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1 Einleitung 

1.1 Thrombozyten 

Thrombozyten sind kernlose Fragmente der Megakaryozyten. Mit einem Durchmesser von 1-

3 µm und einer durchschnittlichen Oberfläche von 8 µm2 sind sie die kleinsten zellulären 

Bestandteile des Blutes. Im menschlichen Blut existieren 150.000-300.000 Plättchen pro µl 

Blut. Wenn sie nicht verbraucht werden, zirkulieren sie 10 Tage im Blut und werden dann 

durch die Makrophagen der Milz oder Leber beseitigt (Cimmino 2013).  

Thrombozyten sind von zentraler Bedeutung bei der primären Hämostase nach 

Gefäßverletzung. Eine Schädigung des Blutgefäßes aktiviert die Thrombozyten und löst eine 

Formveränderung aus: Aus der ursprünglich diskoiden Form vergrößern die Thrombozyten 

ihre Oberfläche durch Ausstülpungen aus der Plasmamembran, sogenannten Pseudopodien. 

Anschließend adhärieren sie an der verletzten Stelle und aggregieren untereinander, um die 

akute Blutung zu stoppen (Cassar 2003; Versteeg 2013).  

Des Weiteren setzen sie per Exozytose eine Vielzahl an Effektormolekülen am Ort der 

Gefäßschädigung frei. Diese werden in den Thrombozyten in drei verschiedenen 

intrazellulären Speichergranula aufbewahrt: alpha-Granula, dense Granula und Lysosomen 

(Jedlitschky 2004; Steinhubl 2007). Die alpha-Granula beinhalten v.a. Polypeptide, wie 

Fibrinogen, Proteaseinhibitoren und PDGF, die die Aggregation und Quervernetzung der 

Thrombozyten, Blutgerinnung und anschließende Wundheilung fördern. Insbesondere 

Fibrinogen und Fibronektin sorgen für einen stabilen Verschluss der Verletzung unter 

Ausbildung eines Fasernetzes aus Fibrin und quervernetzten Thrombozyten (Blair 2009). 

Dense Granula besitzen kleine Moleküle wie ADP, Serotonin und Calcium. ADP dient der 

Aktivierung weiterer Thrombozyten, Serotonin der Gefäßverengung in unmittelbarer 

Umgebung und Calcium der Blutgerinnung. Die Lysosomen beinhalten hydrolytische 

Enzyme (Cimmino 2013). 

Dysregulationen der Thrombozytenfunktion können zu kardiovaskulären Erkrankungen wie 

Thrombosen, Atherosklerose und Restenosen führen (van Zanten, 1994). Daher unterliegen 

Thrombozyten starken inhibitorischen Signalen zur Begrenzung ihrer Aktivierung und 

Thrombusformation. Eine besondere Rolle spielen hier Endothelzellen, die die 

Thrombozytenaktivierung hauptsächlich durch die Freisetzung von Prostaglandin I2 und 

Stickstoffmonoxid (NO) über eine Anhebung der zyklischen Nukleotidkonzentrationen 

senken.  
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1.2 Mediatoren aus Thrombozyten: Sphingosin-1-Phosphat (S1P) 

1.2.1 Aufbau und biologische Funktionen von S1P 

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein Mediator, der von Thrombozyten in großen Mengen 

gespeichert und nach Aktivierung freigesetzt wird. Es ist ein Lysophospholipid aus der 

Gruppe der Sphingolipide, die als gemeinsames Grundgerüst das Sphingosin, einen aus 18 C-

Atomen bestehenden Aminoalkohol, enthalten (Obinata 2012). Nach Phosphorylierung des 

Sphingosins an der C1-Hydroxylgruppe durch die Sphingosinkinase entsteht S1P. Die 

Sphingosinkinase existiert in zwei Isoformen: Sphingosinkinase 1 und Sphingosinkinase 2. 

Die Enzyme unterscheiden sich geringfügig in ihrer Substratspezifizität und subzellulären 

Lokalisation (Spiegel 2007).  

Der Abbau des S1P findet auf zwei verschiedene Arten statt: Die reversible 

Dephosphorylierung des S1P erfolgt durch Phosphatasen. Die Lipidphosphat-Phosphatasen an 

der Zelloberfläche senken den extrazellulären S1P-Spiegel. Die S1P-spezifischen 

Phosphatasen am endoplasmatischen Retikulum regulieren den zytoplasmatischen S1P-

Spiegel (Le Stunff 2002). Der irreversible Abbau von S1P zu Phosphoethanolamin und 

Hexadecenal wird katalysiert durch die S1P-Lyase (Ikeda 2004). Die Balance zwischen 

Synthese und Abbau reguliert den intrazellulären S1P-Spiegel. 

Lange Zeit wurde S1P nur als Zwischenprodukt des Sphingosinstoffwechsels angesehen. Es 

spielt jedoch eine Rolle bei vielen verschiedenen biologischen Abläufen (Yatomi 2006). 

Forschungsarbeiten der letzten Jahre führten zur Identifizierung von fünf G-Protein-

gekoppelten S1P-Rezeptoren (S1P1-S1P5) mit unterschiedlicher Lokalisation und Funktion an 

Zelloberflächen (Anliker 2004). Die S1P-Rezeptoren 1-3 werden ubiquitär exprimiert; S1P4 

befindet sich vorrangig im lymphatischen System (Gräler 1998) und S1P5 im ZNS (Ishii 

2004). Zusätzlich agiert S1P auch intrazellulär als second messenger, der z. B. die 

Calciumhomöostase reguliert und die Apoptose verhindert (Kohno 2006). Grundlage für seine 

Signalmolekülwirkung ist seine amphipatische Struktur: Als Lysophospholipid mit polarer 

Kopfgruppe und hydrophober Lipidkette besitzt S1P die Fähigkeit, die Plasmamembran zu 

verlassen und als intrazellulärer Mediator zu agieren.  

S1P reguliert über seine Rezeptoren diverse biologische Funktionen, wie die Proliferation, 

Differenzierung, Migration und Apoptose in verschiedenen Organsystemen (Rivera 2008). Im 

Rahmen dieser Arbeit wird im Weiteren nur auf die Bedeutung für das Herz-Kreislauf-System 

eingegangen. 

In Endothelzellen dient S1P der Gefäßreifung und -stabilierung unter Rekrutierung von 

glatten Muskelzellen und Perizyten (Allende 2003). Zur Aufrechterhalten der Gefäßintegrität 



 

3 

 

fördert es die Migration von Endothelzellen und senkt die Permeabilität des Endothels 

(Camerer 2009). Außerdem ist es beteiligt an der Vasokonstriktion. S1P senkt den koronaren 

Blutfluss und die ventrikulären Kontraktionen (Sugiyama 2000). In Thrombozyten führt S1P 

bereits in Kombination mit schwachen Thrombozytenagonisten wie ADP und Epinephrin zur 

Formveränderung und primären, reversiblen Aggregation (Yatomi 2001).  

S1P ist auch an vielen pathologischen Prozessen wie der Tumorgenese, Entzündung und 

Atherosklerose beteiligt. Die Atherosklerose ist eine degenerative Erkrankung der Arterien, 

die mit einer Verhärtung und dem Elastizitätsverlust der Gefäßwand einhergeht und zur 

Einengung des Gefäßlumens führt. Auf eine initiale Schädigung des Endothels folgt durch die 

gesteigerte Expression von Adhäsionsmolekülen und Freisetzung von Wachstumsfaktoren 

eine Einwanderung von Monozyten in die Gefäßwand, die sich zu Makrophagen 

differenzieren, und von glatten Muskelzellen. Durch die Aufnahme von oxidiertem LDL 

wandeln sich Makrophagen und glatte Muskelzellen zu Schaumzellen um. Die anschließend 

proliferierenden glatten Muskelzellen sorgen für den bindegewebigen Umbau der Gefäßwand 

durch die Synthese von Elastin, Kollagen und Proteoglykanen. In der Folge kann es zu 

Kalkeinlagerungen in der Gefäßwand kommen (Ross 1999).  

S1P hat einen nachweislichen Effekt auf die Atherosklerose: Es sorgt in Endothelzellen für 

die Expression von Adhäsionsmolekülen (Shimamura 2004), die inflammatorische 

Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen rekrutieren (Keul 2011). Des Weiteren 

induziert S1P die Migration und Proliferation von vaskulären glatten Muskelzellen (Xu 2004). 

Zusätzlich fördert es in hohen Konzentrationen die Aggregation der Thrombozyten, die zum 

Entzündungsgeschehen beitragen (Yatomi 1997b).  

Durch seinen amphipathischen Charakter liegt S1P im Plasma an Trägerproteine gebunden 

vor, wobei S1P zu 50 % an HDL, 36 % an Albumin und 8 % an LDL gebunden ist (Murata 

2000). Okajima betrachtete die S1P-Verteilung in Bezug auf den Proteingehalt. In diesem Fall 

ist S1P an den Lipoproteinen in folgender Abfolge konzentriert: HDL > LDL > VLDL > 

Lipoproteindefizientes Plasma (v.a. Albumin; Okajima 2002).  

Plasmalipoproteine transportieren Lipide zu den Zellen und kontrollieren die 

Cholesterinsynthese. Sie korrelieren bekanntermaßen mit kardiovaskulären Erkrankungen. 

LDL versorgt Zellen mit Cholesterin. Im oxidierten Zustand liegt es in atherosklerotischen 

Läsionen vor und fördert u.a. die Expression von inflammatorischen Molekülen (Kume 1992), 

die Proliferation von glatten Gefäßmuskelzellen (Kohno 1998) und wirkt chemotaktisch auf 

Monozyten (Quinn 1988). HDL transportiert Cholesterin zurück zur Leber, inhibiert die 
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Bildung von oxidiertem LDL (Stein 1999) und schützt vor endothelialen Dysfunktionen 

(Nofer 2001). Dadurch stellt es einen protektiven Faktor für das kardiovaskuläre System dar.  

Die Lipoproteine schützen S1P vor dem Abbau durch Ektoenzyme und der Aufnahme in 

Zellen (Kimura 2001). Zusätzlich senken sie die Bioaktivität und die aktive Konzentration 

von S1P im Plasma (Murata 2000). Dies scheint ein wichtiger Schutzmechanismus zu sein, 

der S1P daran hindert, seine Rezeptoren voll zu aktivieren und proatherogen zu wirken.  

Darüber hinaus wurde gezeigt, dass HDL-gebundenes S1P eine deutlich schwächere Wirkung 

auf kurzfristige Effekte, wie z. B. die intrazelluläre Calciummobilisierung, hat. Es weist 

jedoch einen anhaltenden Effekt auf langfristige Mechanismen auf, wie z. B. das Überleben 

und die Proliferation von Zellen (Okajima 2002; Kimura 2001). Klinische Studien bestätigten, 

dass an HDL-gebundenes S1P negativ mit Atherosklerose korreliert ist (Sattler 2010; 

Argraves 2011). Daher wird diskutiert, ob HDL seine antiatherogenen Effekte durch die S1P-

Bindung besitzt (Okajima 2009). Albumin hingegen beeinträchtigt die Bioaktivität von S1P 

nicht (Yatomi 2000). Demzufolge ist es von großer Bedeutung, ob S1P an Albumin oder HDL 

gebunden ist. Änderungen im Lipoproteingehalt können unter physiologischen und 

pathologischen Bedingungen (Diabetes, Atherosklerose) auftreten. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass S1P durch spezifische Rezeptoren pleiotrope 

Effekte in verschiedenen Organen ausübt. Daher wird S1P heutzutage als potentestes 

interzelluläres Signalmolekül der Sphingolipide angesehen (Obinata 2012).  

 

1.2.2 Herkunft von S1P 

S1P befindet sich vor allem im Blut und im Lymphsystem; deutlich niedrigere 

Konzentrationen liegen in interstitiellen Flüssigkeiten vor (Schwab 2005). Derartige S1P-

Gradienten regulieren über den S1P1-Rezeptor die Wanderungsrichtung und damit die 

Zellmotilität von Immunzellen (Pappu 2007; Hla 2008). Dadurch finden die Immunzellen 

wieder zu den peripheren lymphatischen Organen zurück (Homing) und können Blut und 

Lymphe verlassen. Diese Tatsache diente dem Arzneimittel Fingolimod (FTY720/ GilenyaTM; 

Novartis) als Angriffspunkt gegen die Multiple Sklerose. Der Immunmodulator Fingolimod 

ist ein S1P-Analogon, der das Auswandern von Lymphozyten aus den Lymphknoten deutlich 

vermindert (Cohen 2010). 

Im menschlichen Plasma liegt die physiologische Konzentration des S1P im Bereich von 200-

400 nmol/l (Okajima 2002). Der hohe S1P-Plasmaspiegel setzt sich insbesondere aus drei 

Quellen zusammen: Erythrozyten, Thrombozyten und Endothelzellen (Jessup 2008). Den 

Hauptfreisetzungsort von S1P stellen Erythrozyten dar. Dies liegt an ihrer hohen Anzahl im 
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Blut, dem Fehlen der S1P-abbauenden Enzyme (S1P-Lyase und S1P-Phosphatase) und der 

wahrscheinlich stimulusunabhängigen S1P-Freisetzung (Ito 2007; Kobayashi 2009).  

Endothelzellen produzieren S1P insbesondere nach Scherstress (Venkataraman 2008). 

Zusätzlich setzen sie die für die S1P-Produktion verantwortlichen Enzyme wie die 

Sphinomyelinase, Ceramidase und Sphingosinkinase 1 frei (Ancellin 2002). Dadurch kann 

S1P auch im Extrazellulärraum produziert werden. 

S1P wird in Thrombozyten aus extrazellulärem Sphingosin und unter Degradierung des an der 

Zelloberfläche befindlichen Sphingomyelins gebildet (Tani 2005). Thrombozyten fehlt die 

S1P-Lyase bei gleichzeitig gesteigerter Aktivität der Sphingosinkinase (Yatomi 2008). Im 

Vergleich zu Erythrozyten speichern Thrombozyten sehr hohe S1P-Mengen (Yatomi 1997a). 

Die Aktivierung der Thrombozyten durch Thrombin und Scherstress im Rahmen der 

Blutgerinnung (Yatomi 1997a; Aoki 2007) führt zur Freisetzung dieser großen S1P-Mengen 

in den Extrazellulärraum. Daher bestimmen Thrombozyten unter pathologischen 

Bedingungen, in denen sie aktiviert werden, lokal den S1P-Spiegel. Dies zeigt sich beim 

Vergleich der S1P-Spiegel zwischen Plasma und Serum. Das Einsetzen der Gerinnung führt 

zu einem im Durchschnitt 2,65-fach höheren S1P-Spiegel im Serum als im Plasma (Yatomi 

1997a).  

Die Mechanismen der S1P-Freisetzung aus Thrombozyten sind jedoch noch weitgehend 

unbekannt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass S1P durch den Stimulus Thrombin 

freigesetzt wird (Yatomi 2001). Dieser fördert durch Aktivierung der Cyclooxygenase COX-1 

die Synthese von Thromboxan A2. Thromboxan A2 wiederum sorgt für die S1P-Freisetzung 

aus Thrombozyten (Ulrych 2011). Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass S1P unabhängig 

von den Granula und dem Exozytose-vermittelten Sekretionsweg durch Transporter 

freigesetzt wird (Yatomi 2006; Kobayashi 2006). Da S1P wahrscheinlich an der Innenseite 

der Plasmamembran gebildet wird und lokalisiert ist, müsste es, um die Zelle zu verlassen, 

aktiv sezerniert werden (Abb. 1). 
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1.3 ABC-Transporter in Thrombozyten 

Die unterschiedlich differenzierten Zellen des menschlichen Organismus werden von 

Membranen umgeben. Um miteinander zu interagieren, müssen Signalmoleküle wie S1P 

diese Membranen permeiren. Membranlipide können jedoch aufgrund ihrer polaren 

Kopfgruppen nicht das hydrophobe Innere der Lipiddoppelschicht durchwandern. Um 

dennoch den S1P-Spiegel im Blut aufrecht zu erhalten, existieren Transportproteine in den 

Membranen, die derartige Substanzen von einer Seite der Plasmamembran auf die andere 

Seite befördern (Mitra 2006). Dieser Schritt der Freisetzung von Signalmolekülen ist 

entscheidend für die interzelluläre Signalübermittlung und wird daher im Körper streng 

kontrolliert (Kobayashi 2006). 

Zu den Transportproteinen zählen u.a. die ATP-binding cassette (ABC)-type-Transporter. Sie 

setzen als Effluxtransporter Substanzen über die Plasmamembran aus der Zelle frei. Diesen 

Schritt vollziehen sie primär aktiv, d.h. unter ATP-Verbrauch, sogar gegen existierende 

Konzentrationsgefälle. Primär wurden sie in Studien zur Mehrfachresistenz (Multidrug 

Resistance) in Tumorzellen beschrieben, da sie die intrazellulären Konzentrationen von 

Zytostatika in den Tumorzellen senken. Zusätzlich wurden sie in den letzten Jahren in 

zahlreichen weiteren Zelltypen unter physiologischen Bedingungen detektiert (Köck 2007). 

ABC-Transporter beeinflussen die systemische und lokale Verteilung von Arzneimitteln und 

Abb. 1: Schematische Darstellung der S1P-Freisetzung aus Thrombozyten. 

Thrombin induziert über seinen Rezeptor die Cyclooxygenase-1. Diese wiederum synthetisiert 

Thromboxan A2. Thromboxan A2 stimuliert die aktive S1P-Freisetzung aus den Thrombozyten 

(modifiziert nach Ulrych 2011, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Bernhard Rauch, Institut 

für Pharmakologie, Universitätsmedizin Greifswald).   

 

Thrombin

Thrombozyt

Thromboxan A2

Cyclooxgenase

COX-1

S1P

ABC?

?
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schützen so vor Toxinen. Dementsprechend sind sie von physiologischer und 

pharmakologischer Bedeutung (Jedlitschky 2012). 

ABC-Transporter bestehen aus zwei Transmembrandomänen mit je sechs bis elf 

membrandurchspannenden α-Helices. Aus diesem Gerüst wird ein Kanal geformt, der der 

Durchschleusung des zu transportierenden Substrats dient (Dean 2001). Die 

Zusammensetzung der Aminosäuren mit ihrer Struktur und Ladung an der 

Substratbindungsstelle entscheidet darüber, welche Substrate von dem jeweiligen Transporter 

transportiert werden. Die Energie für den Transport wird aus der ATP-Spaltung an den zwei 

zytosolischen ATP-Bindungsstellen gewonnen.   

Die ABC-Proteine lassen sich in sieben große Subfamilien einteilen: ABCA bis ABCG (Borst 

2002). Niessen et al. konnten verschiedene ABC-Transportproteine in der Plasmamembran 

von Thrombozyten nachweisen; dazu zählten ABCA7, ABCB4, ABCC1, ABCC3 und 

ABCC4 (Niessen 2010). Sie gingen davon aus, dass diese Transporter der Glutathion- und 

Lipidhomöostase, der Sekretion von Lipidmediatoren, der Zellprotektion und des 

Medikamententransports dienen.  

Die Transporter ABCC1 (MRP1), ABCC3 (MRP3) und ABCC4 (MRP4) zählen zu den 13 

Mitgliedern des C-Zweigs der ABC-Transporter-Subfamilie (ABCC1-7; ABCC10-13); 9 der 

13 Mitglieder gehören der Multidrug Resistance Protein-Subfamilie an (MRP1-9; Deeley 

2006; Zhou 2008; Jedlitschky 2012). Sie zeichnen sich durch ein breites Substratspektrum u.a. 

für den Transport von endogenen und xenobiotischen amphiphilen, organischen Anionen aus 

(Zhou 2008).  

Der Transporter ABCC4 (MRP4) wird sehr stark in Thrombozyten exprimiert. In ruhenden 

Thrombozyten ist er in der Membran der dense Granula lokalisiert. Hier ist er möglicherweise 

beteiligt an der Speicherung von Substanzen wie ADP (Jedlitschky 2004; Jedlitschky 2010). 

In aktivierten Thrombozyten wird der Transporter in die Plasmamembran eingebaut und sorgt 

für die Freisetzung von Entzündungsmediatoren. Das Substratspektrum von MRP4 ist 

auffallend breit und umfasst eine Vielzahl amphiphiler Anionen, darunter Eikosanoide wie 

Leukotrien B4 und C4 (Rius 2008), Steroidkonjugate und zyklische Nukleotide (Ritter 2005). 

MRP5 ist ebenfalls ein Transporter für zyklische Nukleotide (Jedlitschky 2000). Er befindet 

sich in starkem Ausmaß in Lunge, Gehirn, den kardiovaskulären Endothelzellen und glatten 

Muskelzellen (Nies 2004; Dazert 2003), in niedrigerem Ausmaß auch in Thrombozyten 

(Jedlitschky 2004). Zusammen mit MRP4 reguliert MRP5 die intrazellulären cGMP- und 

cAMP-Spiegel. Dadurch beeinflussen sie die Signaltransduktion, die über diese second 

messenger stattfindet. 
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Das bisherige Wissen über die Funktion der Transporter MRP4 und MRP5 wurde 

hauptsächlich durch in vitro-Systeme erforscht (Ritter 2005). Zur spezifischen Untersuchung 

eines Transporters können Zellen mit einem MRP-Expressionskonstrukt transfiziert werden. 

Dadurch kann in den Zellen die Überexpression eines Transporters angeregt werden. Der 

Vergleich der überexprimierenden Zellen mit den ursprünglichen Zellen ermöglicht eine 

Charakterisierung der Aktivität des Transporters. Die Ergebnisse sind bestimmt von dem 

Ausmaß der Überexpression und dem Vorhandensein von endogenen Transportern. Eine 

Möglichkeit zur Untersuchung des Substratspektrums stellen isolierte Membranvesikel dar. 

Membranvesikel können aus Säugetier- oder Insektenzellen isoliert werden, in die der 

Transporter durch eine stabile Transfektion eingeführt wurde. Zur Untersuchung der 

Freisetzungsmechanismen der MRP-Effluxtransporter bieten sich inside-out-orientierte 

Membranvesikel an. Sie haben die physiologische Membraninnenseite nach außen gerichtet. 

Dadurch werden Substrate, die physiologischerweise nach außen freisetzt werden, nun in die 

Vesikel transportiert. Der ursprüngliche Auswärtstransport aus der Zelle kann nun als 

Aufnahme in die Vesikel gemessen werden. Das physiologische Milieu kann variiert werden, 

um den Einfluss von Substanzen auf den Transport zu untersuchen. Beispielsweise kann die 

ATP-Abhängigkeit eines Transports an derartigen Vesikeln ermittelt werden. Intakte Zellen 

besitzen hingegen ihre eigenen ATP- und AMP-Vorräte und halten diese im Gleichgewicht.  

In vitro-Analysen konnten aufdecken, dass ABC-Transporter an der S1P-Freisetzung in 

verschiedenen Zelltypen beteiligt sind, wie ABCC1 in Mastzellen (Mitra 2006) und ABCA1 

in Astrozyten (Sato 2007). Diverse Versuche mit pharmakologischen Hemmstoffen zeigten 

unterschiedliche, z. T. sogar widersprüchliche Ergebnisse zu der Frage, welcher ABC-

Transporter an der S1P-Freisetzung in Thrombozyten beteiligt ist. Diese Frage konnte 

demnach bisher noch nicht eindeutig geklärt werden. 

 

1.4 Statinwirkung auf Thrombozyten  

Statine werden zur Behandlung von Fettstoffwechselstörungen eingesetzt. Dazu zählen 

insbesondere die mit Hypercholesterinämie assoziierten kardiovaskulären Krankheiten wie 

Myokardinfarkt, Apoplex und Atherosklerose (Ludman 2009). 

Der Wirkmechanismus der Statine beruht auf der Inhibition des Schlüsselenzyms der 

Cholesterinsynthese, der β-HMG-CoA-Reduktase (Istvan 2003). Durch die Abnahme der 

Cholesterinsynthese werden reaktiv vermehrt LDL-Rezeptoren exprimiert, die das atherogene 

cholesterintransportierende LDL aus dem Blut aufnehmen und den Abbau von LDL erhöhen. 
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Zusätzlich wird die Bildung von HDL erhöht, welches überschüssiges Cholesterin aus den 

Zellen zur Leber zurücktransportiert.  

Die klinischen Vorteile einer Statinbehandlung waren jedoch größer als die Effekte, die nur 

durch die Reduktion des Cholesterinspiegels zu erwarten waren (Hess 2000; Farmer 2007). 

Dadurch ergab sich die Überlegung, dass Statine weitere Effekte unabhängig von der 

Cholesterinsenkung haben (Takemoto 2001; Liao 2005). Diese sogenannten pleiotropen 

Effekte der Statine scheinen eine Verbesserung der Endothelfunktion, die Stabilisierung 

atherosklerotischer Plaques sowie die Abnahme von oxidativem Stress und Entzündung zu 

bewirken (Lahera 2007). Die langfristige Einnahme von Statinen scheint demnach die 

Morbidität und die Mortalität der Patienten zu senken.  

In Thrombozyten ist ein erhöhter Cholesteringehalt mit einer erhöhten 

Thrombozytenreaktivität assoziiert (Labiós 2005). Hohe LDL-Cholesterinspiegel lösen sogar 

in Abwesenheit von Agonisten eine spontane Aktivierung der Thrombozyten aus. Dies beruht 

auf verschiedenen Mechanismen wie Veränderungen des Verhältnisses von Cholesterin zu 

Phospholipid in der Membran (Hochgraf 1995; Osamah 1997), einer verstärkten Biosynthese 

von Thromboxan A2 (Notarbartolo 1995) und einem erhöhten zytosolischen Calciumspiegel 

in Thrombozyten (Le Quan Sang 1995; Relou 2003).  

Statine zeigen antithrombotische Effekte, indem sie bei Patienten mit kardiovaskulären 

Risikoerkrankungen die Thrombozytenreaktivität senken (Pignatelli 2007; Serebruany 2006). 

Dies beruht vermutlich auf frühzeitigen und späten hemmenden Effekten der Statine auf die 

Thrombozytenfunktion, die abhängig und auch unabhängig von der Lipidsenkung vermittelt 

werden (Violi 2013). Die Abnahme des Cholesterinanteils in der Thrombozytenmembran 

sorgt beispielsweise für eine Veränderung der Membraneigenschaften, die Thrombozyten 

weniger anfällig für die Ausbildung von Thromben machen (Relou 2003; Vaughan 2000).  

Cholesterinunabhängige Effekte der Statine sind z. B. die verminderte Aktivierung des 

Enzyms Phospholipase A2, wodurch die Bildung des thrombozytären Thromboxan A2 

reduziert wird (Puccetti 2011; Moscardó 2013). Thromboxan A2 wird im Rahmen der 

Thrombozytenaktivierung gebildet und fördert die Thrombozytenaggregation und die 

Entleerung der Thrombozytengranula. Diese Veränderung trat bei einer therapeutischen Gabe 

von 40 mg Atorvastatin bereits nach 24 h auf, als der LDL-Cholesterinspiegel im Serum noch 

unverändert war. Im weiteren Verlauf sank die thrombozytäre Thromboxan A2-Bildung 

parallel zu der Abnahme des Serum-LDL-Cholesterins. Dadurch scheint ein frühzeitiger, 

cholesterinunabhängiger Effekt sowie ein später cholesterinassoziierter Effekt der lipophilen 

Statine auf die Thrombozytenaktivität zu existieren (Pignatelli 2012).  
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Des Weiteren führen Statine zu einer Heraufregulation der NO-Synthase in Thrombozyten 

(Chou 2008). Stickstoffmonoxid aktiviert wiederum die intrazelluläre lösliche Guanylcyclase, 

die cGMP synthetisiert. Das von Thrombozyten freigesetzte NO/cGMP wirkt inhibitorisch auf 

die Adhäsion und Aggregation der Thrombozyten (Yokoyama 2005; Chou 2008). In 

Tierversuchen konnte bestätigt werden, dass die statinvermittelte Hochregulation der NO-

Synthase mit der Abnahme von Markern der Thrombozytenaktivität assoziiert ist (Laufs 

2000). 

Bei Langzeitbehandlung von Patienten mit primärer Hypercholesterinämie mit Pravastatin 

kam es zur Abnahme des intrazellulären Calciumspiegels in Thrombozyten durch die cGMP-

Signaltransduktion (Le Quan Sang 1995). Auch Atorvastatin sorgte für die Reduktion der 

thrombininduzierten Calciummobilisation in Thrombozyten (Niessen 2009). Statine 

beeinflussen somit die Funktion von Thrombozyten, indem sie z. B. eines der 

Schlüsselereignisse der Aggregation, die Calciummobilisierung, beeinflussen. 

 

1.5 Zielsetzung der Arbeit 

Thrombozyten stellen einen wichtigen Speicher von S1P im Blut dar. Es existierten bereits 

erste Hinweise, dass ein Transporter an der Freisetzung beteiligt ist. Trotz vieler 

vorangegangener Studien konnte eine genaue Identifizierung des am S1P-Transport 

beteiligten Transportproteins in Thrombozyten nicht gelingen. Zielsetzung der vorliegenden 

Arbeit war es dementsprechend, die Freisetzung von S1P aus humanen Thrombozyten näher 

zu untersuchen.  

Zur Beantwortung dieser Fragestellung sollte in einem vesikulären in vitro-System überprüft 

werden, ob die S1P-Freisetzung aus humanen Thrombozyten ATP-abhängig abläuft. Darauf 

aufbauend sollte der dazugehörige Transporter charakterisiert werden.  

Indirekte Versuche unter Zugabe von pharmakologischen Inhibitoren wie MK571 sollten 

erste Hinweise auf den gesuchten Transporter geben. Um die Bedeutung eines speziellen 

Transporters zu untersuchen, wurden die Transporter in Zelllinien überexprimiert, um mit 

deren Membranen Transportversuche durchzuführen. In der Arbeitsgruppe waren bereits 

Überexpressionssysteme für verschiedene Transporter in der Insektenzelllinie Sf9 und in den 

V79-Zellen (Hamsterfibroblasten) etabliert.  

Anschließend sollte anhand von Knock-out-Mäusen die Bedeutung des Transporters bestätigt 

werden. Durch das Ausschalten des verantwortlichen Transporters können kompensatorische, 

alternative oder sogar zusätzliche Freisetzungsmechanismen nachgewiesen werden. 
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Einen weiteren Aspekt stellt die Interaktion zwischen S1P und Statinen dar. In Vorarbeiten 

der Arbeitsgruppe konnten bereits Interaktionen des MRP4-Transporters mit Fluvastatin und 

Rosuvastatin nachgewiesen werden. Ein möglicher Zusammenhang zwischen dem MRP4-

Transporter, dem Signalmolekül S1P und diesen Statinen könnte für das weitere Verständnis 

und die medikamentöse Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen, insbesondere der 

Atherosklerose, bedeutsam sein.  
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Materialien 

Es wurden folgende Materialien mit Hinweis auf ihre Herstellerfirma verwendet. 

 

2.1.1 Marker und Antikörper 

Alexa Fluor 568 Goat anti-Rabbit IgG  Invitrogen, Karlsruhe 

Chicken anti-Rat IgG (H+L)-HRP-Conjugated Santa Cruz Biotechnology, USA 

Goat anti-Mouse IgG (H+L)-HRP-Conjugated BioRad, München 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP-Conjugated  BioRad, München 

Mouse anti-Desmin  Sigma, Steinheim 

Prestained SDS Molekular weight marker  Sigma, Steinheim 

Rabbit anti-MRP3 „FDS”    Deutsches Krebsforschungszentrum  

       (DKFZ), Heidelberg 

Rabbit anti-MRP4 „SNG”   DKFZ, Heidelberg 

Rabbit anti-MRP5 „AMF“     DKFZ, Heidelberg  

Rat anti-MRP4 „M4I10”     Alexis® Biochemicals, Lörrach 

2.1.2 Laborgeräte und Verbrauchsmaterialien  

96-Well-Mikrotiterplatten  Thermo Scientific Nunc, Roskilde, DK 

Analysenwaage M-Pact AX 124   Sartorius, Göttingen 

Blotapparatur      Biometra, Göttingen 

Einfrierbox Nalgene Mr. Frosty   Sigma-Aldrich, Steinheim 

Feinwaage Sartorius Research R200D  Sartorius, Göttingen 

Filterpapier       Whatman International, Dassel 

Heiz-Magnetrührer Heidolph MR3001  Heidolph Instruments GmbH, Schwabach 

HPLC Agilent 1100 Series    Agilent Technologies, Waldbronn 

HPLC-Säule, Bridge C8, 2,1x100 mm, 3,5 µm BEH Technology  

Waters GmbH, Eschborn 

Hybridisierungsofen Compact Line OV4  Biometra, Göttingen 

Inkubator Typ BBD 6220    Heraeus Instruments, Hanau 

Inkubator Typ MCO-5AC    Sanyo, München 

Konfokales Mikroskop LSM 780   Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena 

Kryoröhrchen       Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Kühlzentrifuge Biofuge Fresco   Heraeus Instruments, Hanau 

Liquid Scintillation Counter Wallac 1409   LKB-Wallac, Turku, FIN 
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Magnetrührgerät MR 3001     Heidolph, Schwabach 

Mikroplattenleser Infinite M200    Tecan, Crailsheim 

Mikroskop Axiovert 25     Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena 

Mikrozentrifuge Galaxy Mini   VWR, Darmstadt 

Molecular Imager Gel Doc XR System   BioRad Laboratories GmbH, München 

Multifuge X3R Centrifuge    Heraeus, Hanau 

Nick Columns illustra     GE Healthcare, Buckinghamshire, UK 

Nitrozellulosetransfermembran   Whatman International, Dassel 

pH Indikatorstäbchen     Merck, Darmstadt 

pH Meter pH 526      WTW GmbH, Weilheim 

Schüttler Rocking Platform WT 15   Biometra, Göttingen 

Sterilwerkbank     HERAsafe, Heraeus Instruments, Hanau 

Tandem Massenspektrometer Api 4000  AB Sciex, Darmstadt 

Thermocell Mixing Block MB-102   Bioer Technology, Hangzhou, RC 

Ultraschall-Homogenisator HD 2070 SONOPLUS Bandelin electronic GmbH, Berlin 

Ultrazentrifuge L7-65     Beckman, Krefeld 

Vortex-Schüttler REAXtop    Heidolph, Schwabach 

Waage Explorer E1F115    Ohaus Europe GmbH, Nänikon, CH 

Wasserbad, Bad-Umwälzthermostat ED-5A  Julabo, Seelbach 

Zellkulturflaschen (25 cm², 75 cm², 175 cm²)  BD Falcon™, Heidelberg 

Zellschaber steril     Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellzählgerät CASY® ONE     Schärfe System, Reutlingen 

2.1.3 Puffer und Lösungen 

Additiv für Sf9-Zellen    17,5 g D-Glucose 

nach Vallazza      125 ml L-Glutamin 

       375 mg L-Asparagin 

       10 ml FCS 

    ad 500 ml mit PBS, sterilfiltrieren durch 0,22 µm Filter 

 

Hepes-Puffer (pH 7,4)    1,19 g Hepes (5 mM)  

       in 1 l Aqua dest. lösen 

 

Homogenisationspuffer (pH 7,0)   0,74 g KCl 

       0,146 g NaCl 
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       0,049 g MgSO4   

       0,353 g Natriumcitrat 

       0,18 g Glucose 

       0,59 g Hepes 

       0,275 g ATP 

       0,35 g BSA 

       in 100 ml Aqua dest. lösen 

  

10 x Hypotoner Puffer (pH 7,0)  

Lösung 1 in 300 ml Aqua dest.: 267 mg Na2HPO4 x 2 H2O 

       114 mg EDTA 

  Lösung 2 in 200 ml Aqua dest.: 138 mg NaH2PO4 x H2O 

       76 mg EDTA 

  Zu Lösung 1 Lösung 2 zugeben bis der Puffer den pH 7,0 aufweist.  

1 x Hypotoner Puffer = 10 x Hypotoner Puffer 1: 10 verdünnt in Aqua dest. 

 

Kulturmedium DMEM DMEM   500 ml 

    FCS     10 % (v/v) 

    Glutamax   1 % (v/v) 

    NEAS     1 % (v/v) 

    Penicillin/Streptomycin 1 % (v/v) 

 

Kulturmedium Sf9  Insect Cell Express Sf9-S2 500 ml  

    FCS    10 % (v/v) 

    Penicillin/Streptomycin 1 % (v/v) 

 

Sammelgel-Puffer (pH 6,8)    7,8 g Tris-HCl (0,5 M) 

       ad 100 ml Aqua dest. 

 

10 x SDS-Page-Laufpuffer      60 g Tris-Ultra    

(= 10 x Tank-Puffer)     288 g Glycin 

20 g SDS 

ad 2 l Aqua dest. 

1 x Tankpuffer= 10 x Tankpuffer 1:10 verdünnt 
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4 x SDS-Probenpuffer (pH 6,8)   0,25 mM Tris-Ultra 

(Laemmli)      8 % (w/v) SDS   

       40 % (v/v) Glycerol    

0,05 % (w/v) Bromphenolblau  

2 % (v/v) ß-Mercaptoethanol   

 

Stripping-Puffer     7,75 g Tris 

(pH 6,8)      20 g SDS 

ad 1 l Aqua dest. 

 

10 x TBS (pH 7, 4)      80 g Natriumchlorid (NaCl) 

2 g Kaliumchlorid (KCl) 

30 g Tris-Ultra 

ad 1 l Aqua dest. 

 

1 x TBST       100 ml 10 x TBS 

400 µl Tween 20 

ad 1 l Aqua dest. 

 

10 x Towbin-Puffer (pH 7,4)    11,6 g Tris  

     5,9 g Glycin 

   0,7 g SDS  

in 1,6 l Aqua dest.  

mit Methanol auf 2 l auffüllen 

 

1 x Towbin-Puffer     100 ml 10 x Towbin 

       200 ml Methanol 

       ad 1 l Aqua dest. 

 

Trenngel-Puffer (pH 8,8)    45,5 g Tris-Ultra (1,5 M) 

       ad 500 ml Aqua dest. 

 

Tris-HCl-Puffer (pH 7,4)    78,8 mg Tris-HCl (5 mM) 

       ad 100 ml Aqua dest. 
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Tris-Sucrose-Puffer (pH 7,4)     1,21 g Tris Ultra (10 mM)  

       85,6 g Saccharose (250 mM Saccharose) 

       ad 1 l Aqua dest. 

 

Tyrodepuffer (pH 7,4)    134 mM Natriumchlorid 

       12 mM Natriumhydrogencarbonat 

       2,9 mM Kaliumchlorid 

       0,36 mM Natrium-Dihyrogenphosphat- 

    monohydrat (NaH2PO4 x H2O) 

       5 mM Hepes 

       5 mM Glucose (5mM) 

         vor dem Experiment Zugabe folgender Substanzen zu dem sterilfiltrierten Tyrodepuffer: 

       0,5 mg/ml BSA 

       1 mM Magnesiumchlorid 

 

Waschpuffer A     5 g EDTA in 100 ml 0.9% NaCl 

 

Waschpuffer B     93 ml 0,9 % NaCl  

       5 ml Waschpuffer A 

       2 ml 22 %-ige Albuminlösung 

2.1.4 Chemikalien und Substanzen 

Acetonitril Rotisolv® HPLC Gradient Grade Carl Roth GmbH, Karlsruhe   

Acrylamid       Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Adenosine-monophosphate sodium salt  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Adenosine-triphosphate disodium salt hydrate Sigma-Aldrich, Steinheim 

Ammoniumperoxodisulfat (APS)    Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Aprotinin       Sigma-Aldrich, Steinheim 

Bicinchoninic Acid Solution Protein Assay Kit Thermo Scientific, Schwerte 

Bromphenolblau      Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Calciumchlorid (CaCl2)    Merck, Darmstadt 

Creatine Phosphokinase    Sigma-Aldrich, Steinheim 

DAKO Fluorescent Mounting Medium  Dako North America, Carpinteria, USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO)     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
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Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat   Merck, Darmstadt 

(Na2HPO4 x 2 H2O)   

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium  PAA Laboratories, Pasching, AU 

(DMEM), high Glucose (4.5g/l)     

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (PBS) PAA Laboratories, Pasching, AU 

ECL Plus Western Blotting     GE Healthcare Europe, Freiburg  

EDTA       Sigma-Aldrich, Steinheim 

Ethanol       Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Fetales Kälberserum (FCS)    Invitrogen, Karlsruhe 

Fluvastatin      Hartmann Analytic, Braunschweig 

D-Glucose      Merck, Darmstadt 

Glutamax      Invitrogen, Karlsruhe 

Glycin       Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Hepes        Sigma-Aldrich, Steinheim 

Hygromycin B  Invitrogen, Karlsruhe 

Insect Cell Express Sf9-S2 Nährmedium   PAA Laboratories, Pasching, AU 

Isopropanol       Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Kaliumcarbonat (K2CO3)    Merck, Darmstadt 

Kaliumchlorid (KCl)     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Leupeptin       Sigma-Aldrich, Steinheim 

Magnesiumchlorid      Sigma-Aldrich, Steinheim 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat    Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

(MgCl2 x 6 H2O)  

Magnesiumsulfat (MgSO4)    Sigma-Aldrich, Steinheim 

ß-Mercaptoethanol      Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Methanol      Carl Roth GmbH, Karlsruhe  

Milchpulver      Milbona, Bergisch-Gladbach 

MK571      Alexa, San Diego, USA 

Natriumchlorid (NaCl)    Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Natriumcitrat      Merck, Darmstadt 

Natrium-Dihyrogenphosphatmonohydrat  Merck, Darmstadt 

(NaH2PO4 x H2O) 

Natriumhydrogencarbonat    Merck, Darmstadt 
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Natriumlaurylsulfat (SDS)     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Natronlauge (NaOH)     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Nicht essentielle Aminosäuren (NEAS)  PAA Laboratories, Pasching, AU 

Penicillin/Streptomycin     PAA Laboratories, Pasching, AU  

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)   Sigma-Aldrich, Steinheim 

Phosphocreatine disodium salt hydrate  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Ponceau S       Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Rinderserumalbumin (BSA)    PAA Laboratories, Pasching, AU 

Rosuvastatin      Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

Rotiphorese® Gel 30     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Rotiszint® eco plus      Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

 (Acrylamidstammlösung mit Bisacrylamid) 

D (+)-Saccharose     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Salzsäure (HCl)     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Saponin from Quillaja bark    Sigma-Aldrich, Steinheim 

Sephadex G-50 fine     Sigma-Aldrich, Steinheim 

Sigmacote      Sigma-Aldrich, Steinheim 

Sphingosine 1-Phosphate fluorescein  Echelon Biosciences, Salt Lake City, USA 

[3H]-S1P  American Radiolabeled Chemicals, St 

Louis, USA 

Tetramethyl-Ethylen-Diamin (TEMED)   Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Tris-HCl       Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Tris-Ultra       Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Tween 20       Sigma-Aldrich, Steinheim 

 

2.2 Zellbiologische Methoden 

Für die Erstellung von MRP4-überexprimierenden Membranvesikeln wurde die 

Insektenzelllinie Sf9 bzw. deren Substamm TriEx-Sf9 verwendet. Die Sf9-Zellen sind 

Ovarialzellen des Heerwurms (Spodoptera frugiperda), einer Nachtfalterart, die zur Familie 

der Eulenfalter gehört. Im Vergleich zu den humanen Zelllinien fehlt der Insektenzelllinie der 

Transporter MRP4 (Rius 2008). 

Für die Erstellung von MRP5-überexprimierenden Membranvesikeln wurden die V79-MRP5-

Zellen aus der Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. Jedlitschky verwendet (Jedlitschky 2000). Die 

Zelllinie V79 entstammt Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters. Die V79-MRP5-
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Zellen exprimieren permanent humanes MRP5. Als Kontrollzellen wurden die V79-Mock-

Zellen verwendet.  

Die verwendeten Zellen zeichnen sich durch ein adhärentes Wachstum aus. Sie wurden unter 

sterilen Bedingungen in üblichen Zellkulturgefäßen kultiviert. 

 

2.2.1 Auftauen von Zellkulturen 

Die bei -196 °C in flüssigem Stickstoff gelagerte Zellsuspension wurde 90 s unter Schütteln in 

einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Anschließend wurden die Zellen in ein 15 ml 

Schraubröhrchen mit 10 ml Kulturmedium überführt. Langsames Auf- und Abpipettieren 

sorgte für eine Homogenisation der Zellsuspension. Daraufhin wurde die Zellsuspension in 

eine 25 cm2 große Zellkulturflasche mit 20 ml frischem Kulturmedium pipettiert. Am 

Folgetag wurde das Medium gewechselt. 

 

2.2.2 Zellkulturhaltung 

Zur Kultur der TriEx-Sf9-Zellen wurde das Insect Cell Express Sf9-S2 Nährmedium unter 

Zugabe von 2 % FCS und 1 % Penicillin-Streptomycin-Lösung verwendet. Die Lagerung 

erfolgte im Brutschrank bei 27 °C ohne CO2-Begasung. Sobald die Zellen die Konfluenz 

erreichten, wurden sie auf größere oder auch mehrere Kulturflächen passagiert.  

Das Passagieren der TriEx-Sf9-Zellen erfolgte durch Absaugen des alten Mediums mit den 

abgestorbenen Zellen und Zugabe von frischem Medium. Anschließend wurden die 

adhärenten Zellen mithilfe eines Zellschabers von der Zellkulturfläche gelöst und in ein 50 ml 

Schraubröhrchen überführt. Durch zweimaliges Aufziehen der Zellsuspension über eine 20-

G-Kanüle konnten Zellgruppen aufgelöst werden, um ein optimales Wachstum im nächsten 

Kulturgefäß zu ermöglichen. 

Die V79-MRP5- und V79-Mock-Zellen wurden in DMEM-Medium unter Zugabe von 10 % 

FCS, 1 % Penicillin-Streptomycin-Lösung, 1 % Glutamax und 1 % nicht-essentiellen 

Aminosäuren sowie unter Selektionsdruck durch Hygromycin B 1:200 kultiviert. Sie wurden 

bei 37 °C und unter CO2-Begasung gelagert. 

Das Passagieren der V79-Zellen erfolgte ebenfalls nach Erreichen der Konfluenz. Dazu wurde 

das alte Medium abgesaugt und der Zellrasen mit 10 ml PBS für 10 s gewaschen, um 

Stoffwechselendprodukte zu entfernen. Anschließend wurden die Zellen mit 3-8 ml 0,5 % 

Trypsin/0,2 % EDTA bei 37 °C für 1-2 min inkubiert, um ein Ablösen der Zellen von der 

Kulturfläche zu bewirken. Durch Zugabe der fünffachen Menge an Medium wurde die 

Trypsinwirkung abgestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Schraubröhrchen 
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überführt und 10 min bei 500 g zentrifugiert. Nach Resuspension des Zellpellets in frischem 

Medium wurden die Zellen erneut ausgesät.  

 

2.2.3 Virustransfektion 

Die Überexpression des MRP4-Transportproteins in der Plasmamembran erforderte das 

Einbringen von Fremd-DNA in die Insektenzellen. Dieser Prozess der Transfektion erfolgte 

durch Zugabe des MRP4-Baculovirus bzw. des Mock-Baculovirus als Kontrolle, die beide 

bereits in der Arbeitsgruppe entwickelt wurden (Diplomarbeit: Susanne Bröderdorf, 

Universität Greifswald, 2011). 

Zur Herstellung von Membranvesikeln wurden die Sf9-Zellen auf 40 Zellkulturplatten 

(150 mm2) gezüchtet. Sobald 75 % der Zellkulturfläche bewachsen waren, wurde zu jeder 

Platte 3 ml Lösung mit Virus (1:10) pipettiert. Die Virustransfektion verursachte ein Ablösen 

der Zellen von den Zellkulturplatten. Einen Tag nach Viruszugabe wurden zusätzlich 3 ml 

Additiv für die Sf9-Zellen in die Zellkulturplatten gegeben. Dieses Additiv nach Vallazza und 

Petri (Vallazza 1999) dient der Steigerung der Proteinexpression. 

2.2.4 Präparation von Membranvesikeln aus kultivierten Zellen 

Die Gewinnung von Membranvesikeln aus kultivierten Zellen verlief nach der Methode von 

Keppler et al. (Keppler 1998). Die Vesikelpräparation wurde mit den MRP4- bzw. Mock-

Baculovirus transfizierten Sf9-Zellen, den V79-MRP5- und V79-Mock-Zellen durchgeführt. 

Zunächst wurden die Zellen mittels Schaber vom Boden mobilisiert. Nach Überführen der 

Zellsuspensionen auf Zentrifugenröhrchen wurde bei 15.000 rpm und 4 °C für 25 min 

zentrifugiert (Beckman, T19-Rotor). Anschließend wurde das Pellet in 200 ml hypotonem 

Puffer, der die Proteaseinhibitoren Aprotinin (0,3 µM), Leupeptin (1 µM) und PMSF 

(0,1 mM) in einer 1:1000 Verdünnung enthielt, resuspendiert.  

Nach einem Rührvorgang von 90 min auf Eis bei einer Geschwindigkeit von 270 rpm wurde 

die Verdünnung für 45 min bei 32.000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Beckman, Ti 50.2-Rotor). 

Die Zellpellets wurden in insgesamt 20 ml hypotonem Puffer mit Proteaseinhibitoren 

aufgenommen und daraufhin im Elektropotter unter Eiskühlung vereint. Es folgte eine 

Homogenisation der Suspension im Elektropotter bei 500 rpm mit 30 Hüben. Pro min wurden 

zwei Hübe ausgeführt, wobei nach 10 Hüben je 2 min pausiert wurde. Anschließend wurde 

die Zellsuspension durch Zentrifugation bei 8000 rpm und 4 °C für 15 min zur Abtrennung 

der Organellen pelletiert (Beckman, Ti 50.2-Rotor). Der entstandene Überstand aus 

Membranen wurde in Ultrazentrifugenröhrchen auf Eis aufbewahrt. 



 

21 

 

Um eine größtmögliche Membranmenge zu erhalten, wurde das Pellet in 20 ml Tris-Sucrose-

Puffer mit Proteaseinhibitoren aufgenommen und im Elektropotter bei 500 rpm mit 20 Hüben 

homogenisiert. Das Homogenat wurde erneut bei 4 °C und 8000 rpm für 15 min zentrifugiert 

(Beckman, Ti 50.2-Rotor) und der Überstand in Zentrifugenröhrchen überführt.  

Im Folgenden wurden die beiden Überstände bei 32.000 rpm und 4 °C für 45 min 

zentrifugiert (Beckman, Ti 50.2-Rotor). Die entstandenen Pellets, die die Membranen 

darstellen, wurden in 20 ml Tris-Sucrose-Puffer mit Proteaseinhibitoren resuspendiert und im 

Hand-(Dounce)-Potter mit dem eng sitzenden Glasstempel („tight“) auf Eis mit 50 Hüben 

homogenisiert. Die Suspension aus Plasmamembranen wurde daraufhin auf Gradienten aus 

5 ml 38 % Sucrose in Hepes-Puffer in fünf Zentrifugenröhrchen aufgetragen und bei 

40.000 rpm und 4 °C für 90 min zentrifugiert (Beckman, Swing-out-Rotor SW40).  

Durch das Aufreinigen über einen Gradienten entstand in der Mitte des Röhrchens ein weißer 

Ring, der mittels Pasteurpipette abgenommen und mit Tris-Sucrose-Puffer auf 20 ml verdünnt 

wurde. Die Suspension wurde in einem Hand-Potter mit dem eng sitzenden Stempel („tight“) 

mit 20 Hüben auf Eis homogenisiert.  

Anschließend wurde das Homogenat auf Zentrifugenröhrchen aufgeteilt, mit Tris-Sucrose-

Puffer aufgefüllt und bei 32.000 rpm und 4 °C für 45 min zentrifugiert (Beckman, Ti 50.2-

Rotor). Die Pellets wurden je nach Größe in 500-2000 µl Tris-Sucrose-Puffer resuspendiert. 

Die Erstellung der Vesikel erfolgte durch 20-maliges Aufziehen der Suspension mit einer 

27 G-Kanüle. Daraufhin wurde die Lösung aliquotiert und in flüssigem Stickstoff eingefroren. 

Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. 

 

2.2.5 Präparation von Membranvesikeln aus Thrombozyten 

Das aus der Blutspende im Universitätsklinikum Greifswald erhaltene 

Thrombozytenkonzentrat wurde 20 min bei 120 g, Raumtemperatur und ohne Bremse in 

50 ml Schraubröhrchen zentrifugiert, um die restlichen Erythrozyten zu pelletieren. Der 

Thrombozytenüberstand wurde 10 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die Pellets 

wurden in 4 ml Waschpuffer B resuspendiert, in einem Schraubröhrchen vereint und auf 

30 ml mit Waschpuffer B aufgefüllt. Nach einer 10-minütigen Zentrifugation bei 4000 rpm 

und 4 °C wurde das Pellet in 10 ml Homogenisationspuffer mit Proteaseinhibitoren (1:1000) 

aufgenommen.  

Die Suspension wurde anschließend vier Mal in flüssigem Stickstoff eingefroren und darauf 

in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die folgenden Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4 °C 

durchgeführt: Nach Zugabe von 10 ml Tris-Sucrose-Puffer mit Proteaseinhibitoren (1:1000) 
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wurde die Lösung in einen 40 ml Glas-(Dounce)-Homogenisator überführt und mit 20 Hüben 

des locker sitzenden Glasstempels („loose“) homogenisiert. Der weite Abstand des 

Glasstempels zum Glaszylinder sorgt für ein Scheren der Membranen. Das Pellet der 

nachfolgenden 30-minütigen Zentrifugation bei 100.000 g wurde in 15 ml Tris-Sucrose-Puffer 

aufgenommen und nun mit dem eng sitzenden Glasstempel („tight“) mit 30 Hüben 

vereinheitlicht. Nach dem letzten 30-minütigen Zentrifugationsschritt bei 100.000 g wurde 

das Pellet aus Membranen in 1 ml Tris-Sucrose-Puffer resuspendiert. Das Vesikulieren der 

Membranen erfolgte durch 20-maliges Aufziehen mit einer 27-G-Kanüle. Abschließend 

wurden Aliquots mit je 50 µl angefertigt, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C 

gelagert. 

2.3 Proteinanalytische Methoden          

2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Proteinkonzentration der Membranfraktionen wurde mithilfe der BCA-Methode ermittelt. 

Ihre Grundlage ist die Biuret-Reaktion: Proteine reduzieren in alkalischer Lösung Kupfer-(II)-

Ionen zu Kupfer-(I)-Ionen unter Ausbildung eines Komplexes. Anschließend bilden die 

einwertigen Kupferionen mit jeweils zwei Molekülen Bicinchoninsäure (BCA) einen 

violettfarbigen Chelatkomplex. Die Intensität der Färbung korreliert positiv mit dem 

Proteingehalt der Probe.  

Die Messung der Konzentration erforderte die Erstellung einer Eichreihe aus jeweils 0, 10, 

20, 30, 40 und 50 µg/ml Rinderserumalbumin-Standardlösung (BSA) in Aqua dest. Die zu 

untersuchende Probe wurde 1:10 mit Aqua dest. vorverdünnt. Zur Sicherstellung der 

Ergebnisse wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. In eine Mikrotiterplatte wurden je 

10 µl der Probe bzw. des Standards pipettiert und mit 200 µl Färbereagenz bestehend aus 

50 Teilen 1 %-iger BCA-Lösung und einem Teil 4 %-igem Kupfersulfat ergänzt. Auf eine 45-

minütige Inkubation bei 37 °C folgte die Messung der Absorption der Chelatkomplexe 

innerhalb der Proben bei 562 nm mit dem Mikroplattenleser Tecan. Das Programm Microsoft 

Excel ermittelte anhand der Werte der Eichgerade die Proteinmenge der Lösungen. 
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2.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) 

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese dient der Auftrennung von 

Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Dazu werden die Proteine in der Vorbereitung 

vollständig denaturiert, mit SDS beladen und anschließend durch Anschluss einer Spannung 

angetrieben, ein Polyacrylamidgel zu durchwandern.         

Zur Durchführung der Elektrophorese wurden vergleichbare Proteinmengen verwendet. Da 

die Proteindetektion mit zwei verschiedenen Antikörpern stattfinden sollte, wurden die 

Proben in doppelter Menge erstellt: Je nach Proteinkonzentration wurden die Proben durch 

Zugabe von 5 mM Tris-HCl auf 30 µg Protein pro 37,5 µl Probe verdünnt.  

Im nächsten Schritt wurden die Proben mit 12,5 µl 4x Laemmli-Puffer aufgefüllt und 

inkubiert, um die dreidimensionale Struktur der Proteine aufzuheben. Während der Marker für 

5 min bei 95 °C erhitzt wurde, wurden die Membranvesikelproben für 20 min bei 37 °C 

erwärmt, da sonst eine temperaturbedingte Aggregation der Transporter das 

Molekulargewicht erhöhen könnte. Die eindimensionale Struktur der Proben waren nun 

proportional zum Molekulargewicht der Proteine.  

Die diskontinuierliche Polyacrylamidmatrix setzte sich aus einer Sammelgelschicht (4 % 

Acrylamid, pH 8,8) und einer Trenngelschicht (7,5 % Acrylamid, pH 6,8) zusammen. 

 

Tab. 1: Zusammensetzung des Trenngels bzw. des Sammelgels für ein kleines Gel 

 Trenngel (7,5 %) Sammelgel (4 %) 

Aqua dest. 3,6 ml 2,1 ml 

Acrylamid 1,9 ml 455 µl 

Sammelgelpuffer (pH 8,8) - 861 µl 

Trenngelpuffer (pH 6,8) 1,9 ml - 

10 % SDS 75 µl 35 µl 

10 % Ammoniumperoxiddisulfat (APS) 75 µl 35 µl 

Tetramethyl-Ethylen-Diamin (TEMED) 7,5 µl 3,5 µl 

 

Die Zugabe der Chemikalien in ein Becherglas erfolgte anhand der Reihenfolge in der Tab. 1.  

Für die Gelelektrophorese wurden zwei Glasplatten mit einer dazwischen befindlichen 

1,5 mm dicken Silikondichtung verwendet. Darauf wurden die unteren drei Viertel der 

Glasplatten mit dem Trenngel gefüllt, das wiederum mit Isopropanol überschichtet wurde. 

Nachdem das Trenngel vollständig polymerisiert war, wurde die Isopropanolschicht 

rückstandslos entfernt und durch Zugabe von Sammelgel ersetzt, das das obere Viertel der 

Polyacrylamidmatrix ergab. Abschließend wurde in das Sammelgel ein Kunststoffkamm 

eingeführt, der Auftragetaschen für die Proben formte.  
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Sobald das Sammelgel auspolymerisiert war, wurde die Silikondichtung entfernt. Im nächsten 

Schritt wurde das Polyacrylamidgel in den mit 1x Tankpuffer gefüllten 

Elektrophoresekammern fixiert. Nach Entnahme des Kunststoffkammes wurden in die 

Auftragetaschen jeweils 20 µl Probe sowie 10 µl Standardmarker als Richtwert für das 

Molekulargewicht der Proteinbanden pipettiert.  

Durch Anbringen einer Spannung von 100 V wanderten die negativ geladenen SDS-

Proteinkomplexe durch das Polyacrylamidgel in Richtung der Anode. Sobald die Lauffront 

das Trenngel erreichte, wurde die Spannung auf 130 V erhöht.  

 

2.3.3 Western Blot 

Im Nassblot-Verfahren nach Towbin (Towbin 1979) werden die nach SDS-Page 

aufgetrennten Proteine auf einer Nitrozellulosemembran fixiert und daraufhin immunologisch 

detektiert.  

Zur Gewinnung der Proteine wurde das Trenngel auf eine Lage Filterpapier gelegt. Der 

Sandwich-Blot wurde in einer Gitterkassette aufgebaut. Die Nitrozellulosemembran mit einer 

Porengröße von 0,2 µm wurde mit Aqua dest. vorgespült. Zusätzlich wurden alle benötigten 

Bestandteile vorher in Towbin-Puffer äquilibriert. Die Anordnung in der Gitterkassette für 

den Transfer des SDS-Gels auf die Nitrozellulosemembran ist im Folgenden dargestellt:  

Kathode 1. Fiberpad/Schwamm  

  2. Filterpapier 3 Lagen 

  3. SDS-Trenngel 

  4. Nitrozellulosemembran 

  5. Filterpapier 3 Lagen 

Anode  6. Fiberpad/Schwamm 

Anschließend wurde die Gitterkassette in die Blottingkammer eingeführt. Die 

Blottingkammer wurde mit Eis umgeben und mit dem restlichen Towbin-Puffer aufgefüllt. 

Der Blottingvorgang betrug 90 min bei einer Stromstärke von 360 mA. Zur Sicherstellung des 

erfolgten Transfers wurden die Proteine auf der Membran anschließend mit 0,2 % Ponceau S 

gefärbt. Die reversible Bindung an die Aminogruppen der Proteine wurde durch Abspülen mit 

Aqua dest. aufgehoben. 

Für die immunologische Detektion der Expression des MRP4-Transportproteins wurden die 

Primärantikörper Rabbit anti-MRP4 „SNG“ und Rat anti-MRP4 „M4I10“ verwendet. Der 

MRP5-Transporter wurde mit dem polyklonalen Antikörper Rabbit anti-MRP5 „AMF“ und 

Desmin mit dem Primärantikörper Mouse anti-Desmin nachgewiesen. 
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Zur Behandlung mit dem Primärantikörper Rabbit anti-MRP4 „SNG“ wurde die 

Nitrozellulosemembran über Nacht bei 4 °C unter ständigem Schütteln mit 5 % FCS 

blockiert, um unspezifische Antikörperbindungsstellen zu unterbinden. Am Folgetag wurde 

für 2 h der in TBST verdünnte Primärantikörper Rabbit anti-MRP4 „SNG“ (1:1000) bei 

Raumtemperatur auf die Membran aufgetragen. Das anschließende dreimalige Waschen der 

Membran mit TBST im Abstand von 10 min verhinderte unspezifische Bindungen. Der IgG-

konjugierte Sekundärantikörper Goat anti-Rabbit (1:2000) wurde ebenfalls 2 h unter 

ständigem Schütteln zu der Membran hinzugefügt.  

Für die Anwendung des Primärantikörpers Rat anti-MRP4 „M4I10“ wurde die 

Nitrozellulosemembran mit 10 % Magermilchpulver und 5 % FCS in TBST blockiert. Nach 

2 h wurde der Primärantikörper (1:500 in TBST) über Nacht bei 4 °C unter ständigem 

Schütteln auf die Membran aufgetragen. Am Folgetag wurde die Membran mit TBST 

gewaschen und für 4 h mit dem IgG-konjugierten Sekundärantikörper Chicken anti-Rat 

(1:1000 in TBST) inkubiert.  

Zum Nachweis von MRP5 wurde die Membran 2 h bei Raumtemperatur mit 10 % 

Magermilchpulver und 5 % FCS blockiert. Über Nacht wurde der polyklonale 

Primärantikörper Rabbit anti-MRP5 „AMF“ (1:1000) bei 4 °C unter ständigem Schütteln 

hinzugegeben. Am Folgetag wurde nach Waschen mit TBST der IgG-konjugierte 

Sekundärantikörper Goat anti-Rabbit (1:1000) für 4 h auf die Membran aufgetragen.  

Die Nitrozellulosemembranen der Mäuseproben wurden mit 10 % Magermilchpulver und 

10 % FCS in TBST blockiert. Die Blockierung fand über Nacht bei 4 °C statt. Am Folgetag 

wurden die Primärantikörper Rabbit anti-MRP4 „SNG“ (1:1000), Rabbit anti-MRP5 „AMF“ 

(1:1000) und Mouse anti-Desmin (1:500) ebenfalls über Nacht auf die Membranen 

aufgetragen. Darauffolgend wurden die Membranen dreimal mit TBST gewaschen und 

zusätzlich mit 10 % FCS und 10 % Magermilchpulver 10 min zwischenblockiert. Die IgG-

konjugierte Sekundärantikörper Goat anti-Rabbit (1:1000) für MRP4 und MRP5 sowie Goat 

anti-Mouse (1:1000) für Desmin wurden 2 h bei Raumtemperatur unter ständigem Schütteln 

auf die Membranen aufgetragen.  

Da alle Sekundärantikörper mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) markiert waren, 

konnte der gleiche Auswertungsvorgang durchgeführt werden: Nach dreimaligen Waschen 

mit TBST wurde auf die Nitrozellulosemembran die Entwicklungslösung des ECL (enhanced 

chemiluminescence) v.a. in die Bandenhöhe des vermuteten Molekulargewichts pipettiert. 

Darin befindet sich ein Substrat, das nach Umsetzung durch das Enzym fluoresziert. Nach 
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einer lichtgeschützten Inkubationszeit von 3 min fand die Auswertung durch das System 

BioRad Molecular Imager Gel Doc XR statt. 

Zur Entwicklung des Western Blots mit weiteren Antikörpern wurde der Blot gestrippt, d.h. 

die vorhandenen Antikörper entfernt. Dazu wurde eine Lösung mit 50 ml Stripping-Puffer 

und 350 µl β-Mercaptoethanol erstellt. Die enthaltenen Substanzen SDS und β-

Mercaptoethanol denaturieren die vorhandenen Antikörper und lösen sie dadurch von der 

Membran. Der Blot wurde mit der Lösung in eine thermostabile Hybridisierungsröhre 

überführt und bei 52 °C für 15-20 min inkubiert.  

 

2.4 Transportmessungen anhand von Membranvesikeln 

Zur Untersuchung der Freisetzungsmechanismen von Substraten aus Zellen wurden inside-

out-orientierte Membranvesikel verwendet (siehe Kapitel 1.3). Der Anteil an erstellten 

Vesikeln mit einer derartigen Orientierung unterscheidet sich nach der Zelllinie bzw. dem 

Gewebetyp; in den hier ausgewählten Zielzellen sind es etwa 30 % der Vesikel. Das 

umgebende Milieu kann in den Substratkonzentrationen sowie durch Zugabe verschiedener 

Inhibitoren variiert werden. 

2.4.1 Transportversuche mit NICK-spin-Säulchen 

Der Transport von sowohl tritium- als auch fluoreszenzmarkiertem Sphingosin-1-Phosphat in 

Membranvesikel wurde mittels NICK-spin-Säulchen untersucht. Diese Säulchen beinhalten 

eine Sephadex-G-50-Gelmatrix, die mit der Reaktionssuspension aus Vesikeln und 

Inkubationspuffer überschichtet wird. Durch die anschließende Zentrifugation der Säulchen 

bleibt extrazellulär befindliches Substrat in der Gelmatrix zurück, während das 

vesikelassoziierte Substrat in das auszuwertende Eluat gelangt.  

Zur Erstellung der Sephadex-G-50-Gelmatrix für 24 Säulchen wurden 5 g Sephadex G-50 in 

83,5 ml Tris-Sucrose-Puffer gelöst (0,2 g Sephadex G-50/3,3 ml). Das Gemisch wurde für 1 h 

auf einem Heizrührgerät bei 95 °C und einer Geschwindigkeit von 150 rpm gerührt. Nach 

dem Abkühlen auf Eis wurde je 3,3 ml des Gemischs in die geschlossenen Säulchen pipettiert. 

Abschließend wurden die Säulchen für 30 min geschüttelt, um die Gelmatrix zu verdichten, 

und über Nacht bei 4 °C gelagert. Am Folgetag wurden die Säulchen für 3 min bei 4 °C und 

1500 rpm zentrifugiert, um die Gelmatrix von dem überschüssigen Tris-Sucrose-Puffer zu 

trennen. Anschließend wurden sie auf Szintivials gesteckt, in die das Eluat während des 

Versuchs laufen konnte. 
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Die Suspension der Membranvesikel beinhaltete 50 µg Protein verdünnt in Tris-Sucrose-

Puffer mit einem Endvolumen von 55 µl. Zur Untersuchung des Einflusses eines Inhibitors 

wurde in die Membransuspension zusätzlich eine entsprechende Inhibitorlösung unter 

Abnahme des Tris-Sucrose-Pufferanteils pipettiert. Das Substratgemisch setzte sich 

zusammen aus 7,5 µl Kreatinkinase, 7 µl 48,4 mM ATP bzw. AMP als Kontrollwert sowie 

7,5 µl des in Tris-Sucrose-Puffer verdünnten Substrats S1P. Im Substratgemisch befanden 

sich dementsprechend eine Konzentration von 10 µg/ml Kreatinkinase und 4 mM ATP bzw 

AMP.  

Die Suspension der Membranvesikel sowie das Substratgemisch wurden für 1 min auf einem 

Heizschüttler bei 37 °C und 5000 rpm vorinkubiert. Daraufhin wurden 20 µl des 

Substratgemisches zu der Membranvesikelsuspension pipettiert, um den Transport zu starten. 

Nach einem festgesetzten Zeitintervall wurde eine 20 µl Probe entnommen und der Transport 

in 80 µl kaltem Tris-Sucrose-Puffer abgestoppt. Die abgestoppte Probe wurde auf die 

Sephadex-G-50-Gelmatrix aufgetragen, mit 100 µl Tris-Sucrose-Puffer nachgespült und 

anschließend bei 1500 rpm und 4 °C für 3 min zentrifugiert. Die direkt anschließende 

Zentrifugation verhinderte, dass das Substrat wieder aus den Vesikeln herausdiffundiert. 

Zur Bestimmung der Fluoreszenz wurde das Eluat aus den Szintivials in Reaktionsgefäße mit 

20 µl 2 %-igem SDS überführt und bei -20 °C gelagert. Am Folgetag wurde das Ausmaß der 

Fluoreszenz als die Konzentration an vorhandenem S1P durch den Mikroplattenleser Tecan 

ausgewertet. Hierzu wurden je 100 µl der Proben vom Transportversuch in eine 96-Well-

Mikrotiterplatte überführt.  

Bei Transportversuchen mit radioaktiv markiertem S1P wurde zu dem Eluat im Szintivial 

2,5 ml der Szintillationsflüssigkeit Filter Count pipettiert, die dazu dient, die Vesikel im Eluat 

aufzulösen. Anschließend wurden die Szintivials für 30 min geschüttelt. Am Folgetag wurde 

die transportierte Radioaktivität mit einem β-Szintillationszähler gemessen. Die Proben 

wurden dreimal gemessen und der Mittelwert berechnet. 

2.4.2 Transportversuche mit Filtern 

Eine weitere Möglichkeit, das im Inkubationspuffer befindliche radioaktiv markierte Substrat 

von den Membranvesikeln zu trennen, stellt die Filtration durch einen Nitrozellulosefilter dar.  

Die Nitrozellulosefilter (0,22 µm) wurden auf einen Filterapparat aufgelegt und durch Zugabe 

von 1 ml Tris-Sucrose-Puffer vorgespült. Der Aufbau und der Transportversuch erfolgten wie 

in Kapitel 2.4.1 beschrieben. Das Abstoppen des Transports erfolgte jedoch in 1 ml kaltem 

Tris-Sucrose-Puffer. Die abgestoppten Proben wurden auf die Filter gegeben und unter 
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Verwendung von Vakuum mit einem Druck von 200 mbar filtriert. Zusätzlich wurden die 

Filter mit je 5 ml Tris-Sucrose-Puffer nachgespült. Anschließend wurden die Sztintivials mit 

den Filtern gefüllt und 7 ml Szintillationsflüssigkeit hinzugefügt. Nach 30-minütigem 

Schütteln konnte die Radioaktivität am Folgetag mit dem β-Szintillationszähler gemessen 

werden.  

 

2.5 Ex vivo-Versuche mit Thrombozyten 

Für die nachfolgenden Versuche wurde Blut von freiwilligen, gesunden Probanden 

entnommen. Diese Studie zur Untersuchung der Freisetzung thrombozytärer Mediatoren 

wurde von der Ethikkommission der Universitätsmedizin Greifswald am 28.02.2012 

genehmigt (Reg.-Nr. BB 20/12). 

 

2.5.1 Immunfluoreszenz-Mikroskopie 

Zur Untersuchung der Lokalisierung von Sphingosin-1-Phosphat in Thrombozyten 

insbesondere auch in Bezug zum MRP4-Transporter wurde eine Immunfluoreszenz 

durchgeführt. Dazu wurde Blut von freiwilligen Probanden in Citratröhrchen entnommen und 

bei 5000 rpm für 45 s zentrifugiert. 500 µl des entstandenen PRP wurden mit 50 µM F-S1P in 

ein silikonisiertes 2 ml Reaktionsgefäß überführt und für 30 min lichtgeschützt bei 37 °C 

inkubiert. Anschließend wurde die Suspension bei 650 g für 5 min zentrifugiert und das 

Thrombozytenpellet in 500 µl Tyrodepuffer aufgenommen. Zur Vermeidung von übermäßiger 

Fluoreszenz wurde die Zentrifugation wiederholt und das Pellet erneut in Tyrodepuffer 

resuspendiert. 

Daraufhin wurden die in 500 µl aufgenommenen Thrombozyten unter Zugabe von 200 µl 

4% Para-Formaldehyd in PBS fixiert. Je 60 µl der Thrombozytensuspension wurden auf 

kollagenbeschichtete Coverslips aufgetropft und 30 min bei Raumtemperatur lichtgeschützt 

aufbewahrt. Anschließend wurden die Coverslips dreimal mit PBS zur Beseitigung des 

Formaldehyds gewaschen.  

Für eine Kofärbung mit dem Primärantikörper Rabbit anti-MRP4 „SNG“ wurden die 

Coverslips 1 h mit 1 ml Blockierlösung (20 % FCS, mit 1 % Saponin in PBS) blockiert, um 

unspezifische Antikörperbindungen zu verhindern. Anschließend wurde der Primärantikörper 

Rabbit anti-MRP4 „SNG“ (1:100 mit 10 % FCS in PBS) über Nacht bei 4 °C aufgetragen. 

Am Folgetag wurden die Coverslips dreimal mit PBS gewaschen, einmal die Blockierlösung 

aufgetragen und darauf mit dem fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 568 Goat anti-Rabbit 
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IgG-konjugierten Sekundärantikörper (1:50 mit 10 % FCS in PBS) 1 h bei Raumtemperatur 

inkubiert.  

Nach abschließendem dreimaligen Waschen in PBS wurden die Coverslips auf dem 

Objektträger mittels Klebemedium „Dako Fluorescent Mounting Medium“ fixiert und über 

Nacht trocknen gelassen. Das Mikroskopieren der Präparate erfolgte an dem konfokalen 

Laser-Scanning-Mikroskop bei 400-facher Vergrößerung.  

 

2.5.2 Isolierung und Stimulierung von humanen Thrombozyten 

Die in dieser Arbeit dargestellten Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie/ 

Massenspektrometrie (LC-MS/MS)-Ergebnisse mit humanen Thrombozyten wurden mit Blut 

von einem einzelnen Probanden zur Minimierung individueller Schwankungen durchgeführt. 

Die humanen Thrombozyten wurden nach dem Verfahren von Hermann et al. mit wenigen 

Modifizierungen isoliert (Hermann 2001): Als Antikoagulanz wurde Acid-Citrat-Dextrose-

Lösung (ACD) verwendet mit einem Verhältnis zwischen Citrat und Blut von 1:10. 

Anschließend wurde das entnommene Blut in 2 ml fassende silikonisierte Reaktionsgefäße 

überführt und 45 s bei 5000 rpm zum Erhalt von plättchenreichem Plasma (PRP) zentrifugiert. 

Um das PRP möglichst frei von Erythrozyten zu gewinnen, wurden die Reaktionsgefäße nach 

der Zentrifugation 10 min auf einem 37 °C warmen Heizblock stehen gelassen bis sich die 

Erythrozyten abgesetzt hatten. Zur Minimierung der Einwirkung von Scherkräften auf die 

Thrombozyten wurde das PRP mit abgeschnittenen Pipettenspitzen entnommen und in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt. Der anschließende Zentrifugationsschritt bei 5800 rpm für 

30 s diente der Erstellung von plättchenarmem Plasma (PPP). Das Pellet aus Thrombozyten 

wurde in Tyrodepuffer resuspendiert.  

Zur Untersuchung des Effekts von Fluvastatin bzw. Rosuvastatin auf die S1P-Freisetzung aus 

Thrombozyten wurde je ein Drittel der Thrombozytensuspensionen 20 min mit 100 µM 

Fluvastatin bzw. Rosuvastatin vorinkubiert. Im Anschluss wurde die S1P-Freisetzung mit 

10 µM des Thromboxanrezeptoragonisten U46619 bzw. 100 µM des Protease-aktivierten 

Rezeptor-1-aktivierenden Peptids AP1 stimuliert. Abschließend wurden die Proben 35 s bei 

5800 rpm zur Trennung in Thrombozytenüberstand und –pellet zentrifugiert. Bis zur 

massenspektrometrischen Analyse wurden die Proben bei -80 °C gelagert. 
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2.6 Untersuchungen an Mrp4(-/-)- und Mrp5(-/-)-Mäusen 

Zur Untersuchung der S1P-Plasmaspiegel in Knock-out-(KO)- und Wildtyp-(WT)-Mäusen 

wurden die Mäuse im zentralen Tierstall der Pharmakologie unter standardisierten 

Bedingungen gehalten. Die Tiere hatten freien Zugang zu Nahrung und Wasser. Die Käfige 

enthielten Streu, Plastikhäuschen und Cellulosetücher. Die Schränke wiesen eine Temperatur 

von 25 °C auf bei konstanter Luftfeuchtigkeit. Alle Käfige wurden wöchentlich gereinigt. 

Die MRP4(-/-)-KO-Mäuse wurden durch die Arbeitsgruppe von Prof. Ritter aus dem Institut 

für Pharmazie der Universitätsmedizin Greifswald zur Verfügung gestellt. Sie entstammen 

dem Inzuchtstamm C57BL/6J und werden mit dem entsprechenden WT verglichen. Die 

Männchen waren 11-22 Wochen bzw. 3-5 Monate alt und die Weibchen 16-33 Wochen bzw. 

4-8 Monate. 

Die MRP5(-/-)-KO-Mäuse entstammen dem Mäusestamm FVB und werden mit dem FVB-WT 

verglichen. Sie wurden von Dr. Geißen aus der Klinik für Gefäßmedizin des Universitären 

Herzzentrums in Hamburg zur Verfügung gestellt. Die Männchen waren 17-23 Wochen bzw. 

5-6 Monate alt und Weibchen 23-31 Wochen bzw. 5-7 Monate. 

Alle Blut- und Organentnahmen erfolgten durch den wissenschaftlichen Mitarbeiter Matthias 

Müller. Die entnommenen Organe wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C 

gelagert. 

 

2.6.1 Isolierung von PRP, PPP und Thrombozyten aus Mäuseblut 

Zunächst wurden die Mäuse mit Isofluran anästhesiert. Die Blutentnahme erfolgte retroorbital 

per Kapillare in ein silikonisiertes, mit 200 µl ACD-Lösung gefülltes Reaktionsgefäß. Zur 

Gewinnung von PRP wurde das Blut 45 s bei 5000 rpm zentrifugiert. Nach 10 min bei 37 °C 

hatte sich das PRP deutlich von den Erythrozyten abgesetzt und konnte entnommen werden. 

Im Anschluss wurden je 100 µl des PRP in weitere Reaktionsgefäße überführt und 30 s bei 

5800 rpm zentrifugiert. Der Überstand aus PPP wurde als Probe entnommen und das 

Thrombozytenpellet in 100 µl Tyrodepuffer resuspendiert.  

 

2.6.2 Thrombozytenzahlbestimmung 

Zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit der Mäuseproben und humanen Proben untereinander 

wurde die Thrombozytenzahl im PRP anhand einer 60 µm Kapillare im Zellzählgerät 

bestimmt. Vor der Messung wurde der Reinigungszyklus des Zellzählgeräts mehrfach 

durchgeführt bis zu einem Hintergrund von 100-150 Counts/ml. Das PRP wurde 1:100 in PBS 

vorverdünnt und davon 30 µl in die Casyton-Flüssigkeit gegeben. Nach dreimaliger Messung 
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der PRP-Vorverdünnung wurde der Mittelwert mit den Ergebnissen des Massenspektrometers 

korreliert. 

 

2.6.3 Gewinnung von Membranfraktionen aus Organen  

Zur Untersuchung der Expression von Membranproteinen in den verschiedenen 

Mäuseorganen wurden die Membranen aus den Geweben isoliert.  

Dazu wurde das Gewebe in 3 ml Tris-Sucrose-Puffer mit den Proteaseinhibitoren Aprotinin 

(0,3 µM), Leupeptin (1 µM) und PMSF (0,1 mM) in einer Verdünnung von 1:1000 

aufgenommen, zerkleinert und in dem Gewebehomogenisator „Potter S“ auf Eis bei 700 rpm 

homogenisiert. Das Pottern erfolgte mit einer Geschwindigkeit von zwei Hüben pro min. 

Insgesamt wurden zweimal 10 Hübe in 5 min mit einer zweiminütigen Pause durchgeführt. 

Die anschließende 15-minütige Zentrifugation der homogenen Suspension bei 4 °C und 

8000 rpm mit dem Rotor Ti 70.1 diente der Trennung der Membranfraktion von dem Pellet 

aus Gewebetrümmern. Nachfolgend wurde der Überstand aus Membranen abgenommen und 

für 15 min bei 4 °C und 34.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet aus Membranen wurde in 

Abhängigkeit von seiner Größe in 50-500 µl Tris-HCl-Puffer aufgenommen. Alle Schritte 

wurden auf Eis durchgeführt, um zu verhindern, dass die Proteine denaturieren. 

Das Thrombozytenpellet wurde entsprechend Kapitel 2.6.1 nach der Zentrifugation des PRP 

gewonnen. Die Thrombozyten wurden in 200 µl Tris-HCl-Puffer mit Proteasinhibitoren 

aufgenommen und durch viermaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff mit anschließendem 

Auftauen im 37 °C Wasserbad lysiert. Danach wurde die Membranfraktion durch 

Zentrifugation für 15 min bei 4 °C und 100.000 g gewonnen. Abschließend wurde das Pellet 

in 30-50 µl Tris-HCl-Puffer resuspendiert. 

 

2.7 LC-MS/MS-Analyse 

2.7.1 Probenaufarbeitung 

Die S1P-Analyse erfolgte durch die Kopplung von Flüssigchromatographie und 

Massenspektrometrie (LC-MS/MS). Zur Quantifizierung von S1P der Proben musste das 

vorhandene S1P aus den Proben herausgelöst werden. Dazu wurden 50 µl Serumprobe mit 

200 nM C17-S1P als internem Standard in 200 µl 80 %-igem Acetonitril versetzt, um eine 

Proteinfällung zu induzieren. Anschließend wurden die Proben intensiv gemischt und für 

15 min bei 10.000 g zentrifugiert, um die ausgefällten Proteine zu pelletieren. 

Die Kalibrationsreihe wurde in 80 %-igem Acetonitril erstellt und setzte sich zusammen aus 

einem Leerwert, sowie den Konzentrationen 20 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM und 
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1000 nM C18-S1P. Aus diesen Messwerten wurde an jedem Messtag eine Kalibrationskurve 

erstellt, die zur Berechnung der Konzentration der Analyten in den Proben diente. Der 

Konzentrationsbereich der Kalibrationsreihe entsprach der Höhe der zu erwartenden S1P-

Konzentration in den Proben. Als Qualitätskontrollwerte wurden zusätzlich Proben mit den 

Konzentrationen 50 nM, 100 nM und 400 nM erstellt.  

 

2.7.2 Messung von S1P mittels LC-MS/MS-Analyse  

Zunächst wurde die Probe (Injektionsvolumen 20 µl) durch die Hochleistungs-

Flüssigchromatographie (HPLC) getrennt. Die Trennung erfolgte unter Nutzung der Bridge 

C8 Säule (2,1x100 mm) mit einer Partikelgröße von 3,5 µm. Die Säulentemperatur umfasste 

50 °C und die Fließgeschwindigkeit lag bei 250 µl/min.  

Der HPLC-Fluss wurde nachfolgend in die Ionisationsquelle (TurboIon-Spray) des Tandem-

Massenspektrometers (API 4000) geleitet. Hierbei wurde die Messprobe initial durch eine 

Hochspannung von 5000 V (Ion Spray Voltage) ionisiert. Die sich anschließende MRM 

(multiple reaction monitoring)-Analyse erlaubt es hierbei nur vorher definierten Ionenmassen 

den ersten Ionenpfad (Q1) zu passieren. Das Vorläuferion Sphingosin-1-Phosphat 

(m/z = 380,4) wurde im Rahmen der Fragmentierung in der Kollisionszelle (Q2) in das 

Tochterion (m/z = 264,4) überführt, welches nach Überwindung des zweiten Ionenpfades 

(Q3) und Detektion zur Quantifizierung genutzt wurde. Der in den Proben befindliche interne 

Standard, C17-S1P, wurde simultan anhand des Massenüberganges m/z = 366,3 → 

m/z = 250,5 detektiert. Er diente der Korrektur von Abweichungen, die im Rahmen der 

Probenaufbereitung entstanden. 

Um zu verhindern, dass Messignale verschleppt werden (carry over) bzw. Probenbestandteile 

an der Säule haften bleiben, wurde eine Gradientenelution durchgeführt. Als mobile Phase A 

wurde Wasser und als mobile Phase B Methanol verwendet (Tab. 2). 

 

Tab. 2: Aufbau des binären Gradienten aus Wasser und Methanol für die chromatographische 

Trennung der S1P-Proben 

Zeit (min) Wasser (%) Methanol (%) 

0 40 60 

0,10 0 100 

3,50 0 100 

3,60 40 60 

10 40 60 
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Unter Verwendung dieses Systems wurden die Proben zwischen 6 bis 6,5 min für S1P (C18-

S1P) und den internen Standard (C17-S1P) eluiert. Tab. 3 stellt die Massenübergänge und die 

entsprechend optimierten massenspektrometrischen Parameter von Sphingosin-1-Phosphat 

und dem internen Standard dar. 

 

Tab. 3: Massenübergänge und die entsprechend optimierten massenspektrometrischen 

Parameter zur Detektion von Sphingosin-1-Phosphat (C18-S1P) und dem internen Standard 

C17-S1P 

Analyt 
Q1 
(m/z) 

Q3 
(m/z) 

Declusion 
potential 
(Volt) 

Entrance 
potential 
(Volt) 

Collision 
energy 
(Volt) 

Collision cell 
exit potential 

(Volt) 

C18-S1P 380,4 264,4 65 15 24 15 

C17-S1P 366,3 250,5 75 15 25 15 

 

Für die massenspektrometrischen Messungen wurden die folgenden Gaseinstellungen 

verwendet (Tab. 4): 

 

Tab. 4: Gaseinstellungen für die massenspektrometrischen Messungen 

Capillary voltage 5000 V 

Curtain gas 20 psi 

Gas 1 (nebulizing gas) 60 psi 

Gas 2 (heater gas) 60 psi 

CAD (collision-induced dissociation) gas 7 psi 

1 psi (pound-force per square inch) = 0,0689 bar 

 

Abb. 2 stellt ein typisches Chromatogramm einer Probe der Kalibrationsreihe dar. Die 

spezifischen Fragmente von C17- und C18-S1P wurden als Peaks zwischen min 6 und 6,5 

detektiert.  

Die Messungen wurden durch Prof. Dr. Oswald in der Abteilung für Klinische Pharmakologie 

der Universitätsmedizin Greifswald durchgeführt. 
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2.7.3 Methodenvalidierung 

Zur Sicherstellung, dass die entwickelte analytische Methode geeignet ist, den Analyten 

innerhalb einer biologischen Matrix zu quantifizieren, wurde die Methode nach international 

gültigen Richtlinien validiert. 

Zunächst wurde die Richtigkeit der Methode überprüft. Diese untersucht, ob und wie stark 

eine ermittelte Konzentration von der wahren Konzentration abweicht. Dazu wurden an sechs 

unterschiedlichen Messtagen je eine Kalibrationsreihe bestehend aus sechs Kalibratoren 

hergestellt und der LC-MS/MS-Analyse unterzogen. 

Hierzu wurden jeweils die Peakflächen-Verhältnisse des Analyten gegenüber der Peakfläche 

des internen Standards errechnet und aus diesen Werten eine Eichgerade erstellt. 

Voraussetzung für die akzeptable Richtigkeit der Methode ist, dass die Abweichung des 

ermittelten Wertes vom wahren Wert kleiner 15 % bzw. an der Bestimmungsgrenze kleiner 

20 % ist. 

XIC of +MRM (2 pairs): 366,300/250,500 Da  from Sample 6 (K4) of 230213_Humanproben.wiff (Turbo Spray) Max. 6,3e4 cps.

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5
Time, min
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Abb. 2: Typisches Chromatogramm einer Probe der Kalibrationsreihe bestehend aus C17- und 

C18-S1P.  

Die Peaks im Chromatogramm entstehen nicht von C17-S1P und C18-S1P selbst, sondern von 

ihren spezifischen Fragmenten (Massenübergänge siehe Tab. 3). Als mobile Phase A wurde Wasser 

und als mobile Phase B Methanol verwendet. Die Konzentration des C18-S1P lag bei 204 nM.  
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Der nächste Parameter umfasste die Präzision der Methode. Die Präzision gibt Auskunft über 

die Streuung der ermittelten Messwerte um den Mittelwert. Mathematisch stellt sie die 

relative Standardabweichung dar, welche kleiner 15 % bzw. an der Bestimmungsgrenze 

kleiner 20 % sein soll. Die ermittelten Werte entsprechen der Between-day-Präzision und 

Richtigkeit. 

Die Werte der Within-day-Präzision und Richtigkeit wurden mittels Qualitätskontroll (QC)-

Probensätzen mit jeweils einer niedrigen, einer mittleren und einer hohen Konzentration (50, 

100 und 400 µM) angesetzt. Diese wurden sechs Mal hintereinander am gleichen Tag 

vermessen. Auch für die Within-day-Präzision und Richtigkeit gelten die genannten 

Akzeptanzgrenzen von 15 % bzw. 20 %. 

Abschließend wurde die Stabilität des Analyten im Probengeber (Autosampler) untersucht. 

Hierzu wurden sechs QC-Sätze vor bzw. nach Lagerung der Proben im Probengeber für 24 h 

bei 5 °C vermessen. Als Akzeptanzgrenze des maximal zulässigen Gehaltsverlustes gelten 

auch hier 15 %. 

 

2.8 Einwilligung der Ethikkommission 

Die Studie zur Untersuchung der Freisetzung thrombozytärer Mediatoren wurde von der 

Ethikkommission der Universitätsmedizin Greifswald am 28.02.2012 genehmigt (Reg.-Nr. 

BB 20/12). 

 

2.9 Statistische Auswertung 

Die Messdaten wurden als arithmetische Mittelwerte ± Standardabweichung (SD) oder 

Standardfehler des Mittelwertes (SEM = standard error of mean) aus n unabhängigen 

Experimenten angegeben. Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden mittels zweiseitigem 

ungepaarten „Student’s t-Test“ geprüft. Die statistische Auswertung sowie die Darstellung der 

Daten erfolgte anhand der GraphPad-Prism-Software für Windows (Version 5.00, GraphPad 

Software, San Diego, California, USA). Das Signifikanzniveau P für α wurde mit 0,05 

bestimmt und mit * gekennzeichnet. 

Die IC50-Kurven wurden ebenfalls mithilfe der GraphPad-Prism-Software erstellt. Dazu 

wurden die Konzentrationen in logarithmische Zahlenwerte überführt (Log (X)=X). 

Anschließend wurde die Gleichung der Dosis-abhängigen Inhibition aus der Rubrik 

nichtlineare Regression gewählt. Die Darstellung folgte als logarithmische Darstellung des 

Inhibitors gegenüber der Response. Die dabei entstehende Kurve wurde als „variable slope“ 

erstellt, damit die Kurve an die Messwerte angepasst ist. 
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Der IC50-Wert entspricht dem Wendepunkt der IC50-Kurve. Da durch die Substanzen keine 

100 % Hemmung erreicht werden, richtet sich der IC50-Wert nach dem maximalen Effekt des 

Inhibitors. Der IC50-Wert liegt somit bei 50 % des maximalen Effekts. 
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3 Ergebnisse  

3.1 Methodenoptimierung: Messung des S1P-Transports in isolierte Membranvesikel 

Zunächst sollte durch Transportversuche geklärt werden, ob eine Trennung der 

Membranvesikel von dem Inkubationspuffer entweder per Zentrifugation durch eine 

Sephadexmatrix oder per Spülen durch einen Nitrozellulosefilter möglich ist (Keppler 1998). 

S1P zeichnet sich als Lysophospholipid durch eine starke Bindung an die Nitrozellulosefilter 

aus. Dadurch wurde bei der Messung der Radioaktivität an dem Nitrozellulosefilter neben 

dem vesikelassoziierten Substrat auch Substrat aus dem Inkubationspuffer, das an dem Filter 

haftete, detektiert. Die Transportergebnisse wurden daher mithilfe von Sephadex-G-50-

Säulchen erhoben. 

Die schlechte Löslichkeit von S1P in Wasser und sein amphipathischer Charakter führten zu 

einer hohen Adhäsion an nahezu allen Oberflächen. Um zu verhindern, dass ein Großteil an 

S1P am Kunstoff von Reaktionsgefäßen adhäriert und damit verloren geht, wird in Studien 

(Kobayashi 2006; Yatomi 2000) empfohlen, bovines Serumalbumin (BSA) in den Ansatz von 

Transportversuchen zu geben. Die Zugabe von BSA zeigte jedoch keine ATP- oder 

Zeitabhängigkeit des Transports. BSA weist ein hohes Molekulargewicht (66,5 kDa) auf und 

wird daher genau wie die Vesikel im Ausschlussvolumen durch die Sephadexmatrix 

zentrifugiert. Im Eluat befand sich demzufolge neben dem vesikelassoziierten Substrat auch 

an BSA gebundenes S1P. BSA hält zwar S1P in Lösung, war aber für die Transportversuche 

mit Membranvesikeln ungeeignet, da es mit der Trennung der Vesikel vom 

Inkubationsmedium interferiert. 

 

3.2 Transport von S1P in humane Thrombozytenvesikel 

3.2.1 Transport von F-S1P in Thrombozytenvesikel 

Um zu klären, ob der S1P-Transport durch die Thrombozytenmembran ATP-abhängig erfolgt, 

wurden zunächst Membranvesikel aus Thrombozyten hergestellt (siehe Kapitel 2.2.5). Der 

ATP-abhängige Transport erfolgt nur in den Anteil der inside-out-Vesikel (IOV), die 

ungefähr 30 % der Vesikelmischung ausmacht. Die Thrombozytenvesikel wurden 10 min mit 

1 µM fluoreszenzmarkiertem S1P (F-S1P) und ATP bzw. AMP inkubiert und mittels 

Sephadex-G-50-Säulchen vom Inkubationspuffer getrennt. Abb. 3 zeigt, dass die Zugabe von 

ATP den Transport in die Thrombozytenvesikel im Vergleich zu AMP signifikant steigert. 

Dies belegt eine ATP-Abhängigkeit des Transports von S1P. 

Die hohe Hintergrundfluoreszenz ist wahrscheinlich durch die Bindung des F-S1P an die 

Außenseite der Thrombozytenvesikel bedingt.  
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Die ATP-Abhängigkeit des S1P-Transports in humane Thrombozytenvesikel weist darauf hin,  

dass ein ABC-Transporter am Transport beteiligt ist. Um die Auswahl an möglichen ABC-

Transporterkandidaten für weitere Versuche einzuschränken, wurde MK571 eingesetzt. 

MK571 fungiert als Inhibitor der Multidrug Resistance-Proteine der ABCC-Subgruppe, 

insbesondere von ABCC1 und ABCC4 (Jedlitschky 2004). Im anschließenden 

Transportversuch wurden Thrombozytenvesikel mit 5 µM F-S1P unter Zugabe von 50 µM 

MK571 in Anwesenheit von ATP bzw. AMP inkubiert. Abb. 4 zeigt, dass MK571 

insbesondere den ATP-vermittelten S1P-Transport deutlich senkt.  

Weitere Untersuchungen sollen sich nun mit ABC-Transportern der Subgruppe ABCC 

beschäftigen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Transport von F-S1P in IOVs aus humanen Thrombozyten.  

Wie im Methodenteil (Kap.2.4.1) beschrieben wurden die Membranvesikel (50 µg Protein) 10 min 

mit F-S1P (1 µM) in Anwesenheit von 4 mM ATP ( ■ ) bzw. AMP ( □ ) bei 37 °C inkubiert. Unter 

Zugabe von ATP ist der F-S1P-Transport höher als mit AMP. 

Alle y-Achsen stellen die Einheit vesikelassoziierte pmol F-S1P/mg Protein dar. 

Mittelwerte ± SEM, n=12. * p< 0,05.  
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3.2.2 Transport von [3H]-S1P in Thrombozytenvesikel 

Da sich F-S1P durch eine zusätzliche große fluoreszierende Seitengruppe auszeichnet, wurde 

nachfolgend der Transport mit 0,2 µM [3H]-markiertem S1P durchgeführt. Abb. 5 zeigt einen 

signifikanten Unterschied zwischen dem vesikelassozierten Substrat in Anwesenheit von 

AMP (0,48 pmol [3H]-S1P/mg Protein) und von ATP (0,87 pmol [3H]-S1P/mg Protein) nach 

5 min Inkubationszeit. Die ATP-Abhängigkeit des Transports konnte somit auch mit [3H]-S1P 

bestätigt werden. 

 

 

 

 

Abb. 4: MK571 senkt den F-S1P-Transport in IOVs aus humanen Thrombozyten.  

Die Membranvesikel wurden 10 min mit F-S1P (5 µM) in Anwesenheit von ATP ( ■ ) bzw. 

AMP ( □ ) inkubiert. Unter Zugabe von MK571 (50 µM) liegt der ATP-vermittelte Transport auf 

dem Niveau des AMP-Wertes. 

Mittelwerte ± SD, n=4. * p< 0,05.  

Abb. 5: [3H]-S1P-Transport in IOVs aus humanen Thrombozyten.  

Membranvesikel wurden 5 min mit [3H]-S1P (0,2 µM) in Anwesenheit von ATP ( ■ ) bzw.  

AMP ( □ ) inkubiert. Die Zugabe von ATP führt zu einem signifikant erhöhten Transport.  

Mittelwerte ± SEM, n=3. *p< 0,05.  
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3.3 Lokalisation von F-S1P und MRP4 in intakten Thrombozyten 

Zunächst stand der Transporter MRP4 im Fokus, da MRP4 in Thrombozyten stark exprimiert 

wird und sein Transport von MK571 gesenkt wird (Jedlitschky 2004). Isolierte humane 

Thrombozyten wurden mit F-S1P inkubiert, fixiert und der Transporter MRP4 durch den 

Primärantikörper Rabbit anti-MRP4 „SNG“ und den fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 568 

Goat anti-Rabbit IgG-konjugierten Sekundärantikörper sichtbar gemacht. Der 

Primärantikörper richtet sich gegen den Carboxylterminus von MRP4. In Abb. 6A sieht man 

ruhende Thrombozyten. In diesen liegt das mit grüner Fluoreszenz markierte F-S1P sowie 

auch der mit roter Fluoreszenz dargestellte Transporter MRP4 vorwiegend intrazellulär vor, 

jedoch auch teilweise in der Plasmamembran. Abb. 6B stellt aktivierte Thrombozyten dar, die 

im Zuge der Degranulation das F-S1P und MRP4 in die Plasmamembran verlagert haben. 

Dadurch weist die Zellmembran eine sehr intensive Färbung auf. Die Überlagerung des roten 

und grünen Farbsignals (Merge) deutet daraufhin, dass F-S1P und MRP4 im Thrombozyten 

partiell kolokalisiert sind. 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Abb. 6: Konfokale Fluoreszenzmikroskopie von isolierten humanen Thrombozyten.  

Das FITC-markierte S1P (50 µM) zeigt eine grüne Fluoreszenz und MRP4 unter Verwendung des 

Primärantikörpers Rabbit anti-MRP4 „SNG“ (1:100) und des fluoreszenzmarkierten Alexa Fluor 568 

Goat anti-Rabbit IgG-konjugierten Sekundärantikörpers (1:50) eine rote Fluoreszenz. 

Während in ruhenden Thrombozyten (6A) S1P und MRP4 intrazellulär lokalisiert sind, werden sie in 

aktivierten Thrombozyten (6B) in die Plasmamembran verlagert. In ruhenden Thrombozyten (6A) 

sowie in aktivierten Thrombozyten (6B) erkennt man eine partielle Kolokalisierung von F-S1P und 

MRP4. 
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3.4 MRP4-vermittelter Transport von S1P 

3.4.1 Überexpression des MRP4-Transportproteins in Sf9-Insektenzellen 

Zur Untersuchung des Einflusses des Transportproteins MRP4 auf den S1P-Transport wurde 

ein heterologes Proteinexpressionssystem gewählt. Die Insektenzelllinie Sf9 wurde mit dem 

rekombinanten MRP4-Baculovirus transfiziert, das für das humane MRP4 kodiert. Als 

Kontrolle wurden Insektenzellen mit dem Kontrollvirus Mock-Baculovirus transfiziert. 

Daraufhin wurden die transfizierten Zellen in einer Präparation zu Membranvesikeln 

aufgearbeitet. Die Expression des MRP4-Transporters in den Vesikeln wurde mittels Western 

Blot verifiziert. 

 

 

 

 

 

Zur Darstellung des Transporters MRP4 wurde der monoklonale Antikörper Rat anti-MRP4 

„M4I10“ verwendet. Die Western-Blot-Analyse (Abb. 7) zeigte die Detektion des core-

glykosylierten MRP4s bei ca. 160 kDa in den Sf9-Zellen und die endogene Expression von 

MRP4 in humanen Thrombozytenvesikeln bei ungefähr 170 kDa gemäß der Literatur (van 

Aubel 2002). Durch eine komplexe Glykosylierung des Transporters in den humanen 

Thrombozyten ist die Bande etwas höher lokalisiert. Im Gegensatz dazu konnte in den Mock-

transfizierten Vesikeln (Sf9-Mock) kein MRP4-Transportprotein nachgewiesen werden.  

Ein ähnliches Expressionsmuster konnte auch mit dem polyklonalen Primärantikörper Rabbit 

anti-MRP4 „SNG“ bestätigt werden (Daten nicht dargestellt). 

 

 

 

Abb. 7: Immunnachweis von MRP4 in Membranvesikeln von humanen Thrombozyten, MRP4- und 

Mock-transfizierten Sf9-Zellen. 

Der Nachweis erfolgte durch den monoklonalen Primärantikörper Rat anti-MRP4 „M4I10“ mit dem 

Sekundärantikörper Chicken anti-Rat. Der MRP4-Transporter wurde in den isolierten 

Membranvesikeln (30 µg) der humanen Thrombozyten und den MRP4-transfizierten Insektenzellen 

(Sf9-MRP4), nicht jedoch in den Mock-transfizierten Insektenzellen (Sf9-Mock) detektiert. 



 

42 

 

3.4.2 Transport von F-S1P in Membranvesikel von MRP4-transfizierten Sf9-Zellen 

Anschließend wurde der Transport von 1 µM F-S1P unter Zugabe von ATP bzw. AMP in die 

MRP4-überexprimierenden Membranvesikel untersucht (Abb. 8A). Nach 1, 5 und 10 min 

Inkubationszeit wurden Proben entnommen. Im Verlauf der 10 min Inkubationszeit wurde 

eine zeitabhängige Zunahme der Transportwerte beobachtet. Dabei stellte sich unter ATP-

Zugabe eine signifikant erhöhte F-S1P-Aufnahme in die Vesikel im Vergleich zur Zugabe 

von AMP dar.  

Darauffolgend wurde der Transport von F-S1P in die Mock-transfizierten Vesikel gemessen. 

Abb. 8B stellt den ATP-abhängigen Transport in die MRP4- und Mock-transfizierten Vesikel 

dar. Der ATP-abhängige Transport wurde aus der Differenz der Transportwerte in Gegenwart 

von ATP und AMP errechnet. 

 

 

 

 

 

 

Nach 10 min Inkubationszeit befand sich ATP-abhängig 47,1 pmol F-S1P/mg Protein in den 

MRP4-Vesikeln im Vergleich zu 12,1 pmol F-S1P/mg Protein in den Mock-Vesikeln, was 

ungefähr der vierfachen Menge an F-S1P entspricht. Dieser signifikante Unterschied 

impliziert, dass das Einbringen von MRP4 für den gesteigerten F-S1P-Transport 

verantwortlich ist. Die dargestellten Ergebnisse entstanden unter Einbeziehung der Werte von 

Vesikeln, die an verschiedenen Tagen präpariert wurden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, 

dass S1P ATP-abhängig transportiert wird und MRP4 ein Transporter für F-S1P ist. 

Abb. 8: MRP4-vermittelter Transport des F-S1P in IOVs von Sf9-MRP4- und Sf9-Mock-Zellen. 

A)  50 µg MRP4-Membranvesikel wurden mit 1 µM F-S1P in Anwesenheit von ATP (●) bzw. 

AMP (○) inkubiert. 

B)  Differenz aus ATP- und AMP-Transportwerten von 1 µM F-S1P in Membranvesikel von SF9- 

      MRP4-Zellen (●) und Sf9-Mock-Zellen (○).  

Alle Werte sind Mittelwerte ± SEM, n=10. * p< 0,05 vs. AMP (A) oder Sf9-Mock (B). 
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3.4.3 Kompetition des F-S1P mit unmarkiertem S1P 

Zur Kompetition von F-S1P und S1P wurden 50 µM und 100 µM unmarkiertes S1P zu der 

Transportsuspension aus 5 µM F-S1P und MRP4-Vesikeln pipettiert. In Abb. 9 ist die 

prozentuale ATP-AMP-Differenz des Transports im Vergleich zur Kontrolle mit 100 % 

dargestellt. Nach 10 min Inkubationszeit zeigte sich eine geringe Abnahme des F-S1P-

Transports (87,1 %) in die Vesikel nach Zugabe von 50 µM unmarkiertem S1P. Eine 

Konzentration von 100 µM senkte den Transport in signifikanten Maßen auf 71,3 %. Dies 

deutet darauhin, dass F-S1P und S1P an die gleiche Stelle am Transporter binden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.4 Transport von [3H]-S1P in MRP4-Vesikel 

Anschließend wurden 0,2 µM [3H]-S1P mit den MRP4-Vesikeln inkubiert. In den Versuchen 

mit F-S1P zeigte sich ein linearer Anstieg des Transports zwischen der 1. und 5. Minute (Abb. 

8A). Daher wurden nach 5 min Inkubationszeit Proben entnommen. Unter Zugabe von ATP 

konnten auch mit [3H]-S1P signifikant höhere Transportwerte in die MRP4-Vesikel erzielt 

werden als mit AMP (Abb. 10A). Im Vergleich dazu war unter Zugabe von ATP bzw. AMP 

kaum ein Unterschied im [3H]-S1P-Gehalt in den Mock-Vesikeln erkennbar (Abb. 10B). Die 

MRP4-Vesikel wiesen eine ATP-AMP-Differenz von 0,24 pmol/mg Protein auf, die Mock-

Vesikel hingegen eine Differenz von 0,068 pmol/mg Protein. Der [3H]-S1P-Transport in die 

MRP4-Vesikel war dementsprechend vierfach höher als in die Mock-Vesikel. Diese 

Abb. 9: Unmarkiertes S1P senkt den ATP-abhängigen Transport von F-S1P in MRP4-Vesikel. 

Nach 10 min wurde die Inkubation von den Membranvesikeln mit 5 µM F-S1P und zusätzlich 

50 µM bzw. 100 µM unmarkiertem S1P abgestoppt. Dargestellt ist die Differenz der ATP- und 

AMP-Werte in % der F-S1P-Kontrolle.  

Alle Werte sind Mittelwerte ± SEM, n=4-6. * p< 0,05.  
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Ergebnisse verdeutlichen, dass der Transporter MRP4 auch an dem [3H]-S1P-Transport 

beteiligt ist. 

 
 
 
 
 
 
 
 

3.5 MRP5-vermittelter Transport von S1P 

3.5.1 Charakterisierung von MRP5-Membranvesikeln 

Der Transporter MRP5 zeichnet sich durch ein ähnliches Substratspektrum wie MRP4 aus 

(Jedlitschky 2000). Daher wurde die Bedeutung des MRP5-Transportproteins für den S1P-

Transport analysiert. Hierzu wurden Vesikel aus MRP5- und Mock-transfizierten V79-Zellen 

(Hamsterfibroblasten) erstellt. Das Vorliegen des MRP5-Transportproteins in den 

verschiedenen Vesikeln wurde mittels des polyklonalen Antikörpers Rabbit anti-MRP5 

„AMF“ im Western-Blot untersucht, der sich gegen den Carboxylterminus des Transporters 

richtet (Jedlitschky 2000). 

In humanen Thrombozyten wurde das MRP5-Transportprotein bei einem Molekulargewicht 

von 190 kDa detektiert (Abb. 11). Die Überexpression des Glykoproteins MRP5 in den 

transfizierten V79-Zellen zeichnete sich durch eine breite Bande bei 185±15 kDa aus. 

Grundlage hierfür sind die bereits erwähnten zellspezfischen Variationen in der 

Transporterglykosylierung. Im Vergleich dazu weisen die Mock-transfizierten V79-Vesikel 

nur eine leichte Antikörperbande auf, die auf eine basale Expression des Hamster-Mrp5-

Transporters in den V79-Zellen hindeutet.  

Abb. 10: Transport von 0,2 µM [3H]-S1P in MRP4- und Mock-Vesikel nach 5 min 

Inkubationszeit.  

A)  Die Zugabe von ATP erhöht den [3H]-S1P-Transport in die MRP4-Vesikel im Vergleich zu           

      AMP.  

B)   Der Transport in die Mock-Vesikel liegt unter ATP- und AMP-Zugabe auf ähnlichem Niveau.  

Alle Werte sind Mittelwerte ± SD, n=3 mit Dreifachbestimmung. * p< 0,05. 
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3.5.2 F-S1P-Transport in Membranvesikel von MRP5-transfizierten Zellen  

Die MRP5-Membranvesikel wurden ebenfalls mit 1 µM F-S1P inkubiert und nach 2, 5 und 

10 min Proben entnommen. In Anwesenheit von ATP wurden 38,4 pmol F-S1P/mg Protein in 

die MRP5-Vesikel im Vergleich zu 9 pmol F-S1P/mg Protein mit AMP transportiert (Abb. 

12A). Eine ATP-Abhängigkeit des Transports von F-S1P ist auch in diesem Fall deutlich 

erkennbar.  

 

 

 

 

 

Abb. 11: Immunnachweis von MRP5 in Membranvesikeln von humanen Thrombozyten, MRP5- 

und Mock-transfizierten V79-Zellen (je 30 µg).  

Der Nachweis erfolgte durch den polyklonalen Antikörper Rabbit anti-MRP5 „AMF“. Der MRP5-

Transporter wurde in hohem Maße in MRP5-transfizierten V79-Zellen (V79-MRP5), in 

geringerem Ausmaß in den Membranvesikeln der humanen Thrombozyten und den Mock-

transfizierten V79-Zellen (V79-Mock) detektiert. 

Abb. 12: F-S1P-Transport in V79-MRP5- und V79-Mock-Vesikel. 

A)  V79-MRP5-Membranvesikel wurden mit 1 µM F-S1P in Anwesenheit von ATP (●) bzw.                

      AMP (○) inkubiert. 

B)  Differenz aus ATP- und AMP-Transportwerten von 1 µM F-S1P in Membranvesikel von V79- 

      MRP5-Zellen (●) und V79-Mock-Zellen (○).  

Alle Werte sind Mittelwerte ± SEM, n= 3-4. * p< 0,05 vs. AMP (A) oder V79-Mock (B). 
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Abb. 12B visualisiert anhand der Darstellung der ATP-AMP-Differenz, dass die MRP5-

Membranvesikel nach 10 min Inkubationszeit die 7-fache Menge an F-S1P aufgenommen 

hatten verglichen mit den Mock-Membranvesikeln (V79-Mock). Daraus ergibt sich, dass auch 

der Transporter MRP5 S1P transportieren kann. 

 

3.6 Charakterisierung der MRP4(-/-)- und MRP5(-/-)-KO-Mäuse 

Die S1P-Spiegel sollten im plättchenreichen Plasma (PRP), im plättchenarmen Plasma (PPP) 

und in den Thrombozyten von MRP4(-/-)- und MRP5(-/-)-KO-Tieren gemessen werden. 

Zusätzlich wurden in den jeweiligen KO-Tiergruppen Männchen und Weibchen getrennt 

voneinander analysiert, um geschlechtsspezifische Unterschiede zu betrachten. Zur Kontrolle 

der Transporterexpression in KO- und Kontrollmäusen wurden Western Blots angefertigt.  

Im Rahmen dieser Arbeit waren die Organe des Blut-Kreislauf-System im Western Blot von 

Bedeutung. Daher wurden Proteine aus den Thrombozyten, Gefäßen und Herzen der Mäuse 

gewonnen.  

Die MRP4-KO-Tiere wurden gegen den zugehörigen Black-Six-WT (C57BL/6J) aufgetragen. 

Zuerst wurde der Transporter MRP4 mit dem Primärantikörper Rabbit anti-MRP4 „SNG“ 

nachgewiesen. Abb. 13A zeigt den Transporter MRP4 bei einem Molekulargewicht von 

ungefähr 150 kDa. Aufgrund des MRP4-KO ist der Transporter nur in den WT-Mäusen 

nachweisbar. Durch die Glykosylierung des Transporters liegt die Bande bei den 

Thrombozyten der WT-Mäuse im Vergleich zu Herz und Gefäß etwas höher.  

Zusätzlich wurde der Antikörper Mouse anti-Desmin zur Kontrolle der Proteinauftragung in 

den Bahnen verwendet. Dieser konnte bei den WT- und den KO-Tieren bei einem 

Molekulargewicht von 50-55 kDa nachgewiesen werden (Abb. 13B).  

Darüber hinaus wurde der Transporter MRP5 durch den polyklonalen Antikörper Rabbit anti-

MRP5 „AMF“ gefärbt. Der MRP5-Transporter war erkennbar in Herz, Thrombozyten und 

insbesondere im Gefäß. Anhand des Western Blots konnte jedoch kein Unterschied in der 

Expression des Transporters in WT- und KO-Mäusen detektiert werden. Eine Hochregulation 

des Transporters im Zuge einer Gegenregulation nach MRP4-KO konnte dadurch nicht 

nachgewiesen werden (Daten nicht dargestellt). 
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Von den MRP5-KO-Tieren und FVB-Tieren als WT-Gruppe wurden ebenfalls Western Blots 

angefertigt. Ein Unterschied in der Detektion mit dem Antikörper Rabbit anti-MRP5 „AMF“ 

zwischen KO- und WT-Mäusen konnte in den untersuchten Geweben jedoch nicht beobachtet 

werden. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 13: Immunnachweis von Herz, Gefäß und Thrombozyten in MRP4-KO- und WT-Männchen 

und -Weibchen zur Charakterisierung des KO.  

A)  MRP4-Nachweis mit dem Primärantikörper Rabbit anti-MRP4 „SNG“. Während in den WT-   

      Tieren der MRP4-Transporter in Herz, Gefäß und Thrombozyten vorhanden ist, fehlt er in den      

      MRP4-KO-Tieren. 

B)  Desminnachweis mit dem Antikörper Mouse anti-Desmin als Referenz. 
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3.7 Validierung der S1P-Messung mittels LC-MS/MS 

Zur Validierung der analytischen Methode der massenspektrometrischen Messungen wurde 

die Within- und Between-day-Präzision und Richtigkeit bestimmt. Die Ergebnisse aus den 

sechs Kalibrationsreihen bzw. sechs QC-Probensätzen, die an verschiedenen bzw. einem 

Messtag analysiert wurden, sind in Tab. 5 und 6 zusammengefasst.  

Es zeigte sich, dass für den gesamten Konzentrationsbereich die ermittelten Werte für 

Präzision und Richtigkeit deutlich unter 10 % lagen und somit den international gültigen 

Richtlinien zu bioanalytischen Methodenvalidierung (FDA/EMA) entsprechen. Des Weiteren 

zeigte sich der Analyt C18-S1P in Messproben auch während einer 24-stündigen Lagerung im 

gekühlten Autosampler als hinreichend stabil (Gehalt 101-106 %). 

 

Tab. 5: Untersuchung der Between-day-Präzision und Richtigkeit der Bestimmung von S1P. 

Alle Werte wurden mit sechs Kalibrationsreihen ermittelt, die an verschiedenen Messtagen 

analysiert wurden.  

Konzentration 

(nM) 

Mittelwert ± SD 

(n=6, nM) 

Richtigkeit  

(n=6) 

(Fehler, %) 

Relative 

Standardabweichung 

(%) 

20 20,4 ± 1,1 1,9 5,4 

50 48,2 ± 3,2 -3,7 6,6 

100 98,5 ± 4,2 -1,5 4,2 

200 200 ± 6,25 0,3 3,1 

400 418 ± 11,4 4,5 2,7 

1000 985 ± 14,6 -1,5 1,5 

 

Tab. 6: Untersuchung der Within-day-Präzision und Richtigkeit der Bestimmung von S1P. 

Alle Werte wurden mit sechs QC-Probensätzen der Konzentrationen 50 nM, 100 nM und 

400 nM ermittelt, die an einem Messtag analysiert wurden. 

Konzentration 

(nM) 

Mittelwert ± SD 

(n=6, %) 

Richtigkeit  

(n=6) 

(Fehler, %) 

Relative 

Standardabweichung 

(%) 

50 47,3 ± 1,9 -5,4 4,1 

100 95,3 ± 6,1 -4,8 6,4 

400 406 ± 16,9 1,5 4,2 

 

Abschließend betrachtet stellte sich die entwickelte Methode als valide und somit geeignet für 

die quantitative Analyse von S1P in Serumproben dar. 
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3.8 Messung der S1P-Spiegel in PRP, PPP und Thrombozytenpellet von MRP4- und 

MRP5-KO-Mäusen  

Zur Analyse der Bedeutung des MRP4- und MRP5-KO für die S1P-Spiegel im Blut der 

Mäuse wurden folgende Proben angefertigt und gemessen: plättchenreiches Plasma (PRP), 

plättchenarmes Plasma (PPP) und das Thrombozytenlysat. Das PRP und das PPP sollten 

Auskunft darüber geben, ob der S1P-Spiegel in den KO-Mäusen im Vergleich zu den WT-

Mäusen generell verändert ist. Der S1P-Spiegel im Thrombozytenlysat sollte direkt auf die 

Veränderungen in den Thrombozyten hinweisen. Da der Fokus auf den Thrombozyten als  

S1P-Freisetzungsort lag, wurden die Thrombozytenzahlen gemessen und alle Werte mit dem 

Thrombozytenmittelwert der jeweiligen Gruppe normiert. 

 

In Abb. 14 sind die S1P-Spiegel in MRP4-KO-Weibchen und -Männchen gegenüber dem WT 

dargestellt. In den MRP4-KO-Weibchen war der S1P-Spiegel im PRP auf 84,58 % und im 

PPP auf 67 % signifikant erniedrigt im Vergleich zum WT. Die MRP4-KO-Männchen zeigten 

eine Reduzierung der S1P-Spiegel im PRP auf 77 %.  

Abb. 14: S1P-Spiegel der Weibchen und Männchen von MRP4(-/-)-KO- und WT-Mäusen. 

Dargestellt ist der S1P-Gehalt im plättchenreichen Plasma (PRP), plättchenarmen Plasma (PPP) 

und im Thrombozytenpellet. 

A)  MRP4-KO (MRP4-/-)- und WT (Bl6)-Weibchen im Alter von 16-33 Wochen (4-8 Monate) 

B)  MRP4-KO- und WT-Männchen im Alter von 11-22 Wochen (3-5 Monate) 

Der S1P-Spiegel wurde normiert auf die Durchschnittsanzahl der Thrombozyten in den jeweiligen 

Gruppen. Alle Werte sind Mittelwerte ± SEM, n=7. * p< 0,05. 
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Bei dem Vergleich der S1P-Konzentrationen im Thrombozytenpellet konnte zunächst bei den 

MRP4-KO-Weibchen ein signifikant erhöhter S1P-Gehalt im Vergleich zu den WT-Mäusen 

festgestellt werden (Daten nicht dargestellt). Da die MRP4-KO-Mäuse jedoch höhere 

Thrombozytenzahlen aufwiesen als der WT der Black-Six-Mäuse, ging dieser Unterschied 

durch die Anpassung der S1P-Konzentrationen an die durchschnittlichen 

Thrombozytenzahlen der Mäusegruppen verloren.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die MRP5-KO-Weibchen zeigten im Vergleich zu ihrem WT deutlich erhöhte S1P-Spiegel 

im PPP (Abb. 15). Der PPP-Spiegel in den MRP5-KO-Tieren lag bei 

1,785 pmol/1x106 Thrombozyten im Vergleich zu den WT-Mäusen bei 

0,938 pmol/1x106 Thrombozyten. Dies entspricht in etwa einer Verdopplung des S1P-

Spiegels. Die PRP-PPP-Differenz und das Thrombozytenpellet waren jedoch kaum verändert 

im Vergleich zum WT. Die Männchen zeigten hingegen gegenüber dem WT vergleichbare 

S1P-Spiegel.  
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Abb. 15: S1P-Spiegel der Weibchen und Männchen von MRP5(-/-)-KO- und WT-Mäusen. 

Dargestellt ist der S1P-Gehalt in PRP, PPP und im Thrombozytenpellet. 

A)  MRP5-KO (MRP5-/-)- und WT (FVB)-Weibchen im Alter von 23-31 Wochen (5-7 Monate) 

      Mittelwerte ± SEM, FVB n=4; MRP5-KO n=3. * p< 0,05. 

B)  MRP5-KO (MRP5-/-)- und WT (FVB)-Männchen im Alter von 17-23 Wochen (5-6 Monate) 

      Mittelwerte ± SEM, FVB n=3; MRP5-KO n=5. 

Der S1P-Spiegel wurde normiert auf die Durchschnittsanzahl der Thrombozyten in den jeweiligen 

Gruppen.  
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3.9 Einfluss von Statinen auf den S1P-Transport 

3.9.1 Einfluss von Fluvastatin und Rosuvastatin auf den F-S1P-Transport  

in die MRP4-Vesikel 

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass der MRP4-vermittelte Transport 

durch Statine, inbesondere durch Fluvastatin und Rosuvastatin, gesenkt wird. Dies wurde 

gezeigt für das MRP4-Standardsubstrat cGMP.  

Zur Untersuchung, ob diese Statine auch einen Effekt auf den F-S1P-Transport haben, wurde 

folgender Versuch durchgeführt: 1 µM F-S1P wurde mit MRP4-Sf9-Vesikeln und zusätzlich 

100 µM Fluvastatin bzw. 100 µM Rosuvastatin inkubiert. Abb. 16 verdeutlicht die 

signifikante Abnahme des ATP-vermittelten F-S1P-Transports nach 10 min Inkubationszeit. 

Fluvastatin senkte den ATP-vermittelten Transport von 85,3 pmol/mg Protein auf 

45,7 pmol/mg Protein und Rosuvastatin auf 35,7 pmol/mg Protein.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden IC50-Kurven für Rosuvastatin und Fluvastatin 

erstellt. Die gewählten Statinkonzentrationen lagen bei 5, 10, 50, 100 und 200 µM. Zusätzlich 

wurde für Rosuvastatin die Konzentration von 25 µM und für Fluvastatin die Konzentration 

von 75 µM gewählt. Die Kurven ergaben sich aus der ATP-AMP-Differenz der jeweiligen 

Transportversuche. Diese ATP-AMP-Differenz wurde in Prozent zu dem Transport der 

Kontrolle berechnet. Aus der Abb. 17 A ergab sich eine IC50 für Fluvastatin von 52 µM, die 

Abb. 17 B eine IC50 für Rosuvastatin von 32 µM.  

Abb. 16: Fluvastatin und Rosuvastatin (100 µM) senken den ATP-vermittelten F-S1P-Transport in 

die MRP4-Sf9-Vesikel nach 10 min. 

Alle Werte sind Mittelwerte ± SEM, n=3 mit zusätzlich je Dreifachbestimmung. 
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3.9.2 Einfluss von Fluvastatin und Rosuvastatin auf die S1P-Freisetzung aus humanen 

Thrombozyten ex vivo 

Basierend auf den Daten in Kapitel 3.9.1 stellt sich die Frage, inwiefern Fluvastatin und 

Rosuvastatin die S1P-Freisetzung aus humanen Thrombozyten ex vivo beeinträchtigen. Dazu 

wurden Thrombozyten isoliert und in Tyrodepuffer resuspendiert. Diese gewaschenen 

Thrombozyten wurden 20 min mit 100 µM Fluvastatin bzw. Rosuvastatin bzw. 0,1 % DMSO 

als Kontrolle bei 37 °C vorinkubiert. Im Anschluss wurden ein Drittel der jeweiligen Proben 

15 min mit 10 µM des Thromboxanrezeptoragonists U46619 bzw. 100 µM des Protease-

aktivierten Rezeptor-1-aktivierenden Peptids (AP1) aktiviert. Das letzte Drittel wurde als 

Kontrolle mit ausschließlich PBS inkubiert. Abschließend wurde das Thrombozytenpellet von 

dem Überstand durch Zentrifugation getrennt.  

Bei den Kontrollthrombozyten verblieb ohne Stimulierung der Proben ein Großteil des S1P 

im Thrombozytenpellet (Abb. 18A). Unter Zugabe von U46619 bzw. AP1 wurde die S1P-

Freisetzung aus dem Pellet in den Überstand im Vergleich zu dem Überstand in den 

unstimulierten Proben um das 2,35-fache bzw. das 2,03-fache gesteigert (Abb 18B).  

Die Freisetzung unterschied sich von den kurzfristig mit Fluvastatin bzw. Rosuvastatin 

inkubierten Thrombozyten: Nach Inkubation mit Fluvastatin bzw. Rosuvastatin befand sich 

trotz Stimulation mit U46619 bzw. AP1 weniger S1P im Überstand als in dem Überstand der 

Kontrollthrombozyten. Die Vorbehandlung mit Statinen senkte somit den S1P-freisetzenden 

Effekt in den Überstand von U46619 und AP1. Dies weist darauf hin, dass Statine auch ex 

vivo die S1P-Freisetzung beeinträchtigen. 
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Abb. 17: IC50-Kurven für Fluvastatin (A) und Rosuvastatin (B). 

Der ATP-abhängige Transport ist in % der Kontrolle (ohne Statin) dargestellt. Die 

Substratkonzentration betrug 1 µM F-S1P. 

Alle Werte sind Mittelwerte ± SEM, n=3-8 mit zusätzlich je Doppelbestimmung.  
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Bei einem Vergleich der Summe von Überstand und Pellet der einzelnen Proben zeigte sich, 

dass in den stimulierten Proben ein vermehrter S1P-Gehalt vorlag. Die statinbehandelten 

Proben zeigten einen geringeren S1P-Gehalt als die Kontrollproben.  

 

 

 

 

 

 

 

  

Abb. 18: S1P-Freisetzung aus humanen Thrombozyten ex vivo.  
Isolierte humane Thrombozyten wurden mit Fluvastatin bzw. Rosuvastatin (100 µM) 20 min bei  
37 °C vorinkubiert, 15 min mit PBS, 10 µM Thromboxanrezeptoragonist U46619 oder 100 µM 

Protease-aktivierten Rezeptor-1-aktivierenden Peptid (AP1) stimuliert und zentrifugiert. 

Massenspektrometerauswertung nach Lipidaufreinigung von (A) Pellet und (B) Überstand. In den 

Kontrollthrombozyten (Kontrolle) bewirkt die Zugabe von U46619 bzw. AP1 eine vermehrte S1P-

Freisetzung aus dem Pellet in den Überstand im Vergleich zu ausschließlich PBS. In den mit 

Fluvastatin bzw. Rosuvastatin vorbehandelten Thrombozyten ist diese stimulierte Freisetzung in 

den Überstand erniedrigt.  
Alle Werte sind Mittelwerte ± SEM, n=5. *p< 0.05 vs. Kontrolle U46619, †p< 0.05 vs. Kontrolle 

AP1.  
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4 Diskussion 

4.1 ATP-Abhängigkeit des S1P-Transports 

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein Signalmolekül mit immunologischen, vaskulären und 

inflammatorischen Effekten. Es wird in großen Mengen in Thrombozyten gespeichert und 

freigesetzt. Bisher konnte jedoch noch nicht eindeutig erklärt werden, wie S1P aus 

Thrombozyten freigesetzt wird.  

Die vorliegende Arbeit konnte darlegen, dass sowohl F-S1P (Abb. 3) als auch [3H]-S1P 

(Abb. 5) ATP-abhängig in inside-out-Membranvesikel aus humanen Thrombozyten 

transportiert werden. Dies bestätigt die Beobachtungen von Kobayashi et al., die anhand von 

Transportversuchen mit Alphatoxin-behandelten Rattenthrombozyten ebenfalls eine ATP-

Abhängigkeit der S1P-Freisetzung feststellen konnten: Die Zugabe von Alphatoxin zu den 

Thrombozyten ermöglichte das Entleeren des zytosolischen ATP durch kleine Poren in der 

Plasmamembran der Thrombozyten. Die anschließende Zugabe von ATP löste die S1P-

Freisetzung aus den Alphatoxin-behandelten Thrombozyten aus (Kobayashi 2006). 

Es konnte nachgewiesen werden, dass sich ungefähr 16 pmol F-S1P/mg Protein nach 10 min 

Inkubationszeit in den inside-out-Membranvesikel der Thrombozyten unter Zugabe von AMP 

befinden, das entspricht 60 % des Transports in Anwesenheit von ATP (Abb. 3). Unter 

Verwendung von [3H]-S1P macht der Transport in Anwesenheit von AMP ungefähr 50 % des 

Transports unter Zugabe von ATP aus (Abb. 5). Dieser hohe Anteil basiert möglicherweise 

auf der Adhäsion von S1P an der Vesikeloberfläche, wie es von Kobayashi für inside-out-

Vesikel von Erythrozyten bereits beschrieben wurde (Kobayashi 2009).  

Zusätzlich wurde in den Rattenthrombozyten neben dem ATP-abhängigen Freisetzungsweg 

von S1P ein Calcium-abhängiger Sekretionsmechanismus festgestellt. Der physiologisch 

bedeutsamere Freisetzungsweg ist jedoch der ATP-abhängige Weg, da er im Gegensatz zum 

Calcium-abhängigen Weg durch interzelluläre Signalmoleküle wie Thrombin induziert wird 

(Kobayashi 2006). 

 

4.2 MRP4 und MRP5 als in vitro-Transporter von S1P 

Die ATP-Abhängigkeit deutet auf eine Beteiligung von Mitgliedern der ABC-Transporter-

Familie hin. Um erste Anhaltspunkte für den zuständigen ABC-Transporter zu erhalten, 

wurden pharmakologische Hemmstoffe eingesetzt. Einer dieser Hemmstoffe ist MK571, ein 

Cysteinyl-Leukotrien-Analogon, das als Antagonist des MRP1- und MRP4-vermittelten 

Transports eingesetzt wird (Jedlitschky 1994; Keppler 1998; Jedlitschky 2004). 
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In der Literatur existieren kontroverse Berichte bezüglich der Wirkung des Inhibitors MK571 

auf die S1P-Freisetzung aus Zellen: Lee et al. und Ulrych et al. beobachteten einen 

inhibitorischen Effekt auf die S1P-Freisetzung aus humanen Endothelzellen aus der 

Nabelschnurvene (HUVEC) bzw. humanen Thrombozyten, der sich jedoch in den Versuchen 

von Kobayashi et al. an Rattenthrombozyten nicht bestätigte (Lee 2007; Ulrych 2011; 

Kobayashi 2006).  

Die Zugabe von MK571 zu isolierten Membranvesikeln aus humanen Thrombozyten führte 

zu einer deutlichen Hemmung des ATP-abhängigen F-S1P–Transports (Abb. 4). Diese 

Ergebnisse deuteten ebenso wie die von Ulrych et al. auf eine mögliche Beteiligung eines 

MRP-Transporters an der S1P-Freisetzung aus Thrombozyten hin. 

Zusätzlich detektieren Ulrych et al. inhibitorische Effekte durch die Substanzen Indomethacin 

und Dipyridamol auf die S1P-Freisetzung aus humanen Thrombozyten (Ulrych 2011). Die 

Inhibition der Substratfreisetzung durch Inhibitoren wie Dipyridamol, Indomethacin und 

MK571 deutete stark auf den Transporter MRP4 hin (Jedlitschky 2004). 

Die Vermutung, dass S1P durch MRP4 freigesetzt werden könnte, passt auch zu den 

bisherigen Kenntnissen über den MRP4-Transporter: Sein Substratspektrum umfasst 

amphiphile Anionen wie Prostaglandine und Thromboxan A2 (Reid 2003). Das Molekül 

Sphingosin-1-Phosphat weist einen ähnlichen Aufbau wie die Arachidonsäurederivate auf: Es 

ist ebenfalls amphiphil durch seine polare Kopfgruppe und die hydrophobe Fettsäurekette 

(Obinata 2012). Des Weiteren wird der Transporter erst in aktivierten Thrombozyten im Zuge 

der Degranulation vermehrt in die Plasmamembran eingebaut und sorgt für die Freisetzung 

von diversen Mediatoren (Jedlitschky 2004). Auch S1P wird in den Thrombozyten 

gespeichert und erst abhängig von verschiedenen Stimuli aus den Thrombozyten freigesetzt 

(Yatomi 1995). Anhand der Immunfluoreszenz konnte in ruhenden humanen Thrombozyten 

die intrazelluläre Lokalisierung des MRP4-Transporters und von F-S1P beobachtet werden 

(Abb. 6). Bei den aktivierten Thrombozyten stellte sich eine gemeinsame Verlagerung von F-

S1P und MRP4 in die Plasmamembran dar. Diese partielle Kolokalisierung des F-S1P mit 

dem MRP4-Transporter unterstützt die Vermutung, dass MRP4 S1P transportiert.  

Aufbauend auf diesen Annahmen wurden MRP4-überexprimierende inside-out-

Membranvesikel aus transfizierten Sf9-Insektenzellen präpariert und deren S1P-Transport 

gemessen: Sowohl für F-S1P (Abb. 8) als auch für [3H]-S1P (Abb. 10) konnte eine ATP-

abhängige Aufnahme des Substrats in die MRP4-überexprimierenden Membranvesikel 

detektiert werden. Der ATP-abhängige S1P-Transport in die MRP4-Membranvesikel 
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zeichnete sich durch höhere Werte aus als der Transport in die Mock-Membranvesikel. Die 

Ergebnisse dieser Transportversuche deuten daraufhin, dass S1P ein Substrat von MRP4 ist.  

Zusätzlich konnte in dieser Arbeit MRP5 als S1P-Transporter identifiziert werden. Die inside-

out-Membranvesikel von MRP5-überexprimierenden V79-Zellen transportierten F-S1P ATP-

abhängig und in wesentlich höherem Ausmaß als die Mock-transfizierten Vesikel (Abb. 12). 

Der Transporter MRP5 war von Interesse, da er bei hohen Konzentrationen genau wie MRP4 

durch Dipyridamol und MK571 gehemmt wird (Jedlitschky 2000; Reid 2003) und ein 

ähnliches Substratspektrum wie MRP4 aufweist: MRP5 transportiert zyklische Nukleotide 

wie cGMP als hochaffines Substrat und cAMP als niedrigaffines Substrat (Jedlitschky 2000).  

Mitra et al. zeigten, dass ABCC1 (MRP1) eine wichtige Rolle bei der S1P-Freisetzung aus 

Mastzellen spielt. Die S1P-Freisetzung wurde durch den MRP Inhibitor MK571 und durch 

Herunterregulation von ABCC1 gesenkt (Mitra 2006). Da ABCC1 auch in der 

Plasmamembran von Thrombozyten stark exprimiert wird (Niessen 2010), sollten weitere 

Studien den Einfluss von ABCC1 auf die S1P-Freisetzung aus Thrombozyten untersuchen. 

Kobayashi et al. und Lee et al. konnten zusätzlich durch die Verwendung des ABCA-

Transporterinhibitors Glyburide eine Abnahme der S1P-Freisetzung in Rattenthrombozyten 

bzw. HUVEC-Zellen messen. Kobayashi et al. schlussfolgerten, dass der in Thrombozyten 

exprimierte Transporter ABCA7 für die S1P-Freisetzung verantwortlich sein könnte (Sasaki 

2003; Kobayashi 2009).  

 

4.3 Einbeziehung der Ergebnisse von MRP-Knock-out-Mäusen  

Da es den pharmakologischen Inhibitoren an Spezifizität fehlte, nutzen Lee et al. aufbauend 

auf den Vorergebnissen KO-Mäuse. Dabei stellten sie fest, dass weder ABCA1-, ABCA7- 

noch ABCC1-KO-Mäuse signifikante Veränderungen der S1P-Spiegel im Plasma im 

Vergleich zu den zugehörigen WT-Mäusen aufwiesen (Lee 2007). Daraus schlussfolgerten 

sie, dass keiner dieser ABC-Transporter limitierend war für die Aufrechterhaltung des S1P-

Plasmaspiegels in vivo. Diese Beobachtungen legten die Vermutung nahe, dass die 

Transporter nur eine untergeordnete Rolle für die Aufrechterhaltung des S1P-Spiegels im 

Plasma spielen. Alternativ kann der S1P-Transport auch durch diverse andere Transporter 

kompensiert werden (Lee 2007).  

Die physiologische Bedeutung des humanen ABCC4-Transporters für die Freisetzung von 

S1P kann nicht nur durch die in vitro-Substratspezifizität erklärt werden. Die Funktion des 

Transporters hängt vom verwendeten Zelltyp, vom Ausmaß der ABCC4-Expression sowie der 

Anwesenheit oder der Abwesenheit von anderen Mitgliedern der ABCC-Superfamilie ab 
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(Rius 2008). Daher sollte aufbauend auf den in vitro-Transportergebnissen untersucht werden, 

welche Bedeutung der ABCC4- und der ABCC5-Transporter für den S1P-Plasmaspiegel und 

in Thrombozyten haben. Die LC-MS/MS-Analysen zeigten Veränderungen des S1P-Spiegels 

in den MRP4-KO-Mäusen im Vergleich zu den WT-Mäusen: In den MRP4-KO-Weibchen 

war der S1P-Spiegel im plättchenreichen Plasma (PRP) auf 84,58 % und in MRP4-KO-

Männchen sogar auf 77 % gesunken (Abb. 14).  

Das plättchenarme Plasma (PPP) zeigte bei den MRP4-KO-Männchen gegenüber den WT-

Männchen keinen Unterschied. Lee et al. konnten ebenfalls keinen Unterschied im 

Plasmaspiegel der ABCA1-, ABCA7- und ABCC1-KO-Männchen finden (Lee 2007). In 

diesem Fall muss bedacht werden, dass der S1P-Plasmaspiegel durch viele Faktoren 

beeinflusst wird wie beispielsweise durch die Endothelzellen, die Erythrozyten und die basale, 

Calcium-abhängige Freisetzung durch die Thrombozyten.  

Die KO-Weibchen zeichneten sich hingegen durch eine signifikante Abnahme des S1P-

Gehalts im PPP auf 67 % im Vergleich zu den WT-Mäusen aus. Diese Abnahme des S1P-

Spiegels bei den KO-Weibchen lässt sich eventuell dadurch erklären, dass das unter basalen 

Bedingungen gebildete S1P in die Thrombozytengranula verlagert wurde und nicht mehr in 

den Extrazellulärraum freigesetzt wird. 

Die besonderen Effekte des MRP4-KO bei den Weibchen könnten mit den Sexualhormonen 

zusammenhängen: Estradiol stimuliert in den MCF-7 Zellen, einer humanen 

Brustkrebszelllinie, die Spingosinkinase-1 und damit die S1P-Produktion (Sukocheva 2006). 

Zusätzlich sorgt Estradiol in den MCF-7 Zellen für einen erhöhten Export von S1P über 

ABC-Transporter im Vergleich zu anderen Substanzen wie EGF, die nur die 

Sphingosinkinase stimulieren (Takabe 2010). 

Sexualhormone verändern zusätzlich die Funktion von Blut- und Gefäßzellen (Bailey 2009). 

Thrombozyten von männlichen Ratten zeichneten sich durch ein größeres maximales Ausmaß 

an Aggregation, jedoch eine geringere Sensitivität gegenüber Thrombin in vitro im Vergleich 

zu Thrombozyten von weiblichen Ratten aus (Ajayi 2003; Emms 1985). Thrombozyten von 

weiblichen Mäusen banden mehr Fibrinogen und zeigten ein größeres Ausmaß an 

Aggregation bei bereits niedrig dosierten Agonisten wie ADP und Thrombin im Vergleich zu 

Thrombozyten von männlichen Mäusen (Leng 2004). Die Thrombozyten von weiblichen 

Mäusen sind demnach deutlich reaktiver als diejenigen von männlichen Mäusen. Diese 

Annahme bestätige sich bei der Untersuchung von humanen Thrombozyten: Die 

Thrombozyten von Frauen reagierten deutlicher auf Agonisten, banden verstärkt Fibrinogen 

als Antwort auf ADP und Thrombinrezeptorstimulation und bildeten größere Aggregate aus 
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(Becker 2006; Faraday 1997; Haque 2001). Moro et al. bestätigen, dass Estradiol bereits bei 

geringen Dosen von Thrombin signifikant die Thrombozytenaggregation in humanen 

Thrombozyten potenziert (Moro 2005). 

Thrombin ist ein wesentlicher Stimulus für die ATP-vermittelte S1P-Freisetzung aus 

Thrombozyten (Yatomi 1995; Kobayashi 2006; Ulrych 2011). Unter der Annahme, dass 

Thrombin in weiblichen Thrombozyten größere Effekte auslöst und zu einer gesteigerten S1P-

Freisetzung führt, kommt das Fehlen des zugehörigen Transporters stärker zur Geltung. Durch 

das Fehlen des ABCC4-Transporters in den KO-Mäusen entfällt dieser den Transport 

stimulierende Effekt. Das S1P verbleibt in den Thrombozyten und es befindet sich weniger 

S1P im plättchenarmen Plasma der MRP4-KO-Weibchen. 

Zur Untersuchung der Bedeutung von ABCC4 als S1P-Transporter in den Thrombozyten 

erfolgte eine Analyse der Thrombozytenpellets. Erste Daten wiesen darauf hin, dass in den 

Thrombozytenpellets der MRP4-KO-Weibchen signifikant mehr S1P als in den zugehörigen 

WT-Mäusen eingelagert war. Da die MRP4-KO-Weibchen jedoch mehr Thrombozyten pro µl 

PRP besaßen, wurden die S1P-Spiegel mit den Thrombozytenzahlen korreliert. Zwischen den 

S1P-Spiegeln in den Thrombozytenpellets zeigten sich bei Korrelation mit der 

Thrombozytenzahl kein Unterschied in den WT- und KO-Mäusen. Dies könnte daran liegen, 

dass die Analyse den S1P-Spiegel in ruhenden Thrombozyten von MRP4-KO- und WT-

Mäusen betrachtet. In diesen müsste eine ähnlich große Menge an S1P gespeichert sein, da 

S1P in Thrombozyten unabhängig von einer Stimulation gebildet wird. S1P wird jedoch erst 

durch die Stimulierung mit Agonisten wie Thrombin bzw. durch die 

Thrombozytenaktivierung freigesetzt (Yatomi 2006; Kobayashi 2006). Daher wird die 

Freisetzung von S1P erst durch den Exportschritt reguliert, nicht schon vorher. Dieser 

Regulationsmechanismus unterscheidet sich von anderen Substraten, die durch MRP4 

freigesetzt werden: Zur Regulierung der Freisetzung von Signalmolekülen wie Leukotrien C4, 

Prostaglandin und Platelet-Activating Factor sind die intrazellulären Konzentrationen 

entscheidend. Diese begrenzen die Transportrate, da sie Stimulus-abhängig gebildet werden 

(Funk 2001; Prescott 2000). 

Zusätzlich wird der Transporter MRP4 erst im Zuge der Aktivierung von Thrombozyten in 

die Plasmamembran eingebaut und sorgt für die S1P-Freisetzung. Erst in diesem Zustand der 

Thrombozyten dürfte ein Fehlen des Transporters zur Geltung kommen. Weitere Studien 

sollten dementsprechend im Speziellen die stimulierte S1P-Freisetzung in den Thrombozyten 

zwischen MRP4-KO- und WT-Mäusen betrachten. Dabei sollten Thrombozytenüberstand 

und -pellet miteinander verglichen werden. 
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Zusätzlich ist die Korrelation der S1P-Spiegel mit der Thrombozytenanzahl notwendig, um 

den Einfluss des Transporter-KO zu untersuchen: Ono et al. stellten fest, dass das S1P-

Serumlevel mit der Thrombozytenzahl korreliert ist. Dies zeigte sich für Patienten mit einer 

essentiellen Thrombozythämie, die höhere S1P-Konzentrationen aufwiesen. Eine multiple 

Regressionsanalyse belegte, dass eine Beeinträchtigung des S1P-Serumlevels am stärksten 

durch die Thrombozytenanzahl erklärt wird (Ono 2013). Darüber hinaus gilt es die Ursache 

für eine erhöhte Thrombozytenzahl bei MRP4-KO-Mäusen gegenüber dem zugehörigen WT 

zu untersuchen. Eventuell handelt es sich um einen Kompensationsmechanismus, um die 

gestörte Thrombozytenfunktion durch den Transportermangel bei der Aktivierung von 

Thrombozyten zu kompensieren. 

Die signifikanten Unterschiede im plättchenreichen Plasma in den KO-Mäusen sowie im 

plättchenarmen Plasma der weiblichen MRP4-KO-Mäuse weisen darauf hin, dass der 

Transporter MRP4 von physiologischer Bedeutung für die S1P-Freisetzung aus 

Thrombozyten ist. Die Ergebnisse unterstreichen jedoch auch, dass ABCC4 nicht der einzige 

S1P-Transporter in Thrombozyten ist, da die S1P-Spiegel partiell, aber nicht komplett in den 

MRP4-KO-Tieren im Vergleich zu den Kontrollmäusen vermindert sind.  

Die Schlussfolgerungen aus Untersuchungen von KO-Mäusen sind nur eingeschränkt auf den 

Menschen übertragbar. De Wolf et al. betonten, dass große kinetische Differenzen zwischen 

dem murinen ABCC4 und dem humanen ABCC4 vorliegen können. Dies stellten sie für den 

cGMP-Transport in Erythrozyten fest (de Wolf 2007): Die Transportraten und die Affinität zu 

dem Substrat cGMP waren in den WT-Erythrozytenvesikeln deutlich niedriger als in den 

humanen Erythrozytenvesikeln. Die maximale Geschwindigkeit des Transports (Vmax) war 

jedoch vergleichbar. Der cGMP-Transport wurde in den murinen Erythrozytenvesikeln in 

gleichem Maße von ABCC4 und ABCG2 vermittelt bzw. bei KO kompensiert. Die 

physiologische Bedeutung von ABCG2 ist jedoch fraglich, da der Transporter eine sehr 

niedrige Affinität zu cGMP in humanen Erythrozytenvesikeln aufweist. Dies unterstreicht, 

dass kompensatorische Adaptationen durch die Hochregulation von alternativen 

Effluxpumpen stattfinden. Daher sind MRP-KO-Mäuse nur bedingt aussagekräftig für 

korrespondierende Defekte beim Menschen. 

Andere Autoren befürworteten jedoch die Nutzung und die Aussagekraft der MRP4-KO-

Mäuse. In MRP4-KO-Mäusen konnte eine beeinträchtige Sekretion von organischen Anionen 

(Leggas 2004) sowie eine erhöhte Sensitivität gegenüber dem Nukleotidanalogon PMEA 

festgestellt werden (Belinsky 2007). Sassi et al. entdeckten, dass der MRP4-KO die 

Expression der Phosphodiesterasen des zyklischen Nukleotids und die Aktivität in kardialen 
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Myozyten steigert, um die beeinträchtige cAMP-Freisetzung zu kompensieren (Sassi 2012). 

Sassi et al. betonten, dass die Ergebnisse von Untersuchungen an MRP4-KO-Mäusen trotz 

einiger Unterschiede zwischen den humanen und murinen Transportern und dem möglichen 

Auftreten von kompensatorischen Mechanismen physiologisch und pathophysiologisch von 

Bedeutung sind (Sassi 2009). 

In vitro-Studien konnten bereits auf viele ABC-Transporter hinweisen, die an der S1P-

Freisetzung aus diversen Zelltypen beteiligt sind (Kim 2009). Dennoch bleibt ihre biologische 

Signifikanz in vivo oft unklar. Daher sollte zusätzlich die Bedeutung eines MRP5-KO für die 

S1P-Spiegel im PRP, PPP und in den Thrombozyten untersucht werden. 

Die Untersuchungen der MRP5-Proteinexpression im Western Blot zeigten sowohl in den 

MRP5-KO-Mäusen als auch in den WT-Mäusen das Vorhandensein einer Bande bei ca. 

180 kDa mit dem Antikörper Rabbit anti-MRP5 „AMF“. Borst et al. konnten ebenfalls an den 

von ihnen etablierten MRP5-KO-Mäusen, die eine ideale Negativkontrolle darstellen und 

daher in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, keine klare Aussage zur MRP5-

Expression machen. Sie beschrieben, dass die Lokalisation von MRP5 im Gewebe schwierig 

sei, da eine Vielzahl an monoklonalen Antikörpern die Expression nicht sicher beurteilen lässt 

(Borst 2007).  

Die MRP5-KO-Männchen zeigten in der LC-MS/MS-Analyse keine Unterschiede im PRP, 

PPP oder Thrombozytenpellet im Vergleich zu den WT-Mäusen (Abb. 15). Dies spricht 

entweder dafür, dass der Transporter nicht bedeutsam für den S1P-Transport ist oder eine 

Kompensation durch die Hochregulation eines anderen Transporters vorliegt. ABCC5 wurde 

in in vitro-Versuchen als wichtiger Transporter für die Freisetzung von cGMP in humanen 

Erythrozyten erkannt (Boadu 2004). Membranvesikel aus Erythrozyten von MRP5-KO-

Mäusen zeigten jedoch nur eine minimale Abnahme des cGMP-Transports gegenüber den 

WT-Vesikeln. De Wolf et al. schlussfolgerten, dass das Fehlen dieses Transporters voll 

kompensiert wird (de Wolf 2007). Die Untersuchung der Proteinexpression mittels Western 

Blot ergab jedoch keinen deutlichen Unterschied der MRP3- und MRP4-Expression in 

Thrombozyten, Herz oder Gefäß zwischen den MRP5-KO-Tieren und dem WT.  

Die MRP5-KO-Weibchen zeigten einen signifikant erhöhten, fast verdoppelten S1P-Spiegel 

im PPP im Vergleich zu ihrem WT. Dies könnte indirekt über den MRP5-Transporter 

vermittelt sein. Neben der Rolle von MRP5 in der Regulation der intrazellulären Spiegel von 

Substanzen wie Nukleotiden scheint der MRP5-vermittelte Export noch parakrine 

Signalfunktionen zu haben (Jedlitschky 2000). Der Efflux der zyklischen Nukleotide soll eine 

gewisse Signalübertragung ermöglichen. Dies zeigten Untersuchungen zu biologischen 
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Effekten von extrazellulärem cGMP (Touyz 1997; Poulopoulo 1998). Beispielsweise scheint 

der MRP5-cGMP-Weg an der Regulierung der kardialen Glucosekonzentration beteiligt zu 

sein: Die intrazelluläre Glucosekonzentration in Kardiomyozyten wird durch cGMP reguliert 

(Dazert 2003; Bergemann 2001). Eventuell sorgt MRP5 über cGMP in den Weibchen indirekt 

dafür, dass die Bildung von S1P reguliert wird. Das Fehlen des Transporters sorgt 

dementsprechend über seinen indirekten Effekt dafür, dass mehr S1P gebildet wird. Dadurch 

könnte der S1P-Spiegel im PPP in den MRP5-KO-Weibchen erhöht sein. Diese Vermutung 

sollte in weiteren Studien untersucht werden. 

Die PRP-PPP-Differenz in den MRP5-KO-Tieren war kaum verändert im Vergleich zum WT. 

Diese Beobachtung unterschied sich von der PRP-PPP-Differenz in den MRP4-KO-Tieren: 

Die Differenz wich bei den MRP4-KO-Weibchen um 30 % von der Differenz der WT-Mäuse 

ab; bei den Männchen sogar um 90 %. Dies könnte darauf hindeuten, dass der MRP5-

Transporter seinen Effekt unabhängig von den Thrombozyten ausübt. In der 

Immunhistochemie konnte der Transporter in geringem Maße in der Plasmamembran von 

humanen Thrombozyten detektiert werden, wie in der Literatur beschrieben (Abb. 11; 

Jedlitschky 2004; Rius 2008). Eine besonders starke Expression des Transporters existiert 

jedoch in Kardiomyozyten, kardiovaskulären Endothelzellen und glatten Muskelzellen 

(Dazert 2003). Die Bedeutung von MRP5 als S1P-Transporter in Endothelzellen sollte in 

weiteren Studien näher untersucht werden. Möglicherweise fungiert MRP5 als endotheliales 

S1P-Exportprotein zusätzlich zu dem für Endothelzellen kürzlich beschriebenen ATP-

abhängigen S1P-Transporter spinster homolog 2 (Spns2; Kawahara 2009): 

Im Vergleich zu den Transportern ABCA1, ABCB1, ABCC1 und ABCG2 führte die 

Expression des Spns2-Transporters in Sphingosinkinase 1-exprimierenden Ovarialzellen des 

Chinesischen Hamsters (CHO-Zellen) zu einer S1P-Freisetzung (Kawahara 2009; Hisano 

2011). Die signifikante Abnahme des S1P-Plasmaspiegels in den Spns2-KO-Mäusen im 

Vergleich zu den WT-Mäusen um 54 % signalisierte eine physiologische Rolle von Spns2 im 

S1P-Transport. Untersuchungen zu seiner Expression wiesen darauf hin, dass Spns2 in 

Endothelzellen als Transporter fungiert (Fukuhara 2012). In Thrombozyten war die 

thrombininduzierte S1P-Freisetzung in Spns2-defizienten Mäusen vergleichbar mit den WT-

Mäusen bei ähnlicher Thrombozytenanzahl. Zusätzlich waren die Spns2 Transkripte unter 

dem detektierbaren Level der Real-Time PCR (Hisano 2012). Daher ist Spns2 nicht 

bedeutsam in Thrombozyten.  

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Transporter ABCC4 und ABCC5 in 

vitro S1P transportieren. ABCC4 zeigte zusätzlich in vivo signifikante Veränderungen in den 
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PRP-Spiegeln der ABCC4-KO-Mäuse. Dies deutet darauf hin, dass der Transporter MRP4 für 

die S1P-Freisetzung in Thrombozyten von Bedeutung ist.  

 

4.4 Mögliche Konsequenzen von MRP4 als S1P-Transporter 

Die Tatsache, dass S1P durch MRP4 aus Thrombozyten freigesetzt wird, würde weitreichende 

Folgen nach sich ziehen, was auf den physiologischen und pathologischen Prozessen beruht, 

die durch S1P ausgelöst werden. Selektive Inhibitoren gegen MRP4 wären von 

therapeutischem Interesse zur Modulation der physiologischen Thrombozytenfunktion, im 

Rahmen von Entzündungsprozessen und der Kanzerogenese.  

Sphingosin-1-Phosphat ist bereits als proinflammatorischer Mediator bekannt. Im Vergleich 

zu anderen proinflammatorischen Mediatoren wie z. B. den Eikosanoiden befindet sich S1P 

jedoch konstant in hohen Konzentrationen im Plasma. Lokal erhöhte Konzentrationen, die im 

Rahmen der S1P-Freisetzung aus Thrombozyten entstehen können, lassen S1P 

proinflammatorische und antiinflammatorische Funktionen je nach Zelltyp und S1P-

Rezeptorexpression ausführen (Obinata 2012). Der MRP4-Transporter in Thrombozyten als 

Target könnte die Freisetzung nicht nur von S1P, sondern auch den weiteren 

proinflammatorischen Substraten wie z. B. den Prostaglandinen, Thromboxan A2 und den 

Leukotrienen beeinträchtigen (Reid 2003, Rius 2008) Dies könnte die in 

Entzündungsprozessen entstehende Chemotaxis und Zellproliferation und damit auch 

langfristig die Atherosklerose reduzieren.  

In Thrombozyten begrenzen beispielsweise die zyklischen Nukleotide die 

Thrombozytenaktivierung und die Thrombusbildung, indem sie Signalwege für die 

Degranulation und die Formänderung des Zytoskeletts beeinträchtigen (Smolenski 2012). Der 

Effluxtransporter MRP4 sorgt jedoch für die Eliminierung der zyklischen Nukleotide aus dem 

Zytoplasma (Ritter 2005). Borgognone et al. entdeckten, dass bei MRP4-Inhibition die 

intrazelluläre Konzentration der zyklischen Nukleotide steigt und dementsprechend die 

hemmenden Effekte der zyklischen Nukleotide auf die Thrombozytenaggregation stark erhöht 

werden (Borgognone 2012). Die pharmakologische Inhibition des MRP4-Transporters in 

Thrombozyten könnte somit inflammatorische Einflüsse senken. Diese Inhibition wäre 

eventuell zusätzlich bedeutsam, um kardiovaskuläre Ereignisse zu reduzieren. 

Des Weiteren sind sowohl die MRP-Transporter als auch S1P in Tumoren von Bedeutung. 

Von MRP-Transportern ist bekannt, dass sie in Tumoren überexprimiert werden und aktiv 

viele Arzneistoffe und natürliche toxische Agenzien aus Tumorzellen sezernieren (Köck 

2007). Dadurch verleihen sie den Tumorzellen eine erniedrigte Sensitivität und somit eine 
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Mehrfachresistenz (Multidrug Resistance) gegenüber Zytostatika. In einigen Fällen war die 

Expression der MRP-Transporter mit schlechtem Ansprechen auf die Therapie korreliert 

(Kruh 2003). Norris et al. konnten in aggressiven Neuroblastomen zeigen, dass eine häufig 

auftretende Überexpression von MRP4 mit einem schlechten klinischen Outcome assoziiert 

ist (Norris 2004). In vitro-Versuche zeigten, dass die Überexpression von MRP4 und MPR5 

die intrazelluläre Konzentration von zytostatisch wirksamen Nukleobasenanaloga wie 6-

Mecaptopurin und 6-Thioguanin sowie Topotecan senken (Chen 2001; Leggas 2004). 

Dadurch sind die Transporter-überexprimierenden Zellen resistenter gegenüber zytotoxischen 

Wirkungen (Ritter 2005). Leggas et al. konnten aufbauend darauf in MRP4-KO-Mäusen eine 

verstärkte Akkumulation des Chemotherapeutikums Topotecan in Gehirngewebe und Liquor 

cerebrospinalis nachweisen (Leggas 2004). 

Die Fähigkeit von S1P auf dem autokrinen und parakrinen Weg zu agieren und seine 

Bedeutung für Angiogenese und Gefäßreifung sind von Bedeutung für das Tumorwachstum. 

So konnte gezeigt werden, dass ein monoklonaler Antikörper, der S1P mit einer extrem hohen 

Affinität und Spezifizität bindet, signifikant das Tumorwachstum sowie die assoziierte 

Angiogenese in verschiedenen Tiermodellen senkt (Visentin 2006). Dies könnte daran liegen, 

dass eine erhöhte S1P-Freisetzung z. B. durch Aufregulierung des zugehörigen Transporters 

in Tumorzellen vorliegt (Kim 2009).  

Derartige potente, selektive und zellspezifische MRP4-Inhibitoren existieren bislang noch 

nicht (Keppler 2011). Die bisher verwendeten MRP4-Inhibitoren umfassen einige 

nichtsteroidale antiinflammatorische Agenzien wie Indomethacin (Reid 2003), 

Phosphodiesterase-Inhibitoren wie Dipyridamol und Sildenafil und LTD4-

Rezeptorantagonisten wie MK571 (Rius 2008). 

 

4.5 Einfluss von Fluvastatin und Rosuvastatin auf den S1P-Transport 

Die Identifizierung von Signalmolekül-Transportern ist von besonderem Interesse, um die 

interzellulären Signalwege zu verstehen, aber auch Exporter-orientierte Medikamente zu 

erkennen oder zu entwickeln (Kobayashi 2006). Zu diesen Arzneistoffen zählen Rosuvastatin 

und Fluvastatin:  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der MRP4-vermittelte Transport von 

FITC-markiertem S1P durch die Statine Fluvastatin und Rosuvastatin gesenkt wird (Abb. 16). 

Darauf aufbauend wurde mit Hilfe von MRP4-überexprimierenden Vesikeln eine IC50-Kurve 

für Fluvastatin und Rosuvastatin erstellt (Abb. 17). Fluvastatin zeichnete sich durch eine 
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halbmaximale Hemmung seines maximalen Effekts bei einer Konzentration (IC50-Wert) von 

52 µM aus, während Rosuvastatin einen IC50-Wert von 32 µM aufwies.  

In der klinischen Anwendung wird eine Initialdosis von Fluvastatin bzw. Rosuvastatin im 

Bereich von 20 mg bzw. 10 mg pro Tag verwendet (Laks 2008). Im Vergleich zu Simvastatin 

und Lovastatin werden Fluvastatin und Rosuvastatin nicht als inaktive Prodrugs, sondern in 

ihrer aktiven Form verabreicht. Dadurch weisen sie eine höhere Wasserlöslichkeit und 

eventuell sogar eine bessere Absorption auf. Da die Aufnahmerate, der Metabolismus und die 

Absorption der Statine große Unterschiede zwischen den in vitro- und in vivo-Bedingungen 

und Konzentrationen aufweisen, ist es schwierig festzustellen, welche in vitro-Konzentration 

den klinischen Dosen in vivo entspricht (Chou 2008). In in vitro-Versuchen werden meist 

höhere Konzentrationen verwendet, die benötigt werden, um die gleichen Effekte zu 

erreichen.  

Zusätzlich wird vermutet, dass die Statine in den Thrombozyten lokal akkumulieren. Eine 

ausreichende Konzentration der Statine in Thrombozyten könnte erreicht werden, sofern es 

einen Aufnahmemechanismus gibt. Die Akkumulation von Atorvastatin über den 

Aufnahmetransporter OATP2B1 in Thrombozyten konnten Niessen et al. bereits nachweisen 

(Niessen 2009).  

In der vorliegenden Arbeit wurde der MRP4-vermittelte S1P-Transport 

konzentrationsabhängig durch die zwei Statine mit Konzentrationen von 10-100 µM in vitro 

gesenkt. Da der Transportversuch eine Freisetzung beschreibt, ist die Konzentration in den 

Thrombozyten von Bedeutung. Diese Dosis ähnelte anderen in vitro-Versuchen, die zur 

Untersuchung von pharmakologischen Effekten durch Statine mit Konzentrationsbereichen 

von 1-30 mM durchgeführt wurden (Kaesemeyer 1999; Huang 2003).  

In den IC50-Kurven für Fluvastatin und Rosuvastatin wurde keine 100 %-ige Hemmung 

erreicht. Insbesondere bei Rosuvastatin verbleibt der Effekt gleichstark bei 100 und 200 µM. 

Eventuell beruht dies auf der ungenügenden Löslichkeit dieser Statine bei höheren 

Konzentrationen. Möglicherweise wird dadurch nur eine bestimmte maximale Konzentration 

ermöglicht.  

Um den Mechanismus zu ergründen, auf welche Art Fluvastatin und Rosuvastatin den S1P-

Transport senken, sind weitere Studien notwendig. Es bietet sich an zu testen, ob die 

Hemmung kompetitiv erfolgt, d.h. ob Fluvastatin und Rosuvastatin als Kosubstrate den 

Transport hemmen oder durch die Bindung an den Transporter eventuell kurzfristige Effekte 

auslösen. 
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Eine Möglichkeit wäre, dass Statine den Transport durch Inhibition der 

Prenylierungsvorgänge beeinträchtigen. Die Inhibition der β-HMG-CoA-Reduktase senkt die 

Produktion der Mevalonsäure, dem Ausgangsprodukt von Geranylgeranylpyrophosphat und 

Farnesylpyrophosphat. Die Reduktion dieser metabolischen Produkte beeinträchtigt die 

Proteinisoprenylierungen, die es ermöglicht, Proteine wie z. B. G-Proteine an Membranen zu 

verankern (Baker 2005; Mühlhäuser 2006). Statin-vermittelte Effekte auf die zelluläre 

Signalübertragung werden daher üblicherweise durch eine modifizierte Prenylierung von 

Signalproteinen, z. B. der γ-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins (Mühlhäuser 2006) 

und von Membranrezeptoren erklärt (O’Meara 2004). Der Prenylierungsinhibitor N-Acetyl-S-

Farnesyl-L-Cystein (AFC) interagiert mit dem Prenylierungsprozess und hemmt dadurch die 

Agonist-vermittelte Signalübertragung in Thrombozyten, wie z. B. die Calcium-bedingte 

Signalvermittlung (Rosado 2000). Niessen et al. konnten diese Effekte durch AFC auch für 

Atorvastatin nachweisen. Die Zugabe von Mevalonat, dem Vorläufer von Cholesterin, macht 

die inhibitorischen Effekte von Atorvastatin auf die thrombininduzierte 

Calciumsignalvermittlung rückgängig. Dies bedeutet, dass die inhibitorischen Effekte die 

Inhibition der β-HMG-CoA-Reduktase in Thrombozyten einschließen (Niessen 2009). 

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe ermittelten für die Transporthemmung des MRP4-

Standardsubstrats [3H]-cGMP in die MRP4-Vesikel einen IC50-Wert von 50 µM für 

Fluvastatin und von 10 µM für Rosuvastatin (Jedlitschky, unveröffentliche Ergebnisse). Die 

niedrigeren IC50-Werte deuten darauf hin, dass cGMP eventuell eine höhere Affinität zu dem 

Transporter aufweist und der Transport dadurch bereits bei geringeren Statinkonzentrationen 

gesenkt wird.  

In der Zellmembran von humanen Skelettmuskelfasern wurde Rosuvastatin bereits als 

Substrat von MRP1, MRP5 und MRP4 beschrieben (Knauer 2010). Die Transporter scheinen 

hier eine schützende Rolle vor der intrazellulären Statinakkumulation zu bewirken. Zu den 

gefürchteten Nebenwirkungen von Statinen zählen Myopathie und Rhabdomyolyse, die 

eventuell eine Folge der Statinakkumulation sind. 

Rosuvastatin ist ein bekanntes Substrat von MRP4; eine Interaktion von Fluvastatin mit dem 

Transporter MRP4 wurde nicht beschrieben. Der inhibitorische Einfluss von diesen Statinen 

auf den MRP4-vermittelten Transport war bislang nicht bekannt. Eine Inhibition des MRP4-

vermittelten Transports und damit das Senken der S1P-Freisetzung stellen einen möglichen 

neuen antiinflammatorischen Mechanismus von Rosuvastatin und Fluvastatin dar, neben der 

bereits bekannten Inhibition der β-HMG-CoA-Reduktase.  
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Rius postulierte jedoch, dass die Ergebnisse aus in vitro-Versuchen mit inside-out-

Membranvesikeln mit Vorsicht betrachtet werden sollen. Im Rahmen von Transportversuchen 

mit inside-out-Membranvesikeln wird die Aufnahme der zwei Statine in die Zielzellen bereits 

vorausgesetzt. Die Inhibitoren können jedoch ihre antiinflammatorische Wirkung erst 

entfalten, wenn diese Arzneistoffe in die Zielzellen gelangt sind. Die Verteilung und die 

Substratspezifizität von Aufnahmetransportern sowie die Verteilung des Wirkstoffs im Körper 

beeinflussen dabei, ob die Statine im physiologischen Milieu auch als MRP4-Inhibitor wirken 

(Rius 2008). 

Um die physiologische Relevanz der zwei Statine für humane Thrombozyten ex vivo zu 

untersuchen, wurden isolierte, gewaschene Thrombozyten mit 100 µM Fluvastatin bzw. 

Rosuvastatin vorinkubiert. Im Anschluss wurde die S1P-Freisetzung mit dem 

Thromboxanrezeptoragonisten U46619 bzw. dem Protease-aktivierten Rezeptor-1-

aktivierenden Peptids (AP1) stimuliert. Diese zwei Agonisten stellten sich in der Arbeit von 

Ulrych et al. als sehr gute Aktivatoren der S1P-Freisetzung aus Thrombozyten heraus.  

Im Vergleich zu der Arbeit von Ulrych et al. wurden die Thrombozyten nicht mit 0,2 µCi 

[3H]-Sphingosin vorbeladen (Ulrych 2011). Dadurch konnte sichergestellt werden, dass das 

Verhalten des endogenen S1P betrachtet wird (Kobayashi 2006). Auch ohne Vorbeladung 

konnte in den Kontrollthrombozyten durch die Zugabe von U46619 bzw. AP1 die S1P-

Freisetzung aus dem Pellet in den Überstand signifikant gesteigert werden (Abb. 18). 

Der Vergleich der Überstände aus den Thrombozyten mittels LC-MS/MS zeigte, dass die 

Vorinkubation mit Fluvastatin bzw. Rosuvastatin die stimulierte endogene S1P-Freisetzung 

aus den Thrombozyten senkt. Zusätzlich fiel auf, dass die Proben bestehend aus Überstand 

und Pellet trotz vorangehendem Pooling des plättchenreichen Plasmas keine einheitlichen 

S1P-Spiegel enthielten. Die mit U46619 und AP1 stimulierten Kontrollthrombozyten wiesen 

in der Summe mehr S1P auf als die ausschließlich mit PBS inkubierten Proben. 

Möglicherweise stimulieren U46619 und AP1 die S1P-Neusynthese. Außerdem besaßen die 

mit Statinen vorinkubierten Proben in der Summe weniger S1P als die Kontrollthrombozyten. 

Als Ursache für diesen S1P-Verlust kommen verschiedene Hypothesen in Frage: 

Ein möglicher Grund ist der amphipathische Charakter des S1P. Ein Großteil des S1P 

adhäriert am Plastik und steht anschließend für die Auswertung nicht mehr zur Verfügung. 

Für weitere Versuche sollte ein höherer Gehalt an BSA verwendet werden, der das S1P 

bindet. Zusätzlich kann trotz Proteinfällung der Pelletproben mit Acetonitril ein Teil des S1P 

am Pelletrest verblieben sein, das sich somit nicht vollständig im Überstand gelöst hat.  
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Darüber hinaus muss bedacht werden, dass die Massenspektrometeranalyse in den 

vorliegenden Versuchen nur das Sphingosin-1-Phosphat detektiert. Ein möglicher Abbau 

wurde vorerst ausgeschlossen, da die Thrombozyten vom Plasma mit vorhandenen 

Phosphatasen getrennt wurden und in Tyrodepuffer aufgenommen wurden. Eine 

Dephosphorylierung von S1P zu Sphingosin ist jedoch möglich: Es existieren S1P-abbauende 

Enzyme an der Außenmembran der Thrombozyten. Kobayashi et al. sowie Ulrych et al. 

betrachteten daher für ihre S1P-Freisetzungsversuche zusätzlich Sphingosin (Kobayashi 2006; 

Ulrych 2011). Kobayashi et al. untersuchten den Abbau von Sphingosin-1-Phosphat zu 

Sphingosin durch Zugabe des Phosphatase-Inhibitors Vanadate. Sie stellten fest, dass der 

Überstand von Thrombozyten ohne Vanadate mehr Sphingosin beinhaltetet als der Überstand 

von Thrombozyten mit Vanadate (Kobayashi 2006). Dies unterstreicht, dass ein Teil des S1P 

zu Sphingosin abgebaut wird.  

Eine weitere Hypothese ist, dass Fluvastatin und Rosuvastatin einen Einfluss auf die S1P-

Bildung haben. Eventuell haben die Statine bereits in den 20 min Inkubationszeit kurzfristige 

Effekte auf den S1P-Haushalt und sorgen dadurch für eine niedrigere S1P-Konzentration. Um 

derartige Effekte zu senken, sollte die Vorinkubationszeit mit den Statinen gesenkt werden. 

Ein vergleichbarer Statineffekt wurde bereits für die Arachidonsäurederivate beschrieben: Die 

Zugabe von Simvastatin führte in humanen Endothelzellen zu einer Abnahme der 

Prostazyklinfreisetzung um 40 % sowie zu einer Reduktion der transkriptionelle Expression 

und der Promoteraktivität der Prostazyklinsynthase (Skogastierna 2013). Auch Lovastatin 

hemmt in Endothelzellen die Arachidonsäurefreisetzung und senkt die Prostazyklinproduktion 

durch Hemmung der Phospholipase A2 und Cyclooxygenase-1 (Zhou 2009). Des Weiteren 

konnten Schrör et al. zeigen, dass Simvastatin die Thromboxan A2-Produktion in 

Thrombozyten senkt (Schrör 1989). 

Zur Analyse des Einflusses von Fluvastatin und Rosuvastatin auf die Thrombozyten sollte 

zusätzlich in weiteren Experimenten die maximale intrazelluläre Konzentration der Statine in 

Thrombozyten ermittelt werden. Niessen et al. betonten, dass Transportproteine die 

Konzentration von Xenobiotika in Thrombozyten beeinflussen können und dadurch deren 

Effekte auf die Thrombozyten bestimmen (Niessen 2009). 

Deutschman et al. gingen davon aus, dass man anhand des Serum-S1P-Levels eine 

Vorhersage über das Auftreten und die Ausprägung von koronaren Stenosen treffen kann 

(Deutschman 2003). Dies scheint an der Quelle des S1P zu liegen. Während der Plasma-S1P-

Spiegel vor allem das von Erythrozyten gebildete S1P reflektiert, beeinflusst das von 

Thrombozyten freigesetzte S1P den Serum-S1P-Spiegel. Nach der Freisetzung bindet S1P 
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effizienter an Albumin als an HDL (Aoki 2005). Dies wird unterstützt durch die Tatsache, 

dass die S1P-Extraktion von aktivierten Thrombozyten verstärkt unter Zugabe von Albumin 

stattfindet (Yatomi 2000; Kobayashi 2006). Unter der Annahme, dass das von Thrombozyten 

freigesetzte S1P vorzugsweise an Albumin gebunden wird, wirkt es proatherosklerotisch 

(siehe Kapitel 1.2.1).  

Unter physiologischen Bedingungen sind die in die Entstehung der Atherogenese involvierten 

Zellen, wie Makrophagen, glatte Muskelzellen und Endothelzellen, S1P-Konzentrationen von 

300-500 nM im Plasma ausgesetzt. Im Serum hingegen finden sich S1P-Konzentrationen von 

800-1000 nM. Dementsprechend sind die Zellen am Ort von Thrombosen viel höheren S1P-

Konzentrationen ausgesetzt (Ono 2013).  

Bei S1P-Konzentrationen oberhalb gewisser Schwellenwerte werden Adhäsionsmoleküle 

durch das aktivierende nuclear factor κ-B (Kimura 2006; Shimamura 2004; Kase 2007) 

induziert und Thrombozyten aktiviert (Yatomi 1997; Motahashi 2000). Durch die Aktivierung 

an atherosklerotischen Läsionen setzen die Thrombozyten S1P frei. Die hohen S1P-

Konzentrationen beschleunigen den Prozess der Atherosklerose und aktivieren weitere 

Thrombozyten. Dementsprechend kann S1P in atherosklerotischen Läsionen durch lokale 

Thrombosen fatal werden (Ono 2013). 

Son et al. stellten fest, dass die Freisetzung von S1P aus Thrombozyten bei 

Hypercholesterinämie erhöht ist. Ein erhöhter Cholesterinspiegel induzierte eine verstärkte 

Sensitivität der Thrombozyten. Bereits bei geringen Konzentrationen von Agonisten 

aggregierten die Thrombozyten in starkem Ausmaß. Dementsprechend war der S1P-Spiegel 

im Blutplasma von Hasen mit Hypercholesterinämie erhöht. Zusätzlich konnte eine 

gesteigerte Entwicklung von Hypercholesterinämie-bedingter Atherosklerose in den Hasen 

festgestellt werden. Diese Erkenntnis unterstreicht die Bedeutung von S1P in der Ausbildung 

und im Fortschreiten von Hypercholesterinämie-bedingter Atherosklerose (Son 2008). 

Statine sind bei Hypercholesterinämie indiziert. Sie senken den Cholesterinspiegel durch die 

Hemmung der β-HMG-CoA-Reduktase und erhöhen die HDL-Produktion bei erniedrigter 

LDL-Produktion. Die Statine scheinen die Hypercholesterinämie-bedingte Artherosklerose 

durch zwei Mechanismen zu senken. Einerseits erhöhen sie den protektiven, 

antiatherosklerotischen HDL-Gehalt im Plasma, der S1P bindet. Andererseits senken sie 

möglicherweise die MRP4-vermittelte S1P-Freisetzung aus den Thrombozyten, die 

proatherosklerotisch wirkt. Obwohl noch nicht nachgewiesen wurde, dass die Inhibition der 

S1P-Freisetzung die Ausbildung von Atherosklerose verhindert, dient die Inhibition von 
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abnormaler S1P-Freisetzung aus hypersensitiven Thrombozyten bei Hypercholesterinämie 

wahrscheinlich der Verhinderung oder Therapie von Atherosklerose (Son 2008).  

Der Einfluss von Fluvastatin und Rosuvastatin auf den MRP4-vermittelten S1P-Transport 

würde somit einen neuen antientzündlichen Mechanismus der Statine darstellen. 

 

4.6 Möglichkeiten zur Methodenoptimierung 

Verglichen mit anderen Tierversuchen, in denen die S1P-Spiegel im Plasma gemessen 

wurden (Lee 2007), zeichnet sich bei der vorliegenden Versuchsanordnung die Gruppe der 

Wildtyp- und Knock-out-Mäuse durch verhältnismäßig große Altersschwankungen aus. Dies 

beruhte auf anhaltenden logistischen Schwierigkeiten bei der Versorgung mit Versuchstieren, 

sodass nur eine begrenzte Anzahl pro Zeitpunkt zur Verfügung stand. Des Weiteren konnte 

die Verpaarung der KO-Tiere nur begrenzt durchgeführt werden: Einige Knock-out-

Exemplare entwickelten ein atypisches Verhalten und begannen, ihre Geschlechtspartner 

aggressiv zu bekämpfen anstatt sich zu paaren. Zusätzlich zeigten die weiblichen MRP5-

Knock-out-Tiere die Neigung, ihre Nachkommen postpartal zu töten. Die Wildtypen hingegen 

zeigten ein normales Verhalten. Es lässt sich somit nicht ausschließen, dass die Hemmung des 

MRP5-Transporters auch zu einer psychischen Veränderung führt. Eine größere Zahl an 

gleichaltrigen Versuchstieren könnte zukünftig die Aussagekraft der gefundenen Ergebnisse 

verstärken. 

Die ex vivo-Versuche mit Thrombozyten mussten aufgrund der eingeschränkten Stabilität der 

gewaschenen Thrombozyten in einem engen Zeitfenster von maximal zwei Stunden 

durchgeführt werden (Cazenave 2004). Der Effekt der Statine konnte daher im Rahmen dieser 

Arbeit nur kurzfristig dokumentiert werden. In vivo zeichnen sich Thrombozyten durch eine 

Lebensdauer von durchschnittlich zehn Tagen aus. Mögliche langfristige Effekte auf die S1P-

Freisetzung aus humanen Thrombozyten sollten in weiteren Studien eruiert werden. 
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4.7 Fazit 

Die vorliegende Arbeit hat ergeben, dass MRP4 ein S1P-Transporter in Thrombozyten ist. 

Nach Stimulation der S1P-Freisetzung mit Thrombin und Thromboxan A2 scheint S1P ATP-

abhängig über den Transporter MRP4 freigesetzt zu werden. Zusätzlich wurde nachgewiesen, 

dass der MRP4-vemittelte S1P-Transport durch Fluvastatin und Rosuvastatin gesenkt wird 

(Abb. 19). Dies könnte ein neuer, bislang nicht bekannter antiinflammatorischer 

Wirkmechanismus dieser Statine darstellen. Als Konsequenz der Inhibition des MRP4-

vermittelten S1P-Transports könnte z. B. die Progression der Atherosklerose reduziert 

werden. 

Abb. 19: Schematische Darstellung der S1P-Freisetzung aus Thrombozyten. 

Thrombin induziert über seinen Rezeptor die Cyclooxygenase-1. Diese wiederum synthetisiert 

Thromboxan A2. Thromboxan A2 bzw. der Thromboxanrezeptoragonist U46619 stimuliert die 

S1P-Freisetzung über den Transporter MRP4. Dieser MRP4-vermittelte Transport wird durch 

Fluvastatin und Rosuvastatin inhibiert (modifiziert nach Ulrych 2011, mit freundlicher 

Genehmigung von Prof. Bernhard Rauch, Institut für Pharmakologie, Universitätsmedizin 

Greifswald). 
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5 Zusammenfassung 

Thrombozyten sind von zentraler Bedeutung sowohl für die Blutstillung als auch für die 

Regulation von Entzündungsprozessen. Nach der Aktivierung setzen sie proinflammatorische 

Mediatoren wie Sphingosin-1-Phosphat (S1P) frei. Damit S1P jedoch seine verschiedenen 

Effekte über spezifische Oberflächenrezeptoren ausüben kann, muss es aus den 

Thrombozyten freigesetzt werden. Die Mechanismen der S1P-Freisetzung aus Thrombozyten 

sind jedoch weitgehend unbekannt. 

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand eines vesikulären Transportassays bestätigt werden, 

dass ein ATP-abhängiges Transportsystem für S1P in Thrombozytenmembranen vorliegt. Der 

ATP-abhängige Transport von fluoreszenzmarkiertem S1P in inside-out-Membranvesikel von 

humanen Thrombozyten wurde durch das organische Anion MK571, einen Inhibitor von 

ABC-Transportern der Multidrug Resistance Protein (MRP)-Subfamilie, gesenkt. Anhand 

von Transportversuchen mit inside-out-Membranvesikeln von MRP4 (ABCC4)-

überexprimierenden Sf9-Insektenzellen und MRP5 (ABCC5)-überexprimierenden V79-

Fibroblasten konnten MRP4 und MRP5 als S1P-Transporter identifiziert werden. 

Die Untersuchung von MRP4-Knock-out (KO)-Mäusen ergab signifikante Abnahmen der 

S1P-Spiegel im plättchenreichen Plasma (PRP) auf 77 % des Spiegels der Wildtyp (WT)-

Tiere bei den Männchen und auf 85 % bei den Weibchen. Zusätzlich zeigte sich eine 

signifikante Abnahme des S1P-Gehalts im plättchenarmen Plasma (PPP) in den KO-

Weibchen (67 % des WT). Die S1P-Spiegel der MRP5-KO-Männchen glichen dem WT, 

während die Weibchen nahezu eine Verdopplung des S1P-Gehalts im PPP im Vergleich zum 

WT zeigten. Die Unterschiede bei den KO-Mäusen lassen vermuten, dass der Transporter 

MRP4 auch physiologisch an der S1P-Speicherung und -Freisetzung aus Thrombozyten 

beteiligt ist, während MRP5 die S1P-Plasmaspiegel eher unabhängig von den Thrombozyten 

zu beeinflussen scheint. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der MRP4-vermittelte 

Transport von F-S1P durch Fluvastatin mit einer IC50 von 52 µM und Rosuvastatin mit einer 

IC50 von 32 µM gehemmt wird. Darauf aufbauend konnte mittels LC-MS/MS nachgewiesen 

werden, dass die Vorinkubation mit 100 µM Fluvastatin bzw. Rosuvastatin die endogene 

stimulierte S1P-Freisetzung aus humanen Thrombozyten ex vivo senkt. Diese inhibitorische 

Wirkung der Statine auf den Transport des proinflammatorischen S1P zeigt einen neuen 

möglichen Mechanismus, mit dem die Statine pleiotrope entzündungshemmende Effekte 

ausüben können.  

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass MRP4 als S1P-Transporter identifiziert 

wurde und Statine den MRP4-vermittelten Transport beeinträchtigen.  
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