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Referat und bibliografische Beschreibung
In Thrombin stimulierten Thrombozyten dndert sich das Muster der Phosphorylierung an

Tyrosinresten bei einer Reihe von Proteinen. In dieser Arbeit waren die Signalwege der
G-Protein gekoppelten ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 von besonderem Interesse. Um diese
Signaltransduktionen zu untersuchen, wurden Thrombozyten aus dem Vollblut freiwilliger
Spender gewonnen und nach verschiedenen Aktivierungsexperimenten mittels Western-Blot die
an Tyrosinresten phosphorylierten Proteine untersucht. Aufierdem wurden Aggregations-
messungen im Aggregometer durchgefiihrt.

Nach einem priméren Stimulus, zum Beispiel durch Thrombin, kommt es zur Degranulation und
anschlieflend zur autokrinen Stimulation der Thrombozyten durch die freigesetzten Substanzen,
unter anderem auch ADP. Es konnte gezeigt werden, dass dabei eine Reihe von Proteinen an
Tyrosinresten phosphoryliert werden. Nach Inhibierung des P2Y12-Rezeptors mit einem
spezifischen Antagonisten werden die Tyrosinphosphorylierungen von zwei Proteinen der
relativen Molmasse von 27 und 31 kDa verhindert. Die Signale des P2Y1-Rezeptors haben jedoch
keinen Einfluss auf diese Phosphorylierungen an Tyrosinresten.

In weiteren Untersuchungen wurde gezeigt, dass es sich hierbei nicht um ein Phénomen handelt,
das an die Aggregation gebunden ist.

Die Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und p31 koénnen auch durch andere
Thrombozyten aktivierende Substanzen induziert werden. Experimente mit diesen Substanzen
brachten weiteren Aufschluss iiber intrazellulire Signaltransduktionswege, insbesondere auf der
Ebene der G-Proteine.

Auflerdem wurden die Effekte der Adenylatzyklase und der Phosphoinositol-3-Kinase auf die
genannten Phosphorylierungen untersucht.

Mit den Daten dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Anderungen der Phosphorylierungen an
Tyrosinresten einiger Proteine in humanen Thrombozyten sowohl von einem priméren Stimulus,
als auch durch die Degranulation induzierten sekundéren Signale inhibitorischer G-Proteine

abhingig sind.

Lange, Danica: Regulation der ADP-Rezeptor-abhingigen Phosphorylierung von Proteinen an Tyrosinresten in
humanen Thrombozyten. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 65 Seiten, 2007
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Humane Thrombozyten und Hiamostase

Humane Thrombozyten sind kernlose Zellen, die durch Abschniirungen aus Megakaryozyten des
Knochenmarks entstehen. Sie spielen eine zentrale Rolle bei der Blutstillung und der arteriellen
Thrombusformation.

Unter normalen Bedingungen zirkulieren die Thrombozyten frei im Blut. Werden sie jedoch
aktiviert, zum Beispiel durch freiliegendes Kollagen der subendothelialen Matrix an der
Innenseite eines geschidigten GefifSes, dann laufen eine Reihe von Reaktionskaskaden ab, die
letztendlich zur Aggregation fiihren.

Zunichst geschieht die Adhdsion, also Anlagerung der Thrombozyten iiber
Membranglykoproteine an die Gefiafdwand. Diese Kontaktaufnahme mit der Gefifdwand verlduft
iiber die Interaktion zwischen dem am Subendothel Kollagen-immobilisierten vVWF und dem
thrombozytiren Rezeptor fiir den von-Willebrand-Faktor (vWF) (Glykoprotein Ib-V-IX)
(Abbildung 1). Diese Interaktion setzt eine sehr hohe Affinitit des Glykoproteins Ib-V-IX zum
vWF voraus, da im arteriellen Stromgebiet grofSe Scherkrifte herrschen. Die Bedeutung dieses
Vorganges zeigt sich bei Patienten, die einen angeborenen Defekt des vWF (von-Willebrand-
Jiirgens-Syndrom) oder seines Rezeptors (Glykoprotein Ib; Bernard-Soulier-Syndrom) haben. Bei
diesen Patienten besteht eine erhohte Blutungsneigung.

Im Anschluss an die primdre Adhision erfolgt die Stabilisierung dieser ersten Kontaktaufnahme
iiber weitere Adhidsionsrezeptoren aus der Familie der Integrine (Fibronektin-, Kollagen- und

Lamininrezeptor; Abbildung 2).
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= - - —

GP Ib-V-IX

aus Gawaz (1999)

Abbildung 1: Adhésion der Thrombozyten an das Endothel iiber vWF und den thrombozytiren vWF-
Rezeptor
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aus Gawaz (1999)

Abbildung 2: Stabilisierung der Adhision iiber weitere Adhésionsrezeptoren: Fibronektion (Fn),
Kollagen (Col), Laminin (Lam)
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Insbesondere durch die Adhidsion werden die Thrombozyten aktiviert und eine Forménderung
(shape change) induziert. Die typische diskoide Form der ruhenden Thrombozyten &ndert sich
durch multiple Ausstiilpungen (Pseudopodien) der Zellmembran. So wird ihre Oberfliche von ca.
8 pm? auf ca. 13 pm? vergroflert. Auflerdem werden eine Reihe von positiven
Riickkopplungsmechanismen innerhalb der Zelle und an der Zellmembran in Gang gesetzt, wie
zum Beispiel die Synthese von Thromboxan A2 (TXA2) aus Arachidonsdure oder die Freisetzung
von niedermolekularen Verbindungen wie ADP, ATP, Ca?, Serotonin und anderer Mediatoren
aus dichten Granula. Der Begriff ,dichte Granula“ beruht auf ihrer hohen Dichte im
Elektronenmikroskop. Aufierdem finden sich noch o-Granula und Lysosomen in den
Thrombozyten. Die o-Granula sind zahlenmifdig am héufigsten vorhanden und enthalten
verschiedenste Enzyme, adhidsive Proteine, Wachstumsfaktoren, zytokindhnliche Proteine und
Koagulationsfaktoren. Die Lysosomen enthalten hydrolytische Enzyme und &hneln den
Lysosomen anderer Zellen.

AnschliefSend aggregieren die Thrombozyten, das heifst, sie bilden in Verbindung mit 16slichen
Plasmakomponenten einen Thrombus, der unter physiologischen Bedingungen jedoch auf den
Bereich der Gefiffwandléasion beschrinkt bleibt (primdre Hamostase). Dieser Thrombus ist aber
noch relativ fragil und 16st sich leicht wieder von der GefifSwand ab. Stabilisiert wird der
Thrombus letztendlich {iber die Calcium-abhingige Bindung von Fibrinogen (sekundére
Hémostase). Calcium und Fibrinogen liegen einerseits im Plasma vor, andererseits aber auch in
thrombozytiren Granula, so dass sie wihrend der Aggregation in die Umgebung des
Thombozyten abgegeben werden. Wihrend des Ablaufs der Gerinnungskaskade wird
Fibrinogen, durch Thrombin katalysiert, zu Fibrin umgewandelt.

Die Bindung des Fibrinogens wird erst durch die Konformationsinderung am Glykoprotein
ITbIITa-Komplex mdglich und ist streng von Ca?-lonen abhingig. Diese Konformationséinderung
wird durch intrazelluldre Signaliibertragung nach Aktivierung der Thrombozyten induziert. Die
Bedeutung des Glykoprotein IIbIIla-Komplexes wird bei Patienten mit Thrombasthenie (Morbus
Glanzmann-Naegli) deutlich. Auch haben diese Patienten eine héhere Blutungsneigung, da bei
ihnen der Glykoprotein IIbIIla-Komplex fehlt oder zumindest funktionslos ist.

Durch die Konformationsinderung liegen jetzt hochaffine Fibrinogenbindungsstellen vor, so dass

Fibrinogenmolekiile binden konnen. Fibrinogen ist ein multivalentes Adhésionsmolekiil, das aus

-3-
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je zwei o, B und y-Ketten besteht. Im Zentrum des Molekiils treffen sich alle sechs Ketten; dieser
Bereich bildet die E-Domine. Die nach auflen gewandten Bereiche werden D-Dominen
genannt. Uber spezifische Bindungsregionen in der o- und y-Kette (RGD- und eine
Dodekapetidsequenz: KQAGDV) kann ein Fibrinogenmolekiil an jeweils zwei Thrombozyten
binden (Abbildung 3).

GPllbllla

Plattchenmembrar

RGD-Bindungsdomane

\ .
RGD
a-Kette —» \ I!; 4

B-Kette —
y-Kette —» /ﬁi
o

Dodekapeptid

aus Gawaz (1999)

Abbildung 3: Fibrinogenbriicke zwischen zwei GPIIbIIIa-Molekiilen

Die Regulation dieser Thrombusformation verlduft {iber inhibitorische Mechanismen der
Gerinnungskaskade (Antithrombin III, Protein C und S, u.a.). Beim Heilungsprozess wird der
Thrombus durch Fibrinolyse wieder abgebaut [28].
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1.2 Intrazellulire Signalkaskaden wiahrend der priméren
Hamostase

1.2.1 Primires Aktivierungssignal iiber membranstéindige

Rezeptoren

Der Thrombin-Rezeptor

Der Thrombin-Rezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor mit sieben transmembraniren
Dominen und gehort zur Familie der Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR). Vier verschiedene
PAR-Subtypen sind bis dato identifiziert worden. PAR-1,-3 und -4 werden von Thrombin
aktiviert, PAR-2 dagegen von Trypsin [14]. Humane Thrombozyten exprimieren PAR-1 und
PAR-4, wobei PAR-1 mengenmif3g tiberwiegt [15].

Thrombin ist eine Serinprotease, die im Plasma als inaktive Form (Prothrombin) vorliegt und im
Verlauf der Gerinnungskaskade aktiviert wird. Der Thrombin-Rezeptor PAR-1 wird aktiviert,
wenn Thrombin am N-terminalen Ende der Exodomine des Rezeptors durch proteolytische
Spaltung ein neues N-terminales Ende mit der Sequenz SFLLRN freigelegt hat. Diese Sequenz
bindet intramolekular an den Rezeptor und aktiviert ihn [94], so dass dieses primire Signal in die
Zelle geleitet wird und sekunddr iber intrazellulire Signaltransduktionsmechanismen zum
Beispiel die Freisetzung von dichten Granula induziert wird, was unter anderem die sekundire
Aktivierung der P2Y-Rezeptoren durch ADP zur Folge hat.

Neuere Studien weisen darauf hin, dass auch Glykoprotein Ib (GPIb) ein Rezeptor fiir Thrombin
sein konnte, und dass sowohl die Aktivierung von PAR-1, als auch GPIb fiir die komplette

Thrombinantwort in Thrombozyten benétigt wird [19, 55].

1.2.2 Sekundire Signale iiber membranstindige Rezeptoren

Auf der Oberfliche der Thrombozyten finden sich noch eine Reihe weiterer unterschiedlicher,
funktionell wichtiger Rezeptoren. Neben dem Fibrinogenrezeptor (Glykoprotein IIblIla-
Komplex) und dem Glykoprotein Ib-V-IX fiir den vWF sind vor allem drei P2-Rezeptoren fiir
Adeninnukleotide und der TXA»-Rezeptor ebenso wichtig fiir die Aggregation.

Insbesondere der TXA2-Rezeptor hat eine wichtige Funktion bei der Signalverstirkung. Es

handelt sich hierbei um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, dessen Ligand, Thromboxan Ao,
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durch die Thromboxansynthasen aus Phospholipiden der Zellmembran gebildet wird. Wird diese
Synthese verhindert, beispielsweise durch Acetylsalicylsidure, ist die Aggregation der
Thrombozyten effektiv geblockt.

Die P2Y-Rezeptoren

Bei den P2Y-Rezeptoren werden zwei verschiedene Rezeptorsubtypen unterschieden: die
Liganden-gesteuerten Ionenkanile (P2X) und die G-Protein-gekoppelten P2Y-Rezeptoren [26].
Bis dato sind sieben verschiedene P2X (P2X1-7) [45] und acht P2Y-Rezeptoren
(P2Y1,2,4,6,11,12,13,14) [1, 10, 87] identifiziert worden. Davon sind drei auf humanen
Thrombozyten zu finden: der ionotrope P2X1-Rezeptor und die zwei metabotropen P2Y1- und
P2Y12-Rezeptoren.

Beim P2X1-Rezeptor handelt es sich um einen ATP-Rezeptor und bei den beiden anderen um
ADP-Rezeptoren [26]. P2Y1 und P2Y12 sind von zentraler Bedeutung fiir die ADP-induzierte
Aggregation. Fine aktuelle Ubersicht zur Funktion dieser Rezeptoren findet sich bei Hechler et al.
[37].

Bei Stimulation mit ADP verlduft die Initiation der Aktivierung iiber das G-Protein Gq, hier an
den P2Y1-Rezeptor gekoppelt; die alleinige Stimulation ist jedoch nicht ausreichend, um die
komplette Thrombozytenaktivierung zu gewihrleisten. Dafiir wird die zusétzliche Aktivierung
des G-Proteins Gi, in diesem Fall durch den P2Y12-Rezeptors benétigt, das die Antwort auf ADP
und auch die anderer Agonisten potenziert und vervollstindigt [26].

Die Existenz eines thrombozytiren Gi-gekoppelten ADP-Rezeptors war schon seit geraumer Zeit
vermutet und auch durch zahlreiche Studien belegt worden; die Identifizierung als P2Y12-
Rezeptor gelang jedoch erst Anfang 2001 [40].

Der P2X1-Rezeptor
Die Funktion des P2X1-Rezeptors ist lange Zeit kontrovers diskutiert worden [57]. Zunéchst hielt

man auch diesen Rezeptor fiir einen ADP-Rezeptor. Kiirzlich konnte er jedoch als ein ATP-
Rezeptor identifiziert werden, der vor allem fiir die initiale Formanderung (shape change) der
Thrombozyten nach Stimulation und fiir die Aktivierung durch niedrige Konzentrationen von

Kollagen verantwortlich ist. Besonders unter der Einwirkung hoherer Scherkrifte im arteriellen
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Gefif3system und fiir die Thrombusformation in kleinen Arteriolen scheint dieser Rezeptor eine
wichtige Rolle zu spielen [36, 71, 73]. Da der Rezeptor zur Desensitierung durch
Herunterregulation der Zahl der Rezeptoren an der Zellmembran nach Aktivierung mit ADP
neigt, sind die Untersuchungen zur Funktion jedoch schwierig.

Nach Aktivierung des P2X1-Rezeptors kommt es zu einem schnellen Calcium-Einstrom aus dem
Extrazellularraum in den Thrombozyten (Abbildung 4). Dieser Calciumeinwirtsstrom ist sehr
kurzfristig und von geringerem Ausmaf? als nach Aktivierung des P2Y1-Rezeptors [93]. Bei der
mit Kollagen induzierten Thrombozytenaktivierung wird iiber den P2X1-Rezeptor auch die
extrazelluldr regulierte Kinase 2 (ERK2) aktiviert. Die Autoren vermuten, dass die Sekretion iiber
die Aktivierung von ERK2 und anschliefSender Aktivierung der Myosin-leichte-Ketten-Kinase
geregelt ist 72, 91].

Obwohl der P2X1-Rezeptor bei alleiniger Aktivierung nicht in der Lage ist eine Aggregation
hervorzurufen, so leistet er doch einen wichtigen Beitrag bei der Antwort auf niedrig dosiertes

(0,5-1 pg/ml) Kollagen [71].

Der P2Y1-Rezeptor
Der P2Y1-Rezeptor besteht aus 373 Aminosduren und hat den klassischen Aufbau eines

G-Protein-gekoppelten Rezeptors mit sieben transmembrandren Doménen. Der menschliche
P2Y1-Rezeptor ist im Herzmuskel, in Blutgefifien, in glatten Muskelzellen, im Nervengewebe,
im Hoden, in der Prostata, in den Ovarien und auch auf Thrombozyten zu finden [78].

Mit Méusen, die eine Deletion im kodierenden Gen fiir den P2Y1-Rezeptor aufweisen, wurden
wichtige Untersuchungen zum Stellenwert dieses Rezeptors bei der Aktivierung und Aggregation
der Thrombozyten mit ADP durchgefiihrt. Wie erwartet, zeigen die Thrombozyten dieser Mause
nach Stimulation mit ADP keinen shape change und nur bei sehr hohen Konzentrationen an
ADP kommt es zu verminderter und reversibler Aggregation [51]. Auch bei Experimenten mit
P2Y1-Rezeptor-spezifischen Antagonisten (AsPsP, A2PsP, MRS2179) zeigte sich eine verminderte
Aggregation bei Aktivierung mit ADP. Diese Ergebnisse zeigen, dass der P2Y1-Rezeptor bei
ADP-induzierter Aggregation eine Initiierungsfunktion hat [35, 85].

Nach Aktivierung des P2Y1-Rezeptors mit ADP kommt es iiber ein stimulatorisches G-Protein,

Gq, zu einer Reihe intrazelluldrer Signale, die in Forminderung und eine voriibergehende
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Aggregation miinden. Die Forménderung der Thrombozyten wird durch zwei verschiedene
Signalkaskaden hervorgerufen, und zwar einerseits durch den Gg-vermittelten Calciumeinstrom
aus intrazelluldren Speichern und andererseits durch G12/13-vermittelte Aktivierung der Rho-
Kinase [74], beides Signalwege, die durch ADP-Stimulation {iber den P2Y1-Rezeptor aktiviert
werden. Nach Aktivierung des P2Y1-Rezeptors wird iiber Gq die f-Isoform der Phospholipase C
aktiviert. Dadurch kommt es zur Bildung der ,Second Messenger Inositoltriphosphat und
Diacylglycerol, die einen Calciumanstieg in der Zelle, im Gegensatz zum P2X1-Rezeptor jedoch
aus intrazelluldren Speichern, bewirken (Abbildung 4). Dieser Calciumeinstrom induziert die
Bildung eines Faktors, der seinerseits die Aktivierung der p38 Mitogen-aktivierten-Protein-
Kinase (MAPK) bedingt [16].

Es wird angenommen, dass der P2Y1-Rezeptor auch an die Rho-Kinase gekoppelt ist [74], jedoch
steht diese Behauptung den Ergebnissen der Experimente mit Miusen mit P2Y1-Deletion
gegeniiber, bei denen mit ADP keine Formanderung erreicht werden konnte [68, 70]. Es ist bis
dato immer noch ungeklirt, ob der Rezeptor wirklich beide dieser Signalkaskaden aktiviert [74].
Zusammenfassend kann man dem P2Y1-Rezeptor eine zentrale Rolle beim shape change der
Thrombozyten und der Initiilerung des primédren Stimulus bei Signalen durch Agonisten, die
sekunddr zu einer ADP-Freisetzung fiihren, zuordnen. Dabei kommt es bei alleiniger P2Y1-
Aktivierung zu einer verminderten, reversiblen Aggregation [34].

Die Signale des P2Y1-Rezeptors fiihren aufferdem durch die zytoplasmatische Ca?-Freisetzung
zur Aktivierung von Phospholipase A2 (PLA2). Die PLA2 katalysiert die Freisetzung von
Arachidonsdure (AA) aus den Membranphospholipiden. AA ist der Verldufer einer Reihe von
Eikosanoiden wie zum Beispiel des Thomboxan A: (TXA2). TXA2 wird durch die
Thromboxansynthasen gebildet und stimuliert nach Interaktion mit dem Thromboxanrezeptor

(TP) die Sekretion von Granulainhaltstoffen [3].
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Der P2Y12-Rezeptor
Die pharmakologisch wichtige Funktion des zweiten ADP-Rezeptors, P2Y12, wurde bereits viele

Jahre vor seiner eigentlichen Identifizierung beschrieben und ist in den letzten Jahren intensiv
untersucht worden.

Studien mit den Thienopyridin-Derivaten Ticlopidin und Clopidogrel, zwei antithrombotisch
wirksame Medikamente, brachten wichtige Erkenntnisse zur Charakterisierung dieses Rezeptors
bei Aktivierung der Thrombozyten mit ADP und seiner Rolle im Rahmen der Thrombose [86].
Clopidogrel ist nach einer aufwendigen klinischen Studie (CAPRIE) mit fast 20 000 Patienten seit
1997 zur Thromboseprophylaxe zugelassen [8]. Ticlopidin und Clopidogrel sind sehr dhnlich in
ihrer Struktur, unterscheiden sich jedoch erheblich in ihrem Nebenwirkungsspektrum und ihren
pharmakologischen Eigenschaften. Beide sind jedoch ,,Prodrugs®, das heifst, sie sind nicht selbst
die pharmakologisch wirksamen Substanzen, sondern werden erst durch hepatische
Metabolisierung in ihre biologisch aktiven Metaboliten umgewandelt.

Weiter brachten die Untersuchungen mit selektiven P2Y12-Rezeptor-Antagonisten der AR-C-
Reihe wichtige Informationen zur Funktion und intrazelluldren Signaliibertragung, und konnten
dazu beitragen den Ablauf der Reaktionskaskaden besser zu verstehen.

Der P2Y12-Rezeptor ist an das inhibitorische Gio2-Protein gekoppelt, wodurch es zur Hemmung
der Adenylatzyklase (AC) kommt (Abbildung 4). Diese Kopplung war bereits vor der
Identifizierung des Rezeptors bekannt [69].

Die Signaliibertragungen durch das Gow-Protein fiihren letztendlich zur Aktivierung des
Glykoproteins IIbIlla, so dass bei Miausen mit einer Deletion im Gio2-Gen sowohl die
Glykoprotein IIbIlla-Aktivierung, die Hemmung der Adenylatzyklase und die Aggregation nach
Aktivierung mit ADP oder anderen Agonisten, wie zum Beispiel Thrombin, deutlich reduziert ist
[43]. Experimente mit spezifischen Antagonisten und mit Thrombozyten von Patienten, die
keinen P2Y12-Rezeptor exprimieren, haben hier die essentielle Funktion des Rezeptors bei ADP
induzierter Aggregation demonstriert [65]. Bei Aktivierung der Thrombozyten mit Agonisten, die
eine ADP-Freisetzung aus dichten Granula bewirken, kommt es nach Blockade des P2Y12-
Rezeptors noch zur Forminderung und zum Calciumeinstrom, jedoch zu einer deutlich
verminderten Aggregation. Die Signale des P2Y12-Rezpetors haben folglich eine verstirkende

Funktion sowohl bei der ADP-induzierten, als auch bei der mit anderen Agonisten induzierten

9.
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Aggregation. Das Ausmaf3 der Verstarkung ist abhéngig von der Stirke des primédren Stimulus. So
wird zum Beispiel bei Aktivierung mit hohen Thrombin-Konzentrationen dieses
Verstarkungssignal nicht mehr benétigt, wie erstmals bei der Aktivierung der Phospholipase D
(PLD) gezeigt werden konnte [60].

Nach P2Y12-Rezeptor-Aktivierung wird einerseits iiber die o-Untereinheit des G-Proteins die
Adenylatzyklase gehemmt. Dieser Mechanismus ist aber nicht allein fiir die Effekte des Rezeptors
verantwortlich. Zusitzlich wird durch das p/y-Dimer des G-Proteins ebenso die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-K) aktiviert. Es werden prinzipiell anhand der Struktur, des
Regulationsmodus und der Substratspezifitit drei Klassen dieser Kinase unterschieden: Klasse I, II
und III. Dabei ist die Klasse I fiir die Produktion des ,Second Messangers“ Inositoltriphosphat
verantwortlich und wird weiter unterteilt in o-, -, 5- und y-Isoformen. Die o-, -, 5-Isoformen
werden typischerweise von Tyrosinkinasen aktiviert und die y-Isoform von G-Protein
gekoppelten Rezeptoren [42]. In Thrombozyten sind alle Klasse I-Isoformen zu finden.
Thrombozyten von Miusen, die keinen P2Y1-Rezeptor exprimieren, zeigten eine ADP-Antwort,
die von der Aktivierung der PI-3-Ky abhingig ist [44], was noch einmal zeigt, dass bei
Aktivierung der Thrombozyten iiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren die Aktivierung der
y-Isoform von grofSer Bedeutung ist [39].

Insgesamt sind die Signalwege vom P2Y12-Rezeptor ins Innere der Zelle zwar relativ gut
untersucht, wurden aber trotzdem beziiglich ihrer Bedeutung fiir die Aggregation unter

physiologischen Bedingungen noch nicht komplett verstanden.
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P2X1  P2Y1 P2Y12

ADP

PAR-1 TP

/ \

shape change

Sekretion
Aggregation

GP libllla -Aktivierung‘

modifiziert nach Hechler et al. (2005)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Reaktionskaskaden nach Aktivierung der P2Y-Rezeptoren

Der Thromboxan A,-Rezeptor

Ein weiterer wichtiger Rezeptor auf humanen Thrombozyten ist der Thromboxan A2-Rezeptor
(TP). Zwei Isoformen dieses Rezeptors konnten identifiziert werden: TPo und TP [38]. Obwohl
mRNA beider Isoformen in Thrombozyten gefunden wurde, ist TPa die dominante Form auf den
Thrombozyten [31, 61]. Beide Rezeptorsubtypen haben iiber Goq Einfluss auf die PLC, ebenso
aktivieren sie G12/13 -abhingige Signaltransduktionswege. Thre Einflussnahme auf die Aktivitit
der Adenylatzyklase ist jedoch gegensitzlich: bei TPa-Stimualtion wird sie aktiviert, wahrend
TPB hemmenden Einfluss auf ihre Aktivitit und damit die cAMP-Konzentration hat.

Die Aktivierung der Thrombozyten mit Thromboxan A fiihrt ebenso wie die Stimulation mit
Thrombin oder Kollagen indirekt zur Freisetzung von ADP aus dichten Granula, was in unseren
Experimenten mit P2Y-Antagonisten bestitigt wurde, so dass auf diesem Wege ebenso das

primdre Signal verstirkt wird [3].
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Der Stellenwert des TP-Rezeptors wird anhand von Maiusen, die keinen TP-Rezeptor
exprimieren, deutlich. Hier ist die Blutungszeit deutlich verlingert. Interessanterweise ist die
Kollagen-induzierte Aggregation bei den TP-knock-out-Mausen vermindert, wihrend die ADP-
induzierte Aggregation normal bleibt [90].

Klinisch kommt dem TP-Rezeptor somit ebenfalls eine grof3e Bedeutung bei: die TP-Rezeptor-
Antagonisten Ifetroban, Vapiprost und auch SQ29548 (in unseren Experimenten verwendet)
vermindern effektiv die Thrombozytenaggregation [7].

Auch BM-573, einerseits ein Thromboxan-Synthase-Inhibitor und andererseits auch ein TP-
Rezeptor-Antagonist zeigte tierexperimentell eine deutliche Wirksamkeit bei der Verhinderung
von akuten Myokard-Infarkten [80].

1.3 Phosphorylierung von Proteinen an Tyrosinresten als
Signaltransduktionsmechanismus in humanen
Thrombozyten

Ein wichtiger Mechanismus zur Weiterleitung intrazelluldrer Signale ist die Phosphorylierung
von Proteinen an Tyrosinresten [41, 76]. Von Ferrel und Martin wurden 1988 zeitlich
unterschiedliche Wellen von Tyrosinphosphorylierungen von Proteinen im Molekular-
gewichtsbereich zwischen 27 und 170 kDa nach Stimulation humaner Thrombozyten mit
Thrombin beschrieben [23]. Die gleichen Autoren haben des Weiteren gezeigt, dass die
Phosphorylierungen einer Reihe von Proteinen durch ,outside-in“-Signalgebung des
Glykoprotein-IIbIIla-Komplexes geregelt sind [24]. Auch in neueren Untersuchungen ist die
Regulation der Phophorylierung von Proteinen an Tyrosinresten von Interesse, jedoch
hauptsdchlich im relativen Molmassenbereich oberhalb von 50 kDa [62].

Thrombin induziert iiber seinen Gq-gekoppelten Rezeptor in den Thrombozyten eine Reihe von
Ereignissen, wie zum Beispiel die Freisetzung von ADP aus dichten Granula. Durch diese
sekundére Freisetzung von ADP werden die purinergen ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y12
aktiviert, und eine Reihe intrazellulirer —Transduktionsmechanismen, wie auch
Phosphorylierungen und -dephosphorylierungen an Tyrosinresten in Gang gesetzt.

In dieser Arbeit soll insbesondere der Stellenwert des Regulationsmechanismus der
Phosphorylierungen von Proteinen an Tyrosinresten bei der Thrombozytenaktivierung gezeigt
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werden. Es sind bis dato noch nicht alle Signaliibertragungsmechanismen nach Aktivierung
dieser Rezeptoren verstanden worden, aber es werden nach und nach mehr involvierte Molekiile
identifiziert und somit immer mehr Wege der Signaliibertragung verstanden [26, 27, 48].

Nach Thrombinstimulation werden die primédren Stimuli zur Aktivierung und Aggregation der
Thrombozyten durch die P2Y12-Rezeptor Signale mehr als durch die Signale des P2Y1-Rezeptors
verstirkt [66]. Thrombozyten von Patienten, die einen angeborenen Defekt im fiir den P2Y12-
Rezeptor kodierenden Gen haben [40, 65], zeigen ein reduziertes Muster von
Phosphorylierungen an Tyrosinresten nach Stimulation mit Thrombin oder ADP [52]. Das
gleiche Phinomen wird sowohl bei menschlichen, als auch bei Thrombozyten von Ratten
beobachtet, wenn diese zuvor mit Clopidogrel behandelt worden sind [12, 84]. Diese
Untersuchungen zeigen aber nur die Anderungen im Phosphorylierungsmuster der Proteine
oberhalb der Molmassen von 50 kDa. Mit Thrombozyten von Patienten mit Glanzmannscher
Thrombasthenie [81] und ebenso mit Clopidogrel-vorbehandelten Thrombozyten konnte gezeigt
werden, dass die Phosphorylierung an Tyrosinresten von p64 (Cortactin) und p100/105 von der
Aktivierung des Glykoprotein IIbllla-Komplexes und von den Signalen, die durch die
Fibrinogenbindung entstehen (outside-in-signaling), abhingig ist. Folglich miissen zwei
verschiedene, die Phosphorylierung an Tyrosinresten beeinflussende Mechanismen nach P2Y12-
Rezeptoraktivierung unterschieden werden, und zwar auf der einen Seite die Wege der
Signaltransduktion, die direkt nach Rezeptoraktivierung, und andererseits solche, die erst
anschliefend, nach Glykoprotein IIbIIla-Aktivierung, in Gang gesetzt werden.

Die Phosphorylierungen von Proteinen an Tyrosinresten im Molmassenbereich oberhalb von 50
kDa sind zwar beschrieben worden, aber bis heute ist wenig bekannt iiber den Bereich unterhalb
von 50 kDa.

In unseren Experimenten wurden jetzt erstmals die Effekte der P2Y-Rezeptoren auf die
Phosphorylierung an Tyrosinresten des Molmassenbereiches unterhalb von 50 kDa in humanen
Thrombozyten untersucht. Die Signale des P2Y12-Rezeptors, nicht aber die des P2Y1-Rezeptors,
beeinflussen eindeutig die Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27, p29, p31, p34, und p39
nach Thrombinstimulation. Insbesondere die Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und

p31 scheinen direkt von den Signalen des P2Y12-Rezeptors abhingig zu sein, da hier nach
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Hemmung des Rezeptors mit spezifischen, kompetitiven Antagonisten die Phosphorylierung an

Tyrosinresten komplett gehemmt ist.

Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Signaltransduktion mittels Phosphorylierung von
Proteinen an Tyrosinresten nach Aktivierung mit verschiedenen Agonisten der ADP-Rezeptoren
P2Y1 und P2Y12 auf humanen Thrombozyten zu untersuchen. Insbesondere die Ereignisse nach
der Aktivierung mit Thrombin waren von Interesse.

Nach Aktivierung mit Thrombin, oder auch Kollagen und einigen anderen Thrombozyten-
aktivierenden Substanzen, wird der primdre Stimulus durch Freisetzung verschiedener
Mediatoren, unter anderem ADP, und schlieRlich autokriner Stimulation des Thrombozyten,
durch sekundére Signale verstirkt.

Es wurden die Phosphorylierungen an Tyrosinresten an einer Reihe von Proteinen untersucht,
die sich nach diesen sekundéren Signalen ereignen. Dabei war insbesondere die Rolle des P2Y12-
ADP-Rezeptors im Vergleich mit dem P2Y1-ADP-Rezeptor von Interesse. Hierbei wurde der
Fokus auf die Phosporylierungen an Tyrosinresten von Proteinen der relativen Molmasse von 27
und 31 kDa beziiglich der Signaltransduktion, die zu diesen Phosphorylierungen fiihrt, gerichtet.
Die Untersuchungen wurden mit spezifischen Antikdrpern und hauptsichlich mit der Methode
des Immuno-(Western)-Blots durchgefiihrt. Ebenso wurden Aggregationsmessungen nach
Inhibition mit spezifischen Rezeptor-Antagonisten und anschlieflender Stimulation mit
verschiedenen Agonisten untersucht. Im Mittelpunkt standen auch bei diesen Experimenten stets
die beiden ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y12.

Aufierdem wurde untersucht, ob sich die Signale der ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 durch
Aktivierung anderer Rezeptoren, die an analoge G-Proteine koppeln, imitieren lassen.

Zuletzt wurde die Funktion einzelner in den Signaltransduktionsmechnismus involvierter

Signalmolekiile charakterisiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Substanz

Bezugsquelle

Acrylamid (Rotiphorese Gel 30)

APS (Ammoniumpersulfat)

BSA (Rinderserumalbumin, Fraktion V)
Calciumchlorid (CaCl)
Citronensdure-Monohydrat

Coomassie Brilliant Blau R250

DMSO (Dimethylsulfoxid)

ECL (enhanced chemiluminescence system, Western-Blot-
Detektionssystem)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsédure)
EGTA (Ethylenglykoltetraessigsiure)
Essigsaure

Fibrinogen

D(+)-Glukose (Dextrose)

Glycin

Glycerin

HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N" -2-ethyan-sulfonséure)

Isopropanol

KCl (Kaliumchlorid)

Methanol

MgClz (Magnesiumchlorid)
-Mercaptoethanol
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

NaCl (Natriumchlorid)

NaHCOs (Natriumhydrogencarbonat)
NaH>POs (Natriumdihydrogenphosphat)
NaOH (Natriumhydroxid)

Ponceau S (3-hydroxy-4-[2-sulfo-4-(4-sulfo-phenylazo)
phenylazo]-2,7-naphtalen-disulfonsiure
SDS (Dodecylsulfate Natrium-Salz)
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Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstad

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen
Amersham Bioscience, UK

Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg
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o-Phospho-L-Serin

TEMED (N, N, N*, N -tetramethylethylen-diamine)
Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Tween-20 (Polyoxyethylenesorbitan monolaurate)
o-Phopho-DL-Tyrosin

Harnstoff

2.1.2 Agonisten

Substanz

Sigma, Miinchen
Sigma

Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Bezugsquelle

2-Methylthio-ADP (2-MeS-ADP)
Epinephrine (Adrenalin)
Forskolin

Kollagen

Prostaglandin 12

Serotonin

Thrombin, bovines

U46619 [9,11-dideoxy-11a, 9 a-epoxymethano-
prostaglandine(F2a)]

2.1.3 Antagonisten und Inhibitoren

Substanz

Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Nycomed,Ismaning
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen

Sigma,Miinchen

Bezugsquelle

AsPsP (Adenosin 3" 5" -diphosphat)

Acetylsalicylsdure (Aspirin)

Apyrase, grade I1I, from potato

AR-C69931MX (N6-methylthioethyl-2,-trifluoropropylthio- D-f-
y-dichloromethylene-ATP)

Hirudin

LY294002

MRS2179 [N6-methyl, 2" -deoxyadenosine 3", 5" -biphosphate]
RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser)

S1197 (3-{2-[4-(S)-(4-aminoiminomethyl-phenyl)-4-methyl-2,5-
dioxo-imid-azolidin-1-yl]acetyl-amino}-3-(S)-phenylpropionic
acidhydrochlorid)
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Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

AstraZeneca, Wilmington,

DE, USA

Loxo, Dossenheim
Biomol, Hamburg
Tocris, Bristol, UK

Sigma, Miinchen

Aventis Pharma, Frankfurt
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SQ29548 [1S-[1a, 2ax (Z), 3ax, 4x]]-7-[[2-
[(phenylamino)carbonyl Jhydrazinol jmethyl]-7-
oxabicyclo(2.2.1)hept-2-yl]-5-heptenoic acid
SQ22536 (9-(tetrahydro-2 ’'-furyl)adenite)

Wortmannin

2.1.4 Antikorper

Substanz

Biomol, Hamburg

Calbiochem (Merck
Biosciences) Schwalbach

Sigma, Miinchen

Bezugsquelle

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

Anti-ERK2 (D-2), monoklonaler Maus-Antikérper gegen

unmodifiziertes ERK2

Anti-Maus-Antikorper, polyklonales Kaninchen IgG Peroxidase

konjugiertes (HRP) IgG)

2.1.5 Gerite und Materialien

Geriit

Upstate Biotechnology,
Biomol, Hamburg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Dako, Minchen

Bezugsquelle

Aggregometer (Platelet aggregation profiler PAP 4)

Blotkammer (Mini-Trans-Blot-Elektrophoresekammer)
Densitometer GS 800 und Quantity One® Software
Glaskiivetten, silikonisiert

Nitrozellulose (Protran)

Rontgenfilme (HyperfilmTM)

Thermomixer

Ultrazentrifuge

Zentrifuge
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Bio/Data Corp. Hatboro PA,
USA

Biorad, Miinchen
Biorad, Miinchen
Molab, Langenfeld
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Amersham, Bioscience
Eppendorf, Hamburg
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Hermle, Wehingen
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung menschlicher Thrombozyten

Die Thrombozyten werden aus dem Blut gesunder, freiwilliger Spender isoliert, die mindestens
zwei Wochen vor dem Blutspendetermin keine Medikamente eingenommen haben, die einen
Einfluss auf die Thrombozytenfunktion haben. Hierzu zdhlen insbesondere Analgetika und
nichtsteroidale Antiphlogistika sowie Acetylsalicylsdure (ASS), die irreversibel die
Cyclooxygenase (COX) hemmt. Die gesamte Priparation wird bei Raumtemperatur nach der
Methode von Greinacher durchgefiihrt [30]. Als Antikoagulanz wird dem frisch abgenommenem
Blut ACD-A-L6sung (2,2 % Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 0,8 % Citronensdure-Monohydrat, 2,5 %
0-D(+)-Glukose) im Verhiltnis 1:6 (w/v) zugesetzt. Zur Trennung des plittchenreichen Plasmas
(PRP) von den restlichen Blutbestandteilen wird das Vollblut in 13 ml Zentrifugenréhrchen (95 x
16,8 mm im Durchmesser, Sarstedt, Niimbrecht) transferiert und bei 120 x G fiir 15 Minuten
zentrifugiert. Die obere der beiden Phasen, das PRP, wird mit einer Pipette abgenommen. Dabei
sind Verunreinigungen aus der unteren Phase, in der sich Erythrozyten, Granulozyten und
Lymphozyten befinden, zu vermeiden. Zu je 1 ml PRP werden 111 ul ACD-A und 2,5 pl Apyrase
hinzugefiigt. Apyrase dient zur Hydrolyse des wihrend der Priparation freigesetzten ADPs, so
dass eine vorzeitige Aktivierung der Thrombozyten verhindert wird. Anschlieffend wird das PRP
fiir sieben Minuten bei 450 x g zentrifugiert. Der Uberstand, das plittchenarme Plasma, wird
verworfen und jedes Sediment (von 10 ml Vollblut) mit je 1 ml Waschpuffer (137 mM NaCl, 2,68
mM KCl, 12 mM NaHCOs, 0,36 mM NaH2POs, 10mM HEPES, 5,5 mM Glukose, 1 U/ml Apyrase,
1 U/ml Hirudin, pH 6,4) resuspendiert, ein weiterer Milliliter Waschpuffer hinzugefiigt, und die
Suspension 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Dieser Waschschritt wird einmal
wiederholt. Der Waschpuffer fiir den zweiten Waschschritt ist frei von Hirudin, um in
anschlieBenden Aggregationsexperimenten eventuelle Interaktionen durch Riickstinde des
Hirudins mit Thrombin zu verhindern. Der Inkubation im Wasserbad folgt eine weitere
Zentrifugation fiir sieben Minuten bei 450 x G. Anschliefend wird die Thrombozytenzahl pro

Milliliter mit Suspensionspuffer (Die Zusammensetzung des Suspensionspuffers entspricht dem
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Waschpuffer, jedoch ohne Apyrase und Hirudin und zusitzlich 2 mM CaCl, 2 mM MgClL) auf

die gewiinschte Konzentration eingestellt (pH 7,4).

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl der isolierten Thrombozyten

Nach der Priparation werden 10 pl der vorliegenden Thrombozytensuspension mit Suspensions-
puffer im Verhiltnis 1:100 verdiinnt. Von dieser verdiinnten Suspension werden 10 pl in eine
Neubauer-Zahlkammer pipettiert, mit einem Phasenkontrastmikroskop die Thrombozytenzahl in
drei Gruppenquadraten gezihlt, und die Zellzahl pro Milliliter (Mittelwert x 100 (Verdiinnungs-
faktor) x 250000) berechnet.

2.2.3 Aggregationsmessung

Fir die Aggregationsmessungen wird die Thrombozytensuspension auf 3-5x10% Zellen pro
Milliliter eingestellt. Von dieser Suspension werden 198 ul entweder mit je 11 pl eines
spezifischen Antagonisten oder mit Kontrollpuffer fiir fiinf Minuten bei 37°C vorinkubiert. Die
Reaktionen werden in silikonisierten Glaskiivetten mit je einem Magnetriihrer durchgefiihrt. Die
Eichung des Nullwertes wird mit Suspensionspuffer durchgefithrt. Anschlieffend wird das
Ausmaf? der Aggregation nach Zugabe einer biologisch aktiven Substanz (11pl) unter sténdigem
Rithren (900 rpm) im Aggregometer (Platelet aggregation profiler PAP 4) nach der Methode von
Born (1962) gemessen. Dabei zeichnet ein angeschlossener Schreiber das Ausmafd der
Aggregation in Prozent indirekt als Maff der Zunahme der Lichtdurchléssigkeit der
Zellsuspension auf. Die Aufzeichnung wird gestoppt, wenn keine Verdnderung der Aggregation

mehr zu erkennen ist.

2.2.4 Aktivierung von Thrombozyten und Priparation der Proteine
fiir die Immuno(Western)-Blot-Analytik

Zu Stimulierungsexperimenten wird die Zellzahl auf 5x10® Thrombozyten pro Milliliter

eingestellt. Jeweils 180 pl Zellsuspension werden in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefifie gegeben

und entweder mit 10 pl eines Inhibitors oder Kontrollpuffers fiir fiinf Minuten vorinkubiert.

Anschlieflend wird mit 10 pl einer biologisch aktiven Substanz fiir 30 Sekunden stimuliert. Die

Reaktion wird durch Zugabe von 50 pl SDS-Probenpuffer (10 % SDS, 1,43 M [3-Mercaptoethanol,
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20 % Glycerin, 20 % 0,625 M Tris-HCl pH 6,8 (v/v), 6 M Harnstoff, Bromphenolblau ad lib)
gestoppt. Die gesamte Reaktion wird bei 37°C auf einem Thermomixer (Eppendorf) unter
standigem Rithren mit jeweils zwei Metallkiigelchen bei 700 rpm durchgefiihrt. Nach Zugabe des
Puffers werden die Proben fiir fiinf Minuten auf 95°C erhitzt und anschlief3end bei —-80°C zur
anschlieBenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Immuno-(Western)-Blot-Analytik

eingefroren.

2.2.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wird nach der Methode von Laemmli
durchgefiihrt [49]. Die Auftrennung des Proteingemisches erfolgt iiber Flachgele in vertikalen
Gelelektrophoresekammern gefiillt mit Laufpuffer (25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1 % SDS
(w/v)) in 9 %igen bzw. 10 %igen Trenngelen. Die Zusammensetzungen der Gemische sind aus
Tabelle 1 zu entnehmen. Vor dem Auftragen werden alle Proben fiir fiinf Minuten auf 95°C
erhitzt. Zur Bestimmung der relativen Molmassen der Proteine wird ein Gemisch aus folgenden
Markerproteinen eingesetzt [96]: Myosin (205 kDa), [3-Galaktosidase (116 kDa), Phosphorylase b
(97 kDa), Rinderserumalbumin (66 kDa), Katalase (60 kDa), Ovalbumin (45 kDa),
Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (36 kDa), Carboanhydrase (29 kDa), Trypsinogen (24
kDa), Laktalbumin (14 kDa).

Die SDS-PAGE wird in einer Mini-Trans-Blot-Elektrophoresekammer von Biorad, Miinchen
durchgefiihrt. Die Trennung wird gestoppt, sobald die Front aus Farbstoff aus dem Gel
herausgelaufen ist. Im Anschluss werden die Proteine im Gel mit Coomassie-Farbelosung (25 %
Isopropanol, 10 % Essigsiure (v/v), 0,05 % Coomassie-R250 (w/v)) gefirbt und das Gel mit 10
Qoiger Essigsdure entfirbt, oder das ungefirbte Gel zur weiteren Analytik (Western-Blot)

verwendet.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die Zusammensetzung der Gele in der PAGE

Substanz Trenngel* Sammelgel*
9% 10%
30% Acrylamid/Bisacrylamid 3,375 ml 3,750 ml 835 ul
Tris-HC1 0,75 M, pH 8,8 5,625 ml 5,625 ml -
Tris-HC1 0,625M, pH 6,8 — -— 625 pul
20% (w/v) SDS 56,5 pl 56,5 pl 25ul
TEMED 5,65 pl 5,65 pl 5ul
Aqua bidest. 2,125 ml 1,75 ml 3,5ml
APS 79 79 ul 25 ul

*Mengenangaben fiir jeweils zwei Gele

2.2.6 Immuno(Western)-Blot

Nach der SDS-PAGE kann das ungefirbte Gel im Western-Blot-Verfahren analysiert werden.
Dafiir werden acht Bogen Filterpapier und ein Stiick Nitrozellulosemembran pro Gel auf
Gelgrofie zugeschnitten. Nachdem alle Filterpapierbogen und die Nitrozellulosemembran mit
Blotpuffer (20 mM Tris, 300 mM Glycin, 20 % Methanol, 0,015 % SDS (w/v)) befeuchtet worden

sind, werden die einzelnen Lagen folgendermafSen in eine vertikale Blotkammer gepackt:

Anode
Schwamm
vier Lagen Filterpapier
SDS-Gel
Nitrozellulosemembran
vier Lagen Filterpapier
Schwamm

Kathode
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Dabei ist darauf zu achten, dass keine Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten
eingeschlossen werden.

Der Proteintransfer geschieht iiber ein von auf3en angelegtes elektrisches Feld fiir drei Stunden
bei 4°C mit konstant 125 mA Stromstérke (I) pro Gel. Die Feldstirke E dndert sich dabei im
Verlauf entsprechend der Spannung (U) nach der Formel E= U/s. Um das Ausmafd des
Proteintransfers beurteilen zu konnen, wird das Gel nach dem Transfer mit Coomassie
Farbelosung angefarbt. Die auf die Nitrozellulosemembran transferierten Proteine werden mit
Ponceau-Firbelosung (0,5 % Ponceau S (w/v), 5% Essigsdure (v/v)) sichtbar gemacht und die
Markerproteine mit einem weichen Bleistift eingezeichnet. AnschliefSend wird die Membran mit
TBS-T-Puffer (20 mM Tris-HCl pH 8,0; 300 mM NaCl; 0,1 % (w/v) Tween 20) entfirbt. Vor der
Inkubation mit dem gewiinschten Antikorper, werden zunidchst alle freien
Proteinbindungsstellen auf der Membran mit einer BSA-Losung (5% (w/v) in TBS-T-Puffer) zwei
Stunden bei Raumtemperatur geblockt. Nach dem Blocken wird die Membran dreimal fiir jeweils
finf Minuten bei Raumtemperatur mit einigen Millilitern TBS-T gewaschen und anschliefRend
mit dem geforderten Antikérper (wenn nicht anders angegeben: Anti-Phosphotyrosin-Maus-
Antikérper (Klon 4G10; 0,5pg/ml in TBS-T, 5% (w/v) BSA in TBS-T-Puffer) iiber Nacht bei 4°C
unter leichtem Schiitteln inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T-Puffer fiir jeweils fiinf Minuten am néchsten Tag wird
die Nitrozellulosemembran mit dem korrespondierenden zweiten Antikorper (bei Anti-
Phosphotyrosin als ersten Antikdrper: Anti-Maus-Kaninchen-Antikérper (HRP-konjugiertes
IgG) 1:2000 in TBS-T) eine Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert.
Nach erneutem Waschen wird die Nitrozellulosemembran mit einem Gemisch aus jeweils 4 ml
der ECL-Losungen 1 und 2 (Chemiluminollésung) fiir eine Minute bei Raumtemperatur
inkubiert. Der zweite Antikorper ist Peroxidase konjugiert, welche die Oxidation des Luminols in
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid katalysiert. Die Lichtemissionen werden durch Auflegen
von Rontgenfilmen und anschliefSendem Entwickeln der Filme in der Dunkelkammer sichtbar
gemacht.

Die Intensitit der Phosphorylierungen verschiedener Molekulargewichtsbereiche (der einzelnen

Banden) wird mittels quantitativer Densitometrie (Linearitit der Phosphorylierung bei einer
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Dichte (Schwarzfirbung) von 0 bis 160 OD/mm?) mit einem GS 800 Densitometer (BioRad) und

entsprechender Software (Quantity One®, BioRad) evaluiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Effekte primirer Thrombozytenaktivatoren auf die
Phosphorylierung von Proteinen an Tyrosinresten

3.1.1 Phosphorylierung an Tyrosinresten nach Stimulation mit

Thrombin

Zeitabhingigkeit der Thrombin-induzierten Phosphorylierungen von Proteinen
an Tyrosinresten

Die Aktivierung humaner Thrombozyten mit Thrombin ist ein unter physiologischen
Bedingungen ablaufender Prozess. Dabei kommt es nach der priméren Stimulation, durch
Aktivierung des Thrombin-Rezeptors sekundar zur Freisetzung von ADP aus dichten Granula,
wodurch die ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 aktiviert werden. Diese Aktivierung fiihrt zu
zahlreichen Phosphorylierungen von Proteinen an Tyrosinresten und somit zur
Signaltransduktion in das Innere der Zelle. Diese Phosphorylierungen an Tyrosinresten verlaufen
in zeitlich unterschiedlichen Phasen [23].

Um die zu verschiedenen Zeiten phosphorylierten Proteine systematisch zu beschreiben, wurde
eine zeitabhingige Stimulation der Thrombozyten mit Thrombin von 15 Sekunden bis drei
Minuten durchgefiihrt. Von besonderem Interesse waren hierbei die Proteine unterhalb von 50
kDa (Abbildung 5), da dieser Molmasenbereich beziiglich der Phosphorylierungen an
Tyrosinresten bisher kaum untersucht worden ist.

In unstimulierten Thrombozyten sind die Proteine von 29 kDa (p29), 34 kDa (p34) und 39 kDa
(p39) bereits an den Tyrosinresten phosphoryliert. Nach Thrombinstimulation nehmen diese
Phosphorylierungen augenfillig zu. Wie in

Abbildung 5 deutlich zu erkennen ist, treten nach Aktivierung mit 0,1 U/ml Thrombin zusitzlich
Phosphorylierungen an Tyrosinresten bei 27 kDa (p27), 31 kDa (p31) und 42 kDa (p42) auf. Das
Maximum dieser Phosphorylierungen ist nach 30 Sekunden Stimulationsdauer erreicht.
Nachfolgend kommt es bei allen dieser Proteine im zeitlichen Verlauf bis 180 Sekunden zu einer
Dephosphorylierung, aufier bei der extrazelluldr regulierten Kinase 2 (ERK2). Erst kiirzlich

konnte von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass ERK2 (MAPK) bereits nach 30
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sekiindiger Thrombinstimulation an Tyrosin 185 phosphoryliert wird, und diese
Phosphorylierung wihrend der gesamten Plittchenaktivierung bestehen bleibt [21].

Zur Bestitigung, dass in allen Proben die identische Proteinmenge enthalten ist, wurde der
Gesamtgehalt an unmodifiziertem ERK in den einzelnen Proben bestimmt (

Abbildung 5, unterer Teil).

Tabelle 2 zeigt die quantitative Analyse der Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen der
einzelnen Proteine an Tyrosinresten. Die Zunahme der Phosphorylierung nach
Thrombinstimulation bis zu 30 Sekunden ist besonders deutlich bei p27 und p31, bei denen in
ruhenden Thrombozyten noch keine Phosphorylierung detektierbar ist (Tabelle 2). Die Zunahme
der Phosphorylierungen von p27, p29, p31, p34 und p39 bis 30 Sekunden ist signifikant, ebenso
die Dephosphorylierungen im zeitlichen Verlauf bis 180 Sekunden.

kDa kDa

116 —

— — — | ERK2

0 15 30 60 90 120 180 180  Zeit (s)
- + + + + + + — 0,1 U/ml Thr

Abbildung 5: Zeitabhiingigkeit der Thrombin-induzierten Phosphorylierung an Tyrosinresten

Gewaschene humane Thrombozyten (Kapitel Methoden: 2.2.1) wurden mit 0,1 U/ml Thrombin fiir die jeweils
angegebenen Zeiten unter stindigem Riihren bei 37°C stimuliert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von
SDS-Probenpuffer gestoppt und mittels SDS-PAGE und anschlieBendem Western-Blot, wie im Kapitel
Methoden unter 2.2.5 - 2.2.6 beschrieben, analysiert. Zur Detektion der an Tyrosinresten phosphorylierten
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Proteine wurde der monoklonale Anti-Phosphotyrosin-Antikorper 4G10 eingesetzt. Zum quantitativen Vergleich
der Proteinmengen wurde in jeder einzelnen Probe mit dem Anti-ERK2(D-2)-Antikérper die ERK2-Menge
bestimmt (unterer Teil der Abbildung).

Die dargestellten Phosphorylierungsmuster sind reprisentativ fiir jeweils drei gleiche, unabhéngige Experimente.
Der Index am linken Bildrand markiert Molmassen standardisierter Proteine in kDa. Am rechten Bildrand sind
diejenigen Molmassen gekennzeichnet, bei denen sich die Menge der an Tyrosinresten phosphorylierten Proteine
unterhalb von 50 kDa im zeitlichen Verlauf dndert.

Spezifitit des monoklonalen Anti-Phosphotyrosin-Antikorpers 4G10
Um den Anti-Phosphotyrosin-Antikorper 4G10 auf Spezifitit im Bereich unter 50 kDa zu priifen,

wurde er mit seinem spezifischen Antigen, Tyrosinphosphat, vorinkubiert. Als Negativkontrolle
diente Serinphosphat und Puffer. Im mittleren Teil der Abbildung 6 ist eindeutig zu erkennen,
dass nach Vorinkubation mit Tyrosinphophat nahezu alle Antigen-Bindungsstellen bereits
abgesittigt sind, und der Antikorper kaum unspezifisch an Proteine bindet. Erst bei
Uberbelichtung sind Spuren von Phosphorylierungssignalen im Bereich unter 50 kDa zu

erkennen, die als unspezifisch zu werten sind.

Puffer pY pPS
kDa kDa

31

27
— + — + — 4+ 10uMAR-C
+ + + + + 4+ 0,1U/mlThr

Abbildung 6: Spezifitit des monoklonalen Anti-Phosphotyrosin-Antikorpers 4G10

Die fiinfminiitige Vorinkubation mit 10 uM AR-C und die anschlieBende Stimulation gewaschener
Thrombozyten (Kapitel] Methoden: 2.2.1) mit 0,1 U/ml Thrombin fiir 30 Sekunden, die Analytik in der SDS-
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PAGE und der anschlieBende Immuno-(Western)-Blot wurden wie im Kapitel Methoden unter 2.2.4 und 2.2.6,
beschrieben.

Der monoklonale Anti-Phosphotyrosin-Antikérper 4G10 wurde entweder mit 10 mM Tyrosinphosphat (pY),
10 mM Serinphosphat (pS) oder Kontrollpuffer (Puffer) jeweils eine Stunde bei Raumtemperatur vorinkubiert,
und erst anschlieBend zur Detektion der an Tyrosinresten phosphorylierten Proteine auf der
Nitrozellulosemembran verwendet.

Quantifizierung der Thrombin-induzierten Phosphorlierungen an
Tyrosinresten von p39, p34, p31, p29 und p27 im zeitlichen Verlauf.

Tabelle 2: Densitometrische Auswertung des Westernblots der Thrombin-induzierten Phosphorylierung
an Tyrosinresten von p39, p34, p31, p29 und p27 im zeitlichen Verlauf

Zeit Os 15s 30s 60s 90s 120s 180s

Protein

p39 52£8 | 903 | 1000 | 58+2 | 48+9 | 46+10 | 53+10

p34 44+4 | 814 | 1000 | 59+2 | 52+£5 | 52£9 | 60£8

p31 n.d. 29+3 | 1000 | 67t4 | 49+7 | 34+£7 | 33%8

p29 47+2 | 783 | 100,0 | 45+2 | 405 | 47£9 | 585

p27 n.d. 24+1 | 1000 | 70£3 | 48+3 | 34+4 | 263

Die Phosphorylierungsmuster von drei Experimenten, wie in Abbildung 5 exemplarisch dargestellt, wurden
densitometrisch (Kapitel Methoden: 2.2.5) analysiert. Die Bande mit der grof3ten Intensitdt wurde als 100% fiir
das jeweilige Protein definiert. Die angegebenen Intensitiiten sind jeweils Mittelwerte in Prozent (+/-SEM). Die
Zunahme der Phosphorylierung nach Thrombinstimulation bis zu 30 Sekunden ist ebenso signifikant wie die
folgende Dephosphorylierung im zeitlichen Verlauf (Bestimmung der p-Werte mit GraphPadPrism Software mit
gepaartem t-Test, p <0,05).

n.d.: Phosphorylierung nicht detektierbar.

Effekte verschiedener P2Y-Rezeptorantagonisten auf die mit Thrombin
induzierten Phosphorylierungen von Proteinen an Tyrosinresten

Das aus dichten Granula stimulierter Thrombozyten freigesetzte ADP, und die nachfolgende
P2Y1- und P2Y12-Rezeptor-Aktivierung ist bei vielen physiologischen Agonisten, einschlief8lich
Thrombin, ein wichtiges Signal zur Verstirkung der Wirkung des primdren Stimulus. Nach
Vorinkubation der Thrombozyten mit dem ADP-Scavenger Apyrase kommt es nach Stimulation
mit 0,1 U/ml Thrombin zu einer abgeschwichten Phosphorylierung an Tyrosinresten der
Proteine bei 27 und 31 kDa (nicht gezeigte Daten).

Zur weiteren Klarung welche Signale der ADP-Rezeptoren bei Stimulation mit Thrombin an der
Phosphorylierung von Tyrosinresten beteiligt sind, wurden die Thrombozyten vor der

Aktivierung mit spezifischen, kompetitiven Antagonisten der P2Y-Rezeptoren inkubiert.
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In Abbildung 7A  ist deutlich zu erkennen, dass durch Vorinkubation mit 10 pM
AR-C66931MX, einem spezifischen P2Y12-Rezeptor-Antagonisten, die mit 0,1 U/ml Thrombin
induzierten Phosphorylierungen insgesamt inhibiert werden, bei p27 und p31 kommt es jedoch
zur vollstindigen Hemmung der Phosphorylierung. Die spezifischen P2Y1-Rezeptor-
Antagonisten MRS2179 (100pM) und AsPsP (500pM) haben keinen Einfluss (Abbildung 7B).
Ebenso zeigte sich, dass durch 10 pM AR-C66931MX die in Abbildung 5 dargestellten
Dephosphorylierungen von p29, p34 und p39 im zeitlichen Verlauf verhindert werden. Hier ist
exemplarisch der Vergleich der Phosphorylierungen nach 30 und 90 Sekunden zu sehen
(Abbildung 7C).
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Abbildung 7: Abhéngigkeit der mit Thrombin induzierten Phosphorylierung an Tyrosinresten durch
freigesetztes ADP und nachfolgender ADP-Rezeptor-Aktivierung
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Gewaschene Thrombozyten (,,Methoden 2.2.1) wurden mit den jeweils angegebenen Antagonisten oder
Kontrollpuffer fiir fiinf Minuten unter stindigem Riihren bei 37°C vorinkubiert und anschlieBend mit Thrombin
oder Puffer fiir 30 oder 90 Sekunden stimuliert. Die Proben wurden, wie in ,,Methoden* 2.2.5-2.2.6 beschrieben,
mit SDS-PAGE und Western-Blot analysiert In allen drei Blots wurde der Anti-Phosphotyrosin-Antikorper
4G10 oder Anti-ERK2(D-2)-Antikorper (jeweils unterer Kasten in A und B) als erster Antikérper benutzt. Am
linken Bildrand sind die standardisierten Molmassen markiert. Am rechten Bildrand sind die apparenten
Molmassen der Proteine unterhalb von 50 kDa gekennzeichnet, bei denen sich die Phosphorylierungen im
zeitlichen Verlauf dndern.

Alle dargestellten Phosphorylierungmuster sind reprisentativ fiir jeweils mindestens drei gleiche, unabhingige
Experimente.

A: Effekte des spezifischen P2Y12-Rezeptor-Antagonisten AR-C69931MX (10 uM) auf die mit Thrombin (30 s)
induzierte Phosphorylierung an Tyrosinresten.

B: Effekte der spezifischen P2Y1-Rezeptor-Antagonisten AsPsP (500 pM) und MRS2179 (100 pM) auf die mit
Thrombin (30 s) induzierte Phosphorylierung an Tyrosinresten.

C: Effekte der Vorinkubation mit AR-C69931MX (10 pM) auf die Phosphorylierung an Tyrosinresten bei Stimulation
mit Thrombin fiir 30 und 90 Sekunden.

Einfluss verschiedener Thrombinkonzentrationen

Die mit Thrombin induzierten Phosphorylierungen an Tyrosinresten sind von der Konzentration
des eingesetzten Thrombins abhingig (Abbildung 8A). Bei Aktivierung der Thrombozyten mit
0,05 U/ml Thrombin sind im Molmassenbereich von 27 und 31 kDa nur schwache
Phosphorylierungen zu erkennen, die mit steigender Thrombinkonzentration (0,1 und 0,3 U/ml)
an Intensitit zunehmen.

Durch Vorinkubation mit 10 pM AR-C66931MX werden die mit 0,05 und 0,1 U/ml Thrombin
induzierten Phosphorylierungen an Tyrosinresten der Proteine von 27 und 31 kDa komplett
inhibiert.

Bei Aktivierung mit 0,3 U/ml Thrombin jedoch zeigt sich nach Vorinkubation mit 10 pM
AR-C66931MX nur eine minimale Hemmung dieser Phosphorylierungen. Selbst bei
Konzentrationserhohungen des AR-Cs auf bis zu 100 uM kénnen die mit 0,3 U/ml Thrombin
hervorgerufenen Phosphorylierungen bei 27 und 31 kDa nicht vollstindig gehemmt werden
(nicht gezeigte Daten).

In Abbildung 8B ist die konzentrationsabhdngige Hemmung der mit 0,1 U/ml Thrombin nach 30
Sekunden Stimulationszeit induzierte Phosphorylierung an Tyrosinresten der Proteine von 27
und 31 kDa durch AR-C69931MX gezeigt. Schon nach Vorinkubation mit 0,3 uM
AR-C66931MX kommt es zu einer leichten Hemmung dieser Phosphorylierungen bei
Aktivierung mit Thrombin. Bei Vorinkubation mit 10 pM AR-C69931MX oder hoéheren
Konzentrationen sind die mit 0,1 U/ml Thrombin induzierten Phosphorylierungen an

Tyrosinsresten der Proteine von 27 und 31 kDa komplett gehemmt.
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Abbildung 8: Konzentrationsabhiingigkeit der AR-C66931MX-sensitiven Phosphorylierung an
Tyrosinresten von p27 und p31 nach Stimulation mit Thrombin

Gewaschene Thrombozyten (,,Methoden* 2.2.1) wurden fiir jeweils fiinf Minuten mit AR-C69931MX oder
Probenpuffer unter stindigem Riihren vorinkubiert und anschlieBend 30 Sekunden mit Thrombin oder Puffer,
wie in ,,Methoden* 2.2.4 beschrieben, aktiviert. Die Analytik der Proben wurde mittels SDS-PAGE und
Western-Blot (,,Methoden* 2.2.5-2.2.6) durchgefiihrt.

An den Bildriandern finden sich links die apparenten Molmassen der Proteinmarker, und rechts sind Positionen
von p31 und p27 angegeben.

A: Effekte verschiedener Thrombin-Konzentrationen (0,05; 0,1; 0,3 U/ml) auf die AR-C (10 pM) sensitive
Phosphorylierung an Tyrosinresten von p27 und p31.

B: Konzentrationsabhidngige Hemmung der Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und p3l durch
AR-C69931MX bei Stimulation mit 0,1U/ml Thrombin.

-31 -



ERGEBNISSE

3.2 Phosphorylierung an Tyrosinresten von p27 und p31 durch
weitere Agonisten und deren Abhingigkeit von sekundéiren
Signalen

3.2.1 Induktion der Phosphorylierung an Tyrosinresten von p27 und
p31 durch 2-MeS-ADP, Kollagen und U46619
Die  Aktivierung der Thrombozyten mit Kollagen oder U46619, einem
Thromboxan A2-Rezeptor-Agonist, fithren, genau wie die Aktivierung mit Thrombin, zur
Freisetzung von ADP aus den dichten Granula und somit zur Aktivierung der P2Y-Rezeptoren.
In Abbildung 9 ist zu erkennen, dass durch Aktivierung mit Kollagen und U46619 ebenfalls die
Tyrosinreste der Proteine p27 und p31 phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierungen sind
gleichwohl AR-C-sensitiv.
2-MeS-ADP, ein ADP-Analogon mit hoherer Affinitit zu den ADP-Rezeptoren als ADP selbst,
induziert lediglich schwache, AR-C69931MX-sensitive, Phosphorylierungen an Tyrosinresten
der Proteine von 27 und 31 kDa.

kDa kDa
| " T o= ) Gum =R O
. el SN XN LY
T e - g . g ™o,
- + 4+ -  —  —  —  10uM2-MeS-ADP
— — — + + — — 10 pg/ml Kollagen

- - - - - + + 1 uM U46619

Abbildung 9:ADP abhéngige Phosphorylierung der Tyrosinreste von p27 und p31 durch Kollagen,
U46619 und 2-MeS-ADP

Gewaschenen Thrombozyten (,Methoden 2.2.1) wurden entweder mit 10 uM AR-C69931MX oder
Probenpuffer fiir fiinf Minuten unter stindigem Riihren bei 37°C vorinkubiert und anschlieBend mit 10 pM
2-MeS-ADP, 10 pg/mg Kollagen oder 1 uM U46619 fiir 30 Sekunden stimuliert (s. ,,Methoden* 2.2.4). Die
Analyse der Proben erfolgte mittels SDS-PAGE und Immuno(Western)-Blot mit dem Anti-Phosphotyrosin-
Antikorper 4G10 (,,Methoden*2.2.5-2.2.6).
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3.2.2 Abhiingigkeit der Kollagen-induzierten Phosphorylierung an
Tyrosinresten von p27 und p31 vom Signalweg des
Thromboxan A2-Rezeptors
Kollagen ist ebenso wie Thrombin ein wichtiger physiologischer Plittchenaktivator. Neben dem
vonWillebrand Faktor ist es maf3geblich an der Adhésion der Thrombozyten an der Gefifdwand
nach Schidigung des Endothels beteiligt. In Abbildung 9 wurde bereits gezeigt, dass Kollagen eine
AR-C-sensitive Phosphorylierung an Tyrosinresten von p27 und p31 induziert. Es wurden bereits
eine Reihe Kollagen-induzierter Ereignisse, die von der Thromboxan A2-Rezeptoraktivierung
abhingig sind, gefunden. Deswegen ist als nichstes untersucht worden, inwieweit der
Thromboxan A2-Rezeptor (TP) in die oben genannten Phosphorylierungen involviert ist.
Um die Rezeptoraktivierung zu verhindern, wurden die Thrombozyten vor der Stimulation mit
Kollagen entweder mit Acetylsalicylsdure (ASS) oder mit SQ29548 vorinkubiert. ASS verhindert
durch irreversible Hemmung der Cyclooxygenase die Bildung von Thromboxan A: aus
Arachidonsdure. SQ29548 ist ein spezifischer, kompetitiver Thromboxan A:-Rezeptor-
Antagonist.
In Abbildung 10 ist eindeutig erkennbar, dass durch Vorinkubation mit diesen beiden Substanzen
und anschliefSender Kollagenaktivierung die Phosphorylierung der Tyrosinreste von p27 und p31
gehemmt wurden.
Mit Thrombin zeigte sich kein hemmender Effekt auf diese Phosphorylierungen bei gleicher
Vorinkubation (Abbildung 10).
Auch nach Vorinkubation mit SQ29548 in hoheren Konzentrationen (bis zu 100 pM) zeigte sich
keine Hemmung der Phosphorylierungen von p27 und p31 nach Aktivierung mit Thrombin

(nicht gezeigte Daten).
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Abbildung 10: Abhiingigkeit der mit Kollagen induzierten Phosphorylierung an Tyrosinresten von p27
und p31 von der Aktivierung des Thromboxan A2-Rezeptors

Gewaschene Thrombozyten (,,Methoden* 2.2.1) werden unter Riihren bei 37°C entweder mit 50 uM SQ29548
oder Probenpuffer fiir fiinf Minuten oder fiir 30 Minuten mit 1 uM Acetylsalicylsdure vorinkubiert und
anschlieBend mit 10 pg/ml Kollagen, 0,1U/ml Thrombin oder Probenpuffer fiir 30 Sekunden aktiviert
(;,Methoden* 2.2.4). Die Analyse der Proben (SDS-PAGE, Western-Blot mit Antiphosphotyrosin-Antikorper
4G10) wurde wie in ,,Methoden* 2.2.5-2.2.6 beschrieben durchgefiihrt.

An den Bildriandern finden sich links die Molmassen der Proteinmarker, und rechts sind Positionen von p31 und
p27 angegeben.

3.3 Beeinflussung der Thrombin- und Kollagen-induzierten
Aggregation durch die Signale der ADP-Rezeptoren

3.3.1 Effekte der ADP-Rezeptor-Antagonisten auf die mit Thrombin
induzierte Aggregation humaner Thrombozyten

Nachdem fiir die mit Thrombin induzierte Phosphorylierung an Tyrosinresten von p27 und p31

die Abhingigkeit von der Aktivierung des P2Y12-Rezeptors gezeigt werden konnte, wurde als

Néchstes untersucht, ob die Signale der ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 an der mit Thrombin

induzierten Aggregation gewaschener humaner Thrombozyten beteiligt sind.

Durch Vorinkubation mit AsPsP, einem spezifischen P2Y1-Rezeptorantagonisten, ldsst sich die

mit Thrombin induzierte Aggregation bei Konzentrationen von 0,05 und 0,1 U/ml signifikant um

22 %, bzw. 13 % hemmen. Keine signifikante Hemmung durch AsPsP war nach Stimulation mit

0,3 U/ml Thrombin zu beobachten.

Dagegen haben die Signale des P2Y12-Rezptors grofieren Einfluss auf die Aggregation.

AR-C66931MX (10 uM) hemmt die mit 0,05 U/ml Thrombin induzierte Aggregation um 94 %
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und mit 0,1 U/ml um 80 %. Auch bei Stimulation mit 0,3 U/ml hemmt AR-C69931MX die
Aggregation um 30 %. (Abbildung 11A).

In Abbildung 11B ist die konzentrationsabhingige Hemmung durch die ADP-Rezeptor-
Antagonisten MRS2179 und AsPsP der mit 0,1 U/ml Thrombin hervorgerufenen Aggregation
gezeigt. Diese Aggregation mit 0,1 U/ml Thrombin ist mit AR-C66931MX
konzentrationsabhingig hemmbar (IGso 0,8 pM). Im Vergleich dazu ist die Hemmung der mit
0,1U/ml Thrombin induzierten Aggregation durch MRS2179, einem spezifischen P2Y1-

Rezeptor-Antagonist, nur gering ausgeprégt (Abbildung 11B).
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Abbildung 11: Effekte der ADP-Rezeptor-Antagonisten auf die mit Thrombin induzierte Aggregation
gewaschener humaner Thrombozyten

Gewaschene Thrombozyten (,,Methoden* 2.2.1) wurden mit den in der Abbildung angegebenen Antagonisten
unter Rithren bei 37°C fiir 5 Minuten vorinkubiert und dann fiir je 30 Sekunden mit 0,05, 0,1 oder 0,3 U/ml
Thrombin stimuliert. Das Ausmall der Aggregationen wurde wie in ,Methoden 2.2.3 beschrieben im
Aggregometer gemessen. Die Daten sind Mittelwerte in % (xSEM) der Lichttransmission, die mit dem
ansteigenden Ausmal der Aggregation zunimmt im Vergleich zu Suspensionspuffer.

Die Anzahl der Experimente ist in Klammern in den Abbildungen neben den Messpunkten angegeben.

A: Hemmung der Thrombin-induzierten Plittchenaggregation mit P2Y-Rezeptor-Antagonisten. Die Thrombozyten
wurden mit 500 pM AsPsP, 10 uM AR-C69931MX oder Probenpuffer vorinkubiert und dann mit Thrombin in den
angegebenen Konzentrationen stimuliert. Die Analyse der Daten erfolgte mit GraphPadPrism software (ungepaarter t-
Test; *p<0,004; **p <0,0003) bezogen auf die jeweilig gemessene Aggregation ohne Inhibitor.

B: Konzentrationsabhidngige Hemmung der mit Thrombin induzierten Plittchenaggregation mit P2Y-Rezeptor-
Antagonisten. Die Plittchen wurden wie oben beschrieben mit MRS2179 und AR-C69931MX in unterschiedlichen
Konzentrationen vorinkubiert und anschliefdend mit 0,1U/ml Thrombin stimuliert.
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3.3.2 Abhiingigkeit der mit Thrombin und Kollagen induzierten
Aggregation vom Thromboxan A,-Rezeptor-Signalweg
Der Thromboxan A2-Rezeptor ist, wie oben gezeigt wurde, in die mit Kollagen induzierten
Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und p31 involviert, nicht jedoch in die
Phosphorylierung dieser Proteine durch Thrombin. In Abbildung 12 ist die Beteiligung des
Thromboxan A2-Rezeptors an der mit Kollagen und Thrombin induzierten Aggregation gezeigt.
Nach Vorinkubation mit SQ29548, einem spezifischen Thromboxan A»-Rezeptor-Antagonisten,
ist bei anschlieRender Stimulation mit Thrombin keine Hemmung zu erkennen (Abbildung 12A).
Bei gleicher Vorinkubation und folgender Stimulation mit Kollagen jedoch ist die Hemmung der
Aggregation um 89 % signifikant hemmbar (Abbildung 12B).
Der Thromboxan A2-Rezeptor hemmt somit eindeutig die mit Kollagen induzierte Aggregation,

jedoch nicht die mit Thrombin induzierte Aggregation.
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Abbildung 12: Abhiingigkeit der mit Thrombin und Kollagen induzierten Aggregation vom Thromboxan
A2-Rezeptor-Signalweg

Gewaschene Thrombozyten (,,Methoden 2.2.1) wurden entweder mit Probenpuffer oder 10 uM SQ29548 fiir
fiinf Minuten bei 37°C unter stindigem Riihren vorinkubiert und anschlieend mit 0,1 U/ml Thrombin oder mit
10 pg/ml Kollagen aktiviert. Das Ausmal} der Aggregation wurde im Aggregometer, wie in ,,Methoden* 2.2.3
beschrieben, gemessen.

Die Daten sind Mittelwerte in % (+SEM) der Lichttransmission, die mit dem ansteigenden Ausmal} der
Aggregation zunimmt im Vergleich zu Suspensionspuffer, gemessen im Maximum der Aggregation.
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3.4 Abhiangigkeit der Phosphorylierung an Tyrosinresten der
Proteine von 31 und 27 kDa vom Glykoprotein IIbIIIa-
Komplex

Die Aktivierung des membranstindigen Glykoprotein IIblIla Komplexes (GPIIbIIIa) ist essentiell
fiir die Thrombozytenaggregation. Der zur Superfamilie der Integrine gehérende Proteinkomplex
dient als Rezeptor fiir Fibrinogen, vWF, Fibronektin und andere Adhisionsproteine. Nach
Aktivierung der Thrombozyten durch verschiedene Agonisten findet am GPIIbIIla-Komplex
eine Konformationsinderung statt, so dass die Ligandenbindungsstellen frei liegen und die
Fibrinmonomere binden kénnen.

Um den Stellenwert der Fibrinogenbindung und damit der Aggregation beziiglich der
Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und p3l zu untersuchen, wurden die
Thrombozyten entweder mit RGDS, einem Tetrapeptid, das die Fibrinbindungsstelle besetzt, oder
mit S1197, einem nicht peptidischen RGD-Mimetikum, vorinkubiert.

In Abbildung 13 ist deutlich zu erkennen, dass trotz der Blockade der Fibrinbindungsstellen nach
Thrombinstimulation die Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und p31 unbeeinflusst
sind. Die Signaliibertragung iiber den GPIIbIIla-Komplex ins Zellinnere (,outside-in-signaling")
ist folglich nicht an den Signaliibertragungsereignissen, die zu diesen Phosphorylierungen fiihren,
beteiligt.

Die in Abbildung 5 und Abbildung 7 gezeigten Dephosphorylierungen von p29, p34 und p39
nach 90 Sekunden Stimulationszeit werden jedoch durch RGDS und S1197 gehemmt.
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Abbildung 13: Abhiingigkeit der Phosphorylierung von p31 und p27 von der Signaliibertragung nach
Fibrinogenbindung an den Glykoproteinen IIb-II1a-Komplex

Gewaschene Thrombozyten (,,Methoden 2.2.1) wurden fiir fiinf Minuten mit 500 uM RGDS, 1 uM S1197 oder
Probenpuffer bei 37°C unter stindigem Riihren vorinkubiert und anschlieBend fiir 30 oder 90 Sekunden mit
0,1U/ml Thrombin stimuliert. Die Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit dem Anti-
Phosphotyrosin-Antikorper 4G10, wie im Kapitel ,,Methoden* 2.2.5-2.2.6 beschrieben.

Angabe der Molmassen in kDa (links Markerproteine, rechts Positionen von p27 und p31).

3.5 Signale der G-Proteine

3.5.1 Verstirkung der Thrombin-induzierten Phosphorylierung von
p27 und p31 an Tyrosinresten durch Adrenalin

Die Aktivierung der Thrombozyten mit Adrenalin allein induziert, wie oben erwihnt, keine
Phosphorylierung an Tyrosinresten der Proteine von 27 und 31 kDa. Auch eine Aggregation
isolierter Thrombozyten wird mit alleiniger Stimulation mit Adrenalin nicht erreicht (nicht
gezeigte Daten). Jedoch kénnen die mit 0,1 U/ml Thrombin induzierten Phosphorylierungen der
Proteine von 27 und 31 kDa durch zusitzliche Aktivierung mit Adrenalin verstirkt werden
(Abbildung 14).

Die Vorinkubation der Thrombozyten mit AR-C69931MX verhindert die Signale iiber das
inhibitorische Gi-Protein des P2Y12-Rezeptors. Dieser Effekt kann durch zusitzliches Adrenalin
umgangen werden, da trotz Vorinkubation mit AR-C66931MX und anschliefender Stimulation
mit Thrombin in Gegenwart von Adrenalin die Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27

und p31 wieder nachweisbar sind (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Verstirkung der mit Thrombin induzierten Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27
und p31 durch Adrenalin

Gewaschene Thrombozyten (,,Methoden” 2.2.1) wurden fiir fiinf Minuten mit AR-C69931MX oder
Probenpuffer bei 37°C unter stindigem Riihren vorinkubiert und anschlieBend mit 0,1 U/ml Thrombin oder/und
10 uM Adrenalin fiir 30 Sekunden stimuliert. Die Analyse der Proben erfolgte wie oben beschrieben mittels
SDS-PAGE und Western-Blot mit Anti-Phosphotyrosin-Antikorper 4G10 (,,Methoden* 2.2.5-2.2.6).

3.5.2 Imitierung der Phosphorylierungen von p27 und p31 an
Tyrosinresten durch die G-Proteine Gi und Gq mit Adrenalin
und Serotonin

Die Rezeptoren fiir Adrenalin und Serotonin sind, ebenso wie P2Y1 und P2Y12, G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren. Der Adrenalinrezeptor ist an das inhibitorische Gio2 und der

Serotoninrezeptor an das stimulatorische Gq gekoppelt.

Es wird untersucht, ob die Signale zur Phosphorylierung an Tyrosinresten der Proteine von 27

und 31 kDa durch Aktivierung dieser analog gekoppelten Rezeptoren imitiert werden konnen

(Abbildung 15).

Durch Aktivierung der Thrombozyten mit Adrenalin oder Serotonin allein ist kein

Phosphorylierungssignal bei 27 und 31 kDa zu erkennen. Die gleichzeitige Aktivierung von Gq

und Gio2 mit diesen beiden Agonisten lisst eine schwache Phosphorylierung an Tyrosinresten

-41 -



ERGEBNISSE

von p27 und p31 erkennen, die durch Vorinkubation mit AR-C69931MX partiell inhibierbar ist
(Abbildung 15).

kDa kDa
36 —

« 31
29—

27

0,1U/ml Thrombin -+ - - - _
20uM Serotonin - -+ - - _
10puM Adrenalin - - _ + _ _
10uM Ad.+20uM Ser - _ + N
10uM AR-C69931 - - - - _ +

Abbildung 15: Phosphorylierungen von p27 und p31 an Tyrosinresten durch Stimulation der G-Proteine
Gi und Gq durch Adrenalin und Serotonin

Gewaschene Thrombozyten (,,Methoden* 2.2.1) wurden fiir fiinf Minuten mit Probenpuffer oder 10 uM AR-
C69931MX bei 37°C unter stidndigem Riithren vorinkubiert und danach fiir 30 Sekunden mit 0,1 U/ml Thrombin,
10 uM Adrenalin, 20 pM Serotonin oder mit einem Gemisch aus 10 pM Adrenalin und 20 pM Serotonin
aktiviert. Die Analyse der Proben erfolgte wie in ,,Methoden* 2.2.5-2.2.6 beschrieben mittels SDS-PAGE und
Western-Blot mit dem Anti-Phosphotyrosin-Antikorper 4G10.

3.6 Hemmung der Gi-abhingigen Signalwege bei der
Thrombin-induzierten Phosphorylierung von p27 und p31
an Tyrosinresten

Der P2Y12-Rezeptor ist, wie oben bereits mehrfach erwihnt an das inhibitorische G-Protein
Gio2 gekoppelt. Gio2 induziert {iber die p/y-Untereinheit die Aktivierung der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K), und iiber die a-Untereinheit kommt es zur Hemmung der
Adenylatzyklase [26, 48].

In Abbildung 16 ist untersucht worden, von welchen Signaltransduktionsmechanismen die mit
Thrombin induzierten Phorylierungen von p27 und p31 an Tyrosinresten abhdngig sind. Die
Hemmung der PI3-K sowohl mit 1 yM Wortmannin, als auch mit 50 uM LY294002 haben

keinen Effekt auf die mit 0,1 U/ml Thrombin induzierten Phosphorylierungen an Tyrosinresten
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von p27 und p3l. Wird die cAMP Konzentration mit Prostaglandin L. (100 nM)
rezeptorvermittelt vor der Stimulation mit Thrombin erhéht, so sind die Phosphorylierungen an
Tyrosinresten bei 27 und 31 kDa nur abgeschwicht nachweisbar. Nach Vorinkubation mit
Forskolin, einem direkten Adenylatzyklaseaktivator, werden diese Phosphorylierungen komplett
verhindert (Abbildung 16A). Daraus folgt, dass die Adenylatzyklase, nicht aber die
Phosphoinositol-3-Kinase in die Mechanismen der Signaltransduktion, die zu den
Phorylierungen an Tyrosinresten von p27 und p31 fiithren, involviert ist.

Bestitigt wird diese Annahme auch dadurch, dass andererseits die Hemmung der
Adenylatzyklase mit 500 uM SQ22536 allein eine diskrete Tyrosinphosphorylierung von p27 und
p31 zu induzieren vermag. Folgerichtig wird auch der hemmende Effekt von AR-C69931MX auf
diese Phosphorylierungen durch Vorinkubation mit SQ22536 aufgehoben.

A
kDa kDa
36 — - T
T amewm v m N
29 — [ e sew = gug BN o7
- - & — — — 100nMPGl,
— — — + — — 20 pM Forskolin
— — — — + — 1 pM Wortmannin
- - — = — 4 50uMLY294002
— + + + + + 0.1 U/ml Thr
B kDa
" . t G s e S
36 —
e BN N PRV
bl R B F § %V
_ — — + + — 10 uM AR-C
— + — — + + 500 pM SQ22536
— — + + + + 0.1 U/ml Thr

Abbildung 16: Effekte von Inhibitoren der PI-3-Kinase und der Adenylatzyklase auf die Thrombin
induzierte Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und p31

Gewaschene humane Thrombozyten (,,Methoden* 2.2.1) wurden vorinkubiert und anschieend fiir 30 Sekunden
stimuliert, wie in ,,Methoden* 2.2.4 beschrieben. Alle Reaktionen wurden bei 37°C unter stindigem Riihren
durchgefiihrt. Die Proben wurden wie oben beschrieben (,,Methoden® 2.2.5-2.2.6) mittels SDS-PAGE und
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anschlieBendem Immuno-(Western-)-Blot analysiert. Die gezeigten Blots sind jeweils représentativ fiir drei
gleiche, unabhéngige Experimente.

A: Hemmung der Phosphorylierung von Proteinen an Tyrosinresten durch Stimulation der Adenylylzyklase und
Hemmung der PI-3-Kinasen. Die Thrombozyten wurden entweder mit Puffer oder 100 nM PGI2 fiir 30 Sekunden, mit
20 pM Forskolin fiir fiinf Minuten, oder 1 pM Wortmannin oder 50 yM LY294002 fiir 10 Minuten bei 37°C
vorinkubiert und anschliefiend fiir 30 Sekunden mit 0,1 U/ml Thrombin oder Puffer stimuliert.

B: Der hemmende Effekt von AR-C69931MX auf die Thrombin-induzierte Phosphorylierung an Tyrosinresten wird
durch die Hemmung der Adenylatzyklase mit SQ22536 aufgehoben. Die Thrombozyten wurden vor der Stimulation
mit Thrombin entweder mit Puffer, SQ22536 oder AR-C69931MX fiir fiinf Minuten unter stindigem Riihren bei 37°C
vorinkubiert.
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4 Diskussion

4.1 Ausgangspunkt

In der Literatur sind bereits zahlreichen Studien zu finden, die die Funktion der ADP-Rezeptoren
P2Y1 und P2Y12 auf humanen Thrombozyten charakterisieren [27]. Besonders Untersuchungen
mit ADP als Agonist brachten aufschlussreiche Erkenntnisse iiber die verschiedenartige
Beteiligung dieser Rezeptoren im Rahmen der Aktivierung und anschliefienden Aggregation.
Unter physiologischen Bedingungen wird ADP nach einem priméren Signal, wie zum Beispiel
der Aktivierung durch Kollagen oder Thrombin, aus dichten Granula sezerniert. Auf diese Weise
kommt es sekundér zur Aktivierung der ADP-Rezeptoren und zur Weiterleitung ihrer Signale in
das Innere der Thrombozyten. In den hier vorgestellten Untersuchungen standen die ADP-
Rezeptor-abhingigen Phosphorylierungen an Tyrosinresten im Vordergrund.

In fritheren Untersuchungen wurden Anderungen im Muster der Phosphorylierungen an
Tyrosinresten mit der Aktivierung des P2Y12-Rezeptors in Zusammenhang gebracht [12, 52]. Bei
Levy-Toledano wurden die Phosphorylierungen an Tyrosinresten nach Stimulation der
Thrombozyten mit ADP, IBOP, einem Thromboxan A:-Analogon, und Thrombin im Bereich
von 60-130 kDa von einem Patienten mit einem Defekt im P2Y12-kodierenden Gen im
Vergleich zu normalen Thrombozyten untersucht [52]. Bei diesen Untersuchungen konnte
demonstriert werden, dass die Signale des P2Y12-Rezeptors auf die Tyrosinphosphorylierung der
Proteine von 55, 64, 80, 100, 105 125/130 und 140 kDa einen Einfluss haben. Des Weiteren
brachten Experimente mit Thrombozyten von Patienten mit einem genetischen Defekt, der mit
einer verminderten Zahl von dichten oder a-Granula einhergeht (,storage pool deficiency® -
SPD), wichtige Erkenntnisse iiber die Rolle des sekunddr freigesetzten ADPs und somit der
Aktivierung des P2Y12-Rezeptors nach Thrombin- und Kollagenstimulation [2]. Die Autoren
konnten zeigen, dass die Phosphorylierung von Proteinen an Tyrosinresten nach Stimulation mit
Thrombin oder Kollagen bei Thrombozyten von diesen Patienten komplett ausblieb. Bei
Patienten mit einem o-Granula Defekt (o-SDP) war im Vergleich zu ruhenden Thrombozyten
ebenfalls ein liickenhaftes Muster der Phosphorylierungen an Tyrosinresten zu erkennen. Hier

wurde jedoch nur die Aktivierung mit Thrombin untersucht.
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4.2 Stellenwert der ADP-Rezeptoren bei der Phosphorylierung
an Tyrosinresten von Proteinen humaner Thrombozyten

Von besonderem Interesse waren bei unseren Untersuchungen die Phosphorylierungen an
Tyrosinresten der Proteine unterhalb des Molekularmassenbereichs von 50 kDa. Hier konnten
wir zeigen, dass sich nach Stimulation der Thrombozyten mit Thrombin bei einer Reihe von
Proteinen (27, 29, 31, 34, 39 kDa) Anderungen im Phosphorylierungsmuster ereignen
(Abbildung 5). Durch Vorinkubation mit verschiedenen ADP-Rezeptorantagonisten stellte sich
heraus, dass die Signale vom P2Y12-Rezeptor an der Phosphorylierung von Tyrosinresten der
oben genannten Proteine beteiligt sind, nicht jedoch die Signale ausgehend vom P2Y1-Rezeptor
(Abbildung 7). Diese Ergebnisse fithren zu der Schlussfolgerung, dass die Signale des an den
P2Y12-Rezeptor koppelnden inhibitorischen G-Proteins Gio?2 fiir die Phosphorylierungen der
Tyrosinreste dieser Proteine benotigt werden. AR-C69931MX, ein hochspezifischer, kompetitiver
Antagonist des P2Y12-Rezeptors, hemmt konzentrationsabhingig die mit bis zu 0,1 U/ml
Thrombin induzierte Phosphorylierung an Tyrosinresten der Proteine von 27 und 31 kDa
(Abbildung 8). Bei hoheren Thrombin-Konzentrationen war jedoch ein geringeres Ausmaf? der
Hemmung deutlich zu erkennen. Ab einer geniigend hohen Konzentration von Thrombin (hier
0,3 U/ml) ereignen sich diese Phosphorylierungen also weitgehend unabhingig vom freigesetzten
ADP, und andere Mechanismen der Signaliibertragungen, die zu diesen Phosphorylierungen
fithren, tiberwiegen. Dieses Phinomen wurde erstmals von unserer Arbeitsgruppe am Beispiel
der Phospholipase D (PLD)-Aktivierung gezeigt. Martinson et al. demonstrierten 1998, dass die
Aktivierung der PLD nach Inkubation der Thrombozyten mit Apyrase und ARL 66096 und
anschliefSender Aktivierung mit Thrombin gehemmt ist. Die alleinige Stimulation mit ADP
reicht jedoch nicht aus, um eine Aktivitdtssteigerung der PLD zu induzieren [60].

Die Phosphorylierungen von p27 und p31 kénnen nicht nur indirekt durch Freisetzung von ADP
aus dichten Granula nach Thrombinaktivierung induziert werden, sondern auch durch direkte
Stimulation der Thrombozyten mit 2-MeS-ADP, wobei die ADP-Rezeptoren primir aktiviert
werden. 2-MeS-ADP ist ein ADP-Analogon mit hoherer Affinitit zu den ADP-Rezeptoren als
ADP.
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In der vorliegenden Arbeit haben wir uns auf die Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27
und p31 konzentriert, weil diese Proteine in ruhenden Thrombozyten nicht an Tyrosinresten

phosphoryliert vorliegen (Abbildung 5).

4.3 Indirekte Aktivierung der ADP-Rezeptoren durch
Sekretion nach Stimulation anderer membranstindiger
Rezeptoren

Die bisher beschriebenen Phosphorylierungen werden ebenso durch Kollagen und den

Thromboxan A»-Rezeptor-Agonisten U46619 induziert. Durch diese beiden, die Thrombozyten

aktivierenden Substanzen, wird, ebenso wie nach Thrombinstimulation, ADP aus dichten

Granula freigesetzt, und somit der P2Y12-Rezeptor aktiviert. Auch bei den durch Kollagen und

U46619 induzierten Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und p31 findet sich die

Abhingigkeit von der Signaliibertragung vom P2Y12-Rezeptor, da die auf diesem Wege

induzierten Phosphorylierungen ebenso AR-C69931MX-sensitiv sind (Abbildung 9).

Wie bereits gezeigt werden konnte, ist die Aggregation humaner Thrombozyten nach

Aktivierung mit Kollagen sowohl von der Bildung von Thromboxan A durch die COX in der

Zellmembran, als auch von der ADP-Freisetzung abhdngig [4, 79]. Nach Blockade des

Thromboxan Ax-Rezeptors mit dem spezifischen Antagonisten SQ29548, oder nach Hemmung

der COX und somit der Bildung von Thromboxan A2 durch Acetylsalicylsdure, ist die mit

Kollagen induzierte Phosphorylierung an Tyrosinresten von p27 und p31 gehemmt. Bei

Aktivierung mit Thrombin werden die Proteine jedoch trotz Ausschaltung der Thromboxan Ao-

Signale weiterhin phosphoryliert (Abbildung 10). Der hemmende Effekt der Acetylsalicylsaure

auf diese Phosphorylierungen kann durch gleichzeitige Stimulation mit Kollagen (10 pg/ml) und

dem Thromboxan A2-Rezeptor-Agonisten U46619 (1 uM) aufgehoben werden, nicht jedoch bei
gleichzeitiger Stimulation mit ADP (bis zu 100 pM) und Kollagen (nicht gezeigte Daten). Diese

Ergebnisse zeigen, dass die Kollageneffekte sowohl von der Thromboxan A2-Synthese, als auch

von der durch Thromboxan A2 hervorgerufenen ADP-Freisetzung abhingig sind.

Bei der Aggregation zeigte sich ebenfalls, dass bei Vorinkubation mit SQ29548 und

anschliefSender Stimulation mit Kollagen die Aggregation nahezu komplett gehemmt war, nicht

jedoch bei Stimulation mit Thrombin (Abbildung 12).
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Thromboxan A aktiviert die G-Proteine Gq und G12/13 [67]. In Experimenten mit Mausen mit
Deletion im Gg-Gen konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von Giund G12/13 fiir die
Aktivierung von Glykoprotein IIbllla und anschlief}ende Aggregation der Thrombozyten,
ausreichend ist [64]. Andererseits werden die Signale von Gq fiir die Freisetzung von
beispielsweise ADP aus dichten Granula durchaus benétigt [68].

Fiir niedrige Konzentrationen des Thromboxan A2-Rezeptor Agonisten U46619 konnte gezeigt
werden, dass sie eine Freisetzung von Calcium und eine Formanderung der Thrombozyten (shape
change) iiber Signale von G12/13 bewirken kénnen. Bei hoheren Konzentrationen kommt es
durch Gg-Signale zur Freisetzung von ADP und auf diesem Wege zur Aktivierung des P2Y12-
Rezeptors und zur Aggregation der Thrombozyten [75]. Dieses Ereignis muss folgerichtig der
Phosphorylierung an Tyrosinresten von p27 und p31 voraus gehen, da wir fiir diese
Phosphorylierungen eine Abhéngigkeit von den Signalen des P2Y12 Rezeptors zeigen konnten
(Abbildung 9). Bei Aktivierung der Thrombozyten mit 2-MeS-ADP sind die Phosphorylierungen
von p27 und p31 nur sehr schwach zu erkennen. Die Erklirung dafiir konnte die relativ geringe
Anzahl von P2Y1-Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfliche sein [6, 95]. Ungefihr 150 P2Y1-
Rezeptoren sind pro Thrombozyt exprimiert, aber zwischen 1000 und 2000 Thrombin-
Rezeptoren (PAR-1) wurden nachgewiesen [27].

Die Phosphorylierungen von p27 und p31 an Tyrosinresten sind sowohl von der ADP-Sekretion,
die durch ein primidres Gq-Signal ausgeldst wird, als auch von den Signalen des Gi-gekoppelten
P2Y12-Rezptors, der durch die ADP-Freisetzung aktiviert wird, abhingig.

Der Glykoprotein IIblIla-Komplex ist fiir die Vernetzung der einzelnen Thrombozyten iiber
Fibrinogenbriicken verantwortlich. Es stellt sich folglich die Frage, inwieweit die Aktivierung
dieses Komplexes in die zur Phosphorylierung an Tyrosinresten von p27 und p31 fithrenden
Signale des P2Y12-Rezeptors involviert ist.

Die Signale des P2Y12-Rezeptors sind durchaus wichtig fiir die Aktivierung des GP IIbllla-
Komplexes, was kiirzlich in mehreren Studien gezeigt werden konnte [43, 44, 64]. Fiir die
Phosphorylierungen  einiger ~Proteine wihrend der durch Thrombin-induzierten
Thrombozytenaktivierung wurde ebenfalls eine Abhdngigkeit vom Glykoprotein IIblIla-
Komplex demonstriert. Von Ferrell et al. wurde bereits 1989 gezeigt, dass eine Reihe von

Proteinen nach Stimulation mit Thrombin an Tyrosinresten phosphoryliert wurde, und dass diese
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Phosphorylierungen durch GPIIbIIla-Rezeptor-Antagonisten inhibierbar sind. Ebenso fehlten
Patienten mit Glanzmannscher Thrombasthenie diese Phosphorylierungen. [24, 52] Der Fokus
lag in diesen Untersuchungen jedoch bei Proteinen oberhalb des Molekulargewichtsbereiches

von 50 kDa.

4.4 Aktivierung des Glykoprotein IIbIIla-Komplexes durch
Signale des P2Y12-Rezeptors

AR-C69931MX vermag die Thrombin induzierte Aggregation komplett zu hemmen
(Abbildung 11). Deswegen liegt die Vermutung nahe, dass die Hemmung der
Phosphorylierungen von p27 und p31 und ebenso die Hemmung der Dephosphorylierungen von
p29, p34 und p39 lediglich ein Phénomen der mangelnden Aktivierung des GP IIbllla sind. Wir
konnten jedoch zeigen, dass trotz verhinderter Fibrinogenbindung an dem Glykoprotein IIblIla-
Komplex mit RGDS oder dem nicht peptidergen Antagonisten S1197 (Abbildung 13) die
Tyrosinreste von p27 und p31 unvermindert phosphoryliert werden. Damit ist eindeutig
bewiesen, dass diese Phosphorylierungen nicht von den Signalen des GP IIbllla-Komplexes
abhiéngig sind.

Andererseits werden die in Abbildung 5 beschriebenen Dephosphorylierungen durch Hemmung
der Fibrinogenbindung verhindert (Abbildung 13). Auferdem ist die Phosphorylierung an
Tyrosinresten von p27 und p3l unter diesen Bedingungen verstirkt. Daraus lésst sich
schlussfolgern, dass die vom P2Y12-Rezeptor mediierte Kinaseaktivitit iiber der vom
Glykoprotein IIblIla-Komplex regulierten Phosphataseaktivitdt vorherrscht.

Fir die Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und p31 liegt also eine direkte
Abhingigkeit von den Signalen des P2Y12-Rezeptors vor, wobei die Dephosphorylierungen von
p29, p34 und p39 von der Aktivierung des Glykoprotein IIblIla-Komplexes und dessen ,,outside-
in-signaling” abhéngig sind.
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4.5 Signale der G-Proteine

Um den Stellenwert der Signale inhibitorischer G-Proteine fiir die Phosphorylierungen an
Tyrosinresten von p27 und p31 genauer beschreiben zu kénnen, haben wir Experimente mit
Adrenalin durchgefiihrt. Adrenalin interagiert ebenfalls iiber den cwa-Adrenozeptor mit einem
inhibitorischen G-Protein, Gz, auf humanen Thrombozyten. Die Stimulation der Thrombozyten
mit Adrenalin allein bewirkt jedoch noch keine Aktivierung [50, 89]. Wie in Abbildung 15
gezeigt, vermag Adrenalin allein auch keine Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und
p3l zu induzieren, jedoch wird der Thrombineffekt durch Adrenalin verstirkt.
Uberraschenderweise wird der hemmende Effekt von AR-C69931MX auf diese
Phosphorylierungen von Adrenalin aufgehoben. Ahnliche FErgebnisse beziiglich der
Thrombozytenaggregation bei der Aktivierung mit Thrombin konnten vor kurzem von unserer
Arbeitsgruppe erstmalig auch fiir die ERK2-Aktivierung gezeigt werden [21, 79]. Dies trifft auch
fir die Aktivierung mit Kollagen zu [79]. Bereits 1990 konnten Gachet et al. zeigen, dass
Adrenalin in der Lage ist die mit ADP induzierte Aktivierung der Thrombozyten von
Blutspendern, die zuvor Ticlopidin, einen P2Y12-Rezeptor-Antagonisten genommen hatten, zu
imitieren und zu verstirken [25]. Aufierdem reagieren Thrombozyten von Patienten, die auf
Adrenalin-Stimulation keine Reaktion zeigen, sogenannte ,Epinephrine-nonresponders®, nur
vermindert auf ADP-Stimulation. Auch die Phosphorylierung an Tyrosinresten ist davon
betroffen. Dies weist darauf hin, dass sich der a2A-Adrenozeptor und der purinerge P2Y12-
Rezeptor intrazellulidre Signaltransduktionswege teilen [63]. In den Untersuchungen von
Nakahashi et al. wurde gezeigt, dass die ausbleibende Antwort auf Epinephrine bei ,,Epinephrine-
nonresponders” weder auf einen Unterschied im kodierenden Gen fiir den owa-Adrenozeptor,
noch auf eine verminderte Rezeptoranzahl auf der Thrombozytenoberfliche, sondern auf
unterschiedliche intrazelluldre Signalkaskaden zuriickzufiihren ist.

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass die Signale des P2Y12-Rezeptors einerseits iiber die
o-Untereinheit des inhibitorischen G-Proteins Gidie Adenylatzyklase hemmen, und andererseits
iiber die P/y-Untereinheit die Aktivierung der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI-3-K)
induzieren [20, 26, 48, 92]. In Thrombozyten ist sowohl die Isoform PI3-KB, als auch PI3-Ky
exprimiert. In der Literatur finden sich jedoch unterschiedliche Aussagen, welche Isoform die

Glykoprotein IIblIla-Aktivierung reguliert. In einer aktuellen Arbeit von Cosemans et al. wird
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postuliert, dass beide Isoformen fiir eine stabile Thrombusformation benotigt werden [13]. Dieses
Beispiel verdeutlicht gut, dass die genauen Mechanismen der Signaltransduktion, die nach
Aktivierung des P2Y12-Rezpetors innerhalb der Zelle ablaufen, bis dato noch nicht komplett
erklart werden konnen.

Die folgende Abbildung (Abbildung 17, modifiziert nach Falker [22]) fasst schematisch die
Signaltransduktionswege auf der Ebene der G-Proteine, deren Signale zur Protein

Tyrosinphosphorylierung von p27 und p31 fithren, zusammen.

Thrombin TXA2 Adrenalin

. N NS
@ — Frelsetzu/ng:— @

s~ ’/ PI 3-K

e

Kollagen

Tyrosin-Phosphorylierung
p27 und p31

v

Glykoprotein lIbllla

!

Aggregation

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Signale der Phosphorylierung von p27 und p31 und der
involvierten G-Proteine

Die Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin, Thromboxan A, oder Kollagen fiihrt zur Weiterleitung der
Signale von der Zellmembran iiber ein G-Protein zur Sekretion von beispielsweise ADP aus dichten Granula, so
dass indirekt in einem positiven ,.feed-back*“-Mechanismus die ADP-Rezeptoren autokrin stimuliert werden. Das
gleiche gilt fiir die Gi-Stimulation mit Adrenalin.

Auflerdem ist in der Abbildung schematisiert dargestellt, wie die Phosphorylierung von Proteinen an
Tyrosinresten induziert wird. In der Abbildung wird nochmals deutlich, dass die alleinige Stimulation von Gq
nicht aussreichend ist. Ebenso ist die Unabhingigkeit von der Glykoprotein IIbIlla-Aktivierung, also der
Aggregation zu erkennen.
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4.6 Aktivitat der Adenylatzyklase und cAMP-Konzentrationen

Wird die Adenylatzyklase mit PGI2 aktiviert, und die Thrombozyten anschlieffend mit ADP oder
Adrenalin stimuliert, so ist ein deutlicher Abfall der cAMP-Konzentration zu messen. Dieser
Effekt konnte aber bis jetzt noch nicht fiir die basale Aktivitit der Adenylatzyklase nachgewiesen
werden [83, 97]. Ebenso wurde durch die direkte Hemmung der Adenylatzyklase mit einem
ADP-Analogon, wie zum Beispiel SQ22536, ein stimulierender Effekt auf die Thrombozyten nur
nach vorheriger Stimulation der Adenylatzyklaseaktivitit mit PG> gemessen [33]. Aufierdem
werden durch die Hemmung der Adenylatzyklase weder die Signale des P2Y12-Rezeptors, noch
des 02A-Adrenozeptors ersetzt [18, 83, 97]. Andererseits induziert die tiber den P2Y12-Rezeptor
aktivierte PI-3-K die Aktivierung von Rap 1B [54], Akt [46], ERK2 (Filker, Lange, Presek,
unveroffentlichte Daten) und auch die Sekretion dichter Granula [17], die Aktivierung des
Glykoprotein IIbIlla [44] und auch die Aggregation und Adhésion der Thrombozyten [92]. Somit
wird die Hemmung der Adenylatzyklase als ein Mechanismus betrachtet, der zwar nicht direkt in
die Thrombozytenaktivierung involviert ist, aber durchaus notwendig ist, den
aggregationshemmenden Effekten von Mediatoren, die die cAMP-Konzentration anheben,
entgegen zu wirken.

In Thrombin stimulierten Thrombozyten, die zuvor mit PGz, oder Iloprost, beides Mediatoren,
deren Rezeptoren an ein auf die Adenylatzyklase stimulatorisch wirkendes G-Protein, Gs,
gekoppelt sind, vorbehandelt wurden, ist ein verdndertes Phosphorylierungsmuster an
Tyrosinresten, grofstenteils unidentifizierter Proteine von 39 kDa und grofder, zu verzeichnen
[77, 82, 88]. Dies trifft auch fiir Forskolin zu, das direkt die katalytische Untereinheit der
Adenylatzyklase aktiviert. Wir haben dhnliche Beobachtungen in dem uns interessierenden
Molmassenbereich machen kénnen. Nach Erh6hung der cAMP-Konzentration mit PGI2, waren
verminderte Phosphorylierungen von p27 und p31 nach Thrombinstimulation zu verzeichen;
nach Vorinkubation mit Forskolin waren diese Phosphorylierungen komplett gehemmt
(Abbildung 16A). Auf der anderen Seite hatte SQ22536, ein direkter Adenylatzyklase-Inhibitor,
in Konzentrationen, fiir die die maximale Hemmung der Forskolin induzierten
Adenylatzyklaseaktivitit nachgewiesen werden konnte [18], keinen erkennbaren Effekt auf die
Phosphorylierung von p31, lediglich einen diskreten Effekt auf p27 und einen verstirkenden
Effekt auf die Thrombinantwort. Ebenso konnte auch der hemmende Effekt von AR-C69931MX
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auf die Thrombin induzierten Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und p31 mit
SQ22536 aufgehoben werden (Abbildung 16B). Dagegen konnten weder Wortmannin, noch
LY294002, zwei spezifische, aber chemische unterschiedliche PI-3-K-Inhibitoren, die
Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 oder p31 beeinflussen (Abbildung 16A). Folglich
konnte damit keine Isoform-Identitit eruiert werden.

Mit unseren Daten konnte gezeigt werden, dass die mit Thrombin induzierten, P2Y12-Rezeptor
mediierten schnellen und voriibergehenden Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und
p31 von der Hemmung der Adenylatzyklase iiber die o-Untereinheit des inhibitorischen G-
Proteins Gi, nicht aber von der Aktivierung der PI-3-K iiber die B/y-Untereinheit abhédngig sind.

4.7 Beteiligte Protein-Tyrosinkinasen und -phosphatasen

Die Arbeit hat sich nicht mit der Identifizierung der Proteintyrosinkinasen (PTK) und
-phosphatasen beschiftigt. In Thrombozyten sind die PTK der src-Familie im Vergleich zu
anderen Geweben mit 0,2-0,4% Anteil an der Gesamtproteinmenge in der hdchsten
Konzentration nachweisbar [29]. Die Tyrosinkinasen der src-Familie gehéren, wie auch alle
anderen an den hier zu diskutierenden Phosphorylierungen beteiligten Kinasen zur Gruppe der
primar nicht Rezeptor-gekoppelten (,nonreceptor PTKs“) Proteintyrosinkinasen.

Auch die Proteintyrosinphosphatasen (PTP) werden in transmembrandre PTP und primér nicht
Rezeptor-gekoppelte PTP eingeteilt. In Thrombozyten konnten bisher nur ,,non-receptor“-PTP
nachgewiesen werden, und zwar drei verschiedene Subspezies: PTP-1B, SHP-1und SHP-2 [41].
Nach Aktivierung mit verschiedenen Agonisten werden zahlreiche Proteine in drei zeitlichen
Wellen phosphoryliert. Folglich werden verschiedene PTK in diesen zeitlichen Abstinden
aktiviert. Wahrend der frithen Phase der Thrombozytenaktivierung und Formanderung (,shape
change®) wird zum Beipiel syk relativ schnell aktiviert [41, 76]. In der initialen Aggregationsphase
ist ein Anstieg der Aktivitit von src-, fyn-, und yes-Kinase zu verzeichnen [53]. Die
Aktivitdtssteigerung von FAK (focal adhesion kinase) findet hingegen signifikant spdter als die
von syk und src statt.

Neuere Daten weisen darauf hin, dass der P2Y1-Rezeptor, nicht aber der P2Y12-Rezeptor auf

Thrombozyten die Aktivierung von src-Kinase nach ADP-Stimulation aktiviert [32]. In dieser
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Studie konnte gezeigte werden, dass nach Vorinkubation der Thrombozyten mit AsPsP und
anschliefSender Stimulation mit ADP die Autophosphorylierung von Tyr416 an src verhindert
wird. Die Phosphorylierung an Tyr416 von src korreliert mit der Aktivitit. AR-C69931MX hatte
keinen Effekt auf die src-Aktivitdt. Dies passt gut zu der Hypothese, dass src iiber einen Gg-
abhingigen Weg durch Aktivierung der PKC aktiviert wird.[53].

Pharmakologische Inhibitoren konnen hier helfen, unter den involvierten Kinasen zu
unterscheiden. Das Problem hierbei jedoch ist, dass die meisten, wenn nicht gar alle kommerziell
erwerbbaren Inhibitoren aufSer ihrer spezifischen Zielkinase, noch mindestens eine weitere, oder

sogar mehrere Proteinkinasen beeinflussen [5].

4.8 Problematik der Identifizierung von an Tyrosinresten
phosphorylierten Proteinen

Sehr viele Studien sind bereits mittels Massenspektrometrie durchgefiihrt worden, um die
wiahrend der Thrombozytenaktivierung an Tyrosinresten phosphorylierten Proteine zu
identifizieren [56, 58, 59]. In der sehr systematisch aufgebauten Studie von Marcus et al. von 2003
wurden insgesamt 50 tyrosinphosphorylierte Proteine nach Thrombinstimulation identifiziert
[59]. Von diesen 50 Proteinen dnderte sich bei 15 die Phosphorylierung an Tyrosinresten nicht
nach Thrombinstimulation, bei 29 nahmen die Phosphorylierungen zu, und bei 6 Proteinen, die
in ruhenden Plittchen nicht an Tyrosinresten phosphoryliert waren, konnten nach 60 sekiindiger
Stimulation Phosphorylierungen nachgewiesen werden. Wenn wir diese Ergebnisse mit den
Unsrigen vergleichen, so kommt kein Protein als moglicher Kandidat in Frage, auf3er fiir p31, das
eventuell LASP-1 (29,8 kDa), elfin (31,3 kDa), oder einem ,hypothetischen Protein FL]J12750"
(31,3 kDa) entsprechen koénnte [59]. Allerdings wurden fiir LASP-1 und elfin auch schon
Molmassen von 40 und 36 kDa berichtet [9, 47]. Das ,hypothetische Protein FL]12750“ hat zu 78
% Homologien zu dem Adapter-Protein DOKL, das zu der DOK-Familie (62 kDa Proteine)
gehort [11].

Diese widerspriichlichen Ergebnisse, die die Unterschiede zwischen den spektrometrisch exakt

bestimmten Molmassen und den apparenten Molmassen mittels Gelelektrophorese bestimmen,
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verdeutlichen anschaulich die Schwierigkeiten bei der Molmassen vergleichenden Identifizierung

an Tyrosinresten phosphorylierter Proteine [58].

4.9 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

In unseren Studien konnten weitere, wichtige Einblicke in die Signaltransduktionsmechnismen
der membranstindigen, insbesondere der ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y12, gebracht werden.
Verschiedene Mechanismen der Phosphorylierung bestimmter Proteine an Tyrosinresten
wurden beschrieben. So konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung an Tyrosinresten von
p27 und p31 von den Signalen des P2Y12-Rezeptors, nicht aber von denen des P2Y1-Rezeptors
abhingig sind. Auch sind diese Phosphorylierungen unabhéngig von einem einwirtsgerichteten
Glykoprotein IIblIla-Signal. Des Weiteren wurden Aggregationsmessungen mit verschiedenen
Thrombozyten-Agonisten und spezifischen Rezeptor-Antagonisten vorgestellt. Dabei konnte
gezeigt werden, dass der P2Y12-Rezeptor einen deutlich grofieren Einfluss auf die mit Thrombin
induzierte Aggregation hat, als der P2Y1-Rezeptor. Der Thromboxan A2-Rezeptor hingegen hat
bei der Kollagen-induzierten Aggregation einen bedeutenden Einfluss, nicht aber bei der mit
Thrombin induzierten Aggregation.

Aufderdem wurde nachgewiesen, dass zwar die Adenylatzyklase, nicht aber die Phosphoinositol-
3-Kinase in die Mechanismen der Signaltransduktion, die zu den Phosphorylierungen an
Tyrosinresten von p27 und p31 fithren, involviert sind.

Detaillierte Studien mit in Zukunft eventuell spezifischeren Inhibitoren und Aktivatoren der
einzelnen involvierten Enzyme koénnten die Mechanismen innnerhalb der verschiedenen

Signaltransduktionskaskaden noch verstindlicher machen.
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Thesen

1. Nach Aktivierung humaner Thrombozyten mit Thrombin werden, neben einer
Reihe weiterer, Proteine mit apparenten Molmassen von 27 und 31 kDa an
Tyrosinresten zeitabhingig phosphoryliert. Diese Phosphorylierungen sind von
den Signalen des P2Y12-ADP-Rezeptors, nicht jedoch des P2Y1-ADP-
Rezeptors, abhiingig.

2. Das Ausmal der Phosphorylierung an Tyrosinresten von p27 und p31 ist von
der Konzentration des eingesetzten Thrombins abhingig. Bei hoheren
Thrombinkonzentrationen ereignen sie sich unabhiingig von den Signalen des
P2Y12-ADP-Rezeptors. Dieses Phdnomen zeigt, dass die sekundire
Aktivierung iiber die P2Y-ADP-Rezeptoren durch autokrin freigesetztes ADP
im Sinne eines Amplifizierungsmechanismus nur bei  niedrigen

Thrombinkonzentrationen von Bedeutung ist.

3. Da sich dieser Amplifizierungsmechanismus auch bei Stimulation der
Thombozyten mit anderen Agonisten zeigen lie3, wurde dadurch die allgmeine

Giiltigkeit dieses Prinzips bestitigt.

4. Bei der Untersuchung der Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27 und
p31 wurde gezeigt, dass die Signale des Thromboxan A,-Rezeptors bei
Aktivierung mit Kollagen von Bedeutung sind, nicht jedoch bei Aktivierung
mit Thrombin. Folglich hat die Hemmung der Cyclooxygenase keinen komplett

Aggregations-hemmenden Einfluss auf die Thrombozyten.
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5. Die Hemmung der Thrombozytenaggregation durch Verhinderung der
Fibrinogenbindung hat keinen FEinfluss auf die Phosphorylierung an
Tyrosinresten von p27 und p31. Diese Phosphorylierungen ereignen sich also

unabhingig von den GPIIbIIla-Signalen.

6. Mit Untersuchungen, bei denen Rezeptoren aktiviert werden, die, analog zu
P2Y1 und P2Y 12, ebenfalls an die G-Proteinen Gi und das Gq gekoppelt sind,
konnte demonstriert werden, dass die Signale, die zur Phosphorylierung an
Tyrosinresten von p27 und p31 fiihren, nicht direkt vom Rezeptor, sondern von

den Signalen der entsprechenden G-Proteine abhiingig sind.
7. Die Adenylatzyklase, nicht aber die Phosphoinositol-3-Kinase, ist in die

Signaltransduktion, die zu den Phosphorylierungen an Tyrosinresten von p27

und p31 fiihrt, involviert.
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