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1. Einleitung

1.1 Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems

Mit einem Anteil von 39% (Stand 2014) stellen Herz-Kreislauf-Erkrankungen noch
immer die haufigste Todesursache in Deutschland dar [1]. Auch im weltweiten
Vergleich sind ischamische Herzerkrankungen und Schlaganfall fur die meisten
Todesfalle verantwortlich — im Jahr 2013 bezifferten sie sich auf rund 8,1 Millionen
bzw. 6,9 Millionen [2]. Obwohl in ihrer Mortalitdtsrate zwischen 1990 und 2013
deutlich rtcklaufig, machen sie damit zusammen immer noch etwas mehr als ein
Drittel aller Todesfélle weltweit aus. Dies schlagt sich auch in den Kosten fir die
Gesundheitsversorgung nieder. In den USA belaufen sie sich auf knapp eine
Milliarde Dollar — pro Tag [3]. In Deutschland verursachen Herz-Kreislauf-
Erkrankungen Kosten von 37 Milliarden Euro jahrlich (Stand 2008) und stellen damit

den gro3ten Anteil in den Krankheitskosten dar [4].

1.2 Rolle der Thrombozyten in der Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen

Zum Formenkreis der kardiovaskularen Erkrankungen gehdren typische Volks-
krankheiten wie Herzinfarkt, Koronare Herzkrankheit oder Schlaganfall. In aller Regel
geht ihnen ein Prozess der Arteriosklerose voran, bei dem Blutplattchen eine zentrale
Rolle einnehmen. So stellen sie nicht nur durch Bindung an beschadigtes Endothel
einen elementaren Teil der Koagulationskaskade dar, sondern regulieren schon
friher den vaskularen Inflammationsprozess durch Rekrutierung von Leukozyten
oder durch Stimulation von endothelialen Progenitorzellen [5][6][7]. Das bessere
Verstandnis der thrombozytaren Funktionen kann damit Einblick in die Pathogenese
unterschiedlicher Krankheitsbilder ermdglichen.

1.3 Aufbau und Funktion der Thrombozyten

Thrombozyten, auch Blutplatichen genannt, nehmen eine wichtige Rolle im Prozess
der Hamostase ein [8]. Dartber hinaus wurden in letzter Zeit weitere Funktionen in
so unterschiedlichen Bereichen wie der Inflammation, der Immunabwehr und der
Tumorentstehung deutlich [9][10]. Mit einem Durchmesser von 2-3 um stellen
Thrombozyten die kleinsten Zellen des Blutes dar [11]. lhre Produktion erfolgt durch
Abschnirung aus polyploiden Megakaryozyten im Knochenmark [12], wobei sich die
anschlielende Lebensdauer im Blutstrom auf 7 bis 10 Tage beschrankt [13]. Obwohl
Blutplattchen einzigartig fir Saugetiere sind [14], ist ihr Gehalt im Blut zwischen den



einzelnen Spezies variabel. So liegt die Ubliche Konzentration beim Menschen
zwischen 150-400 x 10° Plattchen pro Liter Blut, wahrend der Gehalt bei Mausen mit
900-1600 x 10° Zellen pro Liter Blut deutlich héher ist [15]. Thrombozyten besitzen
keinen eigenen Zellkern, enthalten jedoch mRNA, welche sie zur Synthese von
Proteinen wie Fibrinogen, von-Willebrand-Faktor (VWF) oder der Glykoproteine Ib, Ilb
und llla nutzen [16][17]. Dartber hinaus enthalten Thrombozyten einfache Mitochon-
drien zur Energiegewinnung [18]. Eine enge Verknipfung zwischen Morphologie und
Funktion der Thrombozyten stellen die thrombozytaren Granula dar: Sie lassen sich
in a-Granula, dichte (8) Granula sowie Lysosomen unterteilen. A-Granula stellen die
grofRten und haufigsten Granula dar und enthalten neben Elementen der Hamostase
wie Adhésionsproteinen (VWEF, Fibrinogen), Gerinnungsfaktoren (FV, FIX) und
Membranproteinen (GPIb-V-IX, a2B3, P-Selectin) auch zahlreiche Chemokine (PF4)
und Wachstumsfaktoren (EGF, PDGF) [19]. Die dichten Granula sind deutlich kleiner,
sie weisen dafur aber hohe Konzentrationen an ADP, Calcium und Serotonin auf
[20]. Nicht zuletzt besitzen Thrombozyten wie viele andere Zellen Lysosomen, ihre
Funktion ist jedoch nicht abschliel3end geklart [19].

1.4 Ablauf der Hamostase-Reaktion

Das Endothel kleidet als innerste Schicht das Netz der Blutgefal3e aus. Kommt es zu
einer Verletzung am Gefal3, werden aus der subendothelialen Matrix Kollagen und
Tissue Factor freigelegt, welche die Blutgerinnung durch Aktivierung von Thrombo-
zyten und Gerinnungsfaktoren initiieren. Eine zentrale Rolle spielt dabei die Bindung
des GPIb-IX-V-Rezeptors an die Al-Domane des von-Willebrand-Faktors, welcher
vom verletzten Endothel freigesetzt wird [21]. Obwohl diese Bindung nur lose ist,
fuhrt sie sowohl zu einer Aktivierung als auch, insbesondere bei hohen Flussraten
[22], zu einer Verlangsamung der Plattchen [18][19], sodass in der Folge weitere
Bindungen gebildet werden kdénnen. Dafiir sind vor allem die Rezeptoren a2p31 [25]
sowie GPVI relevant, wobei letzterer fest an Kollagen bindet und Uber die FcRy-Kette
die Aktivierung der Thrombozyten verstarkt [26]. Im Rahmen dieses Prozesses
kommt es zu einem Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration und damit
verbunden zur Uberfiihrung des GPllb/llla-Rezeptors in seine aktive Form (inside-
out-signaling) [27]. Gleichzeitig werden aus den Thrombozyten-Granula zahlreiche
Signalstoffe wie Adenosindiphosphat (ADP aus den dense granula), Fibrinogen und
P-Selectin sowie Thromboxan A2 ausgeschittet. Diese fliihren in Form eines

positiven Feedbacks zu einer Verstarkung der Aktivierung bzw. zur Aktivierung
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weiterer Thrombozyten [28]. Dartber hinaus kommt es zu einem weiteren Anstieg
der intrazellularen Calciumkonzentration, was eine Formanderung des Thrombozyten
mit Ausbildung von Pseudopodien bedingt [29]. Der GPIib/llla-Rezeptor fuhrt
schlieBlich durch Bindung von l6slichem Fibrinogen, von-Willebrand-Faktor und
endothelialem Vitronectin zu einer Vernetzung der Plattchen mit dem Endothel und
anderen Plattchen[30][31]. Neben der Aktivierung Uber die Bindung an Kollagen
kénnen die Thrombozyten am Protease activated Receptor (PAR 1 und 4) durch
Thrombin aktiviert werden, welches im Rahmen der ablaufenden Gerinnungskaskade
gebildet wird [32].

1.5 Der Glycoprotein Ib-V-IX-Komplex

1.5.1 Aufbau des GPIb-V-IX

Der GPIb-V-I1X-Komplex nimmt bei der initialen Plattchenadhasion eine elementare
Rolle ein, indem er die Bindung der Thrombozyten an von-Willebrand-Faktor aus
dem Subendothelium ermdglicht [33]. Der Komplex setzt sich dabei aus vier unter-
schiedlichen Glycoproteinen zusammen: Die Uber eine Disulfid-Brucke verbundenen
Iba und B, sowie V und IX in Form einer nichtkovalenten Anlagerung. Die Unter-

einheiten liegen doppelt (Iba; IbB; 1X) bzw. einfach (V) vor [34].

Der Grofdteil der Bindungen am GPIb-IX-V-Komplex erfolgt Uber die GPlba-
Untereinheit [33]. Bei dieser werden sieben Leucin-reiche Wiederholungen von einer
N- und C-terminalen Capping-Sequenz umgeben. Daran schliel3t sich eine
anionische Struktur, ein Sialomucin-Abschnitt sowie ein Transmembran- und
zytoplasmatischer Anteil an [35][36]. Im Bereich zwischen der N-Capping-Sequenz
und dem anionischen Abschnitt befindet sich ein Grof3teil der Bindungsstellen fir
Liganden. Dazu gehéren der von-Willebrand-Faktor (VWNVF) und Thrombospondin,
MAC-1 auf Leukozyten, das auf Endothelzellen und einigen Tumorzellen exprimierte
P-Selectin sowie Gerinnungsfaktoren wie Thrombin, Faktor XI und XII sowie high-
molecular-weight kininogen [23][37]-[39].



1.5.2 Funktion des GPIb-V-IX

Aus seinem Aufbau lassen sich einige zentrale Funktionen des GPIb-V-IX-Komplex
ableiten: Zum einen die primare Adhasion der Plattchen an subendotheliales
Gewebe (VWF), Endothelzellen (P-Selectin) und Leukozyten (MAC-1). Zum anderen
scheint die Bindung von Thrombin an den GPIb-Rezeptor die Aktivierung der
Thrombozyten durch Thrombin am PAR zu verstarken [40] und die thrombin-
abhangige Leukozytenmigration zu beeinflussen [41]. Nicht zuletzt wirkt der GPIb-V-
IX-Komplex auf die intrazellularen Signalkaskaden ein. Dazu seien zwei Beispiele
genannt: So ist an das zytoplasmatische Ende der GPlba-Untereinheit Filamin A
gebunden, welches eine regulatorische Wirkung auf die Zellstruktur ausubt [42].
Dartber hinaus fuhrt die Bindung von VWF an GPlba Uber eine noch nicht

vollstandig aufgeklarte Signalkaskade zur Aktivierung von GPIIb/llla [43].

Wie wichtig der GPIb-V-IX-Komplex fir die Aufrechterhaltung der Thrombozyten-
funktion ist, lasst sich am besten an einem Ausfall desselben beobachten. Beim
Bernard-Soulier-Syndrom kommt es genetisch zu einer Defizienz des GPIb-V-IX-
Komplexes, wobei unterschiedliche Abschnitte des Rezeptors betroffen sein kdnnen.
Zu den typischen Symptomen kommt es nach bisherigem Wissensstand nur, wenn
die Untereinheiten GPlba, GPIbp oder GP IX betroffen sind. Eine Mutation in GPV
scheint dagegen keine Auswirkung auf den Phanotyp zu haben [44]. Zu den
klassischen Symptomen gehort die Trias Thrombozytopenie, das Auftreten von
Makrothrombozyten sowie eine Verlangerung der Blutungszeit [45].

Im Mausmodell lasst sich dieses Krankheitsbild an GPIba-Knockout-Tieren darstellen
[46]. Um den Einfluss der Thrombozytopenie zu verringern, bietet sich auRerdem die
Verwendung von GPlba-IL4-Knockout-Mausen an. In diesem Modell wird ein
Groldteil des extrazytoplasmatischen Anteils der GPlba-Kette durch die a-
Untereinheit eines humanen Interleukin-4-Rezeptors ersetzt. Dadurch wird die
Thrombozytenzahl ann&hrend normalisiert (~70% im Vergleich zu WT-Tieren),
ebenso die GroRe der Thrombozyten. Die verlangerte Blutungszeit als Folge der

fehlenden extrazytoplasmatischen GPIba-Untereinheit bleibt jedoch erhalten [47].

1.5.3 Interaktion des GPIb-V-IX mit Leukozyten und Endothelzellen
Neben ihrer Rolle in der Initierung der primaren Hamostase regulieren
Thrombozyten die Inflammation in beschadigtem Gewebe Ulber die Rekrutierung und

Bindung von Leukozyten, darunter Neutrophile Granulozyten, Monozyten und
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Lymphozyten. So exprimieren aktivierte Thrombozyten auf ihrer Oberflache P-
Selectin, an welches Leukozyten mit PSGL-1 lose binden [48][49]. Dies fuhrt zum
,Rollen“ von Leukozyten auf aktivierten Plattchen. Fur die Ausbildung einer stabilen
Bindung ist die Interaktion zwischen dem thrombozytaren GPlba-Rezeptor und dem
Integrin aMB2 (MAC-1) auf Leukozyten von besonderer Bedeutung [50]. Eine
antikorpervermittelte Blockade der Bindungsstelle fir GPIba auf dem leukozytéren
MAC-1 verringerte die Ansammlung von Leukozyten an einer Gefal3verletzung und
die leukozytare Bindung an Thrombozyten im Mausmodell signifikant [39]. Auch in
artheriosklerotischen Plaques war die Anlagerung von Leukozyten nach Blockade
des GPIba-Rezeptors signifikant reduziert [51]. Neben der reinen Adhé&sion fuhrt die
Interaktion zwischen Thrombozyten und Monozyten zur Ausbildung eines
proinflammatorischen Zustands in den Monozyten [52]. Interessanterweise konnte
auch umgekehrt nachgewiesen werden, dass die Bindung von MAC-1 an den
thrombozytaren GPlba-Rezeptor die Thrombusbildung nach Gefal3verletzung
beeinflusst [53].

Thrombozyten interagieren auf vielfaltige Weise mit der Gefal3wand. Die Bindung an
beschadigtes Endothel im Rahmen der primaren Hamostase ist dabei nur ein Teil
davon. Tatsachlich konnen Blutplattchen bereits auf aktiviertem, aber nicht
beschadigtem Endothel ,rollen”, also eine instabile Bindung an die GefalRwand
ausbilden [54]. Dies erfolgt durch Bindung der thrombozytaren Rezeptoren GPlba
und PSGL1 an auf dem aktiviertem Endothel exprimiertes P-Selectin [55][56]. Fur die
Entstehung eines festen Kontakts ist vor allem der GPIIb/llla-Komplex auf Plattchen
notig. Dieser bindet Uber Fibrinogen als Mittler an endotheliales Vitronectin (av33)
[57][30].

1.6 Apoptose

1.6.1 Definition und Abgrenzung zur Nekrose

Der Begriff der Apoptose wurde erstmals 1972 von Kerr, Wyllie und Currie fir einen
der Mitose gegeniberstehenden Prozess des kontrollierten Zelluntergangs ver-
wendet [58]. Dabei wurde die Apoptose vor allem nach morphologischen Kriterien
definiert, welche sie auch vom unkontrollierten Vorgang der Nekrose abgrenzbar
machen. Diese werden in Abschnitt 1.6.2 weiter erlautert. Ein zentrales Merkmal der
Apoptose besteht darin, dass es sich dabei um einen energieabhangigen Prozess



handelt — so konnten Eguchi et al. nachweisen, dass Zellen bei einem ausreichenden
intrazellularen ATP-Level in Apoptose gehen, wahrend ein ATP-Mangel zum
nekrotischen Zelltod fuhrt [59]. Der Vorteil der Apoptose besteht in erster Linie darin,
dass es im Gegensatz zur Nekrose nicht zu einem unkontrollierten Austritt von
Zellmaterial ins Gewebe kommt [58]. Dies fuhrt zum einen dazu, dass die umliegen-
den Zellen nicht durch Zelldebris geschadigt werden [60]. Zum anderen wird eine
inflammatorische Immunreaktion wie im Fall der Nekrose unterdriickt [61]. Damit wird
die Apoptose zu einem wichtigen Regulator des Gleichgewichts zwischen
Zellwachstum- und Untergang und spielt dementsprechend eine zentrale Rolle in
Prozessen wie der Embryonalentwicklung, der Bildung von Immun- und Nervenzellen
oder der Beseitigung von virusinfizierten Zellen [62]-[64]. Auch bei pathologischen
Ereignissen wie dem Herzinfarkt oder der Herzinsuffizienz [65] nehmen apoptotische
Vorgange einen deutlichen Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung — so konnte die
Infarktgré3e im Mausmodell durch Ausschalten des apoptoseinduzierenden FAS-
Rezeptors signifikant reduziert werden [66].

1.6.2 Morphologische Zeichen der Apoptose

Apoptotische Zellen zeichnen sich durch eine Reihe von morphologischen
Charakteristika aus, welche sie von nekrotischen Zellen abgrenzbar machen. Dazu
gehort zunachst die Schrumpfung des Zellkerns, Pyknosis genannt, durch
Kondensation des Chromatins welche schlie3lich in der Fragmentation des Zellkerns,
der Karyorrhexis, endet. Im Gegensatz zur Nekrose bleibt die Integritdt der
Zellmembran erhalten, ebenso die der Zellorganellen. Letztere werden zusammen
mit Anteilen des Zytoplasmas als membranumhdullte ,apoptotic bodies®” von der Zelle
abgeschnurt und kénnen so leichter von Makrophagen und anderen Immunzellen
phagozytiert werden. Diese Vorgange fihren insgesamt zum Schrumpfen der
apoptotischen Zelle, welche sich dabei aus dem Zellverband |6st und so ebenfalls
schnell von Immunzellen beseitigt werden kann. Insgesamt fuhrt dieser Vorgang zu
einer deutlich geringeren Inflammation als bei der Nekrose, da potentiell antigen-
wirksame Bestandteile des Zytoplasmas und der Zellorganellen nicht frei ins Gewebe

austreten konnen [58][67].

Nekrotische Zellen weisen dagegen schon relativ friih einen Zusammenbruch der
Zellmembranbarriere auf, es kommt zum Anschwellen von Zelle und Zellorganellen

und schlieB3lich zur Ruptur der Zelle mit Austritt des Zellinhalts in den Extrazelluléar-
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raum. Dadurch werden benachbarte Zellen beschadigt und eine massive Aktivierung

von Immunzellen ausgeldst [68][69].

1.6.3 Extrinsischer Apoptoseweg

Der extrinsische, also von aul3en induzierte Apoptoseweg, wird vor allem durch
Rezeptoren der Tumornekrose-Familie reguliert. Beispiele dazu waren der FAS-
Rezeptor (mit dem Ligand FASL) oder der TNF-Rezeptor 1 (mit dem Ligand TNFa).
Die Liganden kommen zumeist auf Immunzellen wie den zytotoxischen T-Zellen oder
Makrophagen vor oder werden von diesen nach Aktivierung ausgeschuttet [70]. Im
Fall des FAS-Rezeptors wird durch die Bindung des Liganden die Bildung des Death
Inducing Signal Complex (DISC) ausgeldst, welcher aus dem Adaptorprotein FADD
und der Procaspase 8 besteht. Dieser Komplex bedingt wiederum die autokata-
lytische Spaltung von Procaspase 8 zu Caspase 8, einem der Initiatorenzyme der
Apoptose [71][72]. Caspase 8 aktiviert mit den Effektorenzymen Caspase 3 und 7 die
Endstrecke der Apoptose, es kommt zur Entstehung der oben beschriebenen
morphologischen Zeichen der apoptotischen Zelle. Uber einen Nebenweg (Spaltung
des BH3-Proteins BID) induziert Caspase 8 die Aktivierung des intrinsischen

Apoptosewegs, sodass beide Apoptosewege parallel zueinander ablaufen [73].

1.6.4 Intrinsischer Apoptoseweg und weitere Formen der Apoptoseinduktion
Neben der liganden-abhangigen Aktivierung der Apoptose kdnnen auch Ereignisse
wie Hypoxie, Hyperthermie oder virale Infektionen zur Induktion des programmierten
Zelltods fuhren. Dieser intrinsische Apoptoseweg wird vor allem durch Proteine der
Bcl2-Familie vermittelt. Letztere lasst sich in eine anti-apoptotische (Bcl2/ BclX) und
zwei pro-apoptotische (BAX/BAK sowie die BH3-only Proteine BID/BAD) Gruppen
einteilen [74]. Uberwiegt die pro-apoptotische Komponente, kommt es unter anderem
zum Austritt von Cytochrom C aus der inneren Mitochondrienmembran ins Zytosol.
Cytochrom C bildet dort mit dem Adaptorprotein Apafl das Apotosom, ein
Enzymkomplex, der Procaspase 9 zu der aktiven Form Caspase 9 spaltet [75]. Mit
der Aktivierung der Effektorcaspase 3 durch Caspase 9 wird die Endstrecke der
Apoptose erreicht (s. Abbildung 1).

Ein weiterer, eher spezieller Weg der Apoptoseinduktion erfolgt tiber den Granzym B-
Weg und wird unter anderem von zytotoxischen T-Lymphozyten genutzt. Er soll im

Folgenden aber nicht mehr thematisiert werden.
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Abbildung 1: Apoptosewege und gemeinsame Endstrecke der Apoptose
(Taylor et al. 2008)

1.6.5 Gemeinsame Endstrecke der Apoptosesignhalwege

Extrinsisch und intrinsisch induzierte Apoptose enden beide mit der Aktivierung von
Effektorcaspasen, insbesondere Caspase 3 und 7. Diese bedingen mit der Spaltung
wichtiger zellularer Komponenten die Entstehung der morphologischen Kennzeichen
der apoptotischen Zelle. So aktivieren sie einerseits durch Spaltung des Inhibitors
ICAD die Caspase-assoziierte DNAse (CAD), welche die nukleare DNA in Fragmente
von 180-200 bp aufspaltet [76]. Weiterhin bauen die Caspasen das in der Kernhille
enthaltene Lamin A und B ab, was morphologisch mit zur Karyorrhexis fuhrt [77].
Auch Bestandteile des Zytoskeletts, darunter Mikrotubuli und Aktinfilamente, stellen
Angriffspunkte fur die Caspasen dar, wodurch es zur Schrumpfung der Zelle und zur

Entstehung der ,apoptotic bodies” kommt [78]. Besonders relevant fur die Erkennung
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der apoptotischen Zelle durch Immunzellen ist die Translokation von Phosphatidyl-
serin von der zytosolischen- zur extrazellularen Seite der Zellmembran. Auch hierbei

spielen die Effektorcaspasen eine Rolle [79].

1.6.6 Thrombozytéare Apoptoseinduktion durch den FAS-Ligand

Wahrend der fur die extrinsische Apoptoseinduktion relevante FAS-Rezeptor auf
einer Vielzahl von Zellen vertreten ist, blieb der dazu passende Ligand FASL vor
allem einer Gruppe von Immunzellen, darunter NK-Zellen, zytotoxischen T-Zellen
und Monozyten, vorbehalten [80]. Der erste Nachweis, dass daneben auch
Thrombozyten eine membranstéandige Form des FASL exprimieren, wurde erstmals
von Ahmad et al. erbracht [81]. Dartber hinaus konnten Schleicher et al.
nachweisen, dass Thrombozyten via FASL Apoptose in Zellreihen von humanen und
murinen neuronalen Zellen induzieren kénnen. In einem in vivo Schlaganfall-Modell
fuhrte die Ausschaltung des thrombozytaren FASL zu einer signifikanten Reduktion

apoptotischer Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe [82].

1.7 Fragestellung

Wie in den vorausgegangenen Abschnitten festgestellt, lasst sich die Funktion von
Thrombozyten schon langst nicht mehr nur auf den Prozess der Hamostase
beschranken. Gerade der GPIb-Rezeptor spielt dabei mit seinen zahlreichen
Interaktionspartnern eine wichtige Rolle (s. Abbildung 2) und nimmt auf verschiedene
Pathologien Einfluss. So fand die Arbeitsgruppe um Kleinschnitz et al. erstmals
heraus, dass eine Blockade des GPIlb-Rezeptors auf Thrombozyten zu einer
signifikanten Reduktion des Infarktvolumens und zu einer deutlichen Verbesserung
des neurologischen Outcomes im Schlaganfallmodell fuhrt [83]. Im isch&mischen
Schlaganfall wird ein Grol3teil des Periinfarktareals, auch als Penumbra bekannt,
durch apoptotischen Zelluntergang bestimmt [84][85]. Nachdem Schleicher et al. den
Einfluss von Thrombozyten durch Expression des FAS-Ligand auf die Apoptose
dargestellt haben, stellt sich nun die Frage, ob der GPIb-V-IX-Komplex und weitere
thrombozytdre Adhasionsrezeptoren ebenfalls an dem Prozess der Apoptose-
induktion nach ischamischer Schadigung beteiligt sind. Das Verstandnis eines
solchen Einflusses konnte Aufschlisse fur die Therapie verschiedenster

kardiovaskularer Erkrankungen bieten.
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2. Methoden und Materialien

2.1 Materialien

Puffer:
Tyrodes 10x:

o 80g Natriumchlorid(AppliChem / A2942)

o 10,15g Natriumhydrogencarbonat (AppliChem / A3590, 0500)
o 1,959 Kaliumchlorid(Roth /6781.3)

o 1000ml Aqua dest.

o Sterilfiltrieren

Tyrodes pH 7,4 + 0,1% BSA/Glucose

o 0,2 g Albumin Fraction V (pH 7,0)(AppliChem / A1391, 0250)
o 0,2 g D(+)-Glucose(Sigma Ultra / G7528)

o 180 ml Aqua dest.

o 20 ml Tyrodes 10x (s.0.)

o HEPES Pufferan 299,5%(Roth / 9105.3)

o Sterilfiltrieren

Tyrodes pH 6,5 + 0,1% BSA/Glucose
o 150 ml Tyrodes pH 7,4 + 0,1% BSA/Glucose (s.0.)
o 1N HCl auf pH 6,5

o Sterilfiltrieren

ACD-Puffer:

o 12,5 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Sigma / C1909)
o 6,82 g Citronensaure (AppliChem A3901,1000)

o 10 g D-(+)-Glucose(Sigma Ultra / G7528)

o Ad 500 ml mit Aqua dest.

o Mit NaOH auf pH 4,69

o Sterilfiltrieren
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0,05% Tween-PBS:

o 2 PBS-Tablets(Gibco /18912-014)
o 11Aqua dest.
o 500 pl Tween 20(Sigma / P1379)

o 2 PBS-Tablets(Gibco / 18912-014)
o 11Aqua dest.

Zellmedien:
SH-SY5Y Medium:

o 500 ml DMEM/ F-12(Gibco / 11320-074)
o 50 ml FBS South American(life technologies /10270)
o 5ml Penicillin / Streptomycin (Sigma / P0O781)

Caspase-Assay :
Caspase-Set:
o Apo-One Homogeneous Caspase-3/7 Buffer(Promega/G778A)
o Caspase Substrate Z-DEVD-R110, 100X(Promega/G777A)
Positiv-Kontrolle:
o Staurosporine(Invitrogen/1271)
Thrombozyten-Stimulanz:
o Adenosindiphosphat(Chrono-Log/384)
Antikorper:
o Rat IgG Isotype Control(ThermoFisher/ 02-9602)

o Rat anti-Mouse GPIba Monoclonal antibody(emfret analytics/M042-0)
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TUNEL-Farbung:

Ldsung fur Positiv-Kontrolle:

o 20 pl DNAse | recombinant(Roche/04716728001)
o 10 pl Tris-HCI(1M)(Sigma-Aldrich / T-3038)
o 170 pl BSA-L6sung (Img/ml)
- Albumin Fraction V (pH 7,0)(AppliChem/A1391,0250)
- PBS-LOsung
Permeabilisations-Ldsung:

o 200 pl Triton X-100 (Sigma-Aldrich / T8787)
o 200 mg tris-Natriumcitrat-Dihydrat (AppliChem/A3901)
o 200 ml PBS-L6sung

TUNEL-Mixture In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red(Roche/12156792910)

o 50 pl Enzyme Solution
o 450 pl Label Solution

Immunfluoreszenzfarbung:
Primarantikorper:
o Anti-NeuN Antibody (Clone A60)(Merck Millipore / MAB 377)
o CD11b Monoclonal Antibody (5C6)(Thermo Fisher / MA5-16528)
Sekundérantikorper:
o Alexa Fluor 488, goat anti-mouse IgG (H+L)(Invitrogen / A11001)
o Alexa Fluor 488, goat anti-rat IgG (H+L)(Invitrogen / A11006)
Negativ-Kontrolle:
o Normal mouse IgG(Santa Cruz / SC 2025)

o Rat IgG Isotype Control (Invitrogen / 02-9602)
17



DAPI for nucleic acid staining(Sigma Aldrich / D9542)

Ziegen-Serum (Normal)(Dako / X0907)

Fluorescence Mounting Medium(Dako / S3023)

Hamatoxylin-Eosin-Farbung:

Mayers Hamalaunlésung(Merck Millipore/ 109249)
Eosin G Lésung 1% wassrig(Roth/ 3137.1)
Roti-Histol(Roth/ 6640.1)

Roti-Histokitt(Roth/ 6638.2)

2.2 Mause

Bei den als Kontrolltiere verwendeten Wildtyp-C57BL/6-Mausen handelt es sich um
eine Weiterzlichtung in unserer Tierhaltung aus dem Bestand von Jackson
Laboratory (Charles River, Sulzfeld). Sowohl die Linie der GPIba(-/-)-Mause als auch
der GPIba-IL-4Ra-tg-Mause wurde von Jerry Ware (University of Arcansas)
bereitgestellt. Die Behandlung der verwendeten Mause erfolgte nach deutschen

Tierschutzrechtlinien.

2.3 Zellkultur
2.3.1 Humane Neuroblastomzellen (SH-SY5Y)

SH-SY5Y gehoért zur Linie der humanen Neuroblastomzellen (SK-N-SH), welche
erstmals 1970 aus Knochenmetastasen eines vier Jahre alten Madchens gewonnen
wurden. Sie bilden beim Wachsen kurze Fortsétze (Neuriten) aus und liegen sowohl
adharent an der Flaschenwand als auch als Klumpen im Medium schwebend vor. Zur
Kultivierung wurde ein Medium aus DMEM/ Ham’s F12 im Verhaltnis 1:1 mit Zusatz
von FBS (10%) und Penicillin/ Streptomycin (1%) verwendet. Fur die Subkultivierung
wurde ein Verhaltnis von 1:20 gewéhlt. Die Zellen stammen von der Firma Cell Lines

Service aus Eppelheim (Deutschland).
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2.3.2 Kultivierung und Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und einem Kohlenstoffdioxidgehalt von
5% inkubiert, alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten unter einer Sterilbank (Heraeus
HERAsafe HS18). Fur die Kultivierung wurden Zellkulturflaschen mit einer
Wachstumsflache von 75 c¢cm? verwendet. Beim Passagieren der Zellen erfolgte
zunachst ein Waschvorgang mit PBS, anschliel3end konnten die adharenten Zellen
durch dreiminttige Inkubation mit Trypsin von der Zellflasche abgel6st werden. Zur
Inaktivierung des Trypsins wurde Zellmedium hinzugegeben. An dieser Stelle fand
auch die Auszahlung der Zellen in einer Neubauerzdhlkammer statt. Die
Zellsuspension konnte daraufhin bei 450 x g fur 5 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand verworfen werden. Es folgte die Resuspendierung des Zellpellet in

Medium und das Splitten der Zellen nach dem entsprechenden Verhaltnis.

2.3.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen wie in Schritt 2.2 beschrieben abgeldst, ausgezahilt,
zentrifugiert und mit einem entsprechenden Volumen von neuem Medium
resuspendiert, sodass die Zellkonzentration 3x10° Zellen auf 2 ml entsprach. Dem
Medium waren 10% DMSO und 10% FCS zugesetzt. Im nachsten Schritt wurden je
2 ml der Zellsuspension in Kryoréhrchen tberflhrt und zunachst bei -80°C und dann
langfristig bei -150°C eingefroren. Da das DMSO zytotoxische Wirkung aufweist,
musste das Auftauen der Zellen relativ schnell im 37°C warmen Wasserbad erfolgen.
Sofort danach wurde frisches Medium zugegeben und die Zentrifugation der
Suspension durchgefiihrt. Der Uberstand wurde dabei verworfen, wahrend die Zellen

nach Resuspendierung in eine neue Zellkulturflasche ausgesét werden konnten.

2.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauerzahlkammer
vorgenommen. Dazu wurden die Zellen abzentrifugiert und in frischem Medium
resuspendiert. Nach Farbung durch Zugabe von Trypanblau zu einer Probe der
Suspension im Verhéltnis 1:1 konnten die Zellen in der Zahlkammer ausgezahlt

werden. Die Zellzahl in der Probe wurde nach folgender Formel berechnet:
X
Zellzahl = e V X F x10*

mit X = Gesamtzellzahl in allen vier Quadranten, V = Volumen der Probe und F =

Verdiinnungstaktor
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Eine gewlnschte Zellzahl zur Erhalten, musste die Probe mit der entsprechenden

Menge Medium verdinnt werden.

2.4 Thrombozytenisolation aus murinem Vollblut

Das Verfahren richtete sich nach der Beschreibung von Schleicher et al. (2015). Das
dem narkotisierten Versuchstier retrobulbar entnommene Vollblut wurde im ersten
Schritt in einem Eppendorf-Gefa? mit 300 ul ACD-Puffer aufgefangen. Anschlie3end
erfolgte die vorsichtige Umpipettierung in ein FACS-Rohrchen, zu welchem
auBerdem Tyrodes-Puffer pH-Wert 6,5 bis zum einem Volumen von 2 ml hinzu-
gegeben wurde. Die Suspension wurde daraufhin fir 20 Min bei Raumtemperatur
und 120 x g ohne Bremse zentrifugiert. Das plattchenreiche Plasma (PRP) konnte
danach langsam abgenommen und in ein neues FACS-R6hrchen gegeben werden,
welches mit Tyrodes pH 6,5 bis 4 ml aufgefillt wurde. Nach einer weiteren
Zentrifugation fir 10 Min bei 2.600 x g und Raumtemperatur mit Bremse erfolgte das
AbgieRRen des Uberstandes und die Resuspension sowie Neutralisation des Pellets
mit 500 ul Tyrodes-Puffer (jeweils zur Héalfte pH 6,5 und 7,4). Die Zahl der
Thrombozyten in der Probe wurde mit Hilfe des Sysmex bestimmit.

2.5 Caspase-Assay

Das Prinzip des im Versuch verwendeten Apo-ONE Homogeneous Caspase-3/7
Assays aus dem Hause Promega basiert auf dem Hinzufiigen eines Z-DEVD-
Rhodamine-110-Substrats zur Probe, welches von den Caspasen 3 bzw. 7 zum
fluoreszierenden Rhodamine 110 umgesetzt wird. Dieses Fluoreszenzprodukt kann
mittels des Fluoreszenzmessgerats Glomax Multi Detection System (Promega)

guantifiziert werden.

Fur die Messung wurden immer Dupplets zu je 100 pl mit einer Suspension aus
isolierten Thrombozyten und Tyrodes-Puffer pH 7,4 (Konzentration 100 Mio.
Thrombozyten/ 100 ul) auf eine 96-well Platte aufgetragen. Im Anschluss erfolgte
eine Zentrifugation der Platte bei Raumtemperatur mit 600 x g fur 5 Min und die
Inkubation fir zwei Stunden bei 37 °C im Brutschrank. Nachdem die Thrombozyten
einmalig mit PBS gewaschen wurden, konnten pro Well 88 pul PBS und 2 pl
Calciumchlorid (0,1 M) hinzugegeben werden. Im n&chsten Schritt wurde ein Teil der
Proben durch Zugabe von 10 ul ADP (100 pM) pro Well fir 5 min aktiviert, bevor die
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Fixierung der Thrombozyten mittels 100 ul 2-prozentigem PFA Uber 10 bis 15 Min

erfolgen konnte.

In Versuch 3.1.2 fand an dieser Stelle die Inkubation fir eine Stunde mit dem GPIb-
Antikdrper bzw. der IgG-Kontrolle bei einer Konzentration von 100 pg/ml statt.
Daraufhin wurden die Zellen drei Mal mit PBS gewaschen und tber Nacht bei 4 °C

inkubiert.

Am folgenden Tag waren zunachst die Jurkat-Zellen zu ernten und auf 20.000
Zellen pro 100 pl einzustellen. Die Proben wurden im Inkubator auf 37 °C erwarmt
und dann drei Mal mit PBS gewaschen. Im n&chsten Schritt konnte die Jurkat-Zell-
Suspension zu je 100 pl auf die Wells verteilt werden. Fir die Positiv-Kontrolle wurde
STS (1uM/Well), fur die Negativ-Kontrolle dagegen ausschliel3lich Jurkat-Zellen in

Jurkat-Medium verwendet. Als Blank-Probe diente Jurkat-Medium ohne Zellen.

Im Weiteren wurde die Platte fir 5 min bei 360 x g und Raumtemperatur zentrifugiert
und der Uberstand abgegossen. Die Probe sollte nun fiir sechs Stunden bei 37 °C
inkubiert werden. Danach erfolgte die Zugabe von 100 pl Caspase-3/7-Reagenz in
jedes Well sowie die erneute Inkubation bei 37 °C in Dunkelheit und 26 x g auf der
Schittelplatte. Im letzten Schritt konnte die Fluoreszenz nach einer Stunde im
Glomax bei einer Wellenlange von 490 nm und einer Emissionswellenlange von 520
nm bestimmt werden. Weitere Messungen erfolgten im Abstand von einer Stunde bis

zu einem Zeitpunkt von 17 Stunden nach Zugabe der Caspase-Reagenz.

2.6 Immunhistochemische Farbungen neuronaler Zellen in murinen
Gehirnkryoschnitten

2.6.1 TUNEL-Staining an murinen Gefrierschnitten

In diesem Versuchsabschnitt wurde das ,in situ cell death detection kit TMR red” der
Firma Roche verwendet. Die als TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling, kurz
TUNEL, bezeichnete Farbemethode basiert auf dem Anhangen von markierten
Nukleotiden an die bei Apoptose freiwerdenden 3'-OH-Gruppen von DNA-
Fragmenten durch das Enzym TdT. Die markierten Nukleotide kbnnen anschliel3end
im Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. Zunéchst erfolgte daftr die Fixierung
der gefrorenen Hirnschnitte fir eine Stunde bei Raumtemperatur in 4-prozentigem
Paraformaldehyd. AnschlieRend wurden die Proben zwei Mal je 15 Min mit PBS
gewaschen und fur 2 Min in Permeabilisationslésung inkubiert. Der nachste Schritt
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bestand in zwei erneuten Waschgéangen fir 5 min in PBS. Fir die Positiv-Kontrolle
wurde eine Probe fur 10 Min mit der Kontrollldsung behandelt. Wahrend zur Negativ-
Kontrolle im Anschluss nur Markierungslosung gegeben wurde, konnten alle anderen
Proben mit der TUNEL-Farbemischung bedeckt werden. Die Schnitte wurden nun fur
1h bei 37 °C in Dunkelheit inkubiert. Danach erfolgte ein dreimaliger Waschvorgang
fur je 5 Min mit PBS. Im Folgenden konnte mit der Immunfluoreszenz-Farbung und

der Detektion am Fluoreszenzmessgerat fortgefahren werden.

2.6.2 Immunfluoreszenzfarbung an murinen Gefrierschnitten

Diese Methode schloss sich an das TUNEL-Staining der gefrorenen Hirnschnitte an.
Die Schnitte wurden zundachst fir 30 Min bei Raumtemperatur mit 10%igem Ziegen-
Serum (Verdinnung mit PBS) behandelt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit
dem Primarantikorper tber Nacht bei 4 °C in der Feuchtkammer. Als Kontrolle wurde
ein 1gG-Antikérper verwendet. Im nachsten Schritt wurden die Schnitte zweimal fir je
8 Min in Tween-PBS 0,05% gewaschen und dann far 30 Min erneut in 10%iges
Ziegen-Serum gegeben. Daraufhin erfolgte eine Inkubation der Schnitte mit dem
Sekundéarantikdrper Alexa 488 (Verdinnung 1:1000 mit PBS) fur eine Stunde bei
Raumtemperatur in der Feuchtkammer. Es folgte ein zweimaliger Waschvorgang von
je 8 Min in Tween-PBS 0,05%, bevor die Schnitte 3 Min lang mit DAPI (Verdinnung
1:3000 in PBS) gefarbt wurden. Nach zweiminitigem Waschen in PBS konnten die
Proben mit Mounting Medium eingedeckt und bei 4 °C dunkel gelagert werden. Die
Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axio Observer Z1).

2.6.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung an murinen Gefrierschnitten

Fur die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) wurden Gefrierschnitte der
murinen Hirne von je 10 um Dicke angefertigt, wobei jeder 10.Schnitt angefarbt
wurde. Nach einer Antrocknungsphase von 10 Min erfolgte die Farbung fur 10 Min in
Mayers Hamalaun-Lésung. AnschlieBend wurden die Schnitte fir 10 Min in
flieBendem Leitungswasser gewaschen. Einer Farbephase von 30 Sek in Eosin-
Losung 1% schloss sich die Dehydratation in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 80%,
96%, 2x100%) an. Nach 3-minutigem Bad in Rotihistol-Lésung wurde die Schnitte mit
Rotihisto-Kit eingedeckt.

Zur Entwicklung des Thrombose-Index wurden pro Tier in 5 Schnitten die offenen
und verschlossenen Gefalle ausgezahlt und nach folgender Formel in Relation

zueinander gesetzt.
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Anzahl Gefafde of fen

Thrombose — Index =
rombose — Index Anzahl GefiaRRe of fen + verschlossen

Von den Schnitten wurden Aufnahmen mit einem Nikon-Optiphot 2-Mikroskop und

NIS-Elements-Basic-Research-Software (Nikon, Tokyo/Japan) angefertigt.

2.7 Statistik und Darstellung

Um statistisch signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen zu bestimmen,
wurden sowohl der unverbundene t-Test als auch der Man-Whitney-U-Test
durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde dabei auf 5% festgelegt. Fir die Analyse
der Daten wurde das Programm IBM SPSS Statistics verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 In vitro — Caspase-Assay

In vitro Blockade des GPlba-Rezeptors reduziert die thrombozyteninduzierte

Apoptose nicht

Wie in der Arbeit von Schleicher et al. ermittelt werden konnte, induzieren aktivierte
Thrombozyten Uber den FAS-Ligand Apoptose in einer Reihe von Zellen, darunter
Neuroblastomzellen und primaren murinen Neuronen.[82] Im Folgenden stellte sich
die Frage, inwieweit neben dem FAS-Liganden weitere thrombozytare Rezeptoren
fur die Apoptoseinduktion eine Rolle spielen, beispielsweise zur Etablierung der

Adhasion zwischen Thrombozyt und Zielzelle.

Als eine mdgliche Uberlegung kam eine direkte Interaktion des GPlba-Rezeptors mit
einem Liganden auf der Zielzelle oder dem FAS-Ligand als Voraussetzung fir die
Apoptoseinduktion in Frage. Um dies zu Uberprifen wurden Thrombozyten aus
Wildtyp-Tieren mit einem Antikdrper gegen den GPIba-Rezeptor (pOpB) bzw. einer
IgG-Kontrolle inkubiert. Anschliel3end erfolgten die Zugabe von Neuroblastomzellen
(SH-SY5Y) zu beiden Ansatzen und die Bestimmung der Apoptose-Aktivitat tber 17
Stunden mittels eines Caspase-Assays. Es zeigte sich dabei kein signifikanter
Unterschied zwischen Thrombozyten mit GPIba-Blockade und der unspezifischen
lgG-Kontrolle (Abb.3).
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Abbildung 3: Keine Reduktion der thrombozyteninduzierten Apoptose in Neuroblastomzellen

nach Zugabe von GPIlba-Antikérper (pOpB)

Zu Neuroblastom-Zellen (SH-SY5Y) wurden aktivierte Thrombozyten aus C57BL/6J Mausen (n=7)
gegeben. Nach Fixation erfolgte die Inkubation der Thrombozyten mit pOpB-Antikdrper bzw. 1gG-
Kontrolle fir eine Stunde bei einer AK-Konzentration von 100 pg/ml. AnschlieRend wurde die
Messung der Caspase-Aktivitdt stindlich Ober 17 Stunden durchgefuhrt. Die Daten zeigen den
Mittelwert + SEM

Die Daten zeigten keinen Effekt durch die antikdrpervermittelte Blockade des GPIba-

Rezeptors in vitro auf die thrombozyteninduzierte Apoptose in Neuroblastomzellen.
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3.2 In vivo — TUNEL-Staining/ Immunfluoreszenz

3.2.1 Injektion eines GPlba-Antikorpers reduziert thrombozyteninduzierte
Apoptose im tMCAO-Modell

Im Folgenden sollte die Rolle des GPIba-Rezeptors bei der Apoptoseinduktion an
einem in vivo Modell tGberpriuft werden. Dazu wurde Wildtyp-Mausen intraperitoneal
GPIba-Antikorper (pOpB) bzw. eine IgG-Kontrolle injiziert. Im néachsten Schritt
induzierte man bei den Tieren durch 60-minttigen Verschluss der Zerebralarterie
(tMCAO) einen Schlaganfall. Zur weiteren Untersuchung des Schlaganfallgewebes
wurden daraus Gefrierschnitte hergestellt und apoptotische (TUNEL-positive) sowie
kernhaltige Zellen (DAPI) in den Schnitten angefarbt. Exemplarisch fur die Stich-
probenzahl von n = 4 sind in Abb. 4 A die Unterschiede zwischen den beiden Proben
gualitativ dargestellt. Das quantitative Verhaltnis von Apoptose zur Gesamtzellzahl ist
als Apoptoserate im Schaubild 4 B ersichtlich. Wie aus Abb. 4 A und B hervorgeht, ist
die Apoptoserate in den Tieren, welche den GPIlba-Antikérper erhalten haben, im

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt.

Kontrolle GPIba-AK
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Abbildung 4: Injektion eines GPIba-Antikdrpers reduziert thrombozyten-induzierte Apoptose
im tMCAO-Modell

(A.) Beispielaufnahmen der murinen Hirnschnitte nach Schlaganfallinduktion durch Verschluss der
mittleren Zerebralarterie (tMCAO). In den Aufnahmen erscheinen apoptotische Zellen (TUNEL-
Staining) in rot, Zellkerne in blau (DAPI) und Neuronen in griin (antiNeuN). Mafl3stabsbalken = 50um.
(B.) Darstellung der TUNEL-positiven Zellen im Verhéltnis zur Gesamtheit aller Zellen (Mittelwert +
SEM, n = 4, *p < 0,05)

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der antikbrpervermittelten Blockade des GPlba-
Rezeptors in vitro (s. Abschnitt 3.1.2) zeigte sich im in vivo Schlaganfallmodell ein
signifikanter Ruckgang der TUNEL positiven Zellen an der Gesamtzahl der Zellen im
Hirngewebe nach Behandlung der Tiere mit GPIba-Antikorper.

3.2.2 Verlust des GPlba-Rezeptors fuhrt zur verringerten

thrombozyteninduzierten Apoptose in vivo

Nach dem Schlaganfallmodell mit Antikdrpervorbehandlung in 3.2.1 sollte der
Einfluss des GP1ba-Rezeptors auf die Apoptose an einem Knockout-Modell
Uberpruft werden. Dazu wurde das tMCAO-Verfahren auf GPlba-defiziente sowie
wildtypische Mause angewandt. Die Farbung der apoptotischen Zellen erfolgte
wieder nach der TUNEL-Methode, Zellkerne wurden wie im vorangegangenen
Abschnitt mit einer DAPI-Immunfluoreszenzfarbung angeféarbt. In Abbildung 5 A sind
beispielhaft Schnitte aus beiden Proben dargestellt. Wie aus Abb. 5 hervorgeht, war
die Apoptoserate in den Hirnschnitten der GPIba-Knockout-Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erniedrigt.
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Abbildung 5: Reduzierte thrombozyteninduzierte Apoptose im tMCAO-Modell bei GPlba-
knockout-Tieren

(A). Beispielaufnahmen der murinen Hirnschnitte nach Schlaganfallinduktion. In den Aufnahmen
erscheinen apoptotische Zellen (TUNEL-Staining) in rot, Zellkerne in blau (DAPI) und Neuronen in
grin (antiNeuN). MaRstabsbalken = 50um (B.) Die Darstellung der apoptotischen Zellen gegeniiber
den Zellkernen wurde mittels TUNEL-Staining und Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Die
vorliegenden Daten stellen den prozentualen Anteil der TUNEL-positiven Zellen an der Gesamt-
zellzahl dar. (Mittelwerte £+ SEM, n = 5, *p < 0,05)
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Sowohl eine antikérpervermittelte Blockade (Abschnitt 3.2.1) als auch eine Defizienz
des GPIlba-Rezeptors fuhren zu einer Verminderung der Apoptoserate im Hirn-
gewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

3.2.3 Verlust des extrazellularen Anteils des GPlba-Rezeptors fuhrt zu

reduzierter thrombozyteninduzierter Apoptose in vivo

Bei den im vorausgegangenen Abschnitt verwendeten GP1ba-defizienten Tieren ist
neben dem extrazellularen GPlba-Anteil auch der intrazellulare Rezeptoranteil aus-
geschaltet [46]. Dies fuhrt unter anderem dazu, dass die Thrombozytenbildung im
Knochenmark stark eingeschrankt ist und die Knockout-Tiere dementsprechend
unter einer Thrombozytopenie leiden. Um den Einfluss der Thrombozytenzahl auf
das Messergebnis zu reduzieren, wurde im Folgenden ein GPlba-IL4-Modell
verwendet, in dem es zu einem Austausch der extrazellularen Domain des GPIba-
Rezeptors kommt, der zytoplasmatische, fur die Thrombozytogenese wichtige Antell
jedoch erhalten bleibt. Auf diese Weise erreichen GPIba-IL4-Tiere eine Thrombo-
zytenzahl von annahernd 70% des WT-Wertes [47].

Dementsprechend wurde das Schlaganfallverfahren (tMCAOQO) auf GPIba-IL4-M&ause
sowie eine Gruppe Kontrolltiere angewendet. Wie auch in den vorangegangenen
Versuchen erfolgte eine Farbung der apoptotischen Zellen (TUNEL) und der
Zellkerne (DAPI) an kryokonservierten Hirnschnitten aus den verwendeten Tieren.
Dabei konnte festgestellt werden, dass die Apoptoserate in den Schnitten aus GPIb-
IL4-Méausen im Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl qualtitativ als auch quantitativ

signifikant erniedrigt war (s. Abbildung 6 A und B).
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Abbildung 6: Reduzierte thrombozyteninduzierte Apoptose im tMCAO-Modell bei
GPIba-IL4-Tieren

(A.) Beispielaufnahmen der Hirnschnitte nach Verschluss der mittleren Zerebralarterie (tMCAO). In
den Aufnahmen erscheinen apoptotische Zellen (TUNEL-Staining) in rot, Zellkerne in blau (DAPI) und
Neuronen in griin (antiNeuN). Mal3stabsbalken = 50um (B.) Die Darstellung der apoptotischen Zellen
gegenuber Zellkernen wurde mittels TUNEL-Staining und Immunfluoreszenzfarbung durchgefiuhrt. Die
Daten reprasentieren das Verhaltnis von TUNEL-positiven Zellen zur Gesamtheit aller Zellen
(Mittelwerte £ SEM, n =9, *p < 0,05)

Wie im Abschnitt 3.2 festgestellt werden konnte, nimmt der extrazellulare Anteil des
thrombozytdren GPIba-Rezeptors unabhéngig von der Thrombozytenzahl einen
Einfluss auf die Apoptose in vivo. Nun stellt sich die Frage, ob sich dieser Effekt
durch eine zellulare Interaktion des Thrombozyten mit einer anderen Zelle erklaren
lasst oder sich der Effekt in einer geringeren Thrombusbildung bei GPlba-Defizienz

begriindet.
3.2.4 Doppelfarbung von apoptotischen Zellen und Neuronen

Die bisher ermittelten Ergebnisse zeigen, dass der GPlba-Rezeptor einen Einfluss
auf die Apoptose im Schlaganfallmodell hat. Allerdings ist unklar, welche Zellen
hierbei in die Apoptose gehen. Um diese Fragestellung zu untersuchen wurde an
Hirnschnitten von GPIb-IL4-Tieren bzw. Kontrolltieren aus dem Schlaganfallmodell
eine Doppelfarbung von apoptotischen Zellen (TUNEL) und Neuronen (NeuN)
vorgenommen. Anschliel3end wurden die Zahl der apoptotischen Neuronen sowie
die Gesamtzahl der Neuronen ermittelt und ins Verhaltnis zueinander gesetzt.
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Wie in den folgenden Abbildungen (s. Abbildung 7 A und B) erkennbar wird, liegen in
der Kontrollgruppe im Verhéltnis signifikant mehr apoptotische Neuronen als in der
GPIb-IL4-Gruppe vor. So halbierte sich in der Knockout-Gruppe der Anteil der
untergegangen Neurone an der Gesamtzahl aller Neuronen nahezu im Vergleich zur

Kontrollgruppe.
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Abbildung 7: Defizienz des GPlba-Rezeptors fuhrt zu einer Reduktion der Apopotose von

Neuronen im Schlaganfallmodell

(A.) Beispielbilder einer Doppelfarbung von Hirnschnitten aus GPIb-IL4- und Wildtyptieren, an denen
das tMCAO-Modell angewandt wurde. In den Aufnahmen erscheinen apoptotische Zellen rot (TUNEL)
und Neuronen griin (NeuN). MaRstabsbalken = 50um (B.) Dargestellt ist der prozentuale Anteil der

TUNEL-positiven Neuronen an der Gesamtzahl aller Neuronen. (Mittelwerte + SEM, n = 6, *p < 0,05)
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Die Defizienz des GPlba-Rezeptors auf Thrombozyten fihrt damit zu einer
signifikanten Reduktion der neuronalen Apoptose im Schlaganfallmodell. Nun muss
untersucht werden, tber welchen Signalweg die Apoptose in den Neuronen induziert

wird.

3.3 In vivo = Thrombose-Index

3.3.1 Thrombose in GPIba-IL4-M&usen

Nachdem in Abschnitt 3.2.3 die Apoptose in GPlba-IL4-Mausen untersucht wurde,
stellte sich die Frage, inwieweit die Thrombose durch den Knockout des GPlba-
Rezeptors beeinflusst wird. Um dem weiter nachzugehen, wurden Hirnschnitte von
GPIba-IL4-Mausen bzw. Kontrolltieren nach Durchfihrung des Schlaganfallmodells
angefertigt. Diese wurden mit Hamatoxylin/ Eosin gefarbt, woraufhin die Anzahl der
thrombosierten und offenen Gefalie in der ischamischen Hemisphére ausgezahlt und
in Relation zueinander gesetzt werden konnte. In Abbildung 8 A sind exemplarisch
verschlossene und offene GefalRRe abgebildet. Abbildung 8 B zeigt dabei sowohl die
absolute als auch die relative Zahl der verschlossenen GefaRe. Wie aus den
Abbildungen 8 A und B hervorgeht, kommt es in GPIba-IL4-Tieren zu einer
signifikanten Verringerung der Thromboserate um etwa ein Funftel im Vergleich zu

den Kontrolltieren.
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Abbildung 8: Defizienz des thrombozytaren GPlba-Rezeptors verringert die Thrombose im

murinen Schlaganfallmodell

(A.) Dargestellt sind représentative Aufnahmen der HE-geféarbten Schnitte aus GPlba-IL4-Tieren bzw.
der Kontrollgruppe. Verschlossene GefaRe sind mit Pfeilen, offene GefalRe mit Dreiecken markiert.
Mafstabsbalken = 100 um (B.) Dargestellt ist die absolute Anzahl thrombotischer Gefa3e in der
ischamischen Hirnhalfte von GPIba-1L4-Tieren bzw. der Kontrollgruppe nach Schlaganfallinduktion
(Mittelwert + SEM, n = 9, *p< 0,05) (C). Anteil der verschlossenen GefalRe an der Gesamtzahl aller

Gefal3e in der ischAmischen Hirnhalfte (Thrombose-Index). (Mittelwert + SEM, n = 9, *p< 0,05)
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Der GPIba-Rezeptor spielt bei der Thrombogenese eine zentrale Rolle [21]. Dem-
entsprechend fuhrt ein Ausfall der Rezeptorfunktion zu einer verringerten
Thrombusbildung im Schlaganfallgebiet. Im nachsten Schritt muss erortert werden, in

welcher Relation die Verringerung von Apoptose und Thrombose zueinander stehen.

3.3.2 Defizienz des GPlba-Rezeptors reduziert Thrombose signifikant weniger

als Apoptose im Vergleich zur Kontrollgruppe

In den Versuchsabschnitten 3.2.3 und 3.3.1 wurden Apoptose und Thrombose in
GPIb-IL4-M&usen bestimmt. Beide Werte waren im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erniedrigt. In Abbildung 9 wird zusammenfassend die relative Reduktion
von Thrombose und Apoptose bei den Knockout-Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe abgebildet. Auf der Vertikalachse ist dabei die jeweilige Reduktion in
Prozent gegenuber der Kontroligruppe dargestellt. Alle Daten wurden bei einer
Stichprobenzahl von n = 9 erhoben. Der Rezeptordefekt fuhrte dabei zu einer

deutlich starkeren Verringerung der Apoptose als der Thrombose.
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Abbildung 9: GPIba-Defizienz verringert Apoptose weitaus starker als Thrombose im murinen
Schlaganfallmodell

Die in Abschnitt 3.2.3 und 3.2.4 erhobenen Daten werden in diesem Schaubild zusammengefihrt.
Dargestellt ist, um wie viel Prozent der jeweilige Wert bei den GPIlba-IL4-Tieren im Vergleich zur

Kontrolle reduziert ist (n =9, *p < 0,05)
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In dieser Zusammenfassung wird deutlich, dass durch Ausfall des GPIba-Rezeptors
sowohl Thrombose als auch Apoptose signifikant reduziert werden. Allerdings sind
die Auswirkungen auf die Apoptose deutlich starker — dies spricht dafir, dass uber
den Einfluss der Thrombose hinaus ein Effekt des GPlba-Rezeptors auf die

induzierte Apoptose besteht.

3.3.3 Verlust des extrazellularen GPlba-Rezeptors reduziert Leukozytenzahl

und Apoptose von Leukozyten im Schlaganfallmodell signifikant

In den vorausgegangenen Abschnitten konnte ein Einfluss des thrombozytaren
GPIba-Rezeptors auf die Apoptose im Schlaganfallmodell nachgewiesen werden.
Um die Rolle der Leukozyten in diesem Vorgang zu untersuchen, wurden
Hirnschnitte von GPIb-IL4-Mausen bzw. Kontrolltieren, an welchen das tMCAO-
Model angewendet worden war, mit einem CD11b-Antikérper und einem
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper behandelt. CD11b bildet zusammen mit
CD18 den MAC1-Rezeptor, welcher auf zahlreichen Leukozyten, darunter
Neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen exprimiert wird. Neben
dieser Immunfluoreszenzfarbung wurden wie in den vorangegangenen Abschnitten
apoptotische Zellen (TUNEL) dargestellt. Dabei wurden doppelt positive, also sowohl
TUNEL als auch CD11b positive, Zellen dargestellt und ihr Anteil an der Gesamtzahl

aller CD11b-positiven Zellen ausgewertet.

Wie aus den folgenden Abbildungen (s. Abbildung) hervorgeht, war die Gesamtzell-
zahl CD11b-positiver Zellen in Schnitten von GPIlba-defizienten Tieren im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant reduziert In der Knockout-Gruppe lieRen sich im
Verhaltnis zur Kontrollgruppe auch signifikant weniger apoptotische CD11b-positive

Zellen darstellen.
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Abbildung 10: Leukozytenzahl im Schlaganfallmodell bei GPIb-1l4-Tieren signifikant verringert

(A.) Exemplarische Aufnahmen der gefarbten Hirnschnitte nach Anwendung des tMCAO-
Schlaganfallmodells. In der Farbung erscheinen apoptotische Zellen rot (TUNEL) und Leukozyten
grun (CD11b). MaRstabsbalken = 50um (B). Vergleich der Leukozytenzahl in Hirnschnitten von GPIb-
ll4-Tieren bzw. einer Kontrolle nach Anwendung des Schlaganfallmodells (tMCAQO). Leukozyten
wurden mittels CD11b-Immunfluoreszenzfarbung dargestellt. Die Daten reprasentieren das Verhaltnis
von Leukozyten zur Gesamtzellzahl (Mittelwerte £ SEM, n =5, *p < 0,05) (C.) Die Abbildung baut auf
dem gleichen Versuch wie in Abbildung 6.B auf. Hier wurden TUNEL-positive Leukozyten ausgewertet

und ins Verhaltnis zur Gesamtzahl der Leukozyten gesetzt (Mittelwert + SEM, n =5, *p < 0,05)

Ein Defekt des GPlba-Rezeptors reduziert die absolute Leukozytenzahl im
Schlaganfallmodell signifikant. Auch der relative Anteil apoptotischer Leukozyten in

den Knockout-Tieren ist im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert.
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4. Diskussion

4.1Thrombozyten in der Regulation kardiovaskularer Erkrankungen

Thrombozyten nehmen eine zentrale Rolle in der Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen ein und stellen damit potentielle Angriffspunkte in der Pravention und
Therapie verschiedenster Pathologien wie dem Myokardinfarkt oder dem
Schlaganfall dar. In den letzten Jahren konnten dabei immer mehr Erkenntnisse zu
den Funktionen von Thrombozyten auf3erhalb der reinen Hamostase gewonnen
werden. So regulieren Blutplattchen die Inflammation im geschadigten Gewebe,
erkennen Pathogene und tragen zur Induktion der Angiogenese bei [86]-[88]. Eine
relativ neu entdeckte Funktion von Thrombozyten ist ihre Beteiligung in der Apoptose
— so konnten Schleicher et al. den Nachweis erbringen, dass Thrombozyten in
neuronalen Zellen Uber die Expression des FAS-Liganden Apoptose induzieren
konnen [82]. Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich mit der Frage, welche Rolle
thrombozytare Adhasionsrezeptoren in diesem Prozess einnehmen. Der GPIb-V-IX-
Komplex stellte sich als ein geeigneter Kandidat fur die Untersuchung dar, da er zum
einen durch die Bindung verschiedener Liganden den Kontakt von Thrombozyten zu
Endothelzellen, Immunzellen und dem beschadigtem Gewebe vermittelt. Zum
anderen trug er in Versuchen von Kleinschnitz et al. in relevantem Ausmal3 zur
Entwicklung des Infarktareals im Schlaganfallmodell bei [83]. In diese Vorgange
weiter Licht zu bringen, kénnte sich als Ansatzpunkt fir neue diagnostische und
therapeutische Moglichkeiten in der Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen

darstellen.

4.2 Direkte Interaktion des GPlba-Rezeptors mit der Zielzelle fur Apoptose-

induktion nicht nétig

Der GPlb-Rezeptor weist Bindungsstellen fiir eine Vielzahl von Liganden auf: Uber
die Bindung von VWF ermoglicht er die priméare Adhasion von Thrombozyten an die
subendotheliale Matrix im verletzten Gewebe, was fir die weitere Ausbildung stabiler
Bindungen notig ist [22][18]. In der Interaktion mit Immunzellen erfolgt Gber den
GPlb-Komplex die feste Bindung an MAC1 auf Monozyten und Neutrophilen
Granulozyten [50]. Eine Hypothese kénnte nun darin bestehen, dass die Induktion
von Apoptose durch Thrombozyten ebenfalls die Bindung des GPIb-Rezeptors an die

Zielzelle ben6tigt, um beispielsweise den Kontakt des FAS-Liganden mit dem FAS-
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Rezeptor zu ermoglichen. In einem in vitro Modell mit humanen Neuroblastomzellen
zeigte eine antikdrpervermittelte Blockade des GPIb-Rezeptors allerdings keinen
Einfluss auf die Apoptoseinduktion durch Thrombozyten. Dies spricht gegen eine
direkte Interaktion von Blutplattchen mit der Zielzelle Uber diesen Rezeptor. Eine
Vermittlung von Apoptose Uber einen indirekten Mechanismus kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurde im nachsten Schritt ein in vivo

Modell fir die Untersuchung der Apoptose angewandt.

4.3 GPIb-Defizienz im Schlaganfallmodell

Das Schlaganfallmodell wurde sowohl von Schleicher et al. fur die Untersuchung der
Apoptose als auch von Kleinschnitz et al. zur Darstellung der Auswirkung einer GPIb-
Blockade genutzt. Deshalb wurde dieses Modell auch fur das weitere Studium der
Apoptose im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet. Im ersten Schritt wurde
ahnlich wie in der Arbeit von Kleinschnitz et al. (2007) der thrombozytare GPIb-
Rezeptor mittels Injektion eines Antikdrpers vor der Schlaganfallinduktion blockiert.
Dies fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Apoptoserate in den Hirnschnitten.
Kleinschnitz et al. hatten auRerdem eine Reduktion des Infarktvolumens und eine
Verbesserung des neurologischen Outcomes dokumentiert [83]. Als nachstes wurde
die Apoptose in einem GPIlb-Knockoutmodell untersucht, in dem der GPIb-Rezeptor
vollstandig entfernt worden war. Auch hier lag signifikant weniger Apoptose in der
Knockoutgruppe als in der Kontrollgruppe vor. Allerdings weisen die Tiere eine starke
Thrombozytopenie sowie deformierte Thrombozyten auf [46]. Aus diesem Grund
lasst sich die Wirkung der Apoptosereduktion nicht sicher auf das Fehlen des GPIb-
Rezeptors zurlckfihren. Deutlich sicherer ist dies in einem Mausmodell méglich, bei
dem nur der extrazytoplasmatische Teil des GPIb-Rezeptors gegen einen Teil des
humanen IL4-Rezeptors a ausgetauscht wurde [47]. Im Schlaganfallmodell zeigten
die GPlba-IL4-Méause ebenfalls eine signifikante Reduktion der Apoptose im

Vergleich zur Kontrollgruppe.

Um weiter Aufschluss dartuber zu erhalten, welche Zellen in diesem Modell in
Apoptose gehen, wurde eine Doppelfarbung von apoptotischen Zellen und Neuronen
angefertigt. Sowohl bei den GPIb-IL4-Tieren als auch bei der Kontrollgruppe zeigten
sich apoptotische Neuronen, der Anteil war in der GPlba-IL4-Gruppe allerdings
signifikant reduziert. Tats&chlich ist eine Apoptoseinduktion in Neuronen Uber den
FAS-Liganden gut denkbar — so konnten Felderhoff et al. nachweisen, dass
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Neuronen den FAS-Rezeptor exprimieren und der Rezeptor nach einem Schlaganfall
hochreguliert ist [91]. Des weiteren stellten Li et al. fest, dass nahezu alle
apoptotischen Zellen nach zerebraler Ischamie neuronaler Herkunft sind [92]. In
einem weiteren Versuchsabschnitt stellte sich heraus, dass auch Leukozyten unter
den apoptotischen Zellen im Schlaganfallmodell waren. Auch dies deckt sich mit dem
akutellen wissenschaftlichen Erkenntnisstand, wonach apoptotische Leukozyten in
Hirngewebe nach Schlaganfall vorkommen [93]. Insgesamt konnte also festgestellt
werden, dass ein Ausfall des thrombozytéren GPIb-Rezeptors zu einer signifikanten

Reduktion der neuronalen Apoptose im Schlaganfallmodell fuhrt.

4.4 Thrombose im Schlaganfall bei GPIb-Defizienz

Im nachsten Schritt stellte sich die Frage, tber welchen Signalweg die Apoptose in
den Neuronen induziert wird. Da der GPlb-Rezeptor eine wichtige Rolle in der
Thrombusbildung einnimmt, konnte sich der beobachtete Effekt mdglicherweise
ausschlieBlich auf eine Reduktion der Thrombose nach Schlaganfallinduktion
zurlckfuhren lassen. Tatsachlich fihrte die Defizienz des GPIb-Rezeptors bei GPIb-
IL4-M&usen zu einer sehr starken Reduktion der Thrombusbildung in durch FeClI3
geschadigten Mesenterialgefallen [94]. Auch in dem in dieser Arbeit vorliegenden
Schlaganfallmodell zeigte sich die Anzahl thrombotischer GefalRe in den GPIb-IL4-
Tieren im Vergleich zu WT-Tieren signifikant reduziert. Interessanterweise stellte sich
jedoch in einem Vergleich von Thrombose und Apoptose in den Knockout-Tieren
heraus, dass der Wegfall des GPIba-Rezeptors einen weit starkeren Einfluss auf die
Apoptose als auf die Thrombose nahm. So war die Reduktion im Vergleich zur
Kontrollgruppe bei der Apoptose signifikant héher als bei der Zahl thrombotischer
GefalRe. Dies spricht fur einen Uber die reine Thrombusbildung hinausgehenden
Effekt des GPIba-Rezeptors auf die Apoptose im Schlaganfallmodell. Auch die Arbeit
von Kraft et al. deutet in diese Richtung — so hatte eine Blockade des GPlba-
Rezeptors, nicht jedoch des fir die Thrombusbildung ebenfalls wichtigen GPIIb/llla-
Rezeptors eine signifikante Auswirkung auf die Grof3e des Infarktvolumens im

Schlaganfallmodell [95].

4.5 GPIb-Komplex und die Apoptose von Leukozyten

Seit langem ist eine Interaktion von Blutplattchen mit Leukozyten Uber den GPlba-
Rezeptor bekannt. So bilden Leukozyten mit ihrem Integrin CD11b/CD18 (MAC1)
eine stabile Bindung an den GPIba-Rezeptor auf Thrombozyten aus. Im Rahmen von
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Gefallverletzungen kommt es Uber diese Bindung zu einer vermehrten Rekrutierung
von Leukozyten an den Ort der Schadigung sowie zu einer Migration der Leukozyten
aus dem Gefal3lumen. Die Interaktion zwischen Thrombozyten und Leukozyten spielt
somit eine elementare Rolle bei der Regulation von akuten Entziindungsreaktionen.
Im Schlaganfallmodell weisen Mause, welchen der leukozytare MAC-1-Rezeptor,
eine Bindungsstelle fur den GPIb-Rezeptor, fehlt ein signifikant geringeres
Infarktvolumen auf [96][97].

Bezogen auf die vorausgegangenen Versuche stellte sich nun die Frage, ob der
Einfluss des thrombozytaren GPlba-Rezeptors auf die Apoptose mdglicherweise
durch die Interaktion mit Leukozyten zu erklaren ist. Tatsachlich lie3 sich im
Schlaganfallmodell bei GPIba-IL4-Tieren eine signifikante Verminderung der
Leukozytenzahl im geschadigten Hirngewebe feststellen. Dartber hinaus lagen bei
der GPIba-IL4-Gruppe im Vergleich zu WT-Tieren signifikant weniger apoptotische

Leukozyten vor.

4.6 Mogliche Effektorwege des GPIb-Rezeptors bei der Apoptoseinduktion

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Erkenntnisse lassen sich zu verschiedenen
Erklarungsansatzen zusammenfihren. Da eine Blockade des GPlba-Rezeptors im in
vitro Modell keine Auswirkungen auf die Thrombozyten-induzierte Apoptose zeigte,
scheint er in diesem Prozess als Korezeptor keine Rolle zu spielen. Aufféallig war
dagegen in den in vivo Versuchen, dass die Anzahl an Leukozyten im Gewebe bei

Ausfall des Rezeptors deutliche vermindert war.

Eine Hypothese kénnte nun darin bestehen, dass der thrombozytare GPIba-Rezeptor
fur die Migration von Leukozyten ins geschadigte Gewebe von Bedeutung ist und
diese dort wiederrum eine vermehrte Apoptose von Neuronen bedingen. Die
Arbeitsgruppe um Langer et al. konnte bereits demonstrieren, dass bei der
Experimentellen Autoimmunen Enzephalitis die Blockade des GPlba-Rezeptors zu
einer verringerten Rekrutierung von Leukozyten in das entziindete Gewebe fihrt
[86]. In einer weiteren Arbeit fuhrte eine antikérpervermittelte Blockade der GPIba-
MAC1-Interaktion zu einer deutlich verminderten Leukozyteneinwanderung in eine
verletzte Gefaldintima [98]. In der vorliegenden Arbeit wurde zwischen den
Leukozyten im Gewebe nicht weiter differenziert. Tatsachlich ist der fur die Detektion
der Leukozyten verwendete Antikorper CD11b auf verschiedenen Zellen prasent,

darunter Neutrophilen Granulozyten, Monozyten/Makrophagen und T-Lymphozyten.
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Gerade Monozyten stellen einen interessanten Ansatz fur die Erklarung der
Apoptosereduktion bei GPlba-Defizienz dar. So erleichtert die Bindung von
Monozyten an Thrombozyten die Migration der Immunzellen durch eine
Endothelmembran [99]. Gleichzeitig reduziert die Blockade des GPlba-Rezeptors die
Bindung von Monozyten an aktiviertes Endothel signifikant [100]. Mdglicherweise
fuhrt also der Ausfall des GPIba-Rezeptors zu einer verminderten Rekrutierung von
Monozyten ins Gewebe. Da Monozyten Uber den FAS-Ligand Apoptose induzieren
kénnen, wirde dies auch die geringer ausgepragte neuronale Apoptose erkléren
[80][101]. Nicht ausgeschlossen werden kann auch ein Einfluss von Neutrophilen
Granulozyten und T-Lymphozyten, welche beide Uber den MAC-1-Rezeptor an
Blutplattchen binden [102][103]. Gerade zytotoxische T-Lymphozyten sind ebenfalls
zur Apoptoseinduktion Uber den FAS-Ligand in der Lage [104].

Weiterhin lassen die vorliegenden Daten vermuten, dass Thrombozyten in der Lage
sind, die Apoptose von Leukozyten zu beeinflussen. Die Fahigkeit zur Apoptose-
induktion Uber den FAS-Ligand konnten Schleicher et al. in Thrombozyten bereits
nachweisen [82]. Wie in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben,
interagieren Thrombozyten mit Leukozyten Uber den GPlba-Rezeptor. Die in dieser
Arbeit vorliegenden Versuche konnten zeigen, dass eine Defizienz des Rezeptors zu
einer Verringerung der Apoptose in Leukozyten fuhrt. Es ware denkbar, dass
Thrombozyten die Leukozytenaktivitat im geschadigten Gewebe durch Apoptose-
induktion regulieren, dafir jedoch eine Bindung der Zellen tGber den GPlba-Rezeptor
notig ist. Da die absolute Zahl der Leukozyten im Hirngewebe bei Defizienz des
Rezeptors allerdings abnimmt, scheint dies als Ansatz fur die Erklarung der

Reduktion der neuronalen Apoptose keine Rolle zu spielen.

Nicht zuletzt kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass der Defekt des GPIlba-
Rezeptors schlicht die Transmigration von Thrombozyten ins geschadigte Gewebe
verringert. Schleicher et al. konnten zeigen, dass Blutplattchen nach einem
Schlaganfall aus dem Gefal3system ins geschadigte Gewebe austreten [82].
Tatsachlich sind Thrombozyten zur Transmigration durch ein aktiviertes Endothel
fahig [105]. Der GPlba-Komplex reguliert Uber die Interaktion mit P-Selektin und vWF
den Kontakt von Thrombozyten zum Endothel bzw. zum Subendothel [55]. Es ist also

denkbar, dass durch den Defekt des GPIba-Rezeptors weniger Blutplattchen an das
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Endothel binden und ins Gewebe Ubertreten kdnnen, weshalb dort auch weniger

thrombozyteninduzierte Apoptose vorliegt.

Weitere Versuche muiussen den genauen Zusammenhang zwischen dem
thrombozytaren GPIba-Rezeptor und der Apoptose im Schlaganfallmodell
untersuchen. Interessanterweise haben einige der Erklarungsansatze bereits
Eingang in Therapiestudien zum Schlaganfall gefunden. Allerdings konnte eine
antikorpervermittelte Blockade des MAC1-Rezeptors trotz deutlicher Reduktion des
Infarktvolumens im Tiermodell keinen Effekt auf das neurologische Outcome bei
Schlaganfallpatienten erzielen [106]. Dagegen bewirkte eine antiapoptotische
Therapie nach Schlaganfallinduktion eine deutliche Reduktion des Infarktvolumens
im Tiermodell [107]. Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
bezuglich der Auswirkung des GPIlba-Rezeptors auf die Apoptose im
Schlaganfallmodell stellen einen weiteren maoglichen Schritt in Richtung einer
Therapie des Schlaganfalls dar — so kdnnte eine gezielte antithrombozytéare Therapie

eine neuroprotektive Wirkung tber die reine Hemmung der Gerinnung hinaus haben.
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5. Zusammenfassung

Thrombozyten sind zentraler Bestandteil der Blutgerinnung, regulieren dartber
hinaus aber auch die Inflammation und den Zelluntergang im geschadigten Gewebe
[86][108]. Seit kurzem ist bekannt, dass sie dabei Uber Expression des FAS-
Liganden Apoptose in verschiedenen Zellen induzieren kénnen [81][82]. Ob fir die
Induktion der Apoptose die Bindung weiterer Rezeptoren notig ist, wurde bisher noch
nicht erforscht.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass der GPlba-
Rezeptor auf Thrombozyten einen Einfluss auf die Apoptose im Schlaganfallmodell
nimmt. Sowohl die antikérpervermittelte Blockade als auch eine Defizienz des
Rezeptors in Knockout-Tieren konnte die Apoptose signifikant reduzieren. Die
apoptotischen Zellen wurden dabei neuronaler sowie leukozytarer Herkunft
identifiziert. Die Blockade des GPlba-Rezeptors in vitro konnte dagegen keine Re-

duktion der thrombozyteninduzierten Apoptose in Neuroblastomzellen nachweisen.

Der Einfluss des GPlba-Rezeptors auf die Blutgerinnung legt nahe, dass der
beobachtete Effekt der Apoptosereduktion auf eine verminderte Thrombusbildung
nach Schlaganfallinduktion zuriickzufihren ist. Die Auswertung der Thrombose in
Wildtyp- und GPIba-IL4-Tieren zeigte jedoch, dass der Knockout des GPlba-
Rezeptors einen weitaus grol3eren Effekt auf die Apoptose als auf die Thrombose im
Schlaganfallmodell hat. Dies lasst an einen weiteren Mechanismus denken, Uber den

der GPIba-Rezeptor die Apoptose mitreguliert.

Eine Untersuchung der Leukozyten in den Schlaganfalltieren konnte nachweisen,
dass in GPlba-defizienten Tieren signifikant weniger Leukozyten im Hirngewebe
vorliegen. Darlber hinaus ist auch die Apoptose von Leukozyten in den Knockout-
Tieren signifikant reduziert. Mdglicherweise fuhrt der Verlust des GPIba-Rezeptors
dementsprechend Uber eine Reduktion der Thromboinflammation zu einer ver-
ringerten Apoptose im Schlaganfallmodell. Weitere Versuche in diese Richtung

mussen hier Aufklarung verschaffen.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig demonstriert werden, dass Thrombozyten
mit dem GPlba-Rezeptor Uber die reine Blutgerinnung hinaus einen Einfluss auf die

neuronale Apoptose im Schlaganfall nehmen.
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