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1 Einleitung

1.1 Die funktionelle Rolle der Thrombozyten in der

arteriellen Thrombose

Thrombozyten sind sehr kleine, etwa 1um grofle, kernlose Zellfragmente, die von Mega-
karyozyten im Knochenmark gebildet und von dort direkt in die Zirkulation freigesetzt
werden (Italiano et al., 1999; Junt et al., 2007; Zhang et al., 2012). Téglich werden
auf diese Weise Millionen von Thrombozyten produziert, die durch das GeféBsystem
zirkulieren und erst im Falle einer Gefafiverletzung lokal aktiviert werden (Sternberg
and Levin, 1989). Bei Verletzung der arteriellen Gefafiwand kommt es in einem hoch-
effizienten, mehrstufigen Prozess zur Rekrutierung zirkulierender Thrombozyten an den
Ort der Lésion (Denis and Wagner, 2007). Der erste Schritt der Thrombozytenrekru-
tierung wird als ,, Tethering“ bezeichnet und wird vor allem durch die Bindung der
Plattchenrezeptoren GPIb und GPVI an ihre Liganden von Willebrand Faktor und Kol-
lagen vermittelt (Savage et al., 1998; Massberg et al., 2003; Bergmeier et al., 2006).
Das , Tethering* ist der ,,Erstkontakt* mit dem Endothel und fithrt zum sogenannten
,Rolling“ an der Gefafiwand (Savage et al., 1996). Die Liganden-Rezeptorinteraktion
initiert intrazelluldre Signalkaskaden (,Outside-In Signalling®), die zur Aktivierung der
Thrombozyten und der hiermit verbundenen Aktivierung sogennanter Integrinrezepto-
ren (,,Inside-Out Signalling*) fiithren (Li et al., 2010). Bedeutende Integrine sind v.a. das
as 1 Integrin, dass die Bindung an Kollagen vermittelt und das am meisten exprimier-
te arpBs Integrin, welches v.a. an Fibrinogen, aber auch an Fibronektin, Vitronektin
und von Willebrand Faktor bindet (Bennett et al., 2009). Die Integrinaktivierung ist
eine entscheidende Vorraussetzung fiir die feste Adhésion der Thrombozyten an der ver-
letzten Gefafiwand. Der Prozess der Thrombozytenaktivierung wird dabei neben der

Matrixrezeptor-vermittelten Kontaktaktivierung vor allem {iber den starken Thrombo-




1 Einleitung

zytenagonisten Thrombin vermittelt. Diese Serinprotease wird Tissue-Factor-vermittelt
in hohen Konzentrationen an der Thrombozytenoberfliche aus Prothrombin gebildet
und bewirkt {iber die Bindung an die Thrombozytenrezeptoren PAR 1 und PAR 4 (in
der Maus PAR3 und PAR4) die stérkste Thrombozytenaktivierung (Weiss et al., 2002;
Dubois et al., 2006; Mangin et al., 2006; Coughlin, 2005; Cornelissen et al., 2010). In
einer zweiten Welle der Aktivierung kommt es daraufhin zur Freisetzung der sogenann-
ten ,,Secondary Mediator Thromboxan Ay (TXA,) und Adenosindiphosphat (ADP)
(Thomas et al., 1998). TXA, ist ein Lipid, das mittels Cyclooxigenase 1 (COX1) aus
Arachidonsédure gebildet und wahrscheinlich iiber den Transporter MRP4 freigesetzt
wird (Reid et al., 2003; Jedlitschky et al., 2012). Der weitere bedeutende ,Secondary
Mediator® ADP wird in den sogenannten ,Dense Granula“ gespeichert, welche nach
Thrombozytenaktivierung freigesetzt werden (Gachet, 2008). Sowohl TXA,, als auch
ADP binden an ,,G-Protein-Coupled-Receptors® (GPCRs) und bewirken eine Amplifi-
kation der Plattchenaktivierung mit zusétzlicher Rekrutierung weiterer Thrombozyten
an die Gefiafllasion (Offermanns, 2006). Neben den beiden pharmakologisch relevan-
ten Substanzen TXA, und ADP werden eine Vielzahl weiterer Substanzen aus dem
Granulapool der Thrombozyten freigesetzt. Wiahrend die Freisetzung der niedrig mo-
lekularen Soffe der ,Dense Granula®, wie vor allem ADP, ATP, Serotonin und Ca?*
zur Amplifizierung der Thrombozytenaktivierung fithrt, werden aus den sogenannten a-
Granula vor allem héher molekulare Polypeptide freigesetzt, die ein Vielzahl von Funk-
tionen erfiillen. Sie beeinhalten einerseits Plasmaproteine wie Fibrinogen, Fibronektin
und von Willebrand Faktor, die, wie oben beschrieben eine direkte Auswirkung auf die
Plattchenfunktion ausiiben. Andererseits verfiigen sie aber auch iiber eine Vielzahl von
Gerinnungsfaktoren und deren Kofaktoren und Inhibitoren, wodurch sie die Prozesse
der sekundédren Hamostase entscheidend beeinflussen kénnen (Blair and Flaumenhaft,
2009). Durch die Freisetzung einer Vielzahl von Chemokinen und leukozytenfunktions-
modulierender Substanzen spielen Thrombozyten auch in Prozessen der Inflammation
und Angiogenese eine in den letzten Jahren immer besser charakterisierte Rolle (Gleiss-
ner et al., 2008). Infolge der beschriebenen Thrombozytensekretion kommt es zur Re-
krutierung zusétzlicher Thrombozyten an die bereits bestehende Thrombozytenmono-
schicht. Dieser Prozess wird, wie auch die initiale Adhésion v.a. durch von Willebrand
Faktor ermoglicht (Bergmeier et al., 2006). Das Schliisselmolekiil, dass die darauf fol-
gende Aggregation der Thrombozyten im wachsenden Thrombus vermittelt ist a;y0s.
So zeigen Patienten, denen dieses Integrin fehlt, bzw. bei denen es dysfunktional ist

ein Blutungssyndrom, die sog. Glanzmann Thrombasthenie (Nurden, 2005). Nichtsde-
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stotrotz wurde im Laufe der letzten Jahre eine Vielzahl weiterer Molekiile bekannt, die
einen modulierenden Einfluss auf die Thrombozytenaggregation haben und deren Dys-
funktionalitdt mit verminderter Thrombose und verlangerter Blutungszeit einhergehen
(Denis and Wagner, 2007). SchlieBlich kommt es zur Thrombusstabilisierung, die sich
aus den Prozessen der Thrombusretraktion und der Bildung eines verstiarkenden Fibrin-
netzes zusammensetzt und dadurch ein Fragmentieren bzw. Wegspiilen des Thrombus
mit dem Blutstrom verhindert (Ono et al., 2008; Chou et al., 2004). In Abbildung 1.1

werden die oben beschriebenen Prozesse graphisch veranschaulicht dargestellt.

ﬁGPVI/chamma chain m GP Ib-IX-V m]ll] G-Protein-coupled»receptor@ Fibrinogen r-'u Fibrin
@7 resting integrins I activated integrins m Collagen I fibers m von Willebrand factor  wa “Ciot retraction”

Endothelial cells

— — —

_—
blood flow
.9 AN JP
Resting platelets ' "

S
e \)
g
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Iy e
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Extracellular Matrix |

— activation, adhesion, [ thrombus

N — : _ A
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Abbildung 1.1 —.
Schematische Darstellung der Thrombozytenaktivierung und Thrombusformation. Die
einzelnen Schritte der Thrombusformation werden im Text detailliert besprochen.
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1.2 Das Sphingolipid S1P und seine Rolle in der

Thrombozytenfunktion

S1P-Metabolismus Sphingolipide sind ubiquitére Bestandteile der Zellmembranen von
Saugetieren, deren Metabolite als Signalmolekiile in der Regulation zelluldrer Prozes-
se eine bedeutende Rolle spielen. Eines der wichtigsten dieser Metabolite stellt das
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) dar, dessen Bedeutung als Regulator des Zellwachstums
und der Apoptose erst vor 20 Jahren bekannt wurde (Zhang et al., 1991; Olivera and
Spiegel, 1993; Cuvillier et al., 1996). Anfangs war es deshalb fiir seine mogliche Rolle in
der Tumorgenese von groflem Interesse. In der Zwischenzeit hat sich gezeigt, dass S1P
in einer Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen Prozessen eine wich-
tige Rolle spielt (Maceyka et al., 2012). Einer der Griinde, warum S1P so vielfiltige
Funktionen ausiiben kann, ist wohl seine Fahigkeit sowohl als als intrazelluldrer Se-
condmessager, wie auch extrazellularer Ligand der fiinf bekannten ,, G-Protein-Coupled
Receptors“ (GPCR) (S1PR;_5) zu fungieren (Rosen et al., 2009; Strub et al., 2010). Als
Grundgeriist der Sphingosin-1-phosphatbildung dient das, in Eukaryoten spezifisch vor-
kommende Phospholipid Sphingomyelin. Es ist Bestandteil der Zellmembran und wird
mit Hilfe des Enzyms Sphingomyelinase hydrolytisch in Ceramid gespalten (Kolesnick,
1992). Ceramid kann daraufhin durch Ceramidase-katalysierte Hydrolyse in Sphingo-
sin umgewandelt werden. Sphingosin ist Substrat der Sphingosinkinasen (SphK), wel-
che es zu Sphingosin-1-Phosphat (S1P) phosphorylieren (Hait et al., 2006). Neben der
S1P-Synthese durch Degradation von Sphingomyelin, existiert noch die Moglichkeit der
komplexen de novo-Synthese von S1P aus den Molekiilen Palmitoyl-CoA und Serin (Mer-
rill, 2002). Auch die de novo-Synthese von S1P fiihrt zuerst zur Bildung von Ceramid,
wodurch dieses Lipid eine zentrale Rolle in der Regulation der Sphingosinphosphat-
Synthese einnimmt (Obinata and Hla, 2012). Der Abbau von S1P kann auf zwei Wegen
erfolgen. Durch das S1P-spezifische Enzym S1P-Phosphatase 1 bzw. 2 (SPP1/2) und
das unspezifische Enzym Lipidphosphate-Phosphatase (LPP1-3) wird die reversible De-
phosphorylierung in Sphingosin katalysiert (Le Stunff et al., 2002; Long et al., 2005).
Das Enzym S1P-Lyase (SPL) hingegen katalysiert die irreversible Spaltung von S1P
in Phosphoethanolamin und Hexadecenal und fithrt somit zur finalen Degradation der
Sphingolipide (Ikeda et al., 2004). Die beschriebenen Schritte des S1P-Metabolismus
werden veranschaulicht in Abbildung 1.2 dargestellt.
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Serin + Palmitoyl-CoA Sphingomyelin
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Sphingosinkinase R Sphingosin-1-Phosphatphosphatase

Sphingosin-1-Phosphat
l Sphingosin-1-Phosphatlyase

Phosphoethanolamin + Hexadecanal

Abbildung 1.2 — Schematische Darstellung des S1P-Metabolismus. Die einzelnen Reak-
tionsschritte werden im Text detailliert erldutert.

Sphingosinkinasen Siugetiere besitzen zwei Isoenzyme der Sphingosinkinasen (SphK),
SphK1 und SphK2. Beide Enzyme kommen in unterschiedlichen Geweben vor, wobei sie
sich in ihrem Expressionsmuster haufig iiberlappen. SphK1 iiberwiegt vor allem in der
Lunge und der Milz, wiahrend Sphk2 die dominierende Isoform in Herz, Gehirn und Leber
ist (Kohama et al., 1998; Liu et al., 2000). Beide SphK gehoren zur Familie der Dia-
cylglycerolkinasen und besitzen fiinf konservierte Domainen, die der Substraterkennung
und katalytischen Aktivitdt dienen (Strub et al., 2010). Sowohl SphK1 als auch SphK2
sind vorwiegend im Zytosol lokalisiert, wobei ihre Verteilung in verschiedenen Zelltypen
variiert und durch bestimmte Signale beeinflusst werden kann (Sutherland et al., 2006;
Hayashi et al., 2002; Fukuda et al., 2004; Maceyka et al., 2004). SphK1 besitzt eine
intrinsische katalytische Aktivitdt und ist vermutlich als konstitutiv aktives Enzym fiir
die Aufrechterhaltung der niedrigen intrazelluliren S1P-Spiegel verantwortlich (Pitson
et al., 2000). Nichtsdestotrotz kann ihre Aktivitdt durch eine Reihe von Wachstumsfak-
toren, Zytokinen und anderen Agonisten gesteigert werden und ist Vorrausetzung fiir die
Initialisierung S1P-abhéngiger Signalwege. Einer der entscheidenden Mechanismen der
SphK1-Aktivierung ist die ERK1/2-vermittelte Phosphorylierung an Ser?*, die zu einer
l4fachen Steigerung der Enzymaktivitiat fithrt (Pitson et al., 2003). Neben dieser Ak-




1 Einleitung

tivititssteigerung fithrt die Phosphoryliereung von Ser?? zur Translokation der SphK1
aus dem Zytosol an die Zellmembran, eine entscheidende Voraussetzung ihrer Funktio-
nalitit (Stahelin et al., 2005). Vergeichsweise wenig ist iber die SphK2 bekannt. Sie ist
vor allem im Zytosol und im Nukleus lokalisiert (Maceyka et al., 2005). Auch sie kann
durch eine Reihe von Agonisten aktiviert werden (Alemany et al., 2007). Interessanter-
weise ist die Phosphorylierungsstelle Ser??® der SphK1 in der SphK2 nicht konserviert.
Ahnlich der SphK1 findet allerdings im Rahmen der Aktivierung an anderer Stelle, den
Residuen Ser®! und Tyr°™® eine ERK1/2-abhiingige Phosphorylierung statt (Hait et al.,
2007). Eine Translokation an die Plasmamembran bleibt aus, stattdessen kommt es zu
einer erhohten Lokalisation im endoplasmatischen Retikulum, deren regulierende Mecha-
nismen noch nicht abschlieflend geklart sind (Maceyka et al., 2005). Eine Rolle scheint
allerdings der N-Terminus des Proteins zu spielen, der sich von dem der SphK1 un-
terscheidet (Don and Rosen, 2009). Die unterschiedliche intrazelluldre Lokalisation der
beiden Isoformen scheint eine Voraussetzung fiir die teils sogar gegensétzlichen Funktio-
nen darzustellen (Maceyka et al., 2005). Neben der Translokation der SphK innerhalb
der Zelle, gibt es Beobachtungen, die zeigen, dass SphK auch aus der Zelle freigesetzt
werden kénnen. So scheint die Freisetzung der SphK1 aus vaskuldren Endothelzellen zum
Plasma-S1P-Spiegel beizutragen und die Freisetzung der SphK1 und SphK2 aus apopto-
tischen Zellen ein chemotaktisches Signal fiir Phagozyten darzustellen (Venkataraman
et al., 2006; Gude et al., 2008). Da es sich aber generell um kleine Mengen handelt die
freigesetzt werden, muss die physiologische Relevanz dieses Mechanismus noch weiter

gepriift werden (Pitson, 2011).

Homozygote Knockout-Mé&use je einer Isoform der SphK sind lebensfihig und zeigen
keinen offensichtlichen Phénotyp (Allende et al., 2004; Mizugishi et al., 2005). Dies lésst
darauf schlieffen, dass sie entweder redundante, iiberlappende oder kompensatorische
Fihigkeiten besitzen. Hingegen sind SphK17/~/SphK2~/~-M:use bei denen alle vier
SphK-Allele fehlen nicht lebensfihig und versterben bis zum Zeitpunkt E13.5 in ute-
ro, aufgrund fehlerhafter Angio- und Neurogenese mit fehlendem Neuralrohrverschluss
(Mizugishi et al., 2005). Diese Erkenntnisse zeigen, dass SphK1 und SphK2 zumindest
beziiglich der Lebensfihigkeit der jeweiligen Knockoutmaus redundante Eigenschaften
besitzen, und dass zumindest eine der beiden SphK fiir die intakte Embryogenese vorhan-
den sein muss. Interessanter Weise konnte Pappu et al. mittels konditionaler SphK1/2
Doppelknockoutmaus zeigen, dass diese Tiere bei Induktion 3-5 Tage nach Geburt, trotz
100%iger Reduktion der S1P-Spiegel lebensfihig bleiben (Pappu et al., 2007). Diese Da-
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ten zeigen, dass SphK1/2-defiziente adulte Tiere iiberlebensfdhig sind und bilden so-
mit die grundlegende Voraussetzung fiir einen moglichen pharmakologischen FEinsatz
SphK-inhibierender Substanzen. Subtilere Untersuchungen auf phénotypische Unter-
schiede zwischen SphK1~/~- und SphK2~/~-Méusen lassen vermuten, dass die sugge-
rierte Redundanz in der Embryogenese fiir eine Reihe pathophysiologischer Situationen
nicht zutrifft, und die selektive Inhibition der einzelnen SphK somit unter Umstédnden
neue Préventions- und Therapieoptionen darstellt (Strub et al., 2010). Einer der ersten
Hinweise, dass SphK1 und SphK2 unterschiedliche Funktionen in einer Zelle erfiillen
konnen, war die Entdeckung, dass SphK2 im Gegensatz zur bis dato gut charakteri-
sierten wachstumsférdernden, anti-apoptotischen Wirkung der SphK1, eine wachstums-
hemmende und apoptosefordernde Wirkung aufzeigt (Olivera et al., 1999; Liu et al.,
2003; Okada et al., 2005). Diese Erkenntnis lieferte die Grundlage fiir die Hoffnung
auf neue anti-kanzerogene Therapieoptionen durch pharmakologische Modulation der
SphK. In der Tat konnte in einer Reihe von Tumormodellen der Maus die Bedeutung
der SphK1 herausgearbeitet werden: SphK1 korreliert mit der Progression in einem
Model der murinen Erythroleukdmie und ist in der Karzinogenese des Kolonkarzinoms
hochreguliert (Le Scolan et al., 2005; Kawamori et al., 2006). Die genetische Deletion der
SphK1 fiihrt in einem Mausmodell intestinaler Adenome zu deren Wachstumssupression
und die Gabe von SphK-Inhibitoren senkt die Tumorprogression in einem Modell des
murinen Mammaadenokarzinoms (Kohno et al., 2006; French et al., 2006). Aber auch
andere Krankheitsmodelle belegen die unterschiedliche Bedeutung der Sphinkosinkina-
sen. Lai et al. konnte zeigen, dass die selektive Inhibition der beiden SphK-Isoformen
unterschiedliche, sogar gegensétzliche Ergebnisse in einem Mausmodell der Kollagen-
induzierten rheumatoiden Arthritis erbrachte (Lai et al., 2009). Die Herabregulierung
der SphK1 durch siRNA-Transfektion senkte die Krankheitsinzidenz und das Ausmaf}
der artikuldren Entziindung mit messbar erniedrigten S1P, IL-6, TNFa, INF~ und IgG2a
anti-Kollagen-Ab Werten. SphK2-siRNA behandelte Tiere entwickelten hingegen einen
ausgepragteren Phénotyp der Erkrankung, basiernd auf einer erhohten Auschiittung
proinflammatorischer Zytokine und einer verstirkten T-Zell Antwort (Lai et al., 2009;
Samy et al., 2007). Auch in weiteren Studien konnten unterschiedliche Auswirkung der
SphK-Isoformen auf den Krankheitsverlauf unterschiedlicher Pathologien demonstriert
werden. So konnte z.B gezeigt werden, dass SphK2 in einem Ischémie-Reperfusionsmodel
der Niere einen protektiven Effekt und SphK1 u.a. eine schiitzende Funktion bei der
Lipopolysaccharid induzierten Lungenverletzung aufweist (Jo et al., 2008; Wadgaon-
kar et al., 2009). Von besonderer Bedeutung ist die Rolle von S1P als Regulator des
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,Immun- und Stammzelltraffickings“ (Schwab et al., 2005; Massberg et al., 2007). Die-
se Zellen konnen hierbei iiber S1P-Rezeptoren, wobei der S1P-Rezeptor 1 (SIPR1) die
bedeutenste Rolle spielt, S1P-Gradienten im Korper wahrnehmen und entlang dieser
wandern (Cyster, 2005). So besteht zwischen dem lymphatischen Gewebe und der Lym-
phe ein S1P Gradient, der die Auwanderung von T-Lymphozyten aus dem Lymphkno-
ten ermoglicht (Schwab et al., 2005). Hierbei sind die interstitiellen S1P-Spiegel nied-
rig (<1nM), wihrend die S1P-Spiegel in Lymphe und Plasma hoch sind (100nM-11M)
(Cyster and Schwab, 2012). Der Grofiteil des zirkulierenden S1Ps ist dabei an Albumin
und ,,High-density-lipoprotein“ (HDL) gebunden (Yatomi et al., 2000; Sachinidis et al.,
1999; Murata et al., 2000). Die S1P-Gradienten werden einerseits durch die lokalisierte
SphK-Aktivitéit, anderseits aber auch durch das S1P degradiernde Enzym S1P-Lyase
(SPL) aufrechterhalten (Pappu et al., 2007; Schwab et al., 2005). SPL wird in fast
allen Geweben, aufier in Thrombozyten und Erythrozyten exprimiert (Yatomi et al.,
1997; Tkeda et al., 2004; Ito et al., 2007). In Erythrozyten fehlt zusitzlich das zweite
S1P-degradierende Enzym, die S1P-Phosphatase (SPP) (Ito et al., 2007). Die SphK Ex-
pression in Thrombozyten ist konstitutiv aktiv, wodurch hohe intrazellulire Mengen an
S1P entstehen, welche bei Aktivierung freigesetzt werden konnen (Banno et al., 1998;
Ito et al., 2007). Auch Erythrozyten zeigen eine konstitutiv aktive, wenn auch ca. 9fach
niedrigere SphK-Aktivitat und kénnen S1P auch Stimulus-unabhéingig in das Plasma
freisetzen (Ito et al., 2007; Hénel et al., 2007). Das Fehlen der degradierenden Enzyme,
bei konstitutiv aktiven SphK spricht fiir eine vorrangige Rolle, der Thrombozyten und
Erythrozyten in der Plasma S1P Freisetzung. Auch Pappu et al. konnten zeigen, dass
die Quelle der hohen Plasmaspiegel hauptséchlich hamatopoetische Zellen darstellen,
wahrend das S1P der Lymphe wahrscheinlich {iberwiegend aus den Lymphendothelien
stammt (Pappu et al., 2007). Sie konnten des weiteren lymphatische Zellen als Plasma-
S1P-Quelle ausschlieBen und auch der Beitrag des thrombozytéaren S1P wurde durch den
Befund in Frage gestellt, dass NF-E2-defiziente Mé&use, die keine zirkulierenden Throm-
bozyten besitzen normale S1P-Plasmaspiegel zeigen (Shivdasani et al., 1995; Pappu
et al., 2007). Somit lésst sich eine iiberwiegende Rolle der Erythrozyten als S1P-Quelle
vermuten. Hingegen zeigen die Daten von Venkataraman et al., dass die Zusammenset-
zung des Plasma-S1P-Spiegels nicht ausschliellich durch eine hdmatopoetische Quelle
zu erkldren ist und die endotheliale SphK-Aktivitéat fiir die Aufrechterhaltung der S1P-
Spiegel in thrombozytopenen, andmischen und leukopenen Méausen verantwortlich ist
(Venkataraman et al., 2008).
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Die Rolle von S1P in Thrombozyten Thrombozyten zeigen einige Besonderheiten
im Sphingolipidmetabolismus. Sie besitzen zytosolische und membranassoziierte SphK-
Isoformen, mit sehr hoher SphK-Aktivitét, in etwa 9fach hoher als in Erythrozyten (Ban-
no et al., 1998; Murate et al., 2001; Ito et al., 2007). Auch wenn die Hauptaktivitiat der
SphK in der Membranfraktion nachweisbar ist, konnten die beteiligten SphK-Isoformen
allerdings noch nicht genau bestimmt werden (Banno et al., 1998). Gleichzeitig fehlt
die Expression des, fiir den irreversiblen S1P-Abbau wichtigen Enzyms S1P-Lyase (Ya-
tomi et al., 1997; Ikeda et al., 2004; Ito et al., 2007). Dies fithrt zur intrazelluldren
Akkumulation von S1P in Thrombozyten. Im Ruhezustand wird nur wenig S1P von
Thrombozyten in den Uberstand abgegeben (Kobayashi et al., 2006). Nach Thrombin-
Stimulation kommt es allerdings zur Freisetzung groler SIP-Mengen, ein Grund weshalb
Messungen der S1P-Konzentration in Serum und Plasma stark divergieren (Yatomi et al.,
1997a). Auf diese Erkenntnisse aufbauend, konnten Deutschman et al. zeigen, dass die
Hohe der Serum-S1P-Spiegel als Vorraussageparameter fiir die Existenz und das Aus-
maf} von Koronarstenosen geeignet ist (Deutschman et al., 2003). Die S1P-Freisetzung
aus Thrombozyten ist Folge einer Proteinkinase C (PKC) Aktivierung und kann durch
den PKC-Inhibitor Staurosporin blockiert werden (Yatomi et al., 2000). Auch mecha-
nischer Scherstress fiithrt zur Aktivierung der Proteinkinase C und zur konsekutiven
Erhohung der thrombozytiren S1P-Freisetzung (Aoki et al., 2007). Ulrych et al. konnten
zeigen, dass die S1P-Freisetzung in Thrombin- und Kollagen-stimulierten Thrombozyten
abhéngig von endogener Thromboxanbildung und der darauf folgenden Thromboxanre-
zeptoraktivierung ist (Ulrych et al., 2011). Der Transport iiber die Plasmamembran er-
folgt hierbei wahrscheinlich Transporter-vermittelt (Kobayashi et al., 2006; Ulrych et al.,
2011). Kobayashi et al. zeigten, dass Stimulus-abhéngig, verschiedene Mechanismen in
der S1P-Freisetzung involviert sind. So kommt es nach Thrombin- und PKC-Aktivierung
zur Freisetzung iiber , ATP-Binding-Cassette“ (ABC)- Transporter, wihrend die S1P-
Freisetzung nach Stimulation mittels Ca*™ ABC-Transporter unabhiingig abliuft (Ko-
bayashi et al., 2006). Eine wichtige Voraussetzung fiir die effiziente S1P-Freisetzung in
vitro ist die Anwesenheit von Albumin oder HDL, die wohl an der Ablosung des S1Ps
vom Transporter an der Auflenseite der Plasmamembran verantwortlich sind (Yatomi
et al., 2000; Aoki et al., 2005; Kobayashi et al., 2006). Die physiologische und patho-
physiologische Rolle des thrombozytéren S1Ps ist weitgehend ungeklart. Wiahrend die
beschrieben Eigenschaften des thrombozytéaren S1P-Metabolismus anfangs eine entschei-
dende Rolle fiir die Aufrechterhaltung der Plasma-S1P-Spiegel vermuten lieflen (Yatomi

et al., 1997a), wurde in einer Reihe weiterer Studien die Redundanz thrombozytéren
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Plasma-S1Ps nachgewiesen (siche oben). Die Bedeutung des thrombozytéiren S1Ps in
der Plasma-S1P-Homdostase ist weiterhin unbekannt, es ist allerdings davon auszugehen,
dass thrombozytéires S1P nicht die alleinige Hauptquelle des Plasma-S1Ps darstellt. Wie
bereits oben beschrieben, sekretieren Thrombozyten nach Stimulation hohe Mengen an
S1P (Yatomi et al., 1997a). Dies ldsst mogliche parakrine bzw. autokrine Effekte throm-
bozytidren S1Ps vermuten. So konnte u.a. gezeigt werden, dass thrombozytires S1P,
zur S1P-rezeptorabhiingigen Ca?*-Mobilisation, Zytoskelettverinderung und Migration
,Human Umbilical Vein Endothelial Cells* (HUVECs) fiihrt (Yatomi et al., 2000). Das
wahrend der Hamostase freigesetzte thrombozytére S1P bildet das wichtigste chemo-
taktische Signal fiir die zielgerichtete Endothelzellmigration in vitro und potenziert den
Effekt von ,, Fibroblast-Growth-Factor b* (FGF-b) in einem in vivo-Modell der kornealen
Angiogenese (English et al., 2000). Fiir eine Vielzahl der bei Thrombozytenaktivierung
freigesetzen Substanzen ist eine amplifizierende Rolle in der Thrombusformation be-
kannt (siehe oben). Die Funktion von SI1P in der Thrombusformation wird dabei stark
kontrovers diskutiert. Eine rezeptorvermittelte Signaltransduktion des extrazelluldren
S1Ps scheint prinzipiell moglich. So wurde von Yatomi et al. die Rezeptorbindung von
extrazellularem S1P an einem, mit ,,Lysophosphatic Acid“ (LPA) gemeinsamen Rezep-
tor suggeriert (Yatomi et al., 1997). Randriamboavonjy et al. konnten die Expression
von S1P-Rezeptor 2 auf Thrombozyten nachweisen, wiahrend S1P-Rezeptor 1 und 3
nicht detektierbar waren (Randriamboavonjy et al., 2009). Weitere Studien konnten den
S1P-Rezeptor 4 auf mRNA Ebene in Thrombozyten (Motohashi et al., 2000) und die
Expression in Megakaryozyten und ihre funktionelle Bedeutung in der Megakaryopoese
nachweisen (Golfier et al., 2010). Aulerdem konnte unser Labor kiirzlich die Expression
des S1P-Rezeptor 1 in Megekaryozyten und seine entscheidende Rolle in der Thrombo-
poese in vivo zeigen (Zhang et al., 2012). Die Frage nach der Bedeutung extrazelluldren
S1Ps fiir die Thrombozytenfunktion wird in der Literatur widerspriichlich diskutiert.
Yatomi et al. konnten sowohl eine morphologische Verdnderung, als auch die Initiierung
einer, wenn auch schwachen Aggregation durch extrazellulire Gabe von 40uM S1P be-
obachten (Yatomi et al., 1995). Dieser Prozess scheint TXAy-unabhéngig zu sein und
keine Granulasekretion zu induzieren (Yatomi et al., 1995). Des weiteren wurde ein Syn-
ergismus zwischen den schwachen Thrombozytenagonisten ADP und Epinephrin und
extrazellularem S1P beobachtet (Yatomi et al., 1995). Diese Daten unterstiitzen die Hy-
pothese einer S1P vermittelten Amplifikation der Thrombozytenaggregation (Yatomi
et al., 1995). Auch Randriamboavonjy et al. konnten einen intrazelluldren Ca?*-Anstieg

und eine Aggregationssteigerung nach S1P-Gabe beobachten (Randriamboavonjy et al.,
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2009). Eine andere Studie zeigte hingegen, dass die alleinige extrazellulire Gabe von S1P
keine Thrombozytenaggregation induziert und sogar einen inhibitorischen Einfluss auf
die Thrombozytenaggregation nach Gabe unterschiedlicher Agonisten ausiibt (Nugent
and Xu, 2000). Auch Ulrych et al. konnten keine aggregationsférdernde Wirkung von
S1P beobachten (Ulrych et al., 2011). Neben der kontroversen in vitro Datenlage fehlen
bis dato Studien die den méglichen Einfluss des thrombozytédren S1Ps hinsichtlich der

Thrombusformation n vivo untersuchen.

1.3 Grundlegende Begriffsdefinitionen der
Hamodynamik zum Verstdandis des verwendeten

Flusskammermodells

In den letzten 35 Jahren wurde immer mehr iiber die entscheidende Bedeutung der
Scherkrifte des flieBenden Blutes fiir die Plattchenadhésion und Thrombusformation
bekannt (de Groot and Sixma, 2007). Der Blutstrom spielt nicht nur fiir den Transport
der Pléttchen an den Ort der Lésion eine Rolle, sondern beeinflusst je nach Auspragung
des dynamischen Profils entscheidend die Funktion und Interaktion verschiedener Re-
zeptoren und Liganden (de Groot and Sixma, 2007). Um die Thrombozytenadhésion in
vitro sinnvoll untersuchen zu koénnen, sind deshalb besondere Flusskammersysteme not-
wending. Dabei wird versucht die intravaskuldren Stromungsbedingungen bestmoglich
zu imitieren. Fiir das Verstdndnis dieser Methodik miissen die folgenden Begriffe der

Hémodynamik erklart werden.

Stromungsverhalten von Fliissigkeiten Die Stromungsmechanik unterscheidet zwi-
schen laminarer und turbulenter Stromung. In laminaren Strémungen bewegt sich das
gesamte Fluid in eine definierte Richtung. Es flieft dabei in Schichten unterschiedli-
cher Geschwindigkeit, die sich nicht vermischen. In turbulenten Strémungen kommt es
hingegen zu ungeregelten Anderungen der Fliefrichtung. Hierbei variiert die FlieBge-
schwindigkeit der einzelnen Fliissigkeitslagen. Beim Ablésen von Fliissigkeitsschichten
kommt es durch die einwirkende Reibung zur Bildung von Verwirbelungen (Stocker,
2004). Ein Ma8 fiir das Stromungsverhalten ist die Reynolds-Zahl Re (Busse, 1995):
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Re = (1.1)

wobel

Re Reynolds-Zahl

r;  Innendurchmesser des Rohres [m)]

p  Dichte der Fliissigkeit [kg/m?]

v Stromungsgeschwindigkeit [m/s]

n  dynamische Viskositit [Pas = Ns/m?]
V' kinematische Viskositét [m?/s]

Die Reynolds-Zahl ist eine dimensionslose Zahl. Ab einer sogenannten kritischen Reynolds-
Zahl Rey.;;, die bei glatten Rohren zwischen 1000 und 2500 liegt, geht eine laminare
in eine turbulente Stromung iiber (Stocker, 2004). Dabei treten unter Abflachung des
Stromungsprofils Wirbel auf, in denen sich Fliissigkeitsteilchen nicht nur parallel, son-
dern auch quer zur Stromungsrichtung bewegen (Busse, 1995). Durch Vergleich der be-
rechneten, tatsdchlichen Reynolds-Zahl mit der kritischen Reynolds-Zahl ist somit eine

Stomungsvorhersage moglich.

FlieBgeschwindigkeitsprofil In laminaren und stationdren, d.h. zeitlich konstanten
Stromungen sind die Schichten gleicher Geschwindigkeit konzentrisch angeordnet. Aus
der vereinfachenden Annahme der Blutgefife als zylindrische, glatte und starre Rohren
resultiert folgendes Flielgeschwindigkeitsprofil. Die unmittelbar an die Gefdfiwand an-
grenzende Schicht haftet dieser an und besitzt die Geschwindigkeit null. Aufgrund der
Reibungskrifte zwischen den einzelnen Fliissigkeitsschichten kommt es zur teleskopar-
tigen Verschiebung der einzelnen Schichten gegeneinander. Hierbei entsteht ein para-
bolisches Geschwindigkeitsprofil, mit einem Geschwindigkeitsmaximum im Axialstrom
(Whitesides and Stroock, 2001) (siehe Abbildung 1.3).

In Anlehnung an das Hagen-Poiseuille-Gesetz, ldsst sich bei stationérer, laminarer Stromung
einer homogenen Fliissigkeit in einem starren Rohr die maximale FlieBgeschwindigkeit

Umae nach folgender Formel berechnen (Franke and Wixforth, 2007):
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Abbildung 1.3 — Charakteristika des laminares Flussprofils

Ap
maxr — R 1.2
v 1 (1.2)

wobei

Umaz Mmaximale FlieBgeschwindigkeit [m/s]

Ap  Druckdifferenz zwischen Anfang und Ende des Rohres [Pa]
l Léange des Rohres [m]

n dynamische Viskositéit [Pa - s = Ns/m?]

R Rohrenradius [m]

Scherrate und Scherkraft In einer Rohre beschreibt die Scherrate 4 den lokalen Ge-
schwindigkeitsgradienten dv/dr zweier aneinander angrenzender Fliissigkeitsschichten an
der Ortskoordinate r (Formel 1.3) (Kroll et al., 1996). Bei einer hohen Scherrate kommt
es also mit Zunahme des Wandabstands zu einem schnellen Anstieg der FlieBgeschwin-
digkeit.

A =dv/dr (1.3)
wobei

4 Scherrate [m/s/m oder s7!]
v FlieBgeschwindigkeit [m/s]

r  Radius bzw. Ortskoordinate [m]

13
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Mathematisch entspricht dies der Ableitung der FlieBgeschwindigkeit v nach der Orts-
koordinate » und kann graphisch als Steigung der Tangente an das FlieBgeschwindig-
keitsprofil dargestellt werden (siche Abbildung 1.4). Es wird dadurch der lineare Verlauf
der Scherrate innerhalb des Kanals, mit dem Minimum in Rohrenmitte ry und dem
Maximum an der Rohrenwand R ersichtlich (sieche Abbildung 1.4).

Scherrate (y) = dv/dr

Abbildung 1.4 — Schematische Darstellung der Scherrate (nach Kroll et al. (1996))

Unter den Annahmen, dass das Blut eine ideale Newton’sche Fliissigkeit mit konstanter
Viskositét ist und der Blutflul stationéir und laminar durch ein grades, unelastisches
und rohrenformiges Blutgefafl verlauft, kann die Scherrate unter Giiltigkeit des Poiseuil-

le’schen Gesetztes wie folgt bestimmt werden (Papaioannou and Stefanadis, 2005):

8w
= 1.4
V= (1.4)
oder 3.0
= 22 1.
V=5 (1.5)
wobel

Scherrate [m/s/m oder s™]
durchschnittliche FlieBgeschwindigkeit [m/s]

Gefiafidurchmesser [m]

O =

mittlere volumetrische Stromungsgeschwindigkeit|m?/s]

Unter Berticksichtigung der rechteckigen Geometrie kann die abgewandelte Formel (1.5)
fiir die Bestimmung der Scherrate auch in , Parallel-Plate Flusskammern“ verwendet
werden (Bacabac et al., 2005):

14



1 Einleitung

wobel

h  Hohe der Flusskammer [m)]

b Breite der Flusskammer [m)]

Die wichtigste mechanische Einflussgrofle in der Entstehung plattchenvermittelter Ham-
ostase und Thrombose ist die Scherkraft (Kroll et al., 1996). Man unterscheidet die

Fliissigkeitsscherkraft von der Wandscherkraft. Die Fliissigkeitsscherkraft in einem réhren-

formigen Blutgefdafl bezeichnet die Kraft pro Flacheneinheit, die auf das flieBende Blut
wirkt (Kroll et al., 1996). Die Wandscherkraft hingegen bezeichnet die Kraft pro Flachen-
einheit, die durch das flieende, viskdse Blut auf die GefaBloberfache wirkt (Kroll et al.,
1996). Dadurch nimmt diese direkten Einfluss auf viele biologische Prozesse an der
GefdaBwand und ist dadurch eine bedeutsame Einflussgréfie in der Pathogenese der Athe-
rosklerose (Shaaban and Duerinckx, 2000) und der arteriellen Thrombose (Wootton and
Ku, 1999). Da aktivierte Thrombozyten in der Regel an der verletzten Geféffinnenwand
adhérieren ist fiir das Verstdndnis der Plattchenfunktion eine Erdrterung der Wand-
scherkraft unerlésslich (siche Abbildung 1.5).

——» tangentiale Wandscherkraft

Abbildung 1.5 — Einfluss der Wandscherkraft auf die Thrombozytenadhésion

Die Wandscherkraft steht iiber folgende mathematische Formel mit der Scherrate in

Zusammenhang (Katritsis et al., 2007):

Tw =1 Yo (1.7)
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wobei

4 Scherrate [m/s/m oder s7!]
7w Wandscherkraft [Pa oder dyne/cm?]
n  dynamische Viskositéit [Pa - s oder dyne s/cm?]

Die Giiltigkeit dieser Formel ist allerdings nur bei sogenannten Newton’schen Fliissigkeiten
gewihrleistet. Per definitionem besitzen Newton’sche Fliissigkeiten unabhéngig von der
Scherrate eine konstante dynamische Viskositit (Katritsis et al., 2007). Diese Eigenschaft
trifft z.B. fiir Wasser oder ndherungsweise auch fiir das Blutplasma zu (Katritsis et al.,
2007). Die Berrechnung von Scherkriften im Gefiafisystem gestaltet sich durch die beson-
deren fluidmechanischen Eigenschaften des Blutes als schwierig. Blut ist eine Suspension
aus korpuskuldren Bestandteilen wie Erythrozyten, Leukozyten und Blutplédttchen in
Blutplasma. Misst man die dynamische Viskositéit des Blutes in Abhéngigkeit von der
Scherrate, so nimmt diese mit steigender Scherrate ab (Katritsis et al., 2007). Solche
Fliissigkeiten werden auch als Nicht-Newton’sche Fliissigkeiten bezeichnet. Die Propor-
tionalitatskonstante 1 aus Formel (1.7) ist somit von der Scherrate % abhéngig wodurch
der lineare Zusammenhang aufgehoben und die Berechnung der Scherkraft erschwert
wird. Experimentelle Daten haben gezeigt, dass erst bei Scherraten >50 s~* (Pries et al.,
1992) bzw. >100 s~! (Katritsis et al., 2007) von einer konstanten dynamischen Viskositét

ausgegangen werden kann.

Die Scherkraft Nicht-Newton’scher Fliissigkeiten kann allgemein durch Abénderung von
Formel (1.7) als Ostwald de Waele Gleichung beschrieben werden (Papaioannou and
Stefanadis, 2005):

T=x-3" (1.8)

wobei n und x Indizes der internen Fluideigenschaften darstellen.

Folgende fluidmechanischen Eigenschaften des Blutes sind besonders erwiahnenswert. Da
die Erythrozyten den Hauptanteil der kérpuskulédren Bestandteile bilden sind sie beson-
ders bedeutsam fiir die rheologischen Eigenschaften des Blutes. Als Mafzahl fiir den

Erythrozytenanteil im Blut verwendet man héufig ndherungsweise den Hamatokrit, der
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den prozentualen Anteil aller zelluldrer Bestandteile im Blut darstellt. Dieser nimmt
Einfluss auf die dynamische Viskositdt des Blutes (Pries et al., 1992). Die Viskositét
des Blutes steigt mit Zunahme des Hamatokrits. Auch dieser Zusammenhang ist nur
unter bestimmten Bedingungen als linear zu betrachten und erschwert die Berechnung
der dynamischen Viskositét (Pries et al., 1992). Eine weitere Einflussgrofie ist die Tem-
peratur des Blutes (Cinar et al., 2001). Experimentelle Daten zeigen einen Anstieg der
Viskositét des Blutes um néherungsweise 2% pro °C Temperaturabfall (Barbee, 1973).
Auch die Grofle des perfundierten Gefiafies nimmt Einfluss auf die Blutviskositét. Dieses
Phénomen wurde 1931 von Fahraeus und Lindqvist beschrieben (Fahraeus and Lind-
qvist, 1931). In Blutgefafien mit einem Durchmesser <300um kommt es zur Verlagerung
der Erythrozyten in den Axialstrom und zur Ausbildung einer relativ zellarmen Rand-
zone (Busse, 1995). Diese niederviskose Gleitschicht fithrt zu einer deutlichen Herabset-
zung der scheinbaren Viskositét, v.a. bei Gefaflidurchmessern von 5-10um (Busse, 1995).
Erst ab Gefidurchmessern >1000um bleibt die dynamischen Viskositéit konstant (Pries
et al., 1992).

s WHOLE BLOOD

hematocrit
3TC +

STRESS dyne-cm?
-~

SHEAR
o

SHEAR RATE sec-!

Abbildung 1.6 — Nomogramm zur Bestimmung der Wandscherkraft (aus Wells and Mer-
rill (1962))

Die aufgrund der beschrieben Eigenschaften schwer zu messende Scherkraft wird des-
halb aus praktischen Griinden nur selten zur Beschreibung der Fliefeigenschaften des

Blutes herangezogen. Haufig bedient man sich stattdessen der Scherrate. Diese Angabe
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ist fiir die Bewertung der auf die Plidttchenfunktion Einfluss nehmenden Wandscher-
kraft sehr ungenau, da die gleiche Scherrate unter Verdnderung der oben beschriebenen
Einflussgréfien zu unterschiedlichen Scherkréften fithrt. In den folgenden Flusskammere-
perimenten wurde die Scherkraft bei definierter Scherrate, definiertem Hamatokrit und

definierter Temperatur mittels Nomogramm abgeschétzt (sieche Abbildung 1.6).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Aufbauend auf die einleitend zusammengefasste wissenschaftliche Grundlage werden fol-

gende Fragestellungen in der vorliegenden Arbeit adressiert:

1. Welche Sphkingosinkinaseisoformen sind an der Bildung thrombozytédren S1Ps be-
teiligt?

2. Welche Auswirkung hat das Fehlen der thrombozytéiren Sphingosinkinasen auf die

Plasma-S1P-Homoostase?

3. Welche Rolle spielt die thrombozytiare S1P Bildung fiir eine addquate Thrombo-

zytenfunktion in vitro und in vivo?
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendetes Tiermodell

Aufgrund der kostengiinstigen Haltung, schnellen Generationszeit und der mit der ge-
ringen Grofle verbundenen einfachen Handhabung ist die Maus ein attraktiver Modell-
organismus der biomedizinischen Forschung. Im Bereich der kardiovaskuldren Forschung
konnte durch eine Vielzahl verschiedener Mausmodelle ein grofler Fortschritt in der Er-
kenntnis molekularer Prozesse der Thrombose und Hémostase erlangt werden (Ware,
2004). Dennoch muss, trotz einer Vielzahl an Homologien betont werden, dass die Er-
kenntnisse nicht ohne kritische Betrachtung auf den humanen Organismus iibertragen
werden diirfen (Tsakiris et al., 1999). Folgende Mausstimme wurden im Rahmen dieser

Arbeit verwendet:

—_

. Sphingosinkinase 1/2%/* (BalbC), Wildtypstamm

2. Sphingosinkinase 17/~ (BalbC)

3. Sphingosinkinase 27/~ (BalbC)

4. Sphingosinkinase 1/2%/* (C57BL/6), Wildtypstamm
5. Sphingosinkinase 1=/~ (C57BL/6)

6. Sphingosinkinase 2=/~ (C57BL/6)

7. NF-E2 */* (C57BL/6)

8. NF-E2 ~/~ (C57BL/6)
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Der BalbC-Stamm ist ein Albinostamm und gehort zu den meist genutzten Inzucht
Mausstammen. Inzuchtstdmme erh&lt man durch mindestens 20 aufeinanderfolgende
Geschwisterverpaarungen in einer geschlossenen Kolonie. Man erschafft dadurch einen
gut definierten homogenen genetischen Hintergrund, der eine Voraussetzung bestandiger
und reproduzierbar Ergebnisse darstellt. Aufgrund ihrer guten Zuchteigenschaften und
ihrer langen Fruchtbarkeit sind sie in allen Forschungsdiziplinen ein beliebtes Modellsys-
tem. Besonders bekannt wurde der BalbC-Stamm allerdings dafiir, dass die Tiere nach
Injektion von Mineraldl Plasmozytome entwickeln (Festing, 1998a). Auch beim C57BL/6
- Stamm handelt es sich um einen Inzuchtstamm. Er wurde 1921 von C.C. Little ge-
neriert und ist mittlerweile der am héufigsten verwendete Mausstamm zur Generierung

genetisch veranderter Tiere (Festing, 1998b).

Die verwendeten Sphingosinkinasedefizienten Méause auf BalbC Hintergrund, sowie die
dazugehorigen Wiltypkontrolltiere wurden von Zemann et al. 2006 generiert und von
Novartis Institutes for Biomedical Research (Basel, Switzerland) fiir diese Arbeit zur
Verfiigung gestellt. Die verwendeten sphingosinkinasedefizienten Mause auf C57BL/6-
Hintergrund wurden von Andrea Huwiler am Institut fiir Parmakologie der Universitét

von Bern (Switzerland) fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

Alle im folgenden beschriebenen Versuche sind von der Regierung von Oberbayern geméf3
68 des Deutschen Tierschutzgesetzes (TierschG in der Fassung vom 25.05 1998) geneh-
migt.

2.1.1 Zucht

Die Zucht wurde bei allen verwendeten Stdmmen in polygamer Verpaarung (Harem-
System) durchgefiihrt, wobei zwei Weibchen zusammen mit einem Ménnchen in Ver-
paarung gehalten wurden. Die tréchtigen Weibchen wurden einige Tage vor der Geburt
von den Ménnchen getrennt, um ihnen eine stressfreie Geburt zu erméglichen (Rusch,
2003). Nach vierwochiger Aufzuchtsphase wurden die Weibchen, nach dem Absetzen der

Jungtiere erneut verpaart.
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2.1.2 Tierhaltung- und Fiitterung

Die Tierhaltung erfolgte am Deutschen Herzzentrum Miinchen in einer spezifiziert patho-
genfreien Haltung. Es wurden je zwei bis sechs Tiere nach Stdmmen getrennt in durch-
sichtigen, leicht reinig- und sterilisierbaren Makrolonkéfigen vom Typ IIT (360cm?) (Eh-
ret GmbH, Emmendingen) gehalten. Den Tieren standen somit mindestens 2-3 cm?/g
Koérpermasse zur Verfiigung (Rusch, 2003). Als Einstreu wurde entkeimtes, entstaub-
tes Weichholzgranulat (Tiereinstreu ,Faser”, Fa. Altromin, Lage) verwendet, dass sich
durch besondere Saugfiahigkeit und weiche Beschaffenheit auszeichnet. Dieses wurde
zweimal pro Woche gewechselt. Entsprechend der Empfehlung der Gesellschaft fiir Ver-
suchstierkunde (1988) (Rusch, 2003) wurde das ,,Mikroklima® in den Kéfigen durch ein
Beliiftungssystem konstant bei einer Temperatur von 20-24°C und einer Luftfeuchtigkeit
von 50% gehalten. Die Beleuchtungsanlage wurde fiir die nachtaktiven, stressanfilligen
Tiere auf einen geregelten zwolfstiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus eingestellt. Den Tie-
ren stand zu jeder Zeit ausreichend Leitungswasser und pelletiertes, artgerechtes Futter
(Nr.1324 Ratte/Maus-Haltungsdidt 10mm vierkant, Fa. Altromin, Lage) ad libitum zur
Verfiigung.

2.2 Messung der S1P-Konzentration im Plasma,

Thrombozyten und Erythrozyten

Gewinnung der zu testenden Proben Das getestete Plasma wurde durch 15 miniitige
Zentrifugation von antikoagulierten Vollblut (EDTA K, Monovette, Sarstedt AG&Co,
Niirmbrecht, Deutschland) mit 1500 g bei Raumtemperatur und Abnahme des Uber-
standes gewonnen. Es wurden die Plasmen von SphK1/2%/* SphK1~/~, SphK2~/~ NF-
E27/~ und NF-E27/~ nach Transfusion von Wildtypthrombozyten zum Ausgleich des
Thrombozytendefizits gemessen. Die Transfusion erfolgte iiber Schwanzvenenpunktion
und die S1P-Messung wurde 6 h spéater durchgefiihrt. Die gewaschenen Thrombozyten
wurden wie in Abschnitt 2.7.3 geschildert gewonnen und die Isolation der Erythrozyten
erfolgte wie in Abschnitt 2.7.3 dargestellt.
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Detektionsmethode Die Konzentration der S1P-Spiegel im Plasma, in Thrombozyten
und in Erythrozyten wurde mittels ,, High-Performance Liquid Chromatography“(HPLC)
(Fa. Agilent, Palo Alto, CA) und anschliefender Massenspektrometrie ermittelt (Zemann
et al., 2006). Als interne Kontrolle der Messungen wurde C17-S1P (Avanti Polar Lipids,
Alabaster, IL) verwendet. Zuerst wurden die Lipide der Proben mittels Chloroform/-
Methanol, bei saurem pH-Wert geféllt. Die gewonnenen Extrakte wurden fiir 20min bei
40°C in Pyridin mit Acetanhydrid acetyliert (Berdyshev et al., 2005). Nach dem Ver-
dampfen der Losungsmittel wurden die Proben in Methanol und 0,2%iger Ameisensiure
gelost und mit einer Flussrate von 0,5 ml/min bei 40°C in eine Eclipse XDB Cg Saule (5,
4,6x150mm; Aligent, Palo Alto, CA) injeziert. Es folgte eine Gradiententrennung, wobei
die Konzentration von Eluent B (hmM HCOONH4+-0,1% HCOOH in MeOH/CH3/H,0
(49/50/1)) gegeniiber Eluent A (5mM HCOONH, + 0,1% HCOOH in MeOH/CH3/H,0
(80/20)) im Verlauf von 70 auf 100% gesteigert wurde. Die Detektion erfolgte mittels
,Negative Ion Electrosprayionization Liquid Chromatography with Mass Spectroscopy*
(LC-MS/MS) unter Verwendung eines API 4000 QTrap Instruments (MDS Sciex, Con-
cord, Canada) (Berdyshev et al., 2005). Die optimale Kollisonsenergie des derivatisierten
S1P war -28V, des C17-S1Ps -26V. Es wurden jeweils die Ubergange im Bereich der
Massen-Ladungs-Verhéltnisse m/z 462/402 (S1P) und m/z 448/388 (C17-S1P) mittels
»Multiple Reaction Monitorings“ (MRM) beobachtet.

Die Bestimmung der S1P-Konzentrationen erfolgte in Kooperation mit Christian Beerli,

am Novartis Institue for Biomedical Research in Basel (Switzerland).

2.3 Messung der SphK-Aktivitdt von Erythrozyten und
Thrombozyten

Sphk-Aktivitat in murinen Erythrozyten Die Bestimmung der SphK1- und SphK2-
Aktivitéiten erfolgte nach der von Olivera et al. publizierten Methode (Olivera et al.,
1998). Die Erythrozyten wurden mittels Ficoll-Gradienten aus dem Vollblut isoliert
(2.7.3) und jeweils 1 x 10® Zellen in Lysepuffer (20mM Tris, 20% Glyzerol, ImM DTT,
1mM 2-mercaptoethanol, ImM Sodiumorthovanadat, 15mM Sodiumfluorid, ,,Complete
Protease Inhibitor Cocktail“ (Roche, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland),

pH=74) aufgenommen. Die Suspension wurde daraufhin zweimal mittels Fliissigstickstoffs
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gefroren und wieder aufgetaut. Schliefllich wurden die Proben fiir 30min bei 37°C mit
10uM Sphingosin und [**P]-y ATP (0,5 g Ci, 1mM) in einem Endvolumen von 100 ul
Puffer (15 mM MgCly, 10 mM NaF und 1,5 mM Semicarbazid) inkubiert. Die markier-
ten Lipide wurden extrahiert und mittels Diinnschichtchromatographie (, Thin-Layer-
Chromatography“, TLC) (n-Butanol:Essigsdure:H,0, 6:2:2) isoliert (Olivera et al., 1998).
Die Quantifizierung des [*3P]-S1P erfogte mittels Molecular Dynamics Storm Phosphoi-

mager.

SphK-Aktivitdt in murinen Thrombozyten Die murinen Thrombozyten wurden wie
unter 2.7.3 beschrieben isoliert und daraufhin jeweils 1 x 107 Thrombozyten in Tyrode-
spuffer pH 7.4 (siehe 2.7.3) fiir 1 h bei 37°C mit *H-d-erythro-Sphingosin (10uM) und
,kaltem® (= nicht radioaktivem) Sphingosin (104M) inkubiert. Die Thrombozyten wur-
den daraufhin mit 0,1 U Thrombin (bovine o Thrombin, Fa. Sigma-Aldrich, St.Louis,
MO, USA) aktiviert, nach 1 bzw. 2 Stunden abzentrifugiert und der Uberstand vom
Pellet getrennt. Die markierten Lipide wurden extrahiert und mittels Diinnschicht-

chromatographie (,, Thin-Layer-Chromatography*, TLC) (s.o.) analysiert. Nach Trock-
nen der Probe wurde ein Autoradiogramm der Chromatographieplatte angefertigt und

die Intensitdten der verschiedenen Gruppen miteinander verglichen.

Die Sphingosinkinase-Assays wurden in Kooperation mit Nicole Urtz, ehemals Novartis
Institute for Biomedical Research, Wien (Osterreich) durchgefiihrt.

2.4 Messung der Arachidonsaure-, Thromboxan B,-,
Prostaglandin E,- und ATP-Freisetzung aus

aktivierten Thrombozyten

Messung der Arachidonsédurefreisetzung Es wurden jeweils 1x10” gewaschene Throm-
bozyten pro Gruppe (siehe 2.7.3) fiir 3 Stunden mit 1uCi [*HJ-Arachidonsiure inkubiert
und darauthin zweimal mit Tyrodespuffer pH=7,4 gewaschen, resuspendiert und 30min
bzw. 60min mit 0,1 U Thrombin (bovine o« Thrombin, Fa. Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,
USA) stimuliert. Nach Zentrifugation wurden die Uberstinde in , High Flash-Point Ul-
tima Gold? M LSC Cocktail“ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) aufgenommen und
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die Lichtintensitéit mit Hilfe eines Packard 2000-CA Liquid Scintillation Analyzers ge-

messen.

Messung der Thromboxan B;- und Prostaglandin E,-Freisetzung Die Messung der
Thromboxan Bo-und Prostaglandin Eo-Freisetzung erfolgte mittels kommerziell erworbe-
ner Enzymgekoppelter Immunadsorptionstests (EIA) Kits (No. 519031 bzw. No. 500141,
Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA). Die Thrombozyten wurden gewaschen (siehe
2.7.3) und jeweils 1x107 Zellen pro Assay fiir Omin, 15min, 30min oder 60min mit 0,1
U Thrombin (bovine o Thrombin, Fa. Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) stimuliert.
Nach Zentrifugation wurden die Uberstinde nach Angaben des Herstellers fiir den EIA

vorbereitet und gemessen.

Messung der ATP-Freisetzung Die ATP-Freisetzung wurde nach Gewinnung der
Thrombozyteniiberstéinde (s.0) mittels ,ATP Bioluminescence Assay Kit HSII“ (Fa.
Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Switzerland) nach dem Protokoll des Herstelles gemes-

sen.

Die Messung der Arachidonsiure-, Thromboxane Bs-, Prostaglandin Es- und ATP-
Freisetzung aus aktivierten Thrombozyten erfolgte in Kooperation mit Nicole Urtz ehe-

mals am Institut Novartis Institute for Biomedical Research Wien (Osterreich).

2.5 Morphologische Analyse der Thrombozyten

Messung des Thrombozytenvolumens Das Thrombozytenvolumen wurde mittels au-
tomatischen Zellzahlers (Sysmex Microcellcounter XE-2100, Sysmex Deutschland GmbH,
Norderstedt) in jeweils 100ul Vollblut bestimmt und die verschiedenen Gruppen unter-

einander verglichen.

Transmissionselektronenmikroskopie der Thrombozyten Isolierte Thrombozyten (sie-
he 2.7.3) wurden zuerst mit 3%igem Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylsaurepuffer pH=7,4
bei 4°C fiir eine Stunde und daraufhin eine weitere Stunde bei 4°C mit 1%igem Osmium-

tetraoxid (OsOy) in 0,1 M Cacodylatsidurepuffer pH=7 4 fixiert. Nach Fixierung wurden
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die Zellen mittels steigender Azetonreihe dehydriert und in Epon fixiert. Fiir die mikro-
skopische Analyse der Proben wurden zuerst sogenannte ,, Semithin Sections® (ca. 0,5um)
aus den Gewebeblocken erstellt, mit Toluidinblau gefdrbt und mit einem Lichtmikroskop
(Fa. Zeiss, Jena, Deutschland) untersucht. Auf den lichtmikroskopischen Beobachtungen
basierend wurden aus diesen Blocken ,, Ultrathin Sections“ (ca. 80-90 nm) geschnitten,
diese mit Uranylacetat und Bleizitrat gefdrbt und anschlieBend mit einem Transmissi-

onselektronenmikroskop (CM10, Philips, Ziirich, Schweiz) untersucht.

Die elektronenmikroskopische Analyse der Thrombozyten erfolgte in Kooperation mit
David Ledieu und Elke Persohn am Novartis Institute for Biomedical Research Basel
(Switzerland).

2.6 Grundlagen der Fluoreszenzmikroskopie

2.6.1 Definition der Fluoreszenz

Als Fluoreszenz bezeichnet man die Lichtemission eines Fluorophors, die im Bereich von
Nanosekunden nach Lichtabsorption einer typischerweise kiirzeren Wellenldnge auftritt
(Lichtman and Conchello, 2005). Der Unterschied zwischen der Wellenlénge des anre-
genden und emittierten Lichts wird als Stokes-Shift bezeichnet und ist die Grundlage
der Kontrasterzeugung in der Fluoreszenzmikroskopie. So kann man durch Verwendung
entsprechender Filter die Wellenldngen des Anregungslicht fiir die Detektion durch die
Kamera blocken und nur die emittierte Fluoreszenz aufzeichnen. Wahrend des Vorgangs
der Fluoreszenz verédndert sich das Energieniveau eines Fluorophors in charakteristi-
scher Weise. Sowohl die Effizienz als auch die Absorptions- und Emissionswellenldnge
eines Fluorophors ist durch den Energiezustand seiner Valenzelektronen charakterisiert.
Bei der Anregung durch elektromagnetische Wellen (z.B. Licht) werden Elektronen aus
dem elektronischen Grundzustand in energetisch héher liegende Zusténde iiberfiihrt. Die
darauffolgende Relaxation in den energetisch bevorzugten Grundzustand kann nun auf
unterschiedlichen Wegen erfolgen und durch das Jablonski-Diagramm veranschaulicht
werden (siehe 2.1) (Lichtman and Conchello, 2005).
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Abbildung 2.1 — Jablonskidiagramm (modifiziert nach Lichtman and Conchello (2005))

SO bezeichnet im Jablonski-Diagramm den Grundzustand und entspricht dem Energie-
zustand eines Molekiils, das noch nicht durch Licht angeregt wurde. S1 und S2 sind an-
geregte Singlet-Zustidnde, bei denen ein Valenzelektron in weitere Orbitale mit hoherem
Energieniveau angehoben wurde. Dabei besitzt S1 ein hoheres Energieniveau als SO, und
S2 ein hoheres als S1 (sieche Abb. 2.1). Ein in ein hoheres Orbital angeregtes Elektron
gelangt iiber verschiedene Mechanismen wieder zuriick in den energetisch giinstigeren
Grundzustand. Zuerst gelangt es iiber ,,Internal Conversion“ und , Vibrational Relaxa-
tion® zuriick auf das unterste Niveau im S1 - Zustand. In diesem besitzt das angeregte
Molekiil nun einen dhnlichen “Vibrational- und Rotational State® wie im Grundzu-
stand. Durch die in hohere Orbitale gehobenen Valenzelektronen hat es aber immer
noch zusétzliche Energie (sieche Abb. 2.1). Gute Fluorophore setzen diese Energie beim
Sprung in den préferierten SO Grundzustand in Form von Photonen frei. Das Emissi-
onsspektrum eines Fluorophors beinhaltet dabei alle Wellenldngen die die emittierten
Photonen besitzen kénnen (siehe griine bis gelbe Pfeile in Abb. 2.2). Diese Wellenldngen
entsprechen dabei der Energiedifferenz zwischen dem untersten Niveau in S1 und jedem
beliebigen Niveau (0-3) in SO (siehe Abb. 2.1). Da die Emission vom niedrigsten Ni-
veau des S1 - Zustands ausgeht ist die Energie der emittierten Photonen typischerweise
niedriger als die der Anregenden. Dies ist die Grundlage des Stoke’s Shifts. Auf der
rechten Seite des Jablonski-Diagramms in Abbildung 2.1 befinden sich die sogenannten
Triplet-Zusténde, bei denen die Valenzelektronen sowohl in ein neues Orbital angeho-
ben wurden, als auch ihre Spin-Eigenschaften gedndern haben (Lichtman and Conchello,
2005). Den Ubergang vom Singlet-Zustand in den Triplet-Zustand bezeichnet man als
wIntersystem Crossing“. Er ist in der Quantentheorie nicht erlaubt und besitzt eine

sehr geringe Wahrscheinlichkeit. In der Fluoreszenzmikroskopie ist er dennoch von ent-
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Abbildung 2.2 - Zusammenhang zwischen den Energieniveaus eines Fluorophors und
den entsprechenden Absorptions-und Emissionsspektren am Beispiel des Farbstoffs FITC
(modifiziert nach Lichtman and Conchello (2005))

scheidender Bedeutung (Lichtman and Conchello, 2005). So miissen Elektronen um in
den Singlet-Grundzustand zuriick zugelangen erneutes ,, Intersystem Crossing“ begehen,
was aufgrund der geringen Wahrscheinlichkeit dieses Prozesses linger dauert als die re-
guldre Relaxation. Auch bei diesem Prozess wird Energie in Form von Licht freigesetzt.
Sie wird als Phosphoreszenz bezeichnet und kann durch die zeitlichen Verzogerung in
der Fluoreszenzmikroskopie nicht detektiert werden (Lichtman and Conchello, 2005).
Von wahrscheinlich noch groflerer praktischer Relevanz ist die Tatsache, dass Molekiile
im Triplet-Zustand zusétzlich photochemisch reagieren. So fithren photochemische Re-
aktionen unter anderem zur Freisetzung radikaler Sauerstoffspezies, die unerwiinschtes
,Photobleaching“ und ,,Phototoxicity“ der gefirbten Zellen verursachen konnen (siehe
Abb. 2.1). Unter ,,Photobleaching® versteht man den zunehmenden Verlust der Fluo-
reszenz im Verlauf der Anregung, , Phototoxicity“ beschreibt den toxischen Effekt der
entstehenden Sauerstoffradikale auf den Organismus. Letzteres ist vor allem in der Fluo-

reszenzmikroskopie lebender Zellen ein limitierender Faktor.

2.6.2 Das Fluoreszenzmikroskop

Um das Phinomen der Fluoreszenz fiir die Mikroskopie nutzen zu kénnen benotigt man

spezielle Fluoreszenzmikroskope, deren essentielle ,, Hardware“-Bestandteile im Folgen-
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den genauer beschrieben werden. Vom Aufbau der Fluoreszenzmikroskope unterscheidet
man sogenannte ,, Inverted“-Mikroskope von sogennannten ,,Upright“-Mikroskopen, wo-
bei sich die fiir die Mikroskopie wichtigen Bestandteile lediglich in der Anordnung un-
terscheiden (siche Abblidung 2.3). Im ,, Inverted* -Mikroskop befindet sich das Objektiv
unterhalb der Probe. Dieser Aufbau eignet sich besonders fiir die Mikroskopie von iso-
lierten Zellen, z.B. in der Zellkultur oder fiir die in Kapitel 2.7 beschriebenen Flusskam-
merversuche. Im ,, Upright“-Mikroskop befindet sich das Objektiv iiber der Probe und
der Abstand zwischen der Probenauflage und dem Objektiv kann iiber einen griéfieren
Bereich variert werden. Dies ist besonders fiir die in Abschnitt 2.9.3 beschriebene In-
travitalmikroskopie wichtig, da man hierbei den Aufbau flexibel an die Grofle der ver-
wendeten Maus anpassen muf3. Der Strahlengang ist in beiden Aufbauten der selbe. Aus
einer Lichtquelle (siehe 2.6.2) wird der gewiinschte Anregungswellenléingenbereich durch
einen Exzitationsfilter (siehe 2.6.2) gefiltert und iiber das Objektiv (siche 2.6.2), welches
somit als Kondenser fungiert auf die Probe fokusiert. Das emittierte Fluoreszenzlicht
wird vom Objektiv gesammelt und im Emissionsfilter (siche 2.6.2) vom Anregungslicht
getrennt. Das Fluoreszenzsignal kann schliefflich iiber das Okular mit dem Auge oder

iiber einen Kameraport mit einer Kamera detektiert werden (siehe 2.6.2).
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Abbildung 2.3 — Mikroskopdesigns: Das Inverted- und Uprightmikroskop (aus Abramo-
witz and Davidson (2012))

Die Lichtquelle Die Qualitéit der Fluoreszenzmikroskopie ist im grolen Mafle von der
Qualitat der Lichtquelle abhéngig. Wie oben beschrieben besitzt jedes Fluorophor ein

bestimmtes Absorptions- und Emissionsspektrum. Um ein Fluorophor effizient anzu-

28



2 Material und Methoden

regen benotigt man also eine Lichtquelle deren Emissionspektrum moglichst mit dem
Absorptionsspektrum des verwendeten Fluorophors iibereinstimmt. Gleichzeitig muss
die Lichtquelle auch die zur Anregung benétigte hohe Intensitdt bereitstellen, da man
beriicksichtigen muss, dass nur ein sehr schmaler Wellenldngenbereich den Anregungs-
filter passieren kann (Davidson, 2012). Somit steht nur ein geringer Teil der Gesamtin-
tensitéit fiir die Anregung der Probe zur Verfiigung. In der Widefield Fluoreszenzmi-
kroskopie wird vor allem die Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe (,,Mercury Arc-lamp*)
verwendet. Quecksilberdampf-Kurzbogenlampen bestehen aus zwei Elektroden, die sich
in einem Quarzgehduse mit vaporisierten elementaren Quecksilber befinden. Die Lampe
wird durch hohe Spannunnungspulse geziindet. Dabei wird ein kleiner Teil des Queck-
silbers ionisiert. Nach dem Ziinden wird die Spannung reduziert und das ionisierte
Gas dient nun der Stromleitung und bildet den Plasmaball der sich zwischen den bei-
den Elektroden formt. Hierbei entstehen extrem hohe Temperaturen und Driicke in-
nerhalb des Quarzgehéuses, die zu der hohen Lichtintensitét fithren. Das Emissionss-

pektrum der Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe ist in Abbildung 2.4 dargestellt. Man

Mercury Arc Lamp (HBO)

Relative Spectral Radiation

300 400 500 600 700 800
Wavelength (Nanometers)

Abbildung 2.4 — Emissionsspektrum der Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe (aus Abra-
mowitz and Davidson (2012))

kann deutlich die Intensitatsgipfel im Bereich von 365, 400, 440, 546, und 580 Nanome-
tern im Emissionsspektrum erkennen. Dadurch wird ersichtlich, das Quecksilberdampf-
Kurzbogenlampen nur fiir die Anregung bestimmter Fluorophore geeignet sind. Eine ho-
mogeneres Spektrum bieten hingegen Xenon-Kurzbogenlampen (siche Abbildung 2.5).
Sie ermoglichen die Anregung von Flurophoren iiber einen breiten Wellenldngenbereich.
Zur fluoreszenzmikroskopischen Darstellung der Plédttchenadhésion unter Flussbedin-
gungen (siehe Abschnitt 2.7.5) wurde eine Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe (HBO
50 W/AC L1, Osram, Miinchen) verwendet. Fiir die intravitalmikroskopischen Denu-
dationsversuche (siehe Abschnitt 2.9.3) wurde eine Xenon-Kurzbogenlampe (XBO 150
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W /1, Osram, Miinchen) verwendet. Zur intratravitalmikroskopischen Analyse der FeCl;-
Verletzung (siehe Abschnitt 2.10.2) wurde eine Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe (HBO
103 W/2, Osram, Miinchen) verwendet.

Relative Spectral
Rad iatﬂm

300 400 500 600 700 BOO 900 1000 1100 1200 1300
Wavelength (Nanometers)

Abbildung 2.5 — Emissionsspektrum der Xenon-Kurzbogenlampe (aus Abramowitz and
Davidson (2012))

Die Filtersets Filter sind ein essentieller Bestandteil des Fluoreszenzmikroskops. Sie
werden einerseits benotigt um aus dem weiflen Licht der Lichtquelle eine bestimmte
Wellenlénge fiir die spezifische Anregung des gewiinschten Fluorophors zu filtern. An-
derseits sind sie essentiell fiir die Trennung des emittierten Lichts vom Anregungslicht
und ermoglichen somit erst die Detektion des Fluoreszensignals. Die wichtigsten drei Fil-
ter sind dabei meistens in einem sogenannten ,, Filtercube“ zusammengefasst. Abbildung

2.6 zeigt schematisch den Aufbau und Strahlengang eines Fliltercubes.
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Abbildung 2.6 — Aufbau und Strahlengang eines Filtercubes (aus Davidson (2012) und
Reichmann (2010))

Den , Excitation Filter® passieren nur die Wellenlédngen der Lichtquelle, die fiir die An-

regung des verwendeten Fluorophors notig sind. Um das in unserem Falle verwendete
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CFDA-SE anzuregen wurde ein Bandpassfilter zwischen 450-490 nm Wellenldnge ver-
wendet, d.h. unsere Probe wurde mit blauem Licht im schmalen Wellenl&ngenbereich
von 450nm bis 490nm angeregt. Der dazugehorige ,,Dicroic Mirror® reflektiert das An-
regungslicht in die ,,Back Focal Aperature® des Objektivs, welches dadurch auf die
Probe fokusiert wird. Das angeregte CFDA-SE emittiert maximal bei 534nm (siehe
Abbildung 2.8) im griinen Spektralbereich. Um das im Vergleich zum Anregungslicht
deutlich schwichere Fluoreszenzsignal zu detektieren ist eine exakte Trennung dieser
Wellenldngenbereiche im Detektionsweg notig. Dazu besitzt der ,,Dicroic Mirror® die
Féahigkeit, Wellenldngen die kiirzer als 510nm sind, zu reflektieren und Wellenldngen die
groffer 510nm sind durchzulassen. Dadurch wird das von der Probe unspezifisch reflek-
tierete Anregungslicht geblockt, wiahrend das spezifische Fluoreszenzsignal den ,,Dicroic
Mirror® passiert. Um das Emissionssignal noch exakter von Storsignalen zu befreien, ist
im Flitercube des weiteren ein ,Emissionfilter” integriert. Er ist in unserem Falle nur
fiir Wellenldngen, grofler als 520nm durchléssig. Das Signal, dass schliellich das Okular
oder die CCD-Kamera erreicht ist durch diesen komplexen Filterprozefl spezifisch der

Emission der Probe zuzuordnen.

Das Objektiv Das Objektiv ist das wichtigste optische Element eines Mikroskops. Bei
optimaler Einstellung des Mikroskops ist es der limitierende Faktor fiir die Auflésung
und Qualitdt der Aufnahmen. Die optische Auflosung eines Mikroskops ist definiert
durch den Abstand zweier Objektdetails, der eine optische Trennung dieser noch zulésst
(Inoue, 2006). Ernst Abbe beschrieb den minimalen Abstand (d,) bereits 1873 mit
folgender Gleichung (Abbe, 1873):

1.22)¢
NAobj + NAcond ( )

wobel

Ain minimaler Abstand zweier Objektdetails [nm)]
Ao Wellenldnge des verwendeten Anregungslichts im Vakuum [nm)]
NAy;  Numerische Apertur des Objektivs

NAcng Numerische Apertur des Kondensors
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Die numerische Apertur ist eine dimensionslose Zahl, die sich aus dem Produkt des
Brechungsindex des Immersionsmediums (Material zwischen Objektiv/Condenser und

Fokus) n und dem Sinus des halben objektseitigen Offnungswinkels o berechnen lésst.

NA=n-sina (2.2)

Aus Formel 2.1 wird ersichtlich, dass eine hohe Auflésung nur durch eine hohe NA
moglich wird. Formel 2.2 zeigt, dass bei einem maximalen halben Offnungswinkel ov = 90°
und somit sin @ = 1 der Brechungsindex des verwendeten Immersionsmediums entschei-
dent fiir den Endwert ist. Luft hat einen Brechungsindex von ca. 1, Wasser von ca.
1,33 und Immersionsdl von ca. 1,4. Die maximale NA eines Olimmersionsobjektivs kann
demnach 1,4 betragen. Da in der Fluoreszenzmikroskopie wie in 2.6.2 beschrieben das

Objektiv auch als Condenser fungiert gilt fiir Gleichung 2.1 vereinfacht:

g L2 061X
T2 NAw;  NAw,

(2.3)

Zum Beispiel konnte man mit dem, in unseren Versuchen verwendeten blauen Anre-
gungslicht der Wellenldnge 488nm und dem verwendeten Wasserimmersionsobjektiv,
XLUMPIlanFT 202/0,95W (Fa. Olympus, Hamburg) folglich unter optimalen Bedingun-
gen eine maximale Auflésung von ca. 313 nm erzielen. Es ist aber an dieser Stelle zu
betonen, dass gerade bei intravitaler Mikroskopie diese optimalen Versuchsbedingungen
nicht erreicht werden und als limitierender Faktor die Stabilitat der Praparation im Vor-
dergrund steht. In den Flusskammerversuchen wurde ein Zeiss Achroplan 10z/0, 25 (Fa.
Zeiss AG, Jena) verwendet. Die intravitalen Denudationsversuche erfolgten mit Hilfe ei-
nes Olympus XLUMPlanFT 20x/0,95W (Fa. Olympus, Hamburg). Zur Darstellung der
Thrombusformation nach FeCls-Lésion wurde ein Achroplan 20x/0.5W (Fa. Zeiss, Jena)

verwendet.

Die Kamera Um die Fluoreszenzbilder aufzuzeichnen benétigt man besonders emp-
findliche Kameras. In der modernen Fluoreszenzmikroskopie haben sich hierbei soge-
nannte Charge-Coupled Devices (CCD-Kameras) durchgesetzt. Im Folgenden wir die

Funktionsweise einer CCD-Kamera vereinfacht dargestellt. Zur Veranschaulichung dient
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hierbei Abbildung 2.7. Ein CCD-Sensor besteht aus in Reihen angeordneten Photodi-
oden. Diese sind meist rechteckig oder quadratisch und bestehen héufig aus dem photo-
sensitiven Material Silizium. Die Grofle der einzelnen Photodioden hat Einfluss auf deren
Sensitivitdt und die Auflosung der Aufnahmen. Je gréfer die Diode, desto lichtempfind-
licher ist sie, allerdings nimmt dabei die maximal mogliche Auflosung der Aufnahmen
ab. Trifft ein Photon auf eine Photodiode, so gibt dieses seine Energie auf die Elektronen
des Diodenmaterials ab, wobei gleichzeitig freie, negativ geladene Elektronen und posi-
tiv geladene , Locher® entstehen. Die Ladungen werden iiber eine anliegende Spannung
voneinander getrennt und in einer Speicherzelle der Diode gesammelt. Die gespeicherte
Ladung ist dabei proportional zu den einfallenden Photonen. Die Ladungen werden se-
riell in einer sogenannten Eimerkette erst vertikal, dann horizontal ausgelesen. Dadurch
wird nacheinander jedem Pixel abhéngig von der Ladung ein Wert zugeordnet. Diese
Werte entsprechen den Grauwerten unserer Digitalbilder, wobei eine 8-bit Kamera zum
Beispiel eine ,,Dynamic Range“ von 2% = 256 Grauwertstufen besitzt. Eine detaillierte
Funktionsbeschreibung der CCD-Kamera findet sich in Pawley 2006. Zur Analyse der
Thrombozytenadhésion unter Flussbedingungen in vitro wurde eine CCD-Kamera der
Fa. Zeiss (AxioCam HRe, Zeiss, Jena) verwendet. Die Denudationsversuche wurden mit
einer CCD-Kamera der Fa. Hamamatsu (ORCA-ER Digital Camera, Hamamatsu Pho-
tonics Deutschland GmbH, Ammersee) ) dokumentiert. Die intravitalmikroskopischen
Aufnahmen der FeCls-Lésion erfolgten mit einer CCD Kamera der Fa. Horn Imaging
(BC-71, Fa. Horn Imaging, Aalen).
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Abbildung 2.7 — Schematische Darstellung eines CCD-Arrays (aus Chuza (2010))
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2.6.3 Der Fluoreszenzfarbstoff 5(6)-Carboxyfluoreszein Diazetat,
Succinimidylester (5(6)-CFDA, SE)

Das Xanthen-Derivat 5(6)-Carboxyfluoreszein Diazetat (Fa. Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) mit der Summenformel CogH19N;O1; ist ein lipophiler, membranpermeabler
Farbstoff. CFDA-SE ist selbst farblos und nur minimal fluoreszierend, bevor innerhalb
der Zelle durch Esterasen die Azetylgruppen abgespaltet werden (siche Abbildung 2.8).
Der Farbstoff bindet iiber die Succinimidylestergruppe kovalent an freie Amine zytoplas-
matischer Proteine und verbleibt dadurch in der Zelle. Dies ermoglicht eine Langzeitmar-
kierung von Zellen mit hoher Spezifitdt des Fluoreszenzsignals (Wang et al., 2005). Das
Absorptionsmaximum des Farbstoffs liegt bei einer Anregungswellenldnge von 514nm,

das Emmissionsmaximum bei 532 nm (siehe Abbildung 2.8).
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Abbildung 2.8 — Das Fluorophor CFDA-SE. Links ist der molekulare Mechanismus zel-
luléren Aufnahme dargestellt (aus Wang et al. (2005)).Der rechte Teil der Abbildung zeigt
das Exzitations-bzw. Emissionsspektrum (aus Invitrogen (2012))

2.7 In vitro-Analyse der Thrombozytenadhdsion unter

Flussbedingungen

Fiir die Durchfiihrung eines Flusskammerexperiments benotigt man eine Flusskammer,
eine Perfusionspumpe, die den fiir den Flul benotigten Druck erzeugt und eine Perfusi-

onslosung. Im Folgenden werden die verwendeten Systeme genauer beschrieben.
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2.7.1 Aufbau der Flusskammer

Als Flusskammer wird das kommerziell erwerbliche Ibidi p-Slide VI (Ibidi GmbH, Mar-
tinsried) verwendet (siehe Abbildung 2.9). Es handelt sich hierbei um eine, einmal zu
verwendende sogenannte ,,Parallel-Plate“-Kammer mit sechs perfundierbaren Kanélen.
,Parallel-Plate“-Kammern sind in der Regel rechteckige Kanile deren Boden aus Glas-
coverslips oder anderen, fiir die Mikroskopie geeigneten Materialien bestehen. Hierdurch
wir eine einfache Darstellung der Zellen ermoglicht (Sakariassen et al., 1983). Ibidi-Slides
bestehen aus lichtdurchlassigem Plastik und sind gut fiir die Fluoreszenzmikroskopie ge-
eignet. Die einzelnen Kammern sind mit einem Fassungsvolumen von 30ul sehr klein
(hohe x breite x linge = 0,4mm x 3,8mm x 17mm), wodurch die Perfusion geringer
Volumina (z.B. Mausblut) mit physiologischen Scherraten iiber lingere Zeit moglich ist
(Schulz et al., 2009).

Fibrinogen

vWF

Collagen

Laminin

Abbildung 2.9 — Adhision CFDA-SE-markierter Thrombozyten auf funktionalisiertem
Ibidi-Slide VI (aus Schulz et al. (2009))

Eine Funktionalisierung der hydrophoben Plastikoberflichen ist durch Beschichtung
mit Plasmaproteinen sowie Proteinen der extrazelluliren Matrix moglich. Die sterilen
Flusskammerslides wurden daher vor Gebrauch mit den in Tabelle 2.1 zusammenge-

fassten Proteinen beschichtet. Die Losung der kommerziell erworbenen Proteine erfolg-
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Protein Nr./Firma gelost in | Endkonzentration gewaschen
mit

Collagen # 354249 4049 /ml Eisessig PBS

Typ I BD Biosciences,

(rat) Two Oak Park,

Bedford

Laminin # 23017-015 40ug/ml PBS A. dest.

(mouse) Invitrogen

Fibrinogen | # F4385 10pg/ml PBS PBS

(mouse) Sigma

von # 681300 40ug/ml A. dest. A. dest.

Willebrand | Calbiochem

Faktor

(human)

Tabelle 2.1 — Funktionalisierung der Flusskammerkanéle

te nach den Angaben der Hersteller. Die optimalen Proteinkonzentrationen wurden in
Verdiinnungsreihen ermittelt und ihre Funktionalitdt in Pléttchenadhésionsversuchen
getestet (siehe Abbildung 2.9) (Schulz et al., 2009).

Fiir alle Beschichtungen wurden die Flusskammerkanéle mit 30ul der jeweiligen Prote-
inlosung steril befiillt und anschliefend fiir 40min bei Raumtemperatur inkubiert. Es
wurde hierbei darauf geachtet keine Luftblasen zu erzeugen, da diese zu inhomogener
Kammerbeschichtung fiithren kénnten. Danach wurde die Fliissigkeit abgesaugt und die
Kaniéle mit 200l der zugehorigen Waschlésung vorsichtig gespiilt. Die Kammern wur-
den daraufthin bei Raumtemperatur getrocknet und direkt fiir die Perfusionsversuche
verwendet. Beschichtete Flusskammern wurden nicht langer als eine Woche bei 4°C auf-
bewahrt.

Wiéhrend den Perfusionen wurden die Fusskammern auf physiologische 37°C erwérmt.

Hierfiir wurden die Slides auf einer selbst gebauten Heizplatte befestigt.

2.7.2 Funktionsweise der Perfusionspumpe

Eine Perfusionspumpe hat die Aufgabe den erforderlichen Druck zu erzeugen, um die

Perfusionslosung mit der vorher definierten Scherrate durch den Flusskammerkanal zu
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pumpen. In unseren Versuchen haben wir die rezirkulierende Perfusionspumpe der Firma
Ibidi (Ibidi GmbH, Martinsried) verwendet (sieche Abbildung 2.10).

computer air pressure pump
g
H__m_ﬂ A A
! L State 1 _— State 2 —
’

heating stage 37°C A

‘ - —y
(=) ? ( = air flow
Q a on
= -:A :

o -
e - = -
A B B
liquid flow
computer ' ' ' ' on )
A , “‘ off |
T ‘o‘ﬂar’ o /0
] [4 o/ 0 = — 0‘a -1l
Y A Y

‘:"\-‘h ) .
perfusion chamber lH. — ’
SO F% = -
S
Abbildung 2.10 - Das Ibidi-Perfusionssystem (aus Schulz et al. (2009))

Das computergesteuerte Ibidi-Perfusions-System besteht aus einer Luftdruckpumpe und
einem Ventil- und Schlauchsystem, durch das die Fliissigkeit gepumpt wird. Ein rezir-
kulierendes Perfusionssystem ist ein geschlossener Kreislauf bei dem im Gegensatz zu
offenen Systemen das Perfusat nicht verworfen wird, sondern kontinuierlich zirkuliert.
Dementsprechend besitzt das System ein Spender (A)- und ein Auffangreservoir (B).
Dabei fiillt sich das Auffangreservoir im Verlauf eines Perfusionszykluses und steht fiir
den darauffolgenden Zyklus als Spenderreservoir zur Verfiigung (statel — state2). Die
Luftdruckpumpe erzeugt einen positiven bzw. negativen Druck in den jeweiligen Reser-
voirs, wodurch die Fliissigkeit im nachgeschalteten System bewegt wird. Durch diese
Art der Flusserzeugung wird der mechanische Stress, der auf die Zellen einwirkt und
diese vorzeitig aktivieren konnte, minimiert. Wéren die Flusskammerkanéle direkt an
die Reservoirs angeschlossen, so wiirde sich die Flussrichtung mit jedem Zyklus umkeh-
ren. Eine Umkehrung der Direktionalitdt erzeugt Oszillationen im Flussprofil, die zur
unphysiologischen Aktivierung von Blutzellen fithren kénnen und fiir die Untersuchung
der Thrombozytenadhésion im laminaren Fluss nicht geeignet sind. Um diese Problema-

tik zu umgehen hat das Ibidisystem einen Ventilmechanismus implementiert, der durch
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einen mit der Luftdruckpumpe synchronisierten Schaltmechanismus die Direktionalitét
in den Flusskammerkanilen aufrecht erhélt (siche Abbildung 2.10 statel — state2).
Wie bereits in Abschnitt 1.3 erwdhnt, héngt die Scherrate v in einem durch Hohe und
Breite definierten Flusskammerkanal von der Flussrate ) ab. Die Flussrate wird im
Ibidi-Perfusionssystem direkt iiber den Luftdruck reguliert. Eine Erhohung des effekti-
ven Druckes fithrt zu einem proportionalen Anstieg der Flussrate (). Der Druck kann
tiber die Steuerungssoftware PumpControl 1.3.4 (Ibidi GmbH, Martinsried) reguliert
werden (siche Abbildung 2.11). Nach Kalibrierung des Systems berechnet die Software
bei Eingabe der gewiinschten Flussrate () bzw. Scherrate v den dafiir benotigten Druck.
Unter Flow Settings (sieche Abbildung 2.11) kann man die hierzu benétigten Parameter
einstellen. Wichtig ist hierbei die Berechnung eines Rekalibrierungsfaktors, da sich die
Voreinstellung der Software auf die Viskositdt von Wasser bezieht. Da Blut eine hohere
Viskositédt als Wasser besitzt ist ein dementsprechend hoherer Druck zur Erzeugung
derselben Flussrate () bzw Scherrate v notig. Man ermittelt den zu beriicksichtigenden
Rekalibrierungsfaktor (RF) wie folgt: es wird die Dauer t,e; fysqt filr die Perfusion von 2
ml der Blutsuspension gemessen und mit der Dauer ¢4 €iner entsprechenden Perfu-

sion mit 2 ml Wasser verglichen (siche Formel 2.4).

2ml

t erfusa
RF — twasser — p f t (24)

2ml
tpe'rfusat

wasser

Ist das System kalibriert und sind die Flussparameter eingestellt, so kann die Perfu-
sion durch Aktivierung des griinen ”Play-Buttons”begonnen werden. Die Kalibrierung
erfolgte mit der in den folgenden Abschnitten beschriebenen Perfusionslésung und die
Messung ergab einen Rekalibrierungsfaktor von 3,3. Die Scherrate wurde auf 100! ein-
gestellt. Unter Verwendung in der Einleitung abbgebildeten Nomogramms (siehe Abbil-
dung 1.6) entspricht dies bei einem Hématokrit von 0,35 in etwa einer Scherkraft von 3

dyne/cm?.

2.7.3 Erstellung der Perfusionslésung

Erstellung des modifizierten Tyrodes-Puffers Um ein weitgehend physiologisches Mi-
lieu wiahrend und nach der Thrombozytenisolation zu gewéhrleisten wurde ein auf HE-
PES basierender, modifizierter Tyrodes-Puffer hergestellt. HEPES wird fiir biochemi-

sche, molekularbiologische und mikrobiologische Zwecke héufig als Puffersubstanz ver-
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Abbildung 2.11 — Die Steuerungssoftware PumpControl

wendet, da es bei einer Sdurekonstante von pKs = 7,55 (bei 20°C) eine gute Pufferka-
pazitit zwischen pH = 6,8 — 8,2 besitzt und (Good et al., 1966).

Die 10fach-konzentrierte Tyrodes-Stocklosung (1000m! Aqua bidest, 80g NaCl (Fa. VWR
International GmbH, Darmstadt), 10,15¢g NaHCO3 (Fa. VWR International GmbH,
Darmstadt) und 1,95¢g KCI (Fa. VWR International GmbH, Darmstadt)) wurde 1 : 10
mit aqua destillata verdiinnt und fettséurefreies BSA [0, 1%] (Bovines Serum Albumin,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) sowie D(+)-Glucose [0, 1%]
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) darin gelost. Nach Zugabe
der HEPES Losung [10mM] wurde die Pufferlésung unter Zugabe von 2M HCI auf
einen pH-Wert von 6,5 bzw. 7,4 titriert.

Isolation und Farbung muriner Thrombozyten Die Gewinnung des murinem Voll-
blutes erfolgte durch Punktion am schlagenden Herzen. Hierzu wurde eine Inhalati-
onsandsthesie mittels Isofluran (Isofluran Delta Select, Delta Select GmbH, Deieich)
(Verdampfer Ohmeda Isotec 3, Fa. Eickemeyer, Tuttlingen eingerichtet von Volker Vet,
Volker GmbH, Kaltenkirchen) und Sauerstoff durchgefiihrt. Um Schmerzfreiheit zu er-
zielen wurde zusétzlich Fentanyl s.c. verabreicht (Fentanyl-Curamed, CuraMED Phar-
ma GmbH, Karlsruhe). Die erwiinschte Narkosetiefe wurde dabei durch Ausbleiben
des Schmerzreflexes bei starkem Druck auf die digitale Nagelfalz bestimmt. Der in

Riickenlage befindlichen Maus wurde in einem ca. 1 ¢cm langen Hautschnitt oberhalb des
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Sternums der Thorax frei prapariert und eine sterile Blutabnahme erméglicht. Mittels
einer 26G 1/2”-Kaniile (0,45mm x 13mm) (Microlance 3, Becton Dickinson, Heidel-
berg) wurde das schlagende Herz links-parasternal, transthorakal punktiert. Es wurden
1ml Vollblut pro Maus entnommen. Da die Herzpunktion mit einem hohen Risiko sehr
schmerzhafter Komplikationen, wie Pneumothorax oder Herzbeuteltamponade einher-
geht, wurden die M&ause nach der Punktion mittels kranio-cervikaler Dislokation eutha-
nisiert (Hau and Van Hoosier, 1994).

Die Abnahme des Blutes erfolgte in eine mit Antikoagulanz benetzte 2ml Spritze. Als An-
tikoagulanz wurden 140l Acid-Citrate-Dextrose (ACD) verwendet. ACD ist in Aqua de-
stillata gelostes Nag-Zitrat [85m M| (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen), Citro-
nensédure [64, 9mM]| (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) und Glucose [111mM]
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen). Es besitzt einen pH-Wert von 4,69. Der re-
sultierende niedrige pH-Wert des antikoagulierten Blutes (pH = 6, 2), hemmt die Throm-
bozytenaktivierung ergédnzend zur kalziumbindenden Wirkung des Zitrats. Es eignet sich
deshalb sehr gut zur Isolation gewaschener Thrombozyten, da die hierfiir notwendingen
Zentrifugationskrifte ein grofles Risiko fiir die mechanische Aktivierung der Plédttchen
darstellen (Jennings and McCabe White, 2007). Frithere Untersuchungen konnten zeigen,
dass das nachfolgend beschriebene Protokoll zur Thrombozytenisolation und 5(6)-CFDA
-Féarbung zu keiner relevanten Thrombozytenaktivierung fithrt (Massberg et al., 1998;
Baker et al., 1997).

Zuerst wurde das antikoagulierte Vollblut 1:1 mit modifizierten Tyrodes-Puffer pH = 6,5
verdiinnt und daraufhin das pléttchenreiche Plasma (PRP) isoliert. Hierzu wurde die
Vollblutsuspension fiir 20min bei 92¢g (Heraeus, Megafuge, Hanau) zentrifugiert. Zum
Stoppen der Zentrifugation wurde keine Bremse verwendet, um die beim Abbremsen ent-
stehenden Verwirbelungen an der Separationsgrenze zu vermeiden. Das PRP befindet
sich nun im Uberstand und wurde vorsichtig abpipettiert. Es folgte die Farbung des PRP
mit dem unter Abschnitt 2.6.3 genauer beschriebenen Fluoreszenzfarbstoffs 5(6)-CFDA
(Fa. Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Der Farbstoff wurde direkt zum PRP hinzu-
pipettiert [22,4p M| und das Gemisch fiir 2min bei Raumtemperatur dunkel inkubiert.
Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 1277¢ fiir 10min mit eingeschalteter
Bremse. Die pelletierten, gefarbten Thrombozyten wurden vorsichtig in 250ul Tyrodes-
Puffer pH = 7,4 resuspendiert und bis zum Versuchsbeginn lichtgeschiitzt aufbewahrt.
Die genaue Zahl der gewaschenen Thrombozyten in der Zellsuspension wurde mit Hilfe
eines Zellzéhlers (Sysmex Microcellcounter XE-2100, Sysmex Deutschland GmbH, Nor-
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derstedt) automatisch bestimmt.

Isolation humaner Erythrozyten In einem 50ml Falcon (BD Biosciences, Two Oak
Park, Bedford) wurden 17ml antikoaguliertes humanes Vollblut (CPDA,S-Monovette,
Sarstedt AG & Co, Niimbrecht) vorsichtig auf die gleiche Menge Ficoll-Paque™ PLUS
(GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen) pipettiert. Das Vollblut besitzt eine geringere
Dichte als Ficoll-Paque™ PLUS, vermischt sich mit diesem deshalb nicht und bildet die
scharf abgrenzbare obere Schicht in Abbildung 2.12.

-

B Plasma und Blutplattchen
/ Lymphozyten

L 4 Ficoll-Plaque-Plus
T Granulozyten

Abbildung 2.12 — Zellfraktionen nach Auftrennung des Vollblutes durch Ficoll-Plaque-
Plus Gradientenzentrifugation

Erythrozyten

Der Ansatz wurde nun bei 600g fiir 16min mit ausgeschalteter Bremse bei Raumtempe-
ratur zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation werden die verschiedenen Blutzellen von
einander separiert und in unterschiedlichen Schichten unter- bzw. oberhalb des Separa-
tionsmediums angereichert (sieche Abbildung 2.12). Erythrozyten, die bei der Zentrifu-
gation mit Ficoll-Paque™ PLUS in Kontakt kommen aggregieren durch diese Substanz
(reversibel) und sedimentieren deshalb besonders schnell. Man findet sie nach Zentrifuga-
tion am Boden des Falcons. Direkt dariiber befinden sich Granulozyten deren Dichte bei
Kontakt mit der leicht hypertonen Ficoll-Paque™ PLUS Losung leicht zunimmt. Lym-
phozyten, Monozyten und Blutplattchen haben eine geringere Dichte als Ficoll-Paque
™ PLUS und befinden sich deshalb zusammen mit dem Blutplasma in unterschiedli-
chen Schichten im Uberstand (Boyum, 1968). Zur Isolation der Erythrozyten wurden
demzufolge alle dariiberliegenden Schichten abpipettiert und anschlieBend die Aufrei-
nigung und der Hamatokrit der Erytrozytensuspension mit dem Zellzéhlgerit (Sysmex
Microcellcounter XE-2100, Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt) iiberpriift.

Zusammensetzung der Perfusionslosung Vor jeder Perfusion wurden 3ml Perfusi-

onslosung frisch hergestellt. Dabei wurden die isolierten humanen Erythrozyten mit
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dem modifizierten Tyrodes-Puffer (pH = 7,4) auf einen Hamatokrit von 0,35 eingestellt.
Diese Suspension wurde mit CaCly [ImM] und M gCly [ImM] angereichert, da sowohl
Kalzium als auch Magnesium fiir die optimale Thrombozytenfunktion unerlésslich sind
(Whiss and Andersson, 2002). Unmittelbar vor Perfusionsbeginn werden 3 x 10*/ml der

isolierten Mausthrombozyten hinzu pipettiert.

2.7.4 Durchfithrung der Perfusion

Jeweils 3 proteinbeschichtete Flusskammerkanile wurden gleichzeitig mit der beschrie-
benen Perfusionslosung perfundiert. Nach jeweils fiinf Minuten der Perfusion wurde die
Plattchenadhésion mittels Fluoreszenzmikroskopie dokumentiert. Es wurden hierzu je-
weils drei Mikrographien pro Kammer, an definierten Stellen und immer in derselben Rei-

henfolge erstellt, um einem systematischen Fehler vorzubeugen (siehe Abbildung 2.13).

Flussrichtung

_/’1_/_’/’2_/_’/’3/q

Abbildung 2.13 — Dokumentationsschema der Thrombozytenadhésion in der Ibidifluss-
kammer

2.7.5 Quantifizierung der Daten

Die Quantifizierung der Daten erfolgte durch die Messung der Flidche der adhérenten
Thrombozyten in einem Fluoreszenzbild. Ein digitales Photo ist ein xy-Gitter (Raster),
das sich aus mehreren gleichgrofien Bildelementen (picture element=Pixel) zusammen-
setzt. Jedem Pixel ist ein Intensitédtswert zugeordnet. Eine 8-bit Kammera ermoglicht
z.B. eine Erkennnung von 28 Grauwertstufen (Dynamic Range), d.h. dem Minimum ist
der Wert 0 zugeordnet, dem Maximum der Wert 255 (Amos, 2000). Als Kontrast be-
zeichnet man den Unterschied zwischen hellen und dunklen Bereichen eines Bildes. Im

Falle einer 8bit Kamera hat er sein Maximum zwischen den Werten 0 und 255. In der

42



2 Material und Methoden

Fluoreszensmikroskopie erzielt man einen Kontrast, in dem unter optimalen Bedingun-
gen nur das Fluorophor bzw. die durch das Fluorophor markierte Struktur bei einer
bestimmten Anregungswellenléinge ein Fluoreszenzsignal emittiert. Diese Bereiche besit-
zen hohe Grauwerte. Der Hintergrund, also fluorophorfreie Bereiche sind unter optimalen
Bedingungen signalfrei und haben den minimalen Grauwert. Dies kommt in biologischen
Proben selten vor. Viele biologische Proben, sowie Substanzen die zur Praparation dieser
benotigt werden besitzen Autofluoreszenz und fithren zu unspezifischen Signalen. Auch
Fluoreszenzmarker sind héufig nicht 100%ig spezifisch und stabil. So kénnen Sie z.B. un-
spezifische Bindungen eingehen oder degradiert werden (Lichtman and Conchello, 2005).
AuBlerdem besteht die Gefahr des sogenannten Photobleachings, was dazu fiihrt, dass
fluorophormarkierte Strukturen bei langerer, hochenergetischer Anregung an Intensitét
verlieren und damit auch der Konrast zum unspezifischen Hintergrund geringer wird
(Lichtman and Conchello, 2005). Zahlreiche Griinde kénnen also dazu fiithren, dass die
Grauwerte von spezifischem Signal und Hintergrund (,,Signal to Noise“) nahe beinander
liegen und der Konrast nicht dem Optimalfall entspricht (Amos, 2000). Um in der auto-
matisierten Analyse von Fluoreszenzmikrographien zwischen spezifischem und unspezifi-
schem Signal zu unterscheiden definiert man sogenannte Grauwertschwellen (Tresholds).
Werte, die iiber diesen definierten Schwellen liegen werden von der verwendeten Softwa-
re als spezifisch gewertet und in die Messung mit einbezogen. Die Bildanalyse-Software
Caplmage (Ingenieurbiiro Dr. Zeintl, Heidelberg) misst die Fldche der fluoreszierenden
adhéarenten Thrombozyten indem es alle Pixel addiert, die iiber der vom Benutzer defi-

nierten Grauwertschwelle liegen (siehe rote Markierung in Abbildung 2.14).

Abbildung 2.14 — Bestimmung der Grauwertschwelle zur Quantifizierung adhérenter
Thrombozyten nach Flusskammerperfusion

43



2 Material und Methoden

Jedem Pixel ist in Abhéngigkeit der verwendeten Vergroflerung eine bestimmte Hoéhe
und Breite in pum zugeordnet. Dadurch lédsst sich die Fliache, der in die Auswertung
einbezogenen Pixel und damit auch der fluoreszierenden Thrombozyten wie folgt be-

rechnen:

AThrombozyten = NPpigel X bPiacel X hPixel (25)

wobei

AThrombosyten  Fldche der adhirenten, fluoreszierenden Thrombozyten in [pm?]

N Pizel Anzahl der fluoreszierenden Pixel
bpivel Pixelbreite in [pm]
R pizel Pixelhohe in [pum]

Auf diese Weise werden pro Kammer drei Mikrographien ausgewertet und der Mittelwert

dieser gebildet.

2.8 Untersuchung der Thrombozytenaggregation im

Vollblutaggregometer

2.8.1 Messprinzip und Aufbau des Multiplate Systems

Die Messung der Thrombozytenaggregation im Vollblut wurde an einem Multiplate
Aggregometer durchgefiihrt. Diese Methode basiert auf der sogenannten Impedanzag-
gregometrie, einer Methode der Pldttchenfunktionsmessung die erstmals 1979 beschrie-
ben wurde (Cardinal and Flower, 1979a,b). In ein, mit antikoaguliertem Vollblut oder
plattchenreichem Plasma (PRP) gefiilltes Messgeféss tauchen zwei Platinelektroden, an
die eine definierte Ausgangsspannung angelegt ist. Elektronenmikroskopische Aufnah-
men der Elektroden konnten zeigen, dass es in diesem Ausgangszustand zur Anlagerung
einer Monoschicht adhérenter Blutpléttchen kommt (Cardinal and Flower, 1979a). Durch
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Messung der Stromstérke kann nun {iber das Ohm’sche Gesetz (R = Y) der Ausgangswi-
derstand errechnet werden. Da an den Elektroden eine Wechselspannung anliegt, spricht
man von der Impendanz als physikalisches Maf§ des Wechselstromwiderstands. Induziert
man nun durch Zugabe bestimmter Thrombozytenrezeptoragonisten die Aktivierung der
Blutpléttchen, so konnen diese miteinander interagieren und lagern sich als Aggregate an
die urspriingliche Monoschicht an (siche Abbildung 2.15) (Sibbing et al., 2008). Dabei

Abbildung 2.15 — Elektronenmikroskopische Darstellung der Thrombozytenaggregation
in der Impedanzaggregometrie (2000fache Vergréflerung)(aus Sibbing et al. (2008))

andert sich die Leitfahigkeit zwischen den beiden Elektroden wodurch der Stromfluss
abnimmt und die Impedanz zunimmt. Diese Impedanzzunahme korreliert mit dem Aus-
maf der Pldttchenadhésion bzw. -aggregation. Das verwendete Multiplate System (Mul-
tiplate,Verum Diagnostica GmbH, Miinchen) besitzt dabei einen besonderen Aufbau.
Abbildung 2.16 zeigt eine schematische Darstellung einer Messzelle. Das Fassungsvolu-
men einer Mini-Messzelle (MP0023, Verum Diagnostica GmbH, Miinchen) ist 300x/ und
erlaubt somit auch die Mehrfachmessung geringer Mengen Mausblutes. Pro Versuchsein-
heit tauchen vier leitfihige, silberummantelte Kupferelektroden in die Probe ein, wobei
jeweils zwei Drahte eine unabhéngige Sensoreinheit bilden. Somit kénnen pro Versuch
zwei Messungen einer Probe mit interner Kontrolle durchgefiihrt und die Sicherheit und
Reproduzierbarkeit des Verfahrens verbessert werden (Multiplate, 2008). Am Boden je-
der Messzelle befindet sich ein Poly-tetra-fluoro-ethylene-beschichteter Riihrfisch der mit
800 U/min rotiert. Er ermoglicht einerseits die gleichméfige Verteilung der applizierten
Thrombozytenrezeptoragonisten und imitiert andererseits einen, wenn auch sehr langsa-
men Blutfluss. Die Messzellen lassen sich nicht reinigen und es wurde fiir jeden Versuch

eine neue Messzelle verwendet. Das Multiplate System besitzt fiinf Kanéle, wodurch fiinf
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Proben gleichzeitig gemessen werden konnen.

Abbildung 2.16 — Schematischer Aufbau einer Multiplate Messzelle (aus Multiplate
(2008))

Die Impendanz als Messgrofle des Einflusses der Plédttchenadhésion und -aggregation
auf den Stromfluss iiber die Elektroden wird in der Software des Multiplate Systems in
arbitraren , Aggregation Units“ (AU) angegeben. Die graphische Darstellung auf dem
Display zeigt die Aggregation in AU im zeitlichen Verlauf an (sieche Abbildung 2.17).
Folgende Werte lassen sich aus der graphischen Darstellung ableiten. Die maximale Ag-
gregation ist durch den maximalen Ausschlag in y- Richtung reprisentiert. Die Aggrega-
tionsgeschwindigkeit entspricht der Steigung der Kurve, also der Tangente an der Kurve
zu einem bestimmten Zeitpunkt auf der x-Achse. Der wichtigste Parameter ist die soge-
nannte ,,Area Under the Curve® (AUC) mit der arbitréren Einheit AU*min. Man erhélt
sie aus dem Integral der Kurve und ihre Grofle ist einerseits Abhéngig von der maxima-
len Aggregation (Hohe der Kurve), anderseits von der Geschwindigkeit der Aggregation
(Steigung der Kurve). Dieser Wert ist dadurch am besten geeignet das Ausmaf der
Plattchenaktivitat umfassend zu beschreiben und wird deshalb als Testparameter ver-
wendet. Es werden jeweils beide parallel laufenden Messungen einer Testzelle auf dem
Display angezeigt. Die dargestellten Parameter entsprechen dabei dem Mittelwert der
Einzelmessungen. Zusétzlich errechnet das Gerét zur internen Kontrolle automatisch den
Pearson Korrelationskoeffizienten. Unterschreitet dieser den Wert von 0,98, so fordert
die Software zu einer Wiederholung des Versuchs auf. Auflerdem werden die AUC-Werte
der beiden Einzelmessungen einer Testzelle verglichen und bei einer Abweichung von

> 20% eine Fehlermeldung generiert.
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Abbildung 2.17 — Dokumentation der Aggregation durch die Multiplatesoftware (aus
Multiplate (2008))

2.8.2 Prdparation des murinen Vollblutes und Versuchsablauf

Die Blutentnahme erfolgte kardial, wie in Abschnitt 2.7.3 beschrieben. Das Vollblut
wurde mittels 25ug/ml Lepirudin (Refludan, Celgene Europe, Windsor, Grofibritanni-
en) antikoaguliert und vor der Messung mit 0,9%igen Kochsalzlosung im Verhéltniss
1:2 verdiinnt. Vor dem Starten der Aggregation durch die Zugabe der entsprechenden
Aktivatoren, wurde die Suspension 3min bei 37°C unter kontinuierlichen Riihren in der
Testzelle belassen. Durch die angelegte Spannung kommt es zur Bildung einer Thrombo-
zytenmonoschicht auf den Meflelektroden, womit der Ausgangszustand der eigentlichen
Messung erreicht ist. Es wurden nun entweder 1,2ug/ml fibrillires Kollagen (COLtest,
Verum Diagnostica GmbH, Miinchen) oder 7uM Adenosindiphosphate (ADPtest, Verum
Diagnostica GmbH, Miinchen) in den Versuchsanzatz pipettiert und die darauffolgende
Aggregation fiir weitere fiinf Minuten gemessen. Je nach vorhandener Blutmenge wur-
de der Versuch ein bis dreimal pro Versuchstier durchgefithrt und die AUC-Mittelwerte
dokumentiert.

2.9 In vivo-Analyse der Thrombozytenadhdsion unter

Flussbedingungen

Um die Beteilung der Sphingosinkinasen auf die Plattchenadhésion und Thrombusforma-

tion im lebenden Organismus zu untersuchen wurde die von Lindner et al. publizierte
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Methode der Endotheldenudation verwendet (Lindner et al., 1993). Diese mechanisch
induzierte Endothelldsion wurde daraufthin mittels Fluoreszenzmikroskopie intravitalmi-

kroskopisch analysiert. Im Folgenden wird der Versuchsaufbau detailliert beschrieben.

2.9.1 Wahl und Durchfiihrung der Narkose

Bei der Gewebeentnahme zur Genotypisierung der Tiere und im Rahmen der intrakar-
dialen Blutentnahme durch Herzpunktion (Finalversuch) (siehe 2.7.3) wurde eine In-
halationsanésthesie mit Isofluran (Isofluran Delta Select, Delta Select GmbH, Deieich)
durchgefiihrt. Zusétzlich erfolgte im Falle der intrakradialen Blutabnahme die subku-
tane Gabe eines Analgetikums(Fentanyl-Curamed, CuraMED Pharma GmbH, Karlsru-
he). Die Narkose bei operativen Eingriffen zur intravitalen Mikroskopie wurden durch
Inhalationsanésthesie eingeleitet und mittels Injektionsanésthesie aufrechterhalten. Zur
Inhalationsanésthesie wurde Isofluran (Isofluran Delta Select, Delta Select GmbH, Dei-
eich) tiber einen Verdampfer (Ohmeda Isotec 3, Fa. Eickmeyer, Tuttlingen, eingerichtet
von Volker Vet, Volker GmbH, Kaltenkirchen) mit Sauerstoff vermischt und das Gas-
gemisch iiber eine Beatmungsmaske der Maus zugefiithrt. Aufgrund des schnellen An-
und Abfluten des Narkosegases eignet sich diese Inhalationsanésthesie besonders gut fiir
kurz dauernde Eingriffe. Isofluran besitzt eine schwache analgetische Wirkung und reicht
um leichte Schmerzen auszuschalten, so dass auf ein zusétzliches Analgetikum verzichtet
werden kann. Die Durchfithrung gréferer Operationen bedarf einer zusétzlichen Injek-
tionsanésthesie. Die Narkose soll einen Zustand der eingeschriankten Empfindung und
psychischen Dampfung (Sedation), der Bewusstlosigkeit (Hypnose), der Schmerzfreiheit
(Analgesie) und der Muskelerschlaffung (Relaxation) erzeugen. Zum jetzigen Zeitpunkt
ist kein Medikament bekannt, welches alle der genannten Kriterien erfiillt und weshalb
auf eine Kombination mehrer Pharmaka zuriickgegriffen wurde. Es wurde eine Kombi-

nation aus Fentanyl, Medetomidin und Midazolam verwendet.

Fentanyl ist ein stark wirksames Opiat (ca. 100 mal potenter als Morphin), mit sehr
guter analgetischer und leicht atemdepressiver Wirkung. Der as-Adrenorezeptoragonist
Medetomidin wirkt sedativ, hypnotisch und analgetisch, und sollte aufgrund seiner atem-
depressiven und arrythmogenen Nebenwirkungen nur in moglichst geringen Dosierun-
gen eingesetzt werden. Das atemdepressiv wirkende Benzodiazepin Midazolam dient

als Sedativum, Muskelrelaxanz und zur Krampfhemmung. Neben der Abdeckung der
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zur Narkose geforderten Kriterien ermdglicht diese Kombinationtherapie eine Dosisre-
duktion der Einzelsubstanzen im Vergleich zur Monotherapie. Dadurch werden die ge-
nannten Nebenwirkungen stark reduziert. Die Applikation der Substanzen erfolgte in-
traperitoneal, wobei 5,0 mg/kg Midazolam (Midazolam-ratiopharm, CuraMED Pharma
GmbH, Karlsruhe), 0,5 mg/kg Medetomidin (Dormitor, Pfizer GmbH, Karlsruhe) und
0,05 mg/kg Fentanyl (Fentanyl-Curamed, CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe) verab-
reicht wurden (Massberg et al., 2002). Die Narkose wurde in regelméfBigen Absténden
mittels Atemfrequenz- und Atemtypkontrolle iiberwacht. Die Narkosetiefe wurde durch
das Fehlen des Zwischenzehenreflexes der Beine iiberpriift. Die Mause wurden iiber eine
Maske mit Sauerstoff beatmet. Um Hypothermien zu vermeiden wurde eine Warmematte

(ThermoLux-Warmematte, Fa. Dehner, Miinchen) verwendet.

Die Dauer eines operativer Eingriffs betrug in allen Versuchsgruppen etwa 1,5 bis 2
Stunden. Danach wurde das Tier in tiefer Narkose durch craniocervikale Dislokation
getotet (Close et al., 1997).

2.9.2 Operationstechnik

Alle nachfolgend beschriebenen Operationsschritte wurden in tiefer Narkose (siehe Ab-
schnitt 2.9.1) durchgefiithrt. Um das Austrocknen der Cornea zu verhindern wurden die
Augen mit Bepanthen-Augensalbe (Bepanthen Augen- und Nasensalbe, Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen) geschiitzt. Nach erneuter Priifung der Narkosetiefe wurde
das Tier in Riickenlage auf einer Warmematte mittels Klebeband (Transpore, 3M He-
alth Care, Neuss) fixiert. Dabei wurde die Nase in einer Atemmaske fixiert und diese mit
einem Luft/Sauerstoffgemisch begast. Es folgte die Enthaarung der Operationsstelle mit-
tels Enthaarungscreme (Pilca extra soft, GlaxoSmithKline Consumer Healthcare, Briihl)
und daraufhin die alkoholische Desinfektion und Entfettung der Haut (Cutasept, Fa. Bo-
de Chemie, Hamburg). Die Operation erfogte mikrochirurgisch unter Verwendung einer
Stereolupe (Stemi-2000-C, Fa. Zeiss, Gottingen) wobei die Ausleuchtung des Operati-
onsfeldes mittels Schwanenhalslampe (Schott-Kaltlichtquelle KI.200 und Schwanenhals-
Lichtleiter, Fa. Zeiss, Gottingen) erfogte.

Applikation fluoreszenzmarkierter Thrombozyten iiber einen Femoraliskatheter Vor-
bereitend wurde ein Propylene-Katheter (0,28 ID/0.61 OD, Portex, GB) prépariert. Um
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den Innendurchmesser des Katheters weiter zu verkleinern und somit das Einfiithren
des Katheters zu erleichtern wurde dieser durch vorsichtiges Erhitzen und folgendem
Léangszug weiter verschmélert. Nach Erreichen einer entsprechenden Narkosetiefe (Feh-
len von Schmerzreflexen bei Druck auf digitalen Nagelfalz) wurde zunéchst am auflen-
rotierten Bein die Haut an der Oberschenkelinnenseite mit einem ca. 0,5cm langen
Hautschnitt durchtrennt. Anschliefend wurde die Arteria femoralis freipriapariert und
vorsichtig von der begleitenden Vene und dem begleitenden Nerv getrennt (vgl. Abbil-
dung 2.18). Darauthin wurde die Arterie mittels Prolene-Féden (7/0, Ethicon, USA)
im distalen Segment ligiert und im proximalen Segment ein lockerer Knoten vorgelegt.
Unter leichten Zug an der distalen Ligatur wurde eine Blutleere des Geféifles erzeugt
und dieses mit Hilfe einer 26G 1/2”-Kaniilenspitze (0,45mm x 13mm) (Microlance 3,
Becton Dickinson, Heidelberg) inzidiert. Nach der Geféfinzision wurde der Katheter
in die Arterie eingefithrt und mit weiteren Prolene-Faden an der Arterie und an der
Haut fixiert. Die korrekte Lage des Katheters wurde durch Aspiration des arteriellen
Blutes iiberpriift. Die isolierten Thrombozyten (siehe Abschnitt 2.7.3) wurden mittels
Tyrodes-Puffer pH = 7, 4 auf eine Zellkonzentration von 150 x 103 /ul eingestellt und je-
dem Versuchstier vor Denudation 250ul iiber den Katheter appliziert. Es wurden jeweils
Spender- und Empfingertiere vom gleichen Genotyp verwendet (d.h. SphK1/2wt/wt —
SphK1/2wt/vt SphK17/= — SphK1~/= SphK2~/= — SphK27/7).

N. femoralis

V. femoralis

A. femoralis

Abbildung 2.18 — Lage des Femoraliskatheters zur Applikation fluoreszenzmarkierter
Thrombozyten

Denudation der Arteria Carotis Communis Sinistra Die Induktion der arteriellen

Thrombose erfolgte durch Endothelzelldenudation unter Modifikation des von Lindner
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et al. beschriebenen Drahtmodells (Lindner et al., 1993). In Abbildung 2.19 ist die nach-
folgend geschilderte Operationstechnik schematisch dargestellt. Zuerst erfolgte ein me-
dianer Hautschnitt vom Kinnwinkel (Ramus mandibularis) bis zum Sternum und die
beidseitige Vorverlagerung der Speicheldriisen (Glandulae mandibularis) nach kranial.
Zur beidseitigen Darstellung der Carotiden wurde unter Verwendung zweier Pinzetten
(Nr. 07.61.06, Fa. Medicon, Tuttlingen) seitlich der Trachea stumpf in die Tiefe der
medialen Halsregion préapartiert. Dabei wurde besonders auf den parallel zu der Arterie
verlaufenden Nervus Vagus geachtet, der dulerst behutsam aus der Gefafl-Nervenscheide
gelost wurde. Die mobilisierte Arteria Carotis Communis wurde daraufhin mittels eines
unter gelegten flexiblen Plastikplédttchens an der Oberflache gehalten. Sie war dadurch
fiir die weitere Operation und die darauffolgenden intravitalmikroskopischen Aufnah-
men besser zuginglich. Es wurde aulerdem darauf geachtet, dass das exponierte Gewebe
durch regelméfige Befeuchtung mit 0,9%iger Kochsalzlosung nicht austrocknen konnte.
Die folgende Induktion der arteriellen Thrombose wurde ausschliellich an der linken Ar-
teria Carotis Communis durchgefiihrt. Die rechte diente dabei als Negativkontrolle. Um
den kaudalen Teil der Arteria Carotis Communis und dem kranialen Teil der Arteria
Carotis Externa wurden je ein Fadenziigel (Prolene Polypropylen, 6-0 metric, Fa. Ethi-
con, Norderstedt) gelegt und diese mittels Moskitoklemmen (Nr. 15.40.12, Fa. Medicon,
Tuttlingen) unter Spannung gehalten. Dadurch konnte fiir die spétere Denudation eine
temporire Blutleere erzeugt werden. Es folgte die Ligatur (Prolene Polypropylen, 7-0
metric, Fa. Ethicon, Norderstedt) der Arteria Carotis Interna an ihrem kranialen Ende.
Bifurkationsnah wurde ein weiterer Knoten (Prolene Polypropylen, 7-0 metric, Fa. Ethi-
con, Norderstedt) locker vorgelegt. Unter Spannung der Fadenziigel wurde die Arteria
Carotis Interna zwischen der Ligatur und dem vorgelegten Knoten inzidiert. Ein An-
gioplastiedraht (Floppy II Guide Wire 0,014 (0,36mm), Guidant Corporation, Diegem,
Belgien) wurde iiber die Inzision in das Lumen der Arteria Carotis Communis vorgefiihrt
(ca. 1em) und daraufhin zweimal vor- und zuriick bewegt. Hierbei wurde besonders auf
einen standardisierten Bewegungsablauf geachtet um in allen Versuchsgruppen reprodu-
zierbare Verletzungen zu induzieren. Nach Entfernung des Drahtes wurde die Arteria
Carotis Interna mittels des vorgelegten Knotens bifurkationsnah ligiert und unter Lo-
ckerung der Fadenziigel die Perfusion wieder hergestellt. Es folgte die intravitalmikro-

skopische Dokumentation der arteriellen Thrombose.
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Denudation

SIUNWLLOD S110JB2 "V

Abbildung 2.19 — Schematische Darstellung der Endotheldenudation im Drahtmodell
der Maus

2.9.3 Intravitalmikroskopische Darstellung des

Denudationsschadens

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Epifluoreszenzmikroskop Olympus
BX51WI unter Verwendung des Wasserimmersionsobjektivs, XLUMPlanFI 20x/0,95W,
Fa. Olympus, Hamburg erstellt. Der detaillierte Strahlengang und die verwendete Kame-
ra und Filtersets werden in Abschnitt 2.6 genauer beschrieben. Es ist besonders darauf
zu achten, dass sich zwischen Gewebe und Objektiv stets ausreichend 0,9%ige Koch-
salzlosung befindet, da dies Voraussetzung fiir die addquate Funktion des Objektivs ist.
Thrombozytenadhésion und -aggregation wurden sowohl vor, als auch nach Denudation
der Arteria carotis communis an definierten Lokalisationen mittels intravitaler Videofluo-
reszenzmikroskopie dargestellt (Massberg et al., 2003, 2004, 2005). Es wurde jeweils eine
Aufnahme im Bereich der Carotisbifurkation (Aufzweigung der Arteria carotis interna
und externa) und zwei weiteren Aufnahmen im Bereich der Arteria carotis communis

gemacht (siehe Abbildung 2.20). Die Aufnahmen erfolgten nach dem in Abbildung 2.21
dargestellten Zeitschema.
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A. cdrotis communis 1

SiUNWWoJ snoJed 'y

Denudation A. carotis-'c'gmmunis 2

Abbildung 2.20 — Aufnahmelokalisationen zur Darstellung der Denudation

A. carotis dextra

15s 15s 15s 15s 15s >
t

5min 15min 30min 60min

Denudation

A. carotis sinistra

15s 155 155 15s >

15min 30min 60min

Abbildung 2.21 - Zeitschema der Videodokumentation nach Denudation

2.9.4 Quantifizierung der Daten

Zur Quantifizierung der Daten wurde zuerst mit Hilfe der CellR Software (Fa. Olympus,
Hamburg), immer an identischer Stelle fiir alle drei Gefiafilokalisationen ein Auswertungs-
fenster der Grofle 100pum x 150pum definiert. Um die Anzahl der adhérenten Thrombozy-

ten zu messen wurden aus jeder Filmsequenz sechs repriasentative Standbilder gewéhlt
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und manuell ausgezéhlt. Es wurde der Mittelwert aus diesen sechs Einzelwerten gebil-
det und dieser zwischen den Gruppen verglichen. Im Rahmen der Auswertung wurde
einerseits die Anzahl adhédrenter Thrombozyten ermittelt, andererseits wurde zusétzlich
die Adhésionsfliche der Thrombozyten gemessen. Um die Adhésionsflache zu bestim-
men wurde die in Abschnitt 2.7.5 beschriebene Software Caplmage (Ingenieurbiiro Dr.
Zeintl, Heidelberg) verwendet. Hierfiir wurden aus jeder Filmsequenz drei représentative
Standbilder gewahlt und anhand des Fluoreszenzsignals die Adhésionsfliche gemessen.
Fiir jede Lokalisation wurde ein Mittelwert gebildet und dieser zwischen den verschie-

denen Gruppen verglichen.

2.10 In vivo-Analyse der Thrombozytenadhasion und
-aggregation nach

GefaBwandschadigung mittels Eisen(l11)-chlorid

Um die Beteilung der Sphingosinkinasen auf die Plédttchenaggregation und Thrombus-
formation im lebenden Organismus zu untersuchen wurde die von Farrehi et al. und
Fay et al. publizierte Methode der FeCls-Verletzung verwendet (Farrehi et al., 1998; Fay
et al., 1999). Diese daraufhin folgende Thrombusformation wurde mittels Fluoreszenz-
mikroskopie intravitalmikroskopisch beobachtet. Im folgenden wird der Versuchsaufbau

detailliert beschrieben.

2.10.1 Operationstechnik

Nach Kontrolle der suffizienten Narkosetiefe (siche 2.9.1) wurde ein Femoraliskathe-
ter zur spiteren Applikation fluoreszenzmarkierter Thrombozyten gelegt (siehe Ab-
schnitt 2.18). Dem Protokoll der Denudationsversuche entsprechend, wurden die isolier-
ten Thrombozyten (siehe Abschnitt 2.7.3) mittels Tyrodes-Puffer pH = 7,4 auf eine Zell-
konzentration von 150 x 103 /ul eingestellt und jedem Versuchstier vor setzen der Lision
250l iiber den Katheter appliziert. Es wurden jeweils Spender- und Empféangertiere vom
gleichen Genotyp verwendet (d.h. Sphk1/2+/* — Sphk1/2*/*, Sphk1=/= — Sphk1=/~,
Sphk2~/~ — Sphk2~/~). Die operative Freilegung der Carotiden erfolgte daraufhin wie
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in Abschnitt 2.9.2 beschrieben. Auch hierbei wurden die Carotiden mittels unter ge-
legten Plastikpldttchen an der Oberfliche gehalten und auf die stetige Benetzung mit
Kochsalzlosung geachtet, um ein Austrocknen zu verhindern. Es folgte daraufhin die
Induktion des FeClz-Schadens mittels eines in 10%iger FeClz-Losung getrankten Filter-
papieres (15l auf 0,5x1cm) (sieche Abbildung 2.22). Nach Entfernen der Kochsalzlosung
und Abtupfen des Gefiafles wurde der Rand des Filterpapiers fiir 3min an die laterale
Adventitia der linken Arteria Carotis Communis angelegt. Der Kontakt mit der apikalen
Carotiswand ist zu vermeiden, da hierdurch die spétere intravitalmikroskopische Auf-
nahme der Lasion erschwert wird. Nach 3min wurde das Filterpapier entfernt und das

Gefafl mit Kochsalzlosung gewaschen. Daraufhin wurde die Thrombusbildung mittels
Intravitalmikroskopie dokumentiert (2.23).
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Abbildung 2.22 — Schematische Darstellung der intravitalen FeCls-Verletzung der Arteria
Carotis Communis
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2.10.2 Intravitalmikroskopische Darstellung der Thrombusformation

nach GefaBwandschadigung mittels Eisen(l11)-chlorid

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem Epifluoreszenzmikroskop Zeiss Axio-
tech unter Verwendung des Wasserimmersionsobjektivs, Achroplan 20x/0.5 W (Fa. Zeiss,
Jena) erstellt. Der detaillierte Strahlengang und die verwendeten Filtersets werden in
Abschnitt 2.6 genauer beschrieben. Die Thrombusformation wurde mit einer CCD Ka-
mera (BC-71, Fa. Horn Imaging, Aalen) (siehe 2.6.2) und einem Videorecorder (AG7355,
Fa. Panasonic, Hamburg) auf Videokassette (Super VHS Pro, Fa. Fujifilm, Duesseldorf)

aufgezeichnet. Es wurde jeweils ein Zeitfenster von 60min aufgenommen.

60min >
t

A. carotis dextra

60min

60min >

60min
t

FeCl,-Gabe

A. carotis sinistra

Abbildung 2.23 — Zeitschema der Videodokumentation nach Fecls-Gabe

2.10.3 Quantifizierung der Daten

Folgende Parameter wurden den Videoaufzeichnungen entnommen und statistisch aus-
gewertet (siehe 2.11): (1) der prozentuale Anteil der okkludierten Geféfe, (2) die Offen-
wahrscheinlichkeit, der Geféfle im Zeitverlauf nach FeCls-Applikation, (3) der Zeitpunkt
der Okklusion und (4) die Okklusionsdauer. Ein Gefafl wird als verschlossen bezeichnet,
wenn es proximal der Lésion zu Pendelbewegungen des Blutfusses kommt und distal
der Lésion kein Fluss mehr zu erkennen ist, also keine fluoreszenzmarkierten Zellen den
Thrombus passieren kénnen. Als reperfundiert werden Geféfle bezeichnet, bei denen
es im Bereich des Thrombus zur Kanalbildung kommt und dadurch erneuter Blutfluss

sichtbar wird.
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2.11 Versuchstierzahlen und Statistik

Die Versuchstierzahl, die Geschlechterverteilung und das Alter der verwendeten Tiere
in den einzelnen Versuchen werden tabellarisch im Anhang dargestellt (Tabelle 5.1 -
Tabelle 5.14).

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgte mit der Sta-
tistiksoftware ,R“ (http://www.r-project.org/). Fiir die explorative Analyse der S1P-
Plasmaspiegel, des thrombozytéren /erythrozytéren S1P-Gehalts und der erythrozytéren
SphK-Aktivitdt wurde unter Annahme der Normalverteilung der Daten global mittels
»Analysis of Variance* (ANOVA) getestet und als ,,Post-Hoc-Test“ der paarweise t-Test
verwendet (Venkataraman et al., 2008; Zemann et al., 2006; Bland and Altman, 2009).
Dieser Test ermoglicht den Vergleich der einzelnen Gruppen, wenn mittels ANOVA signi-
fikante Unterschiede ermittelt wurden. In der statistischen Auswertung der ATP/Ara-
chidonsdure/TXB2/PGE2-Freisetzung, sowie der Flusskammer-, Vollblutaggregations-
und Denudationsversuche wurden die Gruppen global mittels Kruskal-Wallis-Test ver-
glichen. Hierbei handelt es sich um einen parameterfreien Test, der im Rahmen einer
Varianzanalyse testet, ob unabhingige Gruppen in Bezug auf eine ordinalskalierte Va-
riable aus einer gemeinsamen Population entstammen. Als  Post-Hoc-Test“, wurde der
Holm-korrigierte Mann-Whitney-U-Test verwendet. Dieser Test ermdglicht den Vergleich
der einzelnen Gruppen, wenn mittels Kruskal-Wallis-Test signifikante Unterschiede er-
mittelt wurden. Als signifikant wurde ein Unterschied zwischen zwei Gruppen jeweils
gewertet, wenn der entsprechende statistische Test einen p-Wert < 0,05 (Irrtumswahr-
scheinlichkeit) lieferte. D.h. wenn die Nullhypothese, dass kein Unterschied zwischen den
getesteten Gruppen existiert mit einer Wahrscheinlichkeit von > 0,95 abgelehnt werden
konnte. Fiir die Analyse der Daten der FeCls-Léasion wurde zum Vergleich der Okklu-
sionswahrscheinlichkeiten zwischen den unterschiedlichen Gruppen der exakte Fischer-
test verwendet. Dieser Test priift, d&hnlich dem Chi-Quadrat-Test die Unabhéngigkeit
innerhalb von Héufigkeitstabellen (Kontingenztabellen) und wird auch als exakter Chi-
Quadrat-Test bezeichnet. Er liefert im Gegensatz zum Chi-Quadrat-Test aber auch bei
geringer Anzahl von Beobachtungen genaue Werte. Bei einem p-Wert < 0,05 wurde ein
Unterschied zwischen den Gruppen als signifikant erachtet. Zur Analyse der Offenwahr-
scheinlichkeit eines Gefdafles im zeitlichen Verlauf nach Induktion des Schadens wurde
der Log-Rank-Test durchgefiihrt. Der Log-Rank-Test ist das Standardverfahren in der

Uberlebensanalyse fiir Gruppenvergleiche, wie z.B. der Vergleich unterschiedlicher The-
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rapien in klinischen Studien (Ziegler et al., 2007). Seine Anwendung lésst sich aber,
wie in unserem Falle auch auf andere Fragestellungen iibertragen. Auch hier wurde mit

einem Signifikanzniveau von 5% getestet.

58



3 Ergebnisse

3.1 Sphingosinkinase 2 ist die dominante Isoform in
Thrombozyten und fiir die S1P-Bildung und

-Freisetzung verantwortlich

Aus einigen vorausgehenden Arbeiten ist bereits bekannt, das Thrombozyten S1P spei-
chern und dieses auch in das Blutplasma sekretieren kénnen (Yatomi et al., 1995, 2000).
Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Charakterisierung der Sphingosinkinasei-
soformen, die fiir die Bildung und Freisetzung des thrombozytiren S1Ps verantwortlich
sind. Es wurden hierzu Thrombozyten von Wildtyp-, SphK1~/~- und SphK2~/~- Miusen
isoliert und die Thrombozytenlysate massenspekrometrisch auf S1P (LC-MS/MS) un-
tersucht. Wihrend die SphK1-defizienten Thrombozyten einen leichten Anstieg der in-
trazellularen S1P Konzentration gegeniiber der Wildtypkontrolle aufweisen, ist in den
SphK2-defizienten Thrombozyten kaum S1P nachweisbar (Abbildung 3.1 A). Aus die-
sem Ergebnis léasst sich einerseits schlussfolgern, dass SphK2 fiir die S1P Bildung verant-
wortlich ist, anderseits wird auch deutlich, dass SphK1 nicht den Funktionsverlust der
SphK2 in Thrombozyten kompensieren kann. Um die Rolle der Sphingosinkinaseisofor-
men fiir die Freisetzung von S1P aus Thrombozyten genauer zu charakterisieren wurden
daraufhin Uberstdnde ruhender und mit Thrombin aktivierter Wildtyp-, SphK1~/~-
und SphK2~/~- Thrombozyten mittels Diinnschichtchromatographie analysiert. Ruhen-
de Wildtyp- und SphK1~/~- Thrombozyten sekretieren SI1P in den Uberstand. Diese
S1P-Freisetzung kann durch Aktivierung mit Thrombin gesteigert werden (Abbildung
3.1 B). Hingegen sekretieren SphK2~/~-Thrombozyten weder in Ruhe, noch nach Ak-
tivierung SI1P in den Uberstand. Diese Ergebnisse zeigen, dass SphK2 sowohl fiir die
intrazelluldre S1P-Bildung in Thrombozyten, als auch fiir die extrazelluldre Freisetzung

von S1P aus Thrombozyten unerldsslich ist. Im Weiteren wurde auch die Rolle der
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verschiedenen Sphingosinkinasen in der S1P-Bildung in Erythrozyten getestet, die als
Hauptquelle des plasmatischen S1Ps gelten (Allende et al., 2004). Hierzu wurden Ery-
throzyten aus Wildtyp-, SphK1~/~- und SphK2~/~- Méusen isoliert und die Erythro-
zytenlysate mittels LC-MS/MS untersucht. Interessanter Weise zeigen SphK2-defiziente
Erythrozyten keinen Unterschied der intrazelluldren S1P-Spiegel im Vergleich zur Wild-
typkontrolle, wihrend in SphK1-defizienten Erythrozyten anndhernd kein S1P nachweis-
bar ist (Abbildung 3.2 A). Im Folgenden wurden Sphingosinkinaseassays mit isolierten
Erythrozyten der verschiedenen Gruppen duchgefiihrt. Auch hier zeigt sich, vergleichbar
zu den erythrozytéaren S1P Spiegeln, kein Unterschied der Sphingosinkinaseaktivitét zwi-
schen Wildtyp- und SphK2-defizienten Tieren, wiahrend in SphK1-defizienten Tieren kei-
ne Sphingosinkinaseaktivit nachweisbar ist (Abbildung 3.2 B). Zusammenfassend zeigen
diese Ergebnisse, dass SphK2 die Hauptisoform der Sphingosinkinasen in Thrombozyten
darstellt und fiir die Bildung und Freisetzung von thrombozytédren S1P verantwortlich
ist. Im Gegensatz dazu ist in Erythrozyten vorrangig die SphK1-Isoform aktiv und fiir

die Bildung des erythrozytéren S1Ps verantwortlich.
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Abbildung 3.1 — S1P-Konzentration und SphK-Aktivitéit in Thrombozyten. (A) Die
massenspektometrische Analyse der Zelllysate zeigt eine deutliche Reduktion des in-
trazelluliren S1Ps (pg/ml) in SphK2~/~- Thrombozyten. Dargestellt sind die einzel-
nen Messwerte unabhéngiger Experimente und ihre jeweiligen Mittelwerte. n=2; *x =
p < 005 (B) zeigt das [*H]-S1P- Autoradiogramm der Thrombozyteniiberstinde
nach Diinnschichtchromatographie ohne/mit vorheriger Thrombinaktivierung. SphK2~/~-
Thrombozyten zeigen eine deutliche Reduktion der S1P-Freisetzung und dadurch indirekt
eine verminderte SphK-Aktivitit. nst=ohne Stimulierung.

60



3 Ergebnisse

10

50000
|

Erythrocyte S1P (pmolimg)
4
|
Area of S1P-Signal (in mm?)
30000
|
O

o | an-

0 10000
|

- @5
Sphk_Wt  Sphki--  Sphk2-- Sphk_Wt  Sphk1J-  Sphk2--

Abbildung 3.2 — S1P-Konzentration und SphK-Aktivitéit in Erythrozyten. (A) Die mas-
senspektrometrische Analyse der Zelllysate zeigt eine deutliche Reduktion des intrazel-
luléiren S1Ps (pg/ml) in SphK1~/~- Erythrozyten. Dargestellt sind die einzelnen Messwer-
te unabhéngiger Experimente und ihre jeweiligen Mittelwerte. n=3; * = p < 0.05. (B) Im
SphK-Assay zeigt die Messung von [>*P]-S1P mittels ,, Molecular Dynamics Storm Phos-
phoimager® eine deutlich verminderte SphK1~/~-Aktivitit. Dargestellt sind die einzelnen
Messwerte unabhéingiger Experimente und ihre jeweiligen Mittelwerte. n=4; * = p < 0.05.

3.2 Thrombozytdres S1P beeinflusst den
Plasma-S1P-Spiegel

Basierend auf den Ergebnissen, dass die S1P-Produktion in Thrombozyten und Ery-
throzyten von verschiedenen Sphingosinekinaseisoformen reguliert wird, stellte sich nun
die Frage, ob und wie diese Isoformen den S1P-Plasmaspiegel beeinflussen. Die Messung
der S1P-Plasmaspiegel in den verschieden Gruppen zeigt, dass SphK1-defiziente Tiere
im Vergleich zur Wildtypkontrolle eine ca. 50%ige Redukton der S1P Konzentration
im Plasma aufzeigen, wihrend SphK2-Defizienz keine signifikante Anderung hervorruft
(Abbildung 3.3 A). Diese Ergebnisse sind im Einklang mit bereits veroffentlichten Da-
ten anderer Gruppen (Allende et al., 2004; Zemann et al., 2006; Ito et al., 2007; Pappu
et al., 2007). Diese Daten suggerieren, dass SphK1 einen mdoglichen thrombozytenas-
sozierten Plasma-S1P-Verlust in SphK2-defizienten Méausen ausgleichen kann. Dennoch

ldasst sich dadurch nicht ausschlieflen, dass thrombozytédres S1P unter ,Steady-State
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Bedingungen an der Aufrechterhaltung des S1P-Plasmaspiegels beteiligt ist. Um dies
zu iiberpriifen, wurden S1P-Plasmaspiegel in NF-E2-defizienten M&usen gemessen, die
keine zirkulierenden Thrombozyten aufweisen. Diese Mause zeigen eine 20%ige Redukti-
on der S1P-Plasmakonzentration, welche durch Transfusion von Wildtypthrombozyten
ausgeglichen werden kann (Abbildung 3.3 B). Diese Ergebnisse zeigen, dass Thrombo-
zyten, wenn gleich sie nicht die Hauptquelle fiir plasmatisches S1P darstellen, an der

Aufrechterhaltung des Plasma-S1P-Spiegels beteiligt sind.
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Abbildung 3.3 — S1P-Plasmaspiegel SphK-defizienter Tiere. (A) Die massenspektrome-
trische Messung der Blutplasmen zeigt eine deutliche Reduktion der S1P-Plasma-Spiegel
SphK1~/~-Tiere bei leicht erhéhten S1P-Plasma-Spiegeln SphK2~/~-Tiere. Dargestellt
sind die einzelnen Messwerte unabhéngiger Experimente und ihre jeweiligen Mittelwer-
te. n=3/n=2; * = p < 0.05. (B) Die massenspektrometrische Messung der S1P-Spiegel
NF-E2-defizienter Tiere zeigt eine leichte Reduktion, die durch Transfusion von Wildtyp-
thrombozyten kompensiert werden kann. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte un-
abhéngiger Experimente und ihre jeweiligen Mittelwerte. n=3; * = p < 0.05.
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3.3 SphK1- und SphK2-defiziente Thrombozyten zeigen

eine unauffallige Morphologie

Als néchstes wurde der mogliche Einfluss der thrombozytenspezifischen S1P-Bildung
auf die Regulierung der Thrombozytenhomdoostase untersucht. Hierzu wurde zuerst die
Thrombozytenmorphologie Sphk-defizienter Tiere mit der von Wildtyptieren verglichen.
Bei Messung der mittleren Thrombozytenvolumina zeigt sich bei Sphk2-defizienten
Mausen auf BalbC-Hintergrund eine leichte Zunahme des mittleren Volumens (6,3+0,47
fl) gegeniiber Sphkl-defizienten- (5,6+0,16 fl) und Wildtyptieren (5,64+0,16 fl) (Abbil-
dung 3.5 B). Da dieser Effekt allerdings auf C57BL /6 Hintergrund nicht beobachtet wer-
den (Abbildung 3.5 A) konnte, handelt es sich wahrscheinlich um ein stammspezifisches
Phédnomen. Um mogliche morphologische Unterschiede darzustellen wurden transmissi-
onselektronenmikroskopische Aufnahmen ruhender Thrombozyten aus den verschiede-
nen Gruppen angefertigt. Weder in den Sphk1-, noch in den Sphk2-defizienten Throm-
bozyten besteht ein morphologischer Unterschied im Vergleich zum Wildtyp (Abbil-
dung 3.4). Die Anzahl und Morphologie der Mitochondrien und die Anzahl der spezifi-
schen Granula sind unverdndert und geben einen Hinweis darauf, dass die fehlende S1P-
Sekretion in Sphk2-defizienten Tieren nicht von einer pathologischen Verteilung intra-
zelluldrer Organellen abhéngig ist. Interessanter Weise findet sich sowohl auf C57BL/6-
als auch auf BalbC-Hintergrund ein ca. 20-30%ige Minderung der Thrombozytenzahlen
im Vollblut (Abbildung 3.6 A und B).

Abbildung 3.4 — Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) SphK-defizienter Throm-
bozyten. Die TEM zeigt keinen morphologischen Unterschied und keinen Unterschied der
intrazelluldaren Verteilung der Thrombozytenorganellen. Scalebar=1um
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Abbildung 3.5 — Darstellung der Thrombozytenvolumina SphK-defizienter Thrombozy-
ten. (A) Die Messung der mittleren Thrombozytenvolumina (i) SphK1~/~/SphK2~/~
ergibt auf C57BL/6-Hintergrund keinen signifikanten Unterschied der Gruppen. (B) Auf
BalbC-Hintergrund zeigen sich signifikant grofere Volumina SphK2~/~-Thrombozyten im
Vergleich zur SphK1~/~- und Wildtypkontrolle. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte
unabhéngiger Experimente und ihre jeweiligen Mittelwerte. * = p < 0.05.
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Abbildung 3.6 — SphK2-defiziente-Tiere haben eine verminderte Thrombozytenzahl
im Vollblut ((A) C57BL/6; (B) BalbC). Dargestellt sind die einzelnen Messwerte un-
abhéngiger Experimente und ihre jeweiligen Mittelwerte. * = p < 0.05.
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3.4 SphK2-defiziente Thrombozyten zeigen nach
Aktivierung eine verminderte Freisetzung von

Arachidonsauremetaboliten

Da aktivierte Thrombozyten eine Vielzahl von Mediatoren freisetzen und dies entschei-
dend zu ihrer Funktion beitrdgt, wurde eine mogliche Beeintriachtigung dieser Eigen-
schaft in SphK1- und SphK2-defizienten Tieren untersucht. Zuerst wurde die Freisetzung
von Arachidonsduremetaboliten untersucht. Nach Aktivierung der isolierten Thrombo-
zyten mit 0,1 U/ml Thrombin wurde zu verschiedenen Zeitpunkten die Freisetzung von
Arachidonséure (siehe Abbildung 3.7 B), PGE, (siche Abbildung 3.7 C) und Thrombox-
an By (Abbildung 3.7 D) gemessen. Wéhrend die Arachidonsdurefreisetzung nur gering
erniedrigt ist, zeigt sich in Sphk2-defizienten Thrombozyten, 15-30min nach Thrombin-
aktivierung eine bis zu 45%ige Reduktion der PGE,- und eine bis zu 60%ige Reduktion
der TXB,-Freisetzung im Vergleich zur Wildtypkontrolle. SphK1-defiziente Thrombo-
zyten zeigen lediglich eine ca. 25%ige Erniedrigung der PGE,; Freisetzung 15-30min
nach Thrombinaktivierung. Sowohl die Arachidonsédurefreisetzung, als auch die TXBs-
Freisetzung sind im Vergleich zur Wildtypkontrolle nicht vermindert. Eine Vielzahl wich-
tiger Mediatoren, wie z.B. ADP, ATP und Serotonin wird aus thrombozytédren , Dense
Granular® freigesetzt. Es wurde deshalb die ATP Freisetzung, als Indikator der ,,Dense
Granular“-Freisetzung gemessen und zwischen den verschiedenen Gruppen verglichen.
Weder SphK1- noch SphK2-defiziente Thrombozyten zeigen hierbei einen signifikanten
Unterschied im Vergleich zur Wildtypkontrolle (siche Abbildung 3.7 A).

65



3 Ergebnisse

>
o)

0 S -
(]
=yt = T |"w
o ® sphk1-/- ‘g’ ® sphki-/-
oo sphk2-/- £ 8 sphk2-/-
= 5 3
= o
2 < £
o
(=]
xr < -
a - %
< 2 8 |
w | & S
o
=
<
g  E— o
nst 15min 30min 60min nst 30min 60min
o © A
2l I IRTY , * . * * "ot
= sphk1-/- w - ¥ sphk1-/-
E sphk2-/- = sphk2-/-
g g g < -
[1}] - @
w
8 § o -
i &
N o ™ oy o
L n m
& X
o J = O - ——— E
nst 15min 30min 60min nst 15min 30min 60min
Abbildung 3.7 - Thrombozytensekretion und Freisetzung von  Arachid-

onséiuremetaboliten nach Thrombinaktivierung. (A) SphK2~/~-Thrombozyten haben
eine unbeeintriachtigte ATP Freisetzung, als Indikator einer normalen ,,Dense Granular-
Sekretion. Dargestellt sind die Mittelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experi-
mente. n=3; p > 0.05. (B) Die Arachidonséurefreisetzung in SphK2~/~-Thrombozyten ist
nach 60min Thrombinaktivierung leicht vermindert. Dargestellt sind die Mittelwerte und
der Standardfehler unabhingiger Experimente. n=4; * = p < 0.05. (C) Die Prostaglandin
Es-Freisetzung in SphK2~/~-Thrombozyten ist nach Thrombinaktivierung vermindert.
Dargestellt sind die Mittelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente. n=3;
* = p < 0.05. (D) Auch die Thromboxan Bg-Freisetzung zeigt eine Reduktion nach
Thrombinaktivierung von SphK2~/~-Thrombozyten. Dargestellt sind die Mittelwerte und
der Standardfehler unabhéngiger Experimente. n=3; p > 0.05.
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3.5 SphK2-defiziente Thrombozyten zeigen eine

normale Adhasion in vitro und in vivo

Die Fahigkeit auf bestimmten Substraten zu adhérieren stellt eine grundlegende Vor-
aussetzung fiir eine addquate Thrombozytenfunktion dar. Um einen Hinweis auf einen
moglichen Adhésionsdefekt Sphk-defizienter Thrombozyten zu bekommen, wurden des-
halb isolierte Thrombozyten bei niedrig arteriellen Scherraten iiber Matrixprotein-

beschichtete Flusskammerslides perfundiert. Nach 5min Perfusion wurde die Fliche der
adhdrenten Thrombozyten gemessen (sieche Abbildung 3.9). Wie in Abbildung 3.8 dar-
gestellt zeigen weder Sphkl- noch Sphk2-defiziente Thrombozyten einen signifikanten
Unterschied in der Adhésion auf den Substraten Kollagen, Laminin, Fibrinogen und
von Willebrandfaktor im Vergleich zur Wildtypkontrolle. Der rechte Teil der Abbildung
3.8 vergleicht den Einfluss eines Matrixproteins auf das Adhésionsverhalten der Throm-
bozyten innerhalb einer Gruppe. Man erkennt signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Matrizes, welche durch die unterschiedlich starke Adhésivitat zu erkliaren

sind und eine interne Kontrolle der Beschichtungen darstellen.
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Abbildung 3.8 — Thrombozytenadhésion im Flusskammermodell. Vergleich der Adhésion
auf verschiedenen Substraten (links) und zwischen SphK wt/wt_ Sph K17/~ und
SphK2~/~- Miusen (rechts). Deutlich sichtbar ist die unterschiedliche Adhésivitit der
unterschiedlichen Substrate in allen Gruppen. Im Vergleich der einzelnen Gruppen besteht
hingegen kein Unterschied. Jeder Datenpunkt représentiert ein unabhéngiges Experiment.
Der Querbalken gibt den Mittelwert aus allen Experimenten an; n=6; * = p < 0.05.
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Abbildung 3.9 — Mikrographien der Thrombozytenadhésion im Flusskammermodell. Es
werden spaltenweise SphK (Wt/wt)_ mit SphK1(-/7)- und SphK2(—/~)- Miusen, auf ver-
schiedenen Substraten verglichen. Deutlich sichtbar ist die unterschiedliche Adhésivitét
der unterschiedlichen Substrate in allen Gruppen. Im Vergleich der einzelnen Gruppen
besteht hingegen kein Unterschied. CFDA-SE-markierte Thrombozyten sind in griin dar-
gestellt. col=Collagen; lam=Laminin; fbg=Fibrinogen; vwf=Von-Willebrand-Faktor. Der
weifle Pfeil zeigt die Flussrichtung an. Scalebar=100um.
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Um die Thrombozytenadhésion unter in vivo Bedingungen zu analysieren wurde ein
Mausmodell der Carotisdenudation verwendet. Hierzu wurde mit Hilfe eines intralumi-
nal eingefithrten Drahtes das Endothel der Arteria Carotis denudiert und die Adhésion
transfundierter, fluoreszenzmarkierter Thrombozyten intravitalmikroskopisch analysiert.
Abbildung 3.10 zeigt den Unterschied zwischen intaktem (Sham) und verletztem Endo-
thel. Die Abbildungen 3.12, 3.13 und 3.14 zeigen fiir jede Gruppe representative Mi-
krographien der denudierten Arteria Carotis an verschiedenen Carotislokalisationen und
zu verschiedenen Zeitpunkten. Die quantitative Auswertung der Ergebnisse (Anzahl der
adhérenten Thrombozyten und Fléche der adhérenten Thrombozyten pro Dokumenta-
tionsfeld) zeigt, wie auch in den Flusskammerversuchen keinen signifikanten Unterschied
der Thrombozytenadhésion SphK1- bzw. SphK2-defizienter Tiere im Vergleich zur Wild-
typkontrolle (siehe Abbildung 3.11). Auffillig ist die hohe Streuung der Ergebnisse, die
auf die Schwierigkeit der standardisierten Endothelverletzung zuriickzufiihren ist und
in der graphischen Darstellung im Anhang (Abbildung 5.1 - 5.6) noch genauer hervor-
gehoben wird. Basierend auf diesen Ergebnissen ist nicht auf eine funktionelle Beein-
trachtigung SphK-defizienter Thrombozyten hinsichtlich der Adhésion in vitro und in

vivo zu schliefen.

Abbildung 3.10 — Darstellung der Thrombozytenadhésion nach Denudation der Ar-
teria Carotis Communis. Links: unverletzte Arteria Carotis Communis (Sham); Mitte:
Thrombozytenadhérenz bei 5min nach Denudation; Rechts: Thrombozytenadhérents bei
60min nach Denudation. Man sieht eine Zunahme der Thrombozytenadhésion im zeitli-
chen Verlauf. CFDA-SE markierte Thrombozyten sind griin dargestellt. Der weifle Pfeil
zeigt die Flussrichtung an. Die gestrichelte, weifle Linie markiert den Rand des Blutgefaf3es.
Scalebar=50um.
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Abbildung 3.11 — Thrombozytenadhésion nach Denudation der Arteria Carotis Com-
munis in den Bereichen Communis 1, Communis 2 und Bifurcation. Links ist die Anzahl
(= Mittelwerte der Thrombozytenzahl pro 1 mm?), rechts die Fliche (= Mittelwerte der
Fliche adhirenter Thrombozyten in mm? pro 1 mm?) im Zeitraum von 5-60min darge-
stellt. Zu keinem Zeitpunkt und an keiner Lokalisation existiert ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Gruppen. Jeder Datenpunkt reprisentiert ein unabhéngiges Experi-
ment. Der Querbalken zeigt den Mittelwert aus allen Experimenten an. n=5; p > 0.05.
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Communis 1 Communis 2 Bifurcation

Abbildung 3.12 — Reprisentative Mikrographien nach Denudation der Arteria Carotis
Communis einer Wildtyp-Maus nach 5, 15, 30 und 60min. Eine Zunahme der Thrombo-
zytenadhision im zeitliche Verlauf ist ersichtlich, wéhrend kein Unterschied zwischen den
einzelnen Gruppen detektiert werden kann. CEFDA-SE markierte Thrombozyten sind griin
dargestellt. Scalebar=50um.
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Communis 1 Communis 2 Bifurcation

Abbildung 3.13 — Reprisentative Mikrographien nach Denudation der Arteria Carotis
Communis einer SphK1-defizienten-Maus nach 5, 15, 30 und 60min. Eine Zunahme der
Thrombozytenadhésion im zeitliche Verlauf ist ersichtlich, wihrend kein Unterschied zwi-
schen den einzelnen Gruppen detektiert werden kann. CFDA-SE markierte Thrombozyten
sind griin dargestellt. Scalebar=50um.
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Communis 1 Communis 2 Bifurcation

Abbildung 3.14 — Reprisentative Mikrographien nach Denudation der Arteria Carotis
Communis einer SphK2-defizienten-Maus nach 5, 15, 30 und 60min. Eine Zunahme der
Thrombozytenadhésion im zeitliche Verlauf ist ersichtlich, wihrend kein Unterschied zwi-
schen den einzelnen Gruppen detektiert werden kann. CFDA-SE markierte Thrombozyten
sind griin dargestellt. Scalebar=50um.
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3.6 SphK2-defiziente Thrombozyten zeigen eine
verminderte Aggregation im Vollblut und eine
reduzierte Thrombusformation in einem Mausmodell

der Eisen(l11)-chlorid-GefaBldsion in vivo

Infolge der priméren Adhésion von Thrombozyten in Bereichen von Geféflldsionen,
kommt es im Rahmen der primédren Hamostase zur Rekrutierung weiterer Thrombo-
zyten und dem damit verbundenen Wachstum eines Thrombus. Dieser von der initia-
len Adhésion unabhéngige Prozess wird auch Thrombozytenaggregation bezeichnet und
stellt eine weitere essentielle Thrombozytenfunktion dar. Die Aggregationsfihigkeit des
SphK1- und SphK2-defizienten Vollblutes wurde nach Kollagen- oder ADP-Stimulation
mittels Impendanzaggregometrie gemessen und mit der Wildtypkontrolle verglichen.
Nach Initialisierung der Aggregation mittels Kollagen, zeigt sich weder im SphK1- noch
im SphK2-defizienten Vollblut eine signifikante Verdnderung (Abbildung 3.15). Hingegen
kommt es nach Initialisierung mit ADP zu einer signifikanten Verminderung der Aggre-
gation SphK2-defizienten Vollblutes im Vergleich zur Wildtypkontrolle (Abbildung 3.15).
Das SphK1-defiziente Vollblut zeigt auch bei ADP Aktivierung keinen signifikanten Un-
terschied zur Wildtypkontrolle. Die Messung der Thrombozytenzahlen im Vollblut (siehe
Abbildung 3.6) zeigen eine Reduktion in SphK2~/~-Tieren. Um diesen Konzentrations-
unterschied als moglichen Grund der verminderten Aggregation auszuschlieflen, wurde
die Plattchenkonzentration der Wildtyp- und SphK1-defizienten Tiere mittels Plasmazu-
gabe um 30% herabverdiinnt und erneut die Aggregation nach ADP Zugabe gemessen.
Wie Abbildung 3.16 zeigt, hat eine 30%ige Verdiinnung des Vollblutes einen Einfluss
auf das Aggregationsverhalten in der Impendanzaggregometrie, der allerdings deutlich
geringer als das Aggregationdefizit SphK2-defizienter Tiere ausfiillt. So besitzt auch das
verdiinnte Vollblut der Wildtyp- und SphK1-defizienten Tiere weiterhin eine signifkant
hohere Aggregationsfahigkeit im Vergleich zum unverdiinnten Vollblut SphK2-defizienter
Tiere. Die verminderte Thrombozytenzahl in SphK2-defizienten Tieren ist somit nicht

die alleinige Ursache fiir die verminderte Vollblutaggregation.
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Abbildung 3.15 — Vollblutaggregation muriner Thrombozyten in der Impendanzaggre-
gometrie. SphK2~/~-Tiere zeigen eine signifikante Reduktion der Aggregation nach ADP-
Aktivierung (7uM) im Vergleich zu SphK1~/~- und Wildtyptieren. Das Aggregationsver-
halten der SphK2~/~-Tiere nach Kollagen-Aktivierung (1,2ug/ml) ist nicht beeintrichtigt.
Wiihrend in SphK2~/~-Tieren ein signifikanter Unterschied zwischen Kollagen- und ADP-
Aktivierung messbar ist, fehlt diese Differenz in SphK1~/~- und Wildtyptieren. Links sind
die Aggregationsdaten auf C57BL/6-Hintergrund (n=8), rechts auf BalbC-Hintergrund
(n=>5) dargestellt. Jeder Datenpunkt représentiert ein unabhingiges Experiment. Die
Querbalken reprisentieren den Mittelwert aller Experimente. * = p < 0.05.
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Abbildung 3.16 — Vollblutaggregation muriner Thrombozyten in der Impendanzaggre-
gometrie nach Plasmaverdiinnung. Wildtyp- und SphK1~/~-Vollblut wurde mit 30% Plas-
ma verdiinnt und mit den unverdiinnten Proben in der Vollblutaggregation (7uM ADP)
verglichen. Die rote gestrichelte Linie markiert den Aggregationswert der unverdiinnten
SphK2~/~-Probe. Die Aggregation des Sphk2~/~-Vollblutes ist signifikant niedriger (ca.
20%) als der Wert des verdiinnten Wildtyp- und Sphk1—/~-Vollblutes. Dargestellt ist der
Mittelwert und Standardfehler unabhéngiger Experimente. n=5; * = p < 0.05; n.s. = nicht
signifikant.

Um die Prozesse der Aggregation und Thrombusformation in vivo zu untersuchen, wur-
de das Modell der FeCls-Verletzung an der Arteria Carotis Communis verwendet. Dieses
Modell fiithrt nach Induktion des Gefiafischadens durch FeCls zum thrombotischen Ver-
schluss der Arterie, dessen zeitlicher Ablauf mittels Intravitalmikroskopie dokumentiert
werden kann (siehe Abbildung 3.17). Es wurden der Verschlusszeitpunkt und die Dauer
des Verschlusses registriert. Wihrend 100% der exponierten Carotiden der Wildtyptiere
komplett thrombosieren, zeigen nur 66% der SphK1-defizienten und 25% der SphK2-
defizienten Tiere einen kompletten Verschluss der Gefiafle (Tabelle 3.1 und Abbildung
3.18, 3.19). Die mittlere Zeit bis zum Verschluss der Gefafle ist bei den SphK2-defizienten
Tieren tendentiell ldnger (nicht signifikant) und die Zeit bis zur Wiederersffnung des
Gefiles tendentiell kiirzer (nicht signifikant) (Tabelle 3.1 und Abbildung 3.19). Diese

Ergebnisse konnen in einer , Kaplan-Meier-Uberlebenskurve® zusammengefasst werden
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und sind nach Log-Rank-Testung statistisch signifikant. Dies veranschaulicht den Ein-
fluss der SphK2 auf die Thrombusformation und -stabilitdt wie in Abbildung 3.18 dar-
gestellt. Zusammengefasst demonstrieren diese Ergebnisse die steigernde Wirkung der
SphK2 in der Vollblutaggregation nach ADP-Aktivierung in vitro und bei der Entsteh-

ung und dem Ausmafl der arteriellen Thrombose in vivo.

Abbildung 3.17 — Intravitalmikroskopische Mikrographien nach FeCls-Verletzung von
Wildtyptieren und SphK1- bzw. SphK2-defizienten Tieren. Die Aufnahmen erfolgten nach
S5min sowie nach 25min. Repréasentativ dargestellt ist die Trombusformation CFDA-SE-
markierter Thrombozyten. Der Pfeil markiert die fehlende Okklusion der verletzen Caro-
tis einer Sphk2-defizienten Maus. Zu diesem Zeitpunkt ist die Carotis der Mehrzahl der
Wildtyp- bzw. SphK1-defizienten Tiere bereits okkludiert. Auffillig ist, dass dieser Unter-
schied initial (nach 5min) noch nicht zu beobachten ist. Die Adhésion am geschédigten
Endothel bzw. Subendothel ist unbeeintrachtigt. Scalebar=50um.
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Abbildung 3.18 — Okklusionswahrscheinlichkeit SphK1- und SphK2-defizienter Tiere
nach FeCls-Verletzung. Links ist die Wahrscheinlichkeit dargestellt, dass ein Tier innerhalb
von 60min nach FeCls-Exposition eine Gefiflokklusion erleidet. SphK2-defiziente-Tiere ha-
ben ein signifikant erniedrigtes Risiko einer Gefiafiokklusion.* = p < 0.05. Rechts ist der
prozentuale Anteil der nicht okkludierten Tiere im Verlauf der 60min als Kaplan-Meier-
Kurve dargestellt. SphK2-defiziente-Tiere zeigen im Log-Rank-Test eine signifikant erhohte
Offenheitswahrscheinlichkeit. p < 0.05.

strain % of occlusion  onset (SEM)  duration (SEM) % of reperfusion
Sphlkwt/wt 100 17.1 (3.2) 17.4 (4.0) 87.5
Sphk1=/~ 66.6 13.0 (3.1) 14.3 (3.6) 100
Sphk2~/~ 25.0 23 (NA) 10 (NA) 100

Tabelle 3.1 — Messung der Gefiaflokklusion im FeCls-Modell der Arteria Carotis Com-
munis. Dargestellt ist von links nach rechts die Okklusionswahrscheinlichkeit, der Beginn
der Okklusion (in min), die Dauer der Okklusion (in min) und der prozentuale Anteil
reperfundierter Gefifle im Vergleich der verschiedenen Gruppen. SEM=Standardfehler.
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Abbildung 3.19 — Darstellung des Okklusionszeitpunktes und der Okklusionsdauer
nach FeCls-Verletzung. Der linke Teil der Abbildung zeigt die frithesten Zeitpunkte der
vollstdndigen Okklusion. Es ist kein Unterschied zwischen den Gruppen detektierbar. Je-
der Datenpunkt représentiert ein unabhingiges Experiment. Die Querbalken zeigen die
Mittelwerte an. Der rechte Teil der Abbildung stellt die Okklusionsdauer der operierten
Tiere dar. Die Okklusionszeiten der verschiedenen Gruppen zeigen keinen signifikanten Un-
terschied. Jeder Datenpunkt représentiert ein unabhéngiges Experiment. Die Querbalken
zeigen die Mittelwerte an.
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4 Diskussion

SpkK2 ist die dominante SphK-Isoform in Thrombozyten Es ist bereits bekannt,
dass Thrombozyten eine hohe SphK-Aktivitét besitzen (Ito et al., 2007). Banno et al.
konnte zeigen, dass diese Aktivitdt hauptsidchlich membranassoziert vorliegt, aber auch
im Zytosol nachweisbar ist (Banno et al., 1998). Es wurde deshalb spekuliert, dass mehre-
re SphK-Isoformen an der thrombozytéaren S1P-Produktion beteiligt sind (Banno et al.,
1998; Fukuda et al., 2003). Allende et al. konnte in SphK1-defizienten M&usen keine
signifikannte Reduktion der thrombozytiaren SphK-Aktivitit detektieren, weshalb min-
destens eine weitere SphK-Isoform in Thrombozyten aktiv sein muss (Allende et al.,
2004). Neben der SphK1 ist bis heute nur noch eine zweite SphK-Isoform, SphK2 be-
kannt, deren Existenz in Thrombozyten bislang allerdings noch nicht {iberpriift wurde.
In dieser Arbeit wurde deshalb zum ersten Mal die mégliche Rolle der SphK2 in der
Bereitstellung der thrombozytdren SphK-Aktivitat und der damit verbundenen S1P-
Produktion getestet. Als Testsystem wurde hierbei die von Zemann et al. generierte
SphK2-defiziente Maus auf Balb/C-Hintergrund und die von Andrea Huwiler bereit-
gestellte SphK2-defiziente Maus auf C57BL/6-Hintergrund verwendet (Zemann et al.,
2006; Pushparaj et al., 2009). Die Messungen der thrombozytéren S1P-Spiegel dieser Tie-
re zeigen erstaunlicherweise eine annéhernd 100%ige Reduktion im Vergleich zu SphK1-
defizienten Tieren und der Wildtypkontrolle (siehe Abbildung 3.1 A). Zusétzlich kann
annéhernd keine SphK-Aktivitit in SphK2-defizienten Thrombozyten nachgewiesen wer-
den (siehe Abbildung 3.1 B). Diese Daten beweisen die dominante Rolle der SphK2 in der
thrombozytiaren S1P-Produktion und zeigen, dass weder SphK1 noch eine bislang un-
bekannte SphK ihren Verlust kompensieren kann. Als Kontrolle der Funktionalitit der
verwendeten Assays wurde die intrazellulire S1P-Konzentration in Erythrozyten der
verschiedenen Gruppen getestet. In diesen Zellen fiihrt die SphK1-Defizienz zu einem
annahernd 100%igen Verlust des intrazelluliren S1Ps, wihrend die S1P-Konzentration
in SphK2-defizienten Tieren unveréndert bleibt (siche Abbildung 3.2 A). Folglich ist
auch die SphK-Aktivitdt in SphK1-defizienten Erythrozyten kaum detektierbar (siehe
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Abbildung 3.2 B). Diese Kontrollexperimente entsprechen den Beobachtungen von Ito
et al. (Ito et al., 2007). Bereits in unstimulierter Thrombozytensuspension ist S1P in
niedrigen Mengen im Uberstand nachweisbar (siche Abbildung 3.1 B). In Einklang mit
den Daten von Yatomi et al. ist die extrazelluldr messbare S1P- Konzentration in Wild-
typtieren nach Thrombinaktivierung gesteigert (Yatomi et al., 1997a). Ein Prozess, der
einerseits durch eine Steigerung des S1P-Transports aus den Thrombozyten erklért wer-
den kann, anderseits aber auch durch eine stimulationsbedingte Aktivitéitssteigerung
der SphK2 erméglicht werden kénnte. Die Tatsache, dass Thrombozyten S1P sowohl
im ,Steady State®, als auch verstarkt nach Aktivierung sekretieren konnen, fithrte zur
Vermutung, dass sekretiertes S1P eine wichtige Rolle in (1) der S1P-Plasmahomdgostase
und (2) in der Thrombozytenfunktion und Thrombusformation spielen kénnte (Yatomi
et al., 1995, 1997a). Die Tatsache, dass SphK2-defiziente Thrombozyten anndhernd kein
S1P sekretieren konnen, macht die SphK2~/~-Maus zu einem interessanten Werkzeug,

um diese Fragestellungen zu adressieren.

Rolle der SphK in der S1P-Plasmahomdostase S1P-Gradienten zwischen Plasma,
Lymphe und lymphatischen Organen haben eine bedeutende Rolle in der Regulation
der Immunzellwanderung (Cyster and Schwab, 2012). Die rdumliche Aufrechterhaltung
dieser Gradienten erfolgt sowohl durch lokalisierte S1P-Produktion, als auch durch lo-
kalisierten S1P-Abbau (Cyster and Schwab, 2012). In SphK2-defizienten M&ausen, bei
denen in INF-a/(-sensitiven Zellen zusétzlich SphK1 fehlt, ist kein plasmatisches S1P
nachweisbar (Pappu et al., 2007). Da in diesen Méusen die Auswanderung von Lympho-
zyten aus den lymphatischen Organen stark eingeschréankt ist und dies einen bedeute-
ten Einfluss auf die Funktionalitdt des Immunsystems hat, ist es von groflem Interes-
se, die Regulation des Plasma-S1P-Spiegels zu verstehen (Pappu et al., 2007). Die im
Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen eine ca. 50%ige Senkung des Plasma-
S1P-Spiegels in Sphkl-defizienten Tieren, bei unverédnderten Plasma-S1P-Spiegeln in
SphK2-defizienten Tieren (siche Abbildung 3.3 A). Diese Messsungen sind im Einklang
mit bisher publizierten Daten (Allende et al., 2004; Zemann et al., 2006; Ito et al.,
2007; Pappu et al., 2007). Die Tatsache, dass SphK2-defiziente Thrombozyten weder im
»Steady State®, noch nach Aktivierung S1P freisetzen konnen (siehe Abbildung 3.1 B),
und dass ein dadurch méglicher Plasma-S1P-Verlust durch die SphK1 vollstandig kom-
pensiert werden kann, schlieffit Thrombozyten als Hauptquelle der plasmatischen S1P-
Bildung aus (siche Abbildung 3.3 A). Dies wurde bereits von (Pappu et al., 2007) durch
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die Messung normaler S1P-Plasma-Spiegel in NF-E2~/~-Miusen, die keine zirkulieren-
den Thrombozyten besitzen, gezeigt. Dieses Experiment konnte in vorliegender Arbeit
nicht reproduziert werden. Die Messung der S1P-Plasma-Spiegel in NF-E2~/~-M:usen
zeigt eine ca. 20%ige Reduktion gegeniiber den Wildtyptieren, die durch Transfusion ge-
waschener Wildtypthrombozyten kompensiert werden kann (sieche Abbildung 3.3 B). Da
die Halbwertszeit von S1P im Plasma <15min betrigt (Venkataraman et al., 2008) und
die Messung der S1P-Siegel nach Transfusion erst nach 6h erfolgten, kann davon ausge-
gangen werden, dass nicht im Transfusat vorhandenes, freies S1P an der Kompensation
beteiligt war. Bei diesem Experiment ist allerdings zu bedenken, dass NF-E2~/~-Mzuse
neben einer Thrombozytopenie auch eine leichte Andmie aufweisen (Shivdasani et al.,
1995). Der erniedrigte S1P-Spiegel kénnte also auch auf den erythrozytéiren S1P-Verlust
zuriickzufiihren sein. Nichtdestotrotz konnte das S1P-Defizit durch Thrombozytentrans-
fusion korrigiert werden. Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass thrombozytéres S1P
zwar nicht die Hauptquelle des Plasma-S1P-Spiegels darstellt, aber dass unter bestimm-
ten hamatologischen Bedingungen, wie z.B. einer Anédmie thrombozytéres S1P zu dessen

Aufrechterhaltung beitragen kann.

Sphk2 spielt eine modulierende Rolle in der Regulation der Thromboztenfunk-
tion Im Rahmen dieser Arbeit konnte weder in SphK1-, noch in SphK2-defizienten
Thrombozyten unter ,,Steady State® - Bedingungen ein morphologischer Unterschied im
Vergleich zur Wildtypkontrolle festgestellt werden. Weder die mittleren Thrombozyten-
volumina (siehe Abbildung 3.5), noch die qualitative und quantitative Verteilung der
intrazellularen Organellen weichen von denen der Wildtypthrombozyten ab (siehe Ab-
bildung 3.4). Dies spricht fiir eine qualitativ unaufféllige Thrombopoese. Hingegen sind
die Thrombozytenzahlen der SphK2-defizienten Tiere im Vergleich zur Wildtypkontrolle
um ca. 20-30% vermindert. Dies ldsst eine quantitative Beeintrachtigung der Megaka-
ryozytopoese oder Thrombopoese vermuten (siehe Abbildung 3.6 A und B). Um die
Funktionalitédt dieser, morphologisch unauffilligen Thrombozyten zu untersuchen wur-
den eine Reihe von funktionellen Thrombozytentests, sowohl in wvitro, als auch in vivo
durchgefiihrt. Die Rolle von S1P in der Thrombozytenfunktion wird kontrovers disku-
tiert. Bisherige Daten basieren auf in vitro Analysen der Thrombozytenfunktion nach
extrazellularer SIP Gabe zu gewaschenen Blutplattchen, bzw. plattchenreichen Plasma
(PRP). Bei diesen Versuchen konnte einerseits eine Steigerung der Pléttchenaggregation

(Yatomi et al., 1995; Randriamboavonjy et al., 2009), anderseits aber auch eine Abnahme
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bzw. unverdnderte Aggregation beobachtet werden (Ulrych et al., 2011; Nugent and Xu,
2000). Eine Erkldrung fiir die verschiedenen Ergebnisse konnte die jeweils unterschied-
liche Art der Plédttchenpraparation, und die damit verbundenen unterschiedlichen Ver-
suchsbedingungen darstellen. In der Tat ist der Einfluss des extrazelluldren Milieus auf
das S1P-Signalling z.B. in Lymphozyten bereits bekannt und entscheidender Bestandteil
in der Regulation des Lymphozytentraffickings. Hohe extrazelluldre S1P Spiegel z.B. in
Lymphe und Plasma fiihren zu einer Internalisierung der S1P1 Rezeptoren, wiahrend
niedrigere interstitielle S1P-Spiegel zu einer Oberfachenexpression von S1P1 auf die-
sen Zellen fiithren. Dies erméglicht u.a. die S1P-abhéngige gerichtete Auswanderung der
Lymphozyten aus dem Lympknoten in den Blutkreislauf (Cyster and Schwab, 2012). Die
Regulation der S1P-Rezeptoren auf Thrombozyten ist nicht untersucht, kénnte aber in
unterschiedlichen Versuchsaufbauten eine Ursache fiir abweichende Ergebnisse darstel-
len. Gerade deshalb ist es wichtig, reproduzierbare, physiologische Versuchsbedingungen
zu verwenden, um einen moglichen systematischen Fehler zu vermeiden. Das verwendete

Versuchsdesign zeigt hierbei folgende Vorteile:

(1) Die Erkenntnis, dass SphK2 die entscheidende SphK-Isoform in Thrombozyten dar-
stellt (sieche Abbildung 3.1 A), und dass ohne SphK2-Aktivitit keine S1P-Freisetzung aus
Blutplattchen moglich ist (siehe Abbildung 3.1 B), erméglicht erstmals die Untersuchung
des thrombozytér sekretierten S1Ps auf die Thrombozytenfunktion ohne artifizielle, ex-
trazelluldre Gabe von S1P. (2) Des weiteren wurde bei den dargestellten in vitro Daten
darauf geachtet, die Thrombozytenfunktion in ihrer physiologischen Umgebung, dem un-
verdnderten Vollblut zu untersuchen. (3) Schlieflich erlaubt das verwendete Mausmodell
erstmals die Evaluation der Rolle der thrombozytédren S1P-Bildung in der Thrombus-

formation in vivo.

Auf dem Weg zur Bildung fester, wandsténdiger Thromben an Orten von Geféaflldsionen,
miissen Thrombozyten verschiedene Aufgaben erfiillen, die den unterschiedlichen Sta-
dien der Thrombusentwicklung zugeordnet werden konnen. So kommt es als erstes zur
Rekrutierung inaktivierter, im Blutkreislauf zirkulierender Thrombozyten an den Ort der
geschadigten Gefafiwand. Dies geschieht in einem Prozess, der als ,, Tethering® und ,,Rol-
ling“ bezeichnet wird und mit der festen Adhésion der Thrombozyten am Endotheldefekt
endet (Denis and Wagner, 2007). Auf molekularer Ebene kommt es hierbei zur rezeptor-
vermittelten Bindung der Thrombozyten an extrazelluldre Matrixproteine (Savage et al.,
1996; Massberg et al., 2002; Bergmeier et al., 2006). Diese Bindung fiihrt einerseits zur

Immobilisation am Ort der Verletzung, anderseits kommt es durch sogenanntes ,,Outside-
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In Signalling” zu Aktivierung der Thrombozyten (Li et al., 2010). Besonders wichtig ist
hierbei die GPVI vermittelte Bindung an Kollagen und die GPIb-V-IX vermittelte Bin-
dung an von Willebrandtfaktor (VWF), die resistent gegen hohe Scherraten ist (Savage
et al., 1996; Massberg et al., 2002). Um einen moglichen Einfluss der SphK2 in Throm-
bozyten auf diese initialen Prozesse der Thrombusformation zu untersuchen, wurde ein
Flusskammerexperiment mit Perfusion SphK2-defizienter Mausthrombozyten iiber im-
mobilisierte Matrixproteine durchgefithrt. Weder der Vergleich der SphK2-defizienten
Thrombozyten mit der Wildtyp-Kontrolle, noch der Vergleich mit SphK1-defizienten
Méusen zeigt einen signifikanten Unterschied des Adhésionsvermogens (siche Abbildung
3.8). Wihrend auf Kollagen und vWF in allen Gruppen eine gute Adhésion beobachtet
werden kann, ist diese bei Fibrinogen und Laminin vermindert. Dies ist auf die unter-
schiedliche Adhésivitiat dieser Substrate unter Flussbedingung zuriickzufithren (Schulz
et al., 2009). Die Detektion dieser Substrat-spezifischen Unterschiede beweist die Funk-
tionalitdt der Thrombozyten nach Priaparation der Perfusionslosung in unserem Modell.
Um die Thrombozytenfunktion SphK2-defizienter Tiere in vivo zu untersuchen, wur-
de die von Lindner et al. publizierte Methode der mechanischen Endotheldenudation
durchgefiihrt und intravitalmikroskopisch analysiert. Hierbei wird mittels eines intralu-
minal eingebrachten Drahtes das Endothel der Arteria Carotis Communis mechanisch
entfernt, was zur Freilegung der subendothelialen Matrix fiithrt (Lindner et al., 1993;
Massberg et al., 2002). Dieses Modell in der Kombination mit intravitraler Mikrosko-
pie ermoglicht die optische Darstellung der Thrombozytenadhésion in vivo (Massberg
et al., 2002). Die Quantifizierung der intravitalen Mikrographien konnte keinen signifi-
kanten Unterschied in der Thrombozytenadhésion SphK2-defizienter Tiere zeigen (siche
Abbildung 3.11). Kritisch zu betrachten ist hierbei die hohe Schwankung der Werte in-
nerhalb der einzelnen Gruppen (siche Abbildung 3.11 und Anhang). Dies ist auf die
Schwierigkeit zuriickzufithren, trotz standardisierten Versuchsprotokolls eine, in der In-
tensitdt reproduzierbare Verletzung zu erzeugen. Es wére also moglich, dass potentielle
Unterschiede zwischen den Versuchstiergruppen, die feiner als die préaparationsbedingten
Schwankungen sind, nicht detektiert werden kénnen. Der Einfluss der SphK2 auf die
Thrombozytenadhésion wire dann allerdings nur von sehr geringer Bedeutung. Mit den
in vitro-Flusskammerexperimenten zusammengefasst, zeigen diese Daten erstmals, dass
SphK2 keinen bedeutenden Einfluss auf die Adhésionsfahigkeit muriner Thrombozyten
in vitro und in vivo hat. Somit kann davon ausgegangen werden, dass weder intrazel-
luldres S1P als ,,Secondmessenger, noch von Thrombozyten sekretiertes extrazellulares

S1P bei der Thrombozytenadhision eine entscheidende Rolle spielt.
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In Folge der Adhésion kommt es zum sogenannten ,,Outside-In Signalling” und zur wei-
teren Aktivierung der Thrombozyten. Dabei werden u.a. Oberflichenrezeptoren, soge-
nannte Integrine, wie ap 51 und ay,33 aktiviert, die fiir die feste Thrombozyten-Matrix-
Interaktion verantwortlich sind (Li et al., 2010). Neben der Aktivierung dieser Ober-
flachenrezeptoren kommt es des weiteren zur Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren,
mit grofer Bedeutung fiir die Thrombozytenfunktion und Thrombusformation (King
et al., 2009; Blair and Flaumenhaft, 2009). Dieser Vorgang wird Thrombozytensekreti-
on bezeichnet und beschreibt die Exozytose granulidrer Zellbestandteile (Holmsen and
Weiss, 1979). Gleichzeitig kommt es auch zum transmembrantsen Transport neu synthe-
tisierter Signalmolekiile, wie Thromboxan As. So wird z.B. in Folge der kollageninduzier-
ten GPVI Aktivierung die Freisetzung von ADP aus ,,Dense Granula“ und die Bildung
von Arachnidonsiduremetaboliten wie Thromboxan A, und Prostaglandin E, geférdert
(Nieswandt and Watson, 2003). Neben der Matrix-vermittelten Thrombozytensekretion
16st auch die Bindung des im Bereich der Lésion gebildeten Thrombins an die Rezepto-
ren PARI und PAR4 (in der Maus PAR3 und PAR4) eine potente Freisetzungsreaktion
aus (Kahn et al., 1999). Die hier dargestellten Daten und andere Publikationen konnten
zeigen, dass die Bildung und Freisetzung von S1P aus Thrombozyten durch Thrombin-
aktivierung gesteigert werden kann (siche Abbildung 3.1 B) (Yatomi et al., 1997a). Des
weiteren belegen unsere Daten, dass hierbei SphK2 die Quelle des freigesetzten throm-
bozytéren S1Ps darstellt (siehe Abbildung 3.1). Ob S1P als extrazelluldrer Ligand, oder
als intrazelluldrer ,,Secondmessenger® eine Rolle bei der Thrombozytensekretion spielt
wurde bislang nicht untersucht. Um einen mdoglichen Einfluss der SphK2 auf die Throm-
bozytensekretion zu untersuchen, wurden deshalb isolierte Thrombozyten mit Thrombin
stimuliert und die Konzentrationen bestimmter Mediatoren in den Uberstinden gemes-
sen. Als Marker fiir die Freisetzung der ,,Dense Granula“ wurde hierbei ATP gemessen.
Représentativ fiir die Bildung der Arachidonsduremetabolite erfolgte die Thromboxan
By (TXBg) und Prostaglandin E, (PGE;) Detektion. Unsere Daten zeigen eine un-
verdnderte ATP-Freisetzung SphK2-defizienter Tiere im Vergleich zur Wildtypkontrolle,
was fiir eine unbeeintrichtigte , Dense Granula“-Sekretion spricht (siehe Abbildung 3.7
A). Hingegen findet sich bei der Bildung der Arachidonséduremetabolite TXBy und PGE,
eine deutliche Reduktion im Vergleich zum Wildtyp (sieche Abbildung 3.7 C und D). Ein
dghnlicher Einfluss von S1P auf die Induktion von COX2 und die Bildung von PGE2
konnte bereits in TNFa stimulierten Fibroblasten gezeigt werden (Pettus et al., 2003).
Die hierfiir verantwortliche SphK-Isoform war allerdings SphK1. Unbeantwortet bleibt
die Frage, ob die SphK-abhéngige Regulation des Arachidonsduremetabolismus durch
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intrazelluldres S1P, im Sinne eines ,,Secondmessengers“ oder als extrazelluldres, sekre-
tiertes S1P durch die Bindung an G, gekoppelte S1P-Rezeptoren erfolgt. Auch die durch
den Verlust der SphK2 akkumulierenden Metabolite Sphingosin und Ceramid kénnten

einen Effekt auf den Arachidonsauremetabolismus haben.

Als Folge der Thrombozytensekretion kommt es zur Rekrutierung weiterer Thrombo-
zyten in den wachsenden Thrombus (Offermanns, 2006). Dabei werden diese durch die
freigesetzten Mediatoren aktiviert und treten mit bereits adhérenten Thrombozyten vor-
wiegend iiber Fibrinogenbriicken in Kontakt. Dieser Prozess wird als Aggregation be-
zeichnet und ist abhéngig von der Aktivierung des Schliisselmolekiils oy, 35 (Massberg
et al., 2005). Man unterscheidet schwache (wie z.B. ADP) von starken Aggregationssti-
muli (wie z.B. Kollagen) (Zhou and Schmaier, 2005). Diese Unterscheidung basiert vor
allem auf der Fahigkeit der Agonisten eine suffizente Thrombozytensekretion, mit persis-
tenter oS3 Aktivierung zu induzieren (Zhou and Schmaier, 2005). Fibrillares Kollagen
bindet auf Thrombozyten an den Rezeptorkomplex GPVI-FcR~y und fiihrt zur Aktivie-
rung der daran gekoppelten Tyrosinkinasekaskade. Im folgenden ,, Inside-Out Signalling*
kommt es einerseits zur Aktivierung des kollagenspezifischen Integrins as3; und der fiir
die Aggregation bedeutsamen Freisetzung der , Secondary Mediators® ADP und TXA,
(Nieswandt and Watson, 2003). ADP und TXA, fithren ihrerseits zur Aktivierung von
»G-Protein Coupled Receptors“ (GPCRs) die eine Vielzahl von Signalwegen induzieren
und zur vollstdndigen Aktivierung der Thrombozyten fiihren konnen (Offermanns, 2006).
TXA, aktiviert dabei Gog und Gaiz/13 gekoppelte Signalwege, wihrend ADP G, und
G vermittelt agiert (Offermanns, 2006). Wahrend der starke Agonist Kollagen also eine
Vielzahl von Signalwegen direkt iiber GPVI-FcRy bzw. indirekt iiber ,,Second Mediator*
induziert, bewirkt die alleinige Gabe von ADP lediglich die Aktivierung der G,, und
G vermittelten Signalwege. Moers et al. konnte in einem Mausmodell zeigen, dass der
Verlust von Ggi12/13 zu einer verminderten Aktivierung von ayp,/33 und dadurch zur be-
eintriachtigten Thrombozytenaggregation in vitro und in vivo fithrt (Moers et al., 2003).
Das Fehlen der G,12/13 Aktivierung nach ADP-Stimulation erklirt, dass dieser schwache
Agonist in niedrigen Konzentrationen nur eine geringe, reversible Aggregationsreaktion
auslost (Zhou and Schmaier, 2005). Mit Steigerung der ADP-Konzentration kann die-
ses Aggregationsdefizit kompensiert werden, was u.a. dadurch erklart werden kann, dass
es bei hoheren ADP Konzentrationen zur Steigerung der TXA, Produktion und folg-
lich zur zusétzlichen Ggi2/13 Aktivierung kommen kann (Jin et al., 2002). Die meisten

in der Literatur vorhanden Daten beziiglich der Rolle von S1P auf die Thrombozyten-

86



4 Diskussion

funktion basieren auf in vitro Aggregationsexperimenten, wobei sich die verwendeten
Versuchsprotokolle deutlich unterscheiden (Yatomi et al., 1995; Nugent and Xu, 2000;
Randriamboavonjy et al., 2009; Ulrych et al., 2011). Die hier dargestellten Daten basie-
ren auf der Methode der Impendanzaggregometrie, die eine Messung der Aggregation im
unverdnderten Vollblut ermoglicht (Cardinal and Flower, 1979b,a; Sibbing et al., 2008).
Wihrend nach Gabe des starken Agonisten Kollagen kein signifikanter Unterschied
zwischen den Versuchsgruppen nachgewiesen werden kann, zeigt sich bei Aktivierung
mit niedrigen ADP-Konzentrationen eine verminderte Aggregation SphK2-defizienter
Thrombozyten im Vollblut (siehe Abbildung 3.15). Diese Beobachtung kénnte durch drei
Mechanismen erklért werden. (1) Einerseits konnte die verminderte Thromboxanbildung
und die dadurch verminderte Amplifikationsreaktion der Plattchenaktivierung urséchlich
fiir die geringere Aggregation sein (2) Andererseits konnte die fehlende S1P Freisetzung
aus SphK2-defizienten Thrombozyten und die damit verbundene, niedrigere lokale ex-
trazellulare S1P Konzentration zu einem Thromboxan-unabhéngigen, fiir die Aggrega-
tion benotigten Verlust der S1P-Rezeptor vermittelten Signaltransduktion fiithren. (3)
Des weiteren konnten Thrombozyten unabhéngige SphK2-Effekte an der verminderten
Aggregation beteiligt sein. Die erste Hypothese kénnte durch Inhibition der thrombo-
zytdren Thromboxan As-Synthese, z.B mittels Indomethacin belegt werden. Ist nach
Indomethacingabe weiterhin eine unterschiedliche Aggregation der SphK2-defizienten
Tiere zu beobachten, so wire dieser Effekt mit grofler Wahrscheinlichkeit nicht auf die
Thromboxansynthese zuriickfithren. Die zweite Hypothese steht im Einklang mit Yato-
mi et al., die einen Synergismus zwischen niedrig konzentrierten ADP und der extrazel-
luldren S1P-Gabe beobachten konnten (Yatomi et al., 1995). Die verminderte Aggrega-
tion der SphK2-defizienten Tiere wére somit gut durch die erniedrigte thrombozytére
S1P-Freisetzung und dessen parakrine- bzw. autokrine Signaliibertragung zu erkldren.
Auch S1P bindet an GPCRs (S1PR;_5). Randriamboavonjy et al. und Motohashi et al.
konnten die Expression von SIPR; bzw. mRNA des SIPR,4 auf Thrombozyten nachwei-
sen (Randriamboavonjy et al., 2009; Motohashi et al., 2000). SIPR, transduziert iiber
den Gy, Gos und Gai2/13 Signalweg, wihrend SIPRy Go; und Gg12/13 abhéingig ist. Eine
Vielzahl der Thrombozytenfunktionen werden iiber G-Protein gekoppelte Signalwege re-
guliert und synergistische Effekte von S1P mit bekannten ,,Second Mediators“ wie ADP
sind dadurch gut zu erkldaren. Zu bedenken ist auch die dritte genannte Moglichkeit. Da
es sich bei den Sphk2-defizienten Mausen nicht um einen zellspezifischen ,, Knock-out*
handelt, miissen bei Untersuchung des Vollblutes auch die weiteren zelluldren Blutkom-

ponenten beriicksichtigt werden. Wie unsere Daten (siehe Abbildung 3.2) zeigen, ist
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die SphK2-Aktivitdt in Erythrozyten vernachléssighar gering und ein Fehlen dieser Iso-
form erklért nicht das beobachtete Aggregationdefizit. Diehl et al. konnten eine Rolle
der neutrophilen Granulozyten in der ADP-induzierten humanen Vollblutaggregation
zeigen (Diehl et al., 2010). Auch die Expression der SphK2 konnte in murinen neutro-
philen Granulozyten nachgewiesen werden, wodurch ein Einfluss dieser Zellpopulation
in den dargestellten Aggregationsexperimenten denkbar ist (Zemann et al., 2007). Da-
gegen spricht allerdings, dass eine Immunodepletion der Neutrophilen- und Monozyten
keinen Einfluss auf die Aggregation des murinen Vollblutes hat (nicht publizierte Be-
obachtung aus unserem Labor). Des weiteren konnte Zemann et al. zeigen, dass sowohl
SphK1-, als auch SphK2-defiziente Tiere eine normale Neutrophilenfunktion zeigen (Ze-
mann et al., 2007). Lymphozyten besitzen nur eine sehr geringe SphK-Aktivitat (Schwab
et al., 2005) und sind bei der Vollblutaggregation nicht von Bedeutung, weshalb auch
diese Zellpopulation zu vernachléssigen ist (Rinder et al., 1991). Die beobachtete Aggre-
gationsminderung im SphK2-defizienten Vollblut ist somit mit grofler Wahrscheinlichkeit
auf die fehlendende SphK2-Aktivitat in Thrombozyten zuriickzufiihren. Einen 100%igen
Beweis wiirde allerdings nur die Wiederholung der Experimente mit dem Vollblut einer

Megakaryozyten/Thrombozyten-spezifischen SphK2-deletierten Maus erbringen.

Waéhrend die synergistische Funktion des S1Ps in der Plattchenaggregation in vitro be-
reits charakterisiert wurde, konnte eine Relevanz dieser Befunde in wivo bisher noch
nicht gezeigt werden (Yatomi et al., 1995). Fiir die Analyse der Pliattchenaggregation
und Thrombusformation in vivo wurde in dieser Arbeit das Modell der FeCl; Verlet-
zung an der Arteria Carotis Communis verwendet. Dieses Thrombosemodell wurde von
Kurz et al. in Ratten etabliert und ist seither ein géngiges Thrombosemodell in der
kardiovaskuldren Forschung. Morphologisch entstehen hierbei okklusive Thromben, die
reich an Thrombozyten, Fibrin und auch an Erythrozyten sind (Kurz et al., 1990).
Mechanistisch wurde lange Zeit vermutet, dass es iiber direkte oxidative Effekte auf
das Endothel zur Denudation der Geféiliwand und zur Freilegung der subendothelialen,
extrazellularen Matrix kommt. Interessanterweise konnte Woollard et al. zeigen, dass
diese direkten Effekte des FeCls in wvivo eine untergeordnete Rolle spielen. Vielmehr
fithrt FeCls zur Hamolyse der vorbeiflieBenden Erythrozyten, deren freigesetztes, durch
FeCls oxidiertes Hamoglobin hauptsichlich an der Schadigung des Endothels beteiligt
ist (Woollard et al., 2009). Das Ausmaf des hierbei entstehenden Schadens ist konzen-
trationsabhingig (Kurz et al., 1990). In der vorliegenden Arbeit wurden intermediére

Konzentrationen von 10%iger FeCls verwendet, die im Wildtyp nach ca. 10-20min (siehe
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Abbildung 3.19) zur Okklusion des Geféfies fithren. Dies ist im Einklang mit den von Fay
et al. publizierten Daten (Fay et al., 1999). Wihrend die SphK1-defizienten Tiere eine
vergleichbare Kinetik wie die Wildtypkontrolle zeigen, kommt es bei Sphk2-defizienten
Tieren nur in 25% der Fille zur vollstandigen Okklusion (siehe Abbildung 3.18). Der
Zeitpunkt der Okklusion ist hierbei etwas spéter, und die Dauer etwas kiirzer als beim
Durchschnitt der Kontrolltiere (siche Abbildung 3.19). Auch die Kaplan-Meier-Analyse
der okklusionsfreien Zeitintervalle zeigt einen signifikanten Vorteil der SphK2-defizienten
Mause gegeniiber den Kontrolltieren innerhalb von 60min, nach Induktion des Schadens
einen GeféBverschluss zu erleiden (siche Abbildung 3.18). Diese Daten zeigen zum ersten
Mal die Bedeutung der SphK2 in der Thrombusformation in vivo. Wihrend es im Denu-
dationsmodell nur selten zum Verschluss des Gefiafles kommt (nicht publizierte Beobach-
tung), zeigen im FeClz-Modell 100% der Wildtyptiere eine Okklusion. Dies ist duch den
unterschiedlichen Mechanismus der Thrombusentstehung zu erkléren. In der Drahtde-
nudation stellt die freigelegte subendotheliale Matrix den priméren Aktivierungsreiz der
Thrombozyten dar. Hingegen kommt es neben der Denudation des Endothels, wie durch
Woollard et al. gezeigt, bei der FeCls auch zur Schidigung der vorbei flieBenden Blut-
zellen (Woollard et al., 2009). Die hierbei hdmolysierenden Erythrozyten spielen bei der
Schadensentstehung eine besondere Rolle. Wahrend der entscheidende Einfluss des oxi-
dierten Hadmoglobins durch Woollard et al. gezeigt werden konnte, konnten auch weitere
durch Erythrozyten freigesetzte Stoffe die Thrombose fordern. Ein wichtiger Thrombo-
zytenagonist, der von hdamolysierten Erytrozyten freigesetzt wird ist z.B. ADP. In der
Tat konnte Cornelissen et al. zeigen, dass neben einem Thrombin abhéngigen Aggre-
gationsmechanismus auch ein Thrombin unabhéngiger, ADP abhéngiger Mechanismus
an der Thrombusentstehung im FeCl; Modell beteiligt ist (Cornelissen et al., 2010). So
waren Méause, denen der ADP-Rezeptor P2Y12 fehlt nach 8%iger FeCls-Applikation vor
GefiaBokklusion geschiitzt (Cornelissen et al., 2010). Hierbei spielt einerseits das, von
Thrombozyten freigestezte ADP eine entscheidende Rolle (King et al., 2009). Ande-
rerseits konnte aber auch erythrozytir freigesetztes ADP zur zusétzlichen Aktivierung
und Rekrutierung weiterer Thrombozyten mit konsekutivem Geféafiverschluss fiihren.
Da SphK2-defiziente Thrombozyten eine verminderte Aggregation nach Stimulation mit
ADP zeigen, wire dies eine mogliche Erklarung der geringeren Okklusionswahrschein-
lichkeit im FeClz-Modell in vivo. Auch die Tatsache, dass in SphK2-defizienten Tieren
nach FeCl3-Schiadigung Thrombozyten an der verletzten Geféwand adhérieren (siehe
Abbildung 3.17) zeigt, dass es sich primér um einen Aggregationsdefekt bei erhaltener
Adhésionsfahigkeit handelt.
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Zusammenfassend zeigt die funktionelle Thrombozytentestung einen Aggregationsdefekt
SphK2-defizienter Thrombozyten im Vollblut und in der FeCls-Gefawandverletzung der
Arteria Carotis Communis bei unbeeintréchtigtem Adhésionsverhalten. Folgende Me-
chanismen koénnten hierbei beteiligt sein. (1) Die Beobachtung, dass SphK2-defiziente
Thrombozyten kein S1P sekretieren und demzufolge die extrazelluldre S1P-Konzentration
in der Umgebung eines wachsenden Thrombus denkbar gering ist, konnte eine Erklarung
fiir die eingeschrankte Thrombozytenfunktion darstellen. S1P konnte somit als extrazel-
luldrer Ligand an thrombozytéire S1P-Rezeptoren binden und wichtige Signalwege fiir die
suffiziente Aggregatbildung induzieren. (2) Da unsere Daten eine intrazelluldre Rolle des
S1Ps als ,,Second messenger* allerdings nicht ausschlieflen, sind weitere Studien notwen-
dig um diese Frage zu beantworten. (3) Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Rolle der
SphK2 in der Bildung von Arachidonsduremetaboliten gezeigt werden. Welchen Anteil
dieser Mechanismus zu dem beobachteten Aggregationsdefizit beitrdgt muss zukiinftig

noch geklart werden.

Auch die Frage ob SphK2 ein geeignetes Zielmolekiil fiir die Thrombozytenhemmung im
Menschen darstellt muss durch zukiinftige Untersuchungen beantwortet werden. Pro-
blematisch war bislang die Moglichkeit einer selektiven Hemmung der SphK2-Isoform.
Dies wurde kiirzlich mit der Entdeckung der Substanz ABC294640 [3-(4-chlorophenyl)-
adamantane-1-carboxylic acid (pyridin-4-ylmethyl)amide] erstmals moglich. French et al.
zeigten in ihrer Studie eine konzentrationsabhéngige Selektivitiat gegeniiber der SphK1-
Isoform und anderer Proteinkinasen (French et al., 2010). Sie konnten eine antiproliferati-
ve und antimigratorische Wirkung in einer Reihe von Tumorzelllinien in vitro zeigen. Die
giinstige Pharmakokinetik und -dynamik, sowie die niedrige Toxizitit von ABC294640
ermoglichten des weiteren eine signifikante Reduktion des Tumorwaschstums in einem
Brustkrebs-Xenograft-Modell der Maus @n vivo nach oraler Applikation. Diese Daten
konnten durch weiteren Studien untermauert werden, weshalb ABC294640 augenblick-
lich in einer klinischen Studie (Phase 1) in der Tumortherapie an Patienten mit fortge-
schrittenen soliden Tumoren getestet wird (Beljanski et al., 2011; Gao et al., 2012). Die
in vorliegender Arbeit dargestellten Ergebnisse stellen die wissenschaftliche Grundlage
fiir eine mogliche antithrombotische Wirkung von ABC294640. Weitere Studien miissen
die Wirkung von ABC294640 auf die Thrombozytenfunktion charakterisieren. Schlie3-
lich bleibt abzuwarten, ob die Inhibition der SphK2, einem bedeutenden Regulator einer
Vielzahl physiologischer Prozesse, mit einem akzeptablen Nebenwirkungsspektrum ver-

einbar ist.
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Hintergrund Thrombozyten spielen eine entscheidende Rolle in der Thrombose und
Hémostase. Thre Aktivierung im Bereich von Geféflverletzungen verhindert lebensbe-
drohliche Blutungen und fordert die Wundheilung. Hingegen kann die Thrombusbil-
dung aktivierter Thrombozyten im Rahmen von Gefaferkrankungen zu lebensbedrohli-
chen Komplikationen wie Herzinfarkt und Schlaganfall fithren. Sphingosinkinase 1 und 2
(SphK 1 und 2) sind Isoenzyme des Sphingolipidmetabolismus, die die Phosphorylierung
von Sphingosin (Sph) in das bioaktive Sphingosin-1-Phosphat (S1P) katalysieren. S1P
kann sowohl als extrazelluldrer Ligand der fiinf G-Protein-gekoppelten S1P-Rezeptoren
(S1PR1-5), wie auch als intrazelluldrer Secondmessenger fungieren. Obwohl Thrombozy-
ten beide SphK Isoformen exprimieren und nach Stimulation grofle Mengen S1P freiset-
zen, bleibt die (patho-)physiologische Rolle thrombozytiren S1Ps bisweilen ungeklért.
Vorliegende Arbeit befasst sich deshalb mit der Rolle der SphK 1 und 2 in der Regula-

tion der Thrombozytenfunktion.

Ergebnisse SphK2-defiziente Miuse zeigen im Vergleich zu SphK1-defizienten- und
Wildtyptieren eine ca. 100fache Reduktion der intrazelluldren, thrombozytéren S1P-
Spiegel. Des weiteren kénnen SphK2-defiziente Thrombozyten nach Thrombinstimula-
tion kein S1P in den Uberstand sezernieren. Dies zeigt, dass SphK2 die dominierende
Isoform in Thrombozyten darstellt und fiir die Bildung und Freisetzung von S1P verant-
wortlich ist. Interessanterweise ist die Freisetzung von Arachidonséduremetaboliten nach
Thrombinaktivierung in SphK2-defizienten Thrombozyten im Vergleich zur Wildtypkon-
trolle vermindert. Die funktionelle Analyse SphK2-defizienter Thrombozyten zeigt eine
signifikante Beeintrachtigung der Aggregation bei erhaltenem Adhé&sionsvermogen. Im
Einklang hiermit, ist das Ausmafl der Thrombusformation in vivo nach Eisen-3-Chlorid-

Gefaflschadigung in SphK2-defizienten Méausen signifikant vermindert.

Schlussfolgerung SphK2 ist die dominierende Isoform in Thrombozyten. Sie ist fiir

die Bildung von thrombozytdrem S1P verantwortlich und férdert die Thrombozytenag-
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gregation und Thrombusformation. Im Einklang hiermit sind SphK2-defiziente Méause

nach Eisen-3-Chlorid-Gefafischddigung vor arterieller Thrombose geschiitzt.

Background Platelets play a crucial role in thrombosis and hemostasis. Their ac-
tivation at sites of vascular injury prevents live-threatening blood loss and promotes
wound healing. However, during vascular diseases, thrombus formation by activated pla-
telets may cause stroke or myocardial infarction. The two sphingosinkinase isoforms,
sphingosine kinase 1 and 2 (SphK 1 and 2) catalyze the phosphorylation of sphingosine
(Sph) to the bioactive metabolite sphingosine-1-phosphate (S1P). S1P can either act
extracellularly by binding to its 5 known G-Protein-Coupled S1P-Receptors (SIPR1-5)
or intracellularly as a second messenger. Although platelets express both Sphk isoforms
and secrete large amounts of S1P after stimulation, the (patho-)physiologic role of pla-
telet S1P still remains unclear. Hence, this work adresses the role of SphK 1 and 2 in

the regulation of platelet function.

Results Platelets of SphK2-deficient mice have a 100-fold reduction in intracellular
S1P levels compared to platelets of SphK1-deficient or wildtyp mice. Moreover, Sphk2-
deficient platelets totally fail to secrete SIP into the supernatant after stimulation with
thrombin. This indicates that SphK2 is the major sphingosinekinase isoform in plate-
lets and responsible for the generation and release of S1P. Interestingly, the secretion of
the arachidonic-acid metabolites in response to stimulation by thrombin is reduced in
SphK2-deficient platelets as compared to wiltyp platelets. Functional testing of SphK2-
deficient platelets shows a significant reduction of platelet aggregation while platelet
adhesion remains unaltered. Correspondingly, SphK2-deficient mice have significantly

decreased thrombusformation in vivo after ferric-chlorid-injury of the vessel wall.

Conclusion SphK2 is the major sphingosinekinase isoform in platelets. It is respon-
sible for platelet S1P production and promotes platelet aggregation and thrombusfor-
mation. Correspondingly, SphK2-deficient mice are protected from arterial thrombosis

after vascular injury with ferric chloride.
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Abbildung 5.1 — Einzeltieranalyse der adhirenten Thrombozyten von Wildtyptieren nach
Denudation der Arteria Carotis Communis in den Bereichen Communis 1, Communis 2 und
Bifurcation. Es ist die Anzahl adhéirenter Thrombozyten(= Thrombozytenzahl pro 1 mm?)
im Zeitraum von 5-60min dargestellt. Man erkennt eine Zunahme der adhérenten Throm-
bozyten mit wachsender Dauer nach Denudation. Die Darstellungsweise verdeutlicht die
Schwankung der Maximalwerte zu den jeweiligen Zeitpunkten zwischen den untersuchten
Tieren.

111



Anhang

Sphk_wt; n=5

0.08
1
0
|

Communis 1 o Communis 1

Bifurcation

0.06
|
0.06
|

0.04
|
0.04
|

O

8 O
o= o O
§8 g5 g0 88

5min 15min  30min  60min 5min 15min 30min  60min

0.02
|
0.02
I

0.00
|
0.00
|

0.08
|
0.08
|

Bifurcation

0.06
|
0.06
|

0.04
|
0.04
|

3 yd
A ) /"

3 o
iy || e

5min 15min ~ 30min  60min o 5min 15min ~ 30min  60min

0.02
|

Adhesion area (in mm? per 1mm? of denudation area)
0.02

0.00
|
00
|

Abbildung 5.2 — Einzeltieranalyse der Adhésionsfliche von Wildtyp-Thrombozyten nach
Denudation der Arteria Carotis Communis in den Bereichen Communis 1, Communis 2 und
Bifurcation. Es ist die Fliche adhéirenter Thrombozyten (in mm2 pro 1 mm?) im Zeitraum
von 5-60min dargestellt. Die Fléche der adh&renten Thrombozyten nimmt mit wachsender
Dauer nach Denudation nur minimal zu. Die verwendete, automatisierte Messung der
Fléche mittels Caplmage ermoglicht somit nur eine schlechte Trennung der verschiedenen
Zeitpunkte.
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Abbildung 5.3 — Einzeltieranalyse der adhérenten Thrombozyten SphK1-defizienter Tie-
re nach Denudation der Arteria Carotis Communis in den Bereichen Communis 1, Com-
munis 2 und Bifurcation. Es ist die Anzahl adhirenter Thrombozyten (= Mittelwerte
der Thrombozytenzahl pro 1 mm?) im Zeitraum von 5-60min dargestellt. Man erkennt
eine Zunahme der adhérenten Thrombozyten mit wachsender Dauer nach Denudation.
Die Darstellungsweise verdeutlicht die Schwankung der Maximalwerte zu den jeweiligen
Zeitpunkten zwischen den untersuchten Tieren.

113



Anhang

Sphk1-/-; n=5

@
o 4

Communis1| © Communis 1

0.08
I

Bifurcation

0.06
|

0.06
|

0.04
I
0.04
|

[~

o5 ¢ g8 g%

S5min 15min 30min 60min 5min 15min 30min 60min

0.02
|
0.02
|

0.00
|

0.00
L

0.08
|
0.08
|

Bifurcation

0.04 006
l I
004 006
| I

0.02
|

Adhesion area (in mm? per 1mm? of denudation area)
0.02
|

4 4

00
1

0.00
I

5min 15min 30min 60min 5min 15min 30min 60min

Abbildung 5.4 — Einzeltieranalyse der Adhésionsfliche SphK1-defizienter-Thrombozyten
nach Denudation der Arteria Carotis Communis in den Bereichen Communis 1, Commu-
nis 2 und Bifurcation. Es ist die Fliche adhiirenter Thrombozyten (in mm2 pro 1 mm?)
im Zeitraum von 5-60min dargestellt. Die Fliache der adhérenten Thrombozyten nimmt
mit wachsender Dauer nach Denudation nur minimal zu. Die verwendete, automatisierte
Messung der Fliche mittels Caplmage ermoglicht somit nur eine schlechte Trennung der
verschiedenen Zeitpunkte.
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Abbildung 5.5 — Einzeltieranalyse der adhédrenten Thrombozyten SphK2-defizienter Tie-
re nach Denudation der Arteria Carotis Communis in den Bereichen Communis 1, Com-
munis 2 und Bifurcation. Es ist die Anzahl adhérenter Thrombozyten (= Mittelwerte
der Thrombozytenzahl pro 1 mm?) im Zeitraum von 5-60min dargestellt. Man erkennt
eine Zunahme der adhérenten Thrombozyten mit wachsender Dauer nach Denudation.
Die Darstellungsweise verdeutlicht die Schwankung der Maximalwerte zu den jeweiligen
Zeitpunkten zwischen den untersuchten Tieren.
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Abbildung 5.6 — Einzeltieranalyse der Adhésionsfliche SphK2-defizienter-Thrombozyten
nach Denudation der Arteria Carotis Communis in den Bereichen Communis 1, Commu-
nis 2 und Bifurcation. Es ist die Fliche adhiirenter Thrombozyten (in mm2 pro 1 mm?)
im Zeitraum von 5-60min dargestellt. Die Flédche der adhidrenten Thrombozyten nimmt
mit wachsender Dauer nach Denudation nur minimal zu. Die verwendete, automatisierte
Messung der Fliache mittels Caplmage ermdglicht somit nur eine schlechte Trennung der
verschiedenen Zeitpunkte.
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Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung

C57BL/6 | n=3 weiblich 7-10 Plasma-S1P Messung

Sphk wt (n=3) Wochen | (LC-MS/MS)

C57BL/6 | n=2 weiblich 7-10 Plasma-S1P Messung

Sphk1-/- (n=2) Wochen | (LC-MS/MS)

C57BL/6 | n=2 weiblich 7-10 Plasma-S1P Messung

Sphk2- /- (n=2) Wochen | (LC-MS/MS)

Tabelle 5.1 — Versuchsplanung zur Plasma-S1P Messung

Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung

C57BL/6 | n=3 weiblich 7-10 Plasma-S1P Messung
(n=3) Wochen | (LC-MS/MS)

NE-F2-/- | n=3 weiblich 7-10 Plasma-S1P Messung
(n=2) Wochen | (LC-MS/MS)

NE-F2- n=3 weiblich 7-10 Plasma-S1P Messung

/- + (n=2) Wochen | (LC-MS/MS)

C57BL/6

Tabelle 5.2 — Versuchsplanung zur Plasma-S1P Messung NE-F2-/- Tiere

Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung
C57BL/6 | n=2 weiblich 7-10 Thrombozyten-S1P Mes-
Sphk wt (n=2) Wochen | sung (LC-MS/MS)
C57BL/6 | n=2 weiblich 7-10 Thrombozyten-S1P Mes-
Sphk1-/- (n=2) Wochen | sung (LC-MS/MS)
C57BL/6 | n=2 weiblich 7-10 Thrombozyten-S1P Mes-
Sphk2- /- (n=2) Wochen | sung (LC-MS/MS)
Tabelle 5.3 — Versuchsplanung zur Thrombozyten-S1P Messung
Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung
C57BL/6 | n=3 weiblich 7-10 Erythrozyten-S1P  Mes-
Sphk wt (n=3) Wochen | sung (LC-MS/MS)
C57BL/6 | n=3 weiblich 7-10 Erythrozyten-S1P  Mes-
Sphk1-/- (n=3) Wochen | sung (LC-MS/MS)
C57BL/6 | n=3 weiblich 7-10 Erythrozyten-S1P  Mes-
Sphk2- /- (n=3) Wochen | sung (LC-MS/MS)

Tabelle 5.4 — Versuchsplanung zur Erythrozyten-S1P Messung
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Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung
C57BL/6 n=3 weiblich 7-10 SphK-Aktivitdtsmessung
Sphk wt (n=3) Wochen | der Thrombozyten
C57BL/6 n=3 weiblich 7-10 SphK-Aktivitdtsmessung
Sphk1-/- (n=3) Wochen | der Thrombozyten
C57BL/6 n=3 weiblich 7-10 SphK-Aktivitdtsmessung
Sphk2- /- (n=3) Wochen | der Thrombozyten

Tabelle 5.5 — Versuchsplanung zur SphK-Aktivitdtsmessung in Thrombozyten

Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung
C57BL/6 | n=4 weiblich 7-10 SphK-Messung der Ery-
Sphk wt (n=4) Wochen | throzyten (Diinn-
schichtchromatographie)
C57BL/6 n=4 weiblich 7-10 SphK-Messung der Ery-
Sphk1-/- (n=4) Wochen | throzyten (Diinn-
schichtchromatographie)
C57BL/6 | n=4 weiblich 7-10 SphK-Messung der Ery-
Sphk2- /- (n=4) Wochen | throzyten (Diinn-

schichtchromatographie)

Tabelle 5.6 — Versuchsplanung zur SphK-Aktivitidtsmessung in Erythrozyten

Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung

C57BL/6 | n=3 weiblich 7-10 Thromboxan B2-& Pros-

Sphk wt (n=3) Wochen | taglandin E2-Freisetzung
(ELISA)

C57BL/6 | n=3 weiblich 7-10 Thromboxan B2-& Pros-

Sphk1-/- (n=3) Wochen | taglandin E2-Freisetzung
(ELISA)

C57BL/6 | n=3 weiblich 7-10 Thromboxan B2-& Pros-

Sphk2-/- (n=3) Wochen | taglandin E2-Freisetzung

(ELISA)

Tabelle 5.7 — Versuchsplanung zur TXB2- und PGE2-Freisetzung aus Thrombozyten
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Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung

C57BL/6 | n=4 weiblich 7-10 Arachidonséurefreisetzung

Sphk wt (n=4) Wochen | (Liquid Scintillation
Analyzer)

C57BL/6 | n=4 weiblich 7-10 Arachidonséurefreisetzung

Sphk1-/- (n=4) Wochen | (Liquid Scintillation
Analyzer)

C57BL/6 n=4 weiblich 7-10 Arachidonséurefreisetzung

Sphk2- /- (n=4) Wochen | (Liquid Scintillation
Analyzer)

Tabelle 5.8 — Versuchsplanung zur Arachidonsiurefreisetzung aus Thrombozyten

Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung
C57BL/6 | n=3 weiblich 7-10 ATP-Freisetzung  (ATP
Sphk wt (n=3) Wochen | Bioluminescence Assay)
C57BL/6 | n=3 weiblich 7-10 ATP-Freisetzung  (ATP
Sphk1-/- (n=3) Wochen | Bioluminescence Assay)
C57BL/6 | n=3 weiblich 7-10 ATP-Freisetzung  (ATP
Sphk2- /- (n=3) Wochen | Bioluminescence Assay)
Tabelle 5.9 — Versuchsplanung zur ATP-Freisetzung Thrombozyten
Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung
BalbC n=>6 ménnlich 10-20 Thrombozytenadhésion
Sphk wt (n=3) Wochen | unter Flussbedingungen
weiblich in vitro
(n=3)
BalbC n=>6 ménnlich 10-20 Thrombozytenadhésion
Sphk1-/- (n=3) Wochen | unter Flussbedingungen
weiblich in vitro
(1=3)
BalbC n=>6 ménnlich 10-20 Thrombozytenadhésion
Sphk2-/- (n=3) Wochen | unter Flussbedingungen
weiblich in vitro
(n=3)

Tabelle 5.10 — Versuchsplanung zur Thrombozytenadh&sion unter Flussbedingungen in

vitro
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Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung
BalbC n=> ménnlich 10-20 Thrombozytenaggregation
Sphk Wt (n=3) Wochen | in wvitro

weiblich

(n=2)
BalbC n=>5 mannlich 10-20 Thrombozytenaggregation
Sphk1-/- (n=3) Wochen | in vitro

weiblich

(n=2)
BalbC n=>s ménnlich 10-20 Thrombozytenaggregation
Sphk2- /- (n=3) Wochen | in vitro

weiblich

(n=2)

Tabelle 5.11 — Versuchsplanung zur Vollblutaggregation in vitro

Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung
C57BL/6 n==8 ménnlich 10-20 Thrombozytenaggregation
Sphk Wt (n=3) Wochen | in vitro

weiblich

(n=5)
C57BL/6 n==_§ ménnlich 10-20 Thrombozytenaggregation
Sphk1-/- (n=3) Wochen | in vitro

weiblich

(n=5)
C57BL/6 n=_§ ménnlich 10-20 Thrombozytenaggregation
Sphk2-/- (n=3) Wochen | in vitro

weiblich

(n=5)

Tabelle 5.12 — Versuchsplanung zur Vollblutaggregation in vitro
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Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung
BalbC n=5 (Empfianger) | ménnlich | 8-12 Thrombozytenadhésion
Sphk wt n=>5 (Spender) (n=3) Wochen | und - aggregation in vivo
weiblich
(1=2)
BalbC n=>5 (Empfanger) ménnlich 8-12 Thrombozytenadhésion
Sphk1-/- n=>5 (Spender) (n=3) Wochen | und - aggregation in vivo
weiblich
(1=2)
BalbC n=5 (Empfianger) | ménnlich | 8-12 Thrombozytenadhésion
Sphk2- /- n=>5 (Spender) (n=3) Wochen | und - aggregation in vivo
weiblich
(1=2)

Tabelle 5.13 — Versuchsplanung zur Endotheldenudation

(Drahtmodell) in vivo

Stamm Anzahl Geschlecht| Alter Art der Messung
C57BL/6 | n=8 (Empfinger) | ménnlich | 812 GeféaBokklusion und
Sphk wt n=38 (Spender) (n=4) Wochen | -rekanalisation in vivo
weiblich
(n=1)
C57BL/6 | n=6 (Empfanger) | ménnlich 8-12 GefaBokklusion und
Sphk1-/- n=6 (Spender) (n=3) Wochen | -rekanalisation in vivo
weiblich
(n=3)
C57BL/6 | n=4 (Empfanger) | ménnlich | 8-12 GefaBokklusion und
Sphk2-/- n=4 (Spender) (n=3) Wochen | -rekanalisation in vivo
weiblich

(n=1)

Tabelle 5.14 — Versuchsplanung zur FeCls - Lésion in vivo
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