wurden mit 0,1U/midrhbin, 3ug/ml und 0,3pg/mi-Toxin fur die angegebenen
Zeiten stimuliert. P-Selectinexpression wurde, wie Kapitel Material und Methode beschrieben, gemess
Dargestellt ist der Mittelwert + SD fiir die P-Sdlaexpression aus 4 unabhéngigen Experimenten.

5.4. Rolle von ADAM10 bei dera-Toxin abhéangigen Thrombozytenaktivierung

Zur Frage nach dem Mechanismus wurde von Wilkel.e2810) berichtet, dass-Toxin in
humanen Epithelzellen durch ADAM10 (a disintegrimdanetalloprotease 10) wirkt und diese
fur die Porenbildung notwendig ist. Bereits 2002tien Colciaghi et al. auf der Zelloberflache
von humanen Thrombozyten ADAM10 nachweisen. Dalagr ¢s nahe zu prifen, ob die
Wirkung von a-Toxin auf Thrombozyten ADAM10 abhangig ist. Dazwrden ADAM10-
depletierte Thrombozyten mit normalen Wildtyp-Thimmyten verglichen (Hofmann et al.,
2012).

Die Thrombozyten von Wildtypmausen werden durcfioxin von Staphylococcus aureus
konzentrationsabhangig aktiviert (Abb.4) wie humadr@ombozyten auch. Bei sehr hohen
Toxinkonzentrationen von 10 und 20ug/ml ist die mmate Aggregation der Wildtyp-
mausethrombozyten innerhalb von 10min mit der Amtveaif starke Thrombozytenagonisten
wie Kollagen oder Thrombin vergleichbar (Abb.4).i Bedrigeren Toxinkonzentrationen von 2

bis 5ug/ml ist der Beginn der Aggregation wie beimanen Thrombozyten verzdgert.
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ADAM10-depletierte Mausethrombozyten konnen in ginkonzentrationsbereich von 1 bis

20pg/mla-Toxin nicht aktiviert werden (Abb.4).

Thrombin [U/ml]

Kollagen [ug/ml]

Lichttransmission

AT
o
:

I Adam10f
N Adam107-

a-Toxin [pg/ml]

Zeit 10 min

Abbildung 4: Vergleich der a-Toxin-induzierte Aggregation von ADAM10-depletierten Mausethrombozyten
mit Thrombozyten von Wildtypmausen

Thrombozyten von ADAM10-depletierten Mausen und diyibpmausen wurden bei 37°C mit unterschiedlichen
Konzentrationen vor-Toxin, 0,01U/ml Thrombin und 5pg/ml Kollagen untiihren fir 11min stimuliert. Die
Aggregation wurde nach der Methode von Born gemessienim Abschnitt Material und Methoden beschriebe
Die Aggregation ist dargestellt als Lichttransmissiin Prozent, die mit Zunahme der Aggregate agist®ie
gezeigten Aggregationsprofile sind reprasentatiwnfindestens 3 unabhangige Experimente von 12 M&use

Neben dem Einfluss von ADAM10 auf die Aggregatianilten auch die Effekte auf die
GPIIbllla-Aktivierung und die Freisetzung von Gréaiohaltsstoffen untersucht werden. In
Abbildung 5 ist die Bindung von JON/A an aktivieftarombozyten dargestellt. JON/A ist ein
Antikorper der selektiv an aktiviertes GPlIblllandet und als quantitativer Marker fur die
Fibrinogenbindung verwendet werden kann.

Die Aktivierung von GPlibllla auf Thrombozyten vowildtypmausen und die ADAM10-
depletierten Mausethrombozyten erfolgt nur dux€fioxinkonzentration von 10 und 20ug/ml,
mit niedrigeren Toxinkonzentrationen ist keine Ald¢rung von GPlIbllla nachweisbar.

Der Vergleich von Wildtypmausethombozyten mit ADAMdepletierten Mausethrombozyten
zeigt, dass die Aktivierung von GPlibllla durch 16hd 20ug/mla-Toxin nach einer
Stimulationszeit von 10min signifikant gehemmt \é&rglichen mita-Toxin fihrt Thrombin zu
einer 4fach hoheren GPIIbllla-Aktivierung in Wilginausethombozyten, wahrend die
GPIIbllla-Aktivierung durch 10ug/ml CRP (Kollageelating peptide) verdoppelt wird.

Diese Ergebnisse korrelieren mit den Ergebnissemdgregationsanalyse, wo fur ADAM10-
depletierten Mausethrombozyten nach Stimulationoiiioxin keine Aggregation beobachtet

wird, wahrend die Thrombin-induzierte Aggregatiochh betroffen ist.
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Abbildung 5: Quantifizierung der zeitabhangigen Aktivierung von GPllbllla auf ADAM10-depletierten
Mausethrombozyten durche-Toxin

Méausethrombozyten wurden mit 0,2U/ml Thrombin, 1@pgCRP (Kollagen relating peptide), 10pg/ml und
20pg/ml a-Toxin fur die angegebenen Zeiten stimuliert Diepiession von GPlIbllla auf der Oberflache der
Mausethrombozyten wurde, wie im Kapitel MaterialduMethode beschrieben, gemessen.. Dargestellteist d
Mittelwert + SD fir die GPIIbllla-Aktivierung aus @nabhangigen Experimenten.

Fur die irreversible Aggregation ist die Freiseguwon Granulainhaltsstoffen wie ADP
Voraussetzung. Im néachsten Schritt haben wir dbslis P-Selectinexpression auf der
Thrombozytenoberflache untersucht, da P-Selectid6@} als Marker fur die Freisetzung von
Inhaltsstoffen dea-Granula aus aktivierten Thrombozyten dient.

Nach Stimulation miti-Toxinkonzentrationen von 10 und 20ug/ml ist dieisetzung voru-
Granulainhaltstoffen aus ADAM10-depletierten Mabasetnbozyten im Vergleich zu den
Thrombozyten von Wildtypmausen nicht verandert (8bbErst nach einer Stimulationszeit
von 10min ist eine signifikante Hemmung der P-S@legpression zu beobachten. Im
Vergleich mit Thrombin ist die P-Selectinexpressiuf Mausethrombozyten reduziert, wie
auch bei humanen Thrombozyten.

Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, Alagdvi10 fir die Bindung voru-Toxin an
die Zelloberflache und der resultierenden Aktiviegueine unabdingbare Voraussetzung

darstellt.
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Abbildung 6: Quantifizierung der zeitabhédngigen P-®lectinexpression auf ADAM10-depletierten
Mausethrombozyten durche-Toxin

Méausethrombozyten wurden mit 0,2U/ml Thrombin, 1opigCRP (Collagen relating peptide) und 1pg/ml, 1@plg/
und 20ug/mla-Toxin fur die angegebenen Zeiten stimuliert. DieS®ectinexpression wurde, wie im Kapitel
Material und Methode beschrieben, gemessen. Daitjast der Mittelwert + SD fiir die GPlIbllla-Aktierung aus
3 unabhangigen Experimenten.

5.5. Konzentrationsabhangige Effekte von a-Toxin auf die Protein-Tyrosin-

Phosphorylierung

Unter physiologischen Bedingungen kénnen humanemritozyten auch durch Thrombin
aktiviert werden. In Folge dieser Aktivierung kommds zu einer Vielzahl von
Phosphorylierungen von Proteinen an Tyrosinresden,in zeitlich unterschiedlichen Phasen
verlaufen (Falker et al., 2005; Ferrell und Marti®88). Zur systematischen Beschreibung der
zeitabhangigen Phosphorylierung von Proteinen anroshiyresten wurden humane
Thrombozyten fur verschiedene Zeiten mutToxin stimuliert. Die Untersuchung der
Signaltransduktion vono-Toxin behandelten Thrombozyten zeigt ein Mustem van
Tyrosinresten phosphorylierten Proteinen, welchesn dVluster sehr &ahnlich ist, das mit
wichtigen Agonisten wie Kollagen und Thrombin (ABpbbeobachtet wird. Der Zeitverlauf der
Tyrosinphosphorylierung ist dabei von der Toxinkemization abhangig. Bei der Verwendung
von 3pg/mla-Toxin ist die maximale Tyrosinphosphorylierungtfafler beteiligten Proteine
am hochsten und tritt innerhalb von 30s ein und idasohneller als mit niedrigeren
Toxinkonzentrationen (Abb.7). Zur Bestatigung, diasallen Proben identische Proteinmengen
enthalten sind, wurde der Gesamtgehalt des kleBiER-bindenden Proteins RAN, das keiner

proteolytischen Degradation unterliegt, in den einen Proben bestimmt.
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Abbildung 7: Konzentrationsabhangigkeit dera-Toxin-induzierten Phosphorylierung an Tyrosinresten

Gewaschene humane Thrombozyten wurden mit versaméedAgonisten fiir die jeweils angegebenen Zeitgaru
standigem Rihren bei 37°C stimuliert. Die Reaktionemden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer gestopgt un
Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGE und ansdgiedem Immunoblotverfahren, wie im Kapitel Methoden
beschrieben, analysiert. Zur Detektion der an Tigresten phosphorylierten Proteine wurde der manake Anti-
Phosphotyrosin-Antikérper 4G10 eingesetzt. Zum ¢jtativen Vergleich der Proteinmengen wurde in jede
einzelnen Probe mit dem Anti-RAN-Antikérper die RANeNge bestimmt (unterer Teil der Abbildung).

Die dargestellten Phosphorylierungsmuster sindaseprtativ fir jeweils drei gleiche, unabhéngigedtipente. Der
Index am rechten Bildrand markiert Molmassen statidirter Proteine in kDa. Am linken Bildrand siné d
Molmassen von 3 Proteinen gekennzeichnet, bei deidn die Menge der an Tyrosinresten phosphorginert
Proteine im zeitlichen Verlauf andert

a-Toxin fahrt nicht nur zu einer Phosphorylierunghwdyrosinresten, sondern bewirkt auch in
direktem zeitlichen Anschluss eine rasche Dephastipoung fast aller an Tyrosinresten
phosphorylierten Proteine, die besonders bei Rretemit einer relativen Molmasse kleiner als
60kDa ausgepragt ist (Abb.8). Bei der Inkubationt nliug/ml o-Toxin tritt die

Dephosphorylierung bereits nach 90s ein, wohingegetie Dephosphorylierung mit der sehr

niedrigena-Toxinkonzentration von 0,18ug/ml erst nach 10nichtbar wird.
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Abbildung 8: Zeitabhangigkeit der a-Toxin-induzierten Phosphorylierung an Tyrosinresten

Gereinigte humane Thrombozyten wurden itoxin (links: 0,18ug/ml, rechts: 3ug/ml) unterrsdigem Rihren
fur die jeweils angegebenen Zeiten bei 37°C stimiligie Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Rvobier
gestoppt und Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGH anschlieBendem Immunoblotverfahren, wie imit€ap
Methoden beschrieben, analysiert. Die DetektionageTyrosinresten phosphorylierten Proteine eréolgittels des
monoklonalen 4G10-Antikorpers.

Die dargestellten Phosphorylierungsmuster sindisegntativ fir jeweils drei gleiche, unabhéngigedexpente. Am
linken Bildrand sind die Molmassen von 3 Proteinekemnnzeichnet, bei denen sich die Menge der ansifyesten
phosphorylierten Proteine im zeitlichen Verlauf é@rid Der Index am rechten Bildrand markiert Molmasse
standardisierter Proteine in kDa.

In unstimulierten Thrombozyten sind die Proteina 28kDa (p29) und 39kDa (p39) bereits an
Tyrosinresten phosphoryliert. Nach Stimulation mifoxin nehmen diese Phosphorylierungen
zu und es kommt ein an Tyrosinresten phosphorghdptrotein mit 27kDa (p27) hinzu. Wie aus
den Zeitverlaufen dieser 3 Proteinen zu erkenrtehésgt die maximale Phosphorylierung von
Proteinen an Tyrosinresten und die nachfolgende hBsghorylierung von der
Toxinkonzentration ab (Tab.1). Die maximale Prdigimsinphosphorylierung der drei Proteine
wird mit einer Toxinkonzentration von 3ug/ml innalth von 1min erreicht und verschiebt sich
bis zu 5min bei der niedrigsten Toxinkonzentratim 0,18ug/ml. Innerhalb von 10min
werden alle 3 Proteine dephosphoryliert, variieaber im Grad der Dephosphorylierung. Im
Vergleich zu p27 und p29 wird p39 langsamer undolistéandig dephosphoryliert besonders
mit 0,18pg/mie-Toxin.

Tabelle 1: Zeitabhangige Anderungen der Tyrosinphospbrylierungen von p27, p29 und p39 nach Stimulation
mit a-Toxin

SP [a-Toxin] 30s 60s 90s 120s 180s 300s 600s
364 (9) 0.18 pg/ml 389 (5) 35£9(6) | 45+10(5) | 49+7(10) | 75+16(6) | 98+2(8) 7+ 5(4)
p27 | 5£6(7) 0.3 pg/ml 12 (2) 16 +7 (5) 55+18(4) | 93:4(8) | 54:20(6) 616 (6) 0+0(3)
4+4(7) 3.0 pg/ml 54 +4(3) 100 (6) 32+18 (4) 6+5 (5) 0+0(4) 00 (4) 121 (3)
86 +4 (9) 0.18 pg/ml 89 +6 (5) 87 £6 (6) 85+6(5) | 91+4(10) | 73+11(6) | 63+9(8) 5+ 4(4)
p29 | 73:7(7) 0.3 pg/ml 83+9(3) 84 +3(6) 96 +2 (5) 89+5(9) | 56+19(5) 2+1(7) 1+ 1(5)
74 +14 (4) 3.0 pg/ml 100 (4) 82+11(6) | 27+13(4) 2+1(4) 2+2(4) 00 (4) 1+ 0(3)
74+7(9) 0.18 pg/ml 71+14(5) | 74%13(6) | 76%13(5) | 75:6(10) | 866 (6) 95+5(8) | 40+16(4)
p39 | 58:7(7) 0.3 pg/ml 50 +2 (3) 53 +11 (7) 77+7(9) 90+5(9) | 69+14(7) | 44211(7) | 19:5(4)
50 + 8 (6) 3.0 pg/ml 61+13 (4) 100 (6) 65+11(4) | 35+5(4) | 28+11(3) | 18+5(4) | 19:10(3)

Gereinigte humane Thrombozyten wurden mit vers@hieda-Toxinkonzentrationen unter standigem Ruhren fiir
die jeweils angegebenen Zeiten bei 37°C stimuli2i#. Proben flr die Kontrollen wurden mit Suspensjorifer
(SP) anstelle von-Toxin fiir 90 oder 120s inkubiert.

Die Phosphorylierungsmuster von mehreren Experieme(in Klammern ist die Anzahl an gleichen Experitea
angegeben), wie in den Abbildungen 7 und 8 exensglardargestellt, wurden wie im Kapitel Materialdun
Methoden beschrieben, durch densitometrische Aaalysintifiziert. Dabei wurde die jeweils hdchstehsitat des
Phosphoproteinsignals bei 0,18ug/ml, 0,3pug/ml und/@l a-Toxin als 100% fir das jeweilige Protein festgeleg
Die relativ hohen Werte fir die Intensitat des Rinaproteinsignals in den Kotrollproben mit Suspenspuffer
verglichen mit den maximalen Phosphorylierungsisitéiten nach Stimulation mit 0,18pg/mdToxin bei 300s
ergeben sich daraus, dass die maximale IntensgitPtiosphoproteinsignals relativ niedrig ist, vehgin mit der
Intensitat des Phosphoproteinsignals mit héherexinkonzentrationen. Die, in der Tabelle, gezeigietensitaten
sind Mittelwerte = SD in Prozent.
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5.6. Vergleich der Effekte von e-Toxin und der Kalziumionophore Calcimycin
(A23187) auf die Proteintyrosinphosphorylierung

Die zellularen Effekte vom-Toxin auf Thrombozyten werden auf die Porenbildumgl den
damit verbundenen Kalziumeinstrom in die Zelle zugeflhrt (Bhakdi et al., 2005). Deshalb
wird das Proteintyrosinphosphorylierungsmuster dadsen Zeitverlauf am Beispiel von p27
mit der gut charakterisierten Kalziumionophore @aicin (A23187) verglichen (Abb.9). Im
linken Teil ist die Tyrosinphosphorylierung und Degphorylierung dargestellt. Das
abgebildete Phosphorylierungsmuster von Calcimyainb.9, links) ist im zeitlichen Verlauf
dem Muster von 3ug/mb-Toxin sehr ahnlich (Abb.8). Eine vergleichende Kma ist
exemplarisch flr p27 im rechten Teil gezeigt. Bei ¥¥erwendung von 3ug/mi-Toxin oder
10uM Calcimycin wird die maximale Proteintyrosingpborylierung nach 1min erreicht und
fallt anschlieend nahezu vollstandig ab. Bei d&ubation mit 0,3ug/mk-Toxin ist die p27-
Tyrosinphosphorylierung verzégert (Maximum nach pminnerhalb von weiten 5min kommt

es zu einer vollstandigen Dephosphorylierung.
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Abbildung 9: Effekt der Kalziumionophore Calcimycin (A23187) auf die p27-Tyrosinphosphorylierungen

Isolierte humane Thrombozyten wurden mit unterstifdiben Agonisten bei 37°C unter standigem Rihrendfér
angegeben Zeiten stimuliert. Die Reaktionen wurdemctd Zugabe von SDS-Probenpuffer gestoppt und
Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGE und ansd#iedem Immunoblotverfahren, wie im Kapitel Methoden
beschrieben, analysiert. Die Detektion der an Tigresten phosphorylierten Proteine erfolgte mittelss
monoklonalen 4G10-Antikérpers. Die dargestellterogfiinorylierungsmuster sind repréasentativ fir jesvelitei
gleiche, unabhéngige Experimente.

Links: Stimulation mit 10uM Calcimycin (A23187). Di&ntrollen wurden mit Suspensionspuffer (SP) dlesten
Calcimycin durchgefiihrt. Die Pfeile markieren dielMassen standardisierter Proteine in kDa.

Rechts: Quantifizierung der p27-Phosphorylierunge Bhosphorylierungsmuster von 6 Experimenten, widen
Abbildungen 7 und 8 exemplarisch dargestellt, wordée im Kapitel Material und Methoden beschriebédarch
densitometrische Analyse quantifiziert. Dabei wurie jeweils hochste Intensitét des Phosphoprdtgiats fur
10uM Calcimycin, 0,3pg/ml und 3pg/miToxin als 100% festgelegt. Angegeben ist der Mittet + SD in Prozent.
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5.7. Zeitabhéngige Phosphorylierung von Proteinkinase BSubstraten

Proteinkinase B (PKB, Akt), eine Serin/Threoninlgeaist in die Regulation verschiedener
Thrombozytenfunktionen, wie Aggregation, Sekretiamd Thrombusbildung, involviert
(Woulfe 2010). In humanen Thrombozyten sind dreifdemen, Akt 1, Akt 2 und Akt 3,
bekannt, die unterschiedliche Substrate phospleoeyli Zur Untersuchung der-Toxin-
abhéangigen Aktivierung der Proteinkinase B, habeén die Phosphorylierung von einigen
Substraten untersucht. In Abbildung 10 (links) d& Phosphorylierung verschiedener Akt-
Substrate durcho-Toxin dargestellt. Nach Stimulation mit 0,3ug/mkToxin ist die
Phosphorylierung von PRAS40 deutlich zu erkennes Maximum der Phosphorylierung wird
5min nach Stimulationsbeginn erreicht.

Abbildung 10 (rechts) zeigt die quantitative Ana&ysder Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von PRAS40 im Vergleich mit ekiedenen Thrombinkonzentrationen
(0,2-3U/ml). Die Zunahme der Phosphorylierung n&btihombinstimulation ist bereits nach
2min deutlich zu erkennen, wohingegen die Phospieomyng mit 0,3pg/mhbi-Toxin erst nach
3min beginnt und ihr Maximum bei 5min erreicht. Nadgend kommt es innerhalb von 10min
zu einer vollstandigen Dephosphorylierung. Aus elle®aten kann gefolgert werden, dass
durch die a-Toxinwirkung, neben Tyrosinphosphatasen auch Séeoninphosphatasen

aktiviert werden.
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Abbildung 10: Zeitabhangige Phosphorylierung von Shstraten der Proteinkinase B (Akt)

Isolierte humane Thrombozyten wurden mit 0,3ugiriloxin bei 37°C unter standigem Ruhren fiir die angege
Zeiten stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabn SDS-Probenpuffer gestoppt und Proteinmodiékan
mittels SDS-PAGE und anschlielRendem Immunoblotheefa, wie im Kapitel Methoden beschrieben, analysie
Die Detektion der an Serin- und Threoninresten phosylierten Proteine erfolgte mit einem monokl@malkt-
Substrat-Antikdrper. Zum quantitativen Vergleichr @eoteinmengen wurde in jeder einzelnen Probedanit Anti-
RAN-Antikérper die RAN-Menge bestimmt. Die darges&l Phosphorylierungsmuster sind reprasentativ fiir
jeweils drei gleiche, unabhangige Experimente.

Links: Stimulation mit 0,3pug/mk-Toxin. Die Kontrollen wurden mit SuspensionspufeiP) anstelle vor-Toxin
durchgefiihrt. Die Pfeile markieren die Molmassemdardisierter Proteine in kDa.

Rechts: Quantifizierung der Phosphorylierung dedifRreichen Akt-Substrats von 40kDa (PRAS40). Digeirsitét
der Phosphorylierung von PRAS40, wie in der linkdsbildung dargestellt, wurde durch densitometriséhalyse
quantifiziert. Dabei wurde die jeweils hdchste hsi¢ét des Phosphoproteinsignals fiir die verschieae
Thrombinkonzentration und 0,3pg/miToxin als 100% festgelegt. Angegeben ist der Miiket + SD.
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Daruiber hinaus wurde der Einfluss der Proteinkirseif die Aggregation untersucht. Tabelle
2 zeigt die quantitative Auswertung von Aggregasiarrven nach 5-minttiger Stimulation mit
a-Toxin, Thrombin und Kollagen. Durch Vorinkubatiomt dem Akt-Inhibitor XVIII (SC-66),
einem unspezifischen Inhibitor der Proteinkinas&Bst sich die Aggregation mit 0,3pg/ml und
3pg/ml a-Toxin um 34% bzw. 37% und mit 0,2U/ml Thrombin u#6% hemmen. Im
Gegensatz dazu ist die Aggregation mit 3pug/ml Kgradeutlich weniger betroffen (Hemmung
um 14%). Da die Kollagen-induzierten Signalwegeeeiusgepragte Abhangigkeit von Aktl
zeigen (Dangelmaier et al., 2013), fuhren dieseelingse zu der Annahme, dass der Akt-
Inhibitor XVIII die Aktl-lsoform weniger beeinfluss

Tabelle 2: Effekte des Akt-Inhibitors XVII (SC-66) auf die Aggregation humaner Thrombozyten

Kontrolle 0,3 pg/mi 3 pg/ml 0,1 U/ml 3 pg/ml
a-Toxin a-Toxin Thrombin Kollagen
Puffer 2+1 15+6 35+5 86+7 70+11
(n=6) (n=22) (n=20) (n=25) (n=25)
10 uM 1+1 1017 22+7 35 60+8
Akt-Inhibitor (n=3) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
XVl

Gewaschene humane Thrombozyten wurden 5min mit Alerinhibitor XVII vorinkubiert und anschlieRend i
den angegebenen Agonisten bei 37°C unter riihrenlgim Die Aggregation wurde nach der Methode Born
gemessen, wie im Abschnitt Material und Methodeschgeben. Angegeben ist jeweils der Mittelwert B B
Prozent der Lichttransmission, die mit dem anstelga Ausmafl der Aggregation zunimmt in Vergleich zu
Suspensionspuffer, gemessen 5min nach Agonistzudgabiélammern ist die Anzahl an gleichen Experingnt
angegeben.

5.8. Kalziumabhéngige Effekte vona-Toxin auf die zellulare Proteintyrosinkinase Src

Die Aktivierung von Thrombozyten mi-Toxin fiihrt einerseits zur Phosphorylierung einer
Vielzahl von Proteinen und andererseits auch zaradtteristischen Spaltung eines Proteins mit
einer relativen Molmasse von 60kDa. Bei diesemddndbandelt es sich um Src, die haufigste
zellulare Proteintyrosinkinase in Thrombozyten. N&timulation mit 3ug/mé-Toxin wird Src
zeitabhangig gespalten (Abb.11). In Gegenwart venM2 extrazellularem Kalzium, ist
innerhalb von 2min eine proteolytische Spaltung B nachweisbar. Parallel dazu ist die
Bildung eines 54kDa Bruchsticks und eine kleine @éereines 52kDa Bruchstlicks zu
beobachten. Das Maximum der proteolytischen Deg@iadast nach 5-minltiger Inkubation mit
3ug/ml a-Toxin erreicht. Innerhalb von weiteren 5min nimmiie Menge an
Degradationsprodukten nur noch geringfligig zu (ABblinks).

Die Quantifizierung der Degradation zeigt Abbildubg (rechts). Ohne zusatzliches Kalzium
im Suspensionspuffer kommt es zu keiner Zunahme Digradation innerhalb von 5min,
woraus sich eine offensichtliche Kalziumabhangigldgr Src-Degradation ableiten lasst. In

Gegenwart von 2mM Kalzium im Suspensionspuffer werchingegen etwa 50% der
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vorhandenen Proteinmenge von Src gespalten. Ghatahaergrof3ert sich die Menge des

54kDa Bruchstticks auf 47+11% der Gesamtproteinmeagesrc.
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Abbildung 11: e-Toxin-induzierte proteolytische Degradation der Praeintyrosinkinase Src

Isolierte humane Thrombozyten wurden mit 3pgéailoxin  bei 37°C unter standigem Ruhren fur die asbeg
Zeiten in Suspensionspuffer (2mM Kalzium) oder indifizierten Suspensionspuffer (ohne zugegebenelnilta

mit 1mM Citrat) stimuliert. Thrombozyten wurden m3iftg/ml a-Toxin bei 37°C unter standigem Rihren fir die
angegeben Zeiten stimuliert. Die Reaktionen wurdenchd Zugabe von SDS-Probenpuffer gestoppt und
Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGE und ansdgiedem Immunoblotverfahren, wie im Kapitel Methoden
beschrieben, analysiert. Src und seine Abbaupreduiitden mit dem monoklonalen Antikdrper mAb327eétert.
Links: Zeitabhangige Spaltung von Src. Die Pfeilarkieren die Position von Src und seinen 54 undDa2k
Abbauprodukten. Die Abbildung ist reprasentativ3iunabhéngige Experimente in Gegenwart von 2mMilai in
Suspensionspuffer.

Rechts: Quantitative Auswertung der Src-SpaltungtcBulensitometrische Auswertung der Ergebnissedauf
linken Seite in Gegenwart von 2mM Kalzium (Kreisahd gleiche Experimente ohne zusatzliches Kalzium
(Dreiecke) wurde das Verhdltnis von Src und seiAdbauprodukten ermittelt. Dabei wurde die Summe der
Intensitaten der Proteinsignale von Src und seiBhauprodukten fiir die jeweilige Zeit als 100% detegt.
Angegeben ist jeweils der Mittelwert + SD.

Auf der Suche nach dem Src-spaltenden Enzym ridikt&alziumabhéangige Protease Calpain
in den Fokus. Es wurde erstmalig von Oda et al93)9%ezeigt, dass in menschlichen
Thrombozyten Src ein Substrat von Calpain ist uachnStimulation mit diversen Agonisten
gespalten wird. Calpeptin, ein zellmembrangangiemmstoff von Calpain, ist im Stande die
Degradierung von Src ia-Toxin-stimulierten Thrombozyten zu verhindern PAL3). Mit
3pg/mla-Toxin hemmt Calpeptin die Degradation von Src stéihdig, wodurch sich ableiten
l&sst, dass die Protease Calpain, wie vermutetli€ipaltung von Src verantwortlich ist.

Diese Vermutung wird durch die Tatsache gestitassdin einem Suspensionspuffer ohne
zusatzliches Kalzium und in Gegenwart von 1mM Ci{pH 7.4), welches einer kalkulierten
Kalziumkonzentration vor<5uM entspricht, nach Stimulation mit 3pg/miToxin keine
zeitabhéngige Zunahme der Degradierung von Src dodtét wird. Im Gegensatz zu
Thrombozyten, die mit Calpeptin behandelt sind,dwilie Degradation von Src in einem

Suspensionspuffer ohne zusatzliches Kalzium niok$tandig gehemmt.
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Abbildung 12: Inhibierung der proteolytischen Spaltung von Src

Gewaschene humane Thrombozyten wurden mit Suspepsifier (2mM Ca2+), mit Suspensionpuffer mit 1uM
Calpeptin fur 5min oder mit modifiziertem Suspensjauffer ohne zugegebenem Kalzium und mit ImM Cipét
7,4) inkubiert. Zur Aktivierung wurden die Thromlyden mit 3pg/mla-Toxin fir die angegebenen Zeiten unter
standigem Rihren bei 37°C stimuliert. Die Reaktionemden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer gestopgt un
Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGE und ansdgiedem Immunoblotverfahren, wie im Kapitel Methoden
beschrieben, analysiert. Src und seine Abbaupredukirden mittels des monoklonalen Antikdrpers mAb32
detektiert. Die Pfeile markieren die Position var 8nd seinen Abbauprodukten. Die Abbildung istréspntativ flr

5 unabhéngige Experimente.

5.9. Effekte auf die Src-Autophosphorylierung

Die Autophosphorylierung von Src an Tyr-416 wird aldirektes Maf3 fir den enzymatischen
Aktivierungszustand betrachtet (Irtegun et al., 301In Abbildung 13 ist die Src-
Autophosphorylierung an Tyr-416 fur verschiedenegowisten dargestellt. Mit starken
Thrombozytenagonisten wie Thrombin und der Kalzommphore Calcimycin wird eine
maximale Tyr-416-Phosphorylierung innerhalb von 8feicht. Gleiches wird auch fur 3pg/ml
a-Toxin beobachtet, wahrend das Maximum der Tyr-Bh&sphorylierung mit 0,3pg/mi-
Toxin bis zu 120s verzogert ist. Sowohl nach Statiah mit den beidenao-
Toxinkonzentrationen als auch mit Calcimycin kormestzu einer ausgepragten, vollstandigen
Dephosphorylierung innerhalb von 10min. Im Gegensgatzu stagniert mit 0,1U/ml Thrombin

die Dephosphorylierung auf einem Niveau vergleichbia unstimulierten Thrombozyten.
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Abbildung 13: Zeitabhéngige Anderungen der Src-Autophosphoryliermg durch verschiedenen Agonisten

Isolierte humane Thrombozyten wurden mit verschiedeAgonisten bei 37°C unter standigem Ruhren fir die
angegeben Zeiten stimuliert. Die Reaktionen wurdenchd Zugabe von SDS-Probenpuffer gestoppt und
Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGE und ansdgiedem Immunoblotverfahren, wie im Kapitel Methoden
beschrieben, analysiert. Zur Detektion der Autophosylierung von Src wurde ein polyklonaler Antigér, der die
Src-Autophosphorylierungsstelle Tyrosin-416 erkenmrwendet. Dabei wurde die jeweils hdchste Inténsles
Phosphoproteinsignals bei 0,2U/ml Thrombin, 10uMc®aycin, 0,3pug/ml und 3pg/na-Toxin als 100% festgelegt.
Angegeben ist jeweils der Mittelwert + SD.

5.10. Die Inhibierung von Calpain verhindert die Thrombozytenaggregation

Calpain ist an einer Vielzahl von Signalwegen imdrhbozyten beteiligt, wie der Aggregation,
Sekretion und Ausbildung von Pseudopodien (Kuchay Ghishti 2007). Deshalb haben wir
die Wirkung von Calpain auf die-Toxin-induzierte Aggregation untersucht. In Geganvdes
Calpaininhibitor Calpeptin (LuM/ml) wird die Aggraiipn bei einen-Toxinkonzentration von
0,3ug/ml fast vollstandig gehemmt (Abb.14). MitesilO-fachen héheren Konzentration wen
Toxin (3ug/ml) wird die Aggregation kaum gehemmthnliche konzentrationsabhangige
Effekte werden auch mit Calcimycin beobachtet, wghgen mit 0,1U/ml Thrombin kein
signifikanter Effekt nachgewiesen werden konntee Birgebnisse zeigen, dass Calpain bei
niedrigen Konzentrationen vom-Toxin funktionell eine wichtigere Rolle zukommtsabei

héheren Toxinkonzentrationen.
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Abbildung 14: Effekte von Calpeptin auf diea-Toxin abhangige Aggregation humaner Thrombozyten

Gewaschene Thrombozyten wurden entweder mit Suspepsiffer oder mit 1uM Calpeptin (in Suspensionfgif
fur 5min bei 37°C unter stédndigem Riuhren vorinkubigrd anschlieend mit den angegebenen Agonisténeskt
Die Daten sind Mittelwerte in % + SD der Lichttramssion, die mit dem ansteigen Ausmal der Aggregath
Vergleich zu Suspensionspuffer zunimmt, gemessen Aath Beginn der Stimulation. Die Zahlen Uber B&aken
geben ist die Anzahl an gleichen Experimenten ap. $ignifikanzprifung erfolgte mit einem gepaartehest:
**p<0,01; ***p<0,005; ns (nicht signifikant).

5.11. Modulation der a-Toxin-induzierten Thrombozytenaggregation

Die fur die a-Toxin-induzierte Aggregation gezeigte Abhangigkesin der Protease Calpain
warf die Frage auf, ob Mitglieder der Src-Familietédligt sind. In Abbildung 15 ist die
Wirkung von verschiedenen Hemmstoffen der Famike 8rc-Kinasen (SFK) auf die mit
0,1U/ml  Thrombin, 3pg/ml Kollagen sowie 3 und 0,Bplg o-Toxin hervorgerufene
Aggregation dargestellt. Die SFK-Hemmstoffe PP12 BRd SU6656 hemmen die Aggregation
mit a-Toxin (0,3ug/ml) um circa 50%, wohingegen das fiivek PP2-Analoga PP3 keine
Wirkung zeigt. Ahnliche Ergebnisse werden auch3jiig/ml Kollagen erhalten. Im Gegensatz
dazu haben die Inhibitoren auf die durch 0,1U/mlrohtbin und 3ug/mla-Toxin
hervorgerufene Aggregation nur geringfligige Effekiér den Inhibitor Dasatinib ist der Effekt
bei 3ug/ml Kollagen stark ausgepragt, die Aggregajedoch hervorgerufen durch Thrombin
undo-Toxin ist kaum beeinflusst.

In Abbildung 15 ist ebenfalls die Beteiligung ddwdmboxan A-Rezeptors an der Aggregation
dargestellt. Nach Vorinkubation mit SQ29548, eingpezifischen Thromboxan,A&Rezeptor-
Antagonisten, ist bei anschlieBender Stimulatioh Thirombin keine Hemmung zu erkennen.
Bei gleicher Vorinkubation und anschlieRender Skation mit Kollagen undx-Toxin (beide

Konzentrationen) ist die Aggregation signifikanhgenmt (Tab.3).
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Abbildung 15: Einfluss verschiedener Modulatoren aufdie Aggregation humaner Thrombozyten

Gewaschene Thrombozyten wurden mit je 10uM derchézdenen Inhibitoren PP1, PP2, PP3, SU6656 und
Dasatinib sowie dem Thromboxan-Rezeptorantagonisten SQ29548 in Suspensionspliffémfin bei 37°C unter
standigem Rihren vorinkubiert und anschlieBend mniitJOnl Thrombin, 3ug/ml Kollagen oder 3ug/ml und
0,3pg/mlo-Toxin aktiviert. Die Daten sind Mittelwerte in % D der Lichttransmission, die mit dem ansteigen
Ausmal der Aggregation im Vergleich zu Suspensiagffispzunimmt, gemessen 4min nach Beginn der Stitiauma
nach der Methode von Born.

Tabelle 3: Signifikanztabelle zu Abbildung 15

10 uM PP1 10 pM PP2 10 pM PP3 | 10 uM 10 pM 10 pM
SU6656 Dasatinib SQ29548

0,1 U/ml n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Thrombin p=0,64 p=0,72 p=0,93 p=0,64 p=0,53 p=0,78
3 ug/ml ns *k% ns *k%k *kk *k%k
Kollagen p=0,84 p<0,001 p=0,88 p=0,001 p<0,001 p<0,001
3 pg/mi * n.s. n.s. n.s. n.s. rkx
a-Toxin p=0,03 p=0,16 p=0,22 p=0,06 p=0,65 p=0,003
O,3 ug/ml *% *kk n.S. *% *% *kk
a-Toxin p=0,01 p<0,001 p=0,73 p=0,01 p=0,008 p=0,001

Begriffserklarung: n.s. = nicht signifikant; * = p£®; ** = p<0,01; ** = p<0,005

Weitere Versuche bestéatigen, dass die hemmendekt&ffon PP2 und SQ29548 durch die
Costimulation von 0,3pg/mi-Toxin mit ADP oder Adrenalin teilweise aufgehobeerden.

Die in Abbildung 16 gezeigte Stimulation mit 0,3pd/a-Toxin kann durch PP2, SQ29548
sowie einer Kombination aus beiden signifikant gem werden (Tab.12, siehe
Tabellenanhang). Dabei wird die durch 0,3ugbxiroxin-induzierte Aggregation (23+6%)
durch 10uM PP2 signifikant auf 7£3% gehemmt. Nadbrinkubation mit PP2 und einer
zeitgleichen Stimulation mi-Toxin und 10uM Adrenalin oder 10uM ADP wird eine
signifikante Zunahme der Aggregation auf 31+11% bz80+8% beobachtet. Durch

Vorinkubation der Thrombozyten mit SQ29548 wird Aiggregation durcl-Toxin signifikant
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auf 3+2% gehemmt. Die Hemmung deiToxin-induzierten Aggregation mit SQ29548 kann
durch zeitgleiche Stimulation vanToxin und 10uM Adrenalin teilweise aufgehoben vesrd
wohingegen die Hemmung durch 10uM SQ29548 beile@ter Stimulation mit-Toxin und
10puM ADP nicht aufgehoben wird. Durch die Kombipatider beiden Inhibitoren PP2 und
SQ29548 wird diea-Toxin-induzierte Aggregation auf 3+3% gehemmt. Beisatzlicher
Stimulation mit 10uM Adrenalin (6x3%) oder 10uM ADE+4%) wird unter diesen
Bedingungen keine signifikante Steigerung der Agatien beobachtet.

Auch die zeitgleiche Stimulation der Thrombozyteih O3 g/mla-Toxin und 10uM Adrenalin
oder 10uM ADP fiuhrt nicht zu einer signifikanterei§erung der Aggregation gegenuber der
alleinigen Aggregation mit 0,3ug/miToxin (Tab.12; siehe Tabellenanhang).

| Q)]
. Q)
.C’; 30 A (10) 7 7
% / / 3
"l I
i 1
{g;DTZ(]x(i;\(])(S'\,/% ug/ml) + ++ ++ ++ + + + ++ ++ ++ + +
[SQ29548] (10 pM) - e
[Adrenalin] (10 pM) - - + - - + - - + - + R
[ADP] (10 uM) - - -+ - - - 4

Abbildung 16: Einfluss verschiedener Modulatoren aufdie a-Toxin-induzierte Aggregation von humanen
Thrombozyten

Gewaschene Thrombozyten (3%0l) wurden mit 10uM PP2 oder 10pM SQ29548 in Sosimamspuffer fir 5min
bei 37°C unter standigem Ruhren vorinkubiert und faire®end mit 0,3pg/mk-Toxin sowie 10uM Adrenalin und
10puM ADP aktiviert. Die Daten sind Mittelwerte in %SD der Lichttransmission, die mit dem ansteig@ismali
der Aggregation im Vergleich zu Suspensionspufterimmmt, gemessen 4min nach Beginn der StimulatioRAR8
Aggregation Profiler. (siehe auch Tabelle 12 imdlmanhang).

5.12. Hemmung dera-Toxin-induzierten Autophosphorylierung von Src

Die Autophosphorylierung von Src an Tyr-416 wirdewoben bereits mehrfach erwéhnt, als
indirektes Maf3 fur den enzymatischen Aktivierungsand betrachtet (Irtegun et al., 2013).
Deshalb sollten die Effekte der Inhibitoren auf Wrkung der Src-Autophosphorylierung an
Tyr-416 untersucht werden (Abb.17). Die SFK-Hemifist®P1, PP2 und SU6656 hemmen die
Src-Autophosphorylierung hervorgerufen durch 0,8plgé-Toxin signifikant (Tab.4). Die
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groRte Hemmung um ca. 30% wird durch den Inhid®B2 hervorgerufen. Das inaktive PP2-
Analoga PP3 hat keine hemmende Wirkung. Durch ‘abation mit dem Src-Inhibitor
Dasatinib lasst sich die mit 0,3ug/nel-Toxin induzierte Autophosphorylierung nahezu
vollstandig hemmen.

Ahnliche Ergebnisse werden auch fiir 3ug/ml Kollagenbachtet (Abb.17, rechts). Die SFK-
Hemmstoffe PP2 und SU6656 hemmen auch die durcinBpllagen hervorgerufene Src-
Autophosphorylierung signifikant, wohingegen PPZthhizu einer signifikanten Hemmung
fuhrt. Durch den Src-Inhibitor Dasatinib wird eisgnifikante fast vollstindige Hemmung
hervorgerufen (Tab.4).

Die SFK-Inhibitoren zeigen bei Stimulation mit O/t Thrombin kaum hemmende Effekte

auf die Autophosphorylierung von Src an Tyr-416t@Danicht gezeigt).

140 140
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Abbildung 17: Einfluss verschiedener Modulatoren auf die Kollagen und a-Toxin-induzierte Src
Autophosphorylierung

Gewaschene humane Thrombozyten wurden 5min miadgaebenden Inhibitoren vorinkubiert und anschlie3ait
0,3pg/mla-Toxin fir 3min oder 3pg/ml Kollagen fiir 30s bei@7unter Riihren stimuliert.

Die Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Probé&mpgestoppt und Proteinmodifikationen mittels SDS-
PAGE und anschlieBendem Immunoblotverfahren, wikapitel Methoden beschrieben, analysiert. Zur ktaia
der Autophosphorylierung von Src wurde ein polylden Antikdrper, der die Src-Autophosphorylierurighe
Tyrosin 416 erkennt, verwendet. Dabei wurde jewaigsIntensitat des Phosphoproteinsignals bei Gr8u@ Toxin
und 3pg/ml Kollagen allein als 100% festgelegt. dgepen ist jeweils der Mittelwert + SD.

Tabelle 4: Signifikanztabelle zu Abbildung 17

Puffer 10 uyM PP1 | 10 pM PP2 | 10 pM PP3 | 10 pM 10 pMm
SU6654 Dasatinib
3 pg/ml n.s. n.s. ok n.s. * ok
Kollagen p=0,09 p=0,27 p<0,001 p=0,69 p=0,04 p<0,001
0,3 pg/mi n.s. *x ok n.s. * ok
a-Toxin p=0,09 p=0,007 p<0,001 p=0,76 p=0,03 p<0,001

Begrifferklarung: : n.s. = nicht signifikant; * = p<05; ** = p<0,01; *** = p<0,005
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5.13. Effekte von a-Toxin auf die zeit- und konzentrationsabhangige Akvierung der
MAPKinasen

In humanen Thrombozyten sind die extracellular aigagulated kinasen 1 und 2 (ERK 1/2),
die p38 MAPKinase und die c-Jun amino-terminal &eval und 2 exprimiert und werden bei
Stimulation aktiviert (Adam et al., 2008). Von Kiaét al. (2009) wurde gezeigt, dass in mit
dem o-Toxin stimulierten HEK293-Zellen p38 aktiviert wir Daher war es interessant,
inwieweit a-Toxin von Staphylococcus aureus in der Lage ist, die MAPKinasen in humanen
Thrombozyten zu aktivieren.

Mit 0,3pg/mla-Toxin werden die stressaktivierten MAPKinasen p88 JNK1/2 zeitabhangig
aktiviert (Abb.18). Im weiteren Zeitlauf kommt eau ziner deutlichen und schnellen
Deaktivierung. ERK1/2 werden durch 0,3ug/miroxin nicht aktiviert (Abb.19). Auch eine
hohere Konzentration von 3ug/miToxin fuhrt nicht zur ERK1/2- Aktivierung (Datericht
gezeigt).

\- s e p38-PYPT

\.--——-—‘ RAN

[ J S ——— INK1/2-PYPT

— ERK1/2-PYPT
N RAN
— T — —— | — | m——|
120 30 60 90 120 180 300 600 60 Zeit (s)
[Thrombin] [a-Toxin] (0,3 pg/ml) SP
(0,1 U/ml)

Abbildung 18: a-Toxin-induzierte zeitabhéngige Aktivierung der MAPKinasen

Gereinigte Thrombozyten wurden mit 0,3pgmTloxin, 0,1U/ml Thrombin oder Suspensionpuffer (%) 37°C
unter stédndigem Ruhren fir die angegeben Zeitenub#irh Zugabe von SDS-Probenpuffer gestoppt und
Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGE und ansdgiedem Immunoblotverfahren, wie im Kapitel Methoden
beschrieben, analysiert. Zur Detektion der Proteimeden Antikdrper, die dualphosphoryliertes ERK1IRK1/2
oder p38 erkennen, verwendet. Die Bestimmung von Bi&Nte der Ladungskontrolle. Die gezeigten WesBlots

mit ERK 1/2, JNK 1/2, p38 sowie RAN sind représentéiir 3 gleiche Experimente.

Das Maximum der Aktivierung nach Stimulation mi8@g/mla-Toxin wird nach 2min fir p38
und JNK1/2 erreicht (Abb. 19). Bei Verwendung vomg8nl a-Toxin kommt es zu einer
maximalen Aktivierung von p38 und JNK1/2 bereitsdérhalb von 1min. AnschlieRend kommt
es zu einer raschen und vollstandigen Deaktivierdag MAPKinasen, was sich mit den

relativen spezifischen Kinaseaktivitdten quantien lasst (Abb.19).
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Abbildung 19: Konzentrationsabhangige Aktivierung cer MAPKinasen durch a-Toxin

Gereinigte Thrombozyten wurden mit 3 und 0,3pgirdloxin oder Suspensionpuffer (b) bei 37°C unter digem
Ruhren fir die angegeben Zeiten stimuliert. Zugabe 8DS-Probenpuffer gestoppt und Proteinmodifikegio
mittels SDS-PAGE und anschlielRendem Immunoblotheefa, wie im Kapitel Methoden beschrieben, analysie
Zur Detektion der Proteine wurden Antikorper, digphosphoryliertes JINK1/2 oder p38 erkennen, vedet Die
Phosphorylierungsintensitaten wurden durch quaiviitddensitometrie bestimmt. Die relative spezifiscAktivitét
von p38 und JNK1/2 wurden aus dem Verhdltnis voalghosphoryliertem p38 und RAN bzw. JNK1/2 und RAN
berechnet (Zahlenangaben Uber den Phosphorylienusgern). Dabei wurde die Intensitdt des
Phosphoproteinsignals bei 3ug/anToxin allein (60s) als 100% festgelegt.

5.14. Beeinflussung der Aktivierung der MAPKinasen durchverschiedene Signalwege

Die MAPKinasen p38 und JNK1/2 werden, wie oben ggzedurch o-Toxin aktiviert.
Ausgehend von den Ergebnissen der Aggregationsseralyit den SFK-Inhibitoren und dem
TxA2-Rezeptor-Antagonisten (Abb.15) stellte sicte dirage nach dem Einfluss der SFK-
Inhibitoren und des TxARezeptor-Antagonisten auf die Aktivierung der MAR&sen JNK1/2
und p38.

Nach Vorinkubation mit den verschiedenen SFK-Heroffesh und anschliel3ender Stimulation
mit 0,3pg/mla-Toxin ist die Aktivierung der Kinasen p38 und JNKZTeduziert (Abb.20). Das
inaktive Analoga PP3 hat keinen hemmenden Effektda Aktivitat der MAPKinasen. Die
grofdte Hemmung wird durch den Inhibitor PP2 hergarten. Der SFK-Inhibitor Dasatinib
hemmt die Aktivierung der beiden MAPKinasen sidgfit auf 10+5% fur p38 und auf 10+3%
fur INK1/2 der maximalen Aktivitat (Tab.5).

Mit dem Thromboxan ARezeptor-Antagonisten SQ29548 wird die Aktivieruthgy beiden
Kinasen p38 und JNK1/2 reduziert. Die JNK1/2-Al¢iwing ist fast vollig gehemmt, wahrend
die p38-Aktivierung um ca. 80 % reduziert wird (ARD).
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Abbildung 20: Einfluss unterschiedlicher Modulatoren auf die a-Toxin-induzierte Aktivierung der
stressinduzierten Proteinkinasen p38 und JNK1/2

Gereinigte Thrombozyten wurden mit unterschiediichehibitoren bei 37°C unter standigem Rihren fiir rbmi
vorinkubiert und mit 0,3pg/mb-Toxin fir 3min stimuliert. Die Reaktionen wurdenrdu Zugabe von SDS-
Probenpuffer gestoppt und Proteinmodifikationentetit SDS-PAGE und anschlieRendem Immunoblotvenfghre
wie im Kapitel Methoden beschrieben, analysiert.r ZDetektion der Proteine wurden Antikorper, die
dualphosphoryliertes JNK1/2 oder p38 erkennen, erdet. Die Phosphorylierungsintensitaten wurdencidur
guantitative Densitometrie bestimmt. Dabei wurde Hitensitét des Phosphoproteinsignals bei 0,3ug/oxin
allein als 100% festgelegt. In Klammern ist die Anlzan gleichen Experimenten angegeben.

Tabelle 5: Signifikanztabelle zu Abbildung 21

Puffer 10 yM PP1 | 10 pM PP2 | 10 pM PP3 | 10 pM 10 uM 10 uM
SU6656 Dasatinib SQ29548
p38'PhOS *k%k * *k%k n.s. * *kk *k%k
p<0,001 p=0,03 p=0,002 p=0,11 p=0,05 p<0,001 p<0,001
JINK1/2- ik ik ok n.s. n.s. ik **
Phos. p<0,001 p=0,001 p=0,002 p=0, 13 p=0,07 p<0,001 p<0,001

Begriffserklarung: : n.s. = nicht signifikant; * =<f,05; ** = p<0,01; *** = p<0,005

Nachdem fir die mita-Toxin induzierte Aktivierung der beiden MAPKinasesine
Abhéangigkeit von der Aktivierung des ThromboxapRezeptors und Mitgliedern der Familie
der Src-Kinasen gezeigt werden konnte, wurde zumgle¥ieh untersucht, wie diese Signale
auch an der Kollagen- und Thrombin-induzierten ktiung beteiligt sind. Mit 3pg/ml
Kollagen sowie 0,1U/ml Thrombin wird jeweils ein&tivierung der MAPKinasen ERK1/2,
p38 und JNK1/2 beobachtet. Die Hemmung der SFKbitdren PP1, PP2 und SU6656 auf die
Kollagen-induzierte p38-Aktivierung ist im Vergleieur ERK1/2- und zur JNK1/2-Hemmung
(Tabelle 6, oberer Teil) weniger wirkungsvoll. Na¢arinkubation mit dem SFK-Inhibitor PP2
und der Verwendung von 0,1U/ml Thrombin als priméargonisten ist die hemmende
Wirkung auf die p38-Aktivierung verglichen mit dERK1/2- und der JNK1/2-Aktivierung am
goRten. Die umfangreichste Hemmung der Thrombindieiten JNK1/2-Aktivierung wird mit
10uM PP1 erreicht (Tabelle 6, unterer Teil).
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Auch der Thromboxan ARezeptor ist in die Aktivierung der MAPKinasen aviert ist. Um
eine stimmulatonabhangge Aktivierung des Rezepiorgerhindern, wurden die Thrombozyten
vor Stimulation mit Kollagen oder Thrombin mit SG2®8 vorinkubiert. In Tabelle 6 ist
eindeutig erkennbar, das nach Vorinkubation unch@ation mit Kollagen die Aktivierung der
MAPKinasen ERK 1/2 um ca. 86% und JNK um ca. 74%egant ist, wohingegen die
Aktivitdt nach Stimulation mit Thrombin jeweils zttalfte gehemmt wird. Die Hemmung der
p38-Aktivitat ist bei Stimulation mit Kollagen unac59% und nach Stimulation mit Thrombin

um ca. 64% reduziert.

Tabelle 6: Abhangigkeit der Thrombin und Kollagen-induzierten Aktivierung der MAPKinasen
von verschiedenen Modulatoren

SP Kollagen (3 pg/ml)

SP SP PP1 PP2 PP3 SU6656 SQ29548

0+0 100+0 62 55 +11 77 £12 48 + 19 14+6
ERK1/2 | (n=11) (n=11) (n=2) (n=11) (n=6) (n=6) (n=9)

3+3 100+0 67 52+7 113+ 18 779 26+6
JNK 1/2 | (n=10) (n=10) (n=2) (n=9) (n=6) (n=4) n=7)

3+2 100+0 86 695 88+ 26 82+19 41+9
p38 (n=13) (n=13) (n=2) (n=13) (n=5) (n=5) (n=9)

SP Thrombin (0,1 U/ml)

SP SP PP1 PP2 PP3 SU6656 SQ29548

1+£2 100+0 62+12 (7716 88 +17 76 £ 15 48 +8
ERK1/2 | (n=8) (n=8) (n=b) (n=8) (n=5) (n=b) (n=10)

2+1 100+0 33+10 (61+10 135+ 14 137 £ 16 56 + 10
JNK 1/2 | (n=9) (n=10) (n=b) (n=9) (n=6) (n=4) (n=7)

8+3 100+0 76 + 6 9+17 157 + 18 130 + 37 36 +10
p38 (n=12) (n=12) (n=7) (n=12) (n=3) (n=4) (n=9)

Gewaschene humane Thrombozyten wurden mit Suspepsifier (SP) oder jeweils 10uM der Inhibitoren PP1
PP2, PP3, SU6656 und SQ29548 vorinkubiert und mg/ral Kollagen oder 0,1U/ml Thrombin bei 37°C unter
stédndigem Ruhren fir 90s stimuliert. Die Reaktionemden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer gestopgt un
Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGE und ansd#iedem Immunoblotverfahren, wie im Kapitel Methoden
beschrieben, analysiert. Zur Detektion der Proteimeden Antikdrper, die dualphosphoryliertes ERK1IRK1/2
oder p38 erkennen, verwendet. Die Phosphorylieintegssitaten wurden durch quantitative Densitoreetri
bestimmt. Dabei wurde die Intensitat des Phosphejmsignals bei 3pug/ml Kollagen oder 0,1U/ml Thramallein

als 100% festgelegt. Angegeben ist jeweils der éitert + SD. In Klammern ist die Anzahl an gleichen
Experimenten angegeben.

Nachdem wir zeigen konnten, dass die SFK-Inhibitotend der Thromboxan-Rezeptor-
Antagonist die Aktivierung der stressinduzierten RKinasen p38 und JNK1/2 durchToxin
hemmen, wurde der hemmende Effekte von PP2 und B1828i Costimulation von 0,3ug/ml
a-Toxin mit ADP oder Adrenalin untersucht. Erneutrdel die Aktivierung der MAPKinasen
durch 0,3pg/mb-Toxin bestimmt (Abb.21). Die Inkubation der Throoalgten mit 1.0uM PP2
reduziert die Aktivierung signifikant um 64% fur$8nd um 68% fur INK1/2 (Tab.13, Tab.14
siehe Tabellenanhang). Nach Vorinkubation mit PR@ einer zeitgleichen Stimulation neit
Toxin und 10puM Adrenalin oder 10uM ADP wird einenélnme der Aktivierung der beiden
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Kinasen beobachtet, die jedoch fur p38und JNK1/2bew Stimulation mit-Toxin und 10uM
Adrenalin signifikant ist (Tab.13, Tab.14 siehe &iddnanhang).

Durch Inkubation der Thrombozyten mit dem TxRezeptor-Antagonisten SQ29548 uad
Toxin wird die Aktivierung der von p38 auf 14+7%didNK auf 7+1% signifikant gehemmt.
Die Hemmung dewr-Toxin-induzierten Aktivierung der beiden Kinasent r8Q29548 kann
durch zeitgleiche Stimulation mi&-Toxin und 10uM Adrenalin oder 10uM ADP nicht
aufgehoben werden.

Bei Kombination der beiden Inhibitoren PP2 und S&@kann durch zeitgleiche Stimulation
mit a-Toxin und 10uM Adrenalin der hemmende Effekt aigf o38- und JNK1/2-Aktivierung
nicht dberwunden werden, wohingegen die Costimaathit o-Toxin und 10uM ADP die
Hemmung der Aktivierung der beiden Kinasen teilweisfhebt.

Die zeitgleiche Stimulation der Thrombozyten mg0y/mla-Toxin und 10uM Adrenalin fuhrt
nicht zu einer signifikanten Anderung der Aktivieguvon p38 und JNK1/2 gegeniiber der
alleinigen Aktivierung der beiden Kinasen mit 0,Anga-Toxin.

Die zeitgleiche Stimulation der Thrombozyten mBifg/mla-Toxin und 10uM ADP hingegen
fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der Aktivaeg von p38 und JNK1/2.
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Abbildung 21: Modulation der a-Toxin-induzierten Aktivierung von p38 und JNK1/2 in humanen
Thrombozyten

Isolierte humane Thrombozyten wurden jeweils miulOPP2 und 10puM SQ29548 oder beiden Inhibitoren
zusammen fir 5min bei 37°C unter stdndigem Ruhrembkabiert und mit diversen Agonisten, wie angegeben
stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe v@xs$robenpuffer gestoppt und Proteinmodifikationgtiels
SDS-PAGE und anschlieBendem Immunoblotverfahrer, iwi Kapitel Methoden beschrieben, analysiert. Zur
Detektion der Proteine wurden Antikorper, die dbakphoryliertes JNK1/2 oder p38 erkennen, verwendit
Phosphorylierungsintensitaten wurden durch quaivitaDensitometrie bestimmt. Dabei wurde die Intgtsdes
Phosphoproteinsignals bei 0,3pgimToxin allein als 100% festgelegt. Angegeben istgigs der Mittelwert + SD.
(siehe auch Tabellen 13 und 14 im Tabellenanhang)
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Alpha-Toxin bewirkt durch die Porenbildung einenn&rom von Kalziumionen in die
Thrombozyten. Dieser  Kaliziumeinstrom  bewirkt die kti&kierung  zahlreicher
kalziumabhangiger Enzyme. Calpain ist an mannigkit Signalwegen in Thrombozyten
beteiligt, wie der Aggregation, Sekretion und Algiong von Pseudopodien (Kuchay und
Chishti 2007). Calpeptin, ein zellpermeabler Henaffiston Calpain (Ariyoshi et al., 1995),
verzogert bei Stimulation mit 0,3pug/miToxin das Erreichen des Maximums der Aktivierung
von p38 und JNK1/2. Wéahrend in unbehandelten Thoaylen das Aktivitatsmaximum nach
2min erreicht ist, wird in Gegenwart von Calpeptias Maximum erst nach 5min erreicht
(Abb.22).

p38-PYPT JNK1/2-PYPT
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- — — mit 1uM Calpeptin —
60 60 90 120 300 Zeit (s) 60 60 90 120 300
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Abbildung 22: Effekte von Calpeptin auf die Aktivierung der MAPKinasen bei Stimulation mit a-Toxin

Isolierte humane Thrombozyten wurden in Suspenpigifer mit 2mM Kalzium mit oder ohne 1uM Calpeptin
vorinkubiert und mit 0,3pug/mi-Toxin fur die angegeben Zeiten bei 37°C unter sgemd Rihren stimuliert. Die
Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Probenpg#stoppt und Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGE
und anschlieBRendem Immunoblotverfahren, wie im tehdilethoden beschrieben, analysiert. Die dargesstel
Phosphorylierungsmuster sind reprasentativ fir ijevdeei gleiche, unabhangige Experimente.

Oben: Stimulation mit 0,3ug/mi-Toxin. Die Kontrollen wurden mit SuspensionspuffP) anstelle von 0,3ug/ml
a-Toxin durchgefihrt.

Unten: Quantifizierung der Aktivierung der MAPKireas Zur Detektion der Proteine wurden Antikdrpeie d
dualphosphoryliertes JNK1/2 oder p38 erkennen, erdet. Die Phosphorylierungsintensitdten wurdencidur
guantitative Densitometrie bestimmt. Dabei wurde fibchste Intensitit des Phosphoproteinsignal®,Bgig/mla-
Toxin allein oder bei 0,3pug/mi-Toxin in Kombination mit 1uM Calpeptin als 100% tigslegt. Angegeben ist
jeweils der Mittelwert + SD.

5.15. Phosphataseinhibitoren

Neben der Proteinphosphorylierung induzieitoxin, wie bereits mehrfach erwahnt, auch eine
charakteristische rasche ProteindephosphorylierungZur Untersuchung der
Dephosphorylierungsphanomene  und  funktioneller  Kgosnzen  wurden  die

Phosphataseinhibitoren Ciclosporin A, OkadasaudeNatriumorthovanadat benutzt.
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In der Tabelle 7 ist die Hemmung durch die Phogs®ahhibitoren Ciclosporin A, Okadasaure
und Natriumorthovanadat (Peroxovanadat) der mitun@ 3pg/mla-Toxin sowie der durch
Kollagen und Thrombin hervorgerufenen Aggregatioezaygt. Es ist offensichtlich zu
erkennen, dass die Aggregation in Gegenwart vond&ié&ure mit allen Agonisten deutlich
gehemmt ist. Nach Vorinkubation mit Natriumorthoaeat und anschliel3ender Stimulation mit
a-Toxin oder Thrombin ist die Aggregation gesteigéwf die Kollagen induzierte Aggregation
hat Natriumorthovanadat kaum Einfluss. Der Effe&nh\Ciclosporin A ist unabhangig vom

verwendeten Agonisten nur gering.

Tabelle 7: Effekte verschiedenen Proteinphosphatasehibitoren auf die Aggregation humaner
Thrombozyten

\(ormkyba— Stimulation mit
tion mit

sp 0,3 pg/mi 3 pg/mi 0,1 U/ml 3 pg/mi

a-Toxin a-Toxin Thrombin Kollagen

ohne 21 15+6 35+5 86 +7 7011
Inhibitor (n=6) (n=22) (n=20) (n=25) (n=25)
0,5 uM 2+2 5+1 22 +3 59+14 6+3
Okadaséaure (n=3) (n=3) (n=4) (n=3) (n=3)
22:(‘)'\;0 1+1 57 +12 50 +1 94 + 4 67 +1
vanadat (n=6) (n=6) (n=5) (n=4) (n=3)
1 uM 5+3 10+6 31+5 86+3 69+3
CiclosporinA (n=5) (n=6) (n=7) (n=4) (n=3)

Gewaschene humane Thrombozyten wurden 5min mitageyegebenen Proteinphosphatase-Inhibitoren inkubier
und anschlieBend mit 0,3pg/ml sowie 3uglmroxin, 0,1U/ml Thrombin und 3pg/ml Kollagen bei°€7 unter
rihren stimuliert. Die Messung erfolgte 5min naalgabe der Agonisten. Die Aggregation nach der Migheon
Born ermittelt, wie im Abschnitt Material und Metherd beschrieben. Angegeben ist jeweils der Mittehivefo +

SD. In Klammern ist die Anzahl an gleichen Experitea angegeben.

AnschlieRend sind die Effekte der Phosphataseitanén auf die Aktivierung der MAPKinasen
untersucht worden (Tab.8). Durch Vorinkubation @itadasédure oder Natriumorthovanadat
und anschlieBender Stimulation mitToxin wird ein hoheres Niveau der maximalen
Aktivierung von p38 und JNK1/2 als bei alleinigegtandlung der Thrombozyten mHToxin
erreicht. Gleichzeitig wird die Deaktivierung deinksen p38 und JNK1/2 in Gegenwart der
beiden Inhibitoren verzdgert. Ciclosporin A hemrig Aktivierung der MAPKinasen p38 und
JNK1/2, hat aber auf die Deaktivierung keinen Eisél (Tab.8).

Auch die Phosphorylierung von p27, einem Proteih emmier relativen Molmasse von 27kDa
(Abb.7) ist von der Wirkung der Phosphataseinhibitobetroffen. Auf die das Maximum der
Phosphorylierung und die Dephosphorylierung von ip&23en die Phosphataseinhibitoren einen
ahnlichen Effekt wie auf die MAPKinasen p38 und JXK Auch die Vorinkubation mit
Okadasdure sowie Natriumorthovanadat und eine BeRehder Stimulation mit-Toxin

bewirken, dass das Niveau der maximalen Phospkauylg von p27 héher ist als bei alleiniger
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Behandlung der Thrombozyten miToxin (Tab.8). Gleichzeitig wird die Dephosphoeyling
von p27 in Gegenwart der beiden Inhibitoren veredd®urch Vorinkubation mit Ciclosporin A

wird die a-Toxin-bedingte Dephosphorylierung von p27 nichgib#iusst.

Tabelle 8: Zeitabhéngige Anderungen der Phosphorylieing von p38, JNK1/2 und p27 nach Stimulation mit
a-Toxin

Inkubation mit
Modulator Puffer 0,3 pg/ml a-Toxin
120 sec 120 sec 180 sec 300 sec 420 sec 600 sec 720 sec 900 sec 1200 sec
Puffer 2+3(12) | 8+7(9) | 100(12) |62+8(12) | 15+11(8) | 4£5(9) | 1+1(6) | 1+1(6) | 1+1(6)
oo}
4| o5um 1144 (3 37 54+9(3) |115+31(4) | 116+8(3) | 36£21(3) | 12+9(3 13 (2 6+8(3
e | 1124@ &) £9(3) |115+31(4) [ 116+8(3) | 36£21(3) | 1249(3) @ | 6280
SOuN Perox0 5143 86(2) |134+34(3) |112+32(5) | 22+12(5) | 15+10(3) | 16+7@3) | 426@) | 2:2(3)
1uM
Cidosporina | 1210 | 1426(3) | 28+12(3) | 682 |46+12(3) | 1:1(3 | 1:1() | 1:1(®) | 1£1()
Puffer 9:5(@8) | 7+4(8) |[36:100®) | 20:7(8) | 52(2) 16+8(3) | 10+7(3) | 10+6(3) | 10:8(3)
N
T osuM 10£2 (5) 51(2) | 64+1(5) |120+5(4) [143+14(3) [126£20(3)| 102+9(3) | 76(2 | 20:9(3)
% Okadaséure B B B B B B B
30 ‘\jg”n;’g;”“" 9+2(38) |94+22(3) |205+30(3) |127+18(3) [ 71£20(3) | 44 +8(3) | 242 (3) 27(2) | 20£8(@3)
1uM
Ciclosporina | 1£1@) | 32£13(3) | 55220(4) | 6710(3) | 25420(3) | 2:2(3) | 3%4(3) | 2¢3(3) | 42503
Puffer 5+4(9) | 25+5(9) | 35+7(9) | 95¢5(9) |55+24(3) | 17+6(7) | 7+8(®6) | 4+ 7(4) | 2:3(6)
0.5 UM 9+3(3) 35 (1) 30(1) | 32+9(3) [118+12(3)|28+11(3) | 157 (3) 702 7£1(3)
~ | Okadas&ure - - - - - -
N
2 [SOHMPeroXol 28+10(4) | 150(2) | 408(2) |307+25(4)|182+40 (4) (12537 (4) (132424 (3)|125418(3)| 80 (2)
1pM
Ciclosporina | 10%4(8) [23£10(3) [29£14(3) [26210(4) | 7£9(3) | 2£3(3) | 424(3) | 2:1(3) | 2£1(3

Isolierte humane Thrombozyten wurden mit 0,5uM Qisddire, 30uM Natriumorthovanadat oder 1uM Ciclospori
A vorinkubiert und mit 0,3pug/mi-Toxin fur die angegeben Zeiten bei 37°C unter sgevd Rihren stimuliert. Die
Reaktionen wurden durch Zugabe von SDS-Probenpg#stoppt und Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGE
und anschlieBendem Immunoblotverfahren, wie im tehgviethoden beschrieben, analysiert und mit Hdfss
Densitometers quantifiziert. Zur Detektion der MAIR&sen wurden Antikorper, die dualphosphoryliedsi<1/2
oder p38 erkennen, verwendet und der monoklonatePfrosphotyrosin-Antikérper 4G10 zur Detektion vo27.
Dabei wurde die jeweils hochste Intensitat des phasroteinsignals bei 0,3ug/miToxin allein oder bei 0,3pug/mi
a-Toxin in Kombination mit den angegeben Phosphaihdgtoren als 100% fir das jeweilige Protein ¢esegt.
Angegeben ist jeweils der Mittelwert + SD.

5.16. Abhangigkeit der Tyrosinphosphorylierung von p27 va der Familie der Src-
Kinase

Proteinphosphorylierungen sind fur eine Vielzahl nvdignaltransduktionswegen der
Thrombozyten bedeutend. Wie bereits 2005 von Fadkeal. gezeigt werden konnte, ist die
Kollagen-induzierte  p27-Proteintyrosinphosphoryliey und  -dephosphorylierung in
menschlichen Thrombozyten abhéngig von Signalen Te®mboxan A-Rezeptors. Zur

Bestéatigung dieser Literaturdaten wurden Thromlmzywor Stimulation mit Kollagen oder
Thrombin mit SQ29548, einem Antagonisten der Throxalm A-Rezeptors, vorinkubiert. In

Abbildung 23 ist eindeutig erkennbar, dass nachinkabation mit SQ29548 und Stimulation
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mit Kollagen die Phosphorylierung von p27 um 68%hegamt ist, wohingegen die

Phosphorylierung nach Stimulation mit Thrombin oor 13% gehemmt ist.

Die SFK-Hemmstoffe PP1, PP2 und SU6656 hemmen diecRhosphorylierung von p27 nach
Stimulation mit 3pg/ml Kollagen (Abb.23). Die gré8emmung auf 20+8% des maximalen
Effekts wird durch den Inhibitor PP2 hervorgerufddurch Vorinkubation mit dem Src-

Inhibitor die
Tyrosinphosphorylierung von p27 als auch die Throratbhangige p27-Phosphorylierung

Dasatinib lasst sich  sowohl mit  3pb/mKollagen-induzierte

signifikant hemmen (Tab.9). Die Thrombin-induziepg27-Phosphorylierung wird durch PP2
und SU6656 signifikant gehemmt.
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Abbildung 23: Modulation der Thrombin und Kollagen-i nduzierten Tyrosinphosphorylierung von p27

Gereinigte Thrombozyten wurden mit den angegebdnkibitoren bei 37°C unter stdndigem Rihren fir 5min
vorinkubiert und mit 3ug/ml Kollagen oder 0,1U/mhrémbin fiir 30s stimuliert. Die Reaktionen wurderratiu
Zugabe von SDS-Probenpuffer gestoppt und Proteiifikaionen mittels SDS-PAGE und anschlieBendem
Immunoblotverfahren, wie im Kapitel Methoden bessben, analysiert. Die Phosphorylierungsintengitaterden
mit Hilfe des Densitometers quantifiziert. Zur Didten der Proteine wurde der Anti-Phosphotyrosirtikarper
4G10 wendet. Dabei wurde die Intensitat des Phgspheinsignals bei 3pug/ml Kollagen oder 0,1U/ml @rbin
allein als 100% festgelegt. Angegeben ist jeweds Mlittelwert £ SD. In Klammern ist die Anzahl ateighen
Experimenten angegeben (siehe auch Signifikanzea8gl

Tabelle 9: Signifikanztabelle zu den Abbildungen 28ind 24

10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM

PP1 PP2 PP3 SU6656 | Dasatinib | SQ29548
0,1U/ml |* ok n.s. * kk n.s.
Thrombin | p=0,03 p<0,001 | p=0,34 p=0,02 p<0,001 | p=0,58
3pg/ml | * ok n.s. n.s. Kk ok
Kollagen | p=0,05 p<0,001 | p=0,33 p=0,09 p<0,001 | p<0,001
0,3 ug/ml *%k *kk ns *kk *k%k *k%k
a-Toxin p=0,009 p<0,001 p=0,25 p=0,003 p<0,001 p<0,001

Begriffserklarung: : n.s. = nicht signifikant; * =<f,05; ** = p<0,01; *** = p<0,005
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Nach Vorinkubation mit verschiedenen Hemmstoffen @oc-Kinase Familienmitgliedern wie,
PP1, PP2 und SU6656 und anschlieBender Stimulatign 0,3pug/ml a-Toxin ist die
Phosphorylierung von p27 reduziert (Abb.24). Daskiive Analoga PP3 hat keinen
hemmenden Effekt. Wieder hat den gré3ten hemmegtfeht Inhibitor PP2 mit ca. 73 %. Der
SFK-Inhibitor Dasatinib hemmt die- Toxin abhangige Phosphorylierung von p27 auf 8%
des maximalen Effekts (Tab.9). Mit dem ThromboxapR&zeptor-Antagonisten SQ29548

wird die a-Toxin-induzierte Phosphorylierung von p27 sigrafik reduziert.
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[SQ29548] (10 uM) - - - - - - - +

Abbildung 24: Einfluss verschiedener Modulatoren aufdie a-Toxin-induzierte Tyrosinphosphorylierung von
p27

Gereinigte Thrombozyten wurden mit den angegebévedulatoren bei 37°C unter standigem Ruhren fur 5min
vorinkubiert und mit 0,3pug/mlo-Toxin fur 3min stimuliert. Zur Detektion der Prote wurde der Anti-
Phosphotyrosin-Antikérper 4G10 wendet. Die Phosgi@ungsintensitdten wurden durch quantitative
Densitometrie bestimmt. Dabei wurde die Intensigg Phosphoproteinsignals bei 0,3pgirdloxin allein als 100%
festgelegt. Angegeben ist jeweils der MittelwertSP. In Klammern ist die Anzahl an gleichen Experites
angegeben.

Weitere Versuche bestatigen, dass der hemmendkt Etia PP2 durch die Costimulation von
3pg/ml Kollagen mit 10uM ADP oder 10uM Adrenalinivieise aufgehoben werden (Abb.25).
In Anwesenheit von PP2 wird eine signifikante Hemguder p27-Phosphorylierung auf
19+6% des maximalen Effekts beobachtet (Tab.10g gBitgleiche Stimulation der PP2-
gehemmten Thrombozyten mit 3ug/ml Kollagen und 10Abtenalin fihrt zu einer nicht
signifikanten Zunahme der p27-Phosphorylierungé®#31%, wohingegen die Stimulation mit
3ug/ml Kollagen und 10uM ADP zu einer signifikantBanahme der p27-Phosphorylierung
auf 54+119% fuhrt (Tab.10).
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Abbildung 25: Inhibierung der p27-Tyrosinphosphorylierung mit PP2 nach der Stimulation mit Kollagen

Gereinigte Thrombozyten wurden mit 10uM PP2 beiC3idhter stdndigem Ruhren fir 5min vorinkubiert uné wi
angegeben stimuliert. Die Reaktionen wurden durchgaBa von SDS-Probenpuffer gestoppt und
Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGE und ansdgiedem Immunoblotverfahren, wie im Kapitel Methoden
beschrieben, analysiert.

Links: Stimulation mit Kollagen. Humane Thrombozayteurden mit 3pug/ml Kollagen und 10uM Adrenalin bzw
10uM ADP fiir 30s stimuliert. Zur Detektion der Raioe der Anti-Phosphotyrosin-Antikérper 4G10 verdet Die
Kontrollen wurden mit Suspensionspuffer (SP) duettigrt. Die Pfeile markieren die Molmassen stanidéder
Proteine in kDa.

Rechts: Quantifizierung der p27-Phosphorylierunge Ditensitat der Phosphorylierung von p27 wie in ldgken
Abbildungen dargestellt, wurden mit Hilfe des Deémsieters quantifiziert. Dabei wurde die Intensitigs
Phosphoproteinsignals bei 3ug/ml Kollagen als 1G68tgelegt. Angegeben ist der Mittelwert + SD. llaikmern

ist die Anzahl an gleichen Experimenten angegeben.

Tabelle 10: Signifikanztabelle zu Abbildung 25

Kollagen + PP2 + | Kollagen + PP2 +
Puffer Kollagen Adrenalin ADP
n.s. Fkk n.s. *
Kollagen + PP2
g p=0,08 p<0,001 p=0,31 p=0,02

Begrifferklarung: : n.s. = nicht signifikant; * = ps05; ** = p<0,01; *** = p<0,005

Bei Stimulation mit Thrombin kann die hemmende Wirg von PP2 auf die p27-
Tyrosinphosphorylierung mit Adrenalin und ADP nichtifgehoben werden (Abb. 26). In
des SFK-Inhibitors PP2 wird eine sigaifte Hemmung der p27-
Phosphorylierung auf 53+6% beobachtet (Tab.11). Bedtgleiche Stimulation der PP2-
gehemmten Thrombozyten mit 0,2U/ml Thrombin und NlOjdrenalin oder 10uM ADP fihrt

zu einer nicht signifikanten Zunahme der p27-Tyrpkbsphorylierung.

Anwesenheit
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Abbildung 26: Inhibierung der p27-Tyrosinphosphorylierung mit PP2 nach der Stimulation mit Thrombin

Gereinigte Thrombozyten wurden mit 10 pM PP2 béiC3idnter standigem Ruhren fur 5min vorinkubiert urid w
angegeben stimuliert. Links: Stimulation mit ThramtHumane Thrombozyten wurden mit 0,1U/ml Thrombird
10puM Adrenalin bzw. 10uM ADP fir 30s stimuliert. iZDetektion der Proteine wurde der Anti-Phosphatyro
Antikdrper 4G10 verwendet. Die Kontrollen wurdert ®uspensionspuffer (SP) durchgefiihrt. Die Pfeiéekieren
die Molmassen standardisierter Proteine in kDa.

Rechts: Quantifizierung der p27-Phosphorylierunge Ditensitat der Phosphorylierung von p27 wie in ldgken
Abbildungen dargestellt, wurden mit Hilfe des Démsieters quantifiziert. Dabei wurde die Intensitigs
Phosphoproteinsignals bei 0,1U/ml Thrombin als 1388tgelegt. Angegeben ist der Mittelwert + SDKlammern
ist die Anzahl an gleichen Experimenten angegeben.

Tabelle 11: Signifikanztabelle zu Abbildung 26

. Thrombin + PP2 + | Thrombin + PP2 +
Puffer Thrombin Adrenalin ADP
il *kk n.s. n.s.
Th bin + PP2
romain p<0,001 p<0,001 p=0,48 p=0,62

Begrifferklarung: : n.s. = nicht signifikant; * = p<05; ** = p<0,01; *** = p<0,005

In Abbildung 27 sind die hemmenden Effekte von RIR8 SQ29548 bei Costimulation von
0,3ug/ml a-Toxin mit Adrenalin oder ADP auf die p27-Tyrosimgphorlyierung gezeigt
(Abb.27). Durch die Vorinkubation mit 10uM PP2 widie p27-Phosphorylierung signifikant
auf 16+8% gehemmt (Tab.15). Nach Vorinkubation B2 und zeitgleichen Stimulation mit
a-Toxin  und 10puM Adrenalin wird eine signifikante @ahme der p27-
Tyrosinphosphorylierung beobachtet. Im Gegensatzu dest die Steigerung der p27-
Tyrosinphosphorylierung durch die zeitgleiche Station mit a-Toxin und 10uM ADP nicht
signifikant (Tab.15).

Durch Inkubation der Thrombozyten mit SQ29548 unrdToxin wird die p27-
Tyrosinphosphorylierung jedoch signifikant auf 28t gehemmt. Die Hemmung defToxin-
induzierten p27-Tyrosinphosphorylierung mit SQ29%48n durch zeitgleiche Stimulation mit
a-Toxin und 10uM Adrenalin aufgehoben werden, wobgen die Hemmung von 10uM
SQ29548 durch zeitgleiche Stimulation maiT oxin und 10uM ADP nicht signifikant zunimmt.
Durch die Kombination der beiden Modulatoren PP@ 829548 wird die-Toxin-induzierte
p27-Tyrosinphosphorylierung auf 20+7% gehemmt. Besatzlicher Stimulation mit 10uM
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Adrenalin (29+9%) oder 10uM ADP (30+16%) wird keisgnifikante Steigerung der p27-
Tyrosinphosphorylierung beobachtet. Durch die #mithe Stimulation der Thrombozyten mit
0,3pg/mla-Toxin und 10uM Adrenalin oder 10uM ADP wird einieht signifikante Zunahme
der p27-Tyrosinphosphorylierung gegeniber derrafien p27-Tyrosinphosphorylierung mit
0,3pg/mla-Toxin beobachtet.
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Z 3 @ (2)
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[a-Toxin] (0,3 pg/ml) - + + + + + + + + + + + +
[PP2] (10 puM) - - + + + - - - + + +
[SQ29548] (10 uM) - - - - - + + o+ o+ + + -
[Adrenalin] (10 uM) - - - + - - + - - + - + -
[ADP] (10 uM) R - - -+ s

Abbildung 27: Einfluss verschiedener Modulatoren aufdie a-Toxin-induzierte p27-Tyrosinphosphorylierung
in humanen Thrombozyten

Isolierte humane Thrombozyten wurden jeweils miulOPP2 und 10uM SQ29548 oder beiden Inhibitoren
zusammen fir 5Smin bei 37°C unter stdndigem Rihreimkuiert und mit diversen Agonisten, wie in derbfidung
angegeben, stimuliert. Die Reaktionen wurden durchgahe von SDS-Probenpuffer gestoppt und
Proteinmodifikationen mittels SDS-PAGE und ansdgiedem Immunoblotverfahren, wie im Kapitel Methoden
beschrieben, analysiert. Zur Detektion der Proteinede der Anti-Phosphotyrosin-Antikérper 4G10 venget. Mit
Hilfe des Densitometers wurden die Ergebnisse dfimait. Dabei wurde die Intensitéat des Phosphtgirsignals
bei 0,3pg/mlo-Toxin allein als 100% festgelegt. Angegeben éstgils der Mittelwert + SD. In Klammern ist die
Anzahl an gleichen Experimenten angegeben. (sietle Babelle 15 im Tabellenanhang)
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6. Diskussion

6.1. Einfluss von e-Toxin aus Staphylococcus aureusauf die Funktion von
Thrombozyten
1964 wurde von Siegel und Cohen beschrieben, @dsxin ausStaphylococcus aureus eine
Formveranderung (Shape Change) und die Aggregatmm humanen Thrombozyten in
plattchenreichem  Plasma  verursacht. Diese Effekton vo-Toxin  auf die
Thrombozytenaggregation im plattchenreichen Plask@nnten auch von anderen
Arbeitsgruppen bestatigt werden (Bhakdi und Trademsen 1991, Schubert et al., 2011).
Plattchenreiches Plasma enthélt neben den Thrortdozerschiedene weiter Komponenten
wie Proteine, Glucose, Lipide und eine Reihe nieddekularer Substanzen, deren
Zusammensetzung zwischen verschiedenen Spendeknsstavanken kann und deshalb ein
wenig definiertes Medium darstellt. Ausserdem edtiptattchenreiches Plasma zahlreiche
Gerinnungsfaktoren und wichtige Substanzen fiur premdre Hamostase und die die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse beeinflussen éiinm den Einfluss von plasmatischen
Faktoren auf die Funktion und Signaltransduktion @erombozyten zu vermeiden, wurden
daher fur die hier vorgestellten Experimente gewase Thrombozyten verwendet, die in
einem definierten, in der Thrombozytenforschungrgaebhlichen Puffer resuspendiert wurden.
Unter experimentellen Bedingungen mit gewascheneroribozyten ist die durch-Toxin
hervorgerufene  Thrombozytenaggregation zeit- und nzé&otrationsabhéangig. Die
Konzentrationsabhangigkeit derToxin-induzierte Aggregation von Thrombozyten ktan
auch im plattchenreichen Plasma gezeigt werdenufsxh et al., 2011). Das Ausmald der
Aggregation betragt mit gewaschenen Thrombozyteim frach Zugabe von 3ug/mkToxin
37+9% (n=45). In der Arbeit von Schubert et al.dMiei einer Konzentration von 3ug/ied
Toxin eine Aggregation von ungefahr 45% erreictd.id dieser Arbeit keine Angabe Uber den
Zeitpunkt der Messung gemacht wird, ist ein Vediehinsichtlich des zeitlichen Auftretens
der maximalen Thrombozytenaggregation nicht méglich
Sowohl in der Arbeit von Schubert et al. als auchinserer Arbeit wurde-Toxin von Sigma-
Aldrich verwendet. Nach Herstellerangaben enthidt gklieferte Proteinmenge nur 608
Toxin. Unter Beriicksichtigung dieser Angabe entsipea 3pg/mbi-Toxin in der vorliegenden
Doktorarbeit 5pg/mb-Toxin in der Arbeit von Schubert et al. Mit S5pg/miToxin wurden in
der Arbeit von Schubert et al. ungefahr 85% Aggtiegeaerreicht. Diese Ergebnisse fuhren zu
dem Schluss, dass Faktoren im plattchenreichemrmBlasnen verstarkenden Einfluss auf die
Aggregation ausiben konnten.
Mittels Massenspektrometrie konnten wir zeigen,sddas kauflich erworbene-Toxin von
Sigma-Aldrich auch Enterotoxin B und Phospholip&seenthalt. Enterotoxin B kann die

Thrombin-induzierte Aggregation und Adhasion vonmiamen Thrombozyten hemmen
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(Morganti et al., 2008; Tran et al., 2006). Um demfluss dieser Verunreinigung auf die
Thrombozyten zu testen, haben wir ein aus Zellkiiiarstanden gereinigtesToxin von der
Arbeitsgruppe von Prof. Husmann (Mainz) im Verdtegetestet. Nach Stimulation zeigen die
Thrombozyten gleiche Ergebnisse hinsichtlich degr&gation und der Aktivierung bestimmter
Kinasen wie p38 und JNK, sodass ein moglicherwemtiegender hemmender Effekt von
Enterotoxin B vernachlassigt werden kann. Aussertiatren wir Enterotoxin B zwar in der
Massenspektrometrie als Protein nachgewiesen, whdaiber keine Aussage mdglich ist, ob
das Toxin auch biologisch aktiv ist.

Dartber hinaus bilden eine Vielzahl vdaphylococcus aureus-Stammen neben anderen
Toxinen aucho-Toxin, sodass eine gemischte Wirkung von versa@ried Toxinen gerade in
vivo erwartet werden kann. Nu@aphylococcus aureus-Stdmme, die das ,toxic shock

syndrom“-Toxin bilden, bilden keia-Toxin (Bhakdi und Tranum-Jensen, 1991).

Die Anlagerung vona-Toxin an die Zellmembran soll Uber 2 verschieddtechanismen
erfolgen. Aktuelle Daten implizieren, dass die memigebundene Disintegrin-and-
Metalloprotease 10 (ADAM10) fur die Wirkung varToxin wichtig ist und wahrscheinlich
den hochaffinen Rezeptor fir die Bindung der Mon@mdesa-Toxins an der Zellmembran
darstellt (Wilke et al., 2010). An das Monomer lagsich weitere Monomere an, bis ein hexa-
oder heptamerer Komplex entstanden ist, der sicdienMembran einlagert. Zum anderen
scheint es auch einen unspezifischen Adsorptionsameemus, Gber den bisher nichts weiter
bekannt ist, zu geben (Berube und Bubeck-Warden2Qt§).

ADAM10 als hochaffine Bindungsstelle farToxin-Monomere wurde fur humane Zellen wie
Endothelzellen, Monozyten, Neutrophile (Blume et, &neidl et al., 2012) und primare
Keratinozyten, eine Form der Epithelzellen (Biraket2012), bereits beschrieben. Auch humane
Thrombozyten exprimieren ADAM10 auf der Zellobecti& (Colciaghi et al., 2002; Fong et al.,
2011), was eine Erklarung fur die Empfindlichkeeggniben-Toxin sein sollte.

Unsere Untersuchungen von Mausen mit ADAM10-depdtin Thrombozyten zeigten, dass
die Aggregation nach Aktivierung mit-Toxin (2-20ug/ml) vollstandig gehemmt ist (Abb.4).
Diese Ergebnisse kdnnen als Indiz gewertet werdass die Bindung vom-Toxin Uber
ADAM10 fur die Wirkung entscheidend ist und der fkiss des unspezifischen
Adsorptionsmechanismus eine geringere Bedeutunghat anderen kénnte es auch bedeuten,
dass ADAM10 nicht nur als Bindungsstelle wirkt, dem durch die Bindung von-Toxin
intrazellulare Signaltransduktionswege lUber Mitdgieder Src-Familie aktiviert werden. In der
Folge fuhrt diese Bindung zur geordneten Aktivigrder Thrombozyten, da die frihe Phase
der a-Toxin induzierten Aktivierung mit der Aktivierungurch naturliche Agonisten, wie

Thrombin oder Kollagen vergleichbar ist (Abb.7).
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Neben der Messung der Aggregation nach Born, sliellBestimmung der P-Selectinexpression
und der Aktivierung des Fibrinogenrezeptors mitt&sirchflusszytometrie eine weitere
Methode zur Untersuchung der Thrombozytenaktivigraiar. Die vono-Toxin-induzierte
Aktivierung von humanen Thrombozyten und Thrombemyvon Wildtypmausen fuhrt zur
Freisetzung von Granulainhaltsstoffen. Zu erkerisedies am Nachweis von P-Selectin, einem
Marker fura-Granulamembranen, auf der Oberflache der Throntbaz{Echmitz et al., 1998;
Abb.3, Abb.6).

Die Sekretion von Granulainhaltsstoffen geschidhtsiblogischerweise, wenn Thrombozyten
durch spezifische Liganden, wie vWF, Kollagen, Thbmxan A, ADP oder Thrombin, Uber
ihre Rezeptoren aktiviert werden (Brass, 2003). ddalird sowohl eine Aktivierung der
Proteinkinase C als auch ein Anstiegt der intraimien Kalziumkonzentration beobachtet.
Diese beiden Effekte interagieren synergistisch didldren zu einer Amplifizierung der
Sekretion (Reed, 2007).

Der Zeitverlauf der P-Selectinexpression auf humahirombozyten induziert duraizrToxin
erreicht in Abhangigkeit von der Konzentration éiansientes Maximum, das im weiteren
Verlauf wieder abnimmt. Vergleichbare Effekte kamtwch fir die GPIIbllla-Aktivierung auf
humanen Thrombozyten beobachtet werden (Abb.2seDirgebnisse stehen im Widerspruch
zu den Daten aus den Aggregationsanalysen, dakeare Reversibilitit beobachtet wird
(Abb.1). Moglichweise liegt dies an der geringerefhrombozytenzahl bei der
durchflusszytometrischen Analyse (FACS-Analyseg, aus methodischen Grunden verwendet
werden muss, damit keine Aggregatbildung eintritt.

Im Gegensatz zu humanen Thrombozyten, wird mit Wlchdusethrombozyten keine
Reversibilitat der GPIIbllla-Aktivitat und der PJ8etinexpression in der FACS-Analyse
beobachtet (Abb.5, Abb.6). Diese unterschiedlickggebnisse kdnnten zum einen an den
verschiedenen Spezies liegen. Zum anderen untéisthsich aber auch die Praparation der
Thrombozyten. So wurden die Messungen an Mausetooyten in Vollblut durchgefiihrt, das
neben Thrombozyten auch Erythrozyten enthalt. Weeaaderen Zellen enthalten Erythrozyten
ADP und ATP in etwa millimolaren Konzentrationentthje, 1990). Erythrozyten kdnnten
unter den gewahlten experimentellen BedingungerthdusToxin lysiert werden und dabei
ihren Inhalt freisetzen. ADP allein ist ein sehhwacher Thrombozytenagonist, aber als
wichtiger sekundarer Agonist verstarkt ADP vielgr&ilwege und tragt so zur Stabilisierung
des Thrombus bei (Hechler und Gachet, 2011).

In Thrombozyten ist ADP vor allem in den dichtena@ula lokalisiert und wird bei der
Aktivierung freigesetzt. Die Sekretion von dichterund o-Granula ist mit
Thrombozytenagonisten wie Thrombin, dem PAR-Peplidd SR und der Kalziumionophore
Calcimycin beobachtet wurden (George et al., 198&slam et al., 1979; Mirlashari et al.,

1996). Jedoch konnen auf Grund der verschiedenethaden keine Aussagen uber
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guantitativen Umfang und zeitlichen Verlauf derife¢ezung gemacht werden. Moglicherweise
sind die durch einen Kalziumeinstrom aktiviertergrisilwege nicht ausreichend, um eine
vollstandige Freisetzung von ADP aus dichten Grawould damit eine irreversible Aktivierung
der Thrombozyten zu erreichen.

Bereits 1967 wurde von Manohar et al. beschriebassa-Toxin zu einer Schwellung von
humanen Thrombozyten, jedoch nicht zur Lyse fllBme Folge dieses Effekts kénnte sein,
dass die Messung der Aggregation gestort wird istdscheinbar irreversibel darstellt, obwohl

die Aggregation reversibel verlauft.

6.2. Einfluss von a-Toxin auf die Phosphorylierung und Dephosphorylieung von

Proteinen in humanen Thrombozyten

6.2.1. Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteien an Tyrosinresten

In ruhenden Thrombozyten ist die Anzahl von Praejndie an Tyrosinresten phosphoryliert
sind (=Tyrosinphosphorylierung), relativ gering. ddader Stimulation mit verschiedenen
Thrombozytenagonisten kommt es bei einer Vielzahlon v Proteinen  zur
Tyrosinphosphorylierung. Auch bei Aktivierung ni#taphylococcus aureus a-Toxin werden
zeit- und konzentrationsabhéngig Proteine an Tgresten phosphoryliert. Diese
Phosphorylierungsmuster sind denen, durch Rezaftorerte Signalwege entstandenen, sehr
ahnlich (Abb.7; Falker et al., 2004, Nash et @1Q@,.

Dabei hangen der Beginn und das Ausmal3 der Pmptesmphosphorylierung und der
Dephosphorylierung von der Toxinkonzentration adb.hdher die Toxinkonzentration, desto
schneller wird das Maximum der Proteintyrosinphasplierung erreicht (Abb.7). Bei unseren
Untersuchungen standen die Phosphorylierungen amsifiyesten von Proteinen mit relativen
Molekularmassen bis 60kDa im Fokus. Nach Stimufatitit a-Toxin zeigen eine Reihe von
diesen Proteinen (27, 29, 39kDa) Anderungen im pharylierungsmuster (Tab.1).

Die Untersuchung von p27, einem Protein, das imgé-aler Stimulation mi-Toxin an
Tyrosinresten phosphoryliert wird und in unstimiié® Thrombozyten nicht oder nur sehr
gering phosphoryliert ist (Tab.1), zeigt den gleich/erlauf der Tyrosinphosphorylierung wie
in Thrombin-induzierten Thrombozyten (Falker et 2005).

Obwohl die Phosphorylierungsmuster in aktiviertdwoimbozyten unabhangig vom Stimulus
sehr ahnlich ausschauen, unterscheidet sich dibd3pporylierung sehr stark im Zeitverlauf
und im Ausmafd. Wahrend nach Stimulation mit Thramkine Dephosphorylierung nur
allmahlich stattfindet, folgt der Tyrosinphosphaeyling ina-Toxin-stimulierten Thrombozyten
eine rasche und vollstdndige Dephosphorylierungr Ruantifizierung dieser primaren
Beobachtungen haben wir die Proteine mit den Mateavon 27, 29, und 39kDa untersucht,

deren Phosphorylierungsstatus sich, wie schon imhefien Untersuchen gezeigt, nach
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Stimulation mit Thrombin andert (Falker et al., 83R0Aus den vorliegenden Daten geht hervor,
dasso-Toxin konzentrationsabhangig eine Dephosphoryfigrder 3 Proteine bewirkt (Tab.1).
Innerhalb von 10min werden p27 und p29 nahezutéoitg dephosphoryliert, nicht aber p39.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dabexin in der Lage ist, Thrombozyten zu
aktivieren, was mit Proteintyrosinphosphorylierumgd Aggregation einhergeht, wohingegen
die Dephosphorylierung verglichen mit Thrombin- od&ollagenstimulation deutlich
ausgepragter ist. Dabei ist der Zeitverlauf diedephosphorylierungen von der
Toxinkonzentration abhangig ist. Je héher die Katrzation des Toxins desto schneller erfolgt

die Dephosphorylierung.

6.2.2. Einfluss von Calcimycin

Alpha-Toxin entfaltet seine Wirkung tber die Bilduwon Transmembranporen, die durchlassig
fur kleine Molekule, wie Nukleotide, und lonen, wi&lziumionen oder Kaliumionen sind
(Kloft et al., 2009). Der Kalziumeinstrom wird afler wichtigste Wirkmechanismus ven
Toxin betrachtet (Bhakdi et al.,, 2006). Das fuhues zu der Hypothese, dass der
Kalziumeinstrom priméar fir die Phosphorylierung ubephosphorylierung verantwortlich ist.
Um diese Vermutung zu untermauern, wurdeifoxineffekte mit der Kalziumionophore
Calcimycin (A23187) verglichen, die ebenfalls zuktiierung von Thrombozyten durch
Kalziumeinstrom fuihrt (Rasheed und Saeed, 20043ldgnzua-Toxin fuhrt die Stimulation mit
Calcimycin zur Tyrosinphosphorylierung und zu eisehnellen Dephosphorylierung (Abb.9).
Diese Beobachtungen bestadrken unsere Annahme,déasprimaren Kalziumeinstrom eine
bedeutsame Rolle bei der Thrombozytenaktivieruhmmumt.

In der Arbeit von Takayama et al. (1991) wurde ggizelass es in Thrombozyten, die mit der
Kalziumionophore A23187 stimuliert werden, zu eifdosphorylierung von Tyrosinresten an
3 Proteinen mit apparenten Molmassen von 76, 1241 uW85kDa kommt. Die
Tyrosinphosphorylierung dieser 3 Proteine kann fldurden intrazellular wirksamen
Kalziumchelator BAPTA-AM gehemmt werden. Die Kalziipnophore verstarkt ebenfalls die
Phosphorylierung von Proteinen mit apparenten Mefea von 60, 80 und 130kDa an
Tyrosinresten (Vostal et al., 1991). Das Proteindar Molmasse von 130kDa wurde spater als
Vinculin identifiziert (Vostal et al., 1993).

Auch die Thrombozytenaggregation wird unter unseegperimentellen Bedingungen mit
gewaschenen Thrombozyten durch die Kalziumionopl@akeimycin induziert (Abb.14). Die
durch A23187-induzierte Aggregation kann durch aad&gonisten wie Serotonin (Connor et
al., 2001) oder Plattchen-aktivierender Faktor (PAR plattchenreichen Plasma verstarkt
werden (Rasheed und Saeed 2004).
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6.2.3. Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen von Sar-Threonin-Kinasen

a) MAPKinasen

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, wurderrhrombozyten die mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPKinasen) ERK1/2, p38 und JNK1lidentifiziert, die durch
unterschiedliche physiologische Thrombozytenagenistwvie Thrombin, Kollagen, von-
Willebrand-Faktor (vWF) und ADP aktiviert werdend@m et al., 2008). Auct-Toxin fuhrt
zur Aktivierung der stressinduzierten MAPKinasen8p8nd JNK1/2, wohingegen die
extrazellular regulierten Kinasen 1 und 2 (ERKZL1f#kht betroffen sind (Abb.18). Die
MAPKinase p38 kann durch eine Reihe von Toxineneserd Pathogene ebenfalls aktiviert
werden. So wurde die Aktivierung von p38 durch Pnelysin (Stringaris et al., 2002),
Streptolysin O (Stassen et al., 2003), Anthraxtgkiopova et al., 2006) urdToxin (Husmann
et al., 2006) in verschiedenen Kulturzellen gezdigr genaue Weg zur Aktivierung von p38
nach Stimulation miti-Toxin ist unbekannt. Von Kloft et al. (2009) koantmit HEK293-
Zellen gezeigt werden, dass zur p38-Aktivierungemekdem Kalziumeinstrom Uber die Pore
auch der Ausstrom von Kalium aus den Zellen bditrag

Die MAPKinasen p38und JNK1/2 zeigen naefToxinstimulation einen &hnlichen zeitlichen
Verlauf der Aktivierung wie in Thrombin-stimulienteThrombozyten (Abb.18; Bugaud et al.,
1999; Kramer et al., 1995). Wéahrend der zeitlicliafsf der Aktivierung &hnlich ausschaut, ist
der Verlauf der Inaktivierung sehr verschiedenu{fioxin-stimulierten Thrombozyten sind p38
und JNK1/2 nach 5min bereits vollstandig inaktijiegdhrend nach Stimulation mit Thrombin
die Aktivierung bestehen bleibt (Abb.18; Bugaudlet1999; Kramer et al., 1995).

b) Proteinkinase B

Neben der Aktivierung der MAPKinasen durefToxin konnten wir erstmals zeigen, dass aus
der Gruppe der Serin-Threonin-Kinasen die Protea$@ B (Akt) aktiviert wird. Die
Proteinkinase B kann in humanen Thrombozyten dufgjonisten wie Thrombin, von
Willebrand-Faktor, dem TxA2-Analoga U46619 und kgkn aktiviert werden (Barry et al.,
2002; Cho et al., 2002; Kroner et al., 2000).

Fur eine vollstandige Aktivierung der Proteinkindsést die Phosphorylierung an den beiden
Aminosauren Thr-308 und Ser-473 notwendig. Wahreadhgewiesen wurde, dass die
Phosphatidylinositol-abhangige Kinase 1 (PDK1) filie Phosphorylierung von Thr-308
verantwortlich ist, ist die Kinase, welche Ser-4t®osphoryliert, bisher unbekannt. In einer
Reihe von verschiedenen Zellentypen erfolgt diedesphorylierung mTOR-vermittelt
(mammalian traget of rapamycin). Fir Mastzellen deuberichtet, dass die Phosphorylierung
durch PKCHR erfolgt und in Herzmuskelzellen wird Bigosphorylierung durch PAK1 reguliert.
Alle diese Proteinkinasen sind auch in humanen mbozyten vorhanden, doch es ist unklar,

welches dieser Proteine fur die Aktivierung von ARt Thrombozyten verantwortlich ist.
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(Woulfe 2010). Unsere Untersuchungen der Aktivigrivmon Akt erfolgten indirekt Uber die
Aktivierung verschiedener Substrate. Dabei ricitetér den Fokus auf das Prolin-reiche Akt
Substrat mit 40kDa (PRAS40). Fur eine Phosphomytigr dieses Substrates ist die duale
Phosphorylierung von Akt an Thr-308 und Ser-473 a¥issetzung (Moore et al., 2011). Da
nach Stimulation mit-Toxin nach 5min eine Phosphorylierung von PRASd0Odachtete wird,
ist a-Toxin in der Lage Signalwege zu induzieren, welche duale Phosphorylierung und
damit verbunden die vollstandige Aktivierung deoteinkinase B bewirken.

Humane Thrombozyten enthalten 3 Akt-lsoformen, Alkdkt 2 und Akt 3 (O'Brien et al.,
2011). Die Bedeutung der Proteinkinase B fir diekion von Thrombozyten wurde in
Mausmodellen untersucht. Mit Thrombozyten von Aldfler Akt2-deletierten Mausen erfolgt
eine reduzierte Aktivierung der Thrombozyten dufrombin, Thromboxan A2 und von
Willebrand-Faktor, aber nur bei Mausethrombozyteih eimer Aktl-Deletion zeigt sich eine
Hemmung von Kollagen-stimulierten Thrombozyten. BEthrombozyten mit Akt3-Deletion
weisen eine verminderte Aggregation und Sekretien $timulation mit einer niedrigen
Thrombinkonzentrationen von 0,018U/ml auf, aberhnibei Stimulation mit Kollagen oder
VWF (Dangelmaier et al., 2013).

Unsere Untersuchungen auf pharmakologischer Ebgaden, dass bei Vorinkubation mit dem
unspezifischen Akt-Inhibitor XVIII die Thrombin-inierte Aggregation fast vollstandig
gehemmt wird, die Kollagen-induzierte Aggregationgegen ist nur wenig gehemmt. (Tab.2).
Da fur die Kollagen-induzierten Signalwege einek&aAbhangigkeit von Aktl beschrieben
wurde, lassen diese Ergebnisse die Annahme zudeagskt-Inhibitor XVIII die Aktl-Isoform
kaum beeinflusst, wohingegen die Hemmung der Thioamouzierten Signalwege auf eine
Hemmung der Akt2-Isoform zurtickzufiihren sein kénnte

Auch diea-Toxin-induzierte Aggregation wird durch den Aktlhitor XVIII beeinflusst. Die
Aggregation mit 3 und 0,3ug/mal-Toxin ist jeweils um ungefahr ein Drittel gehemmies
konnte bedeuten, dass an deifoxin-induzierten Aggregation mindestens 2 der Bt-A

Isoformen in Thrombozyten beteiligt sind (Tab.2).

6.2.4. Wirkung von Phosphataseinhibitoren

Die verschiedenen Nettoniveaus der Proteintyrosisphorylierung sind ein Ergebnis der
Balance zwischen den Wirkungen von Proteintyrosiagén und Proteintyrosinphosphatasen.
Die Regulation der Phosphorylierung spielt eine htige Rolle fiur die
Thrombozytenfunktionen.

Um die Aktivitat unterschiedlicher Phosphataseneuntlem Einfluss vono-Toxin zu
untersuchen, wurden die Phosphataseinhibitoren iudadrthovanadat, Okadasaure und
Ciclosporin A eingesetzt, die sich in ihrer Speéifi fir verschiedene Phosphatasen

unterscheiden.
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a) Natriumorthovanadat

Ein unspezifischer Inhibitor der Proteintyrosinpblogtasen ist Natriumorthovanadat.
Natriumorthovanadat besitzt eine ahnliche Struktie Phosphat und kann deshalb an das
katalytische Zentrum der Proteintyrosinphosphatabéamen und diese blockieren. Der
Mechanismus ist jedoch nicht spezifisch fiir Prajgosinphosphatasen und wurde ebenfalls
bei anderen Enzymen wie ATPasen und Nukleasen betdia(Burke et al., 1998).
Natriumorthovanadat (30uM) verstarkt die Aggregatimn Thrombozyten mit 3ug/ml und
0,3pg/mla-Toxin. Thrombozyten, die 20min nur mit Natriumatanadat behandelt wurden,
zeigten den von uns gewahlten Bedingungen keinerefggion (Tab.7). Diese Daten
widersprechen einer Arbeit von Inazu et al. (1998, gezeigt hat, dass eine Behandlung mit
Natriumorthovanadat allein zur Aggregation von Thbozyten fihrt. Solche Diskrepanzen
koénnten sich mit Unterschieden bei den verschieddésmierungsmethoden von Thrombozyten
erklaren lassen. Thrombozyten kdnnen bereits wahdar Aufarbeitung teilweise aktiviert
werden. Inazu et al. (1990) arbeiteten wahrendgdsamten Préparation mit einem pH-Wert
von 7,4 und mit Magnesiumchlorid im Puffer. Diesediigungen geben zwar die Verhaltnisse
im Blut besser wider als der von uns gewéhlte Wasitar mit einem pH-Wert von 6,4 und
ohne Magnesiumchlorid, erh6hen aber bei der Zegiion das Risiko der Praaktivierung der
Thrombozyten.

Neben der Aggregation konnten wir ebenfalls zeigelass Natriumorthovanadat die
Proteintyrosinphosphorylierung von p27 sowie di@lduPhosphorylierung der MAPKinasen
p38 und JNK1/2 ina-Toxin-stimulierten Thrombozyten verstarkt (Tab.®abei wird die
Proteintyrosinphosphorylierung von p27 auch dureltriNmorthovanadat alleine erhoht. Diese
Daten passen zu den Ergebnissen anderen Arbeipggrnazu et al., 1990, Pumiglia et al.,
1992). Von Inazu et al. (1990) konnten ausserdermeigewerden, dass Natriumorthovanadat
zur Proteintyrosinphosphorylierung einer Reihe Rroteinen mit apparenten Molmassen von
80, 76, 53 und 38kDa fuhrt. Da der zeitlich Verladér Phosphorylierung und der
Dephosphorylierung dem unserer Ergebnisse entspiidinnte es sich bei dem Protein mit
38kDa um die MAPKinase p38 handeln.

b) Okadasaure

Okadasaure ist ein potenter, spezifischer und eeflpabler Inhibitor von
Phosphorserin/Threonin-Protein-Phosphatasen  (PSTPBje von uns verwendete
Okadasaurekonzentration von 1uM blockiert die qtatit wichtigen Proteinphosphatasen 1
und 2A. Calcineurin (PP2B) wird erst durch deutllobhere Okadasaurekonzentrationen von
5uM gehemmt, wahren PP2C nicht durch Okadasaurekiblvar ist (Biolan et al., 1988;
Walter und Mumby, 1993). Die Inkubation von humarfdmombozyten mit Okadaséaure fihrt
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zu einem deutlichen Shape Change, aber es kommterwedr Freisetzung von
Granulainhaltsstoffen noch zu einem Kalziumeinstréabei ist der Okadasaure-induzierte
Shape Change morphologisch einzigartig und andsrdes durch Thrombin-induzierte Shape
Change (Kawakami et al., 1994).

Okadasaure inhibiert die Aggregation von Thrombeayinduziert durch ADP, Adrenalin,
Kollagen und Thrombin (Higashihara et al., 1992ucA unsere Ergebnisse bestatigen diese
Befunde (Tab.7). Bereits 1993 zeigten Murata etlass die Thrombin-induzierte Aggregation
durch Okadasaure nur in Gegenwart von Kalzium iehilwird, in einem kalziumfreien Puffer
(mit ImM EGTA) wird dieser inhibitorische Effektatit beobachtet. Diese Ergebnisse fiihrten
zu der Vermutung, dass der inhibitorische Effekh vOkadasaure auf eine Hemmung des
Kalziumeintroms zurUckzufihren ist und dass die gphorserin/Threonin-Protein-
Phosphatasen eine wichtige Rolle bei der Regulalienkalziumabhangigen Aktivierung in

Thrombozyten spielen.

Auch Chiang (1993) untersuchte die Phosphoryliezaran Tyrosinresten nach Stimulation der
Thrombozyten mit Kollagen in Gegenwart von OkadasaDabei konnte demonstriert werden,
dass Okadasdaure die Phosphorylierung von 7 Prot@mieapparenten Molmassen von 14, 25,
32, 36, 50, 60 und 80kDa deutlich verstarkt. Dest&den zeigten Experimente mit Thrombin-
stimulierten Thrombozyten, dass Okadasaure die @sgtorylierung von verschiedenen
Proteinen im Bereich von 50-230kDa konzentratioh&algig hemmt (Artcanuthurry et al.,
1996).

Bei unseren Untersuchungen waren die Anderungen Riersphorylierung von p27 an
Tyrosinresten ebenso wie die Phosphorylierung daPKinasen von besonderem Interesse.
Hier konnten wir zeigen, dass nach Stimulation Berombozyten mitw-Toxin in Gegenwart
von Okadasaure die Phosphorylierung von p27 ansliymesten ebenso wie die Aktivierung der
MAPKinasen verstarkt ist und die Dephosphorylierutgy Proteine verzégert wird. Die
beschriebene Verzégerung der Dephosphorylierung MidPKinase p38 wird ebenso bei

Stimulation mit Kollagen in Gegenwart von Okadas#dueobachtet (Sundaresan et al., 2002).

c) Ciclosporin A

Ciclosporin A (CsA) ist ein zyklisches Oligopeptithd ein potentes Immunsuppressivum
(Kapturczak et al.,, 2004). Es ist ein Inhibitor deroteinphospatase Calcineurin (PP2B).
Calcineurin ist eine kalziumabhéangige Phosphatabe, in humanen Thrombozyten die
Sekretion von Granula und die Aktivitat der PI3-&se reguliert.

Daruber hinaus steigert Ciclosporin A das Ausmaly dggregation von humanen
Thrombozyten. Eine gesteigerte Aggregation wurdedbe Kombination von CsA mit ADP,
Kollagen, Adrenalin und Thrombin beobachtet (Grateal., 1987; Haller et al., 1994). Im
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Gegensatz zu den Literaturdaten konnten wir keimgsteggerte Aggregation bei der
Kombination von CsA mit Kollagen oder Thrombin baobten (Tab.7). Méglicherweise sind
diese Unterschiede darauf zurtickzufiihren, dasgitiezten Ergebnisse mit plattchenreichem
Plasma gewonnen wurden und in der vorliegenden iArgewaschene Thrombozyten

verwendet wurden.

CsA beeinflusst neben der Aggregation auch die pHwylierung verschiedener Proteine. Es
konnte bereit nachgewiesen werden, dass in Anwegiembn CsA nach Stimulation der
Thrombozyten mit ADP oder Thrombin die Aktivitatrd@éroteinkinase C, gemessen uber die
Phosphorylierung des PKC-Substrats Pleckstrin, rerigi (Haller et al., 1994; Naik et al.,
1993). Nach Inkubation der Thrombozyten mit CsAdist mit a-Toxin-induzierte Aktivierung
der MAPKinasen p38 und JNK1/2 und die Tyrosinphasplierung von p27 gehemmt (Tab.8).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde von uns auch das p@entifiziert. Nach 3
chromatographischen Saulenreinigungsschritten urabkskhspektrometrie konnte p27 als

Apolipoprotein Al identifiziert werden (Daten niagzeigt).

Mit Blick auf die verschiedenen Proteinphosphatasibitoren mit unterschiedlicher Spezifitat
ist die Wirkung auf humane Thrombozyten heterog&n fihrt die Hemmung der
Proteintyrosinphosphatasen  durch  Natriumorthovanadau einer Zunahme an
Tyrosinphosphorylierung und gleichzeitig zu einestgigerten Aggregation, wohingegen die
Abhaufung von phosphoryliertem p27 und vermehrtaivddeung der MAPKinasen durch
Okadasadure zur Inhibition der Aggregation fihrt.e€8 Ergebnisse zeigen, dass der
Zusammenhang zwischen bestimmten intrazellulargnaBvegen und der Aggregation noch

weiterer Klarung bedarf.

6.3. Bedeutung von Src fir die Wirkung vona-Toxin

6.3.1. Proteolytische Spaltung von Src und dessen Hemmung

Ruhende Thrombozyten zeigen ein charakteristiskhesger an Proteinen, die an Tyrosinresten
phosphoryliert sind (Abb.7). Dabei ist eine Hauptt&a bei 60kDa zu erkennen, die die
Proteintyrosinkinase Src darstellt (Abb.8).

Die zellulare Tyrosinkinase Src wird bei Stimulatioder Thrombozyten mito-Toxin
proteolytisch gespalten. Innerhalb von 5min naém@ationsbeginn sind ungefahr 50% der in
Thrombozyten enthaltenen Proteinmenge an Src desp@\bb.11), wéhrend in Thrombin-
stimulierten Thrombozyten innerhalb von 10min wenigls 10% der enthaltenen Proteinmenge
an Src gespalten werden (Ariyoshi et al., 1995)n \@ila et al. konnte bereits 1993 gezeigt

werden, dass Src auch in Calcimycin-stimuliertenroitbozyten innerhalb von 5min
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proteolytisch degradiert wird. Die dabei erhaltelsgradationsprodukte sind typische fir die
Aktivitat der Protease Calpain.

In Thrombozyten gibt es 2 Isoformen von CalpairGalpain und m-Calpain. Calpaine sind an
einer Reihe von Signalwegen beteiligt, die fir rinenstieg an intrazellularem Kalzium
verantwortlich sind. Nach der Aktivierung spalteal@ain neben der Tyrosinkinase Src eine
Reihe von weiteren Proteinen, wie FAK (focal adbediinase), 33-Integrin, Tallin, Adducin,
Vinculin, die schwere Kette des Myosins, Aktinbindsprotein und Spektrin (Schonwalder et
al., 2000).

Die proteolytische Spaltung von Src éaToxin stimulierten Thrombozyten kann durch den
Calpaininhibitor Calpeptin gehemmt werden (Abb.1Rjese Degradationshemmung von Src
durch Calpain in humanen Thrombozyten konnte auabh nStimulation Thrombin, der
Kalziumionophore A23187 oder 1mM Dibucain, einemlp@maktivator, gezeigt werden
(Ariyoshi et al., 1995; Oda et al., 1993).

Ausserdem kann die Spaltung von Sraiifioxin stimulierten Thrombozyten durch Reduktion
von extrazellularem Kalzium gehemmt werden (Abh.1Phsere Daten passen zu den
Ergebnissen von Oda et al. (1993) die zeigen, di@sSrc-Spaltung in Gegenwart von EGTA
nach Stimulation mit der Kalziumionophore A23187epndmM Dibucain gehemmt ist. Wir
haben fur unsere Untersuchungen zur Reduktion worazelluldrem Kalzium 1mM Citrat
verwendet, da EGTA zur Dissoziation des Integrifib33 (GPIIbllla) fiihrt und dadurch die

Tyrosinphosphorylierung von Proteinen stimuliere@xescu et al., 1996).

6.3.2. Einfluss von Src auf die Aggregation

Ausgehend von Verdffentlichungen Gber Méausethromteoz mit einer p-Calpain-Depletion,
die eine Hemmung der Aggregation, hervorgeruferciddxgonisten wie Thrombin, Kollagen,
ADP und Calcimycin, zeigen (Kuchay und Chishti, 2ZQ&konnten wir nachweisen, dass die
Toxin-induzierte Aggregation durch 1uM Calpeptigrsfikant gehemmt wird (Abb.14). Eine
Hemmung der Aggregation konnte auch mit einem ameellpermeablen Calpaininhibitor,
Leupeptin, bei Calcimycinstimulation beobachtetdeer (Elce et al., 1989).

Die Thrombin-induzierte Aggregation hingegen schaiicht betroffen zu sein (Abb.14). Im
Gegensatz zu unseren Ergebnissen wurde von Craae @999) veroffentlicht, dass die mit
0,05U/ml Thrombin induzierte Aggregation durch 18DCalpeptin oder 50uM Calpastat,
einem anderen Calpaininhibitor, gehemmt werden kdda flir das von uns verwendete
Calpeptin der Firma Calbiochem (Merck) fur pu-Catpeine 1Go von 52nM bzw. fiir m-Calpain
eine 1G, von 34nM angegeben wurde, haben wir uns fir dieew@edung einer
Calpainkonzentration von 1uM entschieden, um bdstdormen zu hemmen. Unabhangig

davon, dass die intrazellulare Konzentration voip&atin am Wirkort nicht bekannt ist, kann
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davon ausgegangen werden, dass mit Verwendung leiiferen Inhibitorkonzentration auch

unspezifische Wirkungen zunehmen.

Calpaine werden mit der Modulation der Intergrigiilwege in Verbindung gebracht.
Vermutlich beeinflussen die Calpaine die Integiréngigen Signalwege durch Kontrolle des
Phosphorylierungsstatus einer Vielzahl von Proteiileer die Regulation der Tyrosinkinasen
und Phosphatasen. Mehr als 20 Proteine, wie Tdllamin, Myosin, C-terminal Src Kinase
(CSK) und die Tyrosinkinase Src, scheinen davoroffenh (Kuchay und Chishti, 2007).

Da wir bei den vorangegangen Aggregationsversushben, dass Calpain-abhéngige Prozesse
bei dera-Toxin-induzierten Aggregation wichtig sind, hab&im unseren Fokus auf die Familie
der Src-Kinasen gelegt, die eine wichtige Rolle dei Thrombozytenaktivierung spielen und
gleichzeitig auch durch Calpain modifiziert werdEir diese Fragestellung behandelten wir die
Thrombozyten mit verschiedenen Inhibitoren der Heardeer Src-Kinasen.

Die Inhibitoren der Familie der Src-Kinasen PP1 &RR2, sowie das inaktive Strukturanaloga
PP3 gehdren zu den Pyrozolopyrimidinen. Seit fastre Dekade sind PP1 und PP2
Standardsubstanzen zur Untersuchung der InhibifgorSrc-Kinasen (Summy et al., 2005).
Frihere Untersuchungen an Thrombozyten zeigen,d#asSFK-Inhibitor PP2 die Aggregation
induziert durch CRP (collagen-related peptide) hemvahrend die Aggregation hervorgerufen
durch 1U/ml und 0,1U/ml Thrombin nicht betroffent ifHughan et al., 2007). Diese
Beobachtung konnten wir mit unseren Untersuchunigestatigen. Auch die Aggregation
hervorgerufen durch das Toxin der Videmroatheris superciliaris, welches als PAR1-Agonist
wirkt, kann nicht durch PP1 gehemmt werden (Laihgle 2005). Ebenso kann die Kollagen-
induzierte Aggregation mit einem weiteren SFK-Intub SU6656, ein Sulfonamidderivat,
gehemmt werden. Auch in diesem Fall ist die Aggtieganach Stimulation mit Thrombin nicht
betroffen. Diese Ergebnisse filhren zu dem Schluass in  Kollagen-stimulierten
Thrombozyten die Aggregation Uber Src-abhangige@igege erfolgt, wahrend die Thrombin-

induzierte Aggregation weniger von diesen Signakmegbhéngig scheint.

Auch die mit 0,3pg/mb-Toxin-induzierte Aggregation kann durch die Inkdoén der Familie
der Src-Kinasen PP1, PP2 und SU6656 signifikantgaht werden (Abb.15).

Mit unseren Versuchen konnten wir ausserdem zeig@ss eine Vorinkubation mit dem SFK-
Inhibitor Dasatinib, der als Pharmakon zur Behangluon malignen Erkrankungen verwendet
wird, zur Hemmung der mit 0,3ug/rmtToxin-induzierten Aggregation fuhrt (Abb.15). Nebe
der a-Toxin induzierten Aggregation ist auch die Kollagaduzierte Aggregation betroffen,
wahrend die Aggregation nach Thrombinstimulatioed@rum nicht beeinflusst wird (Abb.15;
Gratacap et al.,, 2009). Diese Ergebnisse unterk&ri die funktionelle Bedeutung von

Mitgliedern der Familie der Src-Kinasen fur dd oxinwirkung.
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6.3.3. Autophosphorylierung von Src an Tyr-416

Die Familie der Src-Kinasen gehoOrt zur Gruppe demgr nicht Rezeptor-gekoppelten
(,nonreceptor PTKs") Proteintyrosinkinasen, die nginem Anteil von 0,2-0,4% an der
Gesamtproteinmenge den grof3ten Anteil bilden (Goé&deal., 1986).

Von Ferrell und Martin wurde gezeigt, dass einel2abl von Proteinen in zeitlichen Wellen
phosphoryliert wird. Auch die PTK werden in zeitler Abfolge phosphoryliert. Aus der
Gruppe der primar nicht Rezeptor-gekoppelten PTKlwiach Stimulation mit Thrombin oder
Kollagen zuerst Syk, dann die Mitglieder der Faeniler Src Kinasen Src, Fyn und Yes und erst
nach 30-60s FAK phosphoryliert (Presek und Martins897).

Fur die Tyrosinkinase Src konnten verschiedene Sigreste identifiziert werden, die an der
Regulation der enzymatischen Aktivitdt durch Phasplierungen und Dephosphorylierungen
beteiligt sind (Bjorge et al., 2000; Tatosyn undzttiina 2000). Die Phosphorylierung von Src
an Tyr-527 wird durch regulatorische Proteine wige @-terminale Src Kinase (CSK) oder die
CSK-homologen Kinasen (CHK) gesteuert (Eichhorralet 2007). Die Phosphorylierung an
Tyr-527 bewirkt die Bildung der geschlossenen Komation von Src durch eine hochaffine
Bindung zwischen der SH2-Doméne und der C-termm&egion, wodurch Src enzymatisch
inaktiv ist. Die Dephosphorylierung von Tyr-527 ftileu einer Konformationsé&nderung,
wodurch Src in der katalytischen Doméane an Tyr-&li€ophosphoryliert werden kann und
damit eine Erhéhung der Kinaseaktivitat bewirkttsyan und Mizenina, 2000). Von Irtegun
et al. (2013) konnte gezeigt werden, dass Src auder geschlossenen Konformation an Tyr-
416 phosphoryliert vorliegt. Eine basale Tyr-416t@phosphorylierung von Src von ungefahr
60% wird auch in humanen Thrombozyten beobachtebb(®8). Da die Tyr-416
Autophosphorylierung mit Zunahme der Kinaseaktht@rreliert (Reuter et al., 1990), wird der
Phosphorylierungsgrad von Tyr-416 benutzt, um ditalgtische Aktivierung zu erkennen
(Irtegun et al., 2013). So konnten wir durch Nackswder Tyr-416-Phosphorylierung zeigen,
dassa-Toxin auch die katalytische Aktivitat von Src ehihydda nach Stimulation mit-Toxin
die Autophosphorylierung von Src zeit- und konzatidnsabhéngig induziert wird (Abb.13).
Die Autophosphorylierung von Src durch einen Katzinstrom konnte ebenfalls am Beispiel
der Kalziumionophore Calcimycin (A23187) gezeigtrean (Abb.13). Liebenhoff et al. haben
1993 durch direkte Messung der Kinaseaktivitat $wo demonstriert, dass nach Aktivierung
der Thrombozyten mit Calcimycin die katalytischeti#dtat von Src zunimmt. Dew-Toxin-
induzierten Autophosphorylierung an Tyr-416 folghee schnelle und nahezu komplette
Dephosphorylierung innerhalb von 5min, die in Gegamn des Calpaininhibitors Calpeptin um
circa 2min verzogert ist (Daten nicht gezeigt). AB3187-stimulierten Thrombozyten fuhrt
Calpeptin zu einer minimalen Verstarkung der Phosgierung von Src innerhalb von 15s und

innerhalb von 120s zu einer vollstandigen Dephosgpieoung (Pain et al., 1999).
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Die Src-Autophosphorylierung an Tyr-416 wird sowdlei Stimulation mito-Toxin als auch

mit Kollagen durch die Inhibitoren der Familie d&rc-Kinasen PP1, PP2, SU6656 und
Dasatinib gehemmt (Abb.17). Dabei kommt es durcluMODasatinib zu einer nahezu
vollstindigen Hemmung. Die Daten stimmen mit denol®ehtungen von Gratacap et al. (2009)
uberein, dass Dasatinib die Kollagen induzierte sphorylierung von Src an Tyr-416

konzentrationsabhangig hemmt.

6.4. Einfluss von Src auf die Phosphorylierung und Aktiverung weiterer Proteine

6.4.1 Tyrosinphosphorylierung von p27

Aus friheren in vitro Untersuchungen ist bekanassdder SFK-Inhibitor PP1 die Thrombin-
induzierte Tyrosinphosphorylierung von Proteinen apparenten Molmassen von 27, 29, 31
und 33kDa hemmt (Edmead et al., 1999). Unter unserperimentellen Bedingungen ist bei
Stimulation mit Thrombin die Tyrosinphosphorylieguwon p27 durch die SFK-Inhibitoren
PP2, SU6656 und Dasatinib betroffen, aber nichtidéP1 (Abb.23). Durch Vorinkubation mit
PP1, PP2, SU6656 und Dasatinib konnte beobachtedewe dass dien-Toxin- und die
Kollagen-induzierte Tyrosinphosphorylierung von gg&hemmt wird (Abb.23, Abb.24). 20uM
des SFK-Inhibitors Dasatinib hemmen die Kollageduirierte Proteintyrosinphosphorylierung
in einem Bereich der apparenten Molmassen von B8£28 vollstandig, wohingegen bei
Stimulation mit Thrombin die Hemmung nur schwachsgmpragt ist. Erst bei einer
Dasatinibkonzentration von 100uM ist die Hemmundpeza vollstindig (Gratacap et al.,
2009). Diese Ergebnisse fuhren zu der Schlussiahggdass die Signale der Tyrosinkinase Src
oder anderen Mitgliedern der SKF fur die globaleaBynphosphorylierung nétigt sind.

6.4.2. Aktivierung der MAPKinasen

Die MAPKinasen p38 und JNK1/2 werden durefToxin zeit- und konzentrationsabhéngig
aktiviert (Abb.18). In Gegenwart von 1uM Calpepshdie Aktivierung von p38 und JNK1/2
durcha-Toxin verzoégert (Abb.22). Uber den Zusammenharng®alpain und die MAPKinasen
ist eine Reihe von Ergebnissen aus der Literathart®. Auf der einen Seite konnte gezeigt
werden, dass vergleichbar zu unseren Arbeiten dimrhung von Calpain die Aktivierung von
p38 hemmt. So hemmen 50uM Calpeptin die Aktivierwng p38 in Myoblasten (C2C12)
(Kook et al., 2008). Auch mit den Calpaininhibitore und 2 konnte die Aktivierung von p38in
mannlichen Rattenkeimzellen gehemmt werden (Lizata., 2009).

Auf der anderen Seite wurde gezeigt, dass die Hergrdar MAPKinase p38 mit dem Inhibitor
SD203580 die Aktivitat von Calpain in CRP-stimulear Thrombozyten hemmt (Siljander et
al., 2001). Auch die Hemmung von JNK1/2 mit 20uM68@125 fuhrt in HEK-293 Zellen zur

Hemmung der m-Calpainaktivierung (Su et al., 2010).
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Da die Hemmung von Calpain einen Einfluss auf diéAerung der MAPKinasen austbt und
die Kinase Src ein Substrat von Calpain ist, wuadeh der Einfluss von SFK auf die
Aktivierung der MAPKinasen untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die InhibitorenFaenilie der Src-Kinasen PP1, PP2, SU6656
und Dasatinib die Aktivierung der MAPK p38 und JMEch Stimulation mi&-Toxin hemmen
(Abb.20). Die Aktivierung der MAPKinasen ERK1/2, KIW2 und p38 durch Kollagen ist
sensitiv _gegenuber PP1, PP2 und SU6656, der Einflusf die Thrombin-induzierte
Aktivierung der MAPKinasen ist deutlich geringeay.6).

Diese Daten zeigen, dass die MAPKinasen ERK1/2, p38 JNK1/2 ,downstream” der
Familie der Src Kinasen geregelt werden. In frihddatersuchungen wurde gezeigt, dass die
ADP-induzierte ERK1/2-Aktivierung durch PP2 hemmligtr (Garcia et al., 2005). Auch die
PDGF-induziert Aktivierung eines Proteins mit apmrden Molmasse von 36kDa, das
moglicherweise p38 oder JNK1/2 sein kdnnte, wirdcHuden Inhibitor SU6656 gehemmt. Die
ERK1/2-Aktivierung dagegen ist nicht betroffen (Bdaet al., 2000). Driber hinaus konnten
Eichhorn et al. (2007) nachweisen, dass eine Untegg von PP2A die Aktivierung von
JNK1/2 hemmt, indem es die Aktivitdt der Tyrosirdde Src hemmt. Aus
Zellkulturexperimenten ist bekannt, dass die Ubgmession von v-Src auch zu einer
verstéarkten Aktivierung von JNK1/2 fuhrt (Xie et,&1995).

6.5. Bedeutung der sekundaren Amplifizierungsmechanismen

Fur unsere Untersuchungen betrachteten wir anfasigin als alleinigen priméren Stimulus.
Diese Annahme muss aber nicht unbedingt mit denngedgen in vivo Ubereinstimmen. So
fuhrt o-Toxin durch Lyse von Erythrozyten zur Freisetzwog ADP und es kdnnte zu einem
synergistischen Effekt der beiden Substanzen aufriihozyten kommen, da dieser auch fir
andere Agonisten beobachtet wurde. Auch durch Emdothelverletzung und Freilegung der
subendothelialen Matrix kénnten die Thrombozytenesgistisch durch Kollagen undToxin
aktiviert werden. Unter unseren experimentelleniBgehgen konnten wir beobachten, dass die
zeitgleiche Stimulation mit niedrigen Konzentraton Kollagen (1pg/ml) oder Thrombin
(0,05U/ml) und 0,1pg/mi-Toxin zur Verstarkung der Aggregation fuhrt (Datéoht gezeigt).
Ausgehend von diesen Beobachtungen werden die daiem Amplifizierungsmechanismen

genauer untersucht.
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6.5.1. Einfluss von TxA;,

Thromboxan A wird von aktivierten Thrombozyten freigesetzt. Babnterstitzt und verstarkt
TxA, die Antwort der Thrombozyten auf den initialenn8ilus. Das TxA-Analoga U46619
fuhrt zur Phosphorylierung von verschiedene Preteimklusive der Tyrosinkinasen FAK, Src
und Syk (Minuz et al., 2006). So sind auch deToxin induzierte Aggregation,
Phosphorylierung von p27 und die Aktivierung der Rinasen p38 und JNK1/2 von der
TxA-Wirkung abhangig (Abb.15, Abb.20, Abb.24). In fdilan Studien konnte gezeigt werden,
dassao-Toxin die Synthese von TxAin Herzmuskelzellen stimuliert (Sibelius et alQ0R).
Ausserdem fiihrt die Stimulation von Thrombozyten deir Kalziumionophore Calcimycin zur
TxA,-Synthese (Buschbeck et al., 1999; Rasheed undi S2@e@4).

Nach Blockade des Thromboxan-Rezeptors mit dem spezifischen Antagonisten SQ2954
sind die Kollagen-induzierte Aggregation, Phosplieryng von p27 und die Aktivierung der
MAPKinasen gehemmt (Abb.15, Abb.23, Tab.6). Dieitikrung der MAPKinasen ERK1/2 in
Kollagen-stimulierten Thrombozyten ist auch durckndInhibitor der Cyclooxygenase
Indometacin hemmbar (Roger et al., 2004). Im Geafenslazu ist bei Aktivierung mit
Thrombin trotz Ausschaltung der Thromboxan-3ignale die Aggregation und die p27-
Tyrosinphosphorylierung nicht betroffen (Abb.15,0AP3, Tab.6). Fir die Thrombin-abh&ngige
Aktivierung von p38 ist Thromboxan,Aein wichtiger Mediator (Tab.6; Begonja et al., 20
Des Weiteren konnte in friheren Studien gezeigtdeser dass SQ29548 die Kollagen-
induzierte Aggregation von humanen Thrombozyten meifOgletree et al., 1985), wahrend
durch Vorbehandlung mit einem anderen Fezeptor-Antagonist BM13505 die Aggregation
von Thrombin-stimulierten humanen Thrombozyten ngghemmt wird (Klimm et al., 1993).
Aus diesen Beobachtungen kann gefolgert werdens de$oxin auch in humanen
Thrombozyten zur TxASynthese fuhrt und diese eine der Voraussetzufigedie a-Toxin-

induzierte Aggregation darstellt.

6.5.2. Einfluss von ADP

Neben Thromboxan A2 wird auch ADP aus den dichtean@a aktivierter Thrombozyten
freigesetzt. Das freigesetzte ADP bewirkt Uber Bimgl und Aktivierung des Gi-gekoppelten
P2Y12-Rezeptors gemeinsam mit primaren Stimuli wWierombin oder Kollagen die
Aktivierung der MAPKinasen ERK1/2 und die Aggregativon Thrombozyten (Falker et al.,
2004; Roger et al.,, 2004). AulRerdem ist ADP einhtiger Mediator der Aktivierung der
MAPKinase p38 durch Thrombin (Begonja et al., 20@ig Hemmung des P2Y12-Rezeptors
mit dem Rezeptorantagonisten Cangrelor hat keinefluSs auf die Aggregation und das

Proteintyrosinphosphorylierungsmuster hervorgerdig@mcha-Toxin (Daten nicht gezeigt).
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Dieses Ergebnis fihrte uns zu der Frage, ob diealZmgvon externem ADP zu einer
Verstarkung der Thrombozytenantwort auf oxin fuhrt. Die Kombination voru-Toxin mit
zusatzlichem ADP fiihrt weder zu einer SteigerungAtggregation noch zu einer Verstarkung
der p27-Tyrosinphosphorylierung (Abb.16, Abb.273hnend die Aktivierung der MAPKinasen
p38 und JNK1/2 fast vollstandig unterbleibt (Abh.21

6.5.3. Einfluss von Adrenalin

Uber den Gz-gekoppeltarA-Adrenozeptor wirkt auch Adrenalin auf Thrombaayt wobei
Adrenalin alleine keine Aggregation oder Aktiviegubewirkt (Lanza et al., 1988). Ebenso wie
fur ADP konnte in der vorliegenden Arbeit kein Sggismus von Adrenalin und-Toxin fir
die Tyrosinphosphorylierung von p27 und die Aggtegagezeigt werden (Abb.16, Abb.27).
Obwohl eine synergistische Wirkung von Adrenalint dér Kalziumionophore Calcimycin, mit
Thrombin, mit ADP und mit Kollagen fiir die Aggregat beschrieben wurde (Butt et al., 2005;
Lanza et al., 1988; Steen et al., 1988). DarlUbeaids konnten Shah et al. (1997) nachweisen,
dass Dopamin die Calcimycin-induzierte Aggregatierstarkt.

Durch Kombination von Adrenalin mit Thrombin wirdedAktivierung der MAPKinasen
ERK1/2 verstarkt (Falker et al., 2004). Eine vatggiAktivierung der stressaktivierten Kinasen
p38 und JNK1/2 nach Stimulation venToxin und Adrenalin konnte jedoch nicht gezeigt
werden (Abb.21).

Obwohl ADP und Adrenalin unter den von uns gew@hBedingungen keine synergistische
Wirkung mita-Toxin zeigen, kann ein Synergismus, ahnlich widen Literatur beschrieben, in
vivo dennoch auftreten, da unsere Messungen narMomentaufnahme (maximale Messdauer
10min) darstellen und es mit einer langeren Einegikder Agonisten im Blut doch zu einer

synergistischen Wirkung kommen kann.

6.5.4. Beeinflussung der Wirkung von PP2 und SQ29548 durcADP und Adrenalin

TxA- und Src-abhangige  Signalwege sind an  den-Toxin-induzierten
Tyrosinphosphorylierung, Aktivierung der MAPKinasemd Aggregation beteiligt. Um die
Bedeutung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoremiin-Toxin-induzierte Aktivierung von
Thrombozyten besser zu verstehen, wurde der Emflium ADP und Adrenalin auf die
Hemmung der TxA und Src-abhangige Signalwege untersucht.

Die hemmenden Effekte des Antagonisten SQ2954®hasphorylierung von p27 kdénnen bei
gleichzeitiger Stimulation miti-Toxin und Adrenalin bzwa-Toxin und ADP aufgehoben
werden (Abb.27). Im Gegensatz dazu kann die Hemmdeg Aggregation und der
MAPKinasen nicht iberwunden werden (Abb.16, Abh.21)
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Bei gleichzeitiger Hemmung der TxAund Src-abhéngigen Signalwege wird durch die
Costimulation mita-Toxin und Adrenalin bzwo-Toxin und ADP keine Anderung der p27-
Tyrosinphosphorylierung, der Aggregation und detivi&rung der MAPKinasen beobachtete
(Abb. 16, Abb.21, Abb.27).

Mit Blick auf den inhibitorischen Effekt von PP2 rkien die a-Toxin-induzierte p27-
Tyrosinphosphorylierung durch die gleichzeitigen&tiation mit Adrenalin und ADP nicht
wiederhergestellt werden (Abb.27). Diese Beobagi@anvurden auch mit Thrombin gemacht
(Abb.26), wahrend die Kollagen-induzierte p27-Tynphosphorylierung durch die
gleichzeitige Stimulation mit Adrenalin oder ADPeitvunden werden kann (Abb.25).

Der Einfluss von PP2 auf die-Toxin-induzierte Aggregation kann durch zeitgleich
Stimulation mit Adrenalin und ADP aufgehoben wer@&hb.16), wahrend der Einfluss auf die
MAPKinasen nur teilweise widerherstellbar ist (ARD).

Nash et al. (2010) beobachteten, das Dasatinib B@€173952, ein anderer Inhibitor von
Mitgliedern der Familie der Src-Kinasen, im plagoheichen Plasma die Adrenalin-induzierte
Aggregation hemmt. Dartber hinaus sind bisher keivedteren bekannten Studien zu
costimulatorischen Effekten von ADP bzw. Adrenatiit Agonisten bezliglich den Mitgliedern
der Familie der Src-Kinasen oder zum TxX¥Rezeptor durchgefithrt wurden, so dass ein

Vergleich mit Literaturdaten nicht moglich war.

6.6. Zusammenfassung, Schlussfolgerung, Ausblick

Mit der vorliegenden Studie konnten wir Einblickedie Mechanismen derToxin-induzierten
Aktivierung, Aggregation und Phosphorylierung unepbosphorylierung von Proteinen, sowie
wichtiger beteiligter Signalmolekile der Thrombaaygewinnen.

Saphylococccus aureus a-Toxin induziert in einem Konzentrationsbereich \ihh8-3pg/ml die
Aggregation von humanen Thrombozyten und die vonuddthrombozyten in einem
Konzentrationsbereich von 2-20ug/ml.

Durch Untersuchung von ADAM10-depletierten Mausethioozyten konnte erstmalig fur
Thrombozyten gezeigt werden, dass fir die Binduog w-Toxin und die resultierende
Porenbildung ADAM10 (membrangebundene  Disintegrid-Metalloprotease  10)
Voraussetzung ist (Abb.28).

Die Untersuchung von intrazellularen Ereignissegaby dass-Toxin die Phosphorylierung an
Tyrosinresten einer Reihe von Proteinen stimuli®@azu gehodren die stressinduzierten
MAPKinasen p38 und JNK1/2, die Tyrosinkinase Srd @n Protein mit einer apparenten
Molmasse von 27kDa, das als Apolipoprotein Al ideantrt werden konnte.

Die Untersuchung von SFK-abhangigen Signalwegern r&anulation mita-Toxin anhand
verschiedener SFK-Inhibitoren (PP1, PP2, SU665&alaib) zeigte, dass die Mitglieder der
Familie der Src-Kinasen die Toxin-induzierte Aktivierung der MAPKinasen p38cudNK1/2
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upstream modifizieren (Abb.28). Mitglieder der Fhenider Src-Kinasen sind auch an der
Regulation der Aggregation beteiligt.

Der Tyrosinphosphorylierung folgt eine rasche umdheru vollstandige Dephosphorylierung
fast aller Proteine. Die Dephosphorylierung kanrcdPhosphataseinhibitoren wie Okadaséaure
und Natriumorthovanadat, die verschiedene Protesiy- und Serin/Threoninphosphatasen
hemmen, verzogert werden. Interessanterweise helamtalcineurin-Inhibitor Ciclosporin A
die Tyrosinphosphorylierung. Die Wirkungen der Rifegaseinhibitoren auf Phosphorylierung
und Dephaosphorylierung korrelieren unterschiedtithdem Aggregationsverlauf.
Untersuchungen mit dem Tx/ARezeptorantagonisten belegen, dass der Thrombéxan
Rezeptor bei dee-Toxin-induzierten Aggregation und Aktivierung ddAPKinasen p38 und
JNK1/2 bedeutenden Einfluss hat.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dassToxin humane Thrombozyten aktiviert und durch den
primaren Kalziumeinstrom Signalwege aktiviert werdedie den durch physiologische
Agonisten aktivierten Signalwegen ahnlich sind, whach Inhibitoren und Antagonisten
modifizierbar sind. Dem SFK-Inhibitor Dasatinib korhdabei eine besondere Bedeutung zu,
da er als Zytostatikum bereits zur Therapie am Meas zugelassen ist.

Da die membrangebundene Disintegrin-and-Metallgase 10 (ADAM10) in ihrer Funktion
als Sheddase durch Inhibitoren gehemmt werden katisste durch weitere Untersuchungen

geklart werden, ob dadurch auch die Wirkung aefoxin beeinflusst werden kann.

Ca++

afd Integrin

Aktivierung von
Phosphatasen

Protein(tyrosin)-
Phosphorylierung/
Dephosphorylierung

Abbildung 28: Schema zure-Toxin-abhangigen Aktivierung von humanen Thrombozyen

Die Aktivierung von Thrombozyten mét-Toxin flihrt zum Kalziumeinstrom und Uber weiteiigrile zur Sekretion
von beispielsweise ADP aus dichten Granula. UberAtfitivierung von Mitgliedern der Familie der Srdrlésen
(SFK) wird die Phosphorylierung von Proteinen arroBinresten induziert und Serin/Threoninkinasendeer
aktiviert, was letztendlich zur Aggregation fuhrt.
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8. Tabellenanhang

Tabelle 12: Signifikanztabelle zu Abbildung 16

0,3 pg/ml a-Toxin
PP2 + PP2 +
PP2 + PP2 + SQ29548 + | SQ29548 + | PP2 +
Puffer PP2 Adrenalin ADP SQ29548 Aeren i AgP SQoosag | SQ29548+ | SQ29548 +
Adrenalin ADP
ok
PP2 p<0,001
PP2 + ns.
Adrenalin p=0,55
n.s.
PP2+ADP | (20 as
£ .
x SQ29548
o p<0,001
=
S | sqeesas+ | ns.
e Adrenalin p=0,06
=
1]
3 | SQ29548+ | **
™ | ADP p=0,004
o
PP2 + ok
5Q29548 p<0,001
PP2 + .
SQ29548+ |
Adrenalin p=0,02
PP2 + -
iggssw | peooos
. n.s. n.s. * hid
Adrenalin p=0,9 p=0,4 p=0,02 p=0,01
ADP ns. n.s. * ns.
p=0,18 p=0,12 p=0,02 p=0,11
Begrifferklarung: n.s. = nicht signifikant; * = p<§; ** = p<0,01; *** = p<0,005
Tabelle 13: Signifikanztabelle fir p38 MAPKinase zuAbbildung 21
Puffer 0,3 pg/ml a-Toxin
PP2 + PP2 +
PP2 + PP2 + SQ29548 + | SQ29548+ | PP2+
Puffer Puffer PP2 Adrenalin | ADP SQ29548 | Adrenalin | ADP SQ29548 13\32954.8 + | SQ29548+
renalin ADP
Puffer p<0,001
PP2 p=0,03 p<0,001
PP2 + * *
Adrenalin p=0,02 p=0,05
* ns.
PP2+ADP | o5 pe0.23
£
< n.s. ok
e SQ29548 | 013 p<0,001
]
5 | squesag+ | ns. *
1S Adrenalin p=0,25 p=0,03
=
=2
3 | sQ29548+ | ns. o
™ ADP p=0,29 p<0,001
o
PP2 + n.s. ok
SQ29548 | p=0,17 p<0,001
PP2 + ns x
SQ29548+ |
Aerena"n p=0,81 p<0,001
PP2 + ns. -
5929548+ | p-0.19 p=0,007
Adrenalin " n._sA n;s. n‘_s‘ '_
p=0,006 p=015 p=0,08 p=0,62 p=0,05
n.s. whx n.s. n.s. n.s.
ADP p=0,06 p<0,001 p=0,07 p=0,79 p=0,14

Begriffserklarung: : n.s. = nicht signifikant; * =<@,05; ** = p<0,01; *** = p<0,005
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Tabelle 14: Signifikanztabelle fir INK1/2 MAPKinasezu Abbildung 21

Puffer 0,3 pg/ml a-Toxin
PP2 + PP2 +
PP2 + PP2 + SQ29548 + | SQ29548 + | PP2 +
Puffer Puffer PP2 Adremalin ADP 5Q29548 Adrenalin ADP 5029548 SQ29548 + | SQ29548 +
Adrenalin ADP
sk
Puffer p<0,001
- ok
PP2 p=0,009 p<0,001
PP2+ * *
Adrenalin p=0,01 p=0,03
* *
PP2 + ADP p=0,05 p=005
£
=< ns. ok
5Q29548
IE Q p=0,08 p<0,001
i
o SQ29548 + | * ek
§ Adrenalin p=0,03 p<0,001
(2]
3| sQ29548+ | ns. wx
™ | ADP p=0,09 p=0,001
o
PP2 + ns. ek
5Q29548 p=0,06 p<0,001
PP2 + ns .
$Q29548 + -
AerenaIin p=019 p<0,001
PP2 + ns. .
igggs‘m * | p=0,07 p=0,05
. e ns. ns. n.s. b
Adrenalin p=0,007 p=014 p=0,27 p=0,07 p=0,0005
* bl ns. ns. n.s.
ADP p=0,05 p<0,001 p=0,06 p=0,11 p=0,11
Begriffserklarung: : n.s. = nicht signifikant; * =<f,05; ** = p<0,01; *** = p<0,005
Tabelle 15: Signifikanztabelle zu Abbildung 27
Puffer 0,3 pg/ml a-Toxin
PP2 + PP2 +
PP2 + PP2 + SQ29548 + | SQ29548 + | PP2+
Puffer Puffer PP2 Adrenalin ADP 5Q29548 Adrenalin ADP SQ29548 SQ2954_8 + | SQ29548 +
Adrenalin ADP
ok
Puffer p<0,001
PP2 ns.
p=0,25
PP2+ *
Adrenalin p=0,04
n.s.
PP2 + ADP p0.18
n.s.
SQ29548 p=0,19
SQ29548 + | **
Adrenalin p=0,01
SQ29548 + | n.s.
ADP p=0,11
PP2 + ns.
SQ29548 p=0,59
PP2 +
5029548 + nfd s
Adrenalin p=0.
PP2+
n.s.
SQ29548 +
ADP p=0,39
Adrenalin
il ns. ns. ns. whx
ADP p=0,02 p=0,4 p=0, 23 p=0,58 p=0,001

Begriffserklarung: : n.s. = nicht signifikant; * =<@,05; ** = p<0,01; *** = p<0,005
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9.

1)

2)

3)

4.)

5)

6.)

7)

Thesen

Durch Aktivierung mit Staphylococcus aureus o-Toxin werden in  humanen
Thrombozyten zeit- und konzentrationsabhéangig rete an Tyrosinresten
phosphoryliert, wobei die Phosphorylierungsmustigrd@nen durch Membranrezeptor-
generierten vergleichbar sind. Durch Verwendung Kiglziumionophore Calcimycin

(A23187) kdnnen Effekte vowrToxin auf humane Thrombozyten imitiert werden.

Fur die Aktivierung von Thrombozyten ist die Exmiesn der membrangebundenen
Disintegrin-and-Metalloprotease 10 (ADAM10) Voraeizming, da sie als Anker fir die
Bindung des Monomers an die Thrombozytenoberflacimel die resultierende

Porenbildung dient.

Alpha-Toxin  induziert die Aggregation von Thrombtay zeit- und

konzentrationsabhéngig. Die Aggregation kann durterschiedliche Inhibitoren, wie
Calpeptin oder die Inhibitoren der Familie der $yresinkinasen wie PP1, PP2,
SU6656 und Dasatinib, gehemmt werden, was die Viermgunahe legt, dass die

Tyrosinkinase Src eine bedeutende Rolle dabeitspiel

Die haufigste zellulare Tyrosinkinase Src wird durcToxinwirkung proteolytisch
gespalten. Diese Degradation wird durch Reduktiom @xtrazellularem Kalzium oder

den Calpaininhibitor Calpeptin gehemmt.

Alpha-Toxin induziert zeit- und konzentrationsabgigndie Aktivierung von Src,
bestimmt Uber das AusmafRl der AutophosphorylierungTgr-416. Dera-Toxin-
induzierten Autophosphorylierung folgt eine nahdamplette Dephosphorylierung

von Tyr-416 innerhalb von 10min.

Serin/Threoninkinasen werden duralrToxin zeit- und konzentrationsabhangig
aktiviert. Dies betrifft Proteinkinase B (Akt) asich aus der Familie der MAPKinasen
die stressinduzierten Kinasen p38 und JNK1/2, wgdgen die extrazellular regulierten
Kinasen 1 und 2 (ERK1/2) nicht aktiviert werden.

Die zeit- und konzentrationsabhéngige Aktivierursy MAPKinasen p38 und JNK1/2

wird durch Hemmung der Kalzium-abhangigen Proté€zedpain verzogert.
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8.)

9)

10.)

Die Aktivierung der MAPKinasen JNK1/2 und p38 dureToxin ist sensitiv
gegenuber den Inhibitoren der Familie der Src-kenawie PP1, PP2, SU6656 und
Dasatinib. Vermutlich wird die Aktivierung der MARKasen p38 und JNK1/2

downstream der Familie der Src Kinasen reguliert.

Die Phosphataseinhibitoren Okadasaure und Natritnoesinadat verstarken die
Toxin-induzierte Aktivierung der MAPKinasen p38 udlNK1/2, wahrend Ciclosporin
A deren Aktivierung inhibiert. Die beobachtetendkiie lassen sich nicht zwingend mit

der Aggregation in Verbindung bringen.
Unsere Daten zeigen, dass Mitglieder der Familie Sie-Kinasen an Signalwegen

beteiligt sind, die fur die-Toxin-induzierte Thrombozytenaktivierung und AggaéEon

von zentraler Bedeutung sind.

-80 -



Lebenslauf

Personliche Daten

Name

Adresse

Geburtsdatum

Geburtsort

Schulausbildung

Katrin Vogel

Mdlbitzer Weg 11
06188 Landsberg/ OT Hohenthurm

geboren am 25.07.1981

Halle

September 1988 - Juli 1992

September 1992 — Juli 2000

Freiwilliges 6kologisches Jahr

Grundschule in Halle

Gymnasium in Halle
Abschluss: Abitur

September 2000 — August 2001

Hochschulstudium

Unabhangiges Infifitidmweltfragen Halle

Oktober 2001 — Oktober 2007

Oktober 2007

Berufliche Tatigkeit

Studium der Biochemidex
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Abschluss: Diplom-Biochemikerin

Marz 2008 — Februar 2014

Promotion

Wissenschaftliche Mitaeiei im
Institut fur Pharmakologie und Toxikologie der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

28.04.15

Einfluss vonStaphylococcus aureus a-Toxin
auf die Funktion und Signaltransduktion
humaner Thrombozyten



Selbststandigkeitserklarung

Hiermit versichere ich an Eides statt, die vorliegdge Dissertation selbstdndig und nur
unter Verwendung der angegebenen Literatur undidittel angefertigt zu haben.

Halle, den 02.07.2014 Katrin Vogel



Erklarung tber friihere Promotionsversuche

Hiermit versichere ich, das ich die vorliegende dersation zur Erlangung des
akademischen Grades Doctor rerum medicarum (DrMedic.) erstmalig einreiche.
Es liegt nur dieser Antrag auf Eroffnung eines Rybamsverfahrens vor.

Halle, den 02.07.2014 Katrin Vogel



Danksagung

Zum Schluss mochte ich allen Personen danken, dma gelingen der vorliegenden

Promotionsarbeit beigetragen haben:

Allen voran Herrn Univ.-Prof. Dr. Peter Presek,teeider Sektion klinische Pharmakologie der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, dem ic¢tir die fachliche Unterstitzung und die

konstruktive Diskussion im Verlauf der Erarbeituthgy Promotionsarbeit danken méchte. Erst
durch diese enge Zusammenarbeit auch innerhalBréeitsgruppe war es mir mdglich, dieses

interessante Thema zu bearbeiten.

Herzlich bedanken mdchte ich mich ebenfalls beiuF&hristine Fohrkolb, Frau Dr. med.
Ursula Wolf, Frau Nadine Waldchen, Herrn Steffemy@ow und Herrn Daniel Ebert fur die
angenehme Arbeitsatmosphéare und den freundscheftli@wischenmenschlichen Umgang.
Den Mitarbeiterinnen Frau Cornelia Just und Framika Jordan danke ich herzlichst fur die

hervorragende technische Unterstiitzung.

Herrn Prof. Dr. Bernhard Nieswandt und Herrn MidHaepp danke ich an dieser Stelle fur die

Kooperation und die Unterstiitzung bei den Experter@mit den knock-out-Mausen.

Nichtzuletzt méchte ich mich ganz herzlich bei negirEltern und meinem Bruder fur die

liebevolle und gleichermalRen moralische wie tatigéfUnterstiitzung bedanken.



