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1. Einleitung 
 

  

1.1. Allgemeine Einleitung und Thrombozytenalterung 
 

 

Thrombozyten sind 1-3 µm große scheibenförmige, kernlose Zellen, die  im Knochenmark 

durch Abschnürung aus Megakaryozyten entstehen. Die durchschnittliche Lebensdauer 

beträgt 7-12 Tage, während derer sie als Teil des hämostatischen Systems wesentliche 

Funktionen vornehmlich bei der Blutgerinnung erfüllen. Der Abbau der Thrombozyten 

erfolgt in der Milz, die zusätzlich eine Speicherfunktion wahrnimmt und rund 30 % aller 

vorhandenen Blutplättchen dauerhaft beherbergt. 

Die Funktion der Thrombozyten besteht vor allem in der sofortigen Adhäsion an 

beschädigtem Endothel im Verletzungsfall und einer Aggregation untereinander (primäre 

Hämostase), wobei sie unter dem Einfluss des endothelständigen von-Willebrand-Faktors 

Pseudopodien zur Vernetzung ausbilden. Bei Aktivierung sezernieren Thrombozyten 

verschiedene gerinnungs- und später defektheilungsfördernde Stoffe, unter anderem 

Calcium, ADP und Serotonin aus dichten Granula sowie aus α -Granula den von-

Willebrand-Faktor, Fibronektin, Thrombospondin und den Blutplättchen-abhängigen 

Wachstumsfaktor PDGF (Welsch 2003).  

Aus medizinischer Sicht spielen Blutplättchen eine wichtige Rolle, da sie Patienten 

beispielsweise nach einer schweren Verletzung transfundiert werden können; jedoch gelten 

Thrombozytenkonzentrate aufgrund ihrer aufwändigen Gewinnung und der begrenzten 

Verwendbarkeit von nur fünf Tagen als besonders wertvoll (GmbH April 2005). Zusätzlich 

kommt bei der Transfusion von Blutprodukten stets ein nicht gewisses Infektionsrisiko 

(Ziemann, Krueger et al. 2007) zum Tragen, da diese von Bakterien und Viren befallen 

werden können und somit als Vektor im Infektionskreislauf dienen (Gallian, Vignoli et al. 

2006), (Welch, Bienek et al. 2006). 

 

Neben der therapeutischen Anwendung treten Blutplättchen auch als betroffene Zellen 

bestimmter Krankheiten auf.  

Als wohl bekannteste Krankheiten seien die Verbrauchskoagulopathie, die thrombotisch-

thrombozytopenische Purpura, die essentielle Thrombozythämie und das 

myelodysplastische Syndrom genannt. 
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Die Verbrauchskoagulopathie tritt als Konsequenz einer disseminierten intravaskulären 

Gerinnung mit Verbrauch von Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten in Form 

unterschiedlich starker Blutungen im Körper auf (Pschyrembel 2007). Aus ähnlichen 

Gründen, die unter Umständen zu einer Verbrauchskoagulopathie führen, kann auch eine 

thrombotisch-thrombozytopenische Purpura resultieren. Mit einer Inzidenz von 3-10 pro 1 

Millionen Einwohner pro Jahr können hierbei Gerinnsel in Haargefäßen – vor allem in 

Niere und Gehirn – zu einer Minderperfusion und dadurch zu teilweise massiven 

Organschäden führen. Möglicherweise zirkulieren bei dieser Erkrankung vornehmlich 

junge, frisch gebildete Thrombozyten im peripheren Blut, da die Zellen eine stark 

herabgesetzte Lebensdauer aufweisen. 

Eine weitere Krankheit mit Beeinträchtigung thrombozytärer Funktionen ist die essentielle 

Thrombozythämie (ET) mit einer Inzidenz von etwa 25 pro 1 Millionen Einwohner pro 

Jahr und einer durch die kaum veränderte Lebenserwartung der Patienten etwas höheren 

Prävalenz. Als Verdachtsdiagnose gilt eine dauernde Erhöhung der Thrombozytenzahl auf 

mehr als 600.000 Zellen pro µl, die durch eine Knochenmarkspunktion abzusichern ist. 

Komplikationen der ET sind beispielsweise Thrombosen, die das Risiko für eine Embolie 

bergen, deren Folge wiederum Blutungen oder Ischämien sein können. Weitere typische 

Folgen sind Kopfschmerzen, Parästhesien und Sehstörungen (Pschyrembel 2007). Die 

durchschnittliche Zirkulationszeit der Blutplättchen ist bei der ET unverändert. 

Beispielhaft für die proliferativen Krankheiten sei das myelodysplastische Syndrom 

genannt, eine bösartige Erkrankung des Knochenmarks mit einer Inzidenz von 4,1 pro 

100.000 Einwohner und Jahr - in der BRD leben zurzeit ca. 5000 Patienten (Ioannou 

2007). Hierbei sind einige der blutbildenden, also unter anderem thrombopoetischen, 

Stamm- und Vorläuferzellen verändert und verdrängen durch unkontrolliertes Wachstum 

gesunde Knochen- und Knochenmarkszellen, wobei klinisch üblicherweise eine 

normochrome und normozytäre Anämie im Vordergrund steht (Haase 2008). Auffällig ist 

jedoch die verkürzte Lebenserwatung der Thrombozyten. Die Erkrankung kann in eine 

myeloische Leukämie übergehen. Zur Absicherung der Verdachtsdiagnose wird auch hier 

eine Knochenmarkspunktion durchgeführt (Roessner A 2003; Pschyrembel 2007). 

 

Für die vorliegende Arbeit sollen Thrombozyten unter verschiedenen Fragestellungen 

untersucht werden. Dafür wurde die Ebene des Proteoms gewählt. Der Begriff Proteom 

wurde 1994 durch Marc Wilkins definiert als die Gesamtheit aller zu einem bestimmten 

Zeitpunkt vorliegenden Proteine einer Zelle oder eines Organismus unter definierten 

äußeren Bedingungen. Mittels einer gelbasierten zweidimensionalen Trennung eines 
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Proteingemisches lässt sich in der Proteomforschung das Spektrum intrazellulärer Proteine 

einer Zelle qualitativ und quantitativ untersuchen und mit dem zu einem anderen Zeitpunkt 

oder unter anderen Umständen gewonnenen Proteom der Zelle vergleichen (Rehm 2002). 

Somit ist die Verfolgung der Regulation der Proteinexpression, des Proteinabbaus sowie 

von Proteinmodifikationen in einer Zelle möglich. Dies spiegelt die zellulären Reaktionen 

auf z.B. wechselnde Umweltbedingungen wider und bietet eine weitere Möglichkeit, 

biologische Prozesse des zellulären Lebens besser zu verstehen. 

Für die Analyse von Thrombozyten eignet sich die Proteomuntersuchung besonders gut, da 

Blutplättchen als kernlose Zellen nur begrenzt zur Transkription befähigt sind. Zwar wird 

ein Teil der in Megakaryozyten enthaltenen mRNA dem Thrombozyt bei der Abschnürung 

im Knochenmark mitgegeben (ebenso erhält er rauhes Endoplasmatisches Retikulum und 

Polyribosomen), doch kann er nicht selbstständig neue mRNA herstellen (Bugert, 

Dugrillon et al. 2003; Gnatenko, Perrotta et al. 2006). 

50-89% der in Thrombozyten enthaltenen mRNA sind mitochondrialen Ursprungs und für 

die spezifischen Funktionen der Zellen irrelevant. Die verbleibenden 11-50% der 

Thrombozyten-mRNA können je nach Bedarf signalabhängig noch gespliced werden und 

zwar sogar in zytoplasmatischen Splicosomen (Schwertz, Tolley et al. 2006), was in 

eukaryotischen Zellen eine herausragende Besonderheit ist. Auch die 

Translationsgeschwindigkeit nimmt mit Aktivierung der Plättchen zu. Somit lässt sich 

sagen, dass das Thrombozytenproteom zwar zunächst statisch, funktionell betrachtet aber 

hoch dynamisch ist und zelluläre Reaktionen der Blutplättchen auf Umweltbedingungen im 

Proteom abgelesen werden können (Gnatenko, Perrotta et al. 2006). 

 

1.2. Thrombozytenalterung 
 

Die Alterung von Thrombozyten ist ein medizinisch relevanter Prozess, da Plättchen nur 

eine kurze Lebensdauer haben und u.a. Thrombozytenkonzentrate bereits wenige Tage 

nach der Gewinnung wieder verworfen werden müssen. Die Abläufe, die bei der Alterung 

eine Rolle spielen, sind bislang weitgehend unbekannt, ebenso liegen die Kriterien, nach 

denen ältere Blutplättchen am Ende ihres Lebens ausselektiert werden, nach wie vor im 

Dunkeln. Die Forschung der vergangenen Jahrzehnte hat vornehmlich Hypothesen, aber 

nur wenige Ergebnisse zu diesem Thema äußern können. 

Dennoch könnte die Unterscheidbarkeit von unterschiedlich alten Plättchenpopulationen 

vor allem auf Proteomebene einen beträchtlichen Erkenntnisgewinn darstellen.  
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Zum einen ist eine Proteomuntersuchung hoch auflösend und detailliert und bietet somit in 

der Darstellung eines Großteils aller zum gegebenen Zeitpunkt vorliegenden  Proteine eine 

äußerst differenzierte Methode. Zum anderen gestatten Änderungen des Proteoms in 

Plättchen einen tiefen Einblick in die Reaktionsfähigkeiten einer Zelle, die weder Kern 

noch DNA und somit beschränkte Handlungsspielräume hat (Gnatenko, Perrotta et al. 

2006).  

Eine anschließende Identifikation der Proteine in massenspektrometrischen 

Untersuchungen ermöglicht eine genaue Zuordnung von Protein und Funktion. In 

unterschiedlich alten Thrombozytenpopulationen würden sich somit auch komplexe 

Veränderungen nachvollziehen und die Physiologie von Blutplättchen möglicherweise 

besser verstehen lassen: zu den noch unklaren Einzelheiten des Alterns eines 

Thrombozyten gehören beispielsweise auch die Fragen, in wie weit die Zellen noch fähig 

sind, auf wechselnde Umweltbedingungen zu reagieren, ob ihre Funktion eingeschränkt 

wird und – da 28% der Proteine in Prozesse der Signaltransduktion und zellulären 

Kommunikation eingebunden sind (Garcia BA 2005) – ob Thrombozyten fortgeschrittenen 

Alters funktionelle Unterschiede auf Grund von veränderter interzellulärer Kommunikation 

aufweisen. 

 

Weiteren Anlass zur Untersuchung bietet die Tatsache, dass (wie oben beschrieben) zur 

sicheren Diagnosestellung bei verschiedenen Erkrankungen, z.B. der essentiellen 

Thrombozythämie oder dem myelodysplastischen Syndrom, eine Knochenmarkspunktion 

vonnöten ist. Diese birgt für den Patienten nicht nur Unannehmlichkeiten und Schmerzen 

sondern auch Infektionsrisiken und gerade bei Erkrankungen, die Thrombozyten betreffen, 

die Gefahr von Nachblutungen. Böte die Untersuchung des Thrombozytenproteoms die 

Möglichkeit, unterschiedlich alte Populationen zu differenzieren, so ließe sich eine 

Verbrauchskoagulopathie von einer Thrombozytopenie (bedingt beispielsweise durch ein 

myelodysplastischen Syndrom) sicher differenzieren – während der Eingriff von einer 

Knochenmarkspunktion auf eine Blutentnahme reduziert werden könnte. 

 

Daraus leitet sich die Fragestellung des ersten Teils dieser Arbeit ab: 

Ist es möglich, unterschiedlich alte Thrombozytenpopulationen anhand von 

Unterschieden im Proteom zu diskriminieren? 

 

In der Vergangenheit sind verschiedene Versuche unternommen worden, um die Reifung 

von Blutplättchen zu studieren, die jedoch hauptsächlich die Megakaryo- und 
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Thrombozytopoese als Gegenstand hatten. Beispielhaft seien hier nur einige Arbeiten 

erwähnt. 

Corash et. al. berichteten 1987 nach schwerer, in Ratten induzierter Thrombozytopenie 

über die Nachbildung von Blutplättchen, in deren Konsequenz vergrößerte Plättchen als 

initialer Teil der Antwort auf reduzierte Thrombozytenzahlen konstatiert wurden (Corash, 

Chen et al. 1987). Auch Odell (Odell, Murphy et al. 1976). beobachtete ein ähnliches 

Ergebnis. Wieder andere folgerten aus ihren vergleichbaren, ebenfalls aus Ratten 

gewonnenen Resultaten, dass nach schwerer akuter Thrombozytopenie anscheinend 

größere Plättchen nachgebildet werden (Marttin JF 1983)  

Rein morphologisch existieren also durchaus Hinweise auf Unterschiede zwischen jungen, 

frisch gebildeten und etwas älteren Thrombzyten; bislang gibt es jedoch keine 

Proteomuntersuchungen zu diesem Thema. 

 

Um für die vorliegende Arbeit unterschiedlich alte Zellpopulationen zu gewinnen, wurde 

folgender neuer Ansatz erdacht: bei einem freiwilligen und gesunden Probanden ist an drei 

aufeinander folgenden Tagen eine Thrombozytapherese durchzuführen. Bei diesem 

Verfahren wird dem Probanden an jedem Arm ein großvolumiger Zugang gelegt, einer 

leitet Blut aus dem Körper aus, während der andere das Blut in den Körper zurückführt. 

Während des extrakorporalen Teils seines Weges durchläuft das Blut eine differenzielle 

Zentrifugation, die die gewünschten Anteile (im vorliegenden Fall die Thrombozyten) aus 

dem Vollblut entnimmt. Aus der Thrombozytopoese, die in den auf die Apherese 

folgenden Tagen einsetzt, um die verlorenen Blutplättchen zu ersetzen, resultieren frisch 

gebildete, junge Thrombozyten, deren Anteil an der im Körper verbliebenen Menge an 

Plättchen die Gesamtpopulation verjüngt. Das resultierende Proteom kann nun zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten der Regeneration mit dem der physiologischen Population 

gemischten Alters (Thrombozyten vor der Apherese) verglichen werden.  

Die Durchführbarkeit dieses Ansatzes, die weitere Untersuchung der Plättchen sowie die 

bei dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse werden im Folgenden geprüft und besprochen. 
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1.3. Zur Transfusion bestimmte Thrombozyten 
 

Zur Transfusion vorgesehene Thrombozyten unterliegen zusätzlich zum physiologischen 

Alterungsprozess weiteren Beeinträchtigungen. Stark thrombopenische Patienten (mit 

Thrombozytenkonzentrationen von – je nach Richtlinie – weniger als 20.000 Zellen/µl) 

erhalten intravenös Thrombozytenkonzentrate, die auf unterschiedliche Weise gewonnen 

werden können (Kühnl P 2004; Pschyrembel 2007). 

Um transfundiert werden zu können, durchlaufen Blutprodukte (unter anderem auch 

Thrombozyten) zunächst eine Separation von anderen zellulären Bestandteilen des Blutes, 

werden dann gereinigt und schließlich gelagert. Und obwohl diese Vorgänge bereits seit 

vielen Jahren optimiert werden, stellen sie für die Zellen eine Strapaze dar, weshalb sie im 

Folgenden näher vorgestellt werden sollen. 

Die Gewinnung eines Thrombozytenkonzentrates erfolgt in der Regel aus Vollblut mittels 

einer Apherese, die bereits angesprochen wurde.  

Alternativ erfolgt die Herstellung eines Thrombozytenkonzentrates (nicht in Europa, wohl 

aber in den USA) durch die Gewinnung von Buffy-Coats (Murphy 2005) verschiedener 

Spender, die zu einem Thrombozytenkonzentrat zusammengeführt werden. Als Buffy-Coat 

versteht man einen durch Filtration oder Zentrifugation gewonnenen Anteil des Blutes, der 

die Leukozyten und Blutplättchen enthält. Aus diesem können anschließend Thrombozyten 

durch einfache Zentrifugation oder durch Dichtegradzentrifugation gewonnen werden 

(Vassallo RR 2006). 

Als dritte Möglichkeit, ein Thrombozytenkonzentrat herzustellen, kann Platelet-Rich-

Plasma (PRP, plättchenreiches Plasma) gewählt werden. Bei PRP handelt es sich um ein 

aus Vollblut gewonnenes Präparat, das verschiedenen Zentrifugations- und Waschschritten 

unterzogen wurde, welche Erythrozyten und Leukozyten depletieren und in Plasma gelöste 

Thrombozyten ergeben. 

Unabhängig von der Art des gewählten Verfahrens ist bei der Gewinnung eines 

Thrombozytenkonzentrates mit äußerster Vorsicht vorzugehen, um eine Aktivierung der 

sensiblen Zellen zu vermeiden (Matzdorff 2005). 

 

Neben der Präparation werden Blutplättchen einer Reinigung bzw. Pathogeninaktivierung 

nach unterschiedlichsten Protokollen unterzogen, da bei der Übertragung von 

Blutprodukten immer auch ein Infektionsrisiko besteht. Immer wieder tauchen neue Viren 

auf, wie das HI-Virus oder 2003 das SARS-Coronavirus, für die erst spezifische 

Detektions- oder Therapiemethoden entwickelt werden müssen (Pinna D 2005). Aber auch 
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bei bekannten Viren verbleibt ein Restrisiko im diagnostischen Fenster, dem Zeitraum, in 

dem der Wirt bereits mit dem Keim infiziert wurde, im Blut aber weder Antigene noch 

Antikörper nachweisbar sind (Hof 2005). 

Somit bleibt die Gefahr der Pathogenübertragung durch Applikation von Blutprodukten ein 

wichtiges Thema in der Transfusionsmedizin (Seghatchian and de Sousa 2006) und auch 

die Entwicklung neuerer und umfassenderer Pathogeninaktivierungen ist weiterhin im 

Fokus der Wissenschaft (Blajchman, Goldman et al. 2004). 

Ein neuerer und bereits weit verbreiteter Ansatz zur Pathogeninaktivierung ist die 

Inkubation des zu reinigenden Substrats mit den interkalierenden Substanzen Psoralen oder 

Amotosalen unter Bestrahlung mit UV-A Licht (Pineda, McCullough et al. 2006). Die 

Bestrahlung aktiviert Psoralen bzw Amotosalen, welche nichtkovalent an Nukleinsäuren 

binden und durch Ausbildung von Quervernetzungen diese Nukleinsäuren unbrauchbar 

machen. Diese Methode scheint für Thrombozyten besonders viel versprechend, da diese 

als kernlose Zellen keine DNA aufweisen und somit in ihrer Funktion nicht beeinträchtigt 

werden sollten. Da jedoch mittlerweile als bestätigt angesehen wird, dass die in 

Blutplättchen enthaltene mRNA keineswegs funktionslos ist (Raghavachari, Xu et al. 

2007) und sie zum Teil noch essentiellen Regulationsmechanismen (z.B. Splicen in 

zytoplastmatischen Splicosomen) unterliegt (Schwertz, Tolley et al. 2006), besteht der 

Verdacht, dass die Inkubation von Thrombozyten mit interkalierenden Substanzen wie 

Psoralen auch die Plättchenfunktion verändern kann. Sollte dies der Fall sein, so ließe sich 

diese Veränderung auf Proteinebene nachvollziehen und die Folgen möglicherweise 

abschätzen. 

Mit einer Proteomuntersuchung lassen sich sehr präzise selbst geringe Unterschiede 

differenziert darstellen und somit die Qualität der für den täglichen therapeutischen Bedarf 

bestimmten Thrombozytenpräparate in der Transfusionsmedizin sichern (Thiele, Steil et al. 

2007). 

 

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll daher das Proteom mit Psoralen und UV-A-Licht 

behandelter Kaninchenthrombozyten auf strahlenbedingte Veränderungen untersucht 

werden. Als Kontrollgruppen dienen unbehandelte Plättchen, als Vergleichsgruppe dienen 

Blutplättchen, die mit Riboflavin und UV-A-Licht behandelt wurden. Riboflavin ist 

ebenfalls eine interkalierende Substanz und eignet sich daher gut zum Vergleich der 

Wirkung des jeweiligen Stoffes (Blajchman, Goldman et al. 2004). 



Dissertation Johannes Braune   Einleitung 

12 

Durch diese Arbeit soll somit ein neuer und viel versprechender Ansatz zur 

Pathogeninaktivierung in Thrombozytenkonzentraten überprüft werden und die Sicherheit 

und Qualität dieser Konzentrate für den täglichen Einsatz am Patienten gesteigert werden. 

 

Da in diese Arbeit zwei verschiedene, aber eng verknüpfte Bereiche der 

Thrombozytenforschung eingeflossen sind, werden die folgenden Kapitel über 

Bearbeitung, Ergebnisse und daraus resultierenden Folgen in jeweils einen Abschnitt zur 

Untersuchung von jungen und alten Thrombozyten und einen Abschnitt über die zur 

Transfusion bestimmten Zellen geteilt sein. 
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2. Materialien und Methoden 
 

 

2.1. Allgemeine Verfahrensweisen 
 

 

2.1.1. Verwendete Proben 
 

Die verwendeten Proben stammten zum einen aus Kaninchen, zum anderen lagen humane 

Thrombozyten vor. 

 

A: Die humanen Thrombozyten des Projektes „Junge und Alte Thrombozyten“ 

(Gewinnung der Proben s. 2.2.2.) wurden einem Spender nach dreimaliger 

Thrombozytapherese in den darauf folgenden acht Tagen entnommen und die 

Neubildung und Alterung von Blutplättchen verfolgt. 

B: Die Kaninchenthrombozyten für das Projekt „Einfluss von 

Pathogeninaktivierungsverfahren auf das Thrombozytenproteom “ (Präparation s. 

2.3.2.) stammten von vier Tieren, die jeweils vorlagen als:  

• Unbehandelte Kontrolle 

• Behandelt mit 2,9 ml Psoralen (3 mM) je 20 ml plättchenreiches Plasma 

(Platelet rich Plasma oder PRP) und 3 J/cm2 UVA (s.u.) 

• Behandelt mit 2,24 ml Riboflavin (500 µM) je 20 ml PRP und 3 J/cm2 UVA 

(s.u.) 

Von diesen wurden jeweils zwei Versuchsreihen mit je zwei Kaninchen eingeteilt. 

 

 

2.1.2. Resuspendierung und Zellaufschluss der Thrombozyten 
 

Von den sechs Proben humaner Thrombozyten wurden die Zellen der Tage 1 bis 5 in 90 µl 

1xUT und die Zellen der Tage 7 bis 11 in 100 µl 1xUT aufgenommen. 

Die als Pellets gelieferten Kaninchenthrombozyten wurden in 600 µl 1xUT (s.Tabelle 1) 

resuspendiert. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum Zellaufschluss neben der Suspension in Harnstoff 

und Thioharnstoff die Beschallung mit Ultraschall verwendet. Es wurde zweimal neun 

Intervalle je 4 Sekunden lang mit 100 W beschallt (die Applikation erfolgte durch einen 

Bandelin Sonophor). 

Dabei wurden über eine Metallsonde Schallwellen im Bereich von 10 - 40 kHZ in die 

Probensuspension geleitet, deren Druckwellen die Zellmembran der Thrombozyten 

aufbrechen lässt. Bei diesem Verfahren werden die meisten Enzyme in ihrer molekularen 

Identität nicht beeinträchtigt (Rehm 2002). 

Anschließend wurden die Proben zur Abtrennung von Zelltrümmern 30 min lang bei 

16000 g zentrifugiert (Hersteller Eppendorf, Typ 5804 R) und der Überstand (befreit von 

Zelltrümmern) abpipettiert und weiter verwendet.  

 

 

Tabelle 1: Rehydratisierungslösung für IPGs 

1 x UT Menge Endkonz. 

Urea 1,92 g 8 M 
Thiourea 0,61 g 2 M 
Wasser (MS-Grade) ad. 4 ml  

 

 

 

2.1.3. Proteinbestimmung 
 

Die Proteinbestimmung wurde im vorliegenden Experiment nach Bradford durchgeführt 

(Bradford 1976). Hierbei bindet der Farbstoff Coomassie-Brilliantblau G-250 des 

Bradford-Reagenz (Fertigreagenz von Biorad, München), dessen Absorptionsmaximum im 

ungebundenen Zustand bei 465 nm liegt, an Proteine und das Absorptionsmaximum 

verschiebt sich auf 595 nm (Rehm 2002). Über die Absorption kann nun nach dem 

Lambert-Beerschen Gesetz (s.u.) die Proteinkonzentration bestimmt werden.  

Für jede Proteinbestimmung wurde eine Eichreihe angefertigt, bei der gegen einen 

Leerwert die Konzentrationen von sieben Proben gemessen werden, die 

Rinderserumalbumin (BSA) in aufsteigender Konzentration (1-20µg/µl) enthalten. 

Das verwendete Photometer war ein Ultrospec 2100 pro der Firma GE Healthcare, 

München. 
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Die Extinktion der Proben wurde ermittelt nach dem Lambert-Beerschen Gesetz: 

 

Ελ = -log(I/I0) = c⋅ελ⋅l        mit: 

 

 

Ελ = Extinktion  

I   = Intensität des gemessenen Lichtes [W/m2] 

I0   = Intensität des einfallenden Lichtes [W/m2] 

c   = Konzentration des Stoffes (hier: Protein) [mol/l] 

ελ   = dekadischer molarer Extinktionskoeffizient [l/mol cm] 

l    = Dicke der gemessenen Schicht [m] 

 

Die Messungen ergaben Proteinkonzentrationen zwischen 4,7 und 11 µg/µl, die bei DIGE-

Experimenten auf den Wert der geringsten Konzentration eingestellt wurden. 

 

 

2.1.4. 2D – Gelelektrophorese 
 

Mit der zweidimensionalen Auftrennung von komplexen Proteinextrakten, die 1975 von 

Klose und o´Farrell getrennt aber zeitgleich entwickelt wurde, ist es möglich, weit über 

1000 Proteine auf der geringen Fläche eines SDS-Gels darzustellen. 

Für die vorliegende Arbeit wurden Gele angefertigt, die jeweils mit Silberfärbung, 

Coomassie-Färbung und als DIGE-Experiment (Differential-In-Gel-Electrophoresis), 

d.h. mit Fluoreszenz-Farbstoffen, gefärbt wurden (siehe 2.1.5. Färbung). 

Nach der Resuspendierung der Zellen in 1xUT und dem Zellaufschluss mit Ultraschall war 

zunächst die Rehydratisierung durchzuführen. 

 

 

2.1.4.1. Rehydratisierung 
 

Von den auf Eis aufgetauten Proben wurde ein entsprechendes Aliquot abgenommen; für 

Silberfärbung 75 µg je Gel der Größe 24 cm (bzw. 20 µg für Minigele und 40 µg für Gele 

der Größe 11 cm), für Coomassie-Färbung 300 µg pro Gel und für DIGE 50 µg pro Gel 

sowie zusätzlich je Probe 50 µg für den internen Standard. 
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Von 10fach konzentrierter Rehydratisierungslösung (s.Tabelle 2) wurden 50 µl auf die 

entsprechende Probenmenge gegeben und diese wiederum mit 1xUT auf 500 µl aufgefüllt.  

Die so vorbereiteten Proben wurden im Thermomixer (Hersteller Eppendorf, Typ 

Thermomixer comfort) für eine Stunde bei 20°C (bei höheren Temperaturen entstehen 

vermehrt Harnstoffabbauprodukte, die wiederum zu Proteinmodifikationen führen) mit 

1400 U/min inkubiert. 

Darauf folgten 15 Minuten Zentrifugation bei 16000 g (Hersteller Heraeus, Typ Biofuge 

pico), um Präzipitate und Verunreinigungen abzutrennen. 

Nun wurden die Lösungen in einer Rehydratisierungsschale ausgebracht, der jeweilige 

IPG-Streifen zur Rehydratisierung mit der Gelseite nach unten darauf gelegt und die 

Schale mit Mineralöl überschichtet, um eine Austrocknung zu vermeiden.  

Bei allen Gelen dieser Arbeit wurden IPG-Streifen der Firma GE Healthcare, München 

verwendet. 

Die Rehydratisierung fand auf einer nivellierten und temperierten Unterlage statt und 

wurde über einen Zeitraum von 24 h durchgeführt, damit auch hochmolekulare Proteine 

vollständig vom IPG-Streifen aufgenommen werden konnten. 

 

 

 
Tabelle 2: Rehydratisierungslösung für 24 cm Gele 

1 x UT Menge Endkonz. 

Urea 1,92 g 8 M 
Thiourea 0,61 g 2 M 
Wasser (MS-Grade) ad. 4 ml  

10x RH-Lösung 

CHAPS 80 mg 2 % 
Pharmalyte 3-10 52,5 µl 13 % 
DTT 17,5 mg 0,43 % 
1x UT ad. 400 µl  
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2.1.4.2. IEF 
 

Als Isoelektrische Fokussierung (IEF) wird die erste Dimension einer zweidimensionalen 

gelbasierten Elektrophorese bezeichnet. 

Die IEF basiert auf der Anordnung aller Proteine nach ihrem Isoelektrischen Punkt. 

Der Isoelektrische Punkt ist definiert als derjenige Zustand, in dem die Hälfte aller 

Ladungen (z.B. eines Proteins) in protonierter Form, die andere Hälfte in deprotonierter 

Form vorliegt; die Gesamtladung des Moleküls also neutral ist. 

Während einer IEF wandern die Proteine nun entlang eines Spannungsgefälles innerhalb 

eines definierten pH-Gradienten solange in dem IPG-Streifen, bis sie ihren Isoelektrischen 

Punkt erreicht haben. Dies ist die erste Trennung, der das Proteingemisch unterzogen wird. 

Für diese Arbeit wurden nach Ablauf der IEF die Streifen entweder sofort für die zweite 

Dimension äquilibriert oder aber in entsprechenden Äquilibrierungsschalen bei -20° C 

vorrübergehend eingefroren. 

Für alle pH-Bereiche wurde als IEF-Apparatur das Gerät Multiphor EPS 3501XL des 

Herstellers GE Healthcare, München, verwendet. 

In allen Experimenten betrug die maximale gewählte Leistung 5 W, die maximale 

angelegte Spannung 3500 V. 

 

IEF für pH 4-7 
Vor Beginn der ersten Dimension wurden die rehydratisierten Streifen mit Aqua dest. 

gespült, um den überschüssigen Harnstoff zu entfernen. 

Sie wurden dann auf eine nivellierte und temperierte Unterlage mit der Gelseite nach oben 

gebettet. 

Auf jedes Ende der IPG-Streifen wurden mit Aqua dest. getränkte Streifen Filterpapieres 

gelegt. Auf diesen befand sich je ein ebenfalls in Aqua dest. getränkter Streifen aus 

speziellem Elektrodenpapier. Beide dienten der schadfreien Überleitung des elektrischen 

Stromes auf die IPG-Streifen sowie der Aufnahme eventuell vorhandener Salze. 

Nun wurden die Elektroden auf den Papierstreifen befestigt und vor die negative Elektrode 

ein in 15 mM DTT getauchter Streifen Elektrodenpapier gelegt, um oxidative Schritte 

während der IEF zu verhindern.  

Abschließend wurde jeder IPG-Streifen mit 5 ml Mineralöl überschichtet – auch in diesem 

Fall um eine Austrocknung zu verhindern. 

Für die 24 cm langen Streifen mit pH-Bereich 4-7 wurde ein dreistufiges Trennprogramm 

gewählt, das in Tabelle 3 wieder gegeben wird. 
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Die Spannungswahl für die IEF bei Minigelen der Länge 7 cm stellt Tabelle 4 dar. 

 

 

Tabelle 3: Spannungswahl für IEF pH 4-7 (IPG-Streifen 24 cm) 

 V Vh 
Phase 1 0-500 0,01 
Phase 2 500-3500 3000 
Phase 3 3500 (Plateau) 57000 
Summe  60000 

 

 

Tabelle 4: Spannungswahl für IEF pH 4-7 (IPG-Streifen 7 cm) 

 V Vh 
Phase 1 0-500 0,01 
Phase 2 500 (Plateau) 500 
Phase 3 500-3500 5000 
Phase 4 3500 (Plateau) 8000 
Summe  13500 

 

 

 

IEF für pH 6-11 
Um den für die Auftrennung der Thrombozytenproteine optimalen pH-Bereich zu 

ermitteln, wurden neben der Trennung im Bereich pH 4-7 auch Gele für pH 6-11 

angefertigt. 

Für eine isoelektrische Fokussierung im pH-Bereich 6-11 wurden IPG-Streifen der Länge 

11 cm verwendet. Die Gelstreifen wurden über Nacht mit einer Rehydratisierungslösung 

(s.Tabelle 5) inkubiert. 

Am Folgetag wurden die rehydratisierten Streifen mit Aqua dest. abgespült und in der IEF-

Apparatur dem Protokoll für einen pH-Gradienten von 4-7 folgend ausgebracht.  

Nun erst wurde eine die Proben enthaltende Lösung (s. Tabelle 7) in die Streifen geleitet. 

Hierfür kam ein Plastikcup zum Einsatz, das - unmittelbar hinter der positiven Elektrode 

angebracht - die Probe enthielt. Während des Verlaufs der IEF konnten nun die Proteine in 

die Streifen diffundieren und sich gemäß ihres Isoelektrischen Punktes im Spannungsfeld 

anordnen. 

Die Spannungswahl im Programm für die IEF pH 6-11 ist in Tabelle 8 dargestellt. 
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Tabelle 5: Rehydratisierungspuffer pH 6-11 

Substanz Konzentration Menge 
Urea 8 M 2,4 g 
Thiourea 2 M 0,76 g 
CHAPS 2 % 0,1 g 
Aqua dest.  ad 5 ml 

 

 

Tabelle 6: Rehydratisierungslösung pH 6-11 

Substanz Menge 
Rehydratisierungspuffer (s. Tabelle 5) 136 µl 
DTT; 25 % DTT, 75 % Rehydratisierungspuffer 20 µl 
Isopropanol 20 µl 
Glycerol 50 % 20 µl 
Pharmalyte pH 3-10 2 µl 
Pharmalyte pH 8-10,5 2 µl 

 

 

Tabelle 7: Probenlösung pH 6-11 

Substanz Menge 
Probe 4,6 µl 
Rehydratisierungspuffer 63,4 µl 
DTT; 25 % DTT, 75 % Rehydratisierungspuffer 10 µl 
Isopropanol 10 µl 
Glycerol 50 % 10 µl 
Pharmalyte pH 3-10 1 µl 
Pharmalyte pH 8-10,5 1 µl 

 

 

Tabelle 8: Spannungswahl pH 6-11 

 V Vh Zeit 
Phase 1 300  0:01 
Phase 2 3500 2900 1:30 
Phase 3 3500 9100 2:35 
Summe  12000 4:06 
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2.1.4.3. Zweite Dimension 
 

In der zweiten Dimension einer 2D-Gelelektrophorese werden zu untersuchende mit SDS 

beladene Proteine in einem Trenngel entlang eines Spannungsgefälles nach ihrer Größe 

aufgetrennt.  

Hierbei bildet das Monoamer Acrylamid mit Bis-Acrylamid in einer durch die Zugabe von 

Amoniumpersulfat und N-N-N´-N´-Tetramethylethylendiamid ausgelösten Kettenreaktion 

Polymere aus, so dass eine poröse Gelmatrix entsteht (die weitere Zusammensetzung des 

Trenngels ist Tabelle 10 zu entnehmen). Die Trennung erfolgt nach der Größe sortiert, da 

kleinere Proteine schneller durch die Polyacrylmatrix eines Trenngels hindurchlaufen 

können und sich daher im Gel eher zum Plus-Pol bewegen als Proteine mit größerem 

Molekulargewicht (Rehm 2002). Dieser Vorgang wird durch die Verwendung eines 

Äquilibrierungspuffers, der die Proteine mit dem Detergenz SDS belädt, unterstützt. Färbt 

man die Proteine nun an, lässt sich das aufgetrennte Proteinpattern bildlich darstellen. 

 

 

Zweite Dimension für IPG-Streifen größer als 7 cm 
 

Der im Folgenden beschriebene allgemeine Ablauf wurde für alle Gele angewendet, deren 

IPG-Streifen mindestens 11 cm lang waren. 

Zur Vorbereitung (Äquilibrierung) für die zweite Dimension wurden die IPG-Streifen mit 

je 5 ml eines Äquilibrierungspuffers inkubiert, dessen Ingredienzien mit ihren 

Endkonzentrationen in Tabelle 9 dargestellt sind. 

 

Der Puffer wurde zunächst mit 100 mg DTT pro 10 ml Lösung versetzt und der IPG-

Streifen hiermit für 15 min auf dem Gelschüttler bei niedriger Umdrehungszahl inkubiert. 

DTT bewirkt hier durch Reduktion der Proteine eine Verminderung der Protein-Protein-

Wechselwirkungen mit daraus resultierender besserer Auftrennung. 

 

Anschließend wurden die Streifen wiederum 15 min mit dem Äquilibrierungspuffer 

(s. Tabelle 9), 250 mg Iodacetamid pro 10 ml Pufferlösung sowie einer Spatelspitze 

Bromphenolblau zur Markierung der späteren Lauffront des Gels zugegeben inkubiert. 

 

Der so äqulibrierte Streifen wurde in 0,5%iger Agarose (0,5 g Agarose gelöst in 100 ml 

1x Laufpuffer, s.u.) auf das vorbereitete SDS-Gel aufgelegt.  
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SDS (= Sodiumdodecylsulfat) ist eine Seife, die sich denaturierend auf Proteine auswirkt 

(vor allem nach erfolgter Reduktion durch DTT) und ihnen eine negative Ladung verleiht, 

was die Auftrennung in der Gelelektrophorese erlaubt. 

Die Zusammensetzung eines SDS-Trenngel gibt Tabelle 10 wieder, die Ingredienzien des 

für die zweite Dimension verwendeten Laufpuffers Tabelle 11.  

Da in den vorliegenden Experimenten auf den Einsatz eines Sammelgels verzichtet wurde, 

betrug die angelegte Spannung während der ersten Stunde lediglich 0,5 W pro Gel, um 

eine einheitliche Lauffront zu erzielen. Hernach wurde die Spannung auf bis zu 1,5 W pro 

Gel erhöht und die Elektrophorese über Nacht durchgeführt. 

Der Lauf wurde beendet, wenn die Bromphenolblaufront das Ende des Gels erreicht hatte. 

 

 

Zweite Dimension für IPG-Streifen der Länge 7 cm (Minigele) 
 

Für die in IPG-Streifen der Länge 7 cm angeordneten Proteine wurden Minigele 

angefertigt. Sie wiesen neben dem Trenngel ein Sammelgel auf, dessen Zusammensetzung 

in Tabelle 12 beschrieben ist. 

Auch wurde bei den Minigelen für die zweite Dimension anstatt einer definierten Wattzahl 

die Ampere-Zahl festgelegt. Während der ersten 15 min lagen 10 µA pro Gel an, die für 

den Rest des Laufes auf 20 µA pro Gel erhöht wurden. 

 

Tabelle 9: Aquilibrierungspuffer 

Substanz Endkonzentration Menge 
0,5 M Tris/HCl pH 6,8 50 mM 2,5 ml 
Urea 6 M 9 g 
87 % Glycerol 30 % 8,6 ml 
20 % SDS 4 % 5 ml 
Aqua dest. -  ad. 25 ml 

 

 

Tabelle 10: Zusammensetzung Trenngel 

Substanz Menge 
40% Acrylamid  
37,5 : 1 Mix 

204,23 ml 
4x Trenngel-Puffer 
1,5 M Tris/HCl pH8,8 
0,4 % SDS 

166 ml 
A. bidest 298,74 ml 
10 % APS 1,7 ml 
TEMED 0,335 ml 
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Tabelle 11: Zusammensetzung Laufpuffer 

Substanz Menge 
Tris 3 g 
Glycin 14,4 g 
10% SDS 10 ml 
Aqua dest. ad. 1 Liter 

 

 

Tabelle 12: Sammelgel 2. Dimension  

Substanz Menge 
40% Acrylamid 
37,5:1 Mix 

5,4 ml 
4 x Sammelgel-Puffer 
0,5M Tris/HCl pH6,8 
0,4% SDS 

 15 ml 
A. bidest 39,6 ml 
10 % APS 0,22 ml 
TEMED 0,033 ml 

 

 

 

2.1.5. Färbung der zweidimensionalen Gele 
 

Bei den Färbungen der Gele kamen drei bereits erwähnte Verfahren zur Anwendung. 

 

Silbernitratfärbung der 2D-Gele 

Die Silbernitratfärbung diente v.a. zu Test- und qualitativen Zwecken. Sie ist kostengünstig 

und benötigt nicht viel Probenprotein, da sie sehr sensitiv (Nachweisgrenze ca. 50-100 pg 

Protein pro Bande) reagiert – allerdings nicht nur auf Proteine, sondern auch auf 

Nukleinsäuren, Lipide, Liposaccharide und Glycolipide. Bei Proteinen bildet das Ag+-Ion, 

welches zu Ag reduziert wird, Komplexe mit den Glutamat-, Aspartat- und Cystein-Resten 

der Proteine (Rehm 2002). 

Die Färbung wurde eingesetzt, um einen Überblick über die Qualität der Proben und die 

Trennbarkeit der Proteine zu gewinnen. Allerdings weist sie nur einen engen linearen 

Färbebereich und eine schnell auftretende und steil ansteigende Sättigung abundanter Spots 

auf, die dadurch leicht gesättigt werden und dann nicht mehr quantifizierbar sind. Daher ist 

diese Färbemethode ungeeignet für weiterführende (quantitative) Analysen. 

Das Gel wurde zunächst fixiert (Fixierungslösung s. Tabelle 13), dann zweimal à 20 min 

mit 50% Ethanol gewaschen, für 1 min mit 0,02 % Na2S2O3
+5H2O sensitiviert und nach 
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erneutem zweimaligem Waschen mit entionisiertem Wasser für 20 min mit der 

Färbelösung (dargestellt in Tabelle 14) inkubiert. 

Anschließend wurde wiederum zweimal mit Aqua dest. für 20 sek. gewaschen. 

Hieran schloss sich die Entwicklung (Entwicklungslösung s. Tabelle 15) des gefärbten 

Gels für 1-3 min an. 

Diese Reaktion wurde mit 1%igem Glycin abgestoppt und die im Gel verbliebene 

Entwicklungslösung erst mit Glycin, dann mit Aqua dest. entfernt. 

 

 

Tabelle 13: Fixierungslösung für Silber- und Coomassiefärbung:  

Substanz Endkonz. Menge 
verg. EtOH  50 % 500 ml 
Essigsäure 12 % 120 ml 
37 % Formaldehyd 0.05 % 0.5 ml 
Wasser (MS-Grade)  380 ml 

 

 

Tabelle 14: Färbelösung Silber:  

Substanz Endkonz. 1 L 
Silbernitrat 0,2 % (w/v) 2 g 
37% Formaldehyd 0,075 % 0,75 ml 
Wasser (MS-Grade)  1000 ml 

 

 

Tabelle 15: Entwicklungslösung:  

Substanz Menge 
Na2CO3 60 g 
Na2S2O3 * 5 H2O 4 mg 
37% Formaldehyd 0,5 ml 
Wasser (MS-Grade) ad. 1 l 

 

 

 

 

Coomassie-Färbung der 2D-Gele 

Diese Färbemethode nutzt zur Darstellung von Proteinen die Bindung des Farbstoffes 

Coomassie-Brilliant-Blue G-250 an den basischen Seitenketten von Aminosäuren. Sie ist 

weniger sensitiv als die Färbung mit Silbernitrat (daher sollten pro Gel 300 µg Protein 

eingesetzt werden), eignet sich aber auf Grund ihrer Unkompliziertheit, hohen Spezifität 
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für Proteine und leichten Entfärbbarkeit (und gerade auch wegen der hohen eingesetzten 

Proteinmenge) sehr gut zur Präparation einer Probe für die Massenspektrometrie. 

Die zu identifizierenden Proteine können aus den Coomassie-Gelen ausgeschnitten, 

entfärbt, mit Trypsin oder anderen Proteasen verdaut und anschließend 

massenspektrometrisch identifiziert werden. 

 

Auch bei Coomassie-Färbungen wurden die Gele zunächst in der oben genannten Lösung 

fixiert und anschließend zweimal à 10 min in Aqua dest. gewaschen. 

Hieran schloss sich die eigentliche Färbung mit Colloidal Coomassie Solution für einen 

Tag, gegebenenfalls über Nacht an (da es sich um eine sättigbare Färbung handelt, kann 

die Inkubationszeit ausgedehnt werden). 

Für diese wurde eine CBB-Stammlösung aus 5 g Coomassie-Brilliant-Blue-G-250, 

aufgefüllt auf 100 ml Aqua dest, hergestellt. 

Im nächsten Schritt wurde eine CCD- Stammlösung angesetzt: 50 g (NH4)2SO4 und 6ml 

85%iger Phosphorsäure wurde gemischt und auf 490 ml mit Aqua dest. aufgefüllt. Hierzu 

wurden 10 ml der oben beschriebenen CBB- Stammlösung gegeben. 

Die gebrauchsfertige Colloidal-Coomassie-Solution bestand aus 200 ml CCD- 

Stammlösung und 50 ml MeOH. 

Nach der Färbung wurden die entsprechenden Gele zweimal 15 min in 20%igem MeOH, 

dann zweimal eine Stunde in Aqua dest. gewaschen und somit der Hintergrund des Gels 

entfärbt. 

 

DIGE-Färbung der 2D-Gele 

Die Abkürzung DIGE steht für „Differential In Gel Electrophoresis“ und stellt ein 

neuartiges Verfahren zur Quantifizierung und zum Vergleich einzelner Proben 

untereinander dar (ohne auf unterschiedliche Gele zurückzuführende Differenzen). 

Mit Hilfe dreier Fluoreszenz-Farbstoffe (Ettan DIGE) werden in einem Gel jeweils ein 

interner Standard (Cy2, bestehend aus allen zu vergleichenden Proben) sowie zwei Proben 

(Cy3 und Cy5) nach separater Markierung vor der Gelelektrophorese gleichzeitig 

aufgetrennt. 

In allen drei Farbkanälen wurden jeweils 50 µg Protein eingesetzt. Dabei beliefen sich die 

Mengen von Probe und Farbstoff im Verhältnis von 50 µg zu 400 ρmol (Amersham 

Biosciences AB 2002). 

 



Dissertation Johannes Braune   Materialien und Methoden 

25 

Vor der Markierung wurde der pH-Wert der Proben mit 50 mM NaOH auf einen Wert 

zwischen pH 8 und pH 9 eingestellt. 

Bei der Zugabe von NaOH sowie bei der Abnahme von 1 µl Probenlösung zur Messung 

des pH-Wertes verändert sich die Proteinkonzentration in der Lösung; dies muss vorher 

einkalkuliert und anschließend berechnet werden, um ein korrektes Mengenverhältnis 

zwischen Farbstoff und Probe zu erzielen. 

Tabelle 16 zeigt beispielhaft die pH-Einstellung einer gebrauchsfertigen DIGE-

Arbeitslösung. 

 

 

Tabelle 16: Nachweis pH-Einstellen für DIGE-Versuch 

Ausgangslösung Abnahme Probe Zugabe 50 mM NaOH Konzentration 
    
60 µl mit 5 µg/µl    
 1µl  5 µg/µl 
  2 µl 4.836 µg/µl 
 1µl  4.836 µg/µl 
  2 µl 4.68 µg/µl 
 1 µl  4.68 µg/µl 
  1 µl 4.60 µg/µl 
 1 µl  4.60 µg/µl 
  1 µl 4.53 µ/µl 
 1 µl  4.53 µ/µl 
Arbeitslösung    
    
61 µl mit 4,53 µg/µ    
    

 

 

 

Der Fluoreszenz-Farbstoff wurde mit 0,6 µl Dimethylformamid (DMF) pro 0,4 µl 

Farbstoff rekonstituiert (entspricht 1µl Färbelösung pro Gel). 

Die so entstandene Lösung wurde auf die Probe gegeben, diese kurz gevortext, 

anzentrifugiert und anschließend zur Markierung 30 min auf Eis inkubiert. Bei allen 

Arbeitsschritten war auf Dunkelheit zu achten, da die Farbstoffe lichtempfindlich sind. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Markierungsreaktion mit 10 mM Lysin 

gestoppt. Auch die hier zugegebene Menge von ebenfalls 1 µl Lysin pro Gel muss im 

Vorhinein mit in die Kalkulation der Proteinkonzentration einbezogen werden. 
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Das weitere Protokoll der 2D-Elektrophorese entspricht dem eines mit Coomassie-Brilliant 

Blau oder eines mit Silbernitrat zu färbenden Gels, allein das Scannen (s.u.) der Gele 

erfolgt unter Ausnutzung des Fluoreszenz-Effektes. 

Entscheidende Vorteile der DIGE-Färbung sind die exakte Quantifizierbarkeit der 

Proteinspots und die Tatsache, dass in einem Gel (und somit unter absolut gleichen 

Bedingungen) zwei verschiedene Proben sowie ein interner Standard (bestehend aus allen 

beteiligten Proben) laufen können. Auf diesem Wege ist nicht nur der exakte Vergleich 

zwischen mehreren in einem Gel laufenden Proben möglich. Die anschließende 

Normalisierung auf den internen Standard, der in allen Gelen identisch ist, erlaubt sogar 

einen indirekten Vergleich der Proben verschiedener Gele miteinander. 

Nachteile der Färbemethode sind die sehr teuren Farbstoffe, der spezielle Laserscanner und 

die erforderlichen, ebenfalls kostspieligen fluoreszenzfähigen Quarzglasplatten, zwischen 

denen das Gel auch während des Scannens verbleibt. 

 

 

2.1.6. Scannen der gefärbten 2D-Proteingele 
 

Das Scannen von Silbernitrat- oder Coomassie-gefärbten Gelen erfolgte an einem 

handelsüblichen Flachbettscanner, das verwendete Programm war Adobe Photoshop 7.0, 

die Bildauflösung betrug 254 dpi. 

Das Scannen von DIGE-Gelen wurde an einem speziellen, die Fluoreszenz nutzenden 

Typhoon-Scanner (Firma GE Healthcare, München, Germany) durchgeführt.  

Die Gele wurden beim Scan mit drei verschieden farbigen (rot, gelb und blau) Lasern 

angeregt, wodurch der den Proteinen anhaftende Fluoreszenzfarbstoff Licht einer 

spezifischen Wellenlänge ausstrahlt. 

Dabei bestrahlt der blaue Laser für Cy2 das Gel mit Licht der Wellenlänge 488 nm, 

welches mit 520 nm emittiert wird. 

Der gelbe Laser für Cy3 verwendet Licht der Wellenlänge 532 nm, welches mit 580 nm 

Wellenlänge aus dem Gel austritt. 

Im roten Lichtbereich beträgt die Wellenlänge der Ausgangsstrahlung 633 nm, die der 

emittierten 670 nm. 
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2.1.7. Verwendete Programme und Auswertung der Gele 
 

Zur direkten Auswertung der Gele wurde das Programm Delta2D der Firma Decodon, 

Greifswald, verwendet. Hier wurden die Gele miteinander korreliert und die allein durch 

den Lauf in unterschiedlichen Gelen bedingten Unterschiede durch Match-Vektoren 

ausgeglichen. 

Anschließend wurde eine Spot-Detektion durchgeführt, bei der jeder Proteinspot vom 

Programm bzw. manuell als solcher markiert und benannt werden kann. 

Die für jeden Spot ermittelten Daten bezüglich seines Volumens wurden in das Programm 

GeneSpring (Hersteller Agilent Technologies) exportiert. Hier wurden nun alle Spots 

sowohl auf ihren farbstoffspezifischen Median als auch auf den jeweiligen Cy2-Kanal 

(interner Standard eines DIGE-Gels aus allen beteiligten Proben) normalisiert.  

Nun wurde ein quantitativer Vergleich der Proben mit der Kontrolle durchgeführt, wobei 

jeder Spot, dessen Volumen mindestens um den Faktor 1,5 im Vergleich zur Kontrolle 

intensiver bzw. vergrößert war, als induziert und jeder Spot, der maximal eine 0,667 fache 

Intensität oder Größe des Kontrollspots aufwies, als reprimiert angesehen wurde. 

Diese Auswahl wurde anschließend einem t-Test mit p ≤ 0,05 unterzogen und dessen 

Falschpositiven-Rate mittels einer Adjustierung nach Benjamini-Hochberg für die multiple 

Testung (Benjamini Y 2000) reduziert. 

Die so erhobenen Daten wurden erneut in das Programm Delta2D exportiert und von allen 

durch die Spot-Detektion markierten Spots nur noch diejenigen der weiteren Analyse 

zugeführt, die durch die Qualitätskontrolle in GeneSpring als ausreichend erkannt worden 

waren. 

Sie wurden auf diejenigen Coomassie-Gele, in denen mit einem erhöhten Vorkommen der 

jeweiligen Spots zu rechnen war (z.B. durch Riboflavin induzierte Spots wurden auf Gele 

übertragen, die mit Riboflavin behandeltes Protein enthielten) kopiert. 

Aus diesen Gelen wurden die benannten Spots ausgeschnitten und in Aqua dest. 

suspendiert, um sie für den tryptischen Verdau als Vorbereitung für die 

Massenspektrometrie zu erhalten. 
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2.1.8. Tryptischer Verdau 
 

Zum Entfärben des Gelstückchens wurden 200 µl einer frischen NH4HCO3 – Lösung 

(enthält 79,1 mg NH4HCO3 auf 5 ml 50%igem Acetonitril) zugegeben und für 30 min bei 

37°C im Thermomixer inkubiert. Der Überstand wurde verworfen. 

Zur Dehydratisierung erfolgte die Zugabe von 100 µl Acetonitril (ACN) auf das 

Gelstückchen und eine 15 minütige Inkubation; dieser Schritt wurde zweimal 

durchgeführt. 

Aus 20 mM NH4HCO3 wurde eine Trypsin-Lösung mit einer Endkonzentration von 

10 ng/µl hergestellt. 

Von dieser Trypsin-Lösung wurden 18 µl auf das Gel gegeben, bei Raumtemperatur für 

eine Stunde inkubiert und die überschüssige Lösung abgenommen. 

Über Nacht wurden die Reaktionsgefäße nochmals bei 37°C inkubiert. 

Zur Extraktion der Peptide wurden 15-20 µl Lichrosolv-Wasser mit 0,1 %iger Essigsäure 

zugegeben, im Ultraschallbad bei 30°C für 30 min die Peptide extrahiert und nach 

anschließender zweiminütiger Zentrifugation bei 8000 g (Hersteller Heraeus, Typ Biofuge 

pico)  der Überstand in Microvials überführt. 

Hiernach wurde eine zweite Extraktion durchgeführt, diesmal mit 50% ACN und 0,05% 

Essigsäure. 

Nach 2 min Zentrifugation bei 8000 g (Hersteller Heraeus, Typ Biofuge pico) wurde der 

Überstand abgenommen und zum ersten Extrakt hinzugegeben. Dieses Volumen wurde in 

einer Vakuumzentrifuge (Hersteller Eppendorf, Typ Concentrator 5301) bei einem 

Unterdruck von 1 bar auf ca. 5 µl eingeengt und in geeignetem Volumen (bis zu 12 µl) 

0,05%iger Essigsäure, die 2% ACN enthielt, aufgenommen. 

Die nun vorliegende Lösung wurde entweder sofort der Massenspektrometrie zugeführt 

oder vorübergehend bei -80°C eingefroren. 
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2.1.9. Massenspektrometrische Untersuchungen 
 

MALDI-, MS- und MS/MS-Untersuchungen 

Veränderte oder regulierte Proteine wurden mit Hilfe massenspektrometrischer 

Untersuchungen identifiziert. Eine solche Untersuchung verwendet ein Vakuum, in 

welchem durch Laserbeschuss Proteine aus einer Trägermasse gelöst werden und durch ein 

elektrisches Feld auf eine Detektorfläche geleitet werden. Aufgrund der Flugzeit lässt sich 

die jeweilige Molekularmasse bestimmen und durch Abgleich mit einer Datenbank dem 

entsprechenden Molekül zuordnen.  

Da zum Zeitpunkt der Erhebung der Daten das Genom des Kaninchen noch nicht 

vollständig sequenziert war, wurde über den Vergleich mit homologen Genen bei anderen 

Säugern (Mensch, Ratte, Maus, …) gearbeitet bzw. eine DeNovo-Sequenzierung 

durchgeführt. 

Die MALDI-TOF Messungen wurden an einem Proteomics-Analyzer 4800 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgeführt. 

In einer Bandbreite zwischen 800 und 3700 Da wurde bei einem Massenfokus von 

2000 Da im Reflektormodus gemessen. Für ein Hauptspektrum wurden 25 Subspektren mit 

je 100 Laserschüssen bei zufälliger Treffpunktauswahl akkumuliert. Erreichten die 

autolytischen Trypsinfragmente für Monoisotope (M+H)+ bei einem Verhältnis von Masse 

zu Ladung (m/z) von 1045,5 und/oder 2211,1 ein Signal-zu-Rauschen-Verhältnis (S/N) 

von mindestens 10, so wurde eine automatische interne Kalibrierung durchgeführt - mit 

mindestens einem Massenpeak für eine Ein- und mindestens zwei Massenpeaks für eine 

Zweipunktkalibrierung. 

Für unter 1% aller Peptide, bei denen eine automatische Kalibrierung fehlschlug, wurde 

dies manuell durchgeführt. 

Zusätzlich wurden nach Abzug aller Signale, die auf Hintergrundrauschen, Keratin oder 

Trypsin zurückzuführen waren, die fünf größten Peaks mit MS/MS gemessen. Hier wurden 

für ein Hauptspektrum 20 Subspektren mit je 125 Schüssen und zufälliger 

Treffpunktauswahl gewählt. Eine automatische interne Einpunktkalibrierung wurde als 

ausreichend angesehen, wenn die monoisotopische Aminosäure Arginin (M+H)+ bei einem 

m/z von 175,119 bzw. Lysin (M+H)+ bei einem m/z von 147,107 ein S/N von mindestens 5 

erreichten. 
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Nach Kalibrierung erfolgte eine kombinierte Datenbanksuche nach MS- und MS/MS-

Daten mittels GPS Explorer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) unter 

Verwendung folgender Kriterien: 

• MS-Peak-Filter: innerhalb eines Massenbereiches von 800 und 3700 Da; Mindest-

S/N von 10; Peak-Dichte von 50 Peaks pro Bereich und maximal 200 Peaks pro 

Proteinspot;  

• MS/MS-Peak-Filter: Massenbereich von 60 Da bis zu einem Bereich von 20 Da 

unter der Precursormasse; Peak-Dichte von 50 Peaks pro 200 Da und maximal 65 

Peaks je MS/MS; Mindest-S/N-Filter von 10;  

• Datenbanksuche: Precursor-Toleranz von 34 ppm und MS/MS Fragmenttoleranz 

von 0,65 Da. 

Die Toleranz bei der Peptidsuche betrug 35 ppm, doch der tatsächliche RMS-Wert (RMS 

mass error = Root Mean Square mass error) lag zwischen 5 und 15 ppm. Die detektierten 

Proteinmassen wurden mit einer NCBlnr Datenbank unter Verwendung der MASCOT 

Suchmaschine (Matrix Science Ltd, London, UK) abgeglichen. Hierbei galten 

Proteinspots, die einen Mowse Score von mindestens 66 aufwiesen, als bestätigt. Der 

Mowse Score entspricht dem negativen dekadischen Logarithmus der Wahrscheinlichkeit 

einer zufälligen Massenauswahl; diese wurde nicht größer als 0,05 gewählt und dient dem 

Ausschluss einer falschpositiven Identifizierung auf 95%-igem Vertrauensniveau.  

Zusätzlich wurden die Peaklisten sequenzierter Peptide für eine DeNovo-Sequenzierung 

verwendet und die abgeleiteten Aminosäuresequenzen mit einer NCBlnr Datenbank 

verglichen. 

 

Um die ermittelten Proteinen funktional zuzuordnen wurde die Datenbank SwissProt 

verwendet. 

 

FTICR-MS-Untersuchungen 

Bei einigen Proben wurde von der Maldi-Tof-Massenspektrometrie abgesehen und eine 

Analyse nach der Fourier-Transform-Ionen-Cyclotron-Resonanz (FTICR) durchgeführt, da 

diese bereits für geringe Probenmengen aussagekräftige Resultate bei sehr hoher 

Massenauflösung liefert. 

Diese Methode nutzt die Cyclotron-Kreisbewegung von Ionen im homologen Magnetfeld 

eines supraleitenden Magneten als Grundlage der Untersuchung. 

Während dieser Rotation wird ein elektrisches Wechselfeld mit der Frequenz ω (entspricht 

der Cyclotron-Kreisfrequenz) senkrecht zum Magnetfeld angelegt. Stimmen nun 
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Wechselfeld- und Cyclotron-Kreisfrequenz überein, so tritt der Resonanzfall (ω = ω0) ein, 

bei dem sich der Cyclotronenradius desjenigen Ions mit der Eigenfrequenz ω0 durch 

Aufnahme von Energie aus dem Wechselfeld vergrößert. 

Ionen anderer Massen und damit anderer Eigenfrequenzen werden nicht beschleunigt und 

verbleiben auf kleineren Bahnen. 

Die angeregten Ionen allerdings, die auf größeren Kreisbahnen oszillieren, induzieren 

einen Wechselstrom zwischen zwei Elektroden, dessen Frequenz exakt der Eigenfrequenz 

des zu bestimmenden Ions entspricht. Dieser Bildstrom kann nach Verstärkung gemessen 

werden, wobei die Amplitudenhöhe die Anzahl an Ionen in der Messzelle angibt. 

Der zeitabhängige Bildstrom wird in einen frequenzabhängiges Spektrum und dieses bei 

entsprechender Kalibrierung (in der Regel ist eine Dreipunktkalibrierung bereits 

ausreichend) in ein Massenspektrum umgerechnet (Marshall, Hendrickson et al. 1998; 

Brombacher, Edmonds et al. 2002). 

Die Vorteile der FTICR-Technik sind zum einen die sehr hohe Massenauflösung und zum 

anderen die extrem hohe Massengenauigkeit, die häufig schon eine 

Elementarzusammensetzung aus dem gemessenen m/z-Verhältnis errechenbar macht. 

Auch bei dieser Identifikationsmethode wurden die ermittelten Massen anschließend mit 

der SwissProt-Datenbank abgeglichen. 
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2.2. Analyse Junger und Alter Thrombozyten – humane 
Zellen 

 

 

In diesem Teil werden Methoden beschrieben, die für die vorliegende Arbeit verwendet 

wurden, um Unterschiede zwischen jungen und alten Thrombozyten auf der Ebene des 

Proteoms zu untersuchen. 

 

 

2.2.1. Projektaufbau 
 

Um eine möglichst hohe Zahl an jungen Thrombozyten im Vollblut zu erhalten wurde an 

drei aufeinander folgenden Tagen eine Thrombozytapherese durchgeführt. Am ersten und 

am dritten Tag wurden dem Spender parallel zur Apherese 72 ml Vollblut entnommen. 

Der daraus erhobene Status am ersten Tag entspricht dem Kontrollwert vor Beginn aller 

Experimente und spiegelt das Thrombozytenproteom einer physiologischen mittelalten 

Mischpopulation der Zellen wider, das mit dem Proteom der Thrombozytenpopulation 

während und nach Abschluss der Zellnachbildung verglichen werden kann.  

Am zweiten und dritten Tag wurden zur Überprüfung der Qualität der Zellen 

Thrombozyten  aus dem Apherese-Beutel präpariert. 

An den Tagen 5, 7, 9 und 10 wurden die genannten 72 ml Vollblut entnommen. 

Einzelheiten zum Zeitplan des Projekts sind Tabelle 17 zu entnehmen. 

 

 

Die entnommenen 72 Vollblut wurden weiter aliquotiert: 

• 42 ml zur Thrombozytenpräparation für Proteomuntersuchungen 

• 30 ml zur Untersuchung durch das Personal der Abteilung Transfusionsmedizin des 

Instituts für Immunologie und Transfusionsmedizin der Medizinischen Fakultät der 

Universität Greifswald von: 

o Blutbild zu Kontrollzwecken 

o Interne Verwendung für weitere Forschung 
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Tabelle 17: Zeitplan Apherese 

Tag 1 2 3 5 7 9 11 
Apherese + + +     
Probenentnahme +  + + + + + 
Aufbereitung aus Apheresebeutel  + +     

 

 

2.2.2. Spender 
 

Die gewonnenen Plättchen wurden einem gesunden, freiwilligen, männlichen Studierenden 

der Medizin gemäß den Vorgaben der Ethikkommission von Mecklenburg-Vorpommern 

aus den Armvenen (Vena basilica, Vena cephalica, Vena mediana cubiti) entnommen. 

Die Thrombozyten aus dem Apherese-Beutel des ersten Tages wurden für eine eventuell 

notwendige Retransfusion aufbewahrt, kamen jedoch nicht zum Einsatz. 

 

 

2.2.3. Thrombozytapherese 
 

Die Thrombozytapheresen wurden im Institut für Transfusionsmedizin der Universität 

Greifswald durch das dort beschäftigte Personal durchgeführt. 

Die Apheresemaschine (CellSeparator A104, Fresenius, Bad Homburg, Germany) 

entfernte pro Durchgang etwa 30% der Thrombozyten des Spenders mittels differentieller 

Zentrifugation. Die medizinisch kritische Schwelle von 80000 Thrombozyten pro µl wurde 

gemäß den Vorgaben der Ethikkommission von Mecklenburg-Vorpommern nicht 

unterschritten. Diese gilt als die untere Grenze einer Thrombozytenpopulation, bei der 

noch nicht mit spontanen lebensgefährlichen Blutungen gerechnet werden muss und 

oberhalb derer noch Operationen auch am offenen Gehirn durchgeführt werden dürfen. 

 

 

2.2.4. Gewinnung und Behandlung der Thrombozyten 
 

Alle Thrombozyten, die zur 2D-Gelelektrophorese bzw. zur gelfreien Untersuchung (nicht 

in dieser Arbeit besprochen) bestimmt waren, wurden nach folgendem Protokoll 

gewonnen: 
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5 Polypropylenröhrchen (PP-Tubes), die 1,6 ml ACD-A als Antikoagulanz enthielten, 

wurden mit Vollblut auf 10 ml aufgefüllt (s. Tabelle 18). 

  

Um eine Aktivierung der Thrombozyten zu vermeiden wurden alle Arbeitsschritte bei 

Raumtemperatur und in einem Abstand von jeweils 15 min durchgeführt, so dass die 

Zellen zwischenzeitlich zur Ruhe kommen konnten.  

Das durch differenzielle Zentrifugation (je 15 min bei 120 g, Hersteller Hettich 

Zentrifugen) erhaltene plättchenreiche Plasma (PRP) wurde abgenommen und mit 111 µl 

ACD-A pro ml versetzt; in der vorliegenden Untersuchung ergaben sich 5 ml PRP, so dass 

555 µl ACD-A zugegeben wurden. 

Die Lösungen wurden 1:1 aufgenommen in einem Waschpuffer, dessen Zusammensetzung 

Tabelle 19 wiedergibt. 

Unmittelbar vor der weiteren Verwendung der Lösung aus vorbereitetem PRP und 

Waschpuffer wurden 25 µl Apyrase, ein ADP-spaltendes Enzym zur Verhinderung einer 

Aktivierung, hinzugefügt. 

 

Es folgten zwei Zentrifugationsschritte bei wiederum 120 g (Hersteller: Hettich) für 15 min 

um Erythrozyten zu depletieren sowie ein Waschgang, der nachfolgend beschrieben wird. 

Je 5 ml PRP und 5 µl Prostaglandin E-1 (PGE-1) wurden in ein PP-Tube gegeben. 

PG E-1 wurde erstellt aus:  

Stammlösung (1 mg PGE-1 pro ml): 1 mg PGE-1 in 0,1 ml Ethanol und 0,9 ml 

Natriumbicarbonatpuffer ( 0,2 mg/ml) 

10 µl Stammlösung gelöst in 2,81 ml Waschpuffer 

Das Gemisch wurde 7 min bei 650 g (Gerätehersteller: Hettich Zentrifugen) zentrifugiert, 

das entstandene Pellet in 2,5 ml Waschpuffer resuspendiert und dann  zu jeweils 5 ml–

Einheiten zusammengefügt. 

Dieser Schritt wurde noch zweimal wiederholt, wobei direkt in 5 ml Waschpuffer 

resuspendiert wurde. 

Abschließend wurden eine Zellzählung und ein finaler Spindown der resuspendierten 

Pellets durch 4 minütige Zentrifugation bei 16060 g (Hersteller der Zentrifuge Heraeus, 

Typ Biofuge pico) durchgeführt und die so entstandenen Pellets bei -70°C eingefroren. 
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Tabelle 18: Zusammensetzung ACD-A 

Substanz Menge 

Zitronensäure-Monohydrat 4,0 g 

Natriumcitrat-Dihydrat 11,0 g 

Glucose-Monohydrat 12,25 g 

H2O ad. 500 ml 

 

 

 

 

 

Tabelle 19: Waschpuffer humane Thrombozyten 

Substanz Menge  

PBS (Phosphate buffered Salin; ohne 

Ca2+und Mg, um Aktivierung zu 

vermeiden) 

100 ml, 1:10 verdünnt 

Glucose 5,5 mM 

Adenosin 1,5 mM (entspricht 40 mg) 

Theophyllin (dem Koffein verwandtes 

Methylxanthin, Thrombozyten-

Aktivierungshemmer) 

1 mM (entspricht 18 mg) 

Hirudin 1000 U/ml, entspricht 50 mg in 10 ml 

entionisiertem Wasser 
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2.3. Analyse zur Transfusion bestimmte Thrombozyten - 
Kaninchenthrombozyten 

 

 

2.3.1. Projektaufbau 
 

Mit diesem Projekt sollen die Unterschiede im Proteom von Kaninchen gezeigt werden, 

die sich aus der Behandlung ihrer Thrombozyten mit Psoralen bzw. Riboflavin bei 

Bestrahlung mit UVA-Licht ergeben. 

Es lagen eine unbehandelte Kontrollprobe sowie zwei behandelte Proben vor, die jeweils 

einer Bestrahlung mit UVA-Licht bei Inkubation mit Psoralen (Probe A) bzw. Riboflavin 

(Probe B) unterzogen wurden. 

Es wurden je zwei Kaninchen in einem Projekt untersucht, das Experiment wurde 

anschließend mit anderen Tieren wiederholt, um die Reproduzierbarkeit des Experimentes 

zu überprüfen. Da jeweils zwei Tiere vorlagen, von jedem drei Proben untersucht wurden 

und dies in einem zweiten experimentellen Durchgang wiederholt wurde, wurden 

insgesamt zwölf Proben analysiert. 

 

2.3.2. Gewinnung und Behandlung der Thrombozyten 
 

Sämtliche Kaninchenthrombozyten wurden vom Personal der Transfusionsmedizinischen 

Abteilung der MacMaster Universität in Hamilton, Ontario, Kanada gewonnen, bestrahlt 

und in Pellets eingefroren. In diesem Zustand standen sie für die Analysen dieser Arbeit 

zur Verfügung. 

Das kanadische Personal arbeitete nach folgendem Protokoll: 

50 ml Vollblut wurden aus der Carotis-Arterie eines Tieres entnommen und in 8,3 ml 

ACD-A Lösung aufgenommen (Inhalte in Tabelle 20 angegeben). 

 

 

Tabelle 20: ACD-A Lösung aufgenommen in 1 l Aqua dest. 

Substanz Menge 

Trisodium-Zitrat 25 g 
Zitrat 14 g 
Dextrose 20 g 
pH eingestellt auf 4,5  
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Die Lösung wurde bei 2400 g für 2,5 min zentrifugiert, das überstehende PRP 

abgenommen und in einem Leukozytenfilter zu 99,9 % von Leukozyten befreit. 

 

Die Behandlung mit Psoralen bzw. Riboflavin und UVA erfolgte je Probe wie folgt: 

• unbehandelte Kontrolle, aufgenommen in PAS III Lösung 

• behandelt mit 2,9 ml Psoralen (3 mM) je 20 ml PRP, 35,2 ml PASIII-

Lösung und UVA (3 J/cm2). Die Bestrahlung wurde für 8,22 Minuten in 

Baxter ELP Beuteln (ELP 2410) durchgeführt. 

• behandelt mit 2,24 ml Riboflavin (500 µM) je 20 ml PRP und UVA 

(3 J/cm2). Hier dauerte die Bestrahlung 7,2 Minuten und wurde in Gambro 

ELP-Beuteln vorgenommen. 

 

Die Zusammensetzung einer PASIII-Lösung ist in  Tabelle 22 dargestellt. 

 

Tabelle 21: PASIII-Lösung – 115 mM Sodium Chlorid 

Substanz Menge 
Glucose 5 mM 
Adenosin 1,5 mM 

Theophyllin 1,0 mM 

Hirudin 100 µl / 100 ml 
PGE 1 1 mg / ml in Ethanol 1:10 

Apyrase 1000  U/ml 

Hirudin 1000 U/m 
 

 

Die Bestrahlung mit UVA-Licht wurde mit einem Baxter Platelet Illuminator durchgeführt. 

 

Hiernach wurde ein zweimal wiederholter Waschgang durchgeführt, in dessen Verlauf 

40 µl PGE1 auf 20 ml PRP zugegeben, für 10 min bei 2000 g zentrifugiert und die Probe 

schließlich in 20 ml Waschpuffer aufgenommen wurde. Die Zusammensetzung des 

Waschpuffers gibt Tabelle 21wieder. 

Nach vollzogenem Waschen wurde das Pellet für 40 min bei Raumtemperatur inkubiert, 

mit 40 µl PGE 1 versetzt und in einer finalen 10 minütigen Zentrifugation bei 10000 g 

pelletiert. 

Das Pellet wurde bei -80 °C eingefroren. 
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Tabelle 22: Waschpuffer PBS pH 6,5 W/O Kalzium, Magnesium 

Substanz Konzentration 

Natriumacetat 30 mM 
Natriumcitrat 10 mM 

HNa2PO4 26 mM 

Ad 1 l mit Aqua dest. pH eingestellt auf 6,3  
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2.4. Liste verwendeter Chemikalien 
Chemikalie Hersteller 

Acetonitril (ACN) Fisher Scientific, Schwerte 

Acrylamid AppliChem, Darmstadt 

Adenosin Sigma, München 

Agarose Invitrogen, Karlsruhe 

Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt 

Ammoniumpersulfat (APS) Roth, Karlsruhe 

Apyrase Sigma, München 

Aqua dest. Baker, Griesheim 

Bradford Reagenz Biorad, München 

Bromphenolblau Sigma, München 

Bovines Serumalbumin (BSA) Biorad, München 

CHAPS Sigma, München 

Citrat-Monhydrat Merck, Darmstadt 

Coomassie-Brilliantblue G 250 Merck, Darmstadt 

Dimethylformamid (DMF) Merck, Darmstadt 

DryStrip Cover Fluid PlusOne Pharmacia, Freiburg 

DithioThretol (DTT) PlusOne Pharmacia, Freiburg 

Elektrodenpapier GE Healthcare, München 

Essigsäure Roth, Karlsruhe 

Ethanol VWR International, Darmstadt 

Filterpapier Whatman International Ltd, Kent, England 

Fluoreszenzfarbstoffe Ettan DIGE GE Healthcare, München 

Formaldehyd Sigma, München 

Glucose Sigma, München 

Glucose-Monohydrat Merck, Darmstadt 
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Glycerol PlusOne Pharmacia, Freiburg 

Glycin Roth, Karlsruhe 

HCl Roth, Karlsruhe 

Hirudin Behringwerke AG, Marburg 

Iodacetamid Sigma, München 

Isopropanol Roth, Karlsruhe 

Lichrosolv Wasser HPLC Grade Merck, Darmstadt 

Lysin Sigma, München 

Methanol Roth, Karlsruhe 

Mineralöl Sigma, München 

Natriumbicarbonat Merck, Darmstadt 

Natriumcarbonat Merck, Darmstadt 

Natriumcitrat-Dihydrat Merck, Darmstadt 

Natriumthiosulfat-Pentahydrat Merck, Darmstadt 

Natronlauge Merck, Darmstadt 

Phosphat-Buffered Salin (PBS) Merck, Darmstadt 

Pharmalyte pH 3-10 und pH 8-10,5 GE Healthcare, München 

Phosphorsäure Merck, Darmstadt 

Prostaglandin E-1 Sigma, München 

Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 

Silbernitrat AppliChem, Darmstadt 

TEMED PlusOne Pharmacia, Freiburg 

Theophyllin Sigma, München 

Thiourea Sigma, München 

Tris Merck, Darmstadt 

Trypsin Promega, Mannheim 

Urea Sigma, München 
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3. Ergebnisse 
 

 

3.1. Analyse Junger und Alter Thrombozyten – humane 
Zellen 

 

 

Um eine vergleichende Proteomuntersuchung zwischen jungen und alten Thrombozyten 

durchführen zu können, musste die im Blut zirkulierende physiologische Mischpopulation 

aus alten und jungen Plättchen verjüngt werden. Es wurde daher an drei aufeinander 

folgenden Tagen eine Thrombozytapherese durchgeführt und die Gesamtzahl der Plättchen 

vom Ausgangswert von 175000 Zellen pro µl auf den medizinisch vertretbaren 

Minimalwert von 80000 Thrombozyten pro µl gesenkt. In der auf die Apherese folgenden 

Zeit wurden jeweils an den Tagen 1, 3, 5, 7, 9 und 11 Blutentnahmen zur 

Proteomuntersuchung durchgeführt. 

Im Folgenden sollen die Ergebnisse, die sich bei der Analyse der Zellen und ihrer Proteine 

ergaben, dargestellt werden. 

 

 

 

 

3.1.1. Proteinbestimmung 
 

Nach dem Aufschluss der Thrombozyten wurde vor einer weiteren elektrophoretischen 

Analyse der Proben eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgeführt, um die 

Proteinausbeute aus den entnommenen 42 ml Vollblut zu überprüfen. 

Die Ergebnisse der Proteinbestimmungen sind in Tabelle 23 dargestellt und entsprachen 

den Anforderungen an die erforderliche Proteinmenge. 
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Tabelle 23: Proteinausbeute Thrombozytenpräparation nach Apherese 

Tag Proteinmenge in mg pro 42 ml Vollblut 

Tag 1 3,45 

Tag 3 2,52 

Tag 5 2,82 

Tag 7 3,61 

Tag 9 4,28 

Tag 11 3,50 
 

 

 

 

 

3.1.2. Gelelektrophorese 
 

3.1.2.1. Qualitätskontrolle der Thrombozyten 
Zur Überprüfung der Qualität der aus den Thrombozyten gewonnenen Proteinextrakte 

sowie zur Ermittlung des am besten für eine elektrophoretische Auftrennung geeigneten 

pH-Bereiches wurden mit Silbernitrat gefärbte Gele angefertigt. So wurden Gele im pH-

Bereich 4-7, der sich bereits in anderen Untersuchungen von Thrombozyten bewährt hatte, 

und im Bereich 6-11 hergestellt; eine Darstellung der mit Silberntrat gefärbten Gele findet 

sich für pH 4-7 in Abbildung 1, in Abbildung 2 für den pH-Bereich 6-11. 

Der Bereich pH 4-7 bot eine große Zahl an Proteinen in guter Auftrennung. Im pH-Bereich 

6-11 fanden sich hingegen nur wenige zusätzliche Proteinspots. Außerdem konzentrierte 

die Mehrzahl der bei pH 6-11 dargestellten Proteinspots auf der linken, d.h. sauren Seite 

des Gels, viele Spots überlagerten einander. Diese an der sauren Seite des Gels 

gesammelten Proteine sind genau jene, die im pH-Bereich von 4-7 differenziert aufgetrennt 

werden können. Für weitere Untersuchungen wurde daher der Fokus auf den pH-Bereich 

4-7 gelegt. 
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Abbildung 1: 2D-Gele Silbernitratfärbung pH 4-7 mit guter Auftrennung einer Vielzahl von 

Proteinspots. Beladung der Gele jeweils mit 75µg Proteingemisch. Eine Färbung mit 

Silbernitrat bietet sich wegen der geringen Kosten und der geringen benötigten Menge 

Protein zur Überprüfung des aus den Zellen gewonnenen Proteingemisches und seiner 

Trennbarkeit im Gel an. 
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Abbildung 2: 2D-Gele Silbernitratfärbung pH 6-11: Die Gele wurden jeweils mit 75 µg 

Proteingemisch beladen. Es zeigt sich eine Konzentration der Proteinspots an der sauren 

Seite des Gels. Gegenüber pH 4-7 wenig zusätzlicher Erkenntnisgewinn bei schlechterer 

Auflösung. Dies legte für weitere Analysen den pH-Bereich 4-7 nahe. 

 

3.1.2.2. Differential In Gel Electrophoresis 

Im Anschluss an diese Testgele wurden Gele zur quantitativen Analyse des Proteoms 

hergestellt. Hierbei wurden die zu untersuchenden Proteinproben mit DIGE-Farbstoff 

markiert (s. Abschnitt „Materialien und Methoden“). Die Auftrennung fand in Gelen der 

Länge 24 cm im pH-Bereich 4-7 statt. 
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Das Experiment wurde so gestaltet, dass von jeder Probe jeweils zwei Aliquots mit einem 

der beiden DIGE-Farbstoffe markiert wurden. Somit wurde jede farbliche Markierung 

eines Proteingemisches durch ein Replikat wiederholt; durch die Markierung eines anderen 

Aliquots desselben Proteingemisches mit dem jeweiligen anderen Farbstoff (Cy3 bzw. 

Cy5) wurde überprüft, ob der Farbstoff die Laufeigenschaften der Proteine verändert. Dies 

hätte bei einer späteren Auswertung berücksichtigt werden können. Eine derartige 

kreuzweise Markierung wird Dye-Swap genannt und erhöht die Genauigkeit und 

Reliabilität eines Experimentes. 

 

Abbildung 3:Versuchsaufbau DIGE junge vs. alte Thrombozyten. Die zur Auftrennung 

verwendeten 12 Gele sind als Querbalken dargestellt, deren Endpunkte die je Gel verwendete 

Probe angeben. Die farbliche Absetzung der Probe in rot bzw. grün markiert den Dye-Swap, 

der die Qualität und die statistisch Absicherung des Experiments erhöht. 

 

 

In der Summe wurden also von jeder Probe vier Replikate angefertigt. Da sie jeweils in 

unterschiedlichen Gelen liefen, konnten auch hier anschließend laufbedingte Differenzen 

herausgerechnet werden. Außerdem wurden in jedem Gel diejenigen Proben miteinander 

kombiniert, von denen besonders augenscheinliche Differenzen erwartet wurden. 

Das Prinzips des Dye-Swap ist in Abbildung 3 durch die Einfärbung in rot bzw. grün 

verdeutlicht.  

Abbildung 4 gibt einen Überblick über die DIGE-Gele, die von den Proben angefertigt 

wurden. Bereits in dieser Abbildung zeigt sich, dass sich das Proteom durch die Färbung 
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der Proteine mit DIGE-Farbstoffen in seinen Eigenschaften bezüglich Isoelektrischem 

Punkt (erste Dimension) und Molekülgröße (Verhalten in der zweiten Dimension) nicht 

wesentlich von denjenigen Eigenschaften unterscheidet, die es bei einer Färbung mit 

Silbernitrat aufwies. Außerdem sind auf den ersten Blick keine gravierenden Unterschiede 

zwischen den Proben der einzelnen Tage sichtbar – das Verfahren zur Gewinnung der 

unterschiedlichen Zellpopulationen sowie deren elektrophoretische Auftrennung konnte 

ein hoch auflösendes Bild bei konstanter Qualität in verschiedenen Gelen liefern.  

 

 

Abbildung 4: Überblick über die DIGE-Färbung humaner Thrombozyten anhand einiger 

Overlaybilder. Die Elektrophorese konnte in verschiedenen Gelen eine gleich bleibend hohe 

Auflösung in konstanter Qualität erzielen. 

 

Auf den folgenden Seiten sollen als Überblick und zum besseren Verständnis an Hand der 

Abbildung 5 bis Abbildung 9 die an den Tagen 3, 5, 7, 9, und 11 jeweils regulierten 

Proteine bildlich dargestellt und auf den entsprechenden Gelen lokalisiert werden. In den 

Abbildungen sind die induzierten Proteine jeweils grün markiert, die reprimierten rot 

dargestellt. 
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Doppelnennungen je Proteinspot im Gel bedeuten, dass es sich um Mischspots handelte, 

die mehrere Identifizierungen ergaben. 

 

Wie in Abbildung 5 und in Abbildung 11 zu ersehen liegt am dritten Tag die größte Anzahl 

regulierter Proteine vor. An den darauf folgenden Tagen verringert sich dieser Effekt 

wieder. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Überblick über die an Tag 3 regulierten Proteine. DIGE-Färbung mit 

insgesamt 150 µg Protein pro Gel. Grün sind die induzierten Proteine dargestellt, rot die 

reprimierten. Wie auch in Abbildung 11 zu sehen ist, liegt an Tag drei die stärkste Regulation 

der Proteine vor. 
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Abbildung 6: Überblick über die an Tag 5 regulierten Proteine; die Zahl regulierter Proteine  

ist deutlich geringer als die an Tag 3. DIGE-Färbung mit insgesamt 150 µg Protein pro Gel. 

Grün sind die induzierten Proteine dargestellt, rot die reprimierten. 

 
 

 

Abbildung 7: Darstellung der an Tag 7 regulierten Proteine. DIGE-Färbung mit insgesamt 

150 µg Protein pro Gel. Grün sind die induzierten Proteine dargestellt, rot die reprimierten. 
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Abbildung 8: Überblick über die an Tag 9 regulierten Proteine. DIGE-Färbung mit 

insgesamt 150 µg Protein pro Gel. Grün sind die induzierten Proteine dargestellt, rot die 

reprimierten. 

 

 

 

Abbildung 9: Regulierte Proteine an Tag 11. DIGE-Färbung mit insgesamt 150 µg Protein 

pro Gel. Grün sind die induzierten Proteine dargestellt, rot die reprimierten. 

 

 

 



Dissertation Johannes Braune   Ergebnisse 

50 

 

 

Abbildung 10 gibt einen Überblick über die nach den Apheresen und während der 

Thrombopoese regulierten Proteine. Aus der Abbildung geht hervor, dass sich das Proteom 

quantitativ insgesamt nur geringfügig ändert. Mit Abstand lagen an Tag 3 und Tag 11 die 

meisten regulierten Proteinspots vor. 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Anzahl der während der Thrombopoese regulierten Proteine im zeitlichen 

Verlauf aufgetragen. In rot sind die reprimierten Proteine dargestellt, die induzierten in 

grün. Auffällig ist die starke Regulierung der Proteine an Tag 3, die sich auch gegen Ende des 

beobachteten Zeitraums zeigt. 
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In Abbildung 11 wird die Expression aller in den untersuchten Thrombozyten gefundenen 

Proteine dargestellt. Die Gesamtzahl der in den Gelen als Einzelspots vorliegender 

Proteine lag bei 1400. 130 dieser 1400 Proteinspots zeigten an einem oder mehreren 

Zeitpunkten eine im Vergleich zur am Tag 1 gewonnenen Kontrollprobe signifikant 

veränderte Intensität. Auffällig ist das am dritten Tag – nach Abschluss der drei Apheresen 

– am stärksten veränderte Proteinmuster. Abbildung 10 zeigt, dass quantitativ die meisten 

Proteine an Tag 3 und Tag 11 eine im Vergleich zur Kontrollprobe veränderte Intensität 

aufwiesen. 

Nun zeigt sich, dass an Tag 3 auch qualitativ die gravierendste Regulation der Proteine 

vorliegt. 

 

Abbildung 11: Expressionsmuster der Proteine. Auf der x-Achse ist der zeitliche Verlauf mit 

den Zeitpunkten Tag 3,5,7,9 und 11 angegeben; die y-Achse stellt in einer logarithmischen 

Skala die Expression dar. Die Expression der Proteine geht von dem auf 1 normalisierten 

Ausgangswert der Kontrollprobe aus. Hierbei verbindet jede farbige Linie die Verbindung 

der zu den gegebenen Zeitpunkten vorliegenden Expression. 

Der stärkste Ausschlag in der Expression zeigt sich an Tag 3 nach Abschluss der Apheresen. 

Dies wird auch durch den farblichen Verlauf der Darstellung verdeutlicht. 
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3.1.3. Identifizierung differentiell exprimierter Proteine 

 

Von insgesamt 130 regulierten Proteinspots konnten durch massenspektrometrische 

Untersuchungen 115 einzelne Proteine identifiziert werden. Diese sind in Tabelle 24 am 

Ende dieses Abschnittes mit einer Zusammenfassung der Informationen zur Identifizierung 

und Expression angegeben. Über die laufende Nummer kann das Protein in der 

detaillierteren Tabelle am Ende der Arbeit gefunden werden. Alle Angaben zu Masse, 

isoelektrischem Punkt und Funktion eines Proteins wurden der öffentlichen Swiss-Prot-

Datenbank und den entsprechenden Unterseiten www.expasy.org des Swiss Institute of 

Bioinformatics entnommen. Die Proteine wurden spotspezifisch geordnet; 

Doppelnennungen von Proteinen rühren daher aus der zum Teil doppelten Identifikation 

aus verschiedenen Spots, in denen sie nachgewiesen wurden und sind in Tabelle 24 der 

Vollständigkeit und Nachvollziehbarkeit halber so aufgeführt. 

Durch eine Analyse mit den durch Ingenuity Systems Inc. bereitgestellten Applikationen 

ließ sich eine Netzwerkanalyse aller regulierter Proteine durchführen. Diese wählte 

selbstständig 54 Proteine aus und versuchte, funktionale Zusammenhänge zwischen diesen 

abzuleiten. Die Zusammenhänge sind in Abbildung 12 dargestellt, welche die 

ausgesuchten Proteine vornehmlich in die drei Gruppen Chaperone, signalleitende und 

sonstige Proteine gliedert. Diese Analyse wurde für die vorliegende Arbeit jedoch nicht 

weiter verwendet, da sie den Ansprüchen an Vollständigleit nicht genügen konnte. 

Im Folgenden soll auf einige (zum Teil in Abbildung 12 gezeigten) beispielhaft für ihre 

funktionellen Gruppen ausgewählten Proteine kurz eingegangen werden. Hierbei wurden 

die gefundenen Proteine allerdings in 7 Gruppen aufgeteilt, was eine detailliertere 

Zuordnung ermöglichte. 
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Abbildung 12: Netzwerk regulierter Proteine nach Apherese gemäß der von Ingenuity 

Systems Inc. bereitgestellten Applikation. Das Analysewerkzeug wählte aus allen gefundenen 

Proteinen selbstständig 54 aus und versuchte, zwischen diesen einen funktionalen 

Zusammenhang mit möglichen funktionalen Konsequenzen unter Berücksichtigung der 

zellulären Reaktions- und Transportwege abzuleiten. Diese Analyse wurde für die 

vorliegende Arbeit jedoch nicht weiter verwendet, da sie den Ansprüchen an Vollständigleit 

nicht genügen konnte. 
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1. Proteinbiosynthese 

• HSP 5: spielt vermutlich eine wichtige Rolle beim Zusammenfügen multimerer 

Proteine innerhalb der Endoplasmatischen Retikulums. 

• Serin-Threoninkinase Rezeptor-assoziiertes Protein: wird benötigt für das Splicen 

von prä-mRNA. 

• SAP (= Serum Amyloid P-Component): ein Protein, das mit Histonen und der 

darauf befindlichen DNA interagiert und vermutlich als ein Ca2+-abhängiges Lektin 

arbeitet. 

 

2. Signalproteine 

• AP-2-Komplex: Untereinheit eines mit Clathrin assoziierten 

Adapterproteinkomplexes, der in Endosomen und im Golgiapparat an der 

Sortierung von Proteinen beteiligt ist; anscheinend auch am Recycling von 

synaptischen Vesikeln. 

• Calpain: Limitierte Proteolyse von Substraten, die z.B. in Signaltransduktion 

Verwendung finden. 

• Integrin-linked Proteinkinase: ein Protein, das die integrinabhängige 

Signaltransduktion moduliert. 

• Intrazelluläres Chloridkanalprotein: Scheint eine Rolle als Chloridionen-Kanal zu 

spielen, der regulatorische Aufgaben bei der Signaltransduktion und 

Zellaktivierung wahrnimmt. Vorkommen zumeist im Kern, in geringen Mengen 

auch im Zytoplasma und in der Zellmembran. 

• Hp95: sortiert und erleichtert den Transport von Transportproteinen in die Zelle 

und greift so wahrscheinlich regulierend in Apoptose und Zellwachstum ein. 

• Protoonkogen Tyrosin Proteinkinase Src: erleichtert die ATP-abhängige 

Phosphorylierung von Tyrosin; Tyrosinkinasen stellen eine eigene Gruppe von 

Rezeptoren dar und kommen fast ubiquitär vor. 

• Osteonectin: saures, cysteinreiches Sekretprotein, das das Zellwachstum durch 

Interaktion mit der Extrazellularmatrix und Zytokinen reguliert. 

• Testilin: Unterstützt als Membranprotein die Fusion von frühem Endosom und 

Plasmamembran, transportiert außerdem Recycling-Endosome. Bei diesen handelt 

es sich um Vesikel, die nach einer intrazellulären Prozessierung als sekretorische 

Vesikel weiterverwendet werden können. (Holroyd, Kistner et al. 1999) 

• Transforming growth factor β-1 (TGF-β-1): Multifunktionelles Protein, das in einer 

Vielzahl von Zellen vorkommt, die alle einen speziellen Rezeptor für dieses 
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Molekül aufweisen. TGF-β-1 nimmt Einfluss auf Wachstum und Differenzierung, 

reguliert den Einfluss anderer stimulierender Faktoren und Hormone auf die 

entsprechende Zelle und bestimmt so die positive oder negative 

Entwicklungsrichtung einer Zelle. 

 

3. Plättchenspezifische und Gerinnungsproteine 

• Fibrinogen: wird im Zuge der Gerinnungskaskade zu Fibrin und bildet durch 

Netzwerke einen Thrombus; außerdem unterstützt es die Aktivierung von 

Thrombozyten. 

• Gerinnungsfaktor XIII: wird aktiviert durch Ca2+ und Thrombin und katalysiert die 

Bildung von Crosslinks zwischen Fibrinketten, was die Fibrinverbindungen bei der 

Blutgerinnnung stabilisiert und so zu einem unlöslichen Thrombus führt. 

• Pleckstrin: das Hauptsubstrat der Proteinkinase C, dessen genaue Funktion aber 

noch unbekannt ist. 

• Thrombospondin: stellt Zell-Zell-Kontakt und Zell-Matrix-Kontakt her, bindet an 

Fibrinogen, Fibronektin, Laminin, Typ V-Kollagen und Integrine und ermöglicht 

den Blutplättchen somit eine differenzierte Reaktion auf ihre Umwelt. 

 

4. Energiegewinnung 

• ATP-Synthase: Protonengradientabhängige Produktion von ATP aus ADP im 

Mitochondrium und finaler Schritt der Atmungskette.  

• F0-ATP-Synthase: als intramembranaler Teil der ATP-Synthase (Protonenpumpe 

und gemeinsame, ATP produzierende Endstrecke der Atmungskette) dient das F0-

Element der Gewinnung von ATP aus ADP, Wasserstoff und Phosphat; somit  ist 

es essentiell für die mitochondriale Energiegewinnung einer Zelle. 

• NADH Dehydrogenase: überträgt Elektronen von NADH auf die Atmungskette. 

• Propyonyl-Carboxylase: setzt ATP mit Propanoyl-CoA und HCO3- zu ADP, 

Phosphat und (S)-Methylmalonyl-CoA um und findet Anwendung im Abbau von 

Fettsäuren. 

• Transaldolase: Nimmt bedeutende Funktion im Pentosephosphatweg ein, indem es 

Sedoheptulose-7-Phosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphate zu Erythrose-4-

Phosphat und Fructose-6-Phosphat umsetzt. 
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5. Chaperone 

• Endoplasmin: ein Chaperon, das an der Prozessierung und dem Transport von 

Sekretproteinen mitwirkt. 

• HSPA8: ein Chaperon, das in seiner Isoform das HSP 70 in kompetitiver 

Hemmung endogen inhibiert. 

• HSP 86: molekulares Chaperon mit ATPase-Aktivität. 

• HSP A2: in Zusammenarbeit mit anderen Chaperonen schützt das HSP A2 bereits 

bestehende Proteine vor Aggregation und unterstützt zudem die Faltung neu 

gebildeter Proteine im Zytosol und verschiedenen Zellorganellen durch ihr 

Vermögen, zwischen der nativen und der nicht nativen Form eines Proteins zu 

unterscheiden. 

• HSP 60: ein mitochondriales Chaperon, das mitwirkt am Import mitochondrialer 

Proteine sowie ihrer korrekten Zusammensetzung. Wahrscheinlich ebenso am 

ordnungsgemäßen Wiederaufbau von Proteinen nach Einfluss von Stress. 

6. Strukturproteine und  mikrotubuliassoziierte intrazelluläre Transportproteine:  

• Aktin: ein hochkonserviertes, in eukaryotischen Organismen ubiqiutär 

vorkommendes Protein, das an unterschiedlichen Prozessen der Zellmotilität sowie 

der Ausbildung des Zytoskeletts beteiligt ist. 

• CAP-1: dieses Protein reguliert Filamentbewegungen und ist beteiligt an mRNA-

Lokalisation sowie der Festlegung der Zellpolarität. 

• Cofilin-1: Kontrolliert die pH-abhängige (De-)polymerisierung von Aktin. Bildet 

den Hauptteil von nukleären und zytosolischen Aktinfäden. 

• Ezrin (=Zytovillin): Bestandteil des Mikrovilli-Skeletts und wahrscheinlich Teil 

des Verbindungssystems zwischen Zellmembran und Zytoskelett. 

• Filamin A: fördert die orthogonale Aufzweigung von Aktinfilamenten und bindet 

Aktin an Membranglykoproteine und Transmembrandomänen zur Vermittlung 

unterschiedlichster Signale. 

• Gelsolin: Kalziumabhängiges Protein, das bei der Aktinmodulation mitwirkt. Es 

bindet an die Enden von Aktinmonomeren oder -filamenten und kann die Bildung 

von Aktinfilamenten vermitteln. Auch eine Bindung an und Vermittlung mit 

Fibronektin ist möglich. 

• Kinesin: Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das wahrscheinlich Aufgaben im 

zellulären Transport erfüllt. 

• Moesin: verbindet zytoskelettale Strukturen mit der Plasmamembran 
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• Profilin-1: bindet an Aktin und modelliert dadurch die Zellstruktur. Durch Bindung 

an PIP2 verhindert es die Bildung von IP3 und DG und greift somit regulierend in 

verschiedene Signalkaskaden ein. 

• Radixin: beschleunigt die Bindung von Aktin an die Zellmembran. 

• Spectrin: Einer der Hauptbestandteile des Zytoskeletts, in diesem Zusammenhang 

eng verbunden mit Aktinfilamenten. Bei Malfunktion des Proteins kann es zu 

schweren Verformungen der Zellen kommen, beispielsweise bei der Elliptozytose 

bei Erythrozyten. 

• Talin: stellt die Verbindung zwischen Zytoskelett und Zellmembran her und ist 

somit bedeutend für die zelluläre Struktur und Stabilität. 

• Transgelin: baut das dreidimensionale Netzwerk der Actinfilamente in der Zelle auf 

und bestimmt dessen Stabilität über die Anzahl an Verknüpfungspunkten. Dadurch 

wird auch der Viskositätsgrad des Cytoplasmas verändert; Transgelin (TAGLN, 

SM22) ist ein Protein, das die Stabilität und Organisation des Aktinzytoskeletts 

regulieren kann. Dies wurde von Goodman et al. in Hefezellen gezeigt (Goodman 

et al., 2003). Gourlay et al. zeigten zudem, dass das Aktinzytoskelett für den 

Zelltod und das Altern in Hefezellen von funktionelle Bedeutung ist (Gourlay, 

Carpp et al. 2004). 

• Tropomyosin 3: ein Protein, das in Nicht-Muskelzellen durch die Bindung an 

Aktinfilament die zelluläre Stabilität fördert. 

• Tubulin: bildet den Hauptbestandteil der Mikrotubuli, die einen Hauptbestandteil 

des Zytoskeletts bilden. Tubulin ist somit mit verantwortlich für Stabilität, äußere 

Form und innere und äußere Bewegungen der Zelle. 

• Twinfilin-2: aktinbindendes Protein, beteiligt an Zellbewegung und -morphologie. 

 

7. Sonstige Proteine 

• GMP-Reduktase 1: Katalysiert die irreversible und NADPH-abhängige Umsetzung 

von GMP zu IMP. Weitere Funktionen des Enzyms finden sich im Umbau von G- 

zu A-Nukleotiden und – um das intrazelluläre Gleichgewicht von A- und G-

Nukleotiden zu wahren – in der Umsetzung von Inosin-5´-Phosphat, NH3 und 

NADP+ zu Guanosin-5´-Phosphat und NADPH.  
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Tabelle 24: Regulierte Proteine nach Apherese: induzierte Proteine sind grün, reprimierte rot 

hervorgehoben. 

Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 9 Tag 11
Lfd- Nr. Protein Name Accession Nr. IdentifizierungScore PI MW (kDa) NormalisiertNormalisiert Normalisiert Normalisiert Normalisiert Normalisiert

1 SAP = Serum amyloid P-component precursor P02743 FITCR 190 25,37 1 2,23 1,86 1,68 1,47 1,43
2 SAP = Serum amyloid P-component precursor P02743 FITCR 137 25,37 1 1,97 1,43 1,24 1,12 0,75
3 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial (precursor) P30084 FITCR 89 6 31,37 1 1,87 1,61 1,48 1,3 1,25
4 Myosin heavy chain, cardiac muscle beta isoform P12883 FITCR 75 4,7 222,96 1 1,87 1,61 1,48 1,3 1,25
5 SAP = Serum amyloid P-component precursor P02743 FITCR 192 25,37 1 1,87 1,61 1,48 1,3 1,25
6 Endoplasmin precursor (HSP 90 kDa beta) P14625 MS/MS 400 4,8 92,41 1 0,59 0,77 0,67 0,82 0,76
7 SAP = Serum amyloid P-component precursor P02743 FITCR 127 25,37 1 1,64 1,42 1,3 1,21 1,15
8 Coagulation factor XIII A chain precursor P00488 MS/MS 234 5,8 83,22 1 0,96 0,85 0,65 0,68 0,62
9 Programmed cell death 6-interacting protein Q8WUM4 MS/MS 234 6,1 95,96 1 0,62 0,62 0,72 0,75 0,73

10 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP2 Q13576 MS/MS 202 5,4 180,5 1 0,49 0,6 0,62 0,67 0,67
11 Unc-112-related protein 2 (Kindlin-3) Q86UX7 MS/MS 292 6,5 75,91 1 1,5 1,52 1,48 1,34 1,24
12 AP-2 complex subunit alpha-2 P63010 MS/MS 146 5,2 104,49 1 0,52 0,75 0,6 0,93 0,56
13 Myosin-9 (Myosin heavy chain, nonmuscle IIa) P35579 FITCR 78 4,7 226,39 1 1,64 1,41 1,18 1,07 0,94
14 Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial precursor P05166 FITCR 57 58,18 1 1,91 1,24 1,14 0,87 0,95
15 Myosin-9 (Myosin heavy chain, nonmuscle IIa) P35579 FITCR 97 4,7 226,39 1 2,38 1,83 1,41 1,1 1,06
16 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 82 5,8 269,6 1 0,42 0,64 0,45 0,99 0,42
17 EH domain-containing protein 3 Q9NZN3 MS/MS 103 6,1 61,86 1 1,54 1,39 1,19 1,01 0,92
18 Moesin (Membrane-organizing extension spike protein) P26038 MS/MS 115 6 68,52 1 0,62 0,68 0,65 0,66 0,63
19 Radixin P35241 MS/MS 90 6,1 67,78 1 1,21 1,68 2,16 2,28 2,53
20 Coronin-1A (Coronin-like protein p57) P31146 FITCR 122 6,2 50,99 1 1,54 1,29 1,1 0,96 0,86
21 Heat shock protein HSP 90-alpha (HSP 86) P07900 FITCR 88 4,9 84,61 1 1,54 1,29 1,1 0,96 0,86
22 Myosin-9 (Myosin heavy chain, nonmuscle IIa) P35579 FITCR 404 4,7 226,39 1 1,54 1,29 1,1 0,96 0,86
23 Heat shock protein HSP 90-alpha (HSP 86) P07900 FITCR 88 4,9 84,61 1 1,54 1,29 1,1 0,96 0,86
24 Myosin-9 (Myosin heavy chain, nonmuscle IIa) P35579 FITCR 430 4,7 226,39 1 1,54 1,29 1,1 0,96 0,86
25 Myosin-9 (Myosin heavy chain, nonmuscle IIa) P35579 FITCR 196 4,7 226,39 1 1,66 1,27 1,16 1,05 1,09
26 Myosin-9 (Myosin heavy chain, nonmuscle IIa) P35579 FITCR 67 4,7 226,39 1 1,66 1,27 1,16 1,05 1,09
27 Fumarylacetoacetase (EC 3.7.1.2) P16930 FITCR 132 6,7 46,34 1 1,66 1,27 1,16 1,05 1,09
28 Heat shock protein HSP 90-alpha (HSP 86) P07900 FITCR 96 4,9 84,61 1 1,66 1,27 1,16 1,05 1,09
29 Myosin-9 (Myosin heavy chain, nonmuscle IIa) P35579 FITCR 595 4,7 226,39 1 1,66 1,27 1,16 1,05 1,09
30 78 kDa glucose-regulated protein (precursor), (HSP 5) P11021 MS/MS 792 5,1 72,29 1 1,49 1,33 1,52 1,42 1,26
31 Protein disulfide-isomerase A3 precursor (EC 5.3.4.1) P30101 MS/MS 678 6 56,75 1 1,67 1,57 1,72 1,55 1,37
32 Coronin-1C (Coronin-3) Q9ULV4 MS/MS 349 6,7 53,22 1 0,51 0,59 0,58 0,63 0,63
33 Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain) P07437 MS/MS 239 4,8 49,64 1 2,6 2,02 1,32 1,27 1,25
34 Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src (EC 2.7.10.2 P12931 MS/MS 122 7,1 59,8 1 0,58 0,77 0,73 0,82 0,84
35 Pleckstrin (Platelet p47 protein) P08567 MS/MS 278 8,5 40,07 1 0,98 1,23 1,16 1,58 1,67
36 Filamin-A (Filamin-1) P21333 MS/MS 63 5,7 280,56 1 0,65 0,75 0,8 0,91 0,84
37 ATP synthase subunit beta, mitochondrial (precursor) P06576 FITCR 67 5 56,53 1 2,38 2 2,02 1,86 1,68
38 Heat shock cognate 71 kDa protein (Heat shock 70 kDa protein 8) P11142 FITCR 91 5,5 70,85 1 2,38 2 2,02 1,86 1,68
39 Heat shock protein HSP 90-alpha (HSP 86) P07900 FITCR 138 4,9 84,61 1 0,65 0,77 0,57 0,77 0,6
40 Heat shock protein HSP 90-beta (HSP 84) (HSP 90) P08238 FITCR 151 4,9 83,21 1 0,65 0,77 0,57 0,77 0,6
41 Myosin-9 (Myosin heavy chain, nonmuscle IIa) P35579 FITCR 547 4,7 226,39 1 0,65 0,77 0,57 0,77 0,6
42 Heat shock protein HSP 90-beta (HSP 84) (HSP 90) P08238 FITCR 159 4,9 83,21 1 0,65 0,77 0,57 0,77 0,6
43 Myosin-9 (Myosin heavy chain, nonmuscle IIa) P35579 FITCR 425 4,7 226,39 1 0,65 0,77 0,57 0,77 0,6
44 AP-2 complex subunit alpha-1 O95782 FITCR 262 5,2 107,49 1 0,65 0,77 0,57 0,77 0,6
45 Heat shock protein HSP 90-alpha (HSP 86) P07900 FITCR 89 4,9 84,61 1 0,65 0,77 0,57 0,77 0,6
46 Myosin-9 (Myosin heavy chain, nonmuscle IIa) P35579 FITCR 360 4,7 226,39 1 0,65 0,77 0,57 0,77 0,6
47 Leukocyte elastase inhibitor (LEI) (Serpin B1) P30740 MS/MS 340 5,9 42,72 1 0,62 0,68 0,65 0,66 0,63
48 SPARC precursor = Osteonectin P09486 MS/MS 276 4,7 34,61 1 0,65 0,76 0,68 0,7 0,69
49 Heat shock cognate 71 kDa protein (Heat shock 70 kDa protein 8) P11142 MS/MS 84 5,5 70,85 1 1,63 1,18 1,12 0,93 1,06
50 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 635 5,8 269,56 1 0,8 1,19 1,57 1,87 2,29
51 Ester hydrolase C11orf54 Q9H0W9 MS/MS 96 6,2 35,1 1 1,59 1,19 1,09 1,05 1,05
52 Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) P60709 FITCR 169 5,1 41,71 1 1,35 1,54 1,56 1,71 1,91
53 Cofilin-1 (Cofilin, non-muscle isoform) P23528 FITCR 112 7,8 18,49 1 1,35 1,54 1,56 1,71 1,91
54 Profilin-1 (Profilin I) P07737 FITCR 97 8,4 15,05 1 1,35 1,54 1,56 1,71 1,91
55 Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) P60709 FITCR 109 5,1 41,71 1 1,35 1,54 1,56 1,71 1,91
56 ATP synthase subunit beta, mitochondrial (precursor) P06576 FITCR 84 5 56,53 1 1,35 1,54 1,56 1,71 1,91
57 Heat shock cognate 71 kDa protein (Heat shock 70 kDa protein 8) P11142 FITCR 77 5,5 70,85 1 1,35 1,54 1,56 1,71 1,91
58 Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) P60709 FITCR 118 5,1 41,71 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
59 Talin-1 Q9Y490 FITCR 86 269,6 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
60 Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) P60709 FITCR 366 5,1 41,71 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
61 Cofilin-1 (Cofilin, non-muscle isoform) P23528 FITCR 125 7,8 18,49 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
62 Fibrinogen beta chain precursor P02675 FITCR 112 6,4 55,89 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
63 Transgelin-2 (SM22-alpha homolog) P37802 FITCR 152 22,38 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
64 Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) P60709 FITCR 175 5,1 41,71 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
65 Heat shock cognate 71 kDa protein (Heat shock 70 kDa protein 8) P11142 FITCR 166 5,5 70,85 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
66 Hsc70-interacting protein (Hip) P50502 FITCR 169 5,5 41,31 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
67 Talin-1 Q9Y490 FITCR 221 269,6 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
68 ATP synthase subunit beta, mitochondrial (precursor) P06576 FITCR 126 5 56,53 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
69 Cofilin-1 (Cofilin, non-muscle isoform) P23528 FITCR 102 7,8 18,49 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
70 Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) P60709 FITCR 86 5,1 41,71 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
71 Talin-1 Q9Y490 FITCR 83 269,6 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7
72 Heat shock cognate 71 kDa protein (Heat shock 70 kDa protein 8) P11142 FITCR 101 5,5 70,85 1 5,09 3,34 2,61 1,86 1,35
73 Talin-1 Q9Y490 FITCR 81 269,6 1 5,09 3,34 2,61 1,86 1,35
74 Src kinase-associated phosphoprotein 2 O75563 MS/MS 78 4,6 411,91 1 1,26 1,35 1,24 1,2 1,56
75 Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) P60709 FITCR 173 5,1 41,71 1 1,55 1,53 1,6 1,51 1,73
76 Heat shock cognate 71 kDa protein (Heat shock 70 kDa protein 8) P11142 FITCR 229 5,5 70,85 1 1,55 1,53 1,6 1,51 1,73
77 Serine-threonine kinase receptor-associated protein Q9Y3F4 MS/MS 312 5 38,41 1 1,55 1,53 1,6 1,51 1,73
78 Talin-1 Q9Y490 FITCR 719 269,6 1 1,55 1,53 1,6 1,51 1,73
79 Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) P60709 FITCR 195 5,1 41,71 1 1,55 1,53 1,6 1,51 1,73
80 Heat shock-related 70 kDa protein 2 P54652 FITCR 151 4,9 69,98 1 1,55 1,53 1,6 1,51 1,73
81 Transgelin-2 (SM22-alpha homolog) P37802 FITCR 153 22,38 1 1,55 1,53 1,6 1,51 1,73
82 Talin-1 Q9Y490 FITCR 76 269,6 1 4,96 3,31 2,09 1,45 1,27
83 Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) P60709 FITCR 102 5,1 41,71 1 0,62 0,7 0,68 0,72 0,72
84 Talin-1 Q9Y490 FITCR 83 269,6 1 0,62 0,7 0,68 0,72 0,72
85 Heat shock cognate 71 kDa protein (Heat shock 70 kDa protein 8) P11142 FITCR 59 5,5 70,85 1 0,62 0,7 0,68 0,72 0,72
86 Talin-1 Q9Y490 FITCR 83 269,6 1 0,62 0,7 0,68 0,72 0,72
87 Tropomyosin alpha-3 chain (Tropomyosin-3) P06753 MS/MS 95 4,7 32,8 1 1,62 1,53 1,56 1,47 1,56
88 Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 O15144 MS/MS 87 6,8 34,31 1 0,63 0,77 0,7 0,81 0,75
89 60 kDa heat shock protein, mitochondrial (precursor), (HSP 60) P10809 FITCR 76 5,2 61,02 1 7,8 4,76 3,45 2,39 2,03
90 NADH dehydrogenase [ubiquinone] O75489 FITCR 136 4,6 30,22 1 7,8 4,76 3,45 2,39 2,03
91 Thrombospondin-1 precursor P07996 MS/MS 413 4,7 129,3 1 0,58 0,68 0,7 0,69 0,78
92 Chloride intracellular channel protein 4 Q9Y696 MS/MS 168 5,5 28,75 1 0,66 0,79 0,83 0,84 0,81
93 Calpain small subunit 1 P04632 MS/MS 85 5,1 28,3 1 1,52 1,36 1,3 1,21 1,23
94 Bridging integrator 2 Q9UBW5 MS/MS 150 5,1 61,84 1 0,5 0,61 0,63 0,69 0,72
95 Crk-like protein P46109 MS/MS 121 6,3 33,76 1 1,12 1,17 1,38 1,34 1,52
96 Ras-related protein Rab-14 P61106 MS/MS 135 5,9 23,88 1 0,54 0,65 0,58 0,61 0,63
97 Adenylyl cyclase-associated protein 1 (CAP 1) Q01518 MS/MS 126 8,3 51,82 1 0,54 0,75 0,75 0,71 0,96
98 Myosin regulatory light chain 2, nonsarcomeric P19105 MS/MS 380 4,7 19,78 1 0,72 0,9 1,34 1,45 1,72
99 Integrin-linked protein kinase Q13418 MS/MS 75 8,3 51,39 1 0,41 0,54 0,48 0,51 0,54

100 Twinfilin-2 (Twinfilin-1-like protein) Q6IBS0 MS/MS 84 6,4 39,52 1 0,64 0,74 0,72 0,76 0,79
101 Serum albumin precursor P02768 FITCR 352 69,32 1 2,08 2,17 1,8 1,28 1,38
102 Long palate, lung and nasal epithelium carcinoma-associated protein 1 precursor (LPLC 1)Q8TDL5 FTICR 110 7,3 52,44 1 1,9 1,2 1,1 0,9 0,9
103 Lactotransferrin precursor P02788 FTICR 40 8,2 78,2 1 1,9 1,2 1,1 0,9 0,9
104 Kinesin light chain 1 (KLC 1) Q07866 FTICR 20 6,2 64,79 1 1,2 1,3 1,5 1,5 1,6
105 EH-domain-containing protein 1 (Testilin) (hPAST1) Q9H4M9 FTICR 10 6,8 60,63 1 1,5 1,3 1,1 1 0,9
106 Septin-5 (Peanut-like protein 1) Q99719 FITCR 20 6,7 42,78 1 2,4 2 2 1,9 1,7
107 Gelsolin precursor (Actin-depolymerizing factor) (ADF) P06396 FITCR 40 6,2 85,7 1 0,6 0,8 0,6 0,8 0,6
108 Striatin-4 (Zinedin) Q9NRL3 FTICR 20 5,1 80,58 1 1,7 1,1 0,9 0,7 0,8
109 Transforming growth factor beta-1 precursor (TGF-beta-1) P01137 FTICR 20 8,6 44,34 1 1,7 1,1 0,9 0,7 0,8
110 F0-ATP Synthase (V-ATPase d subunit) P61421 FTICR 30 4,6 40,33 1 5,1 3,3 2,6 1,9 1,3
111 Transaldolase (EC 2.2.1.2) P37837 FTICR 30 6,8 37,54 1 3,4 1,7 1,2 1,3 1
112 GMP Reduktase 1 (Guanosine 5'-Monophosphat Oxidoreductase 1) P36959 FITCR 20 7,1 37,42 1 3,4 1,7 1,2 1,3 1
113 Chloridkanal 1 (NCC 27) O00299 FTICR 100 4,8 26,92 1 1,6 1,4 1,3 1,3 1,3
114 Spectrin (beta chain) P11277 FTICR 60 4,9 24,63 1 2,1 2,2 1,8 1,3 1,4
115 Ezrin (p81) (Cytovillin) (Villin-2) P15311 FITCR 20 6,2 69,4 1 1,2 1,3 1,5 1,5 1,6



Dissertation Johannes Braune   Ergebnisse 

59 

3.1.4. Kontrolle auf Proteinabbau im Proteingemisch während 
des Experiments 

 

Die für diese Arbeit in Gelen aufgetrennten Proteine wurden zusätzlich zur oben 

beschriebenen Auswertung einer weiteren Analyse unterzogen: Untersucht wurde, ob die 

im Gel von einem Molekül zurückgelegte Strecke seinem Molekulargewicht entspricht.  

Auf diese Weise kann nachgewiesen werden, ob ein veränderter Spot in einer tatsächlichen 

Modifikation des Proteins begründet ist, oder ob möglicherweise ein Proteinabbau im 

Gemisch stattgefunden hat – beispielsweise durch etwaige noch intakte Proteasen, durch 

chemische oder physikalische Einflüsse u.a. 

 

Abbildung 13 zeigt die vergleichende Darstellung von theoretisch erwartetem und 

tatsächlich beobachtetem Laufverhalten von Proteinen aus Thrombozyten, deren 

Neubildung durch Apheresen zur Verringerung der Thrombozytenzahl angeregt wurde.  

Weite Teile der Graphik werden von der grün umrandeten Wolke dominiert, die sich 

diagonal durch die Darstellung zieht. Sie entspricht der errechneten Korrelation zwischen 

Molekularmasse und zurückgelegter Wegstrecke im Gel. Darüber und rechts darunter 

finden sich allerdings einige Proteinspots, die sich offensichtlich nicht im 

Korrelationsbereich befinden. 

Bei den darüber angeordneten Spots handelt es sich um Proteine, die trotz geringen 

Molekülgewichts nur eine sehr kurze Strecke im Gel gewandert sind. Diese sind SAP 

(Serum Amyloid P-Komponent, welches die Interaktion von Nukleinsäuren mit Histonen 

unterstützt) und die Enoyl-CoA Hydratase (ein Molekül, welches Enoyl-CoA-Thioester 

prozessiert). 

Im rechten unteren Bereich der Graphik liegen einige Proteine vor, die trotz eigentlich 

relativ großen Molekulargewichts eine sehr weite Strecke im Gel gelaufen sind. Bei diesen 

handelt es sich um die Strukturproteine Talin und Filamin, sowie das an Signaltransduktion 

beteiligte SRC-Kinase assoziierte Phosphoprotein 2. Die in diesen Proteinspots 

identifizierten Proteine könnten also Abbauprodukte darstellen, ein Befund der durch die 

Analyse der Verteilung der gefundenen Peptide in der Primärsequenz des Proteins erhärtet 

werden kann. Von den genannten Proteinen konnte allerdings nur für Talin eine kürzere 

Primärsequenz in den identifizierten Proteinen im Vergleich zur erwarteten nachgewiesen 

werden. 
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Abbildung 13: Kontrolle auf Proteinabbau während des Experiments an jungen und alten 

Thrombozyten. Die Darstellung bildet das Laufverhalten über der Molekularmasse der 

Proteine ab. Im Niedermolekularen Bereich zeigen sich einige Proteine, die trotz geringer 

Molekülmasse nur eine relativ kleine Strecke im Gel zurückgelegt haben, wohingegen im 

hochmolekularen Bereich des Bildes verschiedene Proteine zeigen, die für ihre Masse sehr 

weit gelaufen sind. 
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3.1.5. Vergleich Thrombozytenalterung – 
Thrombozytenlagerung 

 

Thrombozyten unterliegen nicht nur im Körper, sondern auch während der Lagerung als 

bereits gewonnene Thrombozytenkonzentrate einer fortwährenden Alterung. 

Da bereits Untersuchungen des Thrombozytenproteoms während der Lagerung von 

Thrombozytenkonzentraten publiziert wurden (Thiele, Steil et al. 2007), lag es nahe, für 

die vorliegende Arbeit eine vergleichende Analyse der erhaltenen Befunde durchzuführen 

– umso mehr als in weiten Teilen nach sehr ähnlichen Protokollen und in den gleichen 

Labors gearbeitet wurde. 

 

Tabelle 25 gibt einen Überblick über nach Apherese und während der Lagerung in ihrer 

Intensität veränderte Thrombozytenproteine. 

Im linken Teil der Tabelle sind Thrombozytenproteine nach Apherese dargestellt, im 

mittleren und im rechten Teil Proteine während der Lagerung. Die Zellen des mittleren 

Teils wurden aus einem Pool mehrerer Spender durch Apherese gewonnen, die Zellen des 

rechten Teils durch Apherese an einem Einzelspender. 

Die vergleichende Gegenüberstellung illustriert, dass viele Proteine über den beobachteten 

Zeitraum hinweg in beiden Projekten (Lagerung und im Vollblut nach Apherese) in ihrer 

Expression in gleicher Richtung verändert waren, einige Proteine allerdings auch 

gegenläufige (z.B. Coronin oder Gelsolin) Trends zeigten. 

Allgemein gibt es nur eine relativ geringe Schnittmenge von 14 in beiden Projekten 

differentiell regulierten Proteinen. Die Gesamtmenge regulierter Proteine betrug nach 

Apherese 130, in den Lagerungsexperimenten 78 Proteine. 
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Tabelle 25: Vergleich der Thrombozytenalterung nach Apherese (linke Seite) und während 

der Lagerung als Thrombozytenkonzentrat (mittlere und rechte Seite). Alle induzierten 

Proteine sind grün markiert, reprimierte rot. Auffallend ist, dass sich einige Proteine invers 

während des Versuchszeitraumes zum jeweils anderen Projekt verhalten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tag 1 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 9 Tag 11 Apherese Pool Apherese Einzelpatient
Lfd- Nr. Protein Name Accession Nr. Normalisiert Normalisiert Normalisiert Normalisiert Normalisiert Normalisiert 3 5 9 15 3 5 9 15

11

Unc-112-related 
protein 2 
(Kindlin-3) Q86UX7 1 1,5 1,52 1,48 1,34 1,24 1,15 1,04 1,15 0,26 1,12 0,98 1,06 0,20

30

78 kDa glucose-
regulated 
protein 
(precursor), 
(HSP 5) P11021 1 1,49 1,33 1,52 1,42 1,26 1,01 0,86 0,99 2,06 0,94 1,01 1,09 7,79

32
Coronin-1C 
(Coronin-3) Q9ULV4 1 0,51 0,59 0,58 0,63 0,63 0,98 0,96 1,23 3,37 0,99 1,22 1,21 3,70

35

Pleckstrin 
(Platelet p47 
protein) P08567 1 0,98 1,23 1,16 1,58 1,67 1,02 0,95 0,82 0,13 0,96 0,74 0,75 0,03

36
Filamin-A 
(Filamin-1) P21333 1 0,65 0,75 0,8 0,91 0,84 1,07 1,10 1,26 2,62 0,98 1,04 1,08 4,46

38

Heat shock 
cognate 71 kDa 
protein (Heat 
shock 70 kDa 
protein 8) P11142 1 2,38 2 2,02 1,86 1,68 1,06 0,98 1,19 2,03 0,93 1,15 1,17 4,48

107

Gelsolin 
precursor (Actin-
depolymerizing 
factor) (ADF) P06396 1 0,6 0,8 0,6 0,8 0,6 1,17 0,95 1,80 7,12 1,76 2,17 2,75 8,72

50 Talin-1 Q9Y490 1 0,8 1,19 1,57 1,87 2,29 1,79 1,61 3,80 26,86 2,53 0,94 1,83 88,79

55

Actin, 
cytoplasmic 1 
(Beta-actin) P60709 1 1,35 1,54 1,56 1,71 1,91 1,14 1,32 2,01 12,91 1,10 1,39 1,54 18,35

62
Fibrinogen beta 
chain precursor P02675 1 0,95 1,22 1,35 1,45 1,7 0,95 0,82 0,62 0,43 0,95 0,66 0,59 0,48

81

Transgelin-2 
(SM22-alpha 
homolog) P37802 1 1,55 1,53 1,6 1,51 1,73 1,04 0,92 1,04 0,57 1,05 1,04 1,06 0,42

91
Thrombospondi
n-1 precursor P07996 1 0,58 0,68 0,7 0,69 0,78 1,35 1,25 1,06 0,19 1,00 0,82 0,83 0,28

96
Ras-related 
protein Rab-14 P61106 1 0,54 0,65 0,58 0,61 0,63 1,19 0,90 1,47 0,60 1,17 1,23 1,39 0,39

97

Adenylyl 
cyclase-
associated 
protein 1 (CAP 
1) Q01518 1 0,54 0,75 0,75 0,71 0,96 1,13 0,98 1,65 4,50 1,18 1,24 1,30 3,88
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3.1.6. Ergebnisse Blutbild 
 
Von der minimalen Thrombozytenzahl von 80000 Zellen pro µl aus begann die 

Zellnachbildung, wobei binnen 48 h nach einer Apherese thrombopoetische Zellen in 

Umfang und Fläche signifikant zunehmen und durch Abschnürung von Megakaryozyten 

neue Plättchen gebildet werden (Linker, Reuter et al. 1983). Natürlich unterlagen alle 

ursprünglich vorhandenen sowie alle neugebildeten Thrombozyten auch weiterhin dem 

physiologischen Alterungsprozess. Somit ist zu allen Zeiten von einer zwar verjüngten 

Mischpopulation zu sprechen; junge, frisch gebildete Thrombozyten konnten jedoch nicht 

isoliert untersucht werden. 

 

Während der Apheresen sowie den folgenden 18 Tagen wurde die Neubildung von 

Thrombozyten durch die regelmäßige Erstellung eines Blutbildes überwacht. Auf diese 

Wiese ließen sich die Größe und die Zahl der im Körper vorliegenden Thrombozyten 

kontrollieren. Zum einen konnte so allzeit sichergestellt werden, dass dem Probanden eine 

ausreichende Anzahl an Thrombozyten zur Verfügung stand. Zum anderen ließen sich 

weitere Erkenntnisse über Veränderungen der Blutplättchen während des Experimentes 

gewinnen. 
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Abbildung 14 gibt die Kinetik der Thrombozytenregeneration im Verlauf dieser 18 Tage 

wieder: nachdem durch die Apheresen in den ersten drei Tagen die Thrombozytenzahl ihr 

Minimum bei 80000 Zellen pro µl erreicht hat, beginnt wie erwartet die physiologische 

Nachbildung und die Zellzahl steigt. Dies geschieht nicht exponentiell oder asymptotisch, 

sondern auffallend linear mit einem Anstieg von ca. 10000 Zellen/µl/Tag. Die 

Thrombopoese erreichte ihren höchsten Wert am Tag mit 213000 Zellen/µl, was 40000 

Zellen/µl über dem Wert liegt, den der Spender zu Beginn des Experimentes (Tag 1) 

aufwies. Die Überschussreaktion beläuft sich also auf etwa 21 %. 

 

Abbildung 14: Thrombozytenzahl und -volumen nach Apherese im Vollblut. Nach den 

Apheresen, die in den ersten drei Tagen durchgeführt worden waren, stieg die Plättchenzahl 

von 80000 Zellen pro µl ausgehend wieder an. Parallel erhöhte sich das Plättchenvolumen um 

im Schnitt ca. 7,6%, was auch in früheren Arbeiten beobachtet wurde. 

 

 

Parallel zu den Veränderungen der Zellzahl steigt das mittlere Zellvolumen (MPV). Bis 

zum dritten Tag steigt es von 10,5 fl auf im Mittel 11,3 fl; ab dem vierten Tag beginnt eine 

leichte Rückbildung. Etwa am zwölften Tag ist die ursprüngliche Mischpopulation wieder 

hergestellt und die Graphen von mittlerem Thrombozytenvolumen und Zellmenge pro µl 

schneiden sich an ihren jeweiligen Ausgangswerten. 
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An den Tagen 5 und 7 liegt die Thrombozytenzahl 27000 respektive 47000 Zellen über der 

minimalen Thrombozytenkonzentration von 80000 Zellen pro µl, was dem Ausgangswert 

der Neubildung entsprach. In den zu diesen Zeitpunkten vorliegenden Mischpopulationen, 

die rechnerisch 25 % bzw. 37 % relativ zum Tag 3 jüngere Zellen aufweisen, liegt das 

durchschnittliche Thrombozytenvolumen 7,6 % über dem der Ausgangsvolumina nach 

Apherese. 

 

 

 

 

Abbildung 15 zeigt das mittlere Thrombozytenvolumen vergleichend im peripheren 

Vollblut und in dem durch differentielle Zentrifugation (s.o.) gewonnenen plättchenreichen 

Plasma (PRP). Im Mittel liegen die Volumina im PRP 25,6 % unter denen des peripheren 

Blutes. Aus den angegebenen Werten geht hervor, dass bei der differentiellen 

Zentrifugation zur Präparation der Blutplättchen vorwiegend kleinere Thrombozyten 

extrahiert wurden und damit das mittlere Plättchenvolumen signifikant abgefallen ist. 

 

 

Abbildung 15: Mittleres Plättchenvolumen in Vollblut und PRP. Deutlich sichtbar ist die 

signifikante Erniedrigung des Plättchenvolumens im Plättchenreichen Plasma (PRP, in blau 

dargestellt), gegenüber dem physiologischen Vollblut (rot markiert). Dieser Unterschied ist 

auf die Präparation der Thrombozyten zurückzuführen. 
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Ein ähnliches Ergebnis stellt Abbildung 16 dar: das auf der y-Achse angegebene mittlere 

Volumen der Thrombozyten ist aufgetragen gegen die Zeit der ersten drei Tage des 

Versuchszeitraumes. Die x-Achse gibt jeweils die Zeitpunkte vor (v. A.) und nach der 

Apherese (n. A.) wieder. Deutlich ist zu erkennen, dass nach Depletion der Thrombozyten 

mittels Apherese (die Arbeitsmethode entspricht einer differentiellen Zentrifugation) das 

MPV am zweiten Tag von 11,9 auf 11,2 fl fällt, an Tag 3 sogar von 12,2 auf 11,3 fl. Der 

Abfall des Thrombozytenvolumens zeigt sich am ersten Tag noch nicht – der Körper 

kompensiert den apheresebedingten Verlust von Zellen. 

Dennoch steigt regenerativ bereits zum zweiten Tag des Experimentes das Volumen der 

Zellen von 11,6 auf 11,9 fl an, zum dritten Tag ist es sogar ein Anstieg von 11,2 auf 

12,2 fl.  

 

Abbildung 16: Mittleres Thrombozytenvolumen (MPV) während der Apheresen: Das Prinzip 

einer Apherese, wie sie für die vorliegende Arbeit angewandt wurde, fußt auf der Idee der 

differentiellen Zentrifugation. Hierbei werden – der Fliehkraft folgend – größere Bestandteile 

des Blutes abgeschieden und Thrombozyten gewonnen. Die Messungen zeigen nach der 

Apherese eine im Mittel kleinzelligere Plättchenpopulation als vor der Apherese 

(Zentrifugation). Sobald allerdings die Thrombozytopoese einsetzt, steigert sich das 

Plättchenvolumen wieder: mit ca. 10000 Zellen pro 24 h. 
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Um möglichst nur Zellen zu untersuchen, die keine Veränderung durch die Apherese und 

das Auffangen in Apheresebeuteln erlitten hatten, wurden für die Gelelektrophoresen keine 

Zellen aus diesen durch Apheresen gewonnenen Pools verwendet. Weiterführend 

untersucht wurden also vorwiegend kleinere Zellen, die zu einem späteren Zeitpunkt als 

Tag 3 vorlagen. 

 

Die in Abbildung 14 und Abbildung 15 angegebenen Werte des MPV differieren leicht 

von denen der Abbildung 16, was in der Benutzung unterschiedlicher, jeweils 

ortsgebundener Geräte zur Messung des Zellvolumens begründet ist. Die Messreihen 

beider Geräte zeigen den gleichen Trend und unterscheiden sich relativ zum Ausgangswert 

nur marginal; Differenzen ergeben sich aus unterschiedlicher Kalibrierung der Geräte. 
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3.2. Analyse Zur Transfusion bestimmte Thrombozyten - 
Kaninchenthrombozyten 

 

3.2.1. Proteinbestimmung 
 

Die aus Kaninchen gewonnenen Proben wurden einer Proteinbestimmung nach Bradford 

unterzogen, um einen Überblick über die Menge an verfügbarem Proteinextrakt zu 

bekommen. Die Ergebnisse der Proteinbestimmung sind in Tabelle 26 aufgeführt. 

 

Tabelle 26: Proteinausbeute Thrombozytenpräparation Kaninchen 

Probe Proteinmenge pro 50 ml Vollblut in mg 

Kaninchen 1 Kontrolle 3,72 
Kaninchen 1 Psoralenbehandlung 2,46 
Kaninchen 1 Riboflavinbehandlung  2,61 

Kaninchen 2 Kontrolle 4,68 

Kaninchen 2 Psoralenbehandlung 3,21 
Kaninchen 2 Riboflavinbehandlung 3,64 

Kaninchen 3 Kontrolle 6,25 

Kaninchen 3 Psoralenbehandlung 3,04 

Kaninchen 3 Riboflavinbehandlung 6,22 
Kaninchen 4 Kontrolle 5,21 

Kaninchen 4 Psoralenbehandlung 3,44 

Kaninchen 4 Riboflavinbehandlung 4,62 
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3.2.2. Gelelektrophorese 

 

3.2.2.1. Qualitätskontrolle der Thrombozyten 

Zur Überprüfung der Proteinextrakte wurden diese in 2D-Gelen im pH-Bereich 4-7 

aufgetrennt und mit Silbernitrat angefärbt (beispielhafte Darstellung einiger Gele in 

Abbildung 17). Dies ermöglichte eine hochauflösende Auftrennung der Proteine bei einer 

größeren Anzahl von darstellbaren Proteinen als andere pH-Bereiche, alle weiteren 

Elektrophoresen wurden somit im pH-Bereich 4-7 ausgeführt. 

Abbildung 17: Beispielhafte Darstellung Silbergele Kaninchen pH 4-7. Diese wurden zur 

Überprüfung der Auftrennbarkeit der Proteinextrakte in 2D-Gelen aufgetrennt. Der pH-

Berich 4-7 erwies sich für die weitere Analyse als günstig, da er eine gute Auftrennung einer 

hohen Proteinzahl gestattete. 

 

 

 

Kontrolle 2Kontrolle 1

Psoralen Riboflavin
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3.2.2.2. Differential In Gel Electrophoresis 
Der genauen Untersuchung des Proteoms sowie der exakten Quantifizierung diente ein 

DIGE-Experiment. Durch eine zweimalige Durchführung an unterschiedlichen Tieren 

konnte die Reproduzierbarkeit überprüft werden.  

 

Der Versuchsaufbau des DIGE-Experimentes ist Abbildung 18 zu entnehmen. 

Das DIGE-Experimet wurde so gestaltet, dass die Proben des ersten Kaninchen (R1) mit 

Cy3 markiert wurden (grün), die des zweiten Tieres mit Cy5 (rot). Somit konnte jede Probe 

ihrem biologischen Gegenstück in jedem der beiden Farbkanäle gegenübergestellt werden, 

was eine spätere Identifizierung etwaiger durch die DIGE-Farbstoffe bedingte 

Intensitätsunterschiede ermöglicht hätte. Dieses Prinzip nennt sich Dye-Swap und wurde 

bereits oben besprochen. Von jeder Probe wurden drei Replikate angefertigt um der 

Gefährdung der Aussagekraft des Experiments bei Misslingen eines Geles vorzubeugen. 

Der angegebene Versuchsaufbau wurde aus verschiedenen Gründen gewählt: 

Durch die Erstellung von drei Replikaten kann auch der Ausfall eines Geles bei Fehlern in 

der Durchführung oder ähnlichem ausgeglichen und die statistische Absicherung erhöht 

werden. 

Aufgrund der Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen ist die Markierung eines internen 

Standards möglich; da dieser in allen Gelen gleich ist, können gelbedingte Unterschiede in 

der Auftrennung bei der späteren Auswertung ausgeglichen werden. 

Die Proben zweier verschiedener Tiere laufen in einem Gel. Hierdurch sind die Tiere 

untereinander direkt vergleichbar. 

 

Abbildung 18: Aufbau des DIGE-Experimentes "Zur Transfusion bestimmte 

Thrombozyten“. In grün ist der Kanal Cy3 dargestellt, Cy5 in rot. Die jeweils in einem Gel 

zusammen laufenden Proben sind durch Querlinien verbunden. Von jeder Probe wurden 

drei technische Replikate unter Berücksichtigung eines Dye-Swap erstellt. 

 



Dissertation Johannes Braune   Ergebnisse 

71 

 

 

 

 

Einen Überblick über die Auftrennung der Proteine im DIGE-Versuch gibt Abbildung 19. 

In dieser Abbildung sind außerdem die als reguliert gefundenen Proteine mit ihrer Identität 

und ihrer Lokalisation im Gel angegeben. 

 

 

Abbildung 19: DIGE-Färbung Kaninchenthrombozyten mit den wichtigsten regulierten und 

identifizierten Proteinen. 

 

Abbildung 20 auf der folgenden Seite stellt die jeweilige Anzahl der durch die Behandlung 

mit Amotosalen bzw. Riboflavin in ihrer Expression veränderten Proteine graphisch dar. 

Vor allem fällt auf, dass die Inkubation mit Amotosalen unter UV-Licht eine relativ 
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stärkere Induktion von Proteinen bewirkt. Im Gegensatz zur Behandlung mit Riboflavin ist 

die Zahl der regulierten Proteine um den 3,5 fachen Wert gesteigert. 

 

Abbildung 20: Anzahl der durch die jeweilige Behandlung mit Amotosalen (links) bzw. 

Riboflavin (rechts) in ihrer Expression veränderten Proteine. Deutlich wird in dieser 

Darstellung die stärkere Beeinflussung des Proteoms durch Amotosalen bei vergleichbar 

wirksamen Dosen ersichtlich. 

 

 

 

3.2.3. Identifizierung differentiell exprimierter Proteine 
 

Von allen Tieren wurden mit Coomassie-Brilliant-Blau gefärbte Gele zur Präparation für 

eine massenspektrometrische Untersuchung erstellt. Somit konnten insgesamt 124 Proteine 

identifiziert werden. Nach Ausschluss aller Mehrfachidentifizierungen verblieben 50 

verschiedene Proteine. Die Ergebnisse der Identifizierungen durch die 

Massenspektrometrie sind in Tabelle 27 am Ende dieser Arbeit aufgeführt. Über die 

laufende Nummer können die Proteine in der detaillierten Tabelle am Ende dieser Arbeit 

gefunden werden und weitere Einzelheiten zu den jeweiligen Proteinen nachgelesen 

werden. 
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Die identifizierten Proteine werden im Folgenden in Gruppen eingeteilt; einige 

ausgewählte Proteine werden kurz vorgestellt: 

 

1. Proteine des zellulären Redoxsystems:  

• das Hypoxia up-regulated protein 1: ein Protein, das lebenswichtige Aufgaben 

bei Sauerstoffmangel hat. 

• Peroxiredoxin 6: schützt Zellen durch den Abbau von Wasserstoffperoxid vor 

oxidativem Stress. 

• Thioredoxin-like Protein 2: vermutlich eine regulierende Einheit im 

Thioredoxinsystem. 

• Thioredoxin-dependent Peroxidreduktase: radikalempfindliche Strukturen 

werden durch dieses Protein mittels Bindung zweier Radikale über eine 

Disulfidbrücke geschützt. Auch dieses Enzym steht im Dienste des Abbaus von 

oxidativem Stress. 

2. Signalproteine: 

• cAMP-abhängige Proteinkinase Typ IIα: bindet Ankerproteine, z.B. die MAP2-

Kinase. 

• Phosphatidylserin-bindendes Protein: Es wird vermutet, dass dieses Protein in 

Anwesenheit von Phosphatidylserin regulatorisch Einfluss auf die Proteinkinase 

C (Typ A) nehmen kann. 

• Spectrin α-chain: reagiert Ca2+-abhängig mit Calmodulin, kann Zellmotilität 

und Interaktionen zwischen Zytoskelett und -membran bestimmen und ist an 

Sekretionsprozessen der Zelle beteiligt. 

3. Strukturproteine: 

• Filamin A: fördert die orthogonale Aufzweigung von Aktinfilamenten und 

bindet Aktin an Membranglykoproteine und Transmembrandomänen zur 

Vermittlung unterschiedlichster Signale. 

• Talin: stellt die Verbindung zwischen Zytoskelett und Zellmembran her und ist 

somit unerlässlich für die zelluläre Struktur und Stabilität. 

• Tubulin: bildet den Hauptbestandteil der Mikrotubuli, die einen 

Hauptbestandteil des Zytoskeletts bilden. Tubulin ist somit mit verantwortlich 

für Stabilität, äußere Form und innere und äußere Bewegungen der Zelle. 
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3.2.4. Kontrolle auf Proteinabbau im Proteingemisch während 
des Experiments 

 

Der Abbau von Proteinen durch Proteasen oder durch chemische bzw. physikalische 

Einflüsse in den Proben während des Experiments kann zu einem veränderten Proteom 

führen, so dass durch die oben beschriebenen Methoden in der Analytik der Eindruck 

entstehen kann, die entsprechenden Proteine unterlägen einer reaktiven Regulation im 

Verlauf des Experiments. 

 

Der Verlust von Masse äußert sich beispielsweise in einer veränderten Laufeigenschaft in 

der zweiten Dimension und könnte als Modifikation fehl gedeutet werden. 

 

Um solchen fehlerhaften Ergebnissen vorzubeugen wurde bei den identifizierten Proteinen 

für die vorliegende Arbeit die XY-Koordinate des jeweiligen Proteins (was der 

horizontalen und vertikalen Migration im Gel entspricht) gegen seine Masse aufgetragen. 

 

 

Die Ergebnisse dieser Darstellung gibt Abbildung 21 wieder. Deutlich zeigt sich, dass sich 

der größte Teil der Proteine während der gelbasierten Untersuchung so verhalten hat, wie 

es seiner Masse entspricht. Lediglich im Bereich der hohen Molekülmasse zeigen sich 

einige Abweichungen. 

Für einen Proteinabbau ließ sich allerdings kein Hinweis in der Analyse der Primärsequenz 

finden. 
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Abbildung 21: Plot der Molekülwanderung im Gel über der entsprechenden Molekülmasse 

bei Kaninchenthrombozyten. Der größte Teil der Proteine folgt einer theoretisch errechneten 

Gerade, die die Graphik als Diagonale durchzieht und hier als grünes Oval dargestellt ist. 

Auffällig sind im Hochmolekularbereich einige wenige Proteine, die weiter gelaufen sind, als 

es ihrer Größe entspräche. In der Analyse der Primärsequenzen konnte jedoch kein 

Anhaltspunkt für Proteolyse gefunden werden. 
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Tabelle 27: Identifizierte Proteine Kaninchenthrombozyten 

Lfd. 
Nr. Protein Name

Accession 
Number

Identifizie-
rung

Protein 
Score

Protein 
PI

Protein MW 
(kDa)

Kontrolle 
Normalisiert

Psoralen 
Normalisiert

Riboflavin 
Normalisiert

1 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 805 5,77 269,6 1,00 1,41 0,95
2 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 814 5,77 269,6 1,00 1,41 0,95
3 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 105 5,77 269,6 1,00 1,29 0,93
4 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 512 5,77 269,6 1,00 1,36 0,94
5 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 741 5,77 269,6 1,00 1,36 0,94
6 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 641 5,77 269,6 1,00 1,46 0,94
7 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 792 5,77 269,6 1,00 1,50 1,05
8 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 841 5,77 269,6 1,00 1,50 1,05
9 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 997 5,77 269,6 1,00 1,50 1,05

10 Tubulin beta-1 Kette Q9H4B7 MS/MS 63 5,05 50,3 1,00 1,97 1,05
11 Spectrin alpha-Kette Q13813 MS/MS 92 5,22 284,4 1,00 1,97 1,05
12 Spectrin alpha-Kette Q13813 MS/MS 199 5,22 284,4 1,00 1,97 1,05
13 Spectrin alpha-Kette Q13813 MS/MS 108 5,22 284,4 1,00 1,79 1,04
14 150 kDa oxygen-regulated protein (Orp150) Q9Y4L1 MS/MS 131 5,16 111,3 1,00 1,79 1,04
15 Spectrin alpha Kette P16086 MS/MS 332 5,2 284,5 1,00 1,53 0,99
16 Neutral alpha-Glucosidase Q8BHN3 MS/MS 272 5,67 106,8 1,00 1,56 1,13
17 Filamin-A Q8BTM8 MS/MS 157 5,68 281,0 1,00 1,87 1,06
18 Filamin-A Q8BTM8 MS/MS 273 5,68 281,0 1,00 1,87 1,06
19 Filamin-A P21333 MS/MS 474 5,7 280,6 1,00 1,87 1,06
20 Filamin-A Q8BTM8 MS/MS 231 5,68 281,0 1,00 1,70 1,03
21 Filamin-A P21333 MS/MS 347 5,7 280,6 1,00 1,70 1,03
22 Filamin-A Q8BTM8 MS/MS 300 5,68 281,0 1,00 1,54 0,99
23 Filamin-A Q8BTM8 MS/MS 405 5,68 281,0 1,00 1,54 0,99
24 Filamin-A Q8BTM8 MS/MS 686 5,68 281,0 1,00 1,54 0,99
25 Filamin-A Q8BTM8 MS/MS 217 5,68 281,0 1,00 1,15 1,05
26 Filamin-A Q8BTM8 MS/MS 211 5,68 281,0 1,00 1,77 1,08
27 Talin-1 P26039 MS/MS 347 5,82 269,7 1,00 1,77 1,08
28 Filamin-A P21333 MS/MS 188 5,7 280,6 1,00 1,49 1,09
29 Hematopoietic lineage cell-specific Protein P14317 MS/MS 106 4,74 54,0 1,00 1,24 1,25
30 Heat shock 70 kDa protein 5 (GRP 78) Q3S4T7 MS/MS 269 5,07 72,3 1,00 0,62 0,65
31 Heat shock 70 kDa protein 5 (GRP 78) P11021 MS/MS 343 5,07 72,3 1,00 0,80 0,65
32 Dynein intermediate chain 2 Q13409 MS/MS 107 5,08 71,4 1,00 1,61 1,49
33 Dynein intermediate chain 3 O88487 MS/MS 276 5,16 68,4 1,00 1,61 1,49
34 Heat shock 70 kDa protein 5 (GRP 78) P11021 MS/MS 424 5,07 72,3 1,00 1,11 0,93
35 Heat shock 70 kDa protein 8 P63018 MS/MS 579 5,37 70,8 1,00 1,50 1,19
36 Phosphatidylserin-binding protein (PS-p68) O95810 MS/MS 120 5,14 47,1 1,00 1,28 3,50
37 Kappa-Casein precursor P50423 MS/MS 85 5,53 21,5 1,00 1,34 2,86
38 Alpha-S1-Casein precursor P02662 MS/MS 292 4,98 24,5 1,00 1,34 2,86
39 Phosphatidylserin-binding protein (PS-p68) O95810 MS/MS 164 5,14 47,1 1,00 1,82 3,83
41 Drebrin-like protein (Drebrin-F) Q9UJU6 MS/MS 258 5,02 48,2 1,00 1,49 1,15
42 Phosphatidylserin-binding protein (PS-p68) O95810 MS/MS 70 5,14 47,1 1,00 1,84 1,11

43 Dihydropyrimidinase-related protein 2 (DRP-2) O02675 MS/MS 87 5,95 62,2 1,00 1,50 1,10

44 Dihydropyrimidinase-related protein 2 (DRP-2) O02675 MS/MS 551 5,95 62,2 1,00 1,50 1,10
45 Protein Disulfide-Isomerase precursor P21195 MS/MS 608 4,77 56,8 1,00 1,55 1,18
46 Tubulin beta-1 Kette Q9H4B7 MS/MS 64 5,05 50,3 1,00 10,78 3,34

47
cAMP-abhängige Proteinkinase Typ II-alpha-
Untereinheit P12368 MS/MS 75 4,81 45,5 1,00 10,78 3,34

48
cAMP-abhängige Proteinkinase Typ II-alpha-
Untereinheit P31324 MS/MS 152 4,9 46,1 1,00 10,78 3,34

49
cAMP-abhängige Proteinkinase Typ II-alpha-
Untereinheit P13861 MS/MS 82 4,96 45,5 1,00 9,51 2,53

54
Nucleosome assembly protein (NAP-1-related 
protein) P55209 MS/MS 323 4,36 45,3 1,00 2,02 1,54

55
cAMP-abhängige Proteinkinase Typ II-alpha-
Untereinheit P12368 MS/MS 89 4,81 45,5 1,00 2,41 1,08

56 Aktin O18840 MS/MS 166 6,03 41,6 1,00 1,67 1,28

57
Thioredoxin-like protein 2 (PKC-interacting 
cousin of thioredoxin) Q9CQM9 MS/MS 120 5,42 37,8 1,00 1,31 1,11

58 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 145 5,77 269,6 1,00 1,31 1,11
59 Aktin Q711N9 MS/MS 169 5,29 41,7 1,00 1,31 1,11
60 Spermin-Synthase P97355 MS/MS 71,5 4,9 41,3 1,00 1,53 1,07
61 Tropomodulin-3 Q9NYL9 MS/MS 165 5,08 39,6 1,00 1,53 1,07
62 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 502 5,77 269,6 1,00 1,42 1,20
63 Tubulin beta-1 Kette Q9H4B7 MS/MS 171 5,05 50,3 1,00 0,62 0,66
64 Aktin P60708 MS/MS 89 5,29 41,7 1,00 1,99 1,03
65 Aktin P63259 MS/MS 108 5,31 41,8 1,00 1,99 1,03
66 Aktin Q71FK5 MS/MS 116 5,29 41,7 1,00 1,99 1,03

67
EF-hand domain-containing Protein 2 (Swiprosin-
1) Q9D8Y0 MS/MS 137 5,01 26,8 1,00 1,99 1,03

68
EF-hand domain-containing Protein 2 (Swiprosin-
1) Q96C19 MS/MS 159 5,15 26,7 1,00 1,99 1,03

69 Poly(rC)-binding protein 1 P60335 MS/MS 151 6,66 37,5 1,00 1,14 0,87
70 40S ribosomales Protein P38982 MS/MS 201 4,86 32,9 1,00 1,28 0,95
71 Peroxiredoxin-6 O77834 MS/MS 234 6 25,1 1,00 3,52 2,83
72 Peroxiredoxin-6 O77834 MS/MS 358 6 25,1 1,00 3,52 2,83
73 Peroxiredoxin-6 O77834 MS/MS 399 6 25,1 1,00 3,52 2,83

74
Thioredoxin-abhängige Peroxidreductase 
(Peroxiredoxin-3) P35705 MS/MS 246 7,15 28,2 1,00 2,19 2,19

75
Thioredoxin-abhängige Peroxidreductase 
(Peroxiredoxin-3) P35705 MS/MS 251 7,15 28,2 1,00 2,19 2,19

76 F-Aktin capping protein) P47756 MS/MS 442 5,36 31,3 1,00 2,19 2,19

77
Thioredoxin-abhängige Peroxidreductase 
(Peroxiredoxin-3) P35705 MS/MS 75 7,15 28,2 1,00 0,32 0,28

78 Myosin regulatory light chain 2 P29269 MS/MS 320 4,8 19,7 1,00 1,13 0,96
79 Myosin regulatory light chain 3 P29269 MS/MS 393 4,8 19,7 1,00 1,13 0,96
80 Alpha-S1-Casein precursor P02662 MS/MS 74 4,98 24,5 1,00 1,24 1,06
82 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 579 5,77 269,6 1,00 1,15 0,95
86 Spectrin alpha-Kette Q13813 MS/MS 119 5,22 284,4 1,00 1,92 1,08
87 Spectrin alpha-Kette Q13813 MS/MS 502 5,22 284,4 1,00 1,92 1,08
88 Aktin P63260 MS/MS 101 5,31 41,8 1,00 1,97 1,14
90 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 62 5,77 269,6 1,00 1,30 0,89
91 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 660 5,77 269,6 1,00 1,30 0,89
92 Proteinkinase C P05772 MS/MS 140 6,57 76,8 1,00 1,12 1,01
95 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 167 5,77 269,6 1,00 1,17 0,98
96 Serumalbumin precursor P02769 MS/MS 367 5,82 69,2 1,00 1,01 1,34
97 Thioredoxinreduktase 1 O62768 MS/MS 219 6,07 54,7 1,00 1,07 1,01
98 Lebercarboxylesterase 2 P14943 MS/MS 154 5,72 59,0 1,00 1,64 1,14
99 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 105 5,77 269,6 1,00 1,04 1,25

100 Talin-1 Q9Y490 MS/MS 267 5,77 269,6 1,00 1,21 1,30
101 Unc-112-related Protein 2 (Kindlin-3) Q8K1B8 MS/MS 157 6,6 75,6 1,00 1,59 2,52
102 Unc-112-related Protein 2 (Kindlin-3) Q8K1B8 MS/MS 184 6,6 75,6 1,00 1,37 0,92
104 Fibrinogen alpha-Kette P14461 MS/MS 85 3,92 1,6 1,00 1,66 1,83
105 Alpha-Enolase P17182 MS/MS 111 6,37 47,1 1,00 1,66 1,83

106 Vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) Q2TA49 MS/MS 233 8,78 40,4 1,00 2,69 1,34

107
Cytoplasmic protein NCK2 (NCK adaptor protein 
2) O43639 MS/MS 86,5 6,49 42,9 1,00 0,85 0,98

108 Tubulin gamma-Kette (Gamma-1Tubulin) P83888 MS/MS 150 5,66 51,1 1,00 0,85 0,98
109 Filamin-A P21333 MS/MS 159 5,7 280,6 1,00 0,85 0,98
110 Septin-2 Q15019 MS/MS 75 6,15 41,5 1,00 0,99 0,57
111 NADH-Dehydrogenase (Ubiquinon) P34942 MS/MS 142 6,52 39,2 1,00 0,99 0,57
112 Pleckstrin Q4KM33 MS/MS 74 8,52 40,0 1,00 1,05 1,05
113 Spectrin alpha-Kette Q13813 MS/MS 147 5,22 284,4 1,00 0,91 0,59
114 Filamin-A Q8BTM8 MS/MS 212 5,68 281,0 1,00 1,88 1,10
115 Talin-1 P26039 MS/MS 214 5,82 269,7 1,00 1,88 1,10
116 Talin-1 P26039 MS/MS 227 5,82 269,7 1,00 0,63 0,64
117 Aminopeptidase B (Arginin Aminopeptidase) O09175 MS/MS 68 5,47 72,6 1,00 0,66 0,73
118 Aktin P63259 MS/MS 141 5,31 41,8 1,00 1,71 1,44
119 Filamin-A Q8BTM8 MS/MS 360 5,68 281,0 1,00 1,91 1,09
120 Septin-11 Q3SZN0 MS/MS 212 6,35 48,7 1,00 1,50 1,09

121
Nucleosome assembly protein (NAP-1-related 
protein) P55209 MS/MS 342 4,36 45,3 1,00 2,65 1,09

122 Suppressor of T-cell receptor signaling 1 Q8TF42 MS/MS 88,5 6,48 72,6 1,00 1,38 1,26
123 Suppressor of T-cell receptor signaling 1 Q8TF42 MS/MS 158 6,48 72,6 1,00 1,38 1,26
124 Suppressor of T-cell receptor signaling 1 Q8TF42 MS/MS 267 6,48 72,6 1,00 1,38 1,26
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4. Diskussion 
 

 

4.1. Junge und alte Thrombozyten 
 

 

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit sollten diese beiden Fragen bearbeitet werden:  

1. Ist es möglich, unterschiedlich alte Thrombozytenpopulationen zu erhalten? 

2. Lassen sich auf Proteomebene Unterschiede zwischen diesen feststellen? 

 

Im Folgenden sollen diese Fragen durch eine Interpretation der vorliegenden Ergebnisse 

beantwortet und Ausblicke für die Zukunft gegeben werden. 

Die Proteinausbeute der Präparation sowie die Darstellung in den zweidimensionalen 

Gelen erfüllten die an die Qualität der Analyse gestellten Erwartungen. Ebenso 

ermöglichte der DIGE-Versuch alle nötigen Vergleiche der gewonnenen Thrombozyten. 

 

Im Proteom der Thrombozyten fanden sich regulierte Proteine, die bereits im Ergebnisteil 

dieser Arbeit nach funktionalen Kriterien in verschiedene Gruppen eingeteilt wurden. 

Diese veränderte Expression soll im Folgenden ausgewertet und interpretiert werden. 

Generell zeigt sich (in Abbildung 10 und Abbildung 11 dargestellt), dass die meisten 

Proteine an Tag 3 und Tag 11 reguliert waren, die gravierendsten Änderungen in der 

Expression lagen an Tag 3 vor. Die starke Regulation des dritten Tages lässt sich durch die 

zweifache artifizielle Alterung der Zellen durch Apherese und Zellpräpration mittels 

differentieller Zentrifugation mit entsprechender Veränderung des Proteoms erklären. 

Die Expressionsänderung des Tages 11 ist qualitativ wie quantitativ geringer als die des 

Tages 3, bislang jedoch noch nicht ganz verstanden. 

 

 

Mit den beiden Proteinen HSP 5, das im Endoplasmatischen Retikulum die 

Proteinbiosynthese ermöglicht, und dem Serin-Threoninkinase Rezeptor-assoziiertes 

Protein (welches eine bedeutende Reaktionsmöglichkeit der Zelle in Bezug auf die 

Bereitstellung von benötigter mRNA darstellt) zeigen sich zwei wichtige Proteine der 

Proteinbiosynthese reguliert. Diese wurden mittlerweile als wahrscheinlich essentiell für 

die Funktion von Thrombozyten erkannt (Schwertz, Tolley et al. 2006). Beide sind 
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tendenziell im Zeitraum der Thrombopoese (und auch nur in diesem signifikant) erhöht. 

Dies spricht für eine höhere Expression der an Proteinbiosynthese beteiligten Proteine bei 

jungen Thrombozyten. Diese scheinen also eine höhere Flexibilität in der Erfüllung ihrer 

Funktion aufzuweisen und können dadurch nachhaltiger zu Hämostase und den 

verschiedenen anderen Aufgaben eines Blutplättchens beitragen. 

 

Wichtige Signalproteine wurden im Ergebnisteil genannt. Sie sind zumeist unmittelbar 

nach den Apheresen stark reprimiert, die zu diesem Zeitpunkt vorliegenden alten 

Thrombozyten weisen also eine eingeschränkte Fähigkeit zur Signalverarbeitung, 

Signalleitung und interzellulären Kommunikation auf. 

 

Ein ähnliches Bild zeigt sich bei den Gerinnungsproteinen: die Expression sämtlicher in 

diesem Experiment regulierter Gerinnungsproteine ist bei den mutmaßlichen jungen 

Plättchen hochreguliert und bei älteren reprimiert.  

Die einzige Ausnahme bildet hier der Fibrinstabilisierende Faktor (Faktor XIII). Dieses in 

der Leber produzierte Enzym wird aktiviert durch Ca2+ und Thrombin und katalysiert die 

Bildung von Gamma-Glutamyl-Epsilon-Lysine Crosslinks zwischen Fibrinketten, was die 

Fibrinverbindungen bei der Blutgerinnnung stabilisiert (Löffler G 2002). Offensichtlich 

nehmen Thrombozyten dieses Protein im Laufe ihrer Zirkulation aus dem Blut auf und 

speichern es, um es im Bedarfsfall in größeren Mengen freisetzen zu können. Bei dem 

gesunden und unverletzten Probanden - dessen Thrombozyten auf Grund der körperlichen 

Unversehrtheit wenig Faktor XIII sezernieren mussten - kam es bei den älteren 

Thrombozyten zu einer erhöhten Anreicherung von Faktor XIII, so dass dieser an Tag drei 

scheinbar höher exprimiert wird. 

 

Deutlich anders gestaltet sich die Situation bei den Proteinen der Energiegewinnung: Die 

ATP-Synthase, die NADH-Dehydrogenase (Ubiquinon) und die Propionyl-CoA-

Carboxylase als Vertreter der zellulären Energiegewinnung zeigen sich bei den relativ 

alten Zellen des dritten Tages am höchsten exprimiert. 

 

Gänzlich heterogen ist die Expression bei den Chaperonen. Zum Teil unterliegen sie einer 

Repression, wie das HSP-86 oder das Heat shock 70 kDa protein 8. Hingegen wird das 

Hsc70-interagierende Protein (Hip) hochreguliert, nachdem es an Tag drei seine niedrigste 

Expression erfahren hat. 
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Ein uneinheitliches Bild zeigt sich ebenfalls bei den Strukturproteinen. Einige - wie das 

CAP-1, Cofilin oder Aktin - sind bei jüngeren Zellen hoch exprimiert. Hingegen ist die 

Expression vieler anderer Proteine bei jüngeren Plättchen stark reprimiert, wie z.B. bei 

Coronin-1A und Tubulin. In der Mehrzahl sind diese Proteine bei jüngeren Thrombozyten 

jedoch höher exprimiert als bei älteren. 

 

Als Schlussfolgerung zeigt sich, dass Thrombozyten über weite Teile ihrer Zirkulationszeit 

ein weitgehend stabiles Proteom aufweisen, was als gleich bleibende Funktionalität der 

Zellen interpretiert werden kann. Mit steigendem Alter exprimieren sie verschiedene 

Proteine weniger - mit Ausnahme der Proteine zur Energiegewinnung und des Faktor XIII. 

 

 

 

Die wichtigsten und auffälligsten funktionalen Bereiche sind hierbei: 

• Proteinbiosythese, wichtiges Instrument der zellulären Anpassungsfähigkeit an 

veränderte Umweltbedingungen, z.B. Stress, Gewebsläsion, etc. Die Flexibilität der 

Zellen nimmt ab und ihr funktionales  Spektrum wird dadurch verschmälert. 

• Hämostase: der Hauptfunktion von Thrombozyten werden jüngere Plättchen 

offensichtlicher besser gerecht. Einzige Ausnahme ist Faktor XIII, er reichert sich 

in älteren Plättchen an, welche in dieser Hinsicht eine Art Depotfunktion erfüllen 

könnten. 

• Energiegewinnung: aus bislang noch ungeklärten Gründen liegen in älteren 

Plättchen einige Proteine der Energiegewinnung in höherer Konzentration vor als in 

jüngeren. Proteine zur Energiegewinnung sind relativ abundant. Möglicherweise 

werden diese Proteine im Laufe der Zirkulationszeit eines Thrombozyten stetig 

gebildet und reichern sich daraufhin an. 

• Chaperone scheinen sehr uneinheitlich betroffen zu sein und sind in ihrer Funktion 

zu vielfältig, als dass funktionale Schlüsse an dieser Stelle gezogen werden können. 

• Strukturproteine: Diese bei älteren Thrombozyten vornehmlich reprimierte 

Proteingruppe deutet auf eine erniedrigte zelluläre Stabilität und Zellmotilität hin, 

die mit dem Alter einer Zelle korrelieren könnte.  
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Zur Verdeutlichung und zum besseren Verständnis sind in Abbildung 22 die wichtigsten 

im Abschnitt „Diskussion“ besprochenen Proteine mit ihrer Lokalisation auf dem Gel 

bildlich dargestellt. 

 

Abbildung 22: Wichtige im Abschnitt "Diskussion" besprochene humane 

Thrombozytenproteine und ihr Vorkommen im Gel. 

 

Für sämtliche Proteine wurde, wie Abbildung 13 zeigt, das Molekulargewicht gegen die im 

Gel gewanderte Strecke aufgezeichnet. Dieser Plot zeigte bis auf wenige Ausnahmen ein 

den Erwartungen an eine regelrechte Wanderung und Auftrennung entsprechendes Bild. 

Zu den trotz geringen Molekulargewichts nur wenig gelaufenen Proteinen zählen das SAP, 

ein mit Nukleinsäuren und Histonen interagierendes Protein und die Enoyl-CoA- 

Hydratase. Für diese Proteine ist ein Verkleben oder Anheften der Moleküle an das 

Trenngel, aneinander oder eine schlechte Auslösung aus dem IPG-Streifen der ersten 

Dimension wahrscheinlich. 

Für das hochmolekularen Protein Talin (ein Strukturprotein), das eine überproportional 

weite Strecke zurückgelegt hat, ist ein im Proteingemisch stattfindender Abbau 

anzunehmen, was sich durch die verkürzte Primärsequenz nachweisen ließ und 

möglicherweise ein spezifischer Vorgang bei alternden Plättchen sein könnte, da in der 

vorliegenden Arbeit ein Abbau sich nur bei den kleineren, vermutlich älteren Zellen zeigte. 
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Die regelmäßige Erhebung eines Blutbildes in den auf die Apheresen folgenden Tagen 

zeigt ein deutlich gestiegenes Thrombozytenvolumen (MPV) im Zuge der Zellneubildung 

(s. Abbildung 14 und Abbildung 16). Diese Beobachtung eines über Nacht gestiegenen 

mittleren Zellvolumens stützt die in der Literatur geäußerte Vermutung (Linker, Reuter et 

al. 1983), dass jüngere, neu gebildete Thrombozyten ein größeres Volumen als ältere 

aufweisen und durch ihre Einspeisung ins periphere Blut das im Mittel gemessene MPV 

erhöht wird. 

Detaillierten Einblick in die Veränderungen des MPV durch den Eingriff einer Apherese 

wird durch die in Abbildung 16 veranschaulichten Kontrollen ermöglicht. Hier wird 

ersichtlich, dass das MPV jeweils nach der Apherese erniedrigt ist. Dieser Effekt tritt am 

ersten Tag nur tendenziell auf. Eine Vermutung, die diesen Sachverhalt erklären könnte, ist 

die Freisetzung von Thrombozyten aus der Milz, die eine Speicherfunktion für 

Thrombozyten übernimmt. Droht nun durch eine Apherese oder einen anderen Verlust von 

Blutplättchen (Blutung o.ä.) eine Thrombozytämie, so entleeren sich die lienalen Reserven 

und überbrücken die Zeit, die die Megakaryozyten im Knochenmark benötigen, um neue 

Thrombozyten zu bilden. 

Die Verringerung des MPV durch die Apherese verdeutlicht sich im Vergleich zu Tag 1 an 

den beiden darauf folgenden Tagen. Offensichtlich sind bei der differentiellen 

Zentrifugation der Apherese die größeren (jüngeren) Plättchen mit anderen Bestandteilen 

des Blutes, z.B. Leukozyten, abzentrifugiert worden. Also wurde bei jeder Apherese eine 

Plättchenpopulation aus dem Blut extrahiert, die deutlich größere und damit jüngere Zellen 

aufweist, als für das periphere Blut repräsentativ ist. Im Körper des Spenders verblieben 

folglich eher kleinere (ältere) Zellen. 

Die Population mittels Apherese gewonnener größerer Thrombozyten wurde allerdings 

verworfen, da für die vorliegende Arbeit nur Zellen des peripheren Blutes (und keine den 

Apheresebeuteln entnommenen) verwendet wurden. Die Apherese diente ausschließlich 

der Anregung der Thrombozytopoese, da nicht auszuschließen ist, dass die Zellen durch 

die Apheresemaschine und die Abfüllung in entsprechende Beutel eine Veränderung 

erfahren und weitere Untersuchungen somit Artefakte aufweisen. 

Also muss festgestellt werden, dass während der Apheresen die Zellpopulation im 

peripheren Blut gealtert ist, die jüngere Population nicht analysiert und der älteren 

gegenübergestellt werden konnte und dass daraufhin vornehmlich alte Thrombozyten der 

weiteren Proteomuntersuchung zugeführt wurden. In dieser Proteomuntersuchung bilden 

diese älteren Zellen den Ausgangswert, von dem aus die Thrombozytopoese begann. 
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Die Gegenüberstellung des Proteoms von Zellen dieser Arbeit mit Zellen aus 

Lagerungsexperimenten zeigte eine Anzahl Proteine, die über den Zeitraum dieser Arbeit 

invers zu denen durch Lagerung gealterten reguliert waren (s. Tabelle 25). Auch dies 

unterstützt die Vermutung, dass an Tag drei die älteste Population vorlag, die sich 

anschließend wieder zur physiologischen mittelalten Population verjüngte. Dadurch lagen 

diejenigen Proteine, die charakteristisch für ältere Zellen sein könnten, bereits an Tag drei 

vor, während sie sich in den Lagerungsexperimenten erst später als reguliert zeigten. 

 

Diese stark gealterte Thrombozytenpopulation des dritten Tages drückt sich in Abbildung 

11 durch die stärkste Repression bzw. Induktion der Proteine im Verlauf des gesamten 

Experimentes aus. Die sich in den folgenden Tagen an den jeweiligen Ausgangswert 

annähernden Werte von Expression (s. Abbildung 11) und nur moderat schwankendem 

MPV im peripheren Blut (s. Abbildung 15) lassen die Vermutung zu, dass die (durch die 

einsetzende Thrombopoese) neu gebildeten Blutplättchen zwar die Gesamtpopulation 

wieder verjüngen, jedoch nur insofern als Gegenpol zu den erzeugten alten Plättchen 

dienen können, als sie im Proteom insgesamt einen so deutlichen Ausschlag wie am dritten 

Tag verhindern. Ihr Anteil ist aber in der Konsequenz der Apheresen nicht groß genug, um 

die Population signifikant zu verjüngen. Zwar wird das MPV um ca. 10% erhöht (dies 

entspricht auch in etwa dem Anteil neu gebildeter Thrombozyten an der 

Gesamtpopulation); um einen signifikanten Niederschlag der Verjüngung im Proteom zu 

zeitigen, müsste sich allerdings die Expression der Proteine um 50% im Vergleich zum 

Ausgangswert ändern. Diese strikten Kontrollen vermindern zwar vordergründig eine 

schnelle Ergebniserhebung, waren jedoch notwendig, um die Falschpositivenrate so 

niedrig wie möglich zu halten.  

Zusätzlich zu dieser Ausgangssituation unterlagen auch die neu gebildeten Zellen 

fortlaufend der Alterung, so dass sich ihr Proteom nach einigen Tagen nicht mehr von dem 

der an Tag drei vorhandenen Zellen unterscheiden konnte. Das Resultat ist die auf den 

beobachteten Ausschlag in der Proteinexpression des dritten Tages folgende langsame 

Normalisierung der Situation in Blutbild und Proteom im Verlauf der Thrombopoese. 

Durch parallele Neubildung und die den Thrombozyten eigene, relativ schnelle 

Zellalterung entsteht ein Fließgleichgewicht: das Proteom der Plättchen – welches die  

Funktionalität der Zellen widergespiegelt – bleibt durch diesen Mechanismus während 

weiter Teile der Thrombopoese und somit während eines Thrombozytenlebens fast 

unverändert (s.Abbildung 11). Starke funktionale Veränderung scheint sich erst gegen 

Ende der Zirkulationszeit eines Blutplättchens zu ergeben. Das Ergebnis dieser 
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Veränderungen ist in der Expressionsänderung des Proteoms am dritten Tag des 

vorliegenden Experiments ersichtlich. 

 

Abbildung 15 zeigt, wie bereits erwähnt, das mittlere Thrombozytenvolumen vergleichend 

im peripheren Vollblut und in dem durch differentielle Zentrifugation gewonnenen 

plättchenreichen Plasma (PRP), aus dem schließlich das Thrombozytenproteom gewonnen 

wurde. Das PRP weist dabei Zellen auf, die im Mittel 25,6 % kleiner sind als die des 

peripheren Blutes. Dieser Effekt mag osmotisch mitbegründet sein, da der Waschpuffer 

eine andere Umgebung für die Zellen darstellt als das menschliche Blut; das der 

Gewinnung von PRP zugrunde liegende Verfahren ist jedoch dem einer Apherese so 

ähnlich, dass dieselben Artefakte zu erwarten sind. Die in Abbildung 15 dargestellten 

Volumenunterschiede der Blutplättchen sind also in weiten Teilen auf die Präparation der 

Zellen zurückzuführen. Daraus geht hervor, dass bei der differentiellen Zentrifugation zur 

Präparation der Blutplättchen das mittlere Plättchenvolumen signifikant abgefallen ist und 

dass somit vor allem die größeren Thrombozyten als Artefakt des Verfahrens entfernt 

wurden und die Gesamtpopulation wiederum künstlich gealtert wurde.  

 

In der Folge werden der gelbasierten und der massenspektrometrischen Analyse Zellen 

zugeführt, deren Population zweifach künstlich gealtert wurde. 

 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen:  

• Statt einer verjüngten, langsam alternden Population, die sich während des Alterns 

kontrolliert verfolgen ließ, war die Folge der Apheresen eine 

Thrombozytenpopulation hohen Alters, die sich wieder ihrem jüngeren 

physiologischen Sollwert angepasst hat. Durch die permanent fortschreitende 

Alterung auch der neugebildeten Zellen wurde eine Gegenüberstellung zwischen 

junger und alter Population jedoch erschwert. 

• Die Selektion vorwiegend alter Plättchen während der Zellgewinnung mittels 

differenzieller Zentrifugation hat erneut zum Erhalt einer älteren Population 

beigetragen. Eine aussagekräftige Proteinregulation (und damit ein altersbedingter 

Proteomunterschied) lässt sich folglich vor allem im Vergleich zwischen Zellen des 

Tages Drei und denen der anderen Tage beobachten. Dies bedeutet, dass eine 

physiologische mittelalte Population mit einer stark gealterten Population 

verglichen wird. Die Folgen der Zellalterung können also verfolgt werden – allein 
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der Vergleich mit sehr jungen Thrombozyten ist nicht möglich. Allerdings lässt das 

während weiter Teile einer Thrombozytenzirkulationszeit unveränderte Proteom 

der Zellen es sehr wahrscheinlich scheinen, dass sich kein wesentlicher 

funktionaler Unterschied zwischen jungen und mittelalten Thrombozyten ergibt. 

Erst gegen Ende der Zirkulationszeit verändert sich das Proteom deutlich. 

• In dieser signifikanten Veränderung sind Anhaltspunkte zu vermuten, die 

Aufschluss über funktionale Einschränkungen der Plättchen geben sowie über 

Signale, die zur Aussonderung und zum Zelluntergang gegen Ende der 

Zirkulationszeit eine Rolle spielen mögen. 

 

Die durch die Präanalytik entstandenen Artefakte sind auf die Tatsache zurückzuführen, 

dass es sich bei dem vorliegenden Experiment um eine Pilotstudie handelt und bislang auf 

keine Erfahrungswerte zurückgegriffen werden konnte. Es erfolgte wie erwähnt keine 

direkte Gegenüberstellung von alten und jungen Thrombozyten, dennoch war es möglich, 

das Proteom relativ alter Plättchen zu erzeugen und zu untersuchen, was viel 

versprechende  Möglichkeit zu sein scheint, die Physiologie des Alterns von Blutplättchen 

besser zu verstehen.  

Angeregt durch die Ergebnisse dieser Arbeit werden die Verfahren zur Gewinnung von 

Thrombozyten sowie die Präparation von Plättchen aus dem Vollblut weiter optimiert und 

ein zuverlässiges Protokoll zur Gewinnung von sowohl jungen als auch alten Blutplättchen 

erarbeitet. 

 

Die oben beschriebenen Veränderungen und Ergebnisse waren zunächst unerwartete 

Gegebenheiten, die sich aus der angewendeten Methode ergaben.  

 

Die wichtigen aus dieser Arbeit resultierenden Schlussfolgerungen sind: 

• Mittels Apherese lässt sich die Thrombozytenzahl gezielt verringern, um eine 

Thrombozytopoese hervorzurufen.  

• Die DIGE-Technologie erlaubt eine hoch differenzierte qualitative wie quantitative 

Aussage. 

• Ein Effekt der Apherese ist bislang die Entfernung eher größerer Plättchen. 

• Jüngere Thrombozyten scheinen ein größeres Volumen zu haben. 

• Für die vorliegende Arbeit wurden zur Gewinnung und Präparation der Plättchen 

international etablierte Verfahren genutzt. Bisherige Publikationen über das 

Thrombozytenproteom, denen eine Apherese oder eine differentielle Zentrifugation 
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zugrunde lag, haben somit aufgrund der Präparation die Subpopulation größerer 

Plättchen reduziert und dadurch vorwiegend ältere Plättchen als Gegenstand 

gehabt. Vermutlich sind die Arbeit und die Publikationen anderer Labore dadurch 

vor ein Problem gestellt, das bisher unbekannt war oder unterschätzt wurde. 

• Bei den durch Apherese gewonnenen und zur Transfusion bestimmten 

Thrombozytenkonzentraten werden vornehmlich junge Zellen übertragen - 

inwieweit ihre Funktion durch die Apherese verändert wurde, ist jedoch bislang 

ungeklärt. 

• Es wurden gezielt alte Blutplättchen untersucht, um einen Einblick in den Prozess 

des Alterns dieser Zellen zu gewinnen. Ein Vergleich mit dem Proteom von durch 

Lagerung gealterten Zellen gibt Hinweise darauf, dass in beiden Vergleichsgruppen 

ähnliche Prozesse ablaufen – dass allerdings auch einige Unterschiede im Proteom 

vorliegen, die möglicherweise auf die leicht unterschiedlichen Arbeitsprotokolle 

zurück zu führen sind. 

• Über weite Teile des Thrombozytenlebens bleibt das Proteom beinahe unverändert. 

• Thrombozyten speichern mit steigendem Lebensalter immer mehr Faktor XIII - 

während die anderen Gerinnungsfaktoren offensichtlich nicht angereichert werden. 

• Alte Plättchen weisen signifikant weniger Proteine der Proteinbiosynthese, der 

Hämostase und der zellulären auf. Eine Untersuchung bezüglich funktionaler 

Einschränkungen wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt. 

• Eventuelle Markerproteine für ältere Thrombozyten könnten – auch mit Hinblick 

auf die Ergebnisse der Lagerungsexperimente – Thrombosponin, Gelsolin, 

Coronin, Fibrinogen und Filamin sein. 

 

Es ist somit gezeigt, dass Unterschiede im Proteom zwischen jungen und alten 

Thrombozyten existieren und dadurch die beiden Fragestellungen zu Beginn dieser Arbeit 

positiv beantwortet werden können.  

Zur Absicherung der Unterschiede, die in dieser Arbeit herausgearbeitet wurden, sind in 

der Zukunft noch weitere Experimente erforderlich. Die Ergebnisse dieser Arbeit können 

als Anreiz aufgefasst werden, die Verfahren zur Gewinnung von Thrombozyten (auch im 

Sinne der Patienten) stetig zu verbessern. Außerdem sollten die vorgelegten Ergebnisse 

Anregung sein, die Alterung von Thrombozyten auch unter funktionalen Aspekten zu 

untersuchen. 
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Und schließlich legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, den Einfluss der Alterung von 

Blutplättchen sowie den Einfluss der Artefakte der herkömmlichen Gewinnung der 

Plättchen auf die Resultate in bisherigen Publikationen zu überprüfen. 

Somit kann ein tieferes Verständnis der Alterungsprozesse in Thrombozyten gewonnen 

werden und die Diagnostik in Zukunft vielleicht um eine weitere Möglichkeit bereichert 

werden. 

 

 

4.2. Zur Transfusion bestimmte Thrombozyten 
 

 

Ausschlaggebend für die Initiierung dieses Projekts war die Tatsache, dass zur Transfusion 

vorgesehene Thrombozyten gewisse Reinheitskriterien erfüllen müssen. Hierzu werden 

ständig neue Verfahren zur Pathogeninaktivierung erdacht und etabliert. Ein Kriterium zur 

Anwendbarkeit dieser Verfahren ist jedoch, dass die zu transfundierenden Zellen keinen 

Funktionsverlust erleiden. Mit dem vorliegenden Projekt sollte ein neues Protokoll zur 

Pathogeninaktivierung getestet werden, bei dem Thrombozyten unter UV-A-Bestrahlung 

mit der interkalierenden Substanz Psoralen inkubiert wurden. Diese soll während der 

Bestrahlung an Nukleinsäuren binden, hier Quervernetzungen ausbilden und die 

Nukleinsäuren dadurch unbrauchbar machen. Die hohe Spezifität für Nukleinsäuren soll 

dabei verhindern, dass auch Proteine verändert und dadurch gegebenenfalls unbrauchbar 

werden. 

 

Entgegen der Erwartungen zeigten sich - wie im Ergebnisteil dieser Arbeit dargestellt - 

einige Proteinspots nach einer Bestrahlung in ihrer Menge beeinträchtigt. Diese veränderte 

Proteinzusammensetzung soll im Folgenden diskutiert werden. 

 

Die in Abbildung 21 dargestellte Überprüfung auf Proteinabbau während des 

Versuchsverlaufes diente der Präzisierung gefundener Proteinmodifikationen, da gerade in 

Thrombozyten, die nur über eine begrenzte Synthesefähigkeit verfügen, die Modifikation 

von Proteinen, z.B. durch Proteolyse, eine große Rolle spielen kann. 

Sie zeigte wie oben erwähnt einige niedermolekulare Proteine, die eine geringere 

Wegstrecke im Gel zurückgelegt hatten, als es die Berechnung erwarten ließ. Bei beiden 

Proteinen handelt es sich um Casein oder eine Vorstufe desselben. Dies ist wahrscheinlich 

auf ein Anbinden des Moleküls an ein anderes Protein bzw. an Moleküle des Gels oder des 



Dissertation Johannes Braune   Diskussion 

87 

IPG-Streifens der ersten Dimension zurückzuführen, so dass das Protein keine seiner 

Molekülmasse entsprechende Strecke zurücklegen konnte. 

Bei den hochmolekularen Proteinen, die Abbildung 21 zufolge im Gel überproportional 

weit gelaufen waren, handelt es sich um Filamin, Spectrin und Talin. Bei Talin ist von 

einem verstärkten Abbau auszugehen, der entweder in den jeweiligen Zellen stattgefunden 

hat, beispielsweise durch Fragmentierung der Proteine durch die Bestrahlung; oder aber 

durch einen späteren Zerfall der Moleküle während des Experimentes zu erklären ist.  

Bei den anderen genannten Proteinen konnte kein Abbau nachgewiesen werden. 

Möglicherweise können diese Proteine daher als reguliert angesehen werden. 

 

Mit Proteinen wie Hypoxia up-regulated protein 1, einem Protein, das lebenswichtige 

Aufgaben bei Sauerstoffmangel hat, Peroxiredoxin 6, welches Zellen durch den Abbau von 

Wasserstoffperoxid schützt, dem Thioredoxin-like Protein 2 (vermutlich eine regulierende 

Einheit im Thioredoxinsystem) und der Thioredoxin-dependent Peroxidreduktase sind 

wichtige Bestandteile des Thioredoxin-Systems durch die Bestrahlung in ihrer Expression 

hochreguliert worden (s. Tabelle 27). Sie dienen vor allem dem Erhalt des Redoxstatus 

einer eukaryotischen Zelle und sind Teil der Antwort auf oxidativen Stress. Darüber hinaus 

nehmen sie regulierende Aufgaben im Pentosephosphatweg wahr und wirken in 

Thrombozyten bei der Fixierung von Sauerstoff mit. Offenbar sind diese Proteine sowohl 

nach Psoralen- als auch nach Riboflavininkubation in ihrer Expression gesteigert worden, 

wobei die Psoralenbehandlung bei allen Proteinen dieses Redoxsystems eine 

schwerwiegendere Reaktion provoziert hat. Erstaunlicherweise können also auch 

Thrombozyten – bei völliger Abwesenheit von DNA – allein durch Prozessierung 

vorhandenen Materials und durch Proteinbiosynthese mittels zellulärer Splicosomen eine 

drastische und spezifische Induktion bestimmter Proteine bewirken. Die Behandlung mit 

UV-A Licht und interkalierenden Substanzen scheint folglich eine oxidative Belastung für 

die Zellen nach sich zu ziehen, der die Plättchen mit einer höheren Expression der jeweils 

protektiven Proteine begegnen. 

 

Auch bei den Signalproteinen führte die angegebene Behandlung zu einer Steigerung der 

Expression, wobei auch hier wiederum Riboflavin eine geringere Veränderung nach sich 

zog. Besonders auffällig ist die cAMP-abhängige Proteinkinase Typ IIα, die auf einen über 

100-fachen Wert ihrer normalen Ruheexpression hochreguliert wurde. Proteinkinasen sind 

universelle und unverzichtbare Werkzeuge der Signaltransduktion in höheren Organismen, 

die durch Proteinphosphorylierung die Proteinexpression und -funktion, Zellwachstum und 
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-differenzierung und damit das Überleben der Zelle beeinflussen können (Lorincz and 

Reed 1984). Spätestens seit der Erstveröffentlichung der Resultate des Menschlichen 

Genom-Projektes (Venter, Adams et al. 2001) ist offensichtlich, dass die anfänglich 

angenommene Zahl von Proteinkinasen weit übertroffen wurde. Nach neueren Annahmen 

liegen mehr als 2000 Gene vor, die für Proteinkinasen kodieren (Ficarro, McCleland et al. 

2002). Die hier aufgeführte Proteinkinase dient v.a. der Verbindung der Zellmembran mit 

Ankerproteinen und ist in diesem Zusammenhang besonders für ihre Interaktion mit der 

MAP2 Kinase bekannt, die ihrerseits Teil einer stressbedingten Signalkaskade ist. 

 

Einige Strukturproteine wurden ebenfalls durch die angewandte Behandlung höher 

exprimiert. Hierbei zeigte sich, dass Riboflavin hingegen in einigen Fällen zu einer gegen 

den Ausgangswert neutralen Expression führte, also keinen Einfluss auf das Proteom hatte; 

Beispiele für dieses neutrale Verhalten nach Inkubation mit Riboflavin sind Talin und 

Filamin A. 

Psoralen hingegen führte bei vielen Proteinen zu einer sehr deutlich erhöhten Expression, 

bei Tubulin in einigen Spots sogar zu einer bis zu über 10fach gesteigerten Expression.  

 

Deutlich zeigt sich also infolge der Bestrahlung in allen aufgeführten Proteingruppen eine 

Beeinflussung der Zellen, die sich in der Veränderung des Proteoms niederschlägt. Fast 

immer führte eine Bestrahlung zu einer erhöhten Expression, wobei Riboflavin gemeinhin 

einen milderen Effekt als Psoralen zeitigte. 

Aus den durch diese Arbeit gewonnenen Ergebnissen muss der Schluss gezogen werden, 

dass das untersuchte Verfahren zur Pathogeninaktivierung einige Veränderungen in den 

Zellen hervorruft. Daher besteht Anlass zu der Hypothese, dass durch Anwendung dieses 

Verfahrens die behandelten Thrombozyten auch funktional in Signalverarbeitung und 

zellulärer Stabilität beeinträchtigt werden. 

Anhand der für diese Arbeit gewonnenen Daten kann jedoch von keiner Gefährdung der 

Qualität der zu transfundierenden Zellen oder der Gesundheit von Patienten ausgegangen 

werden.  

 

Das neue Verfahren zur Pathogeninaktivierung in Thrombozytenkonzentraten scheint also 

ein viel versprechender Ansatz für noch mehr Sicherheit bei der Übertragung von 

Blutprodukten. Dennoch führten in der Vergangenheit immer wieder Veränderungen eines 

einzelnen Moleküls zu schweren Veränderungen des gesamten Organismus. Die 



Dissertation Johannes Braune   Diskussion 

89 

Auswirkungen in der Praxis bleiben also abzuwarten und sind ein interessanter Gegenstand 

für weitere Untersuchungen. 
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5. Zusammenfassung 
 

 

Thrombozyten spielen in der Hämostase, bei Entzündungen und auch in der Wundheilung 

eine wichtige Rolle.  

Sie können Gegenstand schwerer Krankheiten sein, finden aber auch im therapeutischen 

Bereich in Form von Thrombozytenkonzentraten Anwendung. 

Obwohl sie im täglichen klinischen Leben eine große Rolle spielen, wird ihre Physiologie, 

werden die Abläufe, die unablässig in den kernlosen Zellen stattfinden, erst langsam 

verstanden. 

 

 

5.1. Junge und alte Thrombozyten 
 

 

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es, nach gezielter Entnahme eines Großteils der 

peripher zirkulierenden Blutplättchen mittels 2D-Gelelektrophorese im Proteom 

Anhaltspunkte für (funktionelle) Unterschiede zwischen jungen und alten Thrombozyten 

zu definieren. 

Die nach den Apheresen einsetzende Thrombozytopoese lieferte auch tatsächlich mit einer 

Rate von ca. 10000 Zellen/µl/Tag die erhofften jüngeren Plättchen. Ihr Anteil an der 

Gesamtpopulation wurde jedoch stark überlagert durch die in der Apherese entstandene 

alte Plättchenpopulation. Diese ergab sich aus der Tatsache, dass bei der differentiellen 

Zentrifugation der Apherese vor allem größere Plättchen depletiert werden, die – wie sich 

herausstellte – die jüngeren Zellen sind. 

Weitere Beeinträchtigung erfuhr das Analyseergebnis durch die Präparation von PRP, die 

ebenfalls auf dem Prinzip der differentiellen Zentrifugation basiert und somit die gleichen 

Artefakte und Veränderungen zeitigte wie eine Apherese – in der vorliegenden Arbeit die 

Artefakte also verstärkte. 

Trotz dieser unerwarteten Einflüsse ist es gelungen, einen Vergleich zwischen der 

physiologischen mittelalten Population und der stark gealterten, durch Apherese und PRP-

Präparation gewonnenen Population zu ziehen. Dieser Vergleich stellt eine gewisse 

Beeinträchtigung der Zellen in verschiedenen Bereichen des Proteoms heraus, wie 

Signalverarbeitung, Proteinbiosynthese, Gerinnung sowie zellulärer Stabilität und 
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Flexibilität. Hier könnten im Zuge der weiteren Forschung erste Anhaltspunkte für die 

Entdeckung von Signalgebern zu Apoptose und Phagozytose am Ende eines 

Thrombozytenlebens gesucht werden. 

Außerdem konnten durch das Design der Studie bisher unentdeckte Artefakte des 

Aphereseverfahrens und der PRP-Präparation nachgewiesen werden. 

 

Für die Zukunft ist es wichtig, für die Apherese sowie für die Gewinnung der Plättchen aus 

PRP ein Protokoll zu entwickeln, das auch Thrombozyten unterschiedlicher Morphologie 

der Proteomanalyse zuführen kann. Da die Gewinnung von Blutplättchen mittels Apherese 

oder PRP sehr verbreitet ist, sie aber (wie gezeigt wurde) vornehmlich größere Plättchen 

extrahiert, sind Fortschritte in den präanalytischen Protokollen für die weltweite 

Thrombozytenforschung von Interesse.  

Für die Definition von Unterschieden zwischen verschieden alten 

Thrombozytenpopulationen hat sich die Proteomuntersuchung und damit die DIGE-

Technologie aufgrund der hohen Differenziertheit bewährt. 

 

 

5.2. Zur Transfusion bestimmte Thrombozyten 
 

 

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte ein neues Verfahren zur Pathogeninaktivierung, 

welches die interkalierende Wirkung von Psoralen in Kombination mit UV-A Licht nutzt, 

an Thrombozytenkonzentraten überprüft werden. Unklar war bislang, ob dieses Verfahren 

selektiv nur Nukleinsäuren unbrauchbar macht und somit ausschließlich Bakterien und 

Viren schadet oder ob es ebenfalls die zu schützenden Blutplättchen in Mitleidenschaft 

zieht - sei es durch Veränderung ihrer mRNA oder unmittelbar durch Veränderung der 

bereits vorhandenen Proteine. Die in Blutplättchen vorhandene mRNA wurde nicht 

untersucht; im Verlauf dieses Projektes konnte hingegen gezeigt werden, dass sich das 

Proteom der Thrombozyten in verschiedener Hinsicht signifikant veränderte. Proteine 

wichtiger Funktionsbereiche von Blutplättchen, wie die Signalverarbeitung, zeigten sich in 

Teilen verändert.  

Das Ausmaß dieser Veränderungen ist jedoch gering und das Proteom der Zellen 

insgesamt kaum verändert.  
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Als Schlussfolgerung kann also gezogen werden, dass auch durch diese Arbeit die 

Unbedenklichkeit der Reinigung von Blutprodukten auf die oben angegebene Weise 

bestätigt wurde. 
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