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1 Zusammenfassung

Hintergrund: Das Gas Hydrogensulfid (H,S) ist als endogener, pleiotroper Mediator
verschiedener Organismen bekannt. Als gasférmiger Transmitter beeinflusst H,S
dosisabhangig Entziindungsreaktionen, ist kardio- und neuroprotektiv, und hat
neuromodulatorische Eigenschaften im Zentralnervensystem.

Zielstellung: Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss des H,S Donors GYY4137
(GYY) auf die Adhasionsmolekilexpression und die Protein S-Sulfhydrierung humaner
Thrombozyten in vitro sowie auf die Kinetik der mikrovaskularen Thrombogenese in vivo.
Material und Methodik: Humane Thrombozyten wurden im ruhenden Zustand, nach
Stimulation durch Thrombinrezeptor-aktivierendes Peptid, und nach Stimulation und
zusatzlicher Exposition mit 1, 5 oder 10 mM GYY durchflusszytometrisch auf die Expression
von P-Selektin, GP\, und GP,. 1., sowie auf die Bindung von Fibrinogen untersucht. Die
Analyse der Protein S-Sulfhydrierung erfolgte unter Verwendung des Biotin Switch Assay an
humanen Thrombozyten, die ebenfalls mit 1, 5 oder 10 mM GYY behandelt waren. Der
Einfluss von GYY bzw. der Tragersubstanz DMSO auf die Thombogenese wurde in vivo in
Venolen der Rickenhautkammerpraparation im  Modell der  phototoxischen
Thromboseinduktion untersucht. Weiterhin wurde ein anti-P-Selektin Antikorper appliziert,
um den Einfluss der Blockade von P-Selektin auf die Thrombusbildung zu evaluieren. Nach
der Thromboseinduktion erfolgte die Messung der subaqualen Schwanzvenen-Blutungszeit
und die retrobulbare Blutentnahme zur Bestimmung der plasmatischen P-Selektin
Konzentration.

Ergebnisse: Die Exposition humaner Thrombozyten mit GYY reduzierte dosisabhangig die
Expression aller untersuchten Adhasionsmolekile und steigerte signifikant die S-
Sulfhydrierung thrombozytarer Proteine. In vivo prolongierte die Applikation von GYY
gegentber DMSO sowohl die venuldre Thrombogenese, als auch die Schwanzvenen-

Blutungszeit. Weiterhin fuhrte GYY zur Reduktion der plasmatischen Konzentration von
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I6slichem P-Selektin. Die Behandlung mit anti-P-Selektin Antikdrper verzégerte vergleichbar
zu GYY die venulare Thombogenese in DMSO-behandelten Tieren.

Schlussfolgerung: Die Behandlung mit dem H,S Donor GYY wirkt anti-thrombogen und
scheint die Thrombogenese durch Reduktion der thrombozytaren Aktivitat und Modulation

der Expression von Adhasionsmolekilen zu beeinflussen.
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2 Abstract

Background: The gaseous transmitter hydrogen sulfide (H,S) is known as an endogenous,
pleiotropic mediator. H,S dose dependently affects inflammatory reactions, acts cardio- and
neuroprotective and is known as a neuromodulator in the central nervous system.

Objective: This thesis evaluates the effect of the H,S donor GYY4137 (GYY) on adhesion
molecule expression and protein S-sulfhydration of platelets in vifro and on kinetics of
microvascular thrombus formation in vivo.

Materials and Methods: We studied the expression of P-selectin, GP\, and GP,;5 as well
as the fibrinogen binding in human platelets by means of flow cytometry. Therefore, platelets
were analysed under resting conditions, after activation with thrombin receptor activating
peptide (TRAP) and after TRAP activation and concomitant exposure to 1, 5 or 10 mM GYY.
Biotin switch assay served for analysis of S-sulfhydration of GYY-exposed platelet proteins.
In the dorsal skinfold chamber model we assessed the effect of GYY and its vehicle DMSO
in either the presence or the absence of an anti-P-selectin antibody on light/dye-induced
venular thrombosis formation and on tail-vein bleeding time in C57BL/6 mice. The plasma
concentrations of soluble P-selectin were measured in GYY- or DMSO-treated animals.
Results: Platelet exposure of GYY increased the S-sulfhydration of platelet proteins and
dose-dependently reduced the expression of all adhesion molecules studied, indicating
reduced platelet activity upon GYY exposure. In vivo, GYY treatment caused a prolongation
of venular thrombus formation and of tail-vein bleeding time compared to DMSO-treated
animals. In addition, the anti-P-selectin antibody prolonged venular thrombosis formation in
DMSO-exposed animals as observed upon only GYY exposure. Further, plasma
concentrations of soluble P-selectin were found significantly lower in GYY- than in DMSO-
treated animals.

Conclusions: H,S acts anti-thrombotic and seems to regulate thrombogenesis by

interference with platelet activation and adhesion molecule expression.
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3 Glossar

3-MST 3-Mercaptopyruvat Sulfurtransferase
A. Arteria

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat
ANOVA Analysis of Variance
Ca% Calziumionen

CBS Cystathionin B-Synthase
CSE Cystathionin y-Lyase
DAO D-Aminooxidase

F Gerinnungsfaktor

g Gramm

GPy, Glykoprotein Ib

GPb-na Glykoprotein lIb-Illa

GYY GYY4137

H.S Hydrogensulfid

ip Intraperitoneal

iv Intravends

kg Kilogramm

KG Kdrpergewicht

I Liter

M. Musculus

mfs Mittlerer Fluoreszenzshift
min Minuten

ml Milliliter

mM Millimolar

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

rpm Umdrehungen pro Minute
sec Sekunden

SEM Standardfehler des Mittelwerts
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Tab. Tabelle

TF Tissue Factor

TRAP Thrombinrezeptor-aktivierendes Peptid
V. Vena

VS versus

vWF von Willebrand Faktor

ZNS Zentralnervensystem

i Mikroliter

um Mikrometer
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4 Einleitung
4.1 Physiologie der Thrombogenese
411 Klinische Bedeutung der Thrombose

In den vergangenen Jahren wurden in der Medizin viele Fortschritte in der
Pravention, Diagnostik und Therapie von Thrombosen erreicht. Trotzdem stellen
thrombotische Gefaldverschllisse und ihre Folgen aktuell noch immer ein eminentes Problem
in der Chirurgie dar. Bei jedem operativen Eingriff kommt es zur Verletzung von Zellen und
somit zur Freisetzung von Tissue Factor (TF), Adenosindiphosphat (ADP) und Thrombin,
welche wesentlich zur Aktivierung der Gerinnungskaskade beitragen (Mann et al. 2003,
Fisher 2011). Die vaskuldre Thrombose gefolgt vom Verlust von Lappenplastiken stellt die
meistgefiirchtetste Komplikation beim freien mikrovaskularen Gewebstransfer dar (Hidalgo et
al. 1998, Khouri et al. 1998, Chang et al. 2011). Venése Thrombosen treten in bis zu 74%
der thrombotischen Gefaldverschllisse in Lappenplastiken auf und sind damit haufiger als
arterielle Thrombosen (Bui et al. 2007). Durch Torsion und Abknicken von GefalRen bei
extremer Lagerung von Gliedmalien sowie beim Praparieren und Transplantieren von
Lappenplastiken kommt es weiterhin zur Freillegung von subendothelialen
Kollagenstrukturen, die einen zusatzlichen pro-thrombogenen Stimulus darstellen (Khouri
1992). Ein Ungleichgewicht im komplexen System der pro- und anti-thrombogenen
Wechselwirkungen zwischen Endothel, Thrombozyten, plasmatischer Gerinnung und
fibrinolytischem System kann somit zur Thrombose fuhren.

Dabei werden makro- von mikrovaskularen Thrombosen unterschieden.
Makrovaskulare Thrombosen treten postoperativ in Form von tiefen Beinvenenthrombosen,
haufig nach Knie- und Huiftgelenksendoprothetik (Geerts et al. 2008, Kwong 2011) sowie im
Bereich von GefalRanastomosen in Erscheinung und sind allgemein durch eine deutliche
klinische Symptomatik gekennzeichnet. Mikrovaskulare Thrombosen entstehen in Arteriolen,
Kapillaren und Venolen. Sie manifestieren sich haufig nach Organtransplantationen oder

Lappenplastiken, fihren zu Funktionsstérungen und im Verlauf zur Nekrose des betroffenen
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Gewebes. Im Gegensatz zu makrovaskularen Thrombosen ist die Entwicklung von
mikrovaskularen Thrombosen akut bis schleichend, sodass die Thrombosierung bei
klinischem Korrelat oft schon sehr fortgeschritten ist und irreversible Schaden verursacht hat.

Aus diesem Grund ist die primare Pravention von Thrombosen von grof3er
Bedeutung. Sie kann sowohl medikamentds, z. B. durch unfraktioniertes Heparin, als auch
mechanisch in Form von Kompressionsstrimpfen und Physiotherapie erfolgen. Bei klinisch
manifester Thrombose stehen drei allgemeine Therapieansatze zur Verfugung. Die Therapie
kann entweder konservativ mit Medikamenten, operativ in Form von Thromboembolektomie
oder Bypass und endovaskular mittels enzymatischer Fibrinolyse erfolgen. Die grofRe
Inzidenz vendser Thromboembolien von bis zu 100 auf 100.000 Personen pro Jahr (White
2003) zeigt jedoch, dass trotz der vielseitigen Praventions- und Therapiemdglichkeiten
weitere Forschung auf dem Gebiet der Thrombogenese stattfinden muss, um der
Erkrankung effektiver vorbeugen und begegnen zu kénnen. Dabei setzen sowohl Prophylaxe
als auch Therapie exakte Kenntnis Uber die Physiologie und Pathophysiologie der

Thomboseentstehung voraus.

4.1.2 Physiologie der Hamostase

Hamostase bezeichnet die Bildung eines Thrombus zur Blutstillung und somit
zur Reduktion von Blutverlusten bei Schadigung der Gefalintegritat (Ruggeri 2006,
Subramaniam et al. 1996). Unter physiologischen Bedingungen erfolgt aufgrund des anti-
thrombogenen und anti-inflammatorischen Phanotyps der Endothelzellen keine Gerinnung
des Blutes (Becker et al. 2000, Spronk et al. 2003, Spronk et al. 2004, Eichhorn et al. 2002,
Weiss & Turitto 1979). Durch pro-thrombogene Stimuli, wie einem Trauma der Gefallwand,
durch Ischamie/Reperfusion oder Arteriosklerose kommt es jedoch, wie durch die
Virchowsche Trias 1985 beschrieben, zur Thrombusbildung (Aird 2003). Als die drei
wesentlichen Ausloser einer Thrombose benannte Virchow reduzierte

Blutflussgeschwindigkeit, veranderte Zusammensetzung des Blutes und GefalRwandschaden
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(Bagot & Arya 2008). Dabei wird die zur Thrombusbildung fihrende Hamostase in eine

primare und eine sekundare Phase unterteilt.

4.1.2.1 Primdre Hamostase

Die Phase der primdren Hamostase beginnt unmittelbar nach dem pro-
thrombogenen Ereignis mit dem Ziel der initialen Bildung eines Thrombus zur schnellen
Blutstillung. Dabei spielen Thrombozyten und ihre Anlagerung an Endothelzellen die
wichtigste Rolle (Shebuski & Kilgore 2002, Furie et al. 2001).

Thrombozyten sind die kleinsten zellularen Blutbestandteile. Sie werden im
Knochenmark aus Megakaryozyten gebildet und in den Blutkreislauf ausgeschwemmt
(Ruggeri 2002). Etwa ein Drittel der Thrombozyten ist in der Milz gespeichert. Sie haben eine
Lebensdauer von sieben bis zehn Tagen und werden im endoplasmatischen Retikulum von
Leber und Milz abgebaut. Thrombozyten haben keinen Zellkern und kénnen somit keine
eigene Proteinbiosynthese betreiben (Ruggeri et al. 2002). Sie sind jedoch in der Lage, sich

zu bewegen und ihre Form zu verandern (Frenette et al. 1995, Massberg et al. 1998).

41.21.1 Morphologie der Thrombozyten

Thrombozyten werden in vier morphologische Bereiche mit spezifischen
Funktionen unterteilt: die periphere und strukturelle Zone, die Zone der Organellen sowie die
Zone der Membransysteme. Als periphere Zone gilt dabei die Zellmembran mit ihrer
Glykokalyx und integrierten Membranproteinen, die zum Teil eine Rezeptorfunktion besitzen.
Die fur die Formgebung und Formveranderung verantwortliche strukturelle Zone besteht aus
Strukturproteinen des Zytoskeletts, welches primar aus Aktin und dessen Bindungsprotein
aufgebaut ist. Die Zone der Organellen enthalt neben Mitochondrien und Glykogenspeichern
die fur die Thrombozytenfunktion wesentlichen Granula in Form von Lysosomen,

elektronendichte Granula und alpha Granula.
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Elektronendichte Granula, so genannte ,dense bodies“, enthalten unter
anderem Calziumionen (Ca?*), Phosphat, Serotonin, Adenin- und Guaninnukleotide. Alpha
Granula stellen den groten Anteil der thrombozytaren Granula dar und enthalten Proteine
zur Chemotaxis, Adhasion und Aggregation von Blutplatichen sowie zur Beeinflussung
inflammatorischer und hamostatischer Prozesse.

Die Zone der Membransysteme besteht aus dem offenen kanalikularen
System mit weitreichenden gewundenen Kanalen, die mit der Zellmembran oder durch
Poren mit dem Extrazellularraum verbunden sind (White & Clawson 1980 und 1981) und
dem dichten tubularen System, welches von Megakaryozyten abstammt und als
Hauptspeicherort fiir Ca?* eine zentrale Rolle fiir die Aktivierung und Formverénderung der

Thrombozyten einnimmt.

41.2.1.2 Funktion der Thrombozyten

Die primare Funktion der Thrombozyten ist der normale Ablauf der
Blutstillung, also die Bildung eines primaren Hamostasethrombus und die Katalyse der
Fibrinbildung (Shatti & Newman 2004, Wagner & Burger 2003). Weiterhin tragen
Thrombozyten wesentlich zur Wundheilung bei (Sun et al. 2010, Pietramaggiori et al. 2010,
De Rossi et al. 2009). Durch die Bildung von Sauerstoffradikalen (Forde & Fitzgerald 1997,
Leo et al. 1997, Massberg et al. 1998) und die Freisetzung chemotaktischer Faktoren aus
alpha Granula foérdern sie die Rekrutierung von Monozyten sowie neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten (Massberg et al. 2003) und helfen somit bei der Bekampfung von

Infektionen (Hirsch 1960, Bout et al. 1986).

41.21.3 Thrombozytare Adhasionsmolekiile
Fir die Kontaktaufnahme mit der Gefalwandlasion und anderen

zirkulierenden Blutbestandteilen spielen thrombozytdre Adhasionsmolekile eine wichtige
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Rolle. Wesentliche Rezeptorfamilien sind dabei Selektine und Integrine auf der Oberflache

aktivierter Thrombozyten.

4.1.2.1.3.1 Selektine

Selektine sind Glykoproteine der C-Typ Lectin Familie (Berman et al. 1986)
und vermitteln heterotypische Interaktionen von Zellen (McEver 1992, Merten & Thiagarajan
2004, Zimmerman et al. 1992). Sie bestehen aus einer extrazellularen Lektin Domane mit
der benachbarten epidermal growth factor-like Doméne, einer Komplementbindungsdomane
sowie einer transmembranen und zytoplasmatischen Domane. Man unterscheidet drei
Rezeptorgruppen nach ihrer Lokalisation und Funktion: L-, P- und E-Selektin. L-Selektin ist
primar auf Leukozyten lokalisiert und erméglicht die P- und E-Selektin-unabhangige
Migration von TH 1 Zellen (Hirata et al. 2002) und neutrophilen Granulozyten (Bosse &
Vestweber 1994). P-Selektin wird von Thrombozyten und Endothelzellen, E-Selektin primar
nur von Endothelzellen exprimiert. Auf aktiviertem Endothel erlauben die beiden Selektine
das Binden und Rollen von Leukozyten auf hochendothelialen Venolen in Lymphknoten
(Hirata et al. 2002) und haben damit eine Uberlappende Funktion in der Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten (Lenter et al. 1994, Labow et al. 1994).

Fir die Thrombogenese hat P-Selektin die gréfite Bedeutung. Es beeinflusst
durch seine Lectin-Domane sowohl Grofe und Stabilitdt des Thrombus als auch vaskulare
Reparaturvorgange (Merten & Thiagarajan 2000 & 2004), erméglicht Interaktionen zwischen
Thrombozyten, Endothelzellen, neutrophilen Granulozyten sowie Monozyten (Larsen et al.
1989, Theilmeier et al. 1999) und rekrutiert so Leukozyten als inflammatorische Komponente
in den Thrombus (Palabrica et al. 1992, Becker et al. 1996, Henn et al. 1998). P-Selektin ist
in alpha Granula (Stenberg et al. 1985) und Weibel-Pallade Kérperchen (Van Mourik et al.
2002) ruhender Thrombozyten bzw. Endothelzellen lokalisiert und kann durch Fusion der
Vesikel mit Zellmembranen schnell freigesetzt und extrazellular exprimiert werden (Furie &

Furie 2004, McEver et al. 1989, Merten & Thiagarajan 2000 & 2004). Membrangebundenes
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P-Selektin kann durch alternatives SpleilRen abgelost werden, was zur Bildung von Idslichem
(s) P-Selektin fihrt (Johnston et al. 1990). Hauptligand ist neben dem Glykoprotein Ib (GPy,,
Romo et al. 1999) der P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) auf Leukozyten und

Thrombozyten (Varki 1994, Norgard et al. 1993, Frenette et al. 2000, Borges et al. 1997).

4.1.2.1.3.2 Integrine

Integrine sind ubiquitare Adhasionsmolekile zur Steigerung von zellularer
Differenzierung, Entwicklung, Migration, Proliferation und Adh&sion (Shattil et al. 1998). Sie
haben dabei eine zentrale Rolle in der Adhasion und Aggregation von Thrombozyten
wahrend der primaren Hamostase (Nieswandt et al. 2001, Phillips et al. 1991, Shattil et al.
1998). Integrine, wie z. B. der Caz"-abhéngige Glykoproteinrezeptor llb-llla (GP)p.1a, Kunicki
et al. 1981), kommen als nicht kovalent verbundene heterodimere Komplexe vor (Ruoslathi &
Pierschbacher 1987), die klassischerweise aus alpha und beta Untereinheiten aufgebaut
sind. Fir die Hamostase sind die Rezeptoren GP;, und GP,,;, von entscheidender

Bedeutung.

41.21.3.3 GPy,

Der Glykoproteinrezeptor besteht aus den vier Untereinheiten GPy, apna und
GPppeta, GPix sowie GPy, die im stéchiometrischen Verhaltnis 2:4:1:2 vorliegen (Luo et al.
2007). Der Hauptligand ist der von Willebrand Faktor (VWF), der sowohl im Plasma
zirkulierend als auch in alpha Granula und Weibel-Pallade Koérperchen gespeichert
vorkommt (Ruggeri 1999 & 2007). Der vVWF andert nach Gefal3schadigung und darauf
folgenden Kontakt mit freigelegten subendothelialen Kollagenstrukturen seine Konformation,
wodurch eine Bindung an die alpha Region des GP,, Rezeptors ermdglicht wird (Ulrichts et
al. 2006, Lisman et al. 2006, Kumar et al. 2003). Diese Rezeptor-Ligand-Interaktion erlaubt
das Rollen von Thrombozyten im Bereich vaskularer Lasionen und ist aufgrund der grof3en

Stabilitdt besonders bei hohen Wandscherraten essentiell fir die thrombozytare Adhasion
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(Nieswandt et al. 2001). GPy, bindet weiterhin P-Selektin, Thrombin, hochmolekulares
Kininogen und die Gerinnungsfaktoren (F) FXI und FXII (Nuyttens et al. 2011) und fordert

somit wesentlich die Plattchenaggregation und Thrombusbildung (van Gils et al. 2009).

41.21.3.4 GPipia

Es handelt sich mit 80.000 Rezeptoren pro Thrombozyt um das haufigste
thrombozytare Adhasionsmolekil, das sowohl auf der Zellmembran als auch auf alpha
Granula und dem kanalikuldren System lokalisiert ist (Phillips et al. 1988, Phillips et al. 1991,
Plow et al. 1992, Shattil et al. 1998, Wagner et al. 1996). Die Aktivierung der Thrombozyten
ist mit einer Ca?-abhangigen Konformationsidnderung des Rezeptors von einem
niedrigaffinen zu einem hochaffinen Zustand verbunden (Shattil 1995, Wagner et al. 1996,
Woodside et al. 2001). Dies erlaubt die Bindung des Hauptliganden Fibrinogen lber die im
hochaffinen Zustand exponierte Bindungsstelle (Coller 1986) und ermdglicht somit die
Aggregation von Thrombozyten (Fitzgerald et al. 1989, Hawiger 1995). GP,,.1, bindet neben
Fibrinogen als weitere Liganden auch Fibronectin, Vitronectin, Kollagen und vVWF (DeMarco
et al. 1986). Die Bindung wird dabei durch die Tripeptidsequenz RGD (Pytela et al. 1986) in

den alpha Ketten der Liganden vermittelt (Ruoslathi et al. 1987).

41.21.4 Thrombozytenaktivierung

Die Aktivierung von Thrombozyten ist der erste Schritt zur Thrombogenese.
Innerhalb von Sekunden nach Kontakt mit subendothelialem Kollagen (Savage et al. 2001),
vVWF, Thrombin, ADP, Adrenalin, PAF, PAI-1, endothelialem P-Selektin, TF oder
Thromboxan A, kommt es zur lokalen Zellaktivierung (Clementson & Clementson 2001,
Zimmerman et al. 1990, von Mourik et al. 2002, Ruggeri 2002). Der Zustand von
Thrombozyten ist an ihrer Form zu erkennen (Abb. 1). Ruhende Thrombozyten sind diskoid
mit einer Fliche von ca. 8 um? Mit der Aktivierung ist eine Formverdnderung durch

Ausbildung von Pseudopodien aufgrund von Aktinpolymerisierung und Zytoskelett-
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Reorganisation sowie eine VergréRerung der Oberflache auf ca. 13 um? verbunden, sodass
aktivierte Thrombozyten auch als Eosinospharozyten bezeichnet werden. Die
OberflachenvergréRerung beruht zum Teil auf der Fusion von Granula mit der Zellmembran

und steigert die Wahrscheinlichkeit von Interaktionen mit zellularen und azellularen

Blutbestandteilen.

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von ruhenden (A) und mit Thrombinrezeptor-
aktivierendem Peptid stimulierten humanen Thrombozyten (B). Die Aufnahmen entstammen der
eigenen Arbeitsgruppe in Kooperation mit dem Elektronenmikroskopischen Zentrum der Universitét
Rostock. Der MaBstab entspricht 500 nm.

Die Aktivierung beinhaltet weiterhin metabolische und biochemische
Prozesse, die zur Aktivierung von Oberflachenrezeptoren und einer Neuorientierung von
Phospholipiden in der Zellmembran filhren. Bei diesen Vorgangen spielen Ca* eine
bedeutende Rolle. Der intrazellulire Anstieg der Ca** Konzentration induziert die
Formveranderung, steigert die Bildung von Thromboxan A, und fordert die Fusion von
Granula mit der Zellmembran und dem kanalikularen System (Kaibuchi et al. 1983, Watson
et al. 1988, Yamanishi et al. 1983). Auf diese Weise werden zusatzliche Adhasionsmolekiile,

wie P-Selektin und GP, 5, die zur Adhasion und Aggregation der Thrombozyten beitragen,

extrazellular exprimiert.
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41.21.5 Thrombozytenadhéasion und -aggregation

Einhergehend mit der Aktivierung erfolgen Adhasion und Aggregation der
Thrombozyten als wesentliche Schritte der primaren Hamostase. Die Adhéasion erfolgt
innerhalb von Sekunden nach der Gefalllasion durch Kontakt mit Kollagenen,
Proteoglykanen, Entactin, Laminin, Fibronektin, VWF und Fibulin (Clemetson & Clemetson
2001, Bolhuis et al. 1979, DeGroot et al. 1988, McCarty et al. 2004, Ruggeri 2006, Savage et
al. 1998). Weiterhin flhrt der Endothelschaden zur Freisetzung von TF, der zusatzlich zur
thrombozytaren Adhasion und spateren Fibrinakkumulation im Thrombus beitragt (Falati et
al. 2002, Eilertsen & Osterud 2004). Der initiale Kontakt zwischen Thrombozyten und
Gefallwand beinhaltet drei wesentliche Mechanismen: Das Rollen aktivierter Thrombozyten
auf dem Endothel durch P-Selektin sowie Rollen und stabile Adhasion an subendotheliale
Strukturen durch GP,-vWF- und GP,,,-Kollagen-Interaktion (Schulte et al. 2001, Ruggeri
2002 & 2006, Alberio & Dale 1999). Der so initial gebildete Thrombus ist sehr fragil und kann
durch den Blutstrom leicht abgeschwemmt werden, sodass eine Stabilisierung durch
Aggregation mit weiteren Thrombozyten erfolgen muss.

Die Aggregation von Thrombozyten erfolgt durch die Ausbildung von
Fibrinogenbricken zwischen Thrombozyten. Wahrend der primaren, reversiblen Aggregation
werden Thrombozyten durch P-Selektin, GPy, (Kulkarni et al. 2000) und die Interaktion von
Fibrinogen mit der niedrig affinen GP,,. Konformation miteinander verbunden. Die
sekundére, irreversible Aggregation erfolgt verzégert durch Freisetzung von Ca®* und
Fibrinogen aus intrazellularen Granula (Scarborough et al. 1999), wodurch GPp . seine
hochaffine Konformation einnimmt (Ruggeri 2002, Scarborough et al. 1999) und Fibrinogen
dauerhaft bindet (Phillips et al. 1988, Phillips et al. 1991, Ruggeri 2002). Durch diese
Mechanismen entsteht wahrend der primaren Hamostase ein wandstandiger Thrombus, der
die Gefallasion abdichtet und durch die Vorgange der sekundaren Hamostase verstarkt

wird.
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4.1.2.2 Sekundéare Hamostase

Die komplexe enzymatische Gerinnungskaskade der sekundaren Hamostase
wird in eine intrinsische und extrinsische Phase eingeteilt, die gemeinsam zur Bildung von
Thrombin bzw. Fibrin und somit zur Konsolidierung des primaren Thrombus fihren (Abb. 2,
Speckmann et al. 2008). Wahrend der intrinsischen Phase kommt es zur Kontaktaktivierung
von plasmatischen Gerinnungsfaktoren durch Kontakt mit Prakallikrein, Kallikrein und
hochmolekularem Kininogen. Diese binden an negative Ladungen der subendothelialen
Matrix und aktivierter Thrombozytenoberflachen und aktivieren FXIl. Aktivierter FXII aktiviert

durch proteolytische Spaltung FXI und dieser wiederum FIX.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Hdmostase. Wéhrend der primdren Hdmostase erfolgt der
initiale Kontakt von Thrombozyten (T) mit dem Endothel und subendothelialen Strukturen im Bereich
des Endothelschadens. Die Bindung wird durch das thrombozytdre Adhdsionsmolekil P-Selektin (P-
Sel) und die Interaktion des von Willebrand Faktors (vWF) mit subendothelialem Kollagen und
Thrombozyten vermittelt. Nach initialem Rollen und nachfolgender Adhédsion kommt es schlieBlich zur
Aggregationsbildung mit Stabilisierung des primdren Thrombus durch Fibrinogenbriicken (F).
Gleichzeitig findet wédhrend der sekunddren Hédmostase die plasmatische Gerinnung in einer
extrinsischen und intrinsischen Phase statt. Beide Phasen flihren lber proteolytische Spaltung und
Aktivierung von Gerinnungsfaktoren zur Aktivierung von Faktor X (X). Dieser ist essentiell fiir die
Bildung von Thrombin, welches Idsliches Fibrin (s) aus Fibrinogen abspaltet und Faktor Xl (XIlI)
aktiviert. Dieser aktivierte Faktor verfestigt Fibrinogen (i) und bewirkt so die finale Konsolidierung des
Thrombus.

Es kommt zur Bildung des endogenen Tenasekomplexes aus den aktivierten
FIX und FVIII, Phospholipiden und Ca?".

Die extrinsische Phase wird im Gegensatz zur intrinsischen Phase wesentlich
durch GefaRlasionen initiiert. TF, ein integrales Membranprotein in der Adventita sowie in
perivaskularen und epithelialen Zellen (Day et a. 2005, Engelmann 2006, Giesen &
Nemerson 2000), kommt dabei in Kontakt mit plasmatischen Gerinnungsfaktoren (Eilertsen
& Osterud 2004, Engelmann 2006, Parry et al. 1998, Pawlinski et al. 2004), wobei es eine
besondere Affinitdt zur aktivierten Serinprotease FVII hat (DelConte et al. 2005).
Resultierend formiert sich der exogene Tenasekomplex aus TF, aktivietem FVII,
Phospholipiden und Ca*".

Sowohl der endogene als auch der exogene Tenasekomplex aktivieren FX,
wodurch der gemeinsame Abschnitt der endogenen und exogenen Phase der sekundaren
Hamostase beginnt. Aktivierter FX und FV bilden zusammen mit Phospholipiden und Ca?*
den Prothrombinaktivatorkomplex, das Thromboplastin, welches Prothrombin in Thrombin
spaltet. Thrombin flhrt wiederum zur Bildung von I6slichem Fibrin aus Fibrinogen
(Sidelmann et al. 2000) und aktivert FXIll, eine Transglutaminase, welche die
Quervernetzung und somit Stabilisation des Fibrinmaschenwerks ermdglicht und weitere
Thrombozyten aktiviert. Dartber hinaus fuhrt Thrombin zur Freisetzung von vVWF, P-Selektin
sowie von Plattchen-aktivierendem Faktor aus Endothelzellen und fordert so die

Rekrutierung weiterer Thrombozyten (Bogatcheva et al. 2002).
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Somit ist das Ziel der Hamostase, namlich die Bildung eines stabilen

Thrombus zur Blutstillung, erreicht (Speckmann et al. 2008).

4.2 Hydrogensulfid

Hydrogensulfid (H,S), auch als Schwefelwasserstoff bezeichnet, ist seit
Jahrhunderten als farbloses, brennbares, giftiges, Ubelriechendes Gas bekannt, das in der
Natur von verschiedenen Tier- und Bakterienarten gebildet wird. In den letzten Jahrzehnten
wurde jedoch entdeckt, dass H,S physiologisch von Saugetieren gebildet wird und Einfluss
auf zahlreiche Organsysteme hat. Es wurde nach Kohlenstoffmonoxid (CO) und
Stickstoffmonoxid (NO) als dritter endogener volatiler Transmitter beschrieben und ist aktuell
Gegenstand zahlreicher Studien. H,S besteht aus zwei Wasserstoffatomen und einem
Schwefelatom. Aufgrund seines lipophilen Charakters diffundiert H,S ohne spezifische
Transporter durch Biomembranen, sodass eine intrazellulare Speicherung in Vesikeln nicht
moglich ist (Mathai et al. 2009) und eine kontinuierliche enzymatische Neubildung erfolgen

muss.

4.2.1 Metabolismus

An der Synthese von H,S sind drei Enzymsysteme beteiligt. Die Cystathionin
B-Synthase (CBS) und Cystathionin y-Lyase (CSE) als primare H,S-bildende Enzyme
(Stipanuk & Beck 1982, Kimura et al. 2005, Moore et al. 2003) und die erst vor wenigen
Jahren beschriebene 3-Mercaptopyruvat Sulfurtransferase (3-MST, Shibuya et al. 2009,
Singh & Banerjee 2011, Abb. 3). Unterschiede zwischen den Enzymen bestehen sowohl in
der gewebespezifischen Expression als auch in der Katalyse verschiedener Reaktionen zur

Bildung von H,S.
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Homocystein Cystathionin @ Cystein H,S

3-Mercaptopyruvat

Abb. 3: Schematische Darstellung der Hydrogensulfid Biosynthese. Die Cystathionin B-Synthase
(CBS) katalysiert sowohl die Bildung von Cystathionin aus Homocystein als auch die Synthese von
Hydrogensulfid (H.S) aus Cystein. Cystein stellt die Hauptquelle fir die H.S Synthese dar und wird
enzymatisch durch CSE aus Cystathionin gebildet. Die CSE ist weiterhin direkt an der Synthese von
H,S aus Cystin beteiligt. Das dritte an der Bildung von H,S beteiligte Enzym, die 3-Mercaptopyruvat
Sulfurtransferase (3-MST), bendtigt 3-Mercaptopyruvat als Substrat, welches zundchst durch die
Cystein Aminotransferase (CAT) aus L-Cystein bzw. durch die D-Aminooxidase (DAO) aus D-Cystein
synthetisiert wird.

4.21.1 Cystathionin B-Synthase

Die CBS bildet H,S aus Cystein und Homocystein (Chen et al. 2004, Singh et
al. 2009). Damit nimmt es eine wesentliche Funktion in der Regulation des
Homocysteinhaushalts ein. Dies wird deutlich am Krankheitsbild der Homocysteinamie,
welches aufgrund reduzierter CBS Aktivitat mit einer Ansammlung von Homocystein und
einer Reduktion der H,S Konzentration verbunden ist (Beard & Bearden 2011). S-
Adenosylmethionin (SAM) aktiviert allosterisch die CBS und steigert deren zellulare
Expression (Finkelstein et al. 1975, Abe & Kimura 1996, Banerjee & Zou 2005). Die CBS
kommt primar im Zentralnervensystem (ZNS) vor und ist besonders stark im Hippocampus
exprimiert (Abe & Kimura 1996, Whiteman & Moore 2009, Njie-Mbye et al. 2010). Dartber

hinaus konnte sie auch in Leber und Niere nachgewiesen werden (Ishii et al. 2004).
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4.2.1.2 Cystathionin y-Lyase

Die CSE ist Pyridoxalphosphat-abhangig und katalysiert die Bildung von H,S,
Pyruvat und Ammoniak aus Cystin (Stipanuk & Beck 1982, Singh & Banerjee 2011, Singh et
al. 2009). CSE stellt die Hauptquelle fir H,S in peripheren Geweben von Saugetieren dar
und wird von Neuronen und Endothelzellen (Enokido et al. 2005, Linden et al. 2008,
Mancardi et al. 2009) sowie im Plexus myentericus des enterischen Nervensystems
exprimiert (Teague et al. 2002, Linden et al. 2008). Dariber hinaus ist CSE auch in Leber
und Nieren sowie in Astrozyten des ZNS beschrieben (Ishii et al. 2004, Vitvitsky et al. 2006).

Sowohl CBS als auch CSE werden von Endothelzellen sezerniert und tragen

im Blut aktiv zirkulierend zur H,S Synthese bei (Bearden et al. 2010).

4.2.1.3 3-Mercaptopyruvat Sulfurtransferase

Die 3-MST wurde als drittes H,S-synthetisierendes Enzym beschrieben und ist
bislang nicht so weitreichend untersucht wie die CBS und CSE. 3-MST ist primar in
Mitochondrien und Peroxisomen im Cerebellum und den Nieren lokalisiert. Ausgangssubstrat
fur die H,S Synthese ist 3-Mercaptopyruvat, welches durch die Cystein Aminotransferase
(CAT) aus L-Cystein (Kimura 2011, Li et al. 2009) und durch die D-Aminooxidase (DAO) aus
D-Cystein (Shibuya et al. 2013) gebildet wird.

H,S steht physiologisch mit seiner anionischen Form HS™ im Verhaltnis 1:4 im
Gleichgewicht (Dombkowski et al. 2004). Weiterhin kommt H,S kovalent, durch ein
ungeladenes Schwefelatom, an Proteine gebunden vor. Aus dieser Bindung kann es nur
unter alkalischen oder reduzierenden Bedingungen freigesetzt werden. Eine
Transmitterfunktion konnte fir kovalent gebundenes H,S aktuell noch nicht eindeutig
nachgewiesen werden (Toohey 2011, Paul & Snyder 2012). Der Abbau von H,S erfolgt
durch Sauerstoff-abhangige katabolische Prozesse in Mitochondrien (Vitvitsky et al. 2012).

Die physiologische Konzentration von H,S im menschlichen Organismus ist

noch nicht endgiiltig definiert. Es sind sowohl Konzentrationen von 34 uM bis 65 uM in
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humanem Plasma (Whiteman & Moore 2009) als auch von 50 pyM bis 160 pyM in
menschlichen Gehirnen (Whiteman et al. 2005) beschrieben. Die Werte sind dabei abhangig
von der Messmethode, dem untersuchten Gewebe und dem Alter der Probanden. So
detektieren viele Techniken, wie auch die Spektrophometrie, nicht nur freies H,S, sondern
auch Hydrogensulfid Anionen (HS’) und Sulfide (S?%). Aufgrund der unterschiedlichen
Messverfahren von H,S in verschiedenen Kompartimenten und Geweben ist eine grol3e
Spannweite der H,S Konzentrationen beschrieben. Die meisten Daten entstammen dabei

tierexperimentellen Versuchen.

4.2.2 Protein S-Sulfhydrierung

H,S vermittelt seine Transmitterfunktion wesentlich durch den Prozess der
Protein S-Sulfhydrierung. Es handelt sich hierbei um eine reversible Form (Krishnan et al.
2011) der post-translationalen Modifikation von Proteinen, welche den gleichen Angriffspunkt
wie die durch NO-vermittelte Nitrosylierung hat (Stamler et al. 1992), namlich die
Sulfhydrylgruppe von Cysteinresten. Im Gegensatz zu NO bildet H,S jedoch
Persulfidbricken (-SSH). Der Vorgang der S-Sulfhydrierung ist, wie am Beispiel der 25-
50%igen S-Sulfhydrierung hepatischer Proteine gezeigt werden konnte, wesentlich haufiger
und funktionell bedeutsamer als die Nitrosylierung (Paul & Snyder 2012). Im Vergleich sind

nur ca. 1-5% der Proteine nitrosyliert (Mustafa et al. 2009).

4.2.3 Endogene Funktionen

Ausgehend von der Expression der H,S-bildenden Enzyme in verschiedenen
Organsystemen ergeben sich pleiotrope Interaktionsmdglichkeiten flr den gasférmigen
Transmitter. Pleiotropie bezeichnet aus pharmakologischer Sicht die vielfaltigen Wirkungen
eines Pharmakons auf verschiedene Zell- und Organsysteme. So senken HMG-CoA-
Reduktasehemmer als klassische pleiotrope Substanzen zum einen den Cholesterinspiegel,

beeinflussen aber auch Endothelfunktionen, Inflammation und das Gerinnungssystem (Blum
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& Shamburek 2009). CpG-Motiv-haltige DNA Sequenzen (CpG ODNs) bakteriellen
Ursprungs aktivieren primar das Immunsystem, beeinflussen aber ebenso Angiogenese und
fordern die Wundheilung (Yammamoto et al. 2011, Sato et al. 2010, Krieg 2002). Als eine
endogene pleiotrope Substanz steigert Erythropoietin die Erythropoese, hemmt den Abbau
erythrozytarer Vorlaufer, reguliert zelluldre Proliferation und Differenzierung und foérdert
ebenso die Wundheilung (Sorg et al. 2009, Jelkmann & Wagner 2004). Der pleiotrope
Charakter von H,S zeigt sich in Analogie anhand der Vvielseitigen Beeinflussung

unterschiedlicher Organsysteme.

4.2.3.1 Herz-Kreislauf-System

H,S beeinflusst das Herz-Kreislauf-System auf unterschiedliche Weise
(Predmore & Lefer 2011). Es hat ahnlich wie NO die Funktion eines ,endothelium-derived
relaxing factor® (Feletou & Vanhoutte 2007, Yang et al. 2008) und reguliert als solcher
konsekutiv den Blutdruck. Die Grundlage der Blutdruckregulation ist zum einen die
Expression von CSE in Endothelzellen (Yang et al. 2008). So konnte gezeigt werden, dass
endotheliale CSE der Aorta, A. carotis und zerebralen sowie cochledaren Blutgefalien
besonders unter hypoxischen Bedingungen sowohl den systemischen Blutdruck als auch die
zerebrale bzw. cochledre Perfusion moduliert (Peng et al. 2010, Ishikawa et al. 2005,
Morikawa et al. 2012, Li et al. 2011). Weiterhin weisen Widerstandsgefalle, wie die
Mesenterialarterien, eine hohe CSE Aktivitat auf, welche zur Steuerung der enteralen
Durchblutung beitragt (Yang et al. 2008, Mustafa et al. 2011, Wang 2009). Der zu Grunde
liegende Wirkmechanismus beruht auf einer Vasodilatation durch Relaxierung von
vaskularen glatten Muskelzellen (Sun et al. 2011). Die Relaxierung ist Folge der Protein S-
Sulfhydrierung von Untereinheiten ATP- und Ca®*-abhingiger Kaliumkanale in glatten
Muskelzellen durch H,S. Es kommt zur Offnung der Kaliumkanale und durch den Einstrom
von Kaliumionen in das Zellinnere zu einer Hyperpolarisation des Membranpotentials (Zhao

et al. 2001, Mustafa et al. 2011). Somit Gbernimmt H,S auch die Rolle eines ,endothelium-
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derived hyperpolarisation factor® (Edwards et al. 2010) und bewirkt durch Ilokale
Vasodilatation eine Senkung des Blutdrucks (Liu et al. 2011). Die relaxierende Wirkung von
H,S auf glatte Muskelzellen im Korpus cavernosum tragt dabei physiologisch zur penilen
Erektion bei (Qiu et al. 2012).

Zusatzlich zur Modulation des Blutdrucks konnten positive Effekte von H,S auf
den Ischamie/Reperfusions-Schaden nach Myokardinfarkt gezeigt werden (Johansen et al.
2006, Elsey et al. 2010, Sivarajah et al. 2006). So reduziert H,S die Grolie des Infarktareals,
steigert die myokardiale Leistungsfahigkeit (Pan et al. 2008, Sodha et al. 2009), wirkt anti-
inflammatorisch durch Reduktion der leukozytaren Adhasion (Sivarajah et al. 2006, Sodha et
al. 2009) und anti-apoptotisch durch Induktion anti- und Inhibition pro-apoptotischer
Signalwege (Sivarajah et al. 2006, Zhu et al. 2007). H,S steigert weiterhin den koronaren
Blutfluss und somit die Perfusion des Myokards (Hussain et al. 2011). Ein protektiver Effekt
konnte in diesem Zusammenhang in einer retrospektiven Studie an Petroleum-Arbeitern mit
chronisch inhalativer H,S Exposition auch beim Menschen gezeigt werden. Die Inhalation
von H,S reduzierte die Mortalitdt von Myokardinfarkten um 50%, verglichen mit der zu
erwartenden Mortalitdt der Normalbevdlkerung (Lewis et al. 2003). Vice versa fuhrt ein
Mangel von H,S aufgrund einer CSE Defizienz in Knockoutmausen bzw. einer reduzierten
Enzymaktivitat, wie im Krankheitsbild der Homocysteindmie, zu Hypertonie (Yang et al.

2008) und einer gesteigerten Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse (Beard & Bearden 2011).

4.2.3.2 Zentralnervensystem

Eine weitere Funktion kommt H,S als endogener Neuromodulator im ZNS zu
(Kimura 2002). Als solcher fordert H,S die Langzeitpotenzierung und somit kognitive
Lernprozesse durch selektive Steigerung der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor
Aktivitat im Hippocampus (Abe & Kimura 1996, Whiteman et al. 2004).

Wie bereits fir das Myokard beschrieben, hat H,S auch eine positive

Auswirkung auf die Folgen des zerebralen Ischamie/Reperfusion-Schadens nach Infarkt. So



Einleitung 26

fuhrt die Inhalation von H,S zur Induktion einer Langzeithypothermie, die das Ausmal} des
Infarkts und den damit verbundenen neuronalen Schadens reduziert (Florian et al. 2008). Es
konnte weiterhin eine ischamieassoziierte Kinetik der zerebralen H,S Konzentration mit
einem deutlichen Anstieg innerhalb der ersten 12 Stunden nach Infarkt gezeigt werden (Ren
et al. 2010). Die systemische Behandlung mit H,S Donatoren zeigte hinsichtlich der
Beeinflussung des Ischamie/Reperfusion-Schadens jedoch eine Dosis-Wirkungsbeziehung,
wobei sich besonders hohe Konzentrationen als nicht protektiv gegenilber niedrigen H,S
Konzentrationen erwiesen. Als weitere protektive Effekte auf das ZNS wurden sowohl anti-
inflammatorische (Hu et al. 2007) als auch anti-oxidative (Kimura & Kimura 2004)
Eigenschaften aufgezeigt.

Die Bedeutung von H,S fur das ZNS wird auch anhand von Krankheitsbildern
deutlich, die mit einer reduzierten H,S Konzentration bzw. reduzierter CBS Aktivitat
einhergehen. So konnte gezeigt werden, dass die gesteigerte neuronale Apoptoserate bei
vaskularer Demenz mit einer reduzierten H,S Konzentration assoziiert ist (Zhang et al.
2009). Auch der Verlust kognitiver Funktionen bei Morbus Alzheimer ist mit einer reduzierten
H,S und SAM Konzentration sowie reduzierter CBS Aktivitdt verbunden. Letztere fihrt zur
Anreichung von Homocystein, welches zur Entstehung der Alzheimer-Krankheit beitragt (Eto
et al. 2002). Dass neben einem Mangel auch eine Uberproduktion von H,S nachteilig sein
kann zeigt sich am Beispiel der Trisomie 21. Diese ist zu 50% mit einer Hyperaktivitat der
CBS verbunden, die zur endogenen H,S Uberproduktion fihrt und in Verbindung mit der
reduzierten kognitiven Leistungsfahigkeit gebracht wird (Belardinelli et al. 2001, Pogribna et
al. 2001).

Aufgrund  seiner  anti-oxidativen, anti-inflammatorischen und  anti-
apoptotischen Eigenschaften hat H,S ebenso eine protektive Wirkung auf die Funktion von
Pankreas (Taniguchi & Niki 2011), Leber (Jha et al. 2008, Tan et al. 2011),
Gastrointestinaltrakt (Kimura 2010, Pouokam et al. 2011), Lunge (Wei et al. 2007), Retina

(Biermann et al. 2011) und Nieren (Bos et al. 2009). Eine mégliche therapeutische Funktion
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von H,S wird ebenfalls im Zusammenhang mit Asthma bronchiale (Perry et al. 2011) sowie
akuter CO Vergiftung diskutiet (Yu et al. 2011). Die Beeinflussung von
Entzindungsreaktionen wird jedoch kontrovers dargestellt. Es werden dosisabhangig sowonhl
pro-inflammatorische (Li et al. 2005, Zhang et al. 2010) als auch anti-inflammatorische
Effekte (Zanardo et al 2006, Fiorucci et al. 2007, Pan et al. 2011, Yang et al. 2011)
beschrieben, wobei niedrige H,S Konzentrationen im Sinne einer anti-inflammatorischen
Wirkung protektiv sind. Aus den zahlreichen aufgefiihrten Funktionen von H,S in
verschiedenen Organsystemen leitet sich der pleiotrope Charakter des volatilen Transmitter
ab, dem eine Vielzahl von Interaktionen zugrunde liegt. Dies macht H,S zu einem

spannenden und anspruchsvollen Forschungsgegenstand.
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5 Zielstellung

Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war es, die anti-thrombotische
Wirksamkeit von H,S auf die mikrovaskuldre Thrombogenese unter physiologischen
Bedingungen zu untersuchen. Wie aktuell gezeigt werden konnte, beeinflusst H,S die
Aggregation humaner Thrombozyten (Zagli et al. 2007). Da die Antithrombogenitat von H,S
und im Besonderen die Wirkung auf Thrombozyten noch nicht vollstandig untersucht sind

stellten wir uns in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen:

1. Welchen Einfluss hat H,S auf die mikrovaskulare Thrombogenese und die

primare Hamostase?

2. Beeinflusst die Behandlung mit H,S die plasmatische Thrombozytenzahl?

3. Hat H,S einen Einfluss auf die plasmatische Konzentration von léslichem P-
Selektin?

4, Welchen Einfluss hat H,S auf die Expression pro-thrombogener

Adhasionsmolekule auf aktivierten Thrombozyten?

5. Beeinflusst H,S die Protein S-Sulfhydrierung thrombozytarer Proteine?
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6 Material und Methodik
6.1 Hydrogensulfid Donor GYY4137

Als H,S Donor wurde die Substanz GYY4137 (GYY, Li et al. 2008) verwendet.
Als Tragersubstanz diente Dimethylsulfoxid (DMSO). DMSO st eine farb- und geruchlose
Substanz, die zur Gruppe nukleophiler, aprotischer, dipolarer Lésungsmittel gehdrt. Als
solches findet DMSO Einsatz in der L6sung von Farben und Lacken, sowie als Lésungs- und
Oxidationsmittel in der organischen Chemie und wird in der Biotechnologie und

Zellkulturtechnik zur Kryokonservierung verwendet (Pegg 2007).

6.2 In vivo Experimente
6.2.1 Versuchstiere

Fir die in vivo Versuche wurden mannliche C57BL/6 Mause (Abb. 4) mit
einem Korpergewicht (KG) von 25 bis 30 g und einem Alter zwischen vier und acht Monaten
verwendet. Die Tierversuche waren gemal dem Tierschutzgesetz §8 genehmigt und

standen unter der Aufsicht des Tierschutzbeauftragten am Institut fir Experimentelle

Chirurgie der Universitat Rostock.

- Whos

Abb. 4: C57BL/6 Maus. Versuchstier vor (A) und nach (B) Prdparation der dorsalen

Rickenhautkammer.
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6.2.2 Versuchsgruppen

Die Wirkung von GYY auf die mikrovaskuldare Thrombogenese wurde in vier
experimentellen Gruppen untersucht. Die Versuchstiere wurden Uber einen Katheter in der
linken V. jugularis entweder mit GYY (50 mg/kg KG; n=10) oder einer aquimolaren Menge
der Tragersubstanz DMSO (30 vol/vol in 0,9% NaCl; n=10) behandelt. Um den
Wirkmechanismus von GYY genauer zu untersuchen, wurde separaten Tieren ein
monoklonaler, Biotin-konjugierter, anti-P-Selektin Antikérper (50 ug/Tier; Ratte anti-Maus
anti-CD62P, BD Pharmingen) durch Injektion in die rechte V. jugularis 30 Minuten vor der

Behandlung mit GYY (50 mg/kg KG; n=5) bzw. DMSO (30 vol/vol in 0,9% NaCl; n=5)

appliziert.
6.2.3 Experimentelles Tiermodell
6.2.3.1 Anasthesie

Die Versuchstiere wurden mittels intraperitonealer Injektion von Ketamin (90
mg/kg) und Xylazin (25 mg/kg) anasthesiert. Fur die initiale Narkose wurde eine
Stammldésung aus Ketamin 10% (100 mg/ml, Belapharm) und Xylazin 2% (20 mg/ml,
Rompun, Bayer Healthcare) in einer 1 ml Spritze (0,2 ml Xylazin und 0,6 ml Ketamin)
verwendet. Der gleiche Ansatz wurde 1:10 verdunnt und diente zur Aufrechterhaltung der

Anasthesie.

6.2.3.2 Modell und Préparation der dorsalen Riickenhautkammer

Um den Einfluss von GYY auf die mikrovaskuldare Thrombusbildung zu
untersuchen, wurde das Modell der dorsalen Ruckenhautkammerpraparation gewahlit. Die
Rickenhautkammer besteht aus zwei, durch Schrauben miteinander verbundenen,

symmetrischen Titanrahmen mit einem Gewicht von ca. 4 g (Abb. 5). Die Praparationsflache
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auf der Vorderseite wird durch ein Deckglas verschlossen und bleibt somit der
intravitalmikroskopischen Untersuchung zuganglich.

In der Vorbereitung der Praparation wurden die Versuchstiere zunachst
gewogen und gewichtsadaptiert intraperitoneal anasthesiert. Nach einer Wartezeit von zehn
Minuten erfolgte die Rasur des Riickenfells mit einem Elektrorasierer (Bellissima Ermilia®).
Kleine Haare wurden nach Einwirken einer Enthaarungscreme (Pilca, Sodalco) fur funf
Minuten unter flieRendem 37°C warmen Wasser abgespult. AnschlieRend wurden die Tiere
abgetrocknet und zur Aufrechterhaltung einer konstanten Koérpertemperatur von 37°C auf
eine Heizplatte gelegt. Zum Schutz der Augen vor Austrocknung wurde Augensalbe

(Bepanthene®, Bayer) aufgetragen.

ETHICON' 8557
(1.8Ph. zur)-J PROLENE* &

Polypropylen

17 mm 1/20
* Trademark
sl ETHICON, LLC,

FEAis @ A C€ooss
ETHALLOY* DGE449
90cm 1 qzowm '
XNBSST P34

Abb. 5: Bestandteile der dorsalen Riickenhautkammer. Die Rickenhautkammer besteht aus einer
Riickseite (1) und einer Vorderseite (2). Die Seitenteile bestehen aus Titan und werden durch drei
Schrauben (3) und einen 4-0 Prolenefaden auf dem Riicken des Versuchstieres fixiert. Die
Préparationsfldche wird mit einem Deckglas (4) verschlossen. Dieses wird durch einen Sprengring (5)
auf der Titankammer fixiert.
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Nach der Desinfektion der Riickenhaut (Octeniderm®) wurde durch vorsichtige
Extension der Riickenhaut eine Hautdoppelschicht in der Medianlinie der Maus aufgespannt
und mit einem kranialen und kaudalen temporaren Haltefaden (Polyester 4/0) an einem
Fixierungsbuigel fixiert (Abb. 6). Die mediane Position war erreicht, wenn die groRen Gefalte

der extendierten RUckenhaut im Gegenlicht einer Schwanenhalslampe (M 651; Leica;

Wetzlar; Deutschland) kongruent aufeinander lagen.

Abb. 6: Operative Schritte der Riickenhautkammerprédparation. Zunéchst wird die Rlickenhaut in der
Medianlinie durch zwei Haltefdden extendiert (A). Unter Beachtung der GefdBe der Riickenhaut wird
die Riickseite der Kammer durch vier Fédden befestigt. Die beiden unteren Verbindungsschrauben
werden durch die Haut gefiihrt und mit zwei Klemmen fixiert (B). Die Prédparationsfliche wird im
Gegenlicht markiert. AnschlieBend wird das Tier in Seitenlage gebracht und die oberste Hautschicht
mit einer Schere entfernt. Nach der Préparation wird die Vorderseite der Kammer aufgebracht, durch
Schrauben befestigt und die Préparationsflache mit einem Deckglas und einem Sprengring
verschlossen (D).
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AnschlieBend wurde die Ruckseite der Titankammer durch vier Nahte
(Prolene 4/0) an der Oberseite der Hautfalte festgenaht. Am unteren Ende der Hautfalte
erfolgte mittels einer Hautschere (Abb. 7) die Praparation von zwei Lochern, durch welche
die Verbindungsschrauben des Titanrahmens gefuihrt wurden. Die Rickenhaut wurde mit

zwei Klemmen an den Schrauben fixiert.

Abb. 7: Instrumente zur Préparation der dorsalen Riickenhautkammer: Nadelhalter (1), Pinzette (2),
Gewebeschere (3) und anatomische Klemmen (4) dienen zur Fixierung der Titankammer auf dem
Riicken des narkotisierten Versuchstieres. Flr die mikrochirurgische Préparation werden eine
Mikropinzette (5) und eine Mikrofederschere (6) verwendet. Die Zange (7) und der Schraubendreher
(8) dienen zum finalen Verschluss des Préparationsareals mit einem Sprengring und zum Festdrehen
der drei verwendeten Schrauben.

Im Gegenlicht erfolgte nun die farbliche Markierung der Praparationsflache mit
einem Durchmesser von ca. 15 mm. In seitlicher Lage des Versuchstieres wurde unter
Zuhilfenahme eines Stereomikroskops im angezeichneten Areal mikrochirurgisch die Cutis,
Subcutis, der M. panniculus carnosus sowie zwei Schichten des Rektraktormuskels
vollstéandig bis auf den M. panniculus carnosus der Gegenseite abprapariert (Abb. 8). Dabei

wurde die Praparationsflache kontinuierlich mit 0,9% NaCl Lésung benetzt, um eine
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Austrocknung zu vermeiden. Zur Blutstilung wahrend der Praparation dienten feuchte
Wattestabchen oder Kompressen. Das Gewebe der Kammergegenseite blieb in seiner
Kontinuitat vollstandig erhalten.

Die praparierte Flache war mit einem Durchmesser von ca. 15 mm bewusst
grolRer als das spatere Beobachtungsfenster mit ca. 11 mm, um eine Kompression des
Gewebes zu vermeiden. Als weiterer Kompressionsschutz der Blutgefal3e dienten Muttern
auf den Verbindungsschrauben, welche die Kammerhalften in einem Abstand von ca. 450
pm halten. Nach Abschluss der Praparation wurde die Vorderseite der Kammer auf die drei
Verbindungsschrauben aufgebracht und mit Muttern unter sanftem Druck fixiert. Das
Beobachtungsfenster der Vorderseite wurde mit einem Deckglaschen feucht mit 0,9% NaCl
Ldsung verschlossen und diente als Zugang fur die intravitale Mikroskopie. Anschlie3end

erfolgte die Fixierung des Deckglaschens in der Kammer durch einen Sprengring.

I
S Deckglas

M. panniculus camosus

Abb. 8: Schema der einzelnen Rlickenhautschichten innerhalb der Doppelfalte wéahrend der
Rickenhautkammerpréparation. Diese umfasst die Haut- und Bindegewebsschichten von der Cutis
bis zum M. panniculus carnosus. Die Prédparationsfliche wird mit einem Deckglas verschlossen,
welches durch einen Sprengring (S) in der Kammer fixiert wird.

Die beschriebene Praparation, inklusive Anasthesie und Rasur, dauerte ca. 45
Minuten. AnschlieRend erwachten die Versuchstiere aus der Narkose. Wahrend der

nachsten drei Tage wurden die Tiere bei Standardfutter fir Nager und freiem Zugang zu

Wasser in einem zwdlfstlindigen Tag-Nacht-Zyklus gehalten.
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6.2.3.3 Vorbereitung der Intravitalmikroskopie

An Tag drei nach der Kammerpraparation erfolgte die Intravitalmikroskopie
(Abb. 9). Hierfur wurden die Versuchstiere zunachst, wie bereits beschrieben, anasthesiert
und am Hals rasiert. Anschlieliend wurden die Tiere auf einer Heizplatte so fixiert, dass der
Hals der Praparation der V. jugularis zuganglich war. Die Applikation des anti-P-Selektin
Antikorpers (50 ug/Tier; geldst in 100 pl NaCl; 0,9%) erfolgte durch direkte Injektion in die
rechte V. jugularis mit einer Insulinspritze und anschlieRender Blutstillung durch Druck mit
einem Wattestabchen. Fur die Katheteranlage wurde die Haut Gber der linken Halsvene auf
einer Strecke von ca. 2 cm in kranio-kaudaler Richtung inzidiert. Die Praparation erfolgte
stumpf mit zwei gebogenen mikrochirurgischen Pinzetten unter Zuhilfenahme eines
Stereomikroskops. Dabei wurden kleinere Seitenaste der Vene kauterisiert und kraftigere

Aste ligiert (Polyester 8/0).
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Abb. 9: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. An Tag -3 erfolgte unter intraperitonealer
Ketamin/Xylazin Narkose die Prdparation der dorsalen Riickenhautkammer. An Tag O erfolgte die
intravitalmikroskopische Thromboseinduktion. GYY (50 mg/kg KG) bzw. die Trdgersubstanz DMSO
(10 ml/kg KG, 30%) wurden 30 Minuten vor der Thromboseinduktion lber einen zentralvendsen
Katheter (ZVK) in die linke V. jugularis appliziert (A). Zur Blockade von P-Selektin wurde in einem
zusdétzlichen Set an Tieren ein anti-P-Selektin Antikérper (AK, 50 pg/Tier) vor der Applikation von GYY
bzw. DMSO direkt in die rechte V. jugularis injiziert (B). Die Intravitalmikrosopie (IVM) wurde auf einen
Zeitraum von 60 Minuten begrenzt. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der subaqualen
Schwanzvenen-Blutungszeit, die Blutentnahme aus dem retrobulbdren Venenplexus und die
Entnahme des Riickenhautkammer-Gewebes.

Vor dem Einbringen des Katheters wurde die frei liegende V. jugularis nach
kranial durch eine Ligatur verschlossen. Kaudal wurden zwei Ligaturen vorgelegt, um den
Katheter zu fixieren und den Blutverlust beim Einbringen zu minimieren. Es folgten der
Einschnitt der Vene mit einer Mikrofederschere und das Einbringen des Jugulariskatheters
zur Applikation von GYY bzw. der Tragersubstanz DMSO. Nach einer Wartezeit von 30
Minuten wurden die Versuchstiere seitlich, mit horizontaler Lage der Rickenhautkammer,
auf einer speziell fur die Intravitalmikroskopie entwickelten Plexiglasplattform fixiert, um
bewegungsabhangige Artefakte zu reduzieren und somit die Mikroskopie zu optimieren.
Unmittelbar vor der Intravitalmikroskopie erfolgte die Applikation von 0,1 ml
Fluoreszeinisothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran; 5%; Sigma; Deisenhofen; Deutschland;
MG 150.000 D). Der Fluoreszenzfarbstoff bewirkt eine Plasma-Anfarbung und damit eine
Kontrastanhebung zwischen Intra- und Extravasalraum. FITC-Dextran besitzt eine gute
Wasserloslichkeit und ist aus zwei Molekilen aufgebaut, dem eigentlichen
Fluoreszenzfarbstoff FITC und Dextran (Schroder et al. 1976). FITC besitzt ein
Exzitationsmaximum im blauen Bereich bei einer Wellenlange von A=490 nm und ein
Emissionsmaximum im grinen Bereich von A=520 nm. Dextrane sind hochmolekulare
Polysaccharide auf der Basis von Glucose-Monomeren, welche aufgrund ihres hohen

Molekulargewichts (150 kDa) die Extravasation des Fluoreszenzfarbstoffs stark reduzieren.
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6.2.3.4 Intravitalmikroskopie und Thromboseinduktion

Die intravitalmikroskopische Thromboseinduktion wurde mit Hilfe eines Zeiss
Intravitalmikroskops durchgeflihrt (Axiotech® Vario 100; Zeiss; Gottingen; Deutschland). Der
Versuchsaufbau (Abb. 10) umfasste das Intravitalmikroskop mit einer sehr lichtsensitiven

und hochauflésenden Schwarz-Wei3-CCD-Videokamera (FK 6990 1Q-S; Pieper; Schwerte;

Deutschland).

Abb. 10: Aufbau der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. Die Versuchsanordnung umfasst einen
Objektivrevolver (1), ein Filtersystem fiir verschiedene Exzitations- und Emissionswellenldngen an
Licht (2), das Mikroskop mit einer CCD-Kamera (3) sowie eine Belichtungssteuerung (4). Die CCD-
Kamera ist lber einen Echtzeitgenerator (5) an einen Monitor (6) und einen Videorecorder (7)
angeschlossen.

Die Aufnahmen wurden an einen Echtzeitgenerator (AG-7350; Panasonic;
Deutschland) Ubertragen, der sowohl an einen Monitor als auch an einen VHS-Videorekorder
angeschlossen war, um die intravitalmikroskopischen Aufnahmen aufzuzeichnen und offline
zu analysieren.

Das Intravitalmikroskop besteht aus einem Tragertisch, einem Filtersystem mit
Reflektorschieber, einem Objektivrevolver, einer Lichtquelle und einer Belichtungssteuerung.
Die Lichtgebung erfolgte mit einer stufenlos regelbaren Quecksilberdampf-Kurzbogen-Lampe

(HBO 103 W/2, Zeiss, Goéttingen). Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurde das Filterset flr
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FITC (450 - 490 nm; FT 510; LP 520) verwendet. Der Objektivrevolver des Mikroskops war
mit drei Objektiven bestiickt. Fir die Ubersichtsaufnahmen wurden Objektive mit 10-facher
VergroRerung (10x/0,30 W; Plan-NEOFLUAR; Zeiss) und 20-facher VergroRerung (20x/0,50

W; Plan-NEOFLUAR; Zeiss) verwendet (Abb. 11).

Abb. 11: Intravitalmikroskopische Aufnahme von GefédBen der dorsalen Riickenhaut. Fir eine
Erhéhung des Kontrasts zwischen intra- und extravasalem Raum wurde FITC-Dextran intravends
appliziert. Zu sehen sind Ubersichtsaufnahmen in 10-facher (A) und 20-facher (B) VergréBerung (A,
zufiihrende Arteriole; V, drainierende Venole; *, Kapillaren).

Fir die Bestimmung des GefaRdurchmessers, der Blutflussgeschwindigkeit
und der Thromboseinduktion diente ein Wasserimmersionsobjektiv mit 63-facher
Vergrofierung (63x/0,95 W; ACHROPLAN; Zeiss). Vor der Thromboseinduktion erfolgte flir
20 Sekunden die Aufzeichnung des Blutflusses in der ausgewahlten Venole zur spateren
offine Analyse des GefalRdurchmessers und der Blutflussgeschwindigkeit. Unmittelbar
darauf wurde die Epi-lllumination begonnen und zeitgleich die Stoppuhr am
Echtzeitgenerator gestartet.

Das Thrombuswachstum wurde alle 60 Sekunden kontrolliert und die Zeit bis
zum vollstandigen Gefélverschluss gemessen, der durch ein Sistieren des Blutflusses in der
thrombosierten Venole definiert war. Die Dauer der Intravitalmikroskopie war auf eine Stunde
begrenzt. Die Aufnahmen wurden offline mit einer Computer-basierten Software

(Caplmage®) ausgewertet.
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6.2.3.5 Subaquale Blutungszeit und Blutentnahme

Im Anschluss an die Intravitalmikroskopie erfolgte die Bestimmung der
subaqualen Blutungszeit als Parameter der primadren Hamostase. Hierzu wurden die
Schwanzspitzen der Versuchstiere auf einer Lange von ca. 2 mm mit einer Schere
abgeschnitten und das Schwanzende in ein mit 0,9% NaCl Lésung gefllltes Becherglas
platziert, worauf sich ein Blutfaden bildete. Die subaquale Schwanzvenen-Blutungszeit war
definiert als die Zeit vom Eintauchen der Schwanzspitze bis zum Abriss des Blutfadens und
dem damit verbundenen Sistieren der Blutung. Nach der Bestimmung der Blutungszeit
erfolgte die Blutentnahme durch Punktion des retrobulbdren Venenplexus mit einer

Glaskapillare. Es konnten jeweils 500 pyl EDTA- und Citratblut gewonnen werden.

6.3 In vitro Experimente
6.3.1 Blutentnahme und Gewinnung plattchenreichen Plasmas

Die Blutentnahmen waren durch die Ethikkommission genehmigt (A 2012-
0038) und erfolgten an freiwilligen humanen Spendern nach Aufklarung und schriftlicher
Einwilligung der Probanden. Fur die in vitro Untersuchung der Thrombozytenfunktion wurde
Blut mit einer 21G Nadel aus der linken Kubitalvene von insgesamt sieben mannlichen
Probanden in 3 ml S-Monovetten 9NC (1:10 Citrat vol/vol; Sarstedt; Numbrecht;
Deutschland) abgenommen. Nach der Blutentnahme erfolgte die Bestimmung der
Thrombozytenzahl im Citratblut durch ein Sysmex KX-21 Blutbild-Analysegerat (Sysmex;
Norderstedt; Deutschland) und die anschlieRende Zentrifugation bei Raumtemperatur fur 15
Minuten bei 110g mit langsamer Beschleunigung und ohne Bremse (GS-6R Zentrifuge;
Beckman Coulter; Fullerton; Ca). Durch die Zentrifugation gewonnenes plattchenreiches
Plasma (PRP) wurde in separate Reagenzgefale pipettiert. Die Thrombozytenzahl wurde
mit Hilfe des Sysmex KX-21 gemessen und durch Verdinnung mit Phosphat-gepuffertem
Natriumchlorid (PBS) auf 2*10° Zellen/ml eingestellt. Um eine Aktivierung der Thrombozyten

durch die Isolation auszuschlieRen, wurde das PRP fir 30 Minuten in einem Wasserbad
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(37°C) inkubiert. AnschlielRend wurden 50 ul der Suspension in neue Reagenzgefalie mit je
200 pl PBS pipettiert und im Wasserbad (37°C) mit 1,4 mM Thrombinrezeptor-aktivierendem
Peptid (TRAP) allein oder in Kombination mit dem H,S Donor inkubiert, so dass finale GYY
Konzentrationen von jeweils 1 mM, 5 mM oder 10 mM entstanden. TRAP bindet an den
Thrombinrezeptor und fuhrt -dhnlich einem pro-thrombogenen Stimulus- zu einer Aktivierung
der Thrombozyten.

In einer weiteren Probe wurden ruhende, unbehandelte Blutplatichen parallel
als Kontrolle mitgefiihrt. Nach 30 Minuten wurden die Thrombozyten mit Formaldehyd (4°C;
1% in PBS gelost; Cell Fix; Becton Dickinson; Heidelberg; Deutschland) fixiert und fir finf
Minuten auf Eis gelagert, um die Reaktion abzustoppen und den Zustand der Thrombozyten
zu fixieren. Nach der Fixierung wurden die Thrombozyten bei 350g flr vier Minuten bei 4°C
zentrifugiert und anschlielend mit PBS gewaschen, um die Fixierlésung zu entfernen. Es
folgte die lichtgeschitzte Farbung mit fluoreszenzmarkierten  Antikérpern  bei
Raumtemperatur. Nach 40 Minuten wurden die Thrombozyten erneut mit 1 ml PBS
gewaschen und wie zuvor zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in

PBS flr die Durchflusszytometrie resuspendiert.

6.3.2 Durchflusszytometrie

Flr eine genaue Messung wurde das FACScan Durchflusszytometer (Becton
Dickinson) mit Fluoreszenz-Standard-Microbeads (CaliBRITE Beads, Becton Dickinson)
kalibriert. Von jeder Probe wurden 20.000 Zellen pro Messung ausgewertet. Die
Thrombozyten wurden mit dem Programm CellQuest (Becton Dickinson) anhand ihres
charakteristischen forward scatter (FSC) und side scatter (SSC) identifiziert und hinsichtlich
ihrer Fluoreszenz analysiert. Die Fluoreszenzmessung der unbehandelten Probe diente zur

Erfassung des Dot-Plots sowie der Eigenfluoreszenz (Abb. 12).
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Abb. 12: Durchflusszytometer (A) mit exemplarischer Dot-Plot (B)- und Fluoreszenz-Messung der P-
Selektin  Expression humaner Thrombozyten (C). Durchflusszytometer messen sowohl die
Lichtstreuung als auch die Fluoreszenz von einzelnen Zellen. Die Thrombozyten zeichnen sich durch
eine charakteristische Vorwérts- und Seitwdrtsstreuung aus, welche im Dot-Plot dargestellt ist. Durch
Einsatz eines fluoreszenzmarkierten anti-P-Selektin Antikérpers kénnen in der Fluoreszenz-Messung
in Abhéngigkeit von der P-Selektin Expression unterschiedliche Fluoreszenzintensitdten gemessen
werden.

Fir die durchflusszytometrische Analyse der P-Selektin Expression wurde ein
monoklonaler, FITC-markierter Maus anti-Human anti-P-Selektin Antikérper verwendet (1,5

ul; sc 8419; Santa Cruz).
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Die Bestimmung der Expression des Glykoprotein GP, erfolgte durch
Applikation eines monoklonalen, FITC-markierten Maus anti-Human anti-CD42b Antikérpers
(1,5 pl; sc-51549; Santa Cruz).

Die Expression des Glykoprotein GPy,.2 wurde durch Applikation eines
monoklonalen, FITC-markierten anti-PAC-1 Antikorpers (8 ul; Becton Dickinson) bestimmit,
welcher ausschlieRlich an die aktive Form des Glykoproteins bindet. Um die physiologische
Bindungsstarke von GPy 12 zu bestimmen, wurde weiterhin humanes, Alexa Fluor 488-
markiertes Fibrinogen (F-13191; Molecular Probes; Eugene; USA), der physiologische
Hauptligand von GP),_1a, appliziert.

Ein FITC-markierter, Isotyp-Kontroll 1gG-1 Antikérper (Santa Cruz) wurde
eingesetzt, um unspezifische Bindungen zu detektieren. Zur Bestimmung der relativen
Fluoreszenz wurde die Fluoreszenz der Isotyp-Kontrolle von der Fluoreszenz aller anderen

Proben subtrahiert.

6.3.3 Biotin Switch Assay

Zur Analyse des potentiell zugrunde liegenden Wirkmechanismus von H,S
erfolgte die Messung der S-Sulfhydrierung thrombozytarer Proteine durch den Biotin Switch
Assay (Mustafa et al. 2009). Die hierfur verwendeten Thrombozyten wurden, wie unter
6.3.1.1 beschrieben, aus dem Citratblut humaner Spender als PRP gewonnen. Die
Thrombozyten wurden entsprechend der durchflusszytometrischen Versuche jeweils mit 1
mM, 5 mM oder 10 mM GYY exponiert. Nach der Inkubation mit Formaldehyd erfolgte die
Waschung mit PBS bei 10.000 rpm fur funf Minuten. Das entstandene Pellet wurde in HEN
Puffer (250 mM Hepes-NaOH; pH 7,7; 1 mM EDTA; 0,1 mM Neocuproin), supplementiert mit
100 uM Deferoxamin, resuspendiert und bei 13.000g und 4°C fur zehn Minuten zentrifugiert.
Das Zelllysat wurde in neue Reagenzgefalle mit Puffer zur Blockade unspezifischer
Bindungen (Hen Puffer eingestellt mit 2,5% Natrium-dodecyl-sulfat (sodium dodecyl sulfate,

SDS) und 20 mM Methylmethanethiosulfonat (MMTS)) tberflihrt und fir 20 Minuten bei 50°C
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kontinuierlich gevortext. AnschlieRend wurde das MMTS durch Zugabe von zwei Volumina
Aceton entfernt und die Proteine fiir 20 Minuten bei -20°C prazipitiert. Nach der Entfernung
des Acetons wurden die Proteine in HEN Puffer (HEN eingestellt mit 1% SDS) resuspendiert,
gefolgt von der Zugabe von vier Volumen 4 mM in DMSO-geléstem N-(6-(biotinamido)hexyl)-
3-(2-pyridyldithio) propionamid (Biotin-HPDP). Nach Inkubation bei Raumtemperatur flr zwei
Stunden wurden die durch Biotin-HPDP biotinylierten Proteine durch zwei Volumina Aceton
gefallt. Vor dem Immunoblotten wurde das Aceton entfernt und die Proteine in HEN Puffer
resuspendiert. Biotinylierte Proteine wurden mit gleichen Volumen von zweifachem SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) Ladepuffer verdinnt und fir finf Minuten auf 95°C
erhitzt. Das Gesamtprotein (15 pg) wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt (12% Gele) und auf
Polyvinyldifluorid Membranen aufgetragen. Die immobilisierten Proteine wurden mit 2%
bovinem Serumalbumin (BSA; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) geblockt
und die Membranen Uber Nacht bei 4°C mit einem monoklonalen anti-Biotin Antikdrper
(1:1.000; Sigama-Aldrich) inkubiert. Darauf folgte die Inkubation mit einem sekundéaren
Peroxidase-gebundenen  anti-Maus  Antikérper  (1:60.000;  Sigma-Aldrich).  Die
Proteinexpression wurde durch Luminol-verstarkte Chemilumineszenz (ECL plus; Amersham
Pharmacia Biotech; Freiburg, Deutschland) sichtbar gemacht und mittels ChemiDox™ XRS
System (Bio-Rad Laboratories) digitalisiert. Die Signale wurden desitometrisch ausgewertet
(Quantity One; Bio-Rad Laboratories) und gegenuber dem [-Aktin Signal (Maus

monoclonaler anti-R-Aktin Antikdrper; 1:20.000; Sigma Aldrich) normalisiert.

6.3.4 ELISA fiir 16sliches P-Selektin

Die Konzentrationsbestimmung von |8slichem P-Selektin erfolgte im Plasma
von GYY- bzw. DMSO-behandelten Versuchstieren. Das Blut wurde, wie unter 6.2.3.5
beschrieben, nach der Thromboseinduktion entnommen. Fir die Gewinnung von Plasma
wurde das Blut bei 3500 rpm fir zehn Minuten zentrifugiert (GS-15 Centrifuge; Beckman).

Fur die Konzentrationsbestimmung des I6slichen P-Selektins wurde ein ELISA (Mouse sP-



Material und Methodik 44

Selectin; R&D Systems) verwendet und den Herstellerangaben entsprechend durchgefihrt.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte entsprechend der im ELISA-Reader (SUNRISE;
TECAN; Salzburg; Osterreich) gemessenen Absorption und deren Auswertung durch das

Programm Magellan (TECAN; Salzburg; Osterreich).

6.4 Statistische Analyse

Die wahrend der primaren Erfassung erhobenen Daten wurden bei der
Auswertung der Videobadnder und der Blutuntersuchungen zur elektronischen
Datenverarbeitung in Excel® (Microsoft®) eingegeben. Die statistische Auswertung der Daten
erfolgte nach Prufung der Daten auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und
Varianzhomogenitat (ANOVA) mit dem Students t-Test und anschlielRender Bonferroni-
Korrektur unter Verwendung der SigmaStat® Statistical Software, Version 2.03 (Jandel
Scientific; San Rafael; CA; USA). Zum Vergleich der Versuchsgruppen wurde ein Holm-
Sidak multipler Vergleichstest durchgefihrt. Falls die Voraussetzungen fur diesen nicht
gegeben waren, wurde ein Rangsummen-Test (Kruskal-Wallis-Test) fir unverbundene
Stichproben mit einem sich anschlieBenden Dunn’s oder Tukey Test durchgefuhrt. Die
Ergebnisse wurden unter Verwendung der Software SigmaPlot® (Jandel Corp.; San Rafael;
CA; USA) in Saulendiagrammen als Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes (MW +
SEM) dargestellt. Ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 wurden Unterschiede in den
Ergebnissen unter Berucksichtigung der Bonferroni-Korrektur als signifikant angenommen.
Beim Auftreten signifikanter Unterschiede wurde keine weitere Unterscheidung hinsichtlich

bestimmter Signifikanzniveaus vorgenommen.
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7 Ergebnisse
71 Thrombosezeiten

Die intravitalmikroskopische = Thromboseinduktion flhrte zu einem
vollstandigen thrombotischen Gefalverschluss in allen untersuchten Venolen. Tiere, die mit
DMSO behandelt wurden, zeigten eine durchschnittliche Gefaldverschlusszeit von 235120
Sekunden (Abb. 13A). Die Behandlung mit dem H,S Donor GYY flihrte zu einer signifikanten
Verzoégerung des vollstandigen thrombotischen Gefallverschlusses, der erst nach 492184

Sekunden eintrat (p<0,05 vs DMSO).

A B

00 260 -

*
) . @ 200
S GO0 W =
= Il
G =
=
=z 2 150 ]
5 |
MoA00 =
= =
o o ]
: 3 100 1
3 1 =
& 200 =
& S a0y
0
DMSO GYY  DMSO GYY DMSO GYY DMSO GYY
@ AK AK @ AK AK

Abb. 13: GefédBverschlusszeit in Venolen und subaquale Blutungszeit. Quantitative Analyse der Zeit
bis zum vollstdndigen thrombotischen GefédBverschiuss der Venolen (A) und der subaqualen
Schwanzvenen-Blutungszeit (B) in GYY- (schwarz) bzw. DMSO- (grau) behandelten Tieren. Weiterhin
wurde ein anti-P-Selektin Antikérper appliziert, um die Beteiligung von P-Selektin an der
Thrombusbildung zu untersuchen. MW + SEM, t-Test mit Bonferroni Korrektur, * p<0,05 vs DMSO, *
p<0,05 vs O anti-P-Selektin Antikérper.
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Tiere, die zusatzlich zu DMSO mit anti-P-Selektin Antikérper behandelt
wurden, zeigten im Vergleich zur alleinigen DMSO Behandlung eine signifikant prolongierte
Thrombogenese von 560178 Sekunden (p<0,05 vs DMSO). Anti-P-Selektin Antikdrper
Applikation in GYY-exponierten Tieren hatte -verglichen mit der alleinigen GYY Behandlung-

jedoch keinen weiteren Einfluss auf die Thrombogenese.

7.2 Subaquale Blutungszeit und Thrombozytenzahl

Die nach der Thromboseinduktion erfolgte Bestimmung der subaqualen
Schwanzvenen-Blutungszeit zeigte ebenfalls eine Prolongation in Gegenwart von GYY (Abb.
13B). So sistierte die Blutung DMSO-behandelter Tiere nach 50+8 Sekunden. GYY-
behandelte Tiere zeigten im Gegensatz dazu eine mit 184+28 Sekunden um das 3-fache
verlangerte Blutungsdauer (p<0,05 vs DMSO). Die Applikation des anti-P-Selektin
Antikorpers flhrte sowohl in DMSO- als auch in GYY-behandelten Tieren mit 77+28 und
56+8 Sekunden nur zu einer leichten Verlangerung der subaqualen Blutungszeit.

Die Thrombozytenzahl aller Tiere lag in einem Bereich von 800-940 x 10%ml
und wurde weder durch die Behandlung mit DMSO oder GYY noch durch die Applikation des

anti-P-Selektin Antikérpers beeinflusst (Tabelle 1, siehe Anhang).

7.3 Durchflusszytometrie

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigten ruhende Thrombozyten eine
sehr geringe P-Selektin Expression, wohingegen die Glykoproteine GP,, und GPjp.a
konstitutiv exprimiert wurden (Abb. 14A-D). Die Aktivierung der Thrombozyten mit TRAP
fuhrte zu einer Steigerung der Expression von P-Selektin und GPy. .. Die Expression von
GPp.a wurde durch die Bindung von PAC-1 und Fibrinogen analysiert. Die Exposition
TRAP-stimulierter Thrombozyten mit GYY in aufsteigenden Konzentrationen fihrte zu einer

dosisabhangigen Reduktion der Expression aller untersuchten Adhasionsmolekile.
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Abb. 14: Durchflusszytometrische Analyse von humanen Thrombozyten. Die Thrombozyten wurden im
ruhenden Zustand sowie nach Exposition mit Thrombinrezeptor-aktivierendem Peptid (TRAP) und
steigenden GYY Konzentrationen analysiert und auf die Expression der Adhdsionsmolekile P-
Selektin (A) und Glykoprotein Ib (GPy,, B) untersucht. Die Expression des Glykoproteins llb-llla (GPy.
sy wurde durch Bindung des PAC-1 Antikérpers (C) und anhand der Bindung von Fibrinogen (D)
bestimmt. Zu sehen ist, dass P-Selektin erst auf TRAP Aktivierung hin extrazelluldr exprimiert wird.
Ruhende Thrombozyten zeigen hingegen bereits in Ruhe eine konstitutive Expression der
Glykoproteinrezeptoren GP,, und GPp.y.,. Die Expression von GPy. . wird durch TRAP Aktivierung
gesteigert. Die Exposition von aktivierten Thrombozyten mit GYY fihrt zu einer dosisabhdngigen
Reduktion aller untersuchten Adhdsionsmolekiile. MW + SEM, t-Test mit Bonferroni Korrektur * p<0,05
vs TRAP /@ GYY, ” p<0,05 vs TRAP/GYY 1 mM.

Dabei zeigte die Applikation von 1 mM GYY noch keinen signifikanten Effekt
auf die Adhasionsmolekilexpression aktivierter Thrombozyten. Die Steigerung der GYY
Konzentration auf 5 und 10 mM hingegen reduzierte die Adh&sionsmolekulexpression

deutlich. Dabei zeigte sich der starkste Effekt auf die Expression von P-Selektin (Abb. 14A),

was anhand des Fluoreszenzshifts deutlich wird (Abb.15).

200

M1 M2 |
M3 |

M4 |

160
i

Counts
120

80

10! 0 10° 104

Abb. 15: P-Selektin Expression von humanen Thrombozyten. Die P-Selektin Expression wurde
durchflusszytometrisch an Thrombinrezeptor-aktivierendem Peptid (TRAP, hellblau)-stimulierten bzw.
mit TRAP und 56 mM GYY (dunkelblau) oder 10 mM GYY (rot)-behandelten Thrombozyten bestimmt.
M1 ist der Fluoreszenzbereich nicht stimulierter Thrombozyten. Zu sehen ist, dass die mittlere
Fluoreszenz von unbehandelten TRAP-stimulierten Thrombozyten (M2 = 58,41) im Vergleich zu
aktivierten Thrombozyten, die mit 5 mM GYY (M3 = 31,56) bzw. 10 mM GYY (M4 = 20,68) exponiert
wurden, dosisabhéngig reduziert wird.
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Wahrend ca. 90% der unbehandelten TRAP-stimulierten bzw. mit 1 mM GYY-
behandelten Plattchen P-Selektin positiv waren, flhrte die Exposition mit 5 bzw. 10 mM GYY
zu einer signifikanten Reduktion P-Selektin positiver Plattchen auf 28+8% bzw. 16+4%
(jeweils p<0,05 vs alleinige TRAP Stimulation). Die GYY-induzierte Reduktion der
Adhasionsmolekilexpression zeigte sich ebenso bei den Integrinen GP), und GP ..

Die thrombozytare Exposition des vVWF-Rezeptors GP,, wurde durch TRAP
Stimulation nicht gesteigert. Es zeigte sich jedoch eine Reduktion der mittleren Fluoreszenz
aktivierter Thrombozyten auf 41+2% nach Exposition mit 5 mM GYY bzw. 32+2% nach 10
mM GYY (p<0,05 vs alleinige TRAP Stimulation: 57+4%, Abb. 14B). Sowohl die Bindung von
PAC-1 als auch von Fibrinogen an GP, 5 exprimierenden Thrombozyten wurde durch die

Behandlung mit 5 und 10 mM GYY signifikant reduziert (Abb. 14C und D).

7.4 Plasmatische Konzentration von I6slichem P-Selektin
Der Einfluss von GYY auf das Shedding von membrangebundenem P-
Selektin und somit die Bildung von l6slichem P-Selektin wurde durch die Bestimmung der

Konzentration des loslichen P-Selektins im Plasma der Versuchstiere untersucht.
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Abb. 16: Konzentration von léslichem (s)P-Selektin im Plasma von GYY- bzw. DMSO-behandelten
Versuchstieren nach phototoxischer Thromboseinduktion. MW + SEM, t-Test, * p<0,05 DMSO.

Die Behandlung mit GYY reduzierte die plasmatische Konzentration von
I6slichem P-Selektin nach Thromboseinduktion (Abb. 16). Die Konzentration von l6slichem
P-Selektin im Plasma von GYY-behandelten Tieren entsprach mit 567 ng/ml nur etwa
einem Drittel der Konzentration, welche im Plasma von DMSO-behandelten Tieren

gemessen wurde (p<0,05 vs DMSO: 17517 ng/ml).

7.5 Biotin Switch Assay

Bei der Auswertung des Biotin Switch Assay stellen sich im Western Blot
Banden dar, die durch die spezifische Bindung von Biotin an sulfhydrierte Proteine
hervorgerufen wurden und somit den Grad der S-Sulfhydrierung thrombozytarer Proteine

widerspiegeln (Abb. 17A).
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Abb. 17: Protein S-Sulfhydrierung humaner Thrombozyten. Reprdsentativer Westernblot (A) und
entsprechende quantitative Densitometrie (B) des Biotin-Switch-Assay von thrombozytdren Proteinen.
Der Biotin-Switch-Assay erfolgte entsprechend den Angaben von Mustafa et al. (2009). Zu sehen ist
die relative Intensitét sulfhydrierter Proteine, welche durch Exposition mit GYY signifikant zunimmt.
MW = SEM; t-Test mit Bonferoni Korrektur; * p<0,05 vs @ GYY.

In der quantitativen densitometrischen Analyse zeigte sich nach Behandlung
der Thrombozyten mit 1 und 5 mM GYY eine signifikante Zunahme der relativen Intensitat
des an SH-Gruppen gebundenen Biotins von 0,710,1 in unbehandelten Thrombozyten auf
1,4+0,1 und 1,4+0,3 (jeweils p<0,05 vs unbehandelte Kontrolle). Dies spricht fir eine
gesteigerte S-Sulfhydrierung thrombozytarer Proteine. Durch Steigerung der GYY
Konzentration auf 10 mM konnte keine weitere Steigerung der thrombozytaren Protein S-

Sulfhydrierung erreicht werden (Abb. 17B).
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8 Diskussion
8.1 Diskussion von Material und Methodik
8.1.1 Hydrogensulfid Donor GYY4137

Die aktuell verfigbaren H,S Donatoren unterscheiden sich wesentlich
hinsichtlich der Kinetik der H,S Freisetzung. GYY wurde fir die vorliegende Studie
verwendet, da es im Gegensatz zu bekannten salzférmigen H,S Donatoren, wie z.B. NaHS,
durch eine geringere, jedoch kontinuierliche und langanhaltende H,S Freisetzung
gekennzeichnet ist. So wird nach einer Wirkdauer von ca. 30 Minuten die
Plasmakonzentration von 50 uM erreicht und flr mindestens 180 Minuten aufrechterhalten
(Li et al. 2008). Somit spiegelt GYY die physiologische Bildung von H,S (Li et al. 2008 &
2009, Whiteman et al. 2010) vergleichbar der endogenen Bildung durch die entsprechenden
Enzyme wider. Die geringen freigesetzten H,S Konzentrationen sind auch im Hinblick auf die
dosisabhangige Wirkung des volatilen Transmitters auf den Organismus, besonders
hinsichtlich Entziindungsreaktionen, von Vorteil. So hemmt GYY die Freisetzung pro-
inflammatorischer Mediatoren, wie IL-1, IL-6 und TNF-a aus LPS-stimulierten Makrophagen
(Whiteman et al. 2010). GYY wurde als H,S Donor in experimentellen Versuchen (Li et al.
2008 und 2009, Whiteman M et al. 2010, Lisjak et al. 2010) eingesetzt, um unter anderem
den Einfluss von H,S auf Makrophagen bei Lipopolysaccharid (LPS)-induzierter Inflammation

(Whiteman et al. 2010) und auf humane Krebszelllinien (Lee et al. 2011) zu untersuchen.

8.1.2 In vivo Thrombosemodell
8.1.2.1 C57BL/6 Maus

Bei den fur die Experimente verwendeten C57BL/6 Mausen handelt es sich
um einen haufig fur Laborversuche verwendeten Inzuchtstamm. Die Tiere sind durch eine
hohe Sensibilitdt fir Schmerz und Temperaturen und ein schlechteres Ansprechen auf
Analgetika im Vergleich zu anderen Mausstammen gekennzeichnet. C57BL/6 war der zweite

Stamm, dessen Genom vollstandig entschlisselt wurde, sodass detailliertes Wissen Uber die
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Physiologie und Genetik der Tiere verfugbar ist. Dies stellt eine wesentliche Voraussetzung
fur gezielte genetische Modifikation dar und erklart die groRe Popularitat dieses Stammes
fur Laborversuche (Festing 1998).

In der vorliegenden Studie wurden ausschliel3lich mannliche Tiere verwendet,
um den Einfluss von Ostrogenschwankungen im Hormonhaushalt weiblicher Tiere auf die

Mikrozirkulation und die Thrombogenese auszuschliel3en.

8.1.2.2 Modell der Riickenhautkammerpréparation

Erste experimentelle Untersuchungen zum Studium der Thrombose erfolgten
bereits in der Backentasche des Hamsters (Kovacs et al. 1975), am Mesenterium (Sato &
Ohshima 1984, Jourdan et al. 1995), der Retina (Wilson & Hatchell 1991), dem Periost, der
Beinmuskulatur und der Subkutis (Ruecker et al. 2002), im kranialen Gefallbett (Ishikawa et
al. 2002), am Cremastermuskel von Ratte (Lindenblatt et al. 2004) und Maus (Thorlacius et
al. 2000) sowie am Ohr der haarlosen Maus (Roesken et al. 1997) und des Kaninchens
(Hashimoto et al. 2003). Die Ruckenhautkammer wurde erstmals von Algire 1943 an der
Maus mit dem Ziel angewendet, Wachstum und Vaskularisierung von implantierten Tumoren
zu untersuchen (Algire 1943). Die Anwendung dieser Technik wurde in den folgenden
Jahrzehnten erheblich erweitert (Lehr et al. 1993, Menger et al. 1994, Laschke et al. 2001)
und gehdrt heute zu den etabliertesten Modellen, um auf nicht-invasive Weise Angiogenese
(Laschke et al. 2002) und Mikrozirkulation durch repetitive Intravitalmikroskopie zu
untersuchen (Menger et al. 2002, Vajkoczy et al. 2000, Hoffmann et al. 2000b). Ein Vorteil
des Ruckenhautkammermodells besteht darin, dass die Untersuchungen der Mikrozirkulation
im Gegensatz zu akuten Praparationen, wie der des Cremastermuskels oder des
Mesenteriums, nicht unmittelbar nach dem operativen Eingriff, sondern erst einige Tage
spater erfolgen. Jede Praparation ist mit einem chirurgischen Trauma verbunden, das eine
pro-inflammatorische Antwort mit konsekutiver Beeinflussung mikrozirkulatorischer

Parameter, wie Gefalkdurchmesser und Blutfluss, zur Folge hat. Auf diese Weise hat die
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Operation auch Einfluss auf die Thrombogenese, sodass die Untersuchungen unter
unphysiologischen Bedingungen erfolgen (Fiebig et al. 1991). So bewirkt allein eine
Laparotomie zur Darstellung der MesenterialgefaRe einen hyperkoagulatorischen Zustand
mit verlangsamter Mikrozirkulation und Bildung kleiner Thromben (Weiss 1990). Nach der
Praparation der Rickenhautkammer hingegen kénnen sich die Tiere drei Tage bis zum
Beginn des eigentlichen Versuchs von der Narkose und dem chirurgischen Trauma der
Praparation erholen. Auf diese Weise wird der Einfluss der Operations-assoziierten
Inflammation auf die Hamodynamik der Mikrozirkulation minimiert, sodass die intravitale
Mikroskopie repetitiv unter nahezu physiologischen Bedingungen erfolgen kann (Laschke et

al. 2011).

8.1.2.3 Narkose

Sowohl die Praparation der Rickenhautkammer als auch die
Intravitalmikroskopie machen eine Narkose unumganglich. Die verwendete Ketamin/Xylazin
Narkose stellt ein weit verbreitetes Anasthesieverfahren im Rahmen von tierexperimentellen
Untersuchungen.

Der Wirkmechanismus von Ketamin besteht in einer Blockade des NMDA-
Rezeptor an der Phencyclin-Bindestelle. Ketamin verhindert somit die NMDA-Rezeptor-
abhangige Acetylcholinfreisetzung, was eine schnelle Bewusstlosigkeit und suffiziente
Analgesie bewirkt. Weiterhin verstarkt Ketamin die Wirkung von Katecholaminen, wie
Noradrenalin und Dopamin, durch Hemmung der peripheren Wiederaufnahme an der
synaptischen Endplatte. Dies flhrt zu einer Stimulation des Herz-Kreislauf-Systems mit
Steigerung des Herzschlagvolumens, gesteigerter Herzfrequenz und erhéhtem Blutdruck.
Ketamin bewirkt jedoch keine Muskelrelaxierung (Adams & Werner 1997).

Xylazin bewirkt ebenso eine Analgesie und flhrt dariber hinaus zu einer
Muskelrelaxierung. Es wirkt als Agonist an zentralen und peripheren a,-Rezeptoren. Die

Wirkung auf den Blutkreislauf ist zeitabhangig, wobei es durch Stimulation peripherer a,-
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Rezeptoren zunachst zu einem Blutdruckanstieg und einer verminderten Herzfrequenz
kommt. Spater flhrt die Uberwiegende Wirkung auf die zentralen a,-Rezeptoren zu einer
herabgesetzten Aktivitdt des Sympathikus und damit zu einer Bradykardie (Wright 1982) mit
AV-Blocken 2. Grades (Alef & Oechtering 2003), einem Abfall des Herzminutenvolumens
(Muir et al. 1979) und einer erniedrigten ventrikularen Kontraktion (Benson & Thurmon

1990). Xylazin bewirkt dartber hinaus eine ausgepragte Sedierung und Hypnose.

8.1.24 Intravitalmikroskopische Thromboseinduktion

Die Kombination von Epi-lllumination und in vivo Fluoreszenzmikroskopie
stellen eine etablierte Methode zur Untersuchung der Mikrozirkulation des Gehirns (Villringer
et al.1989), des Herzens (Vollmar et al. 1995), der Lunge (Kuhnle et al. 1993), des Pankreas
(Vollmar et al. 1994, Vajkoczy et al. 1999), des Darms (Bohlen & Gore 1976), des
Mesenteriums (Zweifach 1973), der Niere (Steinhausen et al. 1981), des Knochens (Winet
1989, Ruecker et al. 2002), der Haut (Barker et al. 1989) und des Skelettmuskels (Menger et
al. 1992a & b) dar.

Die Intravitalmikroskopie ermdglicht die direkte Visualisierung von Blutgefalien
und gestattet die Untersuchung zirkulierender Blutbestandteile, wie Leukozyten und
Thrombozyten, durch Applikation von spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen (Menger et al.
1992a & b, Hoffmann et al. 1999 & 2000a, Knappe et al. 2005). Sie ermdglicht die visuelle
und quantitative Analyse von Hamodynamik und Gefal3permeabilitat (Pries 1988), von
Zellschaden (Westermann et al. 1999) und von Inflammation (Geeraedts et al. 1998).

Die erste phototoxische Thromboseinduktion erfolgte 1977 durch Rosenblum
& El-Sabban in Gefalken der Pia mater der Maus (Rosenblum & El-Sabban 1977). Grundlage
der intravitalmikroskopischen Thromboseinduktion ist die durch kontinuierliche, lokale
Lichtexposition hervorgerufene Phototoxizitat des Fluorochromes FITC-Dextran. Dabei wird
der Farbstoff durch das von der Quecksilberdampflampe ausgesandte Licht energetisch

angeregt und erreicht ein hoheres Energieniveau, welches jedoch nur fir einen
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Sekundenbruchteil gehalten wird. Kehren die Molekiile in ihren Ausgangszustand zurtck, so
kommt es zur Aussendung eines Photons, welches im Grinlichffilter visualisiert wird. Durch
diese energetische Anregung kommt es zur Bildung von Sauerstoffradikalen (Rumbaut &
Sial 1999, Herrmann 1983), welche lokal Endothelzellen schadigen und so zur Freisetzung
von TF fahren, der zur Adharenz von Thrombozyten an die GefalRwandlasion beitragt
(Valenzeno 1987, Osterlund et al. 2001, Engelmann et al. 2003, Sato & Ohshima et al. 1984,
Rumbaut et al. 2004). Somit ist der Endothelschaden durch Aktivierung von Thrombozyten
und benachbarten Endothelzellen die Grundlage der Thrombusbildung (Inamo et al. 1996,
Valenzeno et al. 1987, Saniabadi et al. 1995, Osterlund et al. 2001, Engelmann et al. 2003).
Durch diese Prozesse kommt es zur Anlagerung der Thrombozyten an die Gefallwand, zur

Rekrutierung weiterer Thrombozyten und Leukozyten und konsekutiv zum vollstadndigen

thrombotischen Gefallverschluss im fokussierten Areal (Abb. 18).

Abb. 18: Intravitalmikroskopische Thromboseinduktion. Aufnahmen einer Venole vor (A) und nach
phototoxischer Thromboseinduktion (B). Die Thromboseinduktion erfolgte unter Verwendung eines 63-
fachen Wasserimmersionsobjektivs. Zur besseren Kontrastierung des intravasalen Raums wurde
FITC-Dextran intravends appliziert.

In Arteriolen, nicht jedoch Venolen, bewirkt die Photoaktivierung zusatzlich

eine Vasokonstriktion. Um den Einfluss der Modell-bedingten Vasokonstriktion auf die
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Thrombogenese auszuschliel3en, wurden in der vorliegenden Studie ausschlieRlich Venolen

untersucht.

8.1.3 Subaquale Schwanzvenen-Blutungszeit

Es handelt sich hierbei um eine in vivo Methode zur Erfassung der primaren
Hamostase. Die Bestimmung der Blutungszeit erfolgt beim Menschen klassisch am
Ohrlappchen, der Fingerbeere oder am Unterarm und wurde als subaquale Schwanzvenen-
Blutungszeit auf die Maus Ubertragen. Sie erlaubt eine Aussage Uber die Funktionsfahigkeit
von Thrombozyten bei der Bildung eines primaren Hamostasethrombus. So liegt bei
ausschlie8lich plasmatischen Gerinnungsstérungen meist eine normale Blutungszeit vor.

Eine exogene Beeinflussung ist z.B. durch aggregationshemmende Substanzen mdglich.

8.14 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometer (fluorescence activated cell sorter, FACS) kombinieren
die Messung von Lichtstreuung und Fluoreszenz. Bei einer Messung werden suspendierte
Zellen durch Uberdruck in eine Kapillare gepresst und einzeln an einem Laser vorbeigeleitet.
Der Laser erfasst dabei die Lichtstreuung als Vorwartsstreuung (FSC) und rechtwinklig zu
dieser als Seitwartsstreuung (SSC). Dabei wird die FSC durch die Zellgrée und die SSC
durch die intrazellulare Granularitdt und die Membranbeschaffenheit bestimmt, was die
Unterscheidung verschiedener Zellpopulationen ermdglicht. Durch den Einsatz von
fluoreszenzmarkierten Antikérpern kénnen zusatzlich Strukturen auf Zellmembranen erfasst
und quantitativ ausgewertet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Eigenschaft genutzt, um die
Expression von thrombozytaren Adhasionsmolekuilen zu untersuchen.

Die flr die Durchflusszytometrie verwendeten GYY Konzentrationen (1 mM, 5
mM und 10 mM) wurden entsprechend den Ergebnissen von Li et al. gewahlt (Li et al. 2008).

Wie durch die Untersuchungen von Li et al. dargestellt, fihrt 1 mM GYY in vitro zu einer
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kontinuierlichen Freisetzung von H,S mit einer ,steady state® Konzentration von ca. 5 pM.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die in der vorliegenden Arbeit verwendeten GYY
Konzentrationen im ,steady state” zu Konzentrationen von ca. 5 uM, 25 yM bzw. 50 yM H,S
fuhren. Dabei entspricht die hochste erreichte H,S Konzentration von 50 pM dem
physiologischen Bereich der in humanem Plasma gemessenen H,S Konzentrationen, welche

zwischen 34 und 65 uM liegen (Whiteman & Moore 2009).

8.1.5 Biotin Switch Assay

Die Technik des Biotin Switch Assay diente urspriinglich zum Detektieren von
NO-bedingten Protein Nitrosylierungen (Jaffrey & Snyder 2001). Durch Modifikation des
Assays ist es jedoch auch mdglich, die H,S-vermittelte Protein S-Sulfhydrierung zu messen
(Mustafa et al. 2009). Das Prinzip besteht in der Bindung von Biotin an -SSH- und freie
Thiolgruppen. Die Thiolgruppen werden durch MMTS blockiert, sodass die Biotinylierung
ausschlieBlich an -SSH-Gruppen erfolgt (Mustafa et al. 2009). Die S-Sulfhydrierung wird
somit indirekt durch Biotinylierung nachgewiesen, die durch anti-Biotin Antikdrper sichtbar

gemacht und quantitativ ausgewertet werden kann.

8.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von H,S auf die mikrovaskulare
Thrombogenese im Model der dorsalen Rickenhautkammer in Mausen sowie auf die
Aktivitat und Protein S-Sulfhydrierung humaner Thrombozyten untersucht.

Die Behandlung der Versuchstiere mit dem H,S Donor GYY resultiert in einer
signifikanten  Verldangerung der Dauer bis zum vollstdndigen thrombotischen
Gefaldverschluss durch intravitalmikroskopische Thromboseinduktion. Bei der offline
durchgeflihrten Videoanalyse der venolaren Mikrozirkulation vor der Thromboseinduktion
zeigte sich, dass sich weder der Gefalkdurchmesser noch die erythrozytare

Blutflussgeschwindigkeit (Tabelle 1, siehe Anhang) signifikant zwischen GYY- und DMSO-
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behandelten Tieren differieren und somit deren Einfluss auf die Thrombogenese zu
vernachlassigen ist. Die nach der Thromboseinduktion gemessene plasmatische
Thrombozytenzahl (Tabelle 2, siehe Anhang) ist ebenfalls nicht durch GYY bzw. DMSO
beeinflusst, sodass die Induktion einer Thrombozytopenie durch die Behandlung der
Versuchstiere als Ursache fir die prolongierte Thrombogenese ausgeschlossen werden
kann.

Als einen moglichen Mechanismus des anti-thrombogenen Effekts des H,S
Donors ist die Beeinflussung der Hamostase im Sinne einer alterierten Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktion zu diskutieren. Das Binden von Thrombozyten an endotheliale bzw.
subendotheliale Strukturen im Bereich einer Gefalwandlasion wird wesentlich durch
Adhasionsmolekile auf Thrombozyten und Endothelzellen ermdglicht. Bei den
durchflusszytometrisch untersuchten Adhasionsmolekilen GP,, GPj,.q12 und P-Selektin
handelt es sich um Rezeptoren, welche wesentlich die primare Hamostase vermitteln.
Sowohl P-Selektin als auch GP,, sind entscheidend am Rollen und der initialen Adhasion von
Thrombozyten im Bereich eines Gefallwanddefekts beteiligt. GP,.1, stabilisiert die
Thrombusbildung durch Aggregation der Thrombozyten Uber Fibrinogenbricken. Die beiden
Glykoproteinrezeptoren sind dabei klassische pro-thrombogene Adhasionsmolekile, die
durch die Bindung von VWF bzw. Fibrinogen die thrombozytdre Adhasion wahrend der
primaren Hamostase fordern. Dartber hinaus hat GP, durch Vermittlung eines ,outside-
in-signaling® Einfluss auf die Formveranderung von Thrombozyten wahrend der
Zellaktivierung (Shattil & Newman 2004). Die Signalkaskade beginnt mit Aktivierung des
Rezeptors und resultiert in einer dynamischen Anderung der Aktinstruktur des Cytoskeletts,
welche flr die thrombozytare Formanderung im Sinne einer Entrundung der Zellen und der
Ausbildung von Pseudopodien wichtig ist. Da die Vernetzung von Thrombozyten durch
Fibrinogenbriicken, welche sekundar in stabilere Fibrinmonomere gespalten werden,
essentiell fur die Bildung eines bestandigen Thrombus ist, hat das GP,, indirekt auch

Einfluss auf die sekundare Hamostase.
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Auch Selektine tragen Uber die Rekrutierung weiterer Thrombozyten und
Leukozyten zur Thrombogenese bei. So flihrt die Defizienz von P-Selektin in Mausen zu
einer verlangerten Schwanzvenen-Blutungszeit als Ausdruck einer beeintrachtigten primaren
Hamostase (Subramaniam et al. 1996). Die durch P-Selektin vermittelte Bindung ist nicht so
stark wie die der Glykoproteine, sodass das Selektin besonders fur die Adhasion und das
Rollen von Thrombozyten auf dem vaskularem Endothel unter geringen Scherkraften, wie sie
in Venolen bestehen, von Bedeutung ist (Furie et al. 2001). P-Selektin fordert weiterhin die
Thrombogenese, indem es die Fibrinablagerung steigert, wodurch P-Selektin die Grélie und
Stabilitat des Thrombus beeinflusst (Merten et al. 2000). Die Bedeutung von P-Selektin fir
die Thrombogenese zeigt sich auch anhand einer von Ramacciotti et al. durchgeflihrten
Metaanalyse, welche die Wirkung von P-Selektin Inhibitoren gegenuber Enoxaparin auf die
vendse Thromboembolie im Tiermodell vergleicht. In dieser Studie konnte gezeigt werden,
dass P-Selektin Inhibitoren die Wiedereréffnungsrate von Venen nach einer Thrombose
verbessern und die vendse Insuffizienz als Folge der Thrombose reduzieren (Ramacciotti et
al. 2010).

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigt sich anhand der Intensitat der
Antikorperbindung bzw. des mittleren Fluoreszenzshifts, dass GYY dosisabhangig die
Expression der Adhasionsmolekile GPy, GPy,.na und P-Selektin reduziert. Ein toxischer
Effekt von GYY auf die Blutplatichen ist als Ursache auszuschlieRen, da auch vom H,S
Donor NaHS in der Konzentration von 10 mM kein schadhafter Effekt auf Thrombozyten
nachgewiesen werden konnte (Zagli et al. 2007). Dies ist insofern relevant, als dass NaHS
zu einer wesentlich hoheren H,S Freisetzung gegenliber GYY fuhrt. Es kann somit
geschlussfolgert werden, dass der H,S Donor GYY durch die Reduktion der
Adhasionsmolekulexpression die thrombozytare Adhasion und Aggregation wahrend der
primaren Hamostase reduziert und somit das Thrombuswachstum beeintrachtigt.

P-Selektin wird als Transmembranprotein klassischerweise von aktivierten

Thrombozyten exprimiert. In ruhenden Blutplattchen ist P-Selektin in den Membranen von
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alpha Granula gespeichert, welche auf einen pro-thrombogenen Stimulus hin mit der Zell-
membran fusionieren und so membrangebundene Rezeptoren wie P-Selektin und GPyp.a
extrazellular exprimieren. Membrangebundenes P-Selektin kann durch nicht-proteolytische
Vorgange abgespalten werden, was zur Bildung der im Plasma gelésten Form flhrt. Losli-
chem P-Selektin kommt somit eine Funktion als Marker fir die thrombozytare Aktivitat zu, da
die plasmatische Konzentration mit der Aktivierung der Thrombozyten korreliert (Frijns et al.
1997, Ferroni et al. 2009). Losliches P-Selektin ist selbst pro-koagulatorisch. So konnte ge-
zeigt werden, dass die Applikation von l6slichem P-Selektin 1gG1 die Fibrinablagerung im
Bereich von Gefallwandlasionen steigert und die Bildung von pro-koagulatorischen Mikropar-
tikeln férdert (André et al. 2000).

Die Reduktion der plasmatischen Konzentration von Iéslichem P-Selektin nach
Thromboseinduktion in GYY-behandelten Tieren kann somit als Ausdruck einer reduzierten
thrombozytaren Aktivitdt gewertet werden und spiegelt die anti-thrombogene Wirkung des
H,S Donors wider.

Weiterhin zeigt die Verlangsamung des Thrombuswachstums in Venolen von
DMSO-behandelten Tieren nach Applikation des anti-P-Selektin Antikérpers, dass die
Blockade von P-Selektin anti-thrombogen ist. Dies spricht dafir, dass die reduzierte
thrombozytare P-Selektin Expression an der anti-thrombogenen Wirkung den H,S Donors
beteiligt ist.

Eine mogliche Ursache der reduzierten thrombozytaren P-Selektin Expression
kdénnte in der Blockade der Exozytose von alpha Granula bestehen. Die Bedeutung der
Granula fir die Thrombogenese ergibt sich aus ihrem Inhalt. Sie speichern sowohl
membrangebundene Adhasionsmolekiile, die von Thrombozyten nach Fusion der Granula
mit der Zellmembran exprimiert werden kénnen als auch l6sliche Proteine, die ins Plasma
abgegeben werden, darunter auch die Rezeptoren P-Selektin, GP, und GPp . (Blair &
Flaumenhaft 2009). Unter den gespeicherten Proteinen spielen der vWF und Fibrinogen als

Liganden von GPy, bzw. GPy,., flr die Stabilisierung und das Wachstums des Thrombus
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wahrend der primdren Hamostase die grolite Rolle. Somit kommt den thrombozytaren
Granula eine entscheidende Bedeutung wahrend der Formierung eines Thrombus zu. Die
Reduktion der Granula Exozytose durch H,S wirde die Thrombogenese folglich durch
verminderte Rezeptorexpression, begrenzt induzierbare GP,..-vermittelte intrazellularen
Signalwege und reduzierte Freisetzung pro-thrombogener Plasmaproteine beeinflussen.

Die Fusion der alpha Granula mit der Zellmembran wird wesentlich durch den
soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor (SNARE) Komplex vermittelt.
Dieser Komplex besteht aus zwei Untereinheiten, dem vesikular gebundenem v-SNARE und
dem an die Zellmembran gebundenem t-SNARE. Wahrend der Exozytose der Granula
kommt es zu einer Aneinanderlagerung der Untereinheiten, sodass die intrazelluldren
Vesikel in die Nahe der Zellmembran gelangen. Dies ermdglicht die Fusion der
Vesikelmembran mit der zytoplasmatischen Membran und erlaubt die Exozytose des
Granulainhalts bzw. die extrazellulare Prasentation membrangebundener Rezeptorstrukturen
durch Einbau der Granulamembran in die Zellmembran. Die Funktion des SNARE Komplex
ist dabei wesentlich vom N-ethylmaleimide-sensitive-factor (NSF), intrazellularem ADP und
Ca?" abhangig. Die Behandlung mit dem H,S Donor kénnte sowohl Einfluss auf die Funktion
von NSF als auch auf die intrazelluldre Ca** Konzentration haben. So wurde gezeigt, dass
H,S die intrazelluldare Ca** Konzentration von glatten Muskelzellen zerebraler Arteriolen
durch Aktivierung von Ca*" Kanalen senkt und somit zu einer Vasodilatation fiihrt (Liang et
al. 2012). H,S hemmt ebenso L-Typ Ca* Kandle in Myozyten und reduziert ihre
mechanische Kontraktion (Sun et al. 2008). In Thrombozyten erfolgt der Einstrom von Ca®*
wahrend der Zellaktivierung wesentlich durch ORAI-1 Kanale (Braun et al. 2009). H,S koénnte
die Funktion dieser Ca®* Kandle durch Protein S-Sulfhydrierung von Cysteinresten
modulieren. Dass durch S-Sulfhydrierung die Funktion von Kanalen beeinflusst werden kann,
wurde bereits anhand von Karp Kanalen gezeigt. Die S-Sulfhydrierung der Sur6 Untereinheit
fuhrt zum Offnen der Kap Kanale und zum Ausstrom von Kaliumionen aus der Zelle, welche

konsekutiv hyperpolarisiert (Sun et al. 2011). Auf &hnliche Weise koénnte die S-
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Sulfhydrierung von Ca®* Kanélen Einfluss auf die thrombozytére Ca** Konzentration haben
und somit die Funktion des SNARE Komplex wahrend der Exozytose von alpha Granula
beeinflussen.

Durch Protein S-Sulthydrierung kénnte H,S ebenso die Funktion von NSF
beeinflussen. Es ist bekannt, dass eine Nitrosylierung durch NO zu einer Inhibition von NSF
fuhrt und die Exozytose der Granula reduziert (Morrell et al. 2005). Ursachlich kénnte eine
Veranderung der Proteinstruktur sein, die zu einem Funktionsverlust fuhrt. Analog kénnte die
H,S-vermittelte Protein S-Sulfhydrierung die Funktion von NSF beeinflussen und somit
wiederum die SNARE-vermittelte Exozytose von alpha Granula modulieren.

Die Analyse der S-Sulfhydrierung von thrombozytaren Proteinen mittels Biotin
Switch Assay in der vorliegenden Arbeit zeigt, dass der Anteil sulfhydrierter Proteine durch
Applikation von GYY signifikant gesteigert wird. Im Gegensatz zu den durchflusszytometri-
schen Untersuchungen konnte jedoch keine Dosisabhangigkeit aufgezeigt werden. Eine
mogliche Ursache fir die fehlende Dosisabhangigkeit konnte die Anzahl vorhandener Cys-
teinreste sein, die einen limitierenden Faktor fir die Protein S-Sulfhydrierung darstellen. So-
mit wirde bereits durch die niedrigste GYY Konzentration ein GroRteil der Cysteinreste sul-
fhydriert. Es bleibt jedoch ungeklart, welche der thrombozytaren Proteine in welcher
Intensitat und an welcher Position sulfhydriert werden.

Die Protein S-Sulfhydrierung kénnte weiterhin die durchflusszytometrisch
nachgewiesene reduzierte Bindung von PAC-1 an aktivierte Thrombozyten erklaren. Bei
PAC-1 handelt es sich um einen Antikorper, der ausschlielich die aktivierte und hochaffine
Konformation des GP,... Rezeptors erkennt und bindet. Die durch H,S Exposition
reduzierte Bindung von PAC-1 an aktivierte Thrombozyten kann sowohl im Zusammenhang
mit einer geringeren Rezeptorexpression als auch mit einer verminderten
Rezeptoraktivierung stehen. Dabei kénnte H,S analog zur Modulation der Karp Kanal Aktivitat
durch Protein S-Sulfhydrierung der Untereinheiten von GP ., die Proteinstruktur verandern

und somit die Konformationsanderung blockieren. Folglich kénnte sich Fibrinogen nur an die
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niedrigaffine Rezeptorform anlagern, deren Bindungsstarke nicht suffizient genug ist, um
eine dauerhaft stabile Thrombozytenaggregation zu gewahrleisten. Dies wirde wiederum die
im Vergleich mit der PAC-1 Bindung starkere Reduktion der Fibrinogenbindung nach GYY
Behandlung erklaren.

Aufgrund der Fahigkeit, Zellmembranen auch ohne spezifische Transporter zu
durchdringen, ist es ebenso wahrscheinlich, dass das von GYY liberierte H,S nicht nur die
zellularen Blutbestandteile, sondern auch Endothelzellen durch den Prozess der S-
Sulfhydrierung von Proteinen sowie durch die Modifikation von lonenkandlen in ihrer
Funktion beeinflusst. So kénnte H,S auch einen Einfluss auf die Exozytose von Weibel-
Palade Kdrperchen haben. Es handelt sich hierbei um endotheliale Granula, die Proteine,
wie z.B. VvWF, P-Selektin, FXllla, Eotaxin und Interleukin-8, zur Steuerung der
Thrombogenese und von Entziindungsreaktionen speichern (Lowenstein et al. 2005). Die
Fusion der Weibel-Palade Koérperchen mit der Zellmembran wird analog zur Exozytose der
alpha Granula durch den SNARE Komplex vermittelt (Lowenstein et al. 2005). Somit kdnnte
H,S durch Modulation der Ca®* Konzentration in Endothelzellen und S-Sulfhydrierung von
NSF ebenso Einfluss auf die Funktionalitit des SNARE Komplexes in Endothelzellen und
folglich auf die Exozytose pro-thrombogener Weibel-Palade Kérperchen haben. Auf diese
Weise wirde zusatzlich zum thrombozytaren P-Selektin endotheliales P-Selektin reduziert
exprimiert bzw. abgespalten werden, was wiederum das Rollen von Thrombozyten und
Leukozyten auf Endothelzellen wahrend der primaren Hamostase reduzieren wurde.
Auflerdem kdnnte weniger VWF ins Plasma abgegeben werden, wodurch die Adh&sion von
Thrombozyten via GP,, an subendotheliale Strukturen gestért wirde. Die mdgliche
Beeinflussung der Endothelzellfunktion stellt somit eine weitere Erklarung fur die anti-
thrombogene Wirkung von H,S dar.

Die im aktuellen Modell erhobenen Daten beziehen sich primar auf die venola-
re Thrombogenese. Durch Modulation der Exozytose von alpha Granula und Weibel-Palade

Kdrperchen und somit des VWF kénnte H,S jedoch auch die arteriolare Thrombogenese be-
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einflussen. Die Bindung von Thrombozyten an Gefallwandladsionen basiert aufgrund der im
Gegensatz zu Venolen deutlich hdheren Scherkrafte wesentlich auf der starken GPy, - VWF
Bindung. Obwohl sich die Pathophysiologie der Thrombusbildung in Arteriolen durch unter-
schiedliche GefalRwandeigenschaften sowie hoéhere Blutflussgeschwindigkeiten und Stro-
mungsverhaltnisse deutlich von der Pathophysiologie in Venolen unterscheidet, kdnnte H,S
durch Reduktion der vVWF Konzentration im Plasma auch in Arteriolen eine anti-thrombogene
Wirkung entfalten.

In diesem Zusammenhang ist weiterhin anzunehmen, dass H,S nicht nur die
mikrovaskulare Thrombogenese beeinflusst, sondern auch die Bildung von Thrombosen im
makrovaskularen GefalRsystem verzogert.

Die vorliegende Arbeit gibt weiterhin eine Erklarung fur die von Zagli et al.
beschriebene Hemmung der Thrombozytenaggregation durch H,S (Zagli et al. 2007). Zagli
et al. hatten als mogliche Ursache sowohl die endogene Bildung von cAMP, cGMP und NO
durch H,S als auch die Rolle von Katp Kanalen ausgeschlossen, ohne einen Mechanismus
definieren zu koénnen. Im Zusammenhang mit den aktuellen Ergebnissen kann nun
geschlussfolgert werden, dass die beschriebenen anti-aggregatorischen Effekte von H,S auf
der Modifikation thrombozytarer Proteine durch H,S-vermittelte S-Sulfhydrierung beruhen
konnten. Durch diesen Mechanismus konnte H,S sowohl die Aktivierbarkeit von
Thrombozyten modulieren als auch Einfluss auf die Exozytose pro-thrombogener alpha

Granula nehmen und konsekutiv seine anti-thrombogene Wirkung vermitteln.
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9 Schlussfolgerung

H,S ist ein endogenes Pharmakon, das aufgrund seiner pleiotropen Funktion
in verschiedenen Bereichen als Therapeutikum eingesetzt werden konnte (Wallace 2007).
Die Applikation kdnnte sowohl inhalativ, in Form von Gasgemischen, oder an Donatoren, wie
GYY, gebunden oral bzw. parenteral erfolgen. So wurde zum Beispiel der Cyclooxygenase
Inhibitor Diclofenac mit H,S-liberierenden funktionellen Gruppen modifiziert. Das Produkt S-
Diclofenac ist aktuell Gegenstand zahlreicher experimenteller Untersuchungen und weist
ebenso wie andere H,S Donatoren anti-inflammatorische (Li et al. 2007, Wallace et al. 2007)
und kardioprotektive (Rossoni et al. 2008, Beltowski et al. 2010, Zhang et al. 2011)
Eigenschaften auf. Das Naproxenderivat ATB-346 ist ein weiterer H,S Donor, der im
Tierexperiment die gleiche anti-inflammatorische Potenz wie Naproxen besitzt, dabei jedoch
weniger gastrointestinale Nebenwirkungen aufweist und im Gegensatz sogar die Heilung
bestehender Ulcera fordert (Wallace et al. 2010).

Eine klinische Anwendung von H,S-liberierenden Substanzen ist jedoch als
durchaus kritisch zu sehen, da aktuell keine genauen Daten Uber die physiologische H,S
Konzentration im menschlichen Organismus vorliegen. Die gemessenen Konzentrationen
schwanken von nano- bis mikromolar, wobei die niedrige Konzentrationen eher als
physiologisch angesehen werden (Furne et al. 2008, Hughes et al. 2009, Tangerman 2009,
Whiteman & Moore 2009). Die unterschiedlichen Ergebnisse beruhen dabei auf der
Detektion unterschiedlicher Speicherformen von H,S durch verschiedene Messmethoden
(Vandiver & Snyder 2012). Die Definition eines sicheren Referenzbereichs fur die endogene
H.S Konzentration ist essentiell, um schadliche Nebenwirkungen zu vermeiden. Letztere
beruhen wesentlich auf der Bindung von H,S an die Cytochrom-C Oxidase und konsekutiver
Hemmung der mitochondrialen Atmungskette (Lloyd 2006, Hughes et al. 2009). Weiterhin
bleibt zu bedenken, dass aufgrund der pleiotropen Effekte auf verschiedene Organsysteme
mit einer Vielzahl von Interaktionen und maoglichen Nebenwirkungen zu rechnen ist. In

diesem Zusammenhang ware ein Donor, wie GYY, mit kontinuierlicher Freisetzung geringer
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H,S Konzentrationen fir den klinischen Einsatz sowohl hinsichtlich der Steuerbarkeit als
auch des Nebenwirkungsprofils vorteilhaft.

Aktuell ist der H,S Donor Na,S (IK-1001) in klinischer Erprobung zur Therapie
von Ischamie/Reperfusion-Schaden (NCT00858936). Sollte sich dessen Kklinische
Anwendbarkeit bestatigen, so konnten Pravention und Therapie von Thrombosen weitere
Anwendungsbereiche sein.

Das Resultat der vorliegenden Arbeit, die experimentell nachgewiesene anti-
thrombogene Wirkung von H,S, erweitert das funktionelle Spektrum des Gases und somit
dessen therapeutisches Potential. Die Analyse des molekularen Wirkmechanismus und der
Beeinflussung intrazellularer Prozesse in Thrombozyten wahrend der Hamostase bedlrfen

weiterer Studien und sind essentiell, um einen klinischen Einsatz von H,S zu realisieren.
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11 Anhang

Tabelle 1: Mikrohamodynamik in Venolen

@ anti-P-Selektin Antikérper

anti-P-Selektin Antikérper

DMSO GYY DMSO GYY
Blutflussgeschwindigkeit
von Erythrozyten 0,64+004 | 053+005 | 0,72+0,04 | 0,660,086
(mm/s)
GefaBdurchmesser 55,4 + 3,9 580+47 | 597%39 | 52,0%48
(pm)

Tab. 1: Quantitative Analyse der erythrozytdren Blutflussgeschwindigkeit und des GefdBdurchmessers

von Venolen der dorsalen Riickenhautkammerprédparation. Es zeigen sich keine Unterschiede in den
Parametern hinsichtlich der Behandlung mit GYY oder DMSO bzw. dem anti-P-Selektin Antikérper.

MW + SEM, t-Test mit Bonferroni Korrektur.
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Tabelle 2: Kleines Blutbild nach Thromboseinduktion

@ anti-P-Selektin Antikérper

anti-P-Selektin Antikérper

DMSO GYY DMSO GYY
Leukozyten (1*10%/)) 7+1 5+0 81 51
Thrombozyten
936 + 69 902 + 66 800 £ 78 940 £ 63
(1*10°/)
Erythrozyten
811 810 8+0 80
(1*10"/1)
Hémoglobin (mM/]) 76104 7,8+£0,2 7,1+£0,3 72+04
Hématokrit (/1) 0,429 +0,024 | 0,428 +0,009 | 0,401 +£0,013 | 0,417 £ 0,025
MCV (fl) 52,4+04 525104 53,56+0,3 53,6 £0,2
MCH (aM) 936+ 6 947 £ 6 945+ 9 926 £ 6
MCHC (mM/) 17,9+0,2 18,2+ 0,2 17,7+ 0,2 17,3+ 0,1

Tab. 2: Analyse des peripheren Blutbildes von Versuchstieren, die mit GYY oder der Trdgersubstanz
DMSO bzw. mit und ohne anti-P-Selektin Antikérper behandelt wurden. MCV: mitteres korpuskuléres

Volumen, MCH: MCHC:
Hédmoglobinkonzentration. Keine der Behandlungen zeigt eine wesentliche Beeinflussung der

mittleres  korpuskuldres  Hdmoglobin, mittlere  korpuskulére

Blutparameter. MW + SEM, t-Test mit Bonferroni Korrektur.



Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

12

12.1

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

12.2

Tab.

Tab.

10:;

11:

12:

13:

14:

15;

16:

17:

18:

Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungen

Elektronenmikroskopische Aufnahmen humaner Thrombozyten
Schematische Darstellung der Hamostase

Schematische Darstellung der Hydrogensulfid Biosynthese
C57BL/6 Maus

Bestandteile der dorsalen Ruckenhautkammer

Operative Schritte der Riickenhautkammerpraparation
Instrumente zur Praparation der dorsalen Rickenhautkammer
Schematische Darstellung der Schichten der Rickenhautpraparation
Schematische Darstellung des Versuchsablaufs

Aufbau der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie
Intravitalmikroskopische Aufnahmen von Gefalten der Riickenhaut
Durchflusszytometrie

Venolare Gefaldverschlusszeit und subaquale Blutungszeit
Durchflusszytometrie humaner Thrombozyten

P-Selektin Expression humaner Thrombozyten

Plasmatische P-Selektin Konzentration

Protein S-Sulfhydrierung humaner Thrombozyten

Intravitalmikroskopische Thromboseinduktion

Tabellen
Mikrohamodynamik in Venolen

Kleines Blutbild nach Thromboseinduktion



Danksagung 87

13 Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Frau Professor Brigitte Vollmar, der Direktorin des
Rudolf-Zenker-Instituts fur Experimentelle Chirurgie der Universitat Rostock, fir die
Moglichkeit, diese Arbeit an ihrem Institut durchzufihren. lhre Betreuung und stete
Unterstitzung haben mich gepragt und mein Studium wesentlich beeinflusst.

Auch fur ihre Hilfe bei der Veroéffentlichung der eigenen Forschungsergebnisse
und der Fertigstellung der Arbeit und ihre Geduld bei allen Fragen und Problemen bedanke
ich mich sehr herzlich.

Ich méchte mich ebenfalls daflr bedanken, dass ich die Moglichkeit hatte,
nach dem Abschluss der Experimente dieser Arbeit als studentische Hilfskraft weiter

wissenschaftlich am Institut arbeiten zu konnen.

Ebenso bedanke ich mich bei Herrn Professor Michael D. Menger, dem
Direktor des Instituts flr Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes,

fur die konstruktive Begutachtung meiner Arbeit.

GroRRer Dank gilt Frau Dr. Angela Kuhla fir ihre professionelle und

ausgezeichnete technische Unterstltzung bei der Durchfihrung komplexer Experimente.

Ganz besonders danke ich Herrn Dr. Dietmar Zechner und meinem
Kommilitonen Fabian Miuller-Graf flr die professionelle Zusammenarbeit und die

konstruktiven Diskussionen wahrend der gemeinsamen Forschungsprojekte.

Weiterhin bedanke ich mich bei Frau Berit Blendow, Doris Butzlaff, Eva
Lorbeer-Rehfeld und Maren Nerowski sowohl fir ihre stetige Hilfsbereitschaft und wertvolle

technische Assistenz im Laboralltag als auch fur ihre informativen Anregungen.

Nicht zuletzt mdchte ich mich auch bei Frau Anja Gellert fur ihre fortwahrende

Hilfe und Unterstitzung bedanken.

Allen Mitarbeitern der Experimentellen Chirurgie, auch den hier nicht
namentlich genannten, bin ich fur die gute und freundliche Zusammenarbeit und fur das

angenehme Arbeitsklima am Institut sehr dankbar.



Danksagung 88

Mein Dank gilt all meinen Freundinnen und Freunden, die mich im Studium
und wahrend der Promotion mich nicht nur tatkraftig unterstitzt haben, sondern mich stets

aufbauten und fir die erforderliche Abwechslung sorgten.

An dieser Stelle moéchte ich mich auch bei meinen Eltern und meiner
Grol3mutter bedanken, fir ihre Unterstitzung, ihre Kraft und ihre Liebe, die mich all die Jahre
durch mein Studium begleitet haben und mich auch bei der Erstellung der Dissertation vor

allem moralisch unterstitzten und somit zum Gelingen beigetragen haben.



Eidesstattliche Erklarung 89

14 Eidesstattliche Erkldrung

Ich erklare hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbstandig
und ohne unerlaubte fremde Hilfe angefertigt und keine anderen als die angegebenen
Quellen und Hilfsmittel benutzt habe. Die aus fremden Quellen direkt oder indirekt
ubernommenen Stellen sind als solche kenntlich gemacht.

Die Arbeit wurde bisher in gleicher oder ahnlicher Form keinem anderen

Prifungsamt vorgelegt und auch nicht veroéffentlicht.

Ort, Datum Eberhard Grambow



Lebenslauf

15 Lebenslauf

PersoOnliche Daten

Zur Person Eberhard Grambow
geboren am 15.07.1987
in Neubrandenburg

Kontaktdaten

Familienstand ledig

Schulbildung

1994-1998 John Brinckman Grundschule; Schwerin
1998-2007 Goethe-Gimnasium; Schwerin
Sprachkenntnisse

Deutsch Muttersprache

Englisch flieRend in Wort und Schrift

Russisch Grundkenntnisse


Eberhard Grambow

Eberhard Grambow

Eberhard Grambow

Eberhard Grambow

Eberhard Grambow

Eberhard Grambow


Lebenslauf

91

Studium

seit 10/2007

09/2009

12/2013

Studium der Humanmedizin an der Universitat Rostock
1. Arztliche Prifung

Voraussichtlicher Studienabschluss

Krankenpflegepraktikum

07-09/2007

02-03/2008

Urologie / Neurochirurgie; HELIOS Kliniken Schwerin

Urologie / Neurochirurgie; HELIOS Kliniken Schwerin

Freiwillige Praktika zur fachlichen Orientierung

03/2009

02/2009

Famulaturen

02/2010-03/2010

07/2010-08/2010

02/2011-03/2011

Praktisches Jahr

1. Tertial

2. Tertial

3. Tertial

Zentrum fir Plastische und Asthetische Chirurgie; HELIOS Kliniken
Schwerin

Praxis flr Handchirurgie und Plastische Chirurgie; Dr. Belusa;
Rostock

Praxis flr Handchirurgie und Plastische Chirurgie; Dr. Belusa;
Rostock

Abteilung fur Allgemeine Chirurgie, Thorax-, Gefall- und
Transplantationschirurgie; Universitadtsmedizin Rostock

Abteilung fur Handchirurgie, Plastische und Mikrochirurgie
Berufsgenossenschaftliches Unfallkrankenhaus Hamburg

Abteilung fur Urologie; Universitatsmedizin Rostock

Abteilung fur Mund-, Kiefer-, Gesichts- und Plastische Chirurgie
Universitatsmedizin Rostock

Abteilung fur Allgemeine Chirurgie, Thorax-, Gefall- und
Transplantationschirurgie; Universitadtsmedizin Rostock

Abteilung fur Nephrologie; Universitatsmedizin Rostock



Lebenslauf

92

Wissenschaftliche Tatigkeit

Promotion

Seit 01/2010
Thema

Themenvergabe

Institut

04/2011

Studentische Hilfskraft

Seit 01/2011

,Der Einfluss von Hydrogensulfid auf die Aktivitdt humaner
Thrombozyten und die mikrovaskulare Thrombogenese im Modell der
dorsalen Ruckenhautkammer*

Prof. Dr. med. Brigitte Vollmar

Rudolf-Zenker-Institut fir Experimentelle Chirurgie
Universitat Rostock

Ende der Experimente

Institut fur Experimentelle Chirurgie der Universitat Rostock

Einarbeitung und Betreuung von zwei Doktoranden auf den Gebieten
der Thromboseforschung und der Stimulation der endogenen
Wundheilung

Publikationsverzeichnis

Peer-review Originalarbeiten

Siebert N*, Xu W*, Grambow E, Zechner D, Vollmar B. Erythropoietin
improves skin wound healing and activates the TGF-B signaling
pathway. Lab Invest. 2011;91:1753-65.

Hergert B*, Grambow E*, Butschkau A, Vollmar B. Effects of systemic
pretreatment with CpG ODN on skin wound healing in mice.
Manuskript in Revision bei Wound Repair Regen.

Grambow E*, Mueller-Graf F*, Delyagina E, Frank M, Kuhla A,
Vollmar B. Effect of the hydrogen sulfide donor GYY 4137 on platelet
activation and microvascular thrombus formation in mice. Platelets.
2013. Epub ahead of print.

Butschkau A, Nagel P, Grambow E, Broze GJ Jr, Vollmar B.
Contribution of protein Z and protein Z-dependent protease inhibitor
in generalized Shwartzman reaction. Manuskript 04/2013
angenommen bei Crit Care Med.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Siebert%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21894148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21894148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grambow%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21894148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zechner%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21894148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vollmar%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21894148

Thesen zur Dissertation 93

Zitierféhige Abstracts

Kongressbeitrdge

Rostock, 02.05.2013

Grambow E, Eipel C, Kuehl AR, Kram L, Vollmar B. The slow
releasing H(2)S donor GYY 4137 exerts anti-thrombotic effects in
vivo. Langenbecks Arch Surg. 2010;395:788-9.

Grambow E, Eipel C, Kuehl AR, Kram L, Vollmar B. The slow
releasing H(2)S donor GYY 4137 exerts anti-thrombotic effects via a
P-selectin  dependent mechanism. Langenbecks Arch Surg.
2011;369:582.

Grambow E, Siebert N, Xu W, Zechner D, Vollmar B. Erythropoietin
improves skin wound healing and activates TGF-beta signaling
pathway. Langenbecks Arch Surg. 2011; 396:888.

Grambow E, Eipel C, Kuehl AR, Kram L, Vollmar B. Der Einfluss von
Hydrogen-Sulfid auf die Aktivitit von Thrombozyten und die
mikrovaskulédre Thrombogenese. Gefalichirurgie. 2012;5:429-30.

Grambow E, Eipel C, Kuehl AR, Kram L, Vollmar B. Molecular
mechanisms of the anti-thrombotic effect of the slow releasing H.S
donor GYY 4137. Joint Meeting of the ESM & GfMVB, Miinchen, 13.-
16.10.2011.

Eberhard Grambow



Thesen zur Dissertation 94

16 Thesen zur Dissertation

1. Trotz jahrelanger umfangreicher klinischer und experimenteller Studien zur
Prophylaxe von Thrombosen stellen thrombotisch bedingte Gefallverschlisse eine
bedeutsame Komplikation in allen chirurgischen Disziplinen dar und gefahrden Patienten

sowohl wahrend der Operation als auch postoperativ.

2. Die Vorgange der Adhasion und Aggregation von Thrombozyten bis zur
Bildung eines stabilen Thrombus sind komplex und werden als Hamostase bezeichnet.
Wahrend der primaren Hamostase erfolgt die wesentlich auf Adhasionsmolekil-vermittelter
Bindung beruhende Formung eines instabilen primaren Thrombus. Dieser wird durch die in
der sekundaren Hamostase ablaufenden Prozesse in einen stabilen Thrombus

umgewandelt.

3. Hydrogensulfid (H,S) ist ein endogener gasférmiger Transmitter. Aufgrund
seiner physiologisch protektiven Wirkung auf verschiedene Organsysteme ist es
wahrscheinlich, dass H,S ebenso Einfluss auf die Thrombogenese nimmt und ein moégliches

anti-thrombogenes Potential besitzt.

4. In der vorliegenden Studie wurden die aktuell nicht hinreichend
beschriebenen Effekte von H,S auf die Bildung von Thrombosen in vivo und auf

Thrombozyten in vitro untersucht.

5. Als H,S Donor wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelostes GYY4137 (GYY)
verwendet. Es handelt sich hierbei um eine Substanz, die H,S kontinuierlich Gber mehrere
Stunden in physiologischen Konzentrationen liberiert und somit die natirliche Bildung

widerspiegelt. DMSO diente als Kontrolle.
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6. In vivo erfolgten die Analyse der mikrovaskularen Thrombogenese in
Venolen der dorsalen Rickenhautkammerpraparation und die Messung der subaqualen
Schwanzvenen-Blutungszeit im Mausmodell. Hierzu wurden die Tiere mit GYY oder DMSO
behandelt. Weiterhin wurde separaten GYY- bzw. DMSO-behandelten Tieren ein anti-P-
Selektin  Antikérper appliziert, um die Bedeutung von P-Selektin wahrend der

Thrombogenese zu evaluieren.

7. In vitro wurde die dosisabhangige Wirkung von GYY auf die Expression der
pro-thrombogenen Adhasionsmolekile Glykoprotein Ib, llb-llla und P-Selektin sowie auf die
Protein S-Sulfhydrierung humaner Thrombozyten mittels Durchflusszytometrie bzw. Biotin
Switch Assay analysiert. Zusatzlich erfolgte die Bestimmung der Konzentration von |8slichem

P-Selektin im Plasma der Versuchstiere.

8. Die Behandlung mit GYY prolongierte gegeniber DMSO sowohl die
Thrombogenese als auch die Schwanzvenen-Blutungszeit signifikant. Auch die Applikation
von anti-P-Selektin Antikérper in DMSO-behandelten Tieren verzdogerte den thrombotischen
Gefaldverschluss signifikant. Weiterhin zeigten GYY-behandelte Tiere signifikant reduzierte

Konzentrationen von plasmatischem P-Selektin.

9. Die Expression aller untersuchten Adhdsionsmolekile auf aktivierten
Thrombozyten wurde in Gegenwart von GYY dosisabhangig reduziert. Durch Behandlung

mit GYY wurde weiterhin die S-Sulfhydrierung thrombozytarer Proteine signifikant gesteigert.

10. Die vorliegende Studie zeigt die anti-thrombogene Wirkung von H,S auf
die venulare Thrombogenese und die Modulation der thrombozytaren Funktion mit
konsekutiver Beeinflussung der Hamostase. Somit sind H,S-liberierende Substanzen als
neue potentielle anti-koagulatorische Therapeutika anzusehen und kénnten zur Prophylaxe

von Thrombosen eingesetzt werden.





