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1 Einleitung

1.1 Thrombozyten und deren Funktionen

Humane Thrombozyten, auch Blutplattchen genannt, sind im inaktiven Zustand diskoid und
mit einem Durchmesser von 1—4 um und einer Dicke von 0,5-0,75 um die kleinsten
zellahnlichen Partikel im Blut. Im gesunden Menschen befinden sich 150.000 —400.000
Thrombozyten / ul (Schmidt et al. 2000; Klinke et al. 2001) im Blut. Sie sind hauptsachlich fur
die primare Hamostase (,,Blutstillung”) verantwortlich, wobei sie an eine verletzte Stelle im
BlutgefaR anhaften (,adharieren”), dabei aktiviert werden, ihre Form verandern und Uber
die Bildung von Fibrinogenbriicken mit weiteren Thrombozyten verklumpen (,,aggregieren”).
Thrombozyten besitzen keinen Zellkern und sind daher nur in sehr geringem MaRe zur
Neusynthese von Proteinen fahig, weshalb sie nicht als vollwertige Blutzellen bezeichnet
werden konnen. Nach ihrer Entstehung durch Abschniirung aus Megakaryozyten im
Knochenmark haben unverbrauchte Thrombozyten im Blut eine Lebensdauer von etwa 8 bis
12 Tagen, bevor sie vom retikuloendothelialen System in Leber und Milz abgebaut werden.
Wahrend ihrer Aktivierung schitten Thrombozyten zahlreiche Substanzen, darunter auch
viele prothrombotisch wirkende Substanzen aus, z.B. ADP, Thromboxan A,, Serotonin und
Calcium-lonen (Gawaz 1999).

Neben Ihrer Hauptfunktion, der primdren Hamostase, besteht ein Einfluss von

Thrombozyten auf Immunantwort (Sowa et al. 2009) und Angiogenese (Varon et al. 2009),
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worauf hier aber nicht weiter eingegangen werden soll. Die Beteiligung der Thrombozyten
an Entziindungsreaktionen, wodurch sie auch an der Entstehung von Atherosklerose
beteiligt sind, ist ein weiterer wichtiger Punkt und wird spater gesondert angesprochen

(siehe Abschnitt 1.3).

Abbildung 1.1: Ruhende (links) und aktivierte (rechts) Thrombozyten.

Die ruhenden Thrombozyten haben eine typische Linsenform. Nach Stimulierung bildet der
aktivierte Thrombozyt lange schmale Podozyten. Aus (Gawaz 1999) mit Verweis auf

http.//www.platelet page

1.2 Aktivierung von Thrombozyten

Die Aktivierung der Thrombozyten kann Uber verschiedene Signalwege initiiert werden. Bei
einer GefaBverletzung adhériert der Thrombozyt primar Uber seinen Glykoprotein
(GP) Ib-V-IX Rezeptor an kollagenimmobilisierten von-Willebrand-Faktor (VWF) in der

subendothelialen Matrix. Eine sekundare Stabilisierung dieser ersten Bindung findet durch
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Interaktion mit Fibronektin, Kollagen und Laminin an der subendothelialen Matrix statt.
Dabei fiihrt besonders die Bindung Uber den Glykoprotein VI (GP VI) mit Kollagen zur
Aktivierung (Jandrot-Perrus et al. 2000; Nieswandt et al. 2001; Nieswandt et al. 2003) und
Formveranderung, dem sogenannten ,shape change” (Siess 1989; Paul et al. 1999) des
Thrombozyten. Der aktivierte Thrombozyt sezerniert verschiedene autokrin wirkende
Substanzen, unter anderem Thromboxan A, und ADP. Thromboxan A, bindet an TP-
Prostanoidrezeptoren (Armstrong 1996), wahrend ADP hauptsachlich an purinerge ADP-
spezifische P2Y;; und P2Y; Rezeptoren bindet (Daniel et al. 1998; Cattaneo et al. 2000;
Gachet 2001). Beide Substanzen verstarken die Aktivierung und Aggregation bzw tragen zur
Rekrutierung weiterer Thrombozyten bei (Siess 1989). Thromboxan A, l6st aulerdem im
Gefall eine vasokonstriktorische Reaktion aus. Das ebenfalls von Thrombozyten
ausgeschittete sowie aus dem Prothrombinkomplex gebildete Thrombin bindet sowohl an
den GPIb-V-IX Rezeptor-Komplex als auch an Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR) und ist
ebenfalls ein starker Thrombozyten-Aktivator (Coughlin 1993; Coughlin 2001). Die
aktivierten Thrombozyten verbinden sich (ber ihre GPllb-llla Rezeptoren und im Plasma
gelostes Fibrinogen, was zur Aggregation des Thrombozyten fihrt. Zunadchst ist die
Aggregation Uber Fibrinogenbriicken reversibel; dies wird auch primare Aggregation
genannt. Erst bei der sekundaren Aggregation wird im Zusammenspiel mit der sekundaren
Hamostase, der Gerinnungskaskade, die Verbindung durch die Thrombin-abhangige Spaltung
von Fibrinogen zu Fibrin irreversibel und damit stabil. Hierbei und bei vielen weiteren
Schritten der Aktivierung sind Calcium-lonen (ca®) notwendig. Sie strémen sowohl durch
Calcium-Kanéle in der Zellmembran, wie dem ATP-aktivierten P2X; (Mahaut-Smith et al.
1990b; MacKenzie et al. 1996), dem DAG aktivierten TRPC6 (Hassock et al. 2002) oder dem

Stim aktivierten Orail Kanal (Tolhurst et al. 2008), als auch aus internen Speichern
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(Endoplasmatisches Retikulum) durch den IP3 aktivierten IP3R Kanal ins Cytosol. Der Anstieg
der Ca** lonen im Cytosol filhrt zur Formveranderung (shape change). Die Notwendigkeit von
Calcium-lonen zur Aktivierung von Thrombozyten aber auch in weiteren Schritten der
Gerinnungskaskade wird in der Medizin genutzt, um Blutproben zu antikoagulieren, indem
Ca’* lonen z.B. mittels EDTA oder Citronenséure komplexiert werden und fir die Himostase
nicht mehr zur Verfligung stehen.

Die Aktivierung der Thrombozyten kann in vitro auch durch Zugabe einer der aktivierenden

Substanzen (wie Kollagen, ADP, Thrombin ) ausgelost werden. Die dabei fehlende Adhasion

ans Endothel unterbindet nicht die Formveranderung und Aggregation.

Abbildung 1.2: Thrombozyten-Aktivierung in vivo

Thrombozyten-Adhdsion an die subendotheliale Matrix, Formveranderung inkl. Ausschittung
diverser Substanzen zur Rekrutierung weiterer Thrombozyten, Aggregation der Thrombozyten zur
VerschlieRung der Endothelverletzung (von links nach rechts). (Bild wurde erstellt mit Komponenten

aus Servier Medical Art, www.servier.com)
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1.3 Rolle der Thrombozyten in verschiedenen

Krankheitsbildern

Die haufigste Todesursache in Deutschland sind Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems. Im
Jahr 2008 lag bei 43 % aller Verstorbenen eine solche Krankheit vor. Insgesamt 62.670
Menschen erlagen dabei einem Herzinfarkt. Dies entspricht 17,2 % der Herz-/Kreislauf-
Todesfalle in Deutschland (Statistisches-Bundesamt 2009). Ein Herzinfarkt wird fast immer
durch eine plotzliche Minderdurchblutung eines HerzkranzgefdlRes ausgeldst, welche auf
eine atherosklerotische GefaBverengung mit zusatzlicher  Thrombusbildung
(Koronarthrombose) zurilickzufiihren ist. Neben dem finalen Verschluss des GefdlRes durch
einen Thrombus sind nach neuesten Erkenntnissen Thrombozyten aber auch an der
Entstehung der Atherosklerose selbst beteiligt (Jennings 2009).

Turbulenter Blutfluss kann zum Adharieren von Thrombozyten an das intakte Endothel
fliihren und eine erste Aktivierung auslosen (Theilmeier et al. 2002; Jorgensen 2005). Des
Weiteren adhdrieren Thrombozyten an  entziindete Endothelzellen, welche
prothrombotische Substanzen ausschitten (Gawaz et al. 1996; Gawaz et al. 1997; Bombeli et
al. 1998; van Hinsbergh 2001). Derartig aktivierte Thrombozyten setzen unter anderem
Plattchen Faktor 4 (PF4) und CD40L frei. Dabei ist CD40L ein Ligand fir CD40 Rezeptoren auf
Endothelzellen, wodurch Signalwege der Entziindung in den Endothelzellen angetriggert
werden (Henn et al. 1998). Eine weitaus groBere Rolle fir die Bildung der Atherosklerose
spielen jedoch die von den Thrombozyten ausgeschiitteten Chemokine, zu denen auch der
oben genannte PF4 gehoért (Weber 2005). Diese locken Monozyten an, welche in das

Gewebe einwandern und sich zu schwammartigen Makrophagen ausdifferenzieren (Libby et
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al. 1991; Scheuerer et al. 2000). Diese Einlagerung flihrt zur Verengung des BlutgefalRes und
zur Bildung des Plaque.

Dass nicht die Entziindung der Endothelzellen sondern die Aktivierung der Thrombozyten
eine maRgebliche Rolle bei der Ausbildung der Atherosklerose spielt, konnte durch diverse
Experimente mit Knock-Outs von verschiedenen Rezeptoren gezeigt werden. Ein Knock-Out
des GPllIb stoppte die Entstehung einer Atherosklerose (Massberg et al. 2005). Ebenso
reduzierte der Knock-Out von P-Selectin die Ausbildung einer Atherosklerose (Burger et al.
2003; Manka et al. 2004), wobei ein Doppel Knock-Out von P-Selektin und E-Selektin die
Atherskerosebildung am starksten hemmte (Dong et al. 1998; Huo et al. 2003).

Ein daraus abgeleiteter moglicher Therapieansatz zur Reduktion atherosklerotischer
Prozesse, ware eine spezifische Hemmung bestimmter Thrombozytenaktivierungswege,
welche Uber die Wirkung von niedrig-dosiertem Aspirin herausginge. Da Thrombozyten
jedoch eine wichtige Rolle in der Himostase spielen, wére eine zu starke Hemmung fatal.
Daher ist es von groRer Bedeutung die einzelnen Mechanismen der Aktivierung und
Hemmung von Thrombozyten zu kennen, um passende Therapieansatze fiir eine regulierte

Hemmung zu finden.
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Abbildung 1.3: Thromboyzten-vermittelter GefdRBverschluss nach rupturiertem Plaque (Bilder

wurden erstellt mit Servier Medical Art, www.servier.com).
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1.4 Endogene Hemmung von Thrombozyten in gesunden
Blutgefifien

Im gesunden GefaRsystem setzen Endothelzellen antithrombogene und vasoaktive
Substanzen frei. Hierzu zdahlen malRgeblich Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin (PGl,),
aber auch Adenosin (Moncada et al. 1976a; Gryglewski et al. 1978; Palmer et al. 1987,
Vinten-Johansen et al. 1999). Diese Substanzen wirken zum einen am Endothel und
bewirken eine Vasodilatation, zum anderen wirken sie an Thrombozyten, wo sie einer
Aktivierung entgegensteuern (Moncada et al. 1976a; Busse et al. 1987). Dabei aktiviert NO
die Guanylatzyklase, welche cGMP produziert, und PGl, die Adenylatzyklase, welche cAMP
produziert. Sowohl cGMP als auch cAMP aktivieren den Calcium-Transporter am dichten
tubuldren System wodurch Ca** aus dem Cytosol in dichte Granula (einen intrazelluldren
Speicher) transportiert wird. Durch die Wegnahme der Calcium-lonen aus dem Cytosol
konnen diese nicht mehr zur Aktivierung der Thrombozyten beitragen (Abbildung 1.4).

Im Gegensatz zu gesunden Gefallen liegen in pathophysiologisch verdanderten Gefallen diese
Substanzen in verminderter Menge vor, was zu vermehrten Adhasionen von Thrombozyten

ans Endothel fiihrt.
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Abbildung 1.4: Endogene Hemmung der Thrombozyten durch Prostacyclin (PGl,) und
Stickstoffmonoxid (NO).

Beide Substanzen aktivieren Uber die Adenylat- (AC) bzw Guanylatzyklase (GC) unter
anderem den Calcium-Transporter, welcher Calcium-lonen aus dem Cytosol in intrazelluldre
Speicher (dichte Granula) transportiert (Bilder wurden erstellt mit Servier Medical Art,

www.servier.com).
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1.5 Rolle des EDHF fiir die Thrombozytenfunktion

Eine dritte, von den Endothelzellen ausgehende vasoaktive Substanz ist der Endothelial
Derived Hyperpolarizing Factor (EDHF). Er bewirkt eine Hyperpolarisation von Endothelzellen
und glatten Muskelzellen, wodurch es zur Vasodilatation kommt. Um welche Substanz genau
es sich bei EDHF handelt und welche Proteine, Enzyme, Substanzen und Rezeptoren in die
Signalwege involviert sind, ist bis heute nicht eindeutig geklart (Feletou et al. 2006) und
unterscheidet sich wahrscheinlich abhadngig von Spezies und Gefalbett, so dass man auch
von einem ,,Prinzip" einer EDHF-artigen Wirkung sprechen kann. Diskutiert werden Produkte
der Cytochrom P450 Monooxygenase (CYP450), die Epoxyeicosatrienoische Sduren (EET),
sowie Kalium-lonen und deren Kandle, da das Ausstromen von Kalium-lonen zu einer
Hyperpolarisation fiihrt. Weitere diskutierte Substanzen sind die Produkte der
Lipoxygenasen, Wasserstoff-Peroxid und C-type natriuretische Peptide (Feletou et al. 2006).
Ebenso kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich um ein Zusammenspiel mehrerer
Substanzen handelt.

Die verschiedenen Produkte der CYP450 wurden bereits in Zusammenhang mit Endothel-
abhangiger Hyperpolarisation und Vasodilatation in verschiedenen BlutgefaRen diskutiert
(Oltman et al. 1998; Widmann et al. 1998; Quilley et al. 2000; Fleming 2004). Die
Ausschaltung der CYP450 2C9 (CYP2C9) Expression zeigte entsprechend einen Wegfall einer
EDHF-abhangigen ca* Anderung und Vasodilatation (Bolz et al. 2000). Dabei aktivierten EETs
Kalzium-abhangige Kaliumkanale (KCa) in der Zellmembran (Li et al. 1997). Insgesamt gibt es
8 verschiedene KCa Kanile (KCal.1, KCa2.1, KCa2.2, KCa2.3, KCa3.1, KCa4.1, KCa4.2 und
KCa5.1) wobei letztere drei zwar strukturell dhnlich aber nicht von Kalzium aktivierbar sind

(Gutman et al.; Wei et al. 2005). Am Endothel konnte in Mausen bereits gezeigt werden,
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dass das Fehlen von KCa3.1 (Intermediarer Calcium-abhangiger Kaliumkanal) zu einer
verminderten Acetylcholin-abhangigen Dilatation flhrt (Si et al. 2006). Ebenso ist dieser
Kanal in die EDHF typische Weiterleitung der Hyperpolarisation entlang des mikrovaskularen
GefaRes involviert (Wolfle et al. 2009).

Ungeklart ist bisher jedoch, ob diese dritte Substanz, EDHF, wie auch NO und PGl, eine
antithrombogene Wirkung besitzt.

An Thrombozyten konnte eine Hyperpolarisation durch EETs gezeigt werden (Krotz et al.
2004). Untersuchungen mit dem EDHF-enthaltenden Uberstand von kultivierten humanen
Umbilical-vendsen Endothelzellen (HUVEC) auf humane Thrombozyten zeigten, dass diese
eine hyperpolarisierende Wirkung auf Thrombozyten haben. Diese Hyperpolarisation konnte
unterdriickt werden, wenn die Thrombozyten mit Charybdotoxin, einem Hemmstoffen fiir
die Kalium-Kanale KCa3.1 (IKCa) und KCal.1 (BKCa), behandelt wurden (Krotz et al. 2009).
Eine spezifische Zuordnung war jedoch nicht moglich, da Charybdotoxin auch
spannungsabhangige K-Kandle hemmt. Daraus ergab sich bereits die Vermutung einer EDHF
Wirkung auf Thrombozyten und die Beteiligung von thrombozytdaren KCa3.1 Kanélen an der

EDHF-Signalkaskade.
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1.6 Kaliumkandle und deren Expression auf Thrombozyten

Es gibt viele verschiedene Kaliumkandle, die in die folgenden Gruppen eingeteilt werden:
Spannungsgesteuerte Kaliumkanale (Kv), einwarts-gerichtete Kaliumkanale (Kir), 2 Poren
Kaliumkandle (2PK), ATP abhangige Kaliumkanadle (KATP) und Kalzium-abhangige
Kaliumkanale (KCa). Letztere werden nach deren Leitfahigkeit unterteilt in small KCa (SKCa,
KCa2.3), intermediate KCa (IKCa, KCa3.1) und big KCa (BKCa, KCal.1). Das Vorhandensein
von Kv und KCa Kandlen auf Thrombozyten wurde mittels Patch-Clamp-Technik und
pharmakologischen Hemmstoffen bereits in den 1990ern gezeigt (Mahaut-Smith et al.
1990a; Mahaut-Smith 1995; de Silva et al. 1997). Aufgrund ihrer elektrophysiologischen
Eigenschaften wurde aber davon ausgegangen, dass es sich um KCa Kanale intermediarer
Leitfahigkeit handeln konnte. Die Internet-basierte Datenbank ,Platelet Web“ liber Proteine
in Thrombozyten (Dittrich et al. 2008) hat bislang nur 5 Kaliumkanadle in Thrombozyten
gelistet, davon nur ein KCa Kanal (KCNN3, potassium intermediate/small conductance
calcium-activated channel, subfamily N, member 3). An Endothelzellen konnte gezeigt
werden, dass KCa3.1 Kandle (KCNN4) durch Kalium-Ausstrom zu einer Hyperpolarisation
beitragen (Si et al. 2006). Ob dieser Kanal auch auf Thrombozyten vorhanden ist und welche

Rolle er in Bezug auf die Thrombozytenaktivitat hat, war bislang allerdings noch ungeklart.
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2 Fragestellung

Ein an der EDHF-Antwort an Endothelzellen beteiligtes Protein ist der KCa3.1 Kanal (Si et al.
2006). Wenn EDHF auch an Thrombozyten wirkt, kénnte dieser oder ein dhnlicher Kanal
auch auf Thrombozyten vorhanden sein und eine d&hnliche Wirkweise besitzen.
Untersuchungen mittels Patch-Clamp-Technik sowie mit pharmakologischen Hemmstoffen,
wie Charybdotoxin (hemmt KCa3.1 und KCal.1l Kandle), an Thrombozyten lassen auf die
Expression von KCa Kanalen intermedidrer Leitfahigkeit in der Thrombozytenmembran
schliefen (Mahaut-Smith 1995; de Silva et al. 1997). Jedoch ist unklar, inwieweit die KCa
Kandle auf die Aktivitdt der Thrombozyten Einfluss haben. Kaliumkandle sind selektiv
permeabel fur Kalium und da die Kaliumkonzentration im Thrombozyten héher ist als im
umgebenden Plasma wiirde ein Offnen des Kanals das Ausstrémen von Kalium entlang des
Elektrochemischen Gradienten bewirken. Ein K* Ausstrom fiihrt zu einer Erniedrigung des
Membranpotentials im Thrombozyten (Hyperpolarisation) und miisste damit einer
Aktivierung entgegenwirken.
Aus diesen Uberlegungen wurden folgende Fragestellungen innerhalb dieser Arbeit
behandelt:

1. Ist KCa3.1in Thrombozyten vorhanden?

2. Sind KCa3.1 Kanadle am Membranpotential von Thrombozyten beteiligt?

3. Fihrt eine Ausschaltung des Kanals zu einer Verdanderung der Rezeptorexposition?

4. Was ist die funktionale Konsequenz in vitro bei Ausschaltung der Expression?

5. Welches ist die physiologische Konsequenz in vivo bei Ausschaltung der Expression?
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3 Material und Methoden

Alle hier vorgestellten Experimente wurden im Institut fir Vegetative Physiologie der
Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU, seit 2008 Walter-Brendel Zentrum flr Experimentelle
Medizin) in Minchen unter der Leitung von Prof. Dr. U. Pohl durchgefiihrt.

Alle hier verwendeten Substanzen, wenn nicht explizit anders genannt, sind von Applichem

(Deutschland).

3.1 Tiermodell

Es wurden adulte Black6é Wildtyp (Wt) Mause (Mus musculus) im Gewichtsbereich von
20-30g beiderlei Geschlechts von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) sowie daraus
abstammende Zuchttiere genutzt. Des Weiteren wurden KCa3.1 KO Mause aus hauseigener
Zucht verwendet. Die KCa3.1 KO Mauslinie wurde vom Labor Kohler (Dr. Ralf Kohler,
Pharmakologie, Universitat Californien Davis, USA) generiert (Si et al. 2006) und uns zur
Zucht zur Verfligung gestellt. Die Tiere wurden bei 21 -24°C in einem 12 stiindigen Hell-
Dunkel-Zyklus bei freiem Trockenfutter und Wasserzugang nach Geschlecht getrennt

gehalten. Die Kafige wurden taglich von Tierpflegepersonal des Instituts gesdubert.
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3.2 Narkose

Ein Narkosemix bestehend aus 160 pl Fentanyl (0,05 mg/ml, CuraMED® Pharma GmbH,
Karlsruhe, Deutschland), 800 ul Midazolam-ratiopharm® (1 mg/ml, Ratiopharm GmbH, Ulm,
Deutschland), 80 pl Domitor® (1 mg Medetomidinhydrochlorid / 10 ml, Orion Pharma Corp.,
Espoo, Finnland) und 2960 ul 0,9% Kochsalzlosung wurde hergestellt und bei 4°C maximal
1 Woche gelagert.

Am Ende der Versuche wurden die Miuse mit einer Uberdosis Natrium-Pentobarbital

(Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) eingeschlafert.
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3.3 Isolierung und Reinigung von Thrombozyten

Thrombozytenresuspensionspuffer
138 mM NaCl

2,7 mM KCI

12 mM NaHCOs3

0,4 mM NaH,PO,

1 mM MgCl,

5 mM D-Glucose

5 mM Hepes

pH 7,35

Natrium-Citrat-Glucose fiir murine Blutennahme
38 mM Natrium-Citrat
75 mM Trinatrium Citrat

100 mM D-Glucose

Fir die Isolierung von Thrombozyten aus der Maus, wurden adulte Mdause beiderlei
Geschlechts mit 15 pl Narkosemix /g Korpergewicht anasthesiert. Nach Reflexfreiheit wurde
durch Herzpunktion mit einer Kantle der Starke 27 % (B.Braun, Melsungen, Deutschland)
zwischen 500 und 1000 ul Blut entnommen. Nach Blutentnahme wurden die Tiere mit einer

Uberdosis Natrium-Pentobarbital eingeschlifert.
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3.3.1 Thrombozytenisolierung fiir Aggregationsuntersuchung in vitro

Zur Gerinnungshemmung wurden 40 pl Natrium-Citrat-Glucose, 60 pl Thrombozytenpuffer
in eine 1ml Spritze vorgelegt und mittels Herzpunktion 500ul Blut entnommen. Das Citrat-
Blut wurde in einem Rohrchen (5 ml, 75 x 12 mm, PS, Ref 55.1579, Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland) mit 400 ul Thrombozytenpuffer versetzt und fir 5 min bei 130g bei
Raumtemperatur (RT) ohne Bremse in einer Eppendorf-Zentrifuge (5810R mit
Ausschwingrotor, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert. 250 ul des
plattchenreichen Plasma (PRP) wurden mit einer weitlumigen Pipette abgenommen und in
eine Glaskuvette (Probe&Go Labordiagnostica GmbH, Osburg, Deutschland) Gberfiihrt. Das
restliche Citrat-Blut wurde erneut fir 5 min bei 3000 g zentrifugiert. Es wurden 250 pl des
Uberstands (Plattchen-armes Plasma) in eine weitere Glaskiivette (berfiihrt. Beide

Glasklvetten wurden fiir die Aggregationsuntersuchung mittels Turbidometrie verwendet.

3.3.2 Thrombozytenisolierung und Farbung fiir in vivo Versuche

Bei Mausen wurde bis zu einem Volumen von 1 ml die maximal mdgliche Menge Blut
entnommen. Die Blutgerinnung wurde durch Vorlage von 200 ul Citrat-Glucose-Losung und
1 ul lloprost (Prostazyklinanalogon llomedin®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland)
unterbunden. Das Citratblut wurde in 5ml Réhrchen (Sarstedt, 5 ml, 75 x 12mm, PS, Ref
55.1579) mit 500 ul PBS gegeben und 5min mit 125 g bei RT ohne Bremse zentrifugiert
(5810R mit Ausschwingrotor, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Das plattchenreiche
Plasma wurde mit einer weitlumigen Pipette vorsichtig abgenommen und in 2 ml
Thrombozytenpuffer mit 5ul lloprost und 0,5 pl CFDA-SE (89,7 mM, Bachem) Uberfiihrt und
fiir 30 min lichtgeschutzt bei 37°C inkubiert. Die Thrombozytenlosung wurde gleichmaRig auf

6 neue Roéhrchen verteilt und 10 min mit 332 g bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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verworfen, die Thrombozyten in insgesamt 250 ul Thrombozytenpuffer resuspendiert und

far in vivo Versuche verwendet.

3.3.3 Isolierung von Thrombozyten zur Herstellung von Proteinlysat

Die Blutentnahme und Zentrifugationsschritte wurde wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben
durchgefiihrt. Jedoch wurde das PRP nicht mit CFDA-SE inkubiert. Das Thrombozytenpellet
wurde in insgesamt 50ul Lysispuffer (50 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8, 2 mM DTT,
10 pl/ml Proteinase-Inhibitoren-Mix P8340 von Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
resuspendiert und mehrfach durch eine Insulinkaniile (27% G) gezogen um die Zellen

zusatzlich mechanisch aufzuschlieRen.
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3.4 Proteinchemische Methoden

3.4.1 Proteinisolation aus Thrombozyten

Thrombozyten aus Wt und KCa3.1-KO Mausen wurden isoliert und gewaschen wie in 3.3.3
beschrieben und in 50 ul Lysispuffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde durch
mehrmaliges Ziehen durch eine 29G Kanile homogenisiert. Mit dieser homogenen Losung

wurde eine Proteinbestimmung durchgefiihrt.

3.4.2 Proteinbestimmung (nach Biuret)
BCA Protein-Assay Kit bestehend aus Losung A und Lésung B (Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland)

BSA (Bovine Serum Albumin) Losung 2 mg/ml in destilliertem Wasser

Das BCA (bichinconinic acid) Kit basiert auf der Reaktion nach Biuret. Hierbei werden cu?
lonen durch Proteine in alkalischem Millieu zu Cu®* reduziert. BCA bindet an Cu'* und bildet
einen blau-violetten Komplex. Diese Reaktion ist anndhernd linear proportional zur
ansteigenden Proteinkonzentration. 10 pl Thrombozytenlysat und 200 pl BCA-Kit Losung
wurden in eine 96-Well Platte gegeben. Parallel wurde eine Eichreihe aus 1-20 ug BSA-
Losung pro Well erstellt. Nach Inkubation der Losungen fiir 30 min bei 37°C wurden diese
kolometrisch in einem SprectraFluor (Tecan, Crailsheim, Deutschland) bei 550 nm gemessen.
Der Proteingehalt der Thrombozytenlysate konnte (iber die Eichreihe mit Hilfe der Formel
f(x)=mx+b mit f(x) als die Absorptionsrate, x als den Proteingehalt in pg, m der Gradient der

Standardkurve und b der Achsenabschnitt der Standardkurve, errechnet werden.
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3.4.3 SDS - Polyacrylamid - Gelelektrophorese

Trenngel (8%)

12,08 ml
6,25 ml
6,67 ml
125 pl
12,5 pl

250 pl

Aqua destillata

1,5 M Tris-HCl pH 8,8

Acrylamid

20% Natriumdodecylsulfat (SDS)
TEMED

10% Ammoniumpersulfat

Sammelgel (4%)

4,375 ml
6,25 ml
1,875 ml
125 pl
7,5 ul

125 pl

Aqua destillata

0,5 M Tris-HCI pH 6,8

Acrylamid

20% Natriumdodecylsulfat (SDS)
TEMED

10% Ammoniumpersulfat

Die Reaktionsansatze fur Trenngel und Sammelgel wurden nach Zugabe von Aqua destillata,

Tris-HCl und Acrylamid gut durchmischt und entgast. AnschlieRend wurden SDS, TEMED und

Ammoniumpersulfat zugegeben. Die Flissigkeit wurde moglichst ziigig in die Gelhalterung

gegossen, wo sie bei RT polymerisierte.
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4x Ladepuffer

0,25 M Tris-HCl pH 6,8
8% SDS

40% Glycerin

0,02% Bromphenolblau

400 nM  B-Mercaptoethanol

4x Laufpuffer
134 mM  Tris
760 mM  Glycin
0,4 % SDS

pH 8,8

Die Proteinlysate wurden fir kurze Zeit bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Es wurden
Proteinlysat entsprechend 40 ug Protein mit Ladepuffer gemischt, 10 min bei 99°C
denaturiert und auf das Gel bestehend aus 4 %igem Sammelgel und anschlieRendem
8%igem Trenngel aufgetragen. An das Gel wurde eine Spannung von 90 V angelegt bis der
Ladepuffer das Ende des Sammelgels erreicht hatte und anschlieRend 130V bis der

Ladepuffer das Ende des Trenngels erreicht hatte.
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3.4.4 Western - Blotting

10x Transferpuffer

386 mM Glycin

368 mM Tris-HCI

0,375 % SDS

Zum Gebrauch wurde die Losung wie folgt verdiinnt: 100 ml 10x Transferpuffer, 200 ml

Ethanol, 800 ml Aqua destillata

Die aufgetrennten Proteine wurden mittels Tank-Western-Blotting elektrophoretisch auf
eine Nitrocellulose-Membran (Applichem) transferiert. Hierzu wurde das Gel zusammen mit
der Nitrocellulose-Membran luftblasenfrei zwischen zwei Filterpapiere gelegt und die
Proteine in einer gekihlten Tank-Blot-Kammer mit Transferpuffer bei 200 mA (entsprechend
Flache des Gels mal 0,8 mA) Gber 75 min aus dem Gel auf die Nitrocelluose-Membran

transferiert.

3.4.5 Firbungvon Proteinen

Um die Proteinmenge der verschiedenen aufgetragenen Proben kontrollieren zu kdnnen,
wurde die Nitrocellulose-Membran 5min in Ponceau S Lésung (Sigma-Aldrich) inkubiert.
AnschlieBend wurde die Hintergrundfarbung durch Waschen mit H,0 entfernt. Die gefarbte
Nitrocellulose-Membran wurde mit einer handelsiblichen Digitalkamera (Nikon CoolPix)

dokumentiert.
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3.5 Immunologische Methoden

3.5.1 Immunoprint fiir KCa3.1

10x Waschpuffer TBS (Tris buffered saline) mit Tween
153 mM Tris

1,37 M Natriumchlorid

0,1 % Tween 20

Blocking Puffer

5% Magermilch-Pulver in TBS-Tween

Chemielumineszenz- Detektionskit (Applichem, Darmstadt, Deutschland)

Losung A und Losung B im Verhaltnis 1:1 gemischt

Die Detektion des KCa3.1 Proteins erfolgte mittels spezifischem Antikérper. Um
unspezifische Reaktionen ausschlieBen zu kénnen, wurde die Nitrocellulose-Membran
zundchst 30 min mit Blocking Puffer bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde der
Erstantikorper, polyklonal Hase-anti-Maus KCa3.1 N-terminal (freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von Dr. Ralf Kéhler, Zentrum fiir Innere Medizin, Marburg), im Blocking
Puffer 1:200 verdinnt und tUber Nacht bei 4°C auf der Nitrocellulose-Membran inkubiert. Die
Nitrocellulose-Membran wurde 3 mal in Waschpuffer fir jeweils 5 min bei RT gewaschen.
Der Zweitantikorper, Ziege-anti-Hase (Calbiochem, Merck-Biosciences GmbH, Schwalbach,
Deutschland) gekoppelt mit Meerrettichperoxidase, wurde 1:10.000 in Blocking Puffer

verdliinnt und 1h bei RT auf der Nitrocellulose-Membran inkubiert. Die Membran wurde
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3mal in Waschpuffer jeweils 5 min gewaschen. Es wurden 50 bis 100ul Entwicklerlésung auf
der Membran verteilt und 1 bis 2 min inkubiert. Die Membran wurde zwischen zwei Folien
gelegt und die Uberschissige Entwicklerlosung herausgestrichen. Die Chemielumineszenz
wurde mit einem digitalen Dokumentationssystem (Wasabi, Hamamatsu Photonics
Deutschland GmbH, Herrsching, Deutschland) dokumentiert.

Als Ladekontrolle wurde der Blot mit Ponseau S (Sigma-Aldrich) gefarbt, wobei alle Proteine
auf der Membran eine Farbung erhalten. Die Banden auf gleicher Hohe kdénnen auf ihre

Dicke miteinander verglichen werden.

3.6 Hdamatologische Untersuchungen

Narkotisierten Wt- und KCa3.1 KO Mausen wurde 2 mm der Schwanzspitze abgeschnitten
und aus der sich ergebenden Wunde wurden 50 bis 100 pul Blut in ein EDTA benetztes
Roéhrchen (Microvette®100 Sarstedt AG&Co., Nimbrecht) aufgefangen. Das EDTA-Blut
wurde in einem Coulter Ac.Tdiff (Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) gemessen

(Einstellung Pferd) und ein kleines Blutbild erstellt.
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3.7 Durchflusszytometrie

Ein  Durchflusszytometer ermoglicht die  Messung von  Lichtstreuung und
Fluoreszenzemission einer Zelle. Hierzu werden suspensierte Zellen durch eine Kapillare
gesaugt und passieren einen Laserstrahl mit der Wellenlange A=488 nm bzw. A=633 nm. Die
durch die Zellen erzeugte Lichtstreuung sowie die durch Markierung mit
Fluoreszenzfarbstoffen an den Zellen erzeugte Emission wird detektiert und erlaubt
Rickschliisse auf die GroRenverteilung, die Kornigkeit der Zellen sowie die emittierte
Lichtintensitat in verschiedenen Emissionsspektren. In dieser Arbeit wurde die Lichtemission
im Bereich A=515-545 nm und A=650-670 nm detektiert. Im Durchflusszytometer ist die
Messung mehrerer tausend Zellen innerhalb von Minuten moglich. Das fir diese Arbeit
verwendete Durchflusszytometer ist ein FACS Cantoll von Becton Dickinson (Becton
Dickinson, Heidelberg, Deutschland). Die Daten wurden mit der Software Diva (Becton

Dickinson, Heidelberg, Deutschland) erfasst und ausgewertet.

3.7.1 Thrombozytires Membranpotential

Membranpotential-sensitive Farbstoffe werden zur Untersuchung der Anderung des
transmembraniren elektrischen Potentials von Zellen genutzt, die durch Anderung der
Fluoreszenzintensitat des Farbstoffes angezeigt wird. In dieser Arbeit wurde hierzu Bis- [1,3-
dibutylbarbituric acid] trimethine oxonol (DiBAC4(3), Bis-oxonol, Molecular Probes,
Deutschland) verwendet, welches ein Emissionsmaximum bei A=516 nm hat. Der anionische
Farbstoff diffundiert in die Zelle und bindet intrazellular an Proteine und Membranen,
wodurch die Intensitat seiner Lichtemission erhéht wird (Waggoner 1976). Die Menge an in
die Zelle aufgenommenem Farbstoff korreliert mit der Hohe des Membranpotentials. Sinkt

das Membranpotential einer Zelle, so diffundiert der Farbstoff wieder aus ihr hinaus und die
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Lichtemissionsintensitit der Zelle sinkt. Eine Anderung des Membranpotentials der Zelle
korreliert mit der Menge an aufgenommenem Farbstoff und bewirkt damit eine Anderung
der Fluoreszenzintensitat der Zellen (Brauner et al. 1984; Bronner et al. 1991). Eine
Zelltoxizitat von Bis-oxonol ist bisher nicht beschrieben.

Die Membranpotentialmessungen wurden an Thrombozyten von Wt und KCa3.1-KO Mausen
durchgefiihrt. Hierzu wurde je 5 ul Citratblut (inkl. 200 ul Citrat-Glucose) sofort nach
Entnahme in 1 ml 1 %iger Paraformaldehyd-Lésung (PFA) fixiert und mit 500 nM DiBAC4(3)
fir 30min bei RT lichtgeschitzt inkubiert. Die Fluoreszenzintensitat der Thrombozyten
wurde in einem Durchflusszytometer gemessen.

Da eine Eichung mit murinen Thrombozyten zur Umrechnung in mV wegen der zu geringen
Blutvolumens nicht moéglich war, sind die gemessenen Fluoreszenzwerte als Absolutwerte
angegeben. Um eine anndahernde Umrechnung in mV zu ermdglichen, wurde eine
Eichgerade von menschlichen Thrombozyten verwendet, welche mittels Valinomycin-
Methode erstellt wurde (Krotz et al. 2004). Durch Resuspension der Thrombozyten in
verschieden mM Kaliumkonzentrationspuffern und durch Zugabe des Kaliumionophors
Valinomycin ladsst sich mittels Fluoreszenzsignal durch DiBAC4(3) eine Eichgerade ermitteln
mit deren Hilfe und der Nernst-Gleichung sich die Verdnderung des Membranpotentials

errechnen lasst.

3.7.2 Rezeptorexposition auf Thrombozyten
Narkotisierten Wt und KCa3.1 KO Mausen wurde mittels Herzpunktion Blut entnommen.
Dabei wurden 100 pl Citrat-Glucose in eine Spritze vorgelegt und bis zu einem Volumen von

1 ml die maximale Menge Blut entnommen.
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Jeweils 5 pl Citrat-Blut wurden mit 1ml kalter 1 %iger PFA-L6sung fixiert und 30 min bei 4°C
inkubiert. Zur Detektion der Rezeptoren wurden 10 pl Hamster-Anti-MausCD61-Alexa647
(AbD Serotec Morphosys AG, Martinsried, Deutschland) bzw. 5 ul Ratte-Anti-MausCD62P-
FITC (BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) bzw 5ul Hamster-Anti-Maus-CD42d (BD
Pharmingen) und 5ul Ziege-Anti-Hamster-APC (Caltag Laboratories GmbH, Hamburg,
Deutschland) zu jeweils 5 ul Citrat-Blut gegeben und direkt im Anschluss mit PFA-Losung

fixiert und 30min bei 4°C inkubiert.
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3.8 Aggregometrie

Zur Aggregationsmessung wurden 500 pl Blut entnommen, in insgesamt 500 pl Na-Citrat-
Thrombozytenpuffer verdiinnt, so dass im plattchenreichen Plasma (PRP) eine
Endkonzentration von ca. 450.000 Plattchen/ul erreicht wurde. In jede Turbidometrie-
Glasklvette mit PRP wurde ein Magnetriihrstabchen zugegeben. Es wurde jeweils eine
Glasklvette mit Wt-Thrombozyten und eine Glaskivette mit KCa3.1 KO Thrombozyten in
zwei parallele Messstationen des Aggregometers (Chrono-Log Corporation, Havertown, USA)
gestellt und 2 min bei 37°C aquilibriert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Magnetrihrer im
Gerat angeschaltet (1000 U/min), die Messung mit der Software Aggrolink (Chrono-Log
Corporation, Havertown, USA) wurde gestartet und in jede Glaskiivette wurde 1 uM, 3 uM
oder 10 uM Adenosindiphosphat (ADP, Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) zugegeben.
Als Referenz (entsprechend 100% Aggregation) wurde plattchenarmes Plasma des jeweils
gleichen Tieres verwendet. Die Auswertung erfolgte direkt in der Messsoftware Agrolink bei
5 min nach Zugabe des ADP. Die Daten wurden in % der maximal erreichbaren Aggregtion

sowie als Slope-Wert angegeben.
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3.9 Chirurgische Techniken

3.9.1 Riickenhautkammermodell

Als tierexperimentelles Modell zur Untersuchung und Beobachtung der BlutgefdaRe in der
Mikrozirkulation der Rickenhaut diente die Riickenhautkammer, welche am Institut fir
Chirurgische Forschung der LMU Miinchen entwickelt wurde (Endrich et al. 1980). Die
Technik dieses Modells wurde bereits vielfach angewendet und ist international hinsichtlich
mikrozirkulatorischer Untersuchungen etabliert.

Zur Implantation der Riickenhautkammer wurden die Versuchstiere intraperitoneal mit einer
Narkoselosung narkotisiert (siehe Abschnitt 3.2). Mit einem Langhaarschneider (Aesculap®
AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland) wurden die Haare an Riicken und Seiten des Tiers
abrasiert. AnschlieBend wurden die rasierten Stellen angefeuchtet und mit PILCA
Enthaarungscreme (Glaxo Smith Kline Consumer Healthcare GmbH & Co.KG, Biihl,
Deutschland) vollstandig enthaart. Die Rickenhaut wurde mit handwarmem Wasser
griindlich gereinigt und mit einem Tuch getrocknet. Durch Transillumination der vom Kérper
nach dorsal hochgezogenen Riickenhaut lief sich nun die Struktur und der Verlauf der
subkutanen Arteriolen und Venolen beurteilen. Nach Ermittlung der mittsagittalen Linie der
Riickenhaut wurde je nach Lage der BlutgefaRe der rechte oder linke Hautteil lateral nach
oben verschoben, so dass die gewlinschten Hauptgefalle spater im Bereich des Fensters der
Riickenhautkammer zu liegen kamen. Die Haut wurde in dieser Stellung cranial und caudal
der Rickenhautfalte mit zwei Faden (5/0 geflochtene Seide, Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg, Deutschland) aufgespannt. Im Folgenden wurde die Implantation der Titan-
Rickenhautkammer (Werkstatt, Institut fir Chirurgische Forschung, Miinchen, Deutschland),

welche aus zwei konvexen, spiegelbildlich gleich groRen Titanplatten besteht (Abbildung

Seite | 29



3.1A), vorgenommen. Das Praparierbesteck sowie die Rickenhautkammer wurden vor der
Implantation sterilisiert. Der schraubenenthaltende Teil der Titan-Riickenhautkammer
wurde an die rechte Hauthilfte angelegt, so dass das Fenster der Rickenhautkammer
zwischen Spina scapulae (Schultergrate) und Os coxae (HUuftbein) 1/3 bis zur Hélfte caudal
der Spina scapulae zu liegen kam, und mit zwei Faden cranial und caudal der oberen
Schraube an der Hautfalte fixiert. Die unteren Schrauben der Rickenhautkammer wurden
nach Durchstechen der Haut mit einer Kantle durch die Haut gefiihrt und mit einer Klemme
fixiert. Nach Desinfektion der Haut mit Kodan®—Spray (Schiilke&Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland) wurde der kreisrunde Bereich des Riickenhautkammerfensters auf der Haut
markiert und das Tier in Seitenlage mit der noch freien Hauthdlfte nach oben und dem
Praparator zugewandt auf den Operationstisch gelegt. In der Markierung des
Rickenhautkammerfensters wurden die Hautschichten bis zum M. cutaneus maximus der
kontralateralen Hautseite mikrochirurgisch abprapariert und damit die intakte Schicht der
gegeniberliegenden Epidermis mit subkutanem Gewebe, versorgenden Gefdllen und dem
M. cutaneus maximus zur Darstellung gebracht.

Nach Abschluss der chirurgischen Praparation wurde die kontralaterale Kammerhalfte
aufgesetzt und mit drei Muttern an den drei Schrauben der gegeniiberliegenden
Kammerhalfte befestigt. Der Abstand der beiden Platten voneinander betrug 450 um und
wurde durch entsprechende Unterlegscheiben als Platzhalter gewahrleistet. Der M.
cutaneus maximus der Gegenseite schmiegte sich durch Adhasionskrafte an das mit einem
Sprengring fixierte Deckglas (Edgar Hefele Medizin-Technik, Miinchen, Deutschland) im
Rickenhautkammerfenster an. Die Hautfalte wurde durch weitere zwei Haltefaden in den

vorgesehenen Bohrungen am Kammerrand fixiert. Dadurch konnten die anliegenden Gefal3e
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des Musculus cutaneus maximus standig makroskopisch als auch mikroskopisch beobachtet

werden (Abbildung 3.1c).

Abbildung 3.1: Riickenhautkammermodell

A: Einzelteile der Rilickenhautkammer, Schrauben-enthaltende Halfte (oben), zweite Halfte der
Rickenhautkammer, Sprengring, Deckglas, Schrauben-Muttern (v.l.n.r.) B: Rickenhautkammer an
der Maus

C: Implantierte Rickenhautkammer mit intakter Mikrozirkulation.
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3.9.2 Arterielle und vendse Katheterisierung

Ein bis drei Tage nach der Implantation der Rickenhautkammer wurden die Tiere
intraperitoneal narkotisiert (siehe Abschnitt 3.2) und ein Verweilkatheter (Portex® Fine Bore
Polyethylen, OD 0,61mm, ID 0,28mm, Schubert&Weiss, Miinchen, Deutschland) in die rechte
Arteria Carotis communis implantiert. Der Polyethylenkatheter wurde gegebenenfalls vor
Implantation Uber einer Flamme erhitzt und nach Schmelzen des Materials auf ungefahr die
Halfte des AuRendurchmesser ausgezogen, um ein leichteres Einflihren des Katheters in die
A. carotis communis und eine stabilere Fixierung des Katheters im Gefal} durch die erhéhte
Biegsamkeit zu gewahrleisten.

Fir die Implantation des Katheters wurden die Haare der Regio cervicalis anterior mit einem
Langhaarschneider abrasiert und anschlieRend mit Enthaarungscreme vollstdandig enthaart.
Es wurde ein ca. 1 cm langer Schnitt in cranial-caudaler Richtung ca. 1 mm parasagital rechts
gesetzt und die rechte A. carotis communis chirurgisch dargestellt.

Die A. carotis communis wurde cranial kurz vor der Aufzweigung in die A. carotis interna und
externa mit einem Faden (5/0 Seide, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland)
abgebunden und ca. 6 mm weiter caudal mit einer GefaBklemme verschlossen. Ungefahr
% mm caudal des Fadens wurde das GefaR eroffnet, der mit isotonischer Kochsalzlosung
gefiillte Katheter eingefiihrt und mit einem Faden provisorisch fixiert. Nach Offnen der
GefaRklemme wurde der Katheter 5 mm weit in das GefaR eingefiihrt und mit insgesamt
zwei Faden am Gefald fixiert. Der cranial zum Abbinden des GefaBes genutzte Faden wurde
weiterhin zur zusatzlichen Fixierung des Katheters verwendet. Die Ausleitung des Katheters
Uber einen subkutanen Hauttunnel in den Ricken der Tiere gewadhrleistete einen
langfristigen Schutz vor mechanischer Manipulation und Entziindungen. Die

Operationswunde wurde mit 3 bis 4 Faden vernaht. Vor dem Erwachen der Tiere und nach
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jedem einzelnen Versuchsvorgang wurde der extrakorporale Teil des Katheters am distalen
Ende verknotet und verschlossen und mit Leukosilk an der Rickenhautkammer fixiert,
wodurch die Tiere an einer Manipulation des Katheters gehindert waren.

Erfullte die Praparation der Riickenhautkammer am darauffolgenden Tag die Kriterien einer
intakten Mikrozirkulation (normaler Blutfluss, keine Entziindungszeichen wie gerdtete Haut,
vergroerte und/oder geschlingelte GefdRe), so kam das Versuchstier fur die

anschlieenden Versuche in Frage.

3.10 Intravitalmikroskopie

3.10.1 Material, technischer Aufbau des Arbeitsplatzes

Fiir die mikroskopische Beobachtung und Datenaquisition wurde ein von der Firma Zeiss
speziell fiir unsere Zwecke angepasstes Intravitalmikroskop Zeiss , Axiotech Vario 100“ mit
einer CCD Digitalkamera Zeiss , AxioCam HSm*“ (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland)
verwendet (Abbildung 3.2). Das Mikroskop hat eine fiberoptische Durchlichtquelle, eine
anregende Auflichtquelle (Quecksilberdampflampe), eine Zoomoptik (Video-Zoom 44 C1/3“
0,33-1,6) vorgeschaltet zur Digitalkamera und einen manuell in zwei-dimensionaler Richtung
(x-y-Richtung) beweglichen Mikroskopiertisch. Auf diesem konnte eine speziell angefertigte
Halterung angebracht werden, worauf die wachen, nicht narkotisierten oder analgesierten
Tiere, immobilisiert in einer durchsichtigen Plastikrohre mit Luftléchern gelegt wurden. Die
Plastikrohre ist mit einem Schlitz versehen, wodurch die Riickenhautkammer auRerhalb der
Réhre zum Liegen kommt und mit einer Schraube fir die Dauer der Beobachtung an der

Halterung fixiert werden konnte.
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Die mikroskopischen Aufnahmen der im Bereich des Riickenhautkammerfensters
einzusehenden Arteriolen wurden unter Durchlicht oder Fluoreszenz (Filter 9: BP 450-490,
FT 510, LP 515 oder Filter 44: BP 445/40, FT 500, BP 530/50 - Anregung, Strahlteiler,
Emission - von Zeiss, Quecksilberdampflampe) erstellt. Die Beobachtung und Aufnahme der
GefaRe wurde mit einem 20x Long-distance Objektiv gemacht. Das Video-Zoom war fir

Beobachtung an der Maus auf 0,5 eingestellt. Die Bilder wurden mit der CCD Kamera erfasst

und Uber eine Fire-Wire Datenschnittstelle an ein Computersystem tbertragen.

Abbildung 3.2: Intravitalmikroskop
bestehend aus einem x-y-Tisch mit Kleintierhalterung, dem Mikroskop , Axiotech Vario 100“, einem

Zoom-Objektiv und einer Digitalkamer mit Dateninterface.
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3.10.2 Digitale Datenaquisition

Die digitalen Bilddaten der Kamera wurden mit der Software AxioVision Version 4 (Carl Zeiss
AG, Oberkochen, Deutschland) aquiriert. Fir die Daten-Aquise mit AxioVision wurde eine
Belichtungszeit von 69 ms verwendet, woraus sich ohne Verzégerung eine Bildrate von 14,5
Bilder/s ergab. Diese Einstellung wurde fiir die Untersuchung der Thrombozyten-Endothel-
Interaktion verwendet. Fir die Untersuchung des GefaRverschluss nach Gefallverletzung
wurde mit einer Verzogerung von 200 ms gearbeitet, woraus sich eine Bildrate von 5/s

ergab. Es wurde keine Verstarkung und kein Binning verwendet.

3.10.3 Datenverarbeitung

Die Auswertung der Bilder und Film-Sequenzen erfolgte mit der Software AxioVision (Carl
Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland). Fir die Ermittlung der Thrombozyten-Endothel-
Interaktion wurde der absolvierte Weg der fluoreszenzmarkierten Thrombozyten innerhalb
der eingestellten Belichtungszeit markiert und vermessen. Je kiirzer der hinterlegte Weg
wahrend der Belichtungszeit, als desto intesiver wurde die Thrombozyten-Endothel-
Interaktion angenommen. Des Weiteren wurde der Gefaldurchmesser vermessen. Die
GrolRen wurden durch Angabe der Skalierung vom Programm errechnet. Die hieraus
erhobenen Daten wurden in Excel (Microsoft GmbH, UnterschleiRheim, Deutschland) und
Sigma Plot 9.0 (Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland) gesammelt, aufbereitet und

graphisch dargestellt.
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3.11 Intravitale Versuche

3.11.1 Thrombozyten-Endothel-Interaktion in vivo

Nach Implantation von Rickenhautkammer und Katheter, wurden der Maus ca. 10 pl ex vivo
gefarbter muriner Thrombozyten (2 Mio/ul) Giber den Katheter infundiert. Es wurden jeweils
6 arterielle Abschnitte pro Tier aufgenommen und wie in Abschnitt 3.10.3 vermessen. Da
diese allogen transplantierten Thrombozyten nach ca. 10 min vom Retikuloendothelialen
System aus dem Blutkreislauf entfernt waren, wurden die Messungen sofort nach Injektion
durchgefliihrt. Zusatzlich wurden nach Bedarf weitere Thrombozyten injiziert. Die
Geschwindigkeitsverteilung bezogen auf den schnellsten Thrombozyten pro GefalRabschnitt
wurde erstellt und als Histogramm dargestellt, wobei 20 Klassen entsprechend der
Geschwindigkeitsverteilung aller Thrombozyten definiert wurden Der Anteil der
Thrombozyten, welcher sich innerhalb der Klasse der langsamsten Thrombozyten innerhalb
eines Versuchs wiederfand, wurde als Anteil relevant mit dem Endothel interagierender
Thrombozyten (,Roller”) definiert und in % aller analysierten Thrombozyten innerhalb der
Versuchsreihe dargestellt. Diese Anzahl der interagierenden Thrombozyten im Verhaltnis zur
Anzahl aller gezahlten Thrombozyten in den verschiedenen Versuchsgruppen wurden
miteinander verglichen. In jedem Tier wurden 6 GefdaRabschnitte analysiert, worin jeweils
zwischen 100 und 120 Thrombozyten ausgewertet wurden.

Die Untersuchungen zum Einfluss des KCa3.1 Kanals auf die Thrombozyten-Endothel-
Interaktion wurden an Wt und KCa3.1-KnockOut Mausen durchgefiihrt. Dabei wurden Wt-
Mausen gefarbte Thrombozyten aus KCa3.1-KO Mdusen sowie KCa3.1-KO Mausen gefarbte
Wt-Thrombozyten infundiert. Als Kontrolle wurde die Interaktion von Wt-Thrombozyten in

Wt-Mause verwendet.
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3.11.2 Thrombusbildung nach Gefaf3verletzung

In den Versuchen zum Thrombozyten-vermittelten GefalRverschluss nach exogener
GefaRverletzung wurde zur besseren Beobachtung des Blutflusses den Mausen 20 - 50 pl
einer 5 %igen Fluoresceinisothiocyanat-Dextran (150.000 g/mol, Sigma-Aldrich) Kochsalz-
Losung zur vollstandigen in vivo Anfarbung des Plasmas der Tiere (iber den Katheter injiziert.
Es wurde die Hauptarteriole innerhalb des Kammerfensters im Intravitalmikroskop mittels
einer Digitalkamera avisiert und die Zeit ab Applikation von 20 ul Eisen-(lll)-Chlorid-Lésung
(FeCls) auf die Hautinnenseite bis zur Thrombusbildung und dem damit verbundenen
Blutflussstop gefilmt. Der Zeitpunkt des Eintretens des Blutflussstops wurde als
GefaRverschlusszeit ermittelt. Die Eisenchloridmethode stellt eine etablierte Methode dar,
wobei das Eisenchlorid die Formation freier Radikale bedingt welche das Endothel zerstoren
(Denis et al. 1998). War bis 6 min nach Applikation des FeCl; kein GefaBverschluss durch
Thrombusbildung eingetreten, wurde eine Zeit von 360s notiert. Es wurden

Versuchsgruppen von Wt-Mausen und von KCa3.1-KO Mausen durchgefiihrt.
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3.12 Statistik

Alle Ergebnisse werden Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Die Berechnungen und
grafischen Darstellungen wurden mit SigmaPlot und SigmaStat durchgefihrt. Zur
statistischen Auswertung wurden bei normalverteilten kontinuierlichen Variablen der
student’s t-test, bei gepaarten Versuchen der gepaarte t-test und bei Testung mehrerer
normalverteilter, kontinuierlichen Variablen eine Varianzanalyse (Analysis of Variance,
ANOVA) verwendet.

Die Analyse des Blutbildes, der Thrombozyten-GroRRe, der Rezeptorexposition sowie des
Gefallverschluss wurde mit einem t-test durchgefiihrt, da es sich hier um normalverteilte
aber nicht paarweise durchgefiihrte Daten handelt.

Der gepaarte t-test wurde zur Ermittlung der Statistischen Signifikanz bei der
Membranpotentialmessung sowie den Aggregometer Versuchen genutzt, da es sich
ebenfalls um normalverteilte Daten handelt und diese Versuche stets mit einer Wt und einer
KO Probe parallel durchgefiihrt wurden.

Fiir die Auswertung der Thrombozyten-Endothel-Interaktion wurde ein One-Way ANOVA
Test (zweiseitig) mit nachgeordnetem Dunn’s test verwendet, da hier mehr als 2 Gruppen
miteinander verglichen wurden. Alle Daten dieses Versuchs waren normalverteilt und
unabhangig voneinander.

Die  Unterschiede wurden als statistisch  Signifikant erachtet bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,05* und als hoch Signifikant bei einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,01 **,
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4 Ergebnisse

4.1 Proteinanalyse von Thrombozyten auf KCa3.1

Die Analyse der Proteinexpression von KCa3.1 in murinen Thrombozyten mittels Western-
Blot zeigt eine schwache aber deutliche und reproduzierbar nachweisbare Expression des
KCa3.1 Kanals in Wt-Thrombozyten im Bereich von ~50 kDa. Diese Bande war in
Thrombozyten von KCa3.1 KO Mausen nicht nachweisbar (n=6). Als Positiv-Kontrolle wurden
Lysate von Fibroblasten aus Wt-Mausen (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von AG
Kéhler) verwendet (Abbildung 4.1). Zur Ladekontrolle, die der Uberpriifung der Beladung mit

gleichen Proteinmengen diente, wurde zusatzlich mit Ponceau S gefarbt.

Wt KO Kontr
KCA3.1

Abbildung 4.1: Western-Blot.
Wt-Thrombozyten exprimieren KCa3.1 wahrend dieses Protein in KCa3.1 KO Thrombozyten fehlt. Als
Positiv-Kontrolle wurden Fibrinoblasten aus Wt-Mdausen verwendet. Als Ladekontrolle wurde mit

Ponceau S gefarbt.
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4.2 Blutbild von Wildtyp und KCa3.1 KO Mdusen

4.2.1 Kleines Blutbild

Im kleinen Blutbild von Wt (n=9) und KCa3.1 KO Mausen (n=10) zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf Thrombozyten-Anzahl (1081,9 t/ul +100,3 vs
865,9t/ul +45,4), Erythrozyten-Anzahl (10,58 Mio/ul *0,3 vs 9,95 Mio/ul +0,4),
Hamoglobinwert (15,38 g/dl £ 0,5 vs 16,79 g/dl £ 0,7), Hamatokrit (50,73 % + 1,5 vs 54,24 %
+1,5) und mittlerer korpuskuldrer Hdmoglobinkonzentration (30,29 g/dl + 0,3 vs 30,89 g/dI
+0,8). Jedoch konnten signifikante Unterschiede in der Leukozyten-Anzahl (7,9 t/ul £ 0,9 vs
13,95 t/ul +1,9), der GroRe der Erythrozyten (47,96 fl £+0,5 vs 54,98 fl +1,5) und der
mittleren Hamoglobinkonzentration (14,56 pg +0,2 vs 16,94 pg +0,5) gemessen werden;

getestet mit t-test (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Kleines Blutbild von Wt und KCa3.1 KO Thrombozyten.
Thrombozyten (PIt), WeiRe Blutzellen (WBZ), Rote Blutzellen (RBZ), Hamoglobin (Hb),
Hamatokrit (Hkt), mittleres korpuskuldres Volumen (MCV), mittleres korpuskuldres

Hamoglobin (MCH) und mittlere korpuskuldre Himoglobinkonzentration (MCHC)

*% *% *%

Pt WBZ RBZ Hb Hkt MCV MCH  MCHC

[t/ul] [t/u]  [Mio/wl] [g/dl]  [%] [f] [pg] [g/dl]

1081,9 7,60 10,58 15,38 50,73 47,96 14,56 30,29
Wt 9
+100,3 +0,9 +0,3 +0,5 1,5 +0,5 0,2 0,3
KCa3.1 865,9 13,95 9,95 16,79 54,24 54,98 16,94 30,89
10
KO +45,4 +1,9 0,4 0,7 1,5 1,5 +0,5 0,8
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4.2.2 Thrombozyten-Grofie

Die im Durchflusszytometer mittels Analyse des mittleren Forwardscatter (Mean FSC)
ermittelte relative GrofRe der Thrombozyten zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen Wt-Thrombozyten (2500,96 RFU +199,3, n=9) und KCa3.1 KO Thrombozyten

(2431,21 RFU + 339,2, n=8, t-test) (Abbildung 4.2).

3000 -

2800 7

2600 -

2400 -

Mean FSC

2200 -

2000 -

Wit KO

Abbildung 4.2: Indirekte Bestimmung der Thrombozyten-GréRe mittels Durchflusszytometrie.
Es gibt keinen signifikanten Unterschied in der GréRe (Mean FSC) von Wt Thrombozyten im

Vergleich zu KCa3.1 KO Thrombozyten (t-test, n=5)
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4.3 Rezeptorexposition auf ruhenden Thrombozyten

Um den Einfluss des KCa3.1 Kanals auf die Rezeptorexposition zu untersuchen, wurden Wt-
und KCa3.1 KO Thrombozyten auf ihre Rezeptoren hin untersucht. Durchflusszytometrische
Untersuchungen der Exposition der CD61 (llla Untereinheit des heterodimeren
Integrinrezeptor fiir Fibrinogen Glykoprotein llb/llla alias oy p,Bs-Integrin alias CD41-CD61) auf
der Oberflache von ruhenden Wt- (4420,81 RFU + 91,0; n=9) und KCa3.1 KO-Thrombozyten
(4514,13 RFU +155,47; n=8) zeigten keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 4.3A).
Nach Normierung der Anzahl der Rezeptoren (gemessen durch die Fluoreszenzintensitat) auf
die durchschnittliche GroBe der jeweiligen individuellen Thrombozytenpopulation
(Abbildung 4.4), zeigt sich jedoch eine signifikant hohere Rezeptordichte von CD61 auf
KCa3.1 KO Thrombozyten (2,04 + 0,05; n=8) im Vergleich zu Wt-Thrombozyten (1,74 +0,1;
n=8, t-test), was ein Hinweis auf die vermehrte durchschnittliche Expression des GPIlb/Illa
Rezeptors auf KCa3.1 KO Thrombozyten darstellt.

Die Exposition von CD62P (P-Selektin) auf ruhenden Wt-Thrombozyten im Vergleich zu
KCa3.1 KO Thrombozyten ergab keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl der
Rezeptoren (362,2 RFU + 21,8 n=9 vs 373,5 RFU * 34,5 n=8, Abbildung 4.3B) oder in der
Rezeptordichte auf der Oberflache (0,13 £ 0,01 vs 0,15 + 0,01, n=8, t-test, Abbildung 4.4B).
Ebenso zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Rezeptoranzahl (Abbildung 4.3C)
oder Rezeptordichte (Abbildung 4.4C) von CD42d (Glykoprotein V, Untereinheit des
heterotrimeren GP 1b-V-IX, der vWF-Rezeptor auf Thrombozyten) auf Wt-Thrombozyten im

Vergleich zu KCa3.1 KO Thrombozyten.
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Abbildung 4.3: Relative Fluoreszenz korrelierend zu relativer Anzahl an Rezeptoren auf Wt und
KCa3.1 KO Thrombozyten (KO).
Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Anzahl an Bs-Integrin (CD61), P-Selektin (CD62P) oder

Glykoprotein V (GP V, CD42d) festgestellt werden. t-test, n=8

A B C
B,-Integrin P-Selektin GPV
2,25 * 0,25 0,081
T A
3 2.00 0,20 0,071
- 0,151
2 1,75 | 0,061

1,507 005 o 0,05/ —
0 0 0
Wi KO Wit KO wt KO

Abbildung 4.4: Relative Fluoreszenz normiert auf die relative GréRe der Thrombozyten (RFU/FSC)
zeigen eine signifikant hohere Rezeptordichte an Bs-Integrin auf KCa3.1 KO Thrombozyten im
Vergleich zu Wt-Thrombozyten. Die Rezeptordichte von P-Selektin und Glykoprotein V zeigt keinen

signifikanten Unterschied zwischen Wt- und KCa3.1 KO Thrombozyten. *P<0,05 t-test, n=8
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4.4 Membranpotentialmessung an Maus-Thrombozyten

Das Membranpotential wurde indirekt mittels eines membransensitiven Farbstoffes im
Durchflusszytometer beurteilt. Der mittlere Fluoreszenzwert dieses potentialsensitiven
Farbstoffes betrug bei Wt-Mausen 761,5 RFU £ 182,1. Thrombozyten von KCa3.1 KO Mausen
zeigten im Vergleich dazu signifikant erhohte Fluoreszenzwerte von 1054,7 RFU + 257,0.
Nimmt man fiir Wt-Thrombozyten in Analogie zu humanen Thrombozyten eine intrazellulare
Kaliumkonzentration von 140mM und ein daraus mittels der Nernst-schen Gleichung
errechnetes Ruhepotential von -57 mV an (Kr6tz et al. 2004), so lasst sich daraus mittels der
Valinomycin-Nullpunktmehtode (Macintyre et al. 1982; Pipili 1985) und einer Standartreihe
diverser extrazelluldarer Kaliumkonzentrationen fir KCa3.1 KO Thrombozyten ein

Ruhemembranpotential von -21,3 mV + 13,0 errechnen (Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Fluoreszenzwerte der Durchflusszytometrisch gemessenen Beladung von
Thrombozyten

mit dem Membranpotential-sensitiven Farbstoff DiBac (links) und daraus folgernd errechnetes
Membranpotential von murinen Wt bzw. KCa3.1 KO Thrombozyten. Die Kalkulation des
Membranpotential in mV wurde in Analogie zur Messung mit humanen Thrombozyten

vorgenommen . RFU *P<0,05 paired t-test, n=5
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4.5 Reversible und irreversible Thrombozytenaktivierung bei

Wildtyp und KCa3.1 KO Thrombozyten

Die Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit 1 uM ADP war sowohl bei Wt- als auch
bei KCa3.1 KO Thrombozyten reversibel (Tabelle 4.2). Es zeigt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Wt- und KCa3.1 KO Thrombozyten in der maximalen Aggregation nach
5 min (46,8 % * 6,3 vs 43,5 % * 4,8, je n=4) und der Anstiegssteilheit der Aggregationskurve
(,Slope”, 58,8 + 6,4 vs 55,8 + 9,8, je n=4). Ebenso lieR sich kein signifikanter Unterschied im
Verhalten der Wt- (n=4) und KCa3.1 KO Thrombozyten (n=3) nach Stimulation mit 10 uM
ADP feststellen; bei dieser héheren Dosierung zeigten die Thrombozyten beider Gruppen in
samtlichen Versuchen eine irreversible Aggregation mit einem Maximum nach 5 min von
71 % + 4,3 bei Wt-Thrombozyten und 59 % + 7,2 bei KCa3.1 KO Thrombozyten, sowie einem
Slope von 75,5 + 9,8 bei Wt-Thrombozyten und 50,7 + 18,7 bei KCa3.1 KO Thrombozyten. Die
geringe Anzahl ergab sich hier leider durch fehlenden Nachwuchs der KO Mause.

Im Gegensatz hierzu zeigte sich nach Stimulation mit 3 uM ADP nach 5min eine in
Wt-Thrombozyten signifikant geringere maximale Aggregation im Vergleich zu KCa3.1 KO
Thrombozyten (57,3 % + 1,6 vs 68,1 % + 3,1; Steigung 46,9 £6,5 vs 63,0 + 6,3) (Abbildung
4.6). Die Aggregation in allen Versuchen mit Wt-Thrombozyten war bei dieser ADP-
Konzentration reversibel, wohingegen nur bei einem von 9 Aggregationsversuchen mit
KCa3.1 KO Thrombozyten eine reversible Aggregation vorlag und in allen anderen Fallen eine

irreversible Aggregation eintrat (Tabelle 4.1).
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Tabelle 4.2: Aggregation mit 3uM ADP

Aggregation [%] Steigung reversibel / irreversibel n
Wt 57,3+1,6 46,9 £ 6,5 9/0 9
KCa3.1 KO 68,10+ 3,1 63,0 £6,3 1/8 9
c 80 80
.9 *%
"C-U' *F
2 70 I 70 T
= >
< 60 S 60
& =
™ O
= 50
£ n
-g 50
g | 40 |
Wi KO Wit KO

Abbildung 4.6: Maximale Aggregation (links) und Steigung (rechts)

bei Aktivierung mit 3 uM ADP sind bei KCa3.1 KO Thrombozyten (KO) signifikant erhdht im Vergleich

zu Wt Thrombozyten **P<0,01 paired t-test n=9
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Abbildung 4.7: Beispiel eines Aggregationstraces

von Wt Thrombozyten (blau) und KCa3.1 KO Thrombozyten (schwarz) nach Stimulation mit 3 pM

ADP.
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4.6 Thrombozyten-Endothel-Interaktion an KCa3.1 KO Mdusen

Um zu lberpriifen, ob die beschleunigte Thrombusbildung nach GefaRRverletzung bei KCa3.1
KO Mausen auf ein Fehlen des Kanals auf Thrombozyten oder auf dem Endothel
zuriickzufiihren ist, wurde die Thrombozyten-Endothel-Interaktion in der Mikrozirkulation
der Riickenhaut in unterschiedlichen Versuchsreihen untersucht (Abbildung 4.8). Hierzu
wurden zundchst Wt-Thrombozyten in Wt-Mduse injiziert (Kontroll-Gruppe), wobei 0,47 %
+ 0,09 der analysierten Thrombozyten mit der arteriellen GefaBwand interagierten (n=5). Bei
Infusion von Wt-Thrombozyten in KCa3.1 KO Mause konnte demgegeniiber keine signifikant
erhohte Interaktion festgestellt werden (1,58 % + 0,27 Thrombozyten-Endothel-Interaktion,
n=6). Nach Injektion von KCa3.1 KO Thrombozyten in Wt-Mausen kam es jedoch zu einem
signifikant erhohten Anteil von interagierenden Thrombozyten am arterioldaren Endothel im
Vergleich zur Kontrollgruppe (5,45% + 1,47 Thrombozyten-Endothel-Interaktion, n=5,
P<0,05). Der Median bestétigte dieses Geschwindigkeitsmuster. Er lag fir die Kontrollgruppe
bei 39,3 %, fliir KO Mause mit Wt-Thrombozyten bei 36,3 % und fiir Wt-Mause mit KCa3.1 KO
Thrombozyten bei 33,5 % der Maximalgeschwindigkeit.

In den Histogrammen lieR sich die Geschwindigkeitsverteilung der gemessenen
Thrombozyten erkennen, wobei langsame Thrombozyten im Histogramm links und schnelle
Thrombozyten im Histogramm rechts liegen. Die Geschwindigkeitsverteilung wurde in

Prozent der Maximalgeschwindigkeit dargestellt.
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Abbildung 4.8: Geschwindigkeitsverteilung der Thrombozyten-Endothel-Interaktionen

A Verteilung aller analysierten Thrombozyten in Wt-Mdusen nach Injektion von
fluoreszenzmarkierten Wt-Thrombozyten (Kontrolle) im Vergleich zu B KCa3.1 KO Mausen nach
Injektion von Wt-Thrombozyten und C Wt-Mdausen nach Injektion von KCa3.1 KO Thrombozyten. Die
x-Achse im Histogramm entspricht der relativen Geschwindigkeit wobei eine erhéhte Thrombozyten-
Endothel-Interaktion eine Linksverschiebung im Histogramm bewirkt. D Die Anzahl der
Thrombozyten innerhalb der Klasse der untersten 5% der Hochstgeschwindigkeit aller analysierten
Thrombozyten (,Roller”) ist bei KCa3.1 KO Thrombozyten in Wt-Mausen signifikant hoher als in
Kontroll Mausen (Wt-Mause mit Wt-Thrombozyten). *P<0,05 One Way Anova, Post-Hoc Analyse

nach Dunn’s n=5-6

Seite | 50



4.7 Rolle des KCa3.1 Kanals auf Thrombozyten beim
thrombotischen Gefdifverschluss nach experimenteller

Gefdfdverletzung

Der arterielle GefaRRverschluss durch Thrombusbildung nach exogener Applikation von FeCls
wurde zunéachst in Arteriolen der Riickenhaut von Wt-Mausen (Durchmesser 111,5 um +5,9)
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine durchschnittliche GefaRverschlusszeit von 320,1 s + 23,0
(n=9, Anmerkung: bei n=6 Tieren in dieser Versuchsreihe trat nach 360 Sekunden kein
Verschluss ein: diese wurden mit 360s gewertet). Im Vergleich hierzu zeigten KCa3.1 KO
Mause nach exogener FeCl; Applikation eine signifikant schnellere Thrombusbildung und
damit einhergehend friher auftretende GefaRverschliisse innerhalb von 163,4 s + 50,8 (n=8,
P<0,05, GefaRdurchmesser 99,7 um + 5,1; kein GefdaRverschluss innerhalb der 360s bei n=2)

(Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Die Zeit bis zum Eintreten eines GefaRverschlusses
durch Thrombusbildung nach GefalRverletzung mit Eisen-(Ill)-Chlorid ist bei KCa3.1 KO Mausen (KO)

signifikant klrzer als bei Wt-Mausen (Wt). *P<0,05 t-test n=9

Um den Einfluss der unterschiedlichen GefaBdurchmesser zu bericksichtigen, wurde im
Anschluss an die Gefallverschlusszeit auf den GefaBquerschnitt normiert. Die
GefaRverschlusszeit pro um? ist auch hier bei KCa3.1 KO Mausen signifikant kirzer als bei

Wt-Mdusen (Wt 1,84 s/um +/- 0,1 vs KO 0,95 s/um +/- 0,3; Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10: Die GefdRverschlusszeit durch Thrombusbildung
nach GefaRverletzung mit Eisen-(Ill)-Chlorid normiert auf den GefaBquerschnitt ist bei KCa3.1 KO

Mausen signifikant kirzer als bei Wt-Méausen. **P<0,01 t-test n=9
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Expression und funktionellen Rolle des Calcium-
aktivierten Kalium Kanals intermediarer Leitfahigkeit (KCa3.1) auf Thrombozyten.

Grundlage der Uberlegungen waren Vorarbeiten zur Frage der Identifikation von EDHF und
dessen Einfluss auf Thrombozyten (Krotz et al. 2004; Feletou et al. 2006; Krotz et al. 2009).
Es werden nach wie vor mehrere verschiedene Substanzen und Kompartimente als Identitat
von EDHF oder als in der Signalkaskade von EDHF beteiligte Substanzen diskutiert. Darunter
befinden sich einerseits Metabolite der Arachidonsdure, wie Epoxeicosatrienoidsauren
(EETs), aber auch Gap Junctions, (Kalium-) lonen sowie Wasserstoffperoxid und CNP (C-type
natriuretic peptide). Um die Hypothese, dass Kaliumkanale an der durch EDHF ausgeldsten
Signalkaskade beteiligt sind, besser untersuchen zu kénnen, wurde eine KCa3.1 defiziente
Mauslinie (KCa3.1 KO) erschaffen und das EDHF Signal am Endothel dieser KCa3.1 KO Mause
untersucht (Si et al. 2006). Untersuchungen an Thrombozyten hatten bereits gezeigt, dass
EDHF sowie EETs Einfluss auf Thrombozyten haben (Krotz et al. 2004; Krotz et al. 2009).
Weiterhin konnte bereits in friiheren Arbeiten gezeigt werden, dass KCa Kandle an der durch
EDHF bzw EETs getriggerten Signalkaskade beteiligt sind. Welcher KCa Kanal dabei eine Rolle
spielen kénnte und in wieweit dies Auswirkung auf die Funktion der Thrombozyten in vitro

sowie in vivo haben wiirde, war zu Beginn dieser Arbeit jedoch noch unklar.
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5.1 Phdnotyp KCa3.1-difizienter Mduse

In vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass KCa3.1 KO Mause bereits
in Ruhe einen signifikant erhohten Blutdruck im Vergleich zu Wt-Mausen aufweisen. Dies
lieR sich dadurch erkldren, dass in glatten GefaBRmuskelzellen, aber auch in Endothelzellen
von KCa3.1 KO Mausen nach Acetylcholingabe eine verminderte Hyperpolarisation und
damit eine verminderte Vasodilatation im Vergleich zu Wt-Mausen auftrat, welche durch die
Anwesenheit von KCa2.3 Kanalen nicht kompensiert werden konnte (Si et al. 2006). Durch
die resultierende starkere Vasokonstriktion im GefaBbett kam es zum Anstieg des arteriellen
Blutdruckes. Darliber hinaus wurde festgestellt, dass KCa3.1 KO Mause eine Splenomegalie
aufweisen und dass deren Erythrozyten vergroRert sind (Makrozytose) (Grgic et al. 2008). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten folgende hamatologischen Anomalien festgestellt
bzw. bestatigt werden: Im kleinen Blutbild lieSen sich signifikante Unterschiede in der Anzahl
der Leukozyten, dem mittleren korpuskuldren Volumen (MCV) und dem mittleren
korpuskuldaren Hamoglobin (MCH) im Vergleich zu Wt-Mdusen feststellen. Es konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied der Thrombozytenanzahl zwischen Wt- und KCa3.1 KO
Mausen gefunden werden und die zusatzliche Untersuchung der GroRe der Thrombozyten
ergab lediglich eine nicht signifikante Tendenz zu leicht vergroBerten Thrombozyten bei
KCa3.1 KO Mausen im Vergleich zu Wt-Mausen. Der Nachweis der Expression des KCa3.1
Kanals auf murinen Thrombozyten, und damit die Grundlage fiir die hier vorgestellten
weiteren Untersuchungen, wurde mittels Westernblot bestatigt.

Dariber hinausgehend hat in KCa 3.1 KO Mausen bislang keine spezifische Charakterisierung

eines pathophysiologischen Phanotyps stattgefunden. Offensichtliche Defizite in Mortalitat
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und Morbiditat sind nicht evident. Diese hier vorgelegte Arbeit beschaftigt sich erstmals mit

der durch Thrombozyten verursachten Pathophysiologie.

5.2 KCa3.1 KO Thrombozyten zeigen ein schnelleres Erreichen

der Aktivierungsschwelle in vitro

Der Einfluss des KCa3.1 Kanals auf die Physiologie der Thrombozyten wurde im Zuge der
vorgelegten Arbeit sowohl in vitro als auch in einem Mausmodell in vivo untersucht.

Die Aktivierung der Thrombozyten wird maBgeblich gesteuert durch Rezeptor-Liganden
Interaktionen und daraus folgender Granula-Entleerung wahrend Ihrer Adhdsion an der
GefaRBwand bzw. ihrer Aggregation. Dabei ist besonders das cytosolische Calcium an den
Signalkaskaden zur Formverdanderung, Rezeptor-Exposition und Granula-Entleerung beteiligt.
Der Rolle des Membranpotentials in nicht-erregbaren Zellen oder Zellpartikeln wie es
Thrombozyten sind, wird dabei geringe Aufmerksamkeit gewidmet. Dennoch konnte bereits
vor vielen Jahren gezeigt werden, dass Thrombozyten, deren MP in Ruhe bei ca. -60 bis
-70mV liegt (Macintyre et al. 1982; Pipili 1985), wdahrend ihrer Aktivierung eine
Membrandepolarisation erfahren, wobei unklar blieb, ob dieser Aktivierungs-assoziierten
Anderung des MP eine Bedeutung fiir die Thrombozytenfunktion zukommt. In
vorangegangene Untersuchungen mit einem ebenfalls in dieser Arbeit verwendeten
Membranpotential-sensitiven Farbstoff DiBac, konnte ein Ruhe-Membranpotential von -
57 £+ 9 mV bei gewaschenen, isolierten humanen Thrombozyten in Suspension ermittelt

werden (Krotz et al. 2004).
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In der vorliegenden Arbeit konnten zum ersten Mal durch durchflusszytometrische
Abschadtzung des murinen thrombozytaren Membranpotentials in Wt- und KCa3.1 KO
Thrombozyten gezeigt werden, dass tatsachlich ein erhdhtes und damit vergleichsweise
depolarisiertes Ruhemembranpotential in KCa3.1 KO Thrombozyten im Vergleich zu den Wt-
Thrombozyten vorliegt. Da den KCa3.1 KO Thrombozyten der KCa3.1 Kanal fehlt, kann
angenommen werden, dass das verschobene Membranpotential durch einen verminderten
Kalium-Ausstrom stattfindet, welcher offensichtlich nicht bzw. nicht vollstandig durch
andere Kaliumkanale kompensiert werden kann. Der verminderte Kalium-Ausstrom fihrt zu
einer verminderten Hyperpolarisation. Genauere Ergebnisse lieBen sich hier evtl. mittels
Patch-Clamp erbringen. Der Nachteil der Patch-Clamp Methode in Bezug auf Thrombozyten
ist allerdings die unabdingbare vorangehende Immobilisierung der Thrombozyten. Da
Adhasion fur Thrombozyten ein Stimulus zur Aktivierung darstellt, lassen sich ruhende
Thrombozyten mit natlirlicher lonenumgebung bislang kaum untersuchen. Aullerdem sind
murine Thrombozyten durch ihre geringe GroRRe von nur 1-2um generell extrem schwer
mittel Patch-Clamp Technik zu untersuchen. Die Anwendung eines Membranpotential-
sensitiven Farbstoffs bot hier die Moglichkeit die Zellen in Suspension zu untersuchen, was
ihrem naturlichen Zustand in Ruhe am nachsten kommt.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse zur funktionellen Bedeutung dieser thrombozytaren
Membranpotentialanderungen muss am ehesten davon ausgegangen werden, dass das MP
in Thrombozyten eine Rolle fiir das Erreichen einer Aktivierungsschwelle darstellt. Das MP in
KCa3.1 KO Mausen ist in Richtung Depolarisation verschoben. Es konnten jedoch keine
Anzeichen spontaner Aggregation in vivo gefunden werden, so dass die Thrombozyten in
den KO-Miusen in ruhendem Zustand vorliegen. Ahnliche Charakteristika zeigten sich

bereits bei Mausen mit Defizit der NO-Synthase oder der zyklischen Guanosin-

Seite | 57



Monophosphat Kinase in Thrombozyten (Massberg et al. 1999). Obwohl beide Enzyme Teil
eines Thrombozyten-hemmenden Signalsystems sind, flihren diese Defizite dennoch nicht zu
Spontanthrombosen. Allerdings zeigten sich hier wie auch in den in dieser Arbeit
verwendeten KCa3.1 KO Mausen vermehrt Thrombozyten-Endothel-Interaktionen, was die
hohe Sensitivitat der in dieser Arbeit verwendeten Methode der Analyse der Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion zur Untersuchung der Thrombozytenaktivierung in vivo
untermauert. Die Thrombozyten scheinen durch das verschobene MP leichter auf andere
Stimuli zu reagieren, als es in Wt-Thrombozyten der Fall ist, ihre Aktivierungsschwelle ist also
gesenkt.

Um zu beurteilen, welche Parameter unter den Bedingungen des gednderten MP ebenfalls
verandert sind und damit eine Adhdsion oder Aggregation beglinstigen kdnnten, wurde
unter anderem die Rezeptorexposition auf der Thrombozytenoberflache untersucht.

Ein bedeutsamer mechanischer und der zahlenmaBig am starksten von Thrombozyten
exprimierte Rezeptor ist der integrinische Fibrinogenrezeptor (alias Glykoprotein (GP) lib/llla
alias allyBs-Integrin alias CD61/CD41), welcher bereits in Ruhe ca. 60.000 mal auf der
Oberflache exprimiert ist und bei Aktivierung der Thrombozyten auf etwa 100.000
Rezeptoren/Thrombozyt hochreguliert wird (Gawaz 1999). Uber Fibrinogen, welches
mehrere Bindungsstellen fur den GP lib/llla Rezeptor aufweist, erfolgt nach Aktivierung der
Blutstillung (primare Hamostase) die Vernetzung der Thrombozyten und dadurch die Bildung
eines Thrombozytenaggregats, aus dem schlieBlich unter anderem durch
thrombinvermittelte Fibrinogenspaltung (sekunddre Hamostase) die Thrombusbildung
erfolgt. Der Rezeptor besteht, wie alle Integrine, aus zwei heterodimeren

Proteinkomponenten, dem allb und dem B3 Integrin.
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Ein weiterer fir die Adhadsion von Thrombozyten wichtiger Rezeptor ist P-Selektin (CD62P).
Er bindet Uber PSGL-1 oder GPIb an Endothelzellen oder ebenfalls tber PSGL-1 an
Monozyten und vermittelt das Anheften (Adhasion) an diese Zellen (van Gils et al. 2009). Auf
der Oberflache ruhender Thrombozyten ist er kaum vorhanden und wird nach Aktivierung
der Thrombozyten an der Oberflache prasentiert. Obwohl P-Selektin auf Thrombozyten bei
geschadigtem Endothel nach Ischamie keine Rolle zu spielen scheint (Massberg et al. 1998),
kann nicht ausgeschlossen werden, dass veranderte (voraktivierte) Thrombozyten durch
thrombozytares P-Selektin vermehrt Interaktionen eingehen.

Ein dritter hier untersuchter Rezeptor ist der GP Ib-V-IX alias CD42a-b-c. Er spielt eine
zentrale Rolle bei der primdren Hamostase, da seine Hauptaufgabe die Adhdsion der
Thrombozyten an VWF ist (Varga-Szabo et al. 2008). Der GP Ib-V-IX-Komplex wird im
Gegensatz zu den vorher genannten Rezeptoren nach Aktivierung der Thrombozyten von der
Oberflache entfernt, also herunter reguliert.

In unseren Untersuchungen konnte sich zunachst kein signifikanter Unterschied bezliglich
der Expression der oben beschriebenen Rezeptorkomponenten darstellen lassen. Allerdings
zeigte sich, dass nach Normierung auf die durchschnittliche GroRe der Thrombozyten eine
vermehrte Expression des Fibrinogenrezeptors besteht, was eine vermehrte Tendenz zu
Aggregation (z.B. auf ADP) erklart. Da der ebenfalls CD61 enthaltende Vitronektinrezeptor
nur in vernachldssigbarer Menge auf Thrombozyten vorhanden ist, kann man bei der
Messung des Bs-Integrins davon ausgehen, dass hier malRgeblich der Fibrinogenrezeptor
detektiert wurde.

Passend hierzu konnte gezeigt werden, dass KCa3.1 KO Thrombozyten bereits bei geringeren
ADP-Dosen als Wt-Thrombozyten irreversibel aktiviert werden. Der Schwellenwert zur

Aktivierung durch ADP ist bei KCa3.1 KO Thrombozyten demnach schneller erreicht. ADP
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wird  natlrlicherweise von Thrombozyten ausgeschiittet und ist Teil des
Verstarkungsmechanismus der Aggregation. Dabei bindet ADP am Thrombozyten an die
Rezeptoren P2Y; und P2Y,,, welche in der weiteren Signalkaskade die Ca® Mobilisierung, die
Formveranderung und die cAMP Erniedrigung bewirken (Cattaneo 2007). Damit wirkt ADP
auf grundlegende Teile der Aggregation der Thrombozyten ein. Thienopyridine, wie
Clopidogrel, sind Antagonisten des P2Y;, Rezeptors und werden in der klinischen
Behandlung gegen Thrombosebildung besonders nach Stent-Implantierung angewendet
(Dorsam et al. 2003). Als wichtiger Bestandteil der Thrombozytenaggregation und klinischen
Behandlungen war ADP als Substanz zur Untersuchung der Aggregation von Wt- und KCa3.1
KO Thrombozyten daher besonders interessant.

Es konnte gezeigt werden, dass bei einer Dosierung von 3 uM ADP KCa3.1 KO Thrombozyten
bereits irreversibel und Wt-Thrombozyten noch reversibel aggregieren. Geringere ADP-
Dosen von 1 uM zeigten reversible, gleichstarke Aggregation bei gleichstarker Steigung
sowohl bei Wt-Thrombozyten als auch bei KCa3.1 KO Thrombozyten. Hohe ADP-Dosen von
10 uM zeigten eine gleichstarke irreversible Aggregation sowohl bei Wt- als auch bei KCa3.1
KO Thrombozyten. Wird die Aktivierungsschwelle tberschritten, ist die Starke der Reaktion
bei Wt- und KCa3.1 KO Thrombozyten gleich. Zwischen diesen zwei ADP-Dosen gibt es
allerdings einen Bereich, bei dem KCa3.1 KO Thrombozyten bereits irreversibel aktiviert
werden, Wt-Thrombozyten aber nur reversibel aktiviert werden. Ebenso war die maximale
Aggregation nach 5 min sowie die Steigung bei KCa3.1 KO Thrombozyten starker.

Diese leichtere Aktivierbarkeit ldsst sich moglicherweise als ein schnelleres Erreichen der

Aktivierungsschwelle auf Grund des erhohten Membranpotentials erklaren.
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5.3 Ausschaltung der KCa3.1 Kandle fiihrt zu erhéhter

Thrombozyten-Aktivitdt in vivo

5.3.1 Potentielle Mechanismen einer verstirkten Thrombozyten-Endothel-
Interaktion mit KO Thrombozyten

Im verletzten Endothel binden die Thrombozyten maRBgeblich an vWF, wodurch im
Thrombozyt Ca®* mobilisiert wird und es zum Shape Change kommt. Im Blutstrom in
gesunden Kontrolltieren (Wt-Maduse mit Wt-Thrombozyten) dagegen kommt es nahezu nie
zu relevanten Bindungen zwischen Thrombozyten und dem Endothel, welche den Fluss der
Thrombozyten verlangsamen (Buerkle et al. 2004; McClelland et al. 2009; Struthmann et al.
2009). Diese transienten Bindungen kdnnen reversibel sein oder der erste Schritt zur stabilen
Adhasion und anschliefender Thrombusbildung. Im intakten Gefall werden vom Endothel
anti-thrombotische Substanzen, wie NO und PGl,, freigesetzt, welche die Thrombozyten
inhibieren. Fehlen diese Substanzen oder sind reduziert, kann vermehrte Thrombozyten-
Endothel-Interaktion und Thrombusbildung beobachtet werden. Dies gilt ebenso bei
Inhibition einer der in die Signalkaskaden involvierten anderen Faktoren (wie Rezeptoren,
Enzyme, Kandle, etc.) z.B. durch Medikamente oder genetische Veranderungen (Moncada et
al. 1976b; Busse et al. 1987; Buerkle et al. 2004; Krotz et al. 2005; Borgdorff et al. 2006;
Gambaryan et al. 2008; Struthmann et al. 2009). Dies ldsst sich mit einer verdanderten
Aktivierungsschwelle der Thrombozyten erkldren. Dasselbe Bild ergibt sich hier bei den
KCa3.1 KO Thrombozyten, da hier ein Teil der im Thrombozyten vorhandenen
Regulierungsmechanismen (der KCa3.1 Kanal) fehlt.

Zur Untersuchung der Rolle des KCa3.1 Kanals in Thrombozyten in vivo wurden
Thrombozyten sowohl aus Wt als auch aus KO Mausen isoliert, gefarbt und anschlieSend

Seite | 61



allogen jeweils in eine Maus der genetisch anderen Gruppe injiziert. Die Thrombozyten-
Endothel-Interaktion war in diesen Versuchen nur dann signifikant hoher, wenn KCa3.1 KO
Thrombozyten in Wt-Mdausen injiziert wurden (Abbildung 4.8). Zwar zeigte sich auch eine
leichte Tendenz zu erhéhter Thrombozyten-Endothel-Interaktion von Wt-Thrombozyten am
KCa3.1 KO Endothel, diese war allerdings nicht signifikant. Damit konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass eine erhdohte Thrombozyten-Endothel-Interaktion mafRgeblich durch
den KCa3.1 KO an Thrombozyten ausgelést wird und nicht durch den KCa3.1 KO am
Endothel.

Das signifikant erhohte Membranpotential in KCa3.1 KO Thrombozyten bestdtigt die
Hypothese einer Verschiebung der Aktivierungsschwelle, was sich letztlich in der erhdhten

Thrombozyten-Endothel-Interaktion widerspiegelt.

5.3.2 Erhohtes Risiko zur Thrombusbildung in KCa3.1 KO Mausen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein Fehlen des KCa3.1 Kanals zu einer
verstarkten Thrombusbildung nach GefaRverletzung fiihrt. In friiheren Studien konnte
bereits nachgewiesen werden, dass die KCa3.1 Kanidle in Endothelzellen zur
Hyperpolarisation beitragen, welche zu einer Relaxation der GefdRe fihrt. Das Fehlen der
KCa3.1 Kandle in KO Mausen fihrt zu Hypertonie durch verminderte endothelabhangige
Vasodilatation (Si et al. 2006). Die schnellere GefdRverschlusszeit durch Thrombusbildung
nach GefaRverletzung bei KCa3.1 KO Mausen lieRe sich daher zunachst auch durch die
geringere GefaRquerschnittsflaiche erklaren. Zu diesem Zwecke wurden in unseren
Untersuchungen auf die GefdaBquerschnittsfliche normierte GefaRverschlusszeiten

berechnet, welche das Ergebnis des schnelleren GefadlRverschluss bei KCa3.1 KO Mausen
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bestatigen. Die Tatsache, dass die Thrombusbildung bei KCa3.1 KO Mausen signifikant
schneller ablauft als bei Wt-Mausen muss also mit Komponenten des Blutstromes
zusammenhangen.

Wie in dieser Arbeit gezeigt, aggregieren KCa3.1 KO Thrombozyten auch ex vivo, also in einer
Situation, in der keine Beeinflussung durch die GefaBRwand mehr vorliegen kann, starker auf
mittlere ADP-Dosen als Wt-Thrombozyten. Vor allem aber erreichen sie schon bei geringeren
ADP-Dosen eine irreversible Aggregation als Wt-Thrombozyten. Im Blutstrom ist es normal,
dass stetig eine latente Adhdsion und unterschwellige Thrombozytenaktivierung stattfindet.
Lost diese latente Stimulation aber eine irreversible Aggregation aus, kann es zur Okklusion
und damit zu thrombotischen Komplikationen, wie einem Infarkt kommen. Eine
Uberschreitung der Schwelle zu irreversibler Aggregation und Okklusion ist im gesunden
GefaRsystem daher unerwiinscht.

Die bei KCa3.1 KO Thrombozyten beobachtete erh6hte Oberflachendichte des GP lIb/llla,
konnte ebenso durch eine verdanderte Aktivierungsschwelle auf Grund des Fehlens eines
Teils der zur Inhibition geh6renden Signalkaskade verursacht worden sein. Der GP llb/llla
Rezeptor wird im gesunden Wt-Thrombozyten nach Endothel-Adhdsion hochreguliert um die
Aggregation mit weiteren rekrutierten Thrombozyten zu ermdoglichen. Das Fehlen des KCa3.1
Kanals hat in den Thrombozyten zu einer signifikanten Erhéhung dieses Rezeptors gefiihrt,
was mit der Beobachtung der leichteren Aggregation durch ADP und einer verschobenen
Aktivierungsschwelle vereinbar ware.

Das Fehlen des Kanals und des damit verbundenen Kalium-Stromes fiihrt demnach zu einer
prothrombotischen Neigung. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die schnellere
Thrombusbildung bei KCa3.1 defizienten Tieren primdr durch Thrombozyten, die aufgrund

einer Defizienz von KCa3.1 leichter aktivierbar sind, ausgelost wird. Die dazu beitragenden
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hier gemessen Effekte sind letztlich alle durch eine Veranderung des Kaliumstromes

verursacht.

5.4 Limitationen und Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte erstmals die Wichtigkeit des KCa3.1 Kanals auf Thrombozyten durch
eine Veranderung des Membranpotentials und der Aggregation bei Fehlen des KCa3.1.
Kanals in vitro nachgewiesen werden.

Die erhohte Thrombozyten-Endothel-Interaktion in KCa3.1. defizienten Mausen in vivo lasst
auf ein erhohtes arterielles Thromboserisiko schliefSen. Die verstarkte Thrombusbildung bei
GefaRverletzung unterstliitzt diese Schlussfolgerung. Damit zeigt die vorliegende Arbeit, dass
der KCa3.1 Kanal auf Thrombozyten bedeutsam zur Regulation der Hemmung der
Thrombozytenaktivierung, zumindest im murinen System beitragt.

Auf diese Weise ist ein wichtiger Baustein in der komplexen Regulation der Thrombozyten
gefunden. Diese Erkenntnisse tragen maligeblich zum Verstandnis der Pathophysiologie
thrombotischer Krankheitsbilder bei. Eine solche Schwelle kann bei instabiler Angina pectoris
dariiber entscheiden, ob es bereits zu einer irreversiblen Thrombusbildung und Okklusion
und damit zum Infarkt kommt oder nicht. Der KCa3.1 Kanal kdnnte damit auch im Menschen
ein Teilstlick in einem komplexen Balancespiel zwischen Ruhe, Adhasion und Aggregation
von Thrombozyten darstellen, zu dem auch Substanzen wie NO oder PGl, als auch TxA, oder
ADP beitragen. Jede einzelne Substanz allein entscheidet in vivo nicht tber Blutfluss oder

Okklusion, aber jede tragt einen Anteil dazu bei, Thrombozyten naher hin oder weiter weg
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von dem Punkt der reversiblen bzw. irreversiblen Aggregation zu verschieben. In welchem
Bereich innerhalb des Ruhezustands sich die Thrombozyten befinden, kann liber Infarkt oder
kein Infarkt und somit auch tber Leben oder Tod entscheiden.

Diese in dieser Arbeit am Mausmodell erlangten Daten sind ein Hinweis auf eine mogliche
physiologische Wirkweise an humanen Thrombozyten und passen zu den mit
pharmakokogischen Hemmstoffen erlangten Daten an humanen Thrombozyten. Diese Arbeit
schlieBt damit eine weitere Licke zum Verstandnis des physiologischen Verhaltens von

Thrombozyten.

Seite | 65



6 Zusammenfassung

Der Kalzium-abhangige Kaliumkanal 3.1 (KCa3.1) ist an der EDHF-Antwort an Endothelzellen
beteiligt. Weitere Arbeiten zeigten bereits, dass ein KCa Kanal mit intermediarer Leitfahigkeit
auch auf humanen Thrombozyten vorhanden ist. Jedoch ist unklar, in wieweit die KCA
Kanale auf die Aktivitat der Thromboyten Einfluss haben.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des Kalzium-abhangigen Kaliumkanals 3.1 (KCa3.1) auf
Thrombozyten untersucht. Hierzu wurden murine Thrombozyten aus Wildtyp und KCa3.1 KO
Mausen auf deren Funktion in vitro und in vivo untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass humane und murine Thrombozyten den KCa3.1 Kanal
exprimieren und ein Defizit dieses Kanals das Membranpotential bei ruhenden murinen
Thrombozyten erhoht. Im kleinen Blutbild oder bei der GroRe der KCa3.1 KO Thrombozyten
konnte keine Veranderung festgestellt werden. Jedoch zeigen KCa3.1 KO Thrombozyten eine
signifikante Steigerung der Bs-Integrin Dichte, aber keine signifikante Veranderung in Anzahl
oder Dichte der P-Selektin oder der Glykoprotein V Rezeptoren. Das erhohte
Membranpotential und die hohere Dichte an Bs-Integrin auf ruhenden Thrombozyten in
vitro last auf eine hohere Aktivitat der KCa3.1 KO Thrombozyten schlieRen.

KCa3.1 KO Thrombozyten reagieren bei niedrigeren Stimuli mit irreversibler Aggregation als
es Wt-Thrombozyten tun. In dieser Arbeit konnte ein signifikanter Unterschied bei 3uM ADP
Stimulation beobachtet werden - Wt-Thrombozyten aggregieren hier reversibel,
wohingegen KCa3.1 KO Thrombozyten bereits irreversibel aggregieren. Ebenso ist die

Aggregationsstarke sowie die Steigung mit einer Stimulation von 3 uM ADP bei KCa3.1 KO
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Thrombozyten signifikant héher als bei Wt-Thrombozyten. Diese Ergebnisse bestatigen eine
erhohte Aktivitidt in KCa3.1 KO Thrombozyten im Vergleich zu Wt-Thrombozyten.

Um den Einfluss dieser Veranderungen und damit die Wichtigkeit des Kanals in vivo zu
beurteilen, wurde die Thrombozyten-Endothel-Interaktion an Kontrolltieren (Wt Mause mit
Wt-Thrombozyten), an Wt-Madusen mit KCa3.1 KO Thrombozyten und an KCa3.1 KO Mausen
mit Wt-Thrombozyten untersucht. Es zeigte sich, dass der KCa3.1 KO an Thrombozyten, nicht
aber am Endothel, die Thrombozyten-Endothel-Interaktion signifikant erhoht.

Zudem zeigten KCa3.1 KO Mause einen signifikant schnelleren thrombotischen
Gefallverschluss nach Endothelzerstérung durch Eisen-(lll)-Chlorid Applikation als Wt-
Mause.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass der KCa3.1 Kanal auf Thrombozyten wichtig
fir die Verhinderung der Thrombozytenaktivierung ist und durch seine Existenz und
Funktion einer Ubermafigen Aktivierung von Thrombozyten entgegenwirkt. Die Hemmung
von Thrombozyten spielt im gesunden GefaR eine grofRe Rolle, da hier nicht nur ungewollte
Thrombusbildung und damit Thrombosen entgegengewirkt wird, sondern auch weil
aktivierte Thrombozyten zur Atherosklerosebildung beitragen. Derartige neue Erkenntnisse
konnen dabei helfen, neue Therapieansatze fir eine Vielzahl an kardiovaskuldren

Krankheiten zu finden.
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9 Abkiirzungen

Abkiirzung / Symbol Bedeutung

A Lambda = Wellenldnge

2PK 2 Poren Kaliumkanale

A Arteria = Arterie

A.dest Agua (Wasser) destilliert

AC Adenylat-Cyclase (Zyklase)

ADP Adenosin-Di-Phosphat

AG Aktiengesellschaft

AG & Co.KG Aktiengesellschaft und Compagnie Kommanditgesellschaft
ANOVA Analysis of Variance

ATP Adenosin-Tri-Phosphat

BCA bichinconinic acid

BKCa, KCal.1 Big KCa

BSA Bovine Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

Ca™ Calcium-lonen

cAMP Cyclic Adenosin Mono Phosphat
CCcD Charge Coupled Device = Fotosensor
CcD Cluster of differentiation

CDxxL Ligand fiir CDxx Rezeptoren

CFDA-SE Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
cGMP Cyclic Guanosin-Mono-Phosphat
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CNP C-type natriuretic peptide

cu” 2-wertige Kupfer-lonen

cu* 1-wertige Kupfer-lonen

CYP2C9 CytP450 2C9

CytP450 Cytochrom P450 Monooxygenase

D-Glucose Dexter-Glucose (rechtsdrehend)

DAG Diacylglycerine

DiBAC,(3), Bis- [1,3-dibutylbarbituric acid] trimethine oxonol

Dr. Doktor

DTT Dithiothreitol

EDHF Endothelial Derived Hyperpolarizing Factor

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EET Epoxy-eicosatrienoische Sdure

engl. englisch

etal. und andere

Etc. Et cetera

evtl. eventuell

FACS fluorescence activated cell sorting = Durchflusszytometer

FeCls Eisen-(l11)-Chlorid

GC Guanylat-Zyklase

GmbH Gesellschaft mit beschrankter Haftung

GmbH & Co.KG Gesellschaft mit beschrankter Haftung und Compagnie
Kommanditgesellschaft

GP Glykoprotein

H,0 Dihydrogeniumoxid = Wasser
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Hb

Hamoglobin

HCl Wasserstoffchlorid = Salzsaure

Hepes 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Hkt Hamatokrit

HUVEC humane Umbilical-vendsen Endothelzellen
ID Inner diameter = Innendurchmesser

IKCa, KCa3.1 intermediate KCa

inkl. inklusive

IP3 Inositol-Tri-Phosphat

IP3R Inositol-Tri-Phosphal-Rezeptor

K-Kandle Kalzium-Kandle

K* Kalzium-lon

KCa Kalzium-abhangiger Kaliumkanal

KCl Kaliumchlorid

Kir einwarts-gerichtete Kaliumkanale

KO Knock-Out

Kontr. Kontrolle

Kv Spannungsgesteuerte Kaliumkanale

LMU Ludwig-Maximilians-Universitat

M. Musculus = Muskel

MgCl, Magnesiumchlorid

n (Symbol) Anzahl an Versuchen

N-terminal Deklaration der Proteinbindungs-Orientierung.
NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat
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NaCl Natriumchlorid

NO Stickstoffmonoxid

oD Outer diameter = AuRendurchmesser
P (Symbol) Propability = Wahrscheinlichkeit
P2X, Liganden gesteuerte lonen-Kanéle

P2Y12 Rezeptoren

Purinerge, G-protein gekoppelte Rezeptoren

PAR Protease-aktivierte Rezeptoren

PBS Phosphate-buffered-saline, phosphatgepufferte Saline

PF4 Plattchen Faktor 4

PFA Paraformaldehyd

PGI, Prostacyclin

pH pH-Wert

Plt / plt platelets = Thrombozyten

Prof. Professor

PRP Plattchenreiches Plasma

RBZ Rote Blutzellen

Ref. Referenz

Rel. relative

Roller Endothel interagierende Thrombozyten

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

Sl ,Systeme international d’unités” Internationales
Einheitensystem

SKCa, KCa2.3 small KCa

t (Symbol) Anzahl in Tausend
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TP-Prostanoidrezeptoren

TBS Tris buffered saline

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TRPC6 Transient receptor potential channel, subfamiliy C, member 6

TxA, Thromboxan A,

v.l.n.r. Von links nach rechts

Vs versus

vWF von Willebrandt Faktor

WBZ Weile Blutzellen

Wt Wildtyp

z.B. zum Beispiel

Stim Stromal interaction molecule

Orail Calcium release-activated calcium channel protein 1

KCNN3 Gen: potassium intermediate/small conductance calcium-
activated channel, subfamily N, member 3

KCNN4 Gen: potassium intermediate/small conductance calcium-
activated channel, subfamily N, member 4

Einheiten

Masseneinheiten

%

Prozent (von Hundert)

°C Grad Celsius
pum Mikrometer
ul Mikroliter
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Bilder/s

Bilder pro Sekunde

cm Zentimeter

dl Deziliter

FSC Forward-Scatter
g Gramm

g (bei Zentrifugenangaben)

Erdbeschleunigung (g=9,81 m/s%)

h hours (SI)= Stunden

kDa kiloDalton

M Mol

mA Milliampere

min minutes (SI) = Minuten
Mio Millionen

mg Milligramm

ml Milliliter

mm Millimeter

mM MilliMol

ms Millisekunden

mV Millivolt

nm Nanometer

nM NanoMol

s seconds (Sl) = Sekunden

t Tausend

RFU Relative Fluorescent Unit = Relative Fluoreszenzeinheit
U/min Umdrehungen pro Minute
\Y Volt
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