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Einleitung 
 

Arterielle Hypertonie ist eine Volkskrankheit insbesondere in industrialisierten 

Ländern und spielt eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung kardiovaskulärer 

Erkrankungen wie Apoplex, Myokardinfarkt sowie Herz- und Nierenversagen. Die 

Behandlung von Bluthochdruck führt zu einer signifikanten Risikoreduktion für 

Apoplex und Myokardinfarkt1.  

Thrombozyten spielen in jedem Stadium der durch Hypertonie hervorgerufenen 

Endorganschädigung eine Rolle. Hierbei unterliegen auch die Thrombozyten selbst 

diversen Veränderungen. Die Erforschung der ursächlichen Mechanismen sowie der 

pathophysiologischen Folgen solcher Veränderungen stellt eine große 

Herausforderung dar. Unabhängig davon könnten spezifisch durch Hypertonie 

veränderte Proteinkonzentrationen als Biomarker verwendet werden, um Diagnostik 

und Therapie der Hypertonie zu vereinfachen. Ähnlich wie mittels des HbA1c eine 

Aussage über die Qualität der Blutzuckereinstellung gemacht werden kann. Solch 

einen Marker anhand von Thrombozyten zu finden ist aus drei Gründen 

vielversprechend: 1) Thrombozyten können einfach und schnell gewonnen werden, 

bieten also eine gute Voraussetzung für ein Screening, 2) Thrombozyten spielen bei 

der Athero- und Thrombogenese eine zentrale Rolle, sind also von Veränderungen 

bereits vor der Entstehung von Komplikationen betroffen, 3) Thrombozyten 

zirkulieren bis zu 10 Tage im Gefäßsystem, kommunizieren während dieser Zeit 

fortwährend mit ihrer Umgebung und „speichern“ die gewonnene Information in Form 

von exprimierten Oberflächenmarkern und durch Sekretion veränderten 

Proteingehalts. 

Um einen Biomarker zu finden, ist es zielführend, große Teile des 

Thrombozytenproteoms gleichzeitig zu untersuchen. Hierfür bietet sich die 

zweidimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese (2D-PAGE) an. Mit Hilfe der 2D-

PAGE lässt sich eine große Zahl von Proteinen gleichzeitig quantitativ Darstellen. 

Dies bietet eine gute Grundlage zum Vergleich von Thrombozyten unterschiedlicher 

Aktivierungszustände. Die 2D-PAGE ist eine aufwendige Methode, wodurch die 

Fallzahl von Individuen, die in Studien untersucht werden können, limitiert wird. Um 

dennoch statistisch valide Aussagen treffen zu können, muss die untersuchte 

Population maximal standardisiert werden. Hierzu ist die Verwendung eines 
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Tiermodells unumgänglich. Es gibt diverse Tiermodelle des Bluthochdrucks, 

hauptsächlich an der Ratte. Sowohl beim transgenen cyp1a1ren2-Modell, als auch 

durch Implantation von Angiotensin II (ANG II) Minipumpen lassen sich Ausmaß und 

Dauer des Bluthochdrucks genau steuern. Bei diesen Tiermodellen ist die der 

Bluthochdruckentwicklung zugrundeliegende Physiologie bekannt und es ist kein 

bzw. nur ein minimalinvasiver Eingriff zur Induktion notwendig. Thrombozyten von 

diesen Modellen eignen sich folglich zur vergleichend gegenüberstellenden 

Proteomanalyse.  
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Methoden 

Versuchstiere 

Die Tierversuche wurden mit F344-Ratten (Harlan Winkelmann, Borchen, 

Deutschland) und transgenen cyp1a1ren2 Ratten (TGR) der Universität Greifswald 

(Stammtiere der University of Edinburgh, Edinburgh, UK) durchgeführt. Die Tiere 

wurden in temperatur- und feuchtigkeitskontrollierter Umgebung mit Licht von 6 – 18 

Uhr gehalten. Sie hatten freien Zugang zu Rattenfutter (Ssniff, Söst, Deutschland) 

und Leitungswasser ad libitum. 

Sämtliche Tierexperimente wurden durch eine Ethikkommission genehmigt 

(Aktenzeichen für Tierversuche an TGR: LVL M-V/TSD/7221.3-1.1-017/04; 

Aktenzeichen für Tierversuche an F344-Ratten: LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-018/06). 

Telemetrische Messung des arteriellen Blutdruckes 

Um den hypertensiven Effekt zu standardisieren wurde TGR in einem Vorversuch 

Telemetriesonden (TA11PA-C40, DSI-Transoma Medical, St. Paul, MN, USA) 

implantiert, über die Blutdruck und Herzfrequenz regelmäßig aufgezeichnet wurden. 

Die Implantation erfolgte aseptisch unter Ether-Anästhesie über eine abdominelle 

Mittellinieninzision. Die Messsonden wurden in die abdominelle Aorta eingeführt, die 

Transmitter in der oberen Bauchhöhle fixiert. Die Daten wurden mittels der LabPro 

Software Version 3.11 (DSI-Transoma Medical) aufgezeichnet und sind als 24h-

Mittelwerte angegeben. 

Plama Prorenin, Renin und Aldosteronkonzentrationen 

Die Blutdruckmessung mittels implantierter Telemetriesonden ist für Untersuchungen 

des Thrombozytenproteoms aufgrund des notwendigen chirurgischen Eingriffs nicht 

praktikabel. Um für die Untersuchung der Thrombozyten unabhängig von 

Telemetriesonden für die Druckmessung zu sein, fanden Vorversuche statt bei 

denen die erforderliche Dosis von Indol-3-Carbinol (I3C) bzw. ANG II bestimmt 

wurde, um den mittleren arteriellen Druck (MAP) konstant bei ca. 160mmHg zu 

halten. Neben der Messung des Blutdruckes erfolgte die Bestimmung von Plasma 

Prorenin, Renin und Aldosteron. Anhand des Verlaufs dieser Laborparameter wurde 

im späteren Hauptversuch indirekt auf den Erfolg der Induktion bzw. Infusion 
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geschlossen. Aussagen über die tatsächliche Höhe des Blutdruckes sind damit 

jedoch nicht möglich. 

 

Einfluss 14tägiger, ANG-II-abhängiger Hypertonie auf das Thrombozyten-

proteom von TGR 

TGR verfügen über ein ren-2 Transgen der Maus welches durch den cytochrom 

P450-Promotor cyp1a1 Kontrolliert wird. Das transgen wird hauptsächlich in der 

Leber exprimiert, wo die Expression durch unterschiedliche Xenobiotika 

einschließlich der Aryl-Hydrocarbon Verbindung Indol-3-Carbinol (I3C; Sigma-Aldrich, 

Taufkirchen, Deutschland) induziert werden kann. Verabreichung von I3C mit dem 

Futter führt zu dosisabhängiger und stabiler Hypertonie. 

Um den Blutdruckeffekt von I3C zu kontrollieren, wurden TGR Telemetriesonden 

implantiert und dann mit Futter, dem I3C in einer Konzentration von 0,167% 

zugesetzt wurde oder Kontrollfutter gefüttert. Nachdem so der Blutdruckeffekt von 

I3C bestätigt wurde, ist über einen Zeitraum von 14 Tagen eine separate Gruppe von 

TGR (n=10) mit I3C haltigem Futter und eine Kontrollgruppe (n=10) mit 

Standardfutter gefüttert worden. Zuvor wurde den Tieren retroorbital 1 ml Blut 

entnommen um Prorenin, Renin, Aldosteron, Serum Kalium, und Serum Natrium zu 

bestimmen.  

Die Gesamtzahl von 20 Ratten wurde während drei identischer, 

aufeinanderfolgender Experimente gewonnen. Nach 14 Tagen wurde aus der 

abdominellen Aorta Blut entnommen und daraus die Thrombozyten zur Durchführung 

der zweidimensionalen differentiellen in-gel Elektrophorese (2D-DIGE), wie unten 

beschrieben, isoliert. 

 

Einfluss 14tägiger, ANG-II-abhängiger Hypertonie auf das 

Thrombozytenproteom von F344-Ratten 

Um den Blutdruckeffekt der ANG II Infusion zu kontrollieren wurden F344-Ratten 

Telemetriesonden zur Blutdruckaufzeichnung implantiert und dann mit ANG II bzw. 

NaCl behandelt. Die Induktion der Hypertonie erfolgte bei 12-20 Wochen alten F344-

Ratten über ANG II Minipumpen (Alzet osmotic pumps, Charles River Laboratory, 

Charles River Laboratories Research Models and Services Germany GmbH, 
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Sulzfeld, Deutschland). Diese wurden subkutan implantiert und waren entweder mit 

Vehikel (physiologischer Kochsalzlösung) oder mit ANG II geladen. Die Infusionsrate 

betrug ca. 450ng ANG II /kgKG/min. 

Nach Bestätigung des Blutdruckeffektes wurde auf eine Messung des Blutdruckes 

verzichtet. Der Erfolg der ANG II Infusion wurde indirekt anhand des Verlaufs von 

Renin und Aldosteron kontrolliert. Vierzehn F344-Ratten wurden Alzet-Minipumpen 

mit physiologischer Kochsalzlösung (n=7) oder ANG II (n=7) subkutan im Rücken 

implantiert. Die Behandlung erfolgte über 14 Tage in einer Dosis von 450ng*kgKG-

1*min-1ANG II bzw. NaCl. Danach wurde Blut über den retroorbitalen Plexus 

entnommen und daraus Thrombozyten zur Durchführung der 2D-DIGE wie unten 

beschrieben isoliert. 

Rückbildung des ANG II induzierten Effektes auf das Thrombozytenproteom 

nach Pausierung der Behandlung 

Zur Kontrolle der Rückbildung der Veränderungen wurden bei vier F344-Ratten nach 

der 14tägigen ANG-II-induzierten Hypertoniephase die Minipumpen explantiert und 

nach einer 10tägigen Erholungsphase die Thrombozyten zur Durchführung der 2D-

DIGE isoliert. 

Einfluss von Blutentnahmen auf die ANG-II-induzierten Veränderungen im 

Thrombozytenproteom von F344-Ratten 

Bei acht F344-Ratten wurde über 14 Tage ANG II in einer Dosis von 450ng*kgKG-

1*min-1 (n=4) oder NaCl (n=4) über osmotische Minipumpen infundiert. An den 

Tagen -8, 3,10 und 14 der ANG II Infusion wurde den Ratten retroorbital 3 ml Blut 

entnommen und Thrombozyten zur Durchführung der 2D-DIGE wie beschrieben aus 

dem Vollblut isoliert. 

Einfluss von Blutentnahmen auf das Thrombozytenproteom normotensiver 

F344-Ratten 

Bei vier unbehandelten F344-Ratten wurde zweimal mit siebentägigem Abstand 

retroorbital 3 ml Blut entnommen. Vier Tage später wurde erneut 3 ml Blut 

abgenommen und die Thrombozyten zur Durchführung der 2D-DIGE wie 
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beschrieben isoliert. Als Vergleichsgruppe dienten 4 gänzlich unbehandelte F344-

Ratten. 

 

Einfluss der Stimulation des Thrombopoetinrezeptors auf das 

Thrombozytenproteom normotensiver F344-Ratten 

Um den Verlauf der Thrombozytenzahl nach Injektion des Thrombopoetinrezeptor-

Agonisten Romiplsotim (NplateTM; AMGEN, München, Germany) zu bestimmen, 

wurde in einem Pilotexperiment eine Dosis von 30 µg/kg Körpergewicht einmalig 

subkutan appliziert. Am fünften Tag nach Injektion erreichte die Thrombozytenzahl 

das Maximum. Anschließend wurde unbehandelten Ratten entweder Romiplostim 

(30 µg/kg Körpergewicht (n=5)) oder Kochsalz (n=5) subkutan injiziert. Nach fünf 

Tagen erfolgte die Entnahme von 3 ml Blut aus dem retroorbitalen Plexus zur 

Analyse des Thrombozytenproteoms.  

 

Thrombozytenisolation aus Rattenblut 

Gewinnung von plättchenreichem Plasma (PRP) 

Drei Milliliter Vollblut wurden in Röhrchen abgenommen, in denen 300 µl EDTA 

(10%), 320 Einheiten Hirudin, sowie 1mM Pefabloc vorgelegt war. Nach Zugabe von 

1 µl PGE1 pro ml Vollblut wurde dieses 30 Minuten bei 500 x g (Bremse 0) 

zentrifugiert. 1080 µl Plasma aus dem Überstand wurden nachfolgend abgenommen, 

in 1,5 ml Eppendorfröhrchen gegeben und bei -70°C tiefgekühlt. Dieses wurde vom 

Institut für klinische Chemie weiterverarbeitet. Das aus der Blutprobe entnommene 

Volumen an Plasma wurde durch Lösung 2 ersetzt. Anschließend wurde das Blut in 

einem 13 ml PS-Röhrchen 1:2 mit Lösung 2 verdünnt, PGE1 (1 µl/ml Vollblut) und 

Pefabloc (10 µl/ml Lösung 2) zugegeben und erneut zentrifugiert (7 min, 200 x g, 

Bremse 0). Der Überstand wurde in einem frischen 13 ml PS-Röhrchen mit ACD-A 

auf pH 6,5 eingestellt (1 Teil ACD-A auf 10 Teile Überstand) und nach Zugabe von 

PGE1 (1 µl/ml Überstand) zentrifugiert (30 min, 650 x g, Bremse 0). Das 

Thrombozytenpellet wurde in 4 ml Lösung 2 resuspendiert.  
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Lösung 1 für Tyrode 
Substanz Hersteller Menge  
NaCl Roth, Karlsruhe 80g  
KCl Merck, Darmstadt 2g  
NaHCO3 Merck, Darmstadt 10g  
NaHPO4 Merck, Darmstadt 0,5g  
A. bidest  ad 500 ml  

 
Tyrode Ansatz 
Substanz Hersteller Menge  
Glucose (10% in a.bidest) Braun, Melsungen 2,0 ml  
Lösung 1  5 ml  

HEPES (0,5M, pH 7,3) Sigma-Aldrich, 
Hannover 1 ml  

A. bidest  ad 100 ml  

Adenosin Sigma-Aldrich, 
Hannover 40mg  

Theophyllin Sigma-Aldrich, 
Hannover 18mg  

 
Lösung 2 (Tyrode mit BSA) 
Substanz Hersteller Menge  

Tyrode ohne BSA Sigma-Aldrich, 
Hannover 70 ml  

BSA (10%) Serva, Heidelberg 2,52 ml  
 
Lösung 3 (Tyrode ohne BSA) 
Substanz Hersteller Menge  
Tyrode Ansatz  100 ml  
Hirudin (80U/µl) Behringwerke, Marburg 40 µl  
auf 37°C erwärmen und mit HCl auf pH 6,5 einstellen 

 
Die Thrombozytensuspension wurde mit PGE1 (1 µl/ml) versetzt und anschließend 

zur Erythrozytendepletion zentrifugiert (5 min, 75 x g, Bremse 0). Der Überstand 

wurde in ein neues Röhrchen überführt, PGE1 (1 µl/ml) zugegeben und zentrifugiert 

(10 min, 650 x g, Bremse 0). Das so gewonnene Thrombozytenpellet wurde in 2 ml 

Lösung 3 resuspendiert und nach Zugabe von PGE1 (1 µl/ml) zentrifugiert (10 min, 

650 x g, Bremse 0). Danach wurde das Pellet in 1 ml Lösung 3 resuspendiert und in 

ein 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen überführt. Das anschließend durch Zentrifugation (20 

min, 650 x g, Bremse 0) gewonnene Pellet gewaschener Thrombozyten wurde bei –

70°C tiefgefroren. 

In mehreren Vorversuchen wurden Qualitätskontrollen durchgeführt. Vor Pelletierung 

zur Lagerung wurden dazu von der Thrombozytensuspension eine Färbung nach 

Hayem zur Erythrozytenbestimmung in der Neubauerkammer, eine Färbung nach 

Türk zur Leukozytenzählung in der Nageotte-Kammer, sowie eine Färbung mittels 
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Thrombo-Zahl (Merck, Darmstadt) zur Thrombozytenzählung in der 

Neubauerkammer angefertigt. Die Auszählung erfolgte bei 400facher Vergrößerung. 

Die Kontamination durch Erythrozyten bzw. Leukozyten lag unter einer Zelle pro 1 x 

105 Thrombozyten. 

 

Extraktion zytosolischer Proteine aus einem Thrombozytenpellet 

Das bei –70 °C tiefgefrorene Thrombozytenpellet wurde mit 200 µl der 

Harnstoff/Thioharnstoff-Lösung durch mehrmaliges aspirieren/aufnehmen mit der 

Pipette resuspendiert. Urea/Thiourea und anschließende Ultraschallbehandlung 

mittels SonoPuls (2 Zyklen im Abstand einer Minute, Ultraschallleistung 20% über 4 

Sekunden) dienten dem vollständigen Zellaufschluss. Im Anschluss wurde die 

Lösung bei 15300 U/min und 4 °C über 15 Minuten zentrifugiert um Zelltrümmer 

abzuscheiden. Der Überstand mit den zytosolischen Proteinen der Thrombozyten 

wurde abgenommen, die Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt und in 

Aliquots zu je 100 µg bei –70 °C tiefgefroren. Die Probendatenbank wurde mit 

Microsoft Office Excel verwaltet. 

 

Lösung 4: Urea/Thiourea-Lösung zur Lysierung des Thrombozytenpellets  
Substanz Hersteller Menge Endkonzentration 
Urea Merck, Darmstadt 1,92 g 8 M 
Thiourea Merck, Darmstadt 0,61 g 2 M 
A. dest (HPLC-Grade)  ad. 4 ml   

 

 

Proteinbestimmung nach Bradford2 

Die Eichreihe mit bovinem Serumalbumin (BSA) wurde täglich frisch erstellt. Sieben 

Verdünnungen einer BSA-Stammlösung (0,1 mg/ml) mit Aqua dest. und 1:5 

Bradford-Reagenz, sowie ein Leerwert wurden angesetzt (siehe Tabelle 1). 

Sämtliche Ansätze enthielten 10 µl der Urea/Thiourea-Lösung (Lösung 4). Die 

Thrombozytenproteinrohextrakte wurden 1:10 verdünnt, die Absorption von jeweils 

drei technischen Replika mit dem Spectrophotometer Ultraspec 4000 gemessen und 

daraus die Proteinkonzentration mit der Software Swift II errechnet. 
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Tabelle 1 : Eichreihe zur Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradfordassay 

µg BSA 0 1 2 4 6 8 10 12 
µl A. dest  790 780 770 750 730 710 690 670 
µl Urea/Thiourea 10 10 10 10 10 10 10 10 
µl BSA-Lsg 0 10 20 40 60 80 100 120 
 

Zweidimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese (2D-PAGE) 

Rehydratisierung der IPG-Strips für pH 3-10 sowie pH 4-7 

Für die isoelektrische Fokussierung wurden kommerzielle IPG-Streifen verwendet. 

Die Rehydratisierung von 18 cm Streifen erfolgte mit 375 µl Lösung, und von 24 cm 

Streifen mit 500 µl Lösung. Zur Proteinlösung mit der für die spätere Färbetechnik 

benötigten Menge an Protein wurde ein Zehntel des Endvolumens an 

Rehydratisierungs-Lösung (Lösung 5) gegeben und mit Urea/Thiourea-Lösung 

(Lösung 4) auf das Endvolumen eingestellt. Diese Lösung wurde 45-60 Minuten auf 

dem Thermomixer bei 20 °C und 4500 rpm durchmischt und anschließend für 10 

Minuten bei 13000 U/min bei RT zentrifugiert. Die entsprechende Menge an Lösung 

für einen Streifen wurde in die Aussparung der Rehydratisierungsschale gegeben 

und anschließend der IPG-Streifen mit der Gelseite nach unten auf die Lösung 

aufgebracht. Die Aussparung wurde mit DryStrip-Coverfluid luftdicht verschlossen, 

die Rehydratisierungsschale mit einer Glasplatte abgedeckt. Die Rehydratisierung 

erfolgte über 24 Stunden bei 20 °C in einer Multiphor-II-IEF-Apparatur (GE 

Healthcare, Freiburg, Deutschland). Anschließend folgte die isoelektrische 

Fokussierung. 

 

Lösung 5: 10x Rehydratisierungs-Lösung 
Substanz Hersteller Menge Endkonzentration 
CHAPS AppliChem, Darmstadt 80 mg 2% 
Pharmalyte 3-10 Amersham, Freiburg 52,5 µl  
DTT Roth, Karlsruhe 17,5 mg  
Lösung 4  ad. 400 µl  

 

Isoelektrische Fokussierung von IPG-Strips pH 3-10 bzw. 4-7 

Die rehydratisierten IPG-Strips wurden aus der Rehydratisierungsschale genommen, 

mit A. dest abgespült, mit Hilfe eines feuchten Gel-Blotting-Papiers der 

überschüssige Harnstoff vom Gel entfernt und der Streifen anschließend in die 
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Vertiefungen der auf 20 °C gekühlten Multiphor-II-IEF-Apperatur gelegt. Auf beide 

Enden des Streifens wurden mit A. dest befeuchtete Gel-Blotting-Papierstreifen 

aufgelegt um austretende Salze während der Fokussierung aufzunehmen. Auf diese 

Papierstreifen wurden befeuchtete Elektrodenstreifen aufgelegt, auf denen 

anschließend die Elektroden aufgesetzt wurden. Ein Elektrodenstreifen wurde in 15 

mM DTT getränkt, angetrocknet und am anodischen Ende auf das Gel aufgelegt. Im 

Anschluss wurden die Streifen mit DryStrip-Coverfluid überdeckt und die elektrische 

Spannung angelegt (hierfür verwendete Programmierungen siehe Tabelle 2). 

Nach der isoelektrischen Fokussierung wurden die Streifen entnommen und in 

Äquilibrierungsschalen gelegt, und entweder bei –20 °C gelagert oder direkt für die 

zweite Dimension äquilibriert. 

 

Tabelle 2 : Programme zur isoelektrischen Fokussierung 

Programm für 24cm IPG-Streifen pH 4-7 
 Volt Ampere Watt Vh  Dauer 
Stufe 1 500 V 2 mA 5 W 1 00:01 
Stufe 2 3500 V 2 mA 5 W 3000 01:30 
Stufe 3 3500 V 2 mA 5 W 57000 16:20 
Total    60000 17:50 

 
Programm für 24 cm IPG-Streifen pH 3-10 
 Volt Ampere Watt Vh  Dauer 
Stufe 1 500 V 2 mA 5 W 1 00:01 
Stufe 2 500 V 2 mA 5 W 2500 05:00 
Stufe 3 3500 V 2 mA 5 W 3000 01:30 
Stufe 4 3500 V 2 mA 5 W 39500 11:20 
Total    45000 17:50 

 
 
Programm für 18cm IPG-Streifen pH 3-10 und pH 4-7 
 Volt Ampere Watt Vh Dauer 
Stufe 1 Gradient 500 V 1 mA 5 W 1000  
Stufe 2 500 V 1 mA 5 W 2000  
Stufe 3 Gradient 3500 V 1 mA 5 W 10000  
Stufe 4 3500 V 1 mA 5 W 35000  
Total    48000 ca. 23 h 
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Äquilibrierung 

Die IPG-Streifen in den Aussparungen der Äquilibrierungsschale wurden 15 Minuten 

mit Lösung 6A auf einem Schüttler inkubiert, danach 15 Minuten mit Lösung 6B. 

Anschließend wurden die Streifen innerhalb von 10 Minuten auf die Gele für die 

zweite Dimension aufgelegt. 

 

Lösung 6A und 6B: Äquilibrierungslösung für IPG-Streifen (jeweils für Lösung A und 
Lösung B) 
Substanz Hersteller Menge Endkonz. 
0,5 M Tris/HCl pH 6,8 Sigma, Hannover 5 ml 50 mM 
Urea Merck, Darmstadt 18 g 6 M 
87% Glycerol Amersham, Freiburg 17,25 ml 30% 
20% SDS Merck, Darmstadt 10 ml 4% 
A. dest  ad. 50 ml - 

Lösung 6A: Äquilibrierungslösung + 3,5 mg/ ml DTT 
Lösung 6B: Äquilibrierungslösung + 45 mg/ ml Iodoacetamid (Sigma) 
+Bromphenolblau 
 

Herstellung der Polyacrylamid-Gele 

Um die Polyacrylamid-Gele für die zweite Dimension zu gießen, wurden Glasplatten 

für 6 bzw. 12 Gele mit Ethanol gereinigt und in einer Gießkammer (Ettan Dalt) 

zusammengesetzt. Die Gießkammer wurde mit Trenngellösung (Lösung 7) befüllt bis 

der Spiegel der Trenngellösung ca. 0,5 cm unterhalb des Oberrandes der 

Glasplatten stand. Die Trenngellösung wurde mit 2-Propanol überschichtet und für 2 

Stunden zur Polymerisation ruhen gelassen. Anschließend wurde das 2-Propanol 

abgegossen, mit A. dest gespült und die fertigen Gele in den Glasplatten aus der 

Gießkammer entnommen. 

 

Trenngelpuffer für SDS-PAGE 
Substanz  Hersteller Menge Endkonzentration 
Tris/HCl  Sigma, Hannover 182 g 1,5 M 
SDS 10%  Merck, Darmstadt 40 ml 0,4% 
A. dest   ad 1000 ml  
pH 8,8 einstellen 
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Lösung 7: Trenngel 2. Dimension ESA 12,5% Acrylamid  
Substanz Hersteller Menge Endkonzentration 
40% Acrylamidmix 37,5 : 1 AppliChem, Darmstad 335,3 ml 12% 
4x Trenngel-Puffer  272,54 ml  
A. dest   490,48 ml  
10% Ammoniumperoxodisulfat Sigma, Hannover 2,8 ml  
TEMED Amersham, Freiburg 0,55 ml  

 

2. Dimension – SDS-PAGE in der Dodeca-Cell 

Erhitzte Einbettungsagarose (0,5% Agarose in 1x Laufpuffer) wurde zwischen die 

Glasplatten oberhalb der Gele eingefüllt. Gleichzeitig wurden die äquilibrierten IPG-

Strips mit der Pinzette aufgelegt. Nach erstarren der Agarose wurden die Gelplatten 

in die mit Lösung 8 gefüllte Laufkammer (Dodeca Cell Protean 3) eingesetzt, wobei 

sich der IPG-Strip auf der Seite der Kathode befand. Je nach gewünschter Laufzeit 

wurde eine Leistung von 1,5 bis 5 Watt pro Gel angelegt. Sobald die 

Bromphenolblaufront das Ende des Gels erreicht hat, wurden die Gelplatten aus der 

Laufkammer entnommen. Für Silber- und Coomassie-Färbung wurden die Gelplatten 

auseinandergebaut, die Gele fixiert und anschließend gefärbt. 

Für DIGE-Experimente wurden die Gele noch in den Platten im Fluoreszenzscanner 

gescannt (siehe Absatz 4.5.12). Anschließend wurden die Gelplatten 

auseinandergebaut, die Gele fixiert und mittels Coomassie Brilliant Blau gefärbt. 

 

Lösung 8: Laufpuffer für SDS-PAGE 
Substanz Hersteller Menge Endkonzentration 
Tris Sigma, Hannover 182 g 1,5 M 
Glycin Roth, Karlsruhe 14,4 g  
SDS 10% Merck, Darmstadt 40 ml 0,4% 
A. dest.   ad 1000 ml  

 

Färbung für 2D-Elektrophoresegele mittels Silberionen nach Bloom3 

Nach Entnahme der Gelplatten aus der Laufkammer wurden diese 

auseinandergebaut und die Gele in Lösung 9 über mindestens eine Stunde fixiert. 

Danach wurden die Gele dreimal in 50% vergälltem Ethanol für 20 Minuten 

gewaschen. Auf die Sensitivierung mit Natriumthiosulfat-Pentahydrat (0,02% in A. 

dest) über eine Minute folgten drei Waschphasen mit A. dest über zwanzig Sekunden 

und im Anschluss die Silberfärbung mit Lösung 10 für 20 Minuten. Die Entwicklung 

erfolgte nach zweimaligem Waschen mit A. dest für 20 Sekunden mit Lösung 11 über 
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1-3 Minuten unter optischer Kontrolle. Die Entwicklungsreaktion wurde mit 1% Glycin 

in A. dest über erst zwanzig Sekunden, dann 10-30 Minuten gestoppt. Im Anschluss 

wurden die Gele in A. dest für mindestens 30 Minuten gewaschen. 

Die gefärbten Gele wurden in Folie eingeschweißt, im Epson-Durchlichtscanner 

gescannt (TIFF-Format, 254 dpi, 16 bit Graustufen) und bei 4 °C gelagert. 

 

Lösung 9: Fixierung für Silberfärbung  
Substanz Hersteller Menge Endkonz. 
Ethanol  Roth, Karlsruhe 500 ml 50% 
Essigsäure Roth, Karlsruhe 120 ml 12% 
37% Formaldehyd Sigma, Hannover 0.5 ml 0.05% 
A. dest   380 ml  

 
Lösung 10: Silberfärbung:  
Substanz Hersteller Menge Endkonz. 
Silbernitrat AppliChem, Freiburg 2 g 0,2% 
37% Formaldehyd Sigma, Hannover 0,75 ml 0,075% 
A. dest   1000 ml  

 
Lösung 11: Entwicklung:  
Substanz Hersteller Menge Endkonz. 
Na2CO3 VWR, Darmstadt 60 g  
Na2S2O3 * 5 H2O Sigma, Hannover 4 mg  
37% Formaldehyd Sigma, Hannover 0,5 ml 0,05% 
A. dest  ad. 1 l  

 

Proteinfärbung mittels Coomassie Brilliant Blau 

Nach Entnahme der Gelplatten aus der Laufkammer wurden diese 

auseinandergebaut und die Gele in 40% Ethanol und 10% Essigsäure über 1-2 

Stunden fixiert. Danach wurden die Gele zweimal in A. dest über 10 Minuten 

gewaschen. Die gewaschenen Gele wurden anschließend in Colloidal Coomassie 

Lösung (Lösung 12) über 1-7 Tage gefärbt. Durch zweimaliges Waschen in 20% 

Methanol über 15 Minuten wurde die Färbung beendet. Das Methanol wurde durch 

zweimaliges Waschen in A. dest über je eine Stunde entfernt und anschließend die 

Gele in Folie eingeschweißt. Das Scannen erfolgte wie unter Silberfärbung 

beschriebenen. 
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Colloidal Coomassie Stammlösung: 
Substanz Hersteller Menge Endkonz. 
Coomassie Brillant Blau G-250 Merck, Darmstadt 5 g 5% 
A. dest  ad 100 ml  

 
Colloidal Coomassie Färbelösung: 
Substanz Hersteller Menge Endkonz. 
(NH4)2SO4 VWR, Darmstadt 50 g 10% 
Phosphorsäure 85% Roth, Karlsruhe 6 ml 1% 
A. dest  ad 490 ml  
Colloidal Coomassie 
Stammlösung 

 10 ml  

 
Lösung 12 Colloidal Coomassie Lösung*: 
Substanz Hersteller Menge Endkonz. 
Colloidal Coomassie Färbelösung  200 ml  
Methanol Roth, Karlsruhe 50 ml 20% 
*Endkonzentration Coomassie Brillant Blau G-250: 0,08% 

 

Markierung der Proteingemische für die „Differential in Gel Electrophoresis“ (DIGE) 

Je 50 µg der zwei zu vergleichenden Proben, sowie 50 µg des Standard-Pools 

wurden pro Gel eingesetzt. Nach Einstellung der Probenlösung auf pH 8,5 mit 50 mM 

NaOH erfolgte die Markierung mit den Fluoreszenzfarbstoffen entsprechend der 

Herstellerangaben (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland). 50 µg Protein wurden mit 

400 nmol Cy-Lösung (3/5 DMF (Dimethylformamid) plus 2/5 Färbestock) über 30 

Minuten auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von 1 µl Lysin (10 mM) und 15-minütiger 

Inkubation auf Eis wurde die Färbung gestoppt. Für die Rehydratisierung wurden für 

jedes Gel separat jeweils Probe 1, Probe 2 und Standard gemischt. Anschließend 

erfolgte die Auftrennung mittels 2D-PAGE wie beschrieben. Im Unterschied zur 

konventionellen 2D-PAGE wurden Rehydratisierung und sämtliche Läufe unter 

Lichtabschluß durchgeführt. 

Für die Markierung des Standards wurde der Farbstoff Cy2, für die zu 

vergleichenden Proben wurden die Farbstoffe Cy3 und Cy5 verwendet. Um keine 

eventuellen Artefakte durch unterschiedliches Markierungsverhalten von Cy3 und 

Cy5 zu erhalten erfolgte ein Dye-Swap, d.h. bei den vier durchgeführten technischen 

Replikaten wurde eine Probe zweimal mit dem einen, und zweimal mit dem anderen 

Farbstoff markiert. 
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Fluoreszenz-Scan der DIGE-Gele 

Das Scannen der Gele erfolgte in den für die 2. Dimension verwendeten Low-

Fluorescence Glasplatten. Diese wurden im Fluoreszenzscanner (Typhoon) mit 

Pixelgröße 100 µm für alle drei Farbstoffe gescannt (Anregungswellenlängen: Cy2: 

520 nm; Cy3: 580 nm; Cy5: 670 nm). Die Intensität des Detektors wurde für jedes 

Experiment mit Hilfe eines Vorscans so angepasst, dass nur geringe 

Sättigungseffekte auftraten und die über das gesamte Gel gemittelte Intensität für 

alle drei Farbstoffe etwa gleich stark war. 

EDV zur Auswertung der 2D-Gele 

Die Auswertung der Gele erfolgte mit dem Programm Delta-2D Version 3.4 

(Decodon, Greifswald, Deutschland). Ein Gel wurde als Vorlage gewählt, auf die alle 

anderen Gele abgestimmt wurden um Laufunterschiede während der Trennung 

auszugleichen. Für Quantifizierungen wurde zunächst ein Fusionsgel aus allen im 

Experiment vorhandenen Gelen angefertigt (Einstellungen: Fusiontype „Union“, 

„Maximum Covered Region“). Die Fusionsgele sämtlicher durchgeführter 

Experimente wurden anschließend in einem Masterfusionsgel vereinigt. Automatisch 

von Delta-2D in diesem Masterfusionsgel detektierte Spots (Parameter: Background: 

70; Average Spot Size: 20; Sensitivity in %: 40; model spotshape) wurden manuell 

kontrolliert, mit einer eindeutigen Identifikationsnummer versehen und anschließend 

auf die ursprünglichen Gele übertragen (siehe Abbildung 1). Auf diese Weise ist 

jeder Spot in jedem Experiment identisch in Größe und Form, sowie eindeutig 

gekennzeichnet und kann so auch im Vergleich verschiedener Experimente beurteilt 

werden. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Auswertung der Experimente: durch Erstellung der 
Spotmap anhand eines virtuellen Masterfusionsgels (enthält sämtliche im Projekt vorkommenden 
Proteinspots) kann diese Spotmap auf die Einzelgele übertragen werden. Indem jedes Gel die 
identische Spotmap erhält, können die Spots eindeutig zugeordnet werden und auch zwischen 
unterschiedlichen Experimenten verglichen werden. 

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GeneSpring (Agilent 

Technologies, Waldbronn, Deutschland). Hierzu wurden die absoluten Volumina der 

Einzelspots in GeneSpring importiert und dort in mehreren Schritten normalisiert. Im 

ersten Schritt wurden die einzelnen Spotvolumina eines Gels auf den Mittelwert aus 

allen Spotvolumina des Gels normalisiert um die globalen Unterschiede 

auszugleichen, die durch ungleiche Probenmengen oder Scanunterschiede 

entstehen können. Im zweiten Schritt erfolgte für jedes Gel die Normalisierung der 

einzelnen Spotvolumina der Proben (Cy3- und Cy5-Kanal) auf den Standard (Cy2-

Kanal). Im dritten Schritt wurde für jeden Spot der Median aus den vier bzw. fünf 

Replikaten ermittelt. Jeder Spot-Median wurde dann auf den Median des 

korrespondierenden Spots in der Kontrollgruppe normalisiert, indem durch den Wert 

der Kontrollgruppe geteilt wurde. So kann die relative Veränderung aufgrund 

unterschiedlicher Versuchsbedingungen direkt angegeben werden. Um 

Hintergrundrauschen auszuschließen, wurden nur Spots verwendet, deren Volumina 

in den Rohwerten nicht unterhalb des unteren einfachen Interquartilabstands im 

entsprechenden Experiment lagen. Interquartilabstand und Rohwerte wurden dabei 
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jeweils in der Experimentgruppe gemessen, in der der Spot die höhere Intensität 

hatte. Zur Prüfung der Signifikanz der Intensitätsänderung wurde ein ANOVA-Test 

(Welch t-Test) in den einzelnen Experimenten sowie eine Multiple Testkorrektur nach 

Benjamini Hochberg4 durchgeführt. Unterschiede mit p>0,05 wurden in der 

Auswertung nicht berücksichtigt. Des Weiteren wurden nur solche Spots zur 

Auswertung herangezogen, deren Intensität mindestens um das 1,3-fache 

gegenüber der Kontrollgruppe verändert war. 

 

Proteinidentifikation mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie 

Ausschneiden der Proteinspots aus dem Gel für MALDI-ToF-MS 

Die Spots wurden per Hand mit Pipettenspitzen mit einer Öffnung von ca. 2 mm aus 

colloidal Coomassie gefärbten Gelen ausgeschnitten und in eine 96-Well-

Mikrotiterplatte überführt in der 100 µl Wasser (HPLC-Grade) vorgelegt waren. Bis 

zur Weiterverarbeitung in der Massenspektrometrie wurden die Platten bei 4 °C im 

Kühlschrank gelagert. 

Trypsinverdau für MALDI-TOF-MS 

Für MALDI-ToF-MS/MS Messungen wurde der tryptische Verdau automatisch mit der 

EttanTM Spot Handling Workstation durchgeführt. Hierbei wurden die Gelstücke 

zweimal mit 100 µl 50 mM Ammoniumbicarbonat in 50% Methanol für 30 Minuten 

und einmal mit 100 µl 75% Acetonitril (ACN) für 10 Minuten gewaschen. Nach 

Trocknung über 17 Minuten wurde 10 µl Trypsinlösung (20 ng/µl Trypsin in 20 mM 

Ammoniumbicarbonat) zugegeben und über 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Durch 

60 µl 50% ACN mit 0,1% Trifluoracetat (TFA) wurden die Peptide anschließend 

während 30 minütiger Inkubation bei 37 °C aus dem Gel extrahiert. Die im Überstand 

befindlichen Peptide wurden in eine neue Mikrotiterplatte überführt. Durch erneute 

Extraktion mit 40 µl der gleichen Lösung wurde die Peptidausbeute erhöht. Der 

Überstand wurde bei 40 °C über 220 Minuten getrocknet. Anschließend wurden die 

Peptide in 2,2 µl Spottinglösung (0,5% TFA in 50% ACN) resuspendiert. Je 0,7 µl der 

Lösung wurde auf das MALDI-Target gespottet, mit 0,4 µl Matrixlösung (0,5% TFA in 

50% ACN gesättigt mit α-Cyano-4-hydroxy-zimtsäure (CHCA) durch mehrmaliges 

ansaugen gemischt und für 10-15 Minuten trocknen gelassen. 
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MALDI-ToF-MS bzw. MS/MS Massenspektrometrie 

Die Massenspektrometrie wurde an einem Proteome-Analyser 4700 (Applied, 

Bioscience, Foster City,  CA, USA) durchgeführt. Aufnahme der Spektren erfolgte im 

Reflektormodus für einen Massenbereich von 900 bis 3700 Da mit einer Fokusmasse 

bei 2000 Da. Eine Interne Kalibrierung erfolgte mit Hilfe zweier Trypsinfragmente mit 

monoisotopischen m/z-Werten bei 1045,556 und 2211,104 sofern das 

Signal/Rauschen Verhältnis mindestens 10 betrug. Die Toleranz für die Peptidsuche 

betrug 50 ppm, wobei die tatsächliche Standardabweichung bei maximal 20 ppm lag. 

Sofern der Trypsinpeak nicht stark genug war, wurde manuell kalibriert. Die „Peak-

Lists“ wurden mit dem „peak to mascot“ script des 4700 Explorer Software erstellt. 

Hierzu verwendete Einstellungen: Massenbereich 900 bis 3700 Da; Peakdichte 50 

Peaks pro 200-Da-Bereich; minimale Peakfläche von 100; maximal 200 Peaks pro 

Proteinspot; minimales „Signal-to-noise“ ratio von 6. Diese Peaklisten wurden mit der 

Bioanalyst® Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) und der Datenbank 

Swissprot, Version 51,1 unter Verwendung der Mascot Suchmaschine (Matrix 

Science Ltd, London, UK) abgeglichen. Als Kriterium zur Identifikation von Proteinen 

diente ein Mowse-Score von 59. MALDI-TOF MS/MS wurde für die fünf stärksten 

Peaks des MS-Spektrums durchgeführt. Ein Spektrum wurde dabei aus 20 

Subspektren zu je 125 Schüssen generiert. Hierfür fand die interne Kalibrierung mit 

Hilfe der Peaks von Arginin (m/z 175,119) und Lysin (m/z 147,107) statt, unter 

Voraussetzung einer „signal-to-noise“ ratio von mindestens 5. „Peak-Lists“ wurden 

ebenfalls mit dem „peak to mascot“ script des 4700 Explorer Software erstellt. Hierzu 

verwendete Einstellungen: Massenbereich von 60 Da bis zu einer Masse, die 20 Da 

unter der des ursprünglichen Peptids lag; Peakdichte 5 Peaks pro 200-Da-Bereich; 

minimale Peakfläche von 100; maximal 20 Peaks pro zu sequenzierenden Peptid; 

minimale „Signal-to-noise“ ratio von 5. Die Datenbanksuche wurde mit den oben 

beschriebenen Parametern unter Verwendung der Mascot Suchmaschine 

durchgeführt.  

Bei der Datenbanksuche mit Mascot wurde die eventuelle Oxidation und 

Carbamidomethylierung von Methionin, mit einer Massenabweichung von 0,2 Da 

berücksichtigt.  

Für die Analyse der in der Massenspektrometrie gewonnenen Daten wurde die 

Software GPS-Explorer 3.5 verwendet. Als identifiziert wurden diejenigen Proteine 
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angesehen, deren Mowse-Score größer 59 war bzw. deren Confidence Interval (C.I.) 

über 99,5% lag. 

Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry (FTICR-MS) 

Für die FTICR-MS wurden die Peptide mittels einer PepMap reverse-phase Säule 

separiert (75-mm I.D. ¥ 250 mm, LC Packings, Idstein, Deutschland). Verwendet 

wurde diese Säule auf einer MDLC nano-HPLC (GE Healthcare, Freiburg, 

Deutschland) mit einem linearen 48-min Gradient von 9 bis 54 % Acetonitril in 0,05 

Prozent Essigsäure bei einer konstanten Flussrate von 200 nL/min. Die MS-Daten 

wurden mittels eines 7-T Finnigan LTQ-FT Massenspektrometers (Thermo Electron, 

ThermoFisher Scientific, Bremen, Deutschland) aufgezeichnet, welches mit einer 

Nanoelectrospray Ionenquelle ausgestattet war. Nach einem ersten Übersichtsscan 

im FTICR (r = 25.000) wurden die fünf stärksten Ionen sequentiell isoliert, deren 

Masse mittels eines FTICR „SIM scans“ (r = 50.000) genau bestimmt, und 

anschließend in einer linearen Ionenfalle fragmentiert, um die MS/MS-Daten 

aufzuzeichnen. Die Proteine wurden ebenfalls über eine Suche in der SwissProt 

Datenbank mit Hilfe der Mascot Suchmaschine (Matrix Science Ltd.) identifiziert. 
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Ergebnisse 
 

TGR und F344-Ratten mit osmotischen Minipumpen stellen zwei unterschiedliche, 

ANG-II-abhängige Modelle der Hypertonie dar mit vergleichbarem Anstieg des 

Blutdruckes 

Sowohl unbehandelte TGR, als auch unbehandelte F344-Ratten hatten einen 

normalen Blutdruck mit ca. 120 mmHg. Die I3C-induzierte Expression des Transgens 

war assoziiert mit erhöhten Proreninspiegeln im Plasma und einem Anstieg des 

systolischen Blutdruckes auf ungefähr 180 mmHg innerhalb von ca. 10 Tagen. 

Danach blieb der systolische Blutdruck in diesem Bereich konstant.  

Unter ANG II Infusion waren die Aldosteronwerte erhöht und Proreninwerte im 

Plasma normal. Der systolische Blutdruck stieg in vergleichbarem Ausmaß wie in 

I3C-behandelten TGR. Wiederholte Blutentnahmen hatten weder einen signifikanten 

Einfluss auf den systolischen Blutdruck von ANG-II-infundierten Ratten, noch auf den 

Blutdruck kochsalzinfundierter Ratten. 

 

Zweiwöchige, ANG-II-abhängige Hypertonie verursacht Veränderungen im 

Thrombozytenproteom der Ratte 

Mittels 2D-DIGE erstellte Proteommuster von Ratten nach 14-tägigem Bluthochdruck 

[I3C-Fütterung (n=10) oder subkutane ANG II Infusion (n=7)] wurden mit dem 

Proteommuster normotensiver Ratten nach Placebobehandlung [I3C-freie Fütterung 

(n=10), oder subkutane NaCl(0,9%)-Infusion (n=7)] verglichen. Insgesamt wurden 

1040 Proteinspots untersucht, die in allen Experimenten nachweisbar waren. Die 

quantitative Analyse der Proteinmuster zeigte, dass 50 bzw. 79 Proteinspots eine 

verstärkte Intensität nach I3C-Fütterung bzw. subkutaner ANG II Infusion aufwiesen. 

Davon waren 34 in beiden Experimenten verändert. Sechzehn bzw. 78 Proteinspots 

zeigten eine geringere Intensität unter I3C-Fütterung bzw. ANG II Infusion. Hiervon 

waren 11 in beiden Experimenten verändert. 

Die Identifizierung der Proteine mittels Maldi-TOF- oder FTICR-Massenspektrometrie 

war bei 38 der 45 nach Bluthochdruck in beiden Rattenmodellen veränderten 

Proteinspots erfolgreich. Um zu unterscheiden, ob es sich hierbei um die 

vollständigen Proteine, oder um Degradationsprodukte handelt, wurden theoretische 

und tatsächliche Wanderungsstrecken in der 2D-Elektrophorese verglichen, sowie 
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die Sequenzabdeckung der Massenspektrometrie untersucht. Es zeigte sich, dass 

von den 34 Spots mit verstärkter Intensität 23 Punkte aus Proteinfragmenten 

bestanden und ein Punkt ein modifiziertes Protein enthielt. Bei weiteren 4 Punkten 

war eine Degradation bzw. Modifikation wahrscheinlich. Die übrigen 6 Proteinspots 

wurden nicht identifiziert. Es gab also keinen Hinweis auf hypertonie-assoziierte de 

novo Synthese von Proteinen in Thrombozyten. 

Neun der 11 Punkte mit reduzierter Intensität unter Hypertonie enthielten vollständige 

Proteine und zwei bestanden aus Proteinfragmenten. 

Bei den betroffenen Proteinen handelt es sich hauptsächlich um Proteine des 

Zytoskeletts. 

Alle Veränderungen unter ANG-II abhängigem Hypertonus waren reversibel. Zehn 

Tage nach Beendigung der ANG II Infusion waren die oben beschriebenen 

Veränderungen nicht mehr nachweisbar. 

 

Wiederholte Blutentnahmen verändern das Proteom von Thrombozyten und 

unterdrücken ANG-II-induzierte Veränderungen im Thrombozytenproteom 

Um den zeitlichen Ablauf der Veränderungen zu untersuchen wurden während einer 

zweiwöchigen Hypertoniephase an den Tagen -8, 3, 10 und 14 jeweils 3 ml Blut 

entnommen. Unerwarteter Weise waren an Tag 14 keine der zuvor beobachteten 

Veränderungen mehr nachweisbar. Wir entnahmen daraufhin an den gleichen Tagen 

(-8, 3, 10 und 14) Blut von normotensiven Ratten und verglichen das 

Thrombozytenproteom von Tag 14 mit dem von unbehandelten Ratten (nur eine 

Blutentnahme an Tag 14). Das Proteom der Tiere mit den multiplen Blutentnahmen 

zeigte ein inverses Muster an Veränderungen verglichen mit den oben 

beschriebenen Veränderungen unter ANG-II-abhängiger Hypertonie. Keiner der 

Proteinpunkte mit verstärkter Intensität unter ANG II Infusion war hier verstärkt. 

Stattdessen zeigten alle diese Punkte tendenziell eine verminderte Intensität, bei 

einem davon mit statistischer Signifikanz. Ähnlich wurde bei den Proteinpunkten mit 

verminderter Intensität nur ein Punkt gefunden, der auch nach den Blutentnahmen 

eine verminderte Intensität zeigte. Alle anderen dieser Proteinpunkte hatten nach 

Blutentnahmen bei normotensiven Ratten eine erhöhte Intensität (bei dreien davon 

mit statistischer Signifikanz). 
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Eine Stimulation des Thrombopoetinrezeptors führt zu ähnlichen Veränderungen im 

Thrombozytenproteom wie wiederholte Blutentnahmen 

Um zu Untersuchen, ob eine direkte Stimulation der Thrombopoese ähnliche 

Veränderungen im Thrombozytenproteom bewirkt, wie wiederholte Blutentnahmen, 

wurde der Thrombopoetinrezeptoragonist Romiplostim verwendet. Ein Großteil der 

Proteinspots mit verstärkter Intensität unter ANG-II-abhängiger Hypertonie und 

abgeschwächter Intensität nach Blutentnahme zeigten auch nach direkter Stimulation 

der Thrombopoese eine abgeschwächte Intensität verglichen mit der Kontrollgruppe. 

Proteinspots, welche unter ANG-II-abhängiger Hypertonie eine abgeschwächte 

Intensität aufwiesen, zeigten hingegen nach Romiplostimgabe keine Veränderung.  
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Diskussion 
 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine ANG-II-abhängige Hypertonie zu 

Veränderungen von Thrombozytenproteinen führt. Diese Veränderungen sind nach 

Normalisierung des Blutdrucks reversibel. Damit besteht die Möglichkeit, mit dem in 

der Arbeit entwickelten Versuchsansatz Markerproteine zu identifizieren, die einen 

Hinweis auf die Einstellung des Blutdrucks innerhalb der letzten Woche vor der 

Blutentnahme geben können. Die im Tiermodell gefundenen hypertoniebedingt 

veränderten Proteine wurden mittels Massenspektrometrie identifiziert. Dies erlaubt 

die Identifizierung von analogen Proteinen bei humanen Thrombozyten. 

Perspektivisch kann hierdurch ein Testsystem entwickelt werden für die 

Überwachung der Blutdruck-Einstellung beim Menschen, in Analogie zur HbA1c 

Bestimmung bei Diabetikern. Weiterhin kann die Charakterisierung der veränderten 

Proteine zum Verständnis beitragen, warum die Hypertonie mit einem deutlich 

erhöhten Risiko für arterielle Gefäßverschlüsse durch Thrombozyten assoziiert ist. 

Ein überraschendes Ergebnis dieser Arbeit ist, dass wiederholte Blutentnahmen zu 

Veränderungen des Thrombozytenproteoms führen. Zu weiten Teilen sind dabei die 

gleichen Proteine betroffen, die auch durch ANG-II-abhängige Hypertonie verändert 

werden. Die Veränderungen durch Blutentnahmen spiegeln auch die Veränderungen 

wieder, die nach Stimulation des Thrombopoetinrezeptors beobachtet wurden. 

Die Rattenmodelle 

Die Experimente wurden mit Inzucht-Ratten des gleichen Stammes durchgeführt, die 

möglichst geringe Unterschiede zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe zeigen 

sollten.  

Um zu kontrollieren, ob die Effekte, die bei den transgenen Ratten beobachtet 

wurden, auch in anderen Rattenmodellen der Hypertonie reproduzierbar sind, haben 

wir in einem weiteren Rattenstamm eine Hypertonie durch kontinuierliche Infusion 

von Angiotensin II über Minipumpen erzeugt. Die Schnittmenge der Veränderungen 

des Thrombozytenproteoms sollte relativ robuste Marker für spezifisch hypertonie-

bedingte Veränderungen ergeben. Insgesamt wurden 45 Proteine identifiziert, die in 

beiden Modellen reproduzierbar durch ANG-II-abhängige Hypertonie verändert 

wurden. Damit kommen diese Proteine als potentielle Kontrollmarker zur 
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Blutdruckeinstellung in Betracht. Für alle 45 Proteine sind humane Korrelate 

beschrieben. 

Für die Interpretation der Ergebnisse ist von Bedeutung, dass die Hypertonie in 

beiden Tiermodellen über eine Manipulation des Renin-Angiotensin-

Aldosteronsystems (RAAS) erreicht wird. Somit ist denkbar, dass die Beobachtungen 

nicht allein auf den Blutdruck, sondern auch auf die erhöhte RAAS-Aktivität 

zurückzuführen sind. So führt ANG II zu einem Anstieg von NF-κB und erzeugt somit 

eine inflammatorische Antwort5. ANG II aktiviert mononukleäre Zellen und führt zu 

gesteigerter Expression von Adhäsionsmolekülen wie P-Selektin und VCAM-15–8. 

Thrombozyten besitzen selbst den ANG II Rezeptor vom Typ 1 (AT1-R)9,10. ANG II 

löst in Thrombozyten eine Frühphase der Aktivierung aus11. Eine Differenzierung 

zwischen RAAS-Effekt und Blutdruckeffekt könnte weiter untersucht werden durch 

ein drittes, RAAS-unabhängiges Tiermodell wie die Spontaneously Hypertensive 

Rats (SHR)12. Klinisch ist die Unterscheidung zwischen Hypertonieeffekt und ANG II-

Effekt jedoch von nur mäßiger Bedeutung: das gute Ansprechen auf ACE-Inhibitoren 

und AT1-Antagonisten eines Großteils der Hypertoniepatienten legt einen starken 

Einfluss des RAAS auch bei der primären Hypertonie nahe. 

Ein grundsätzliches Problem bei Experimenten mit Thrombozyten ist, dass invasive 

Maßnahmen am Versuchstier per se Thrombozyten aktivieren und das Ergebnis 

beeinflussen können. Um diese Artefakte zu vermeiden, wurden bei den 

Versuchstieren, bei denen die Proteomveränderungen unter Hypertonie untersucht 

wurden keine invasiven Blutdruckmessungen durchgeführt. Stattdessen wurden in 

Vorversuchen Ratten eine Dauermesssonde implantiert, über die die Dosis-

Wirkungsbeziehung der Induktoren für die Hypertonie bestimmt wurde. Dies erlaubte 

einen Versuchsaufbau mit relativ standardisierter Einstellung des Blutdrucks.  

 

Thrombozyten der Ratte 

Für alle in diesem Experiment über Ratten- und Mausdatenbanken identifizierten 

Proteine finden sich bei SwissProt (www.expasy.org) humane Korrelate. Dennoch 

unterscheiden sich Thrombozyten der Ratte zum Teil von menschlichen 

Thrombozyten. Die anteilige Zusammensetzung thrombozytenspezifischer 

Glykoproteine der Zellmembran zwischen Ratte und Mensch ist unterschiedlich13,14. 

Für die Aggregation von Thrombozyten sind bei der Ratte höhere Konzentrationen 
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von Thrombin nötig als bei humanen Thrombozyten15. Darüber hinaus unterscheiden 

sich Rattenthrombozyten in ihrer Reaktion auf ATP16 und intrazellulären Ca2+-

Anstieg17, sowie Ca2+-Haushalt18 und Serotoninaufnahme19 von menschlichen 

Thrombozyten. Deshalb müssen die in diesem Experiment identifizierten 

Markerproteine in Fall/Kontroll-Studien beim Menschen erneut untersucht werden. 

Unser Experiment erlaubt es jedoch, die Anzahl der möglichen Kandidatenproteine 

stark einzugrenzen. Dies ermöglicht es die Fall/Kontrollstudien mit weniger 

aufwendigen Messverfahren als der Proteomanalyse durchzuführen und dafür 

größere Fallzahlen einzuschließen. 

Das von uns etablierte Protokoll zur Gewinnung von Thrombozyten aus der Ratte 

ermöglicht eine hohe Ausbeute. Dies verringert die Wahrscheinlichkeit, nur eine 

bestimmte Subpopulation an Thrombozyten zu untersuchen, die sich durch die 

Zentrifugation leichter von den restlichen Blutbestandteilen trennt, jedoch nicht 

repräsentativ für den Gesamtbestand an Thrombozyten ist. Die relativ zahlreichen 

Zentrifugations- und Resuspensionsschritte, die dazu notwendig sind, können eine 

Aktivierung der Thrombozyten zur Folge haben. Dieser Aktivierung wird zum einen 

durch behutsames Arbeiten, zum anderen durch den Einsatz mehrerer 

Aktivierungshemmer vorgebeugt. Ausgeschlossen werden kann eine Aktivierung 

jedoch nicht sicher. Bei der Präparation von Rattenthrombozyten in 

Pilotexperimenten fand sich keine Aktivierung der Thrombozyten durch die 

Präparation, gemessen in der Durchflusszytometrie. Im eigentlichen Experiment 

wurden alle Thrombozyten für die Proteomanalyse verwendet. Es ist vorstellbar, 

dass Thrombozyten von hypertensiven Tieren in vitro leichter aktivierbar sind, als die 

der Kontrolltiere. Durch solch eine stärkere Aktivierung würden wir eventuell 

zusätzliche, in vivo nicht vorhandene Veränderungen messen, die erst durch die 

Aktivierung in vitro erfolgt sind. 

 

Proteomics  

Zur Analyse des Proteoms der Thrombozyten wurde ein gelbasierter Ansatz 

verwendet. Die Auftrennung eines Proteingemisches auf einem zweidimensionalen 

Gel ist eine weit verbreitete und gut etablierte Methode. Die Verwendung von 

Fluoreszenzfarbstoffen lässt einen sehr sensitiven quantitativen Vergleich zweier 

unterschiedlicher Proben zu. Die zweidimensionale differentielle Gelelektrophorese 
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(2D-DIGE) wurde von Ünlü eingeführt und gilt heute als Goldstandard der 

gelbasierten Proteomics20. Mängel in der Reproduzierbarkeit der 2D-PAGE durch 

unterschiedlichen Proteinverlust in erster- und zweiter Dimension, sowie durch 

unterschiedliches Färbeverhalten konnten damit umgangen werden. Für die 

Identifizierung wurden separat Gele mit höheren Proteinmengen angefertigt, die 

anschließend konventionell mit Coomassie Brilliant Blau gefärbt wurden. Durch die 

weniger sensitive Coomassie Brilliant Blau-Färbung wurden nicht alle Spots sichtbar, 

die zuvor mittels der Fluoreszenzfarbstoffe detektiert wurden. Solche niedrig 

konzentrierten Proteine stellen eines der größten Probleme der gelbasierten 

Proteomics dar. Es kann nur eine begrenzte Menge an Protein pro Gel aufgetrennt 

werden. Die begrenzte Sensitivität der Färbemethoden führt dazu, dass nur die am 

höchsten konzentrierten Proteine erfasst werden. Proteine, die nur in sehr niedriger 

Konzentration vorliegen, können mit den von uns verwendeten Methoden nicht 

beurteilt werden. Eine weitere interessante Gruppe von Proteinen, die von uns nicht 

untersucht wurden, sind die Membranproteine. Diese spielen eine zentrale Rolle in 

der Thrombozytenfunktion und bei der Signaltransduktion. Ihr hydrophober Charakter 

macht es schwer, diese Proteine in den für die 2D-PAGE verwendeten, wässrigen 

Lösungen zu handhaben. Es gibt Protokolle, z.B. unter Verwendung von Triton X-100 

als Detergenz, mit denen auch die Auftrennung von Membranproteinen erfolgreich 

durchgeführt werden kann. Dabei werden jedoch große Zellmengen benötigt. Die 

erforderliche Thrombozytenzahl kann aus dem geringen zur Verfügung stehenden 

Volumen an Rattenblut nur knapp gewonnen werden. 

Damit schließen unsere Experimente nicht aus, dass auch noch andere Proteine im 

Thrombozyten durch die Hypertonie verändert werden. Für die eigentliche 

Fragestellung der Arbeit ist die Limitationen der gel-basierten Analyse bezogen auf 

quantitativ gering exprimierte Proteine kein großes Problem. Proteine mit sehr 

geringer Expression sind wahrscheinlich weniger gut als Screening Marker geeignet, 

da sie aufgrund der geringen Menge nicht so gut nachgewiesen werden können, wie 

Proteine, die in höherer Konzentration vorliegen.  

Die Auftrennung auf dem Gel erfordert eine Denaturierung der Proteine. Es können 

daher keine Aussagen über Konformationsänderungen gemacht werden. Bei der 

Datenbanksuche zur Identifizierung von Proteinen mittels Massenspektrometrie 

werden Peptidmuster zum Rückschluss auf das zugrundeliegende Protein 

verwendet. Hierfür müssen nicht alle Peptide eines Proteins identifiziert werden. So 
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erfolgt die Zuordnung von Peptidmustern zu einem Protein aufgrund einer gewissen 

Wahrscheinlichkeit. Die Zuverlässigkeit einer Identifikation wird anhand eines Scores 

angegeben. Eine Unterscheidung, ob Peptide lediglich bei der Massenspektrometrie 

nicht gefunden wurden, oder im Proteinspot nicht vorhanden waren, es sich also um 

Fragmente handelt, ist nur schwer möglich. Deswegen wurden die Identifikationen 

von Proteinen durch Vergleich des theoretischen Gewichts (Datenbank) mit dem 

tatsächlichen Gewicht (Position auf dem Gel) auf Plausibilität überprüft. 

 

Veränderungen im Thrombozytenproteom der Ratte unter ANG-II-abhängiger 

Hyertonie 

Zusammengefasst wurden mit diesen Experimenten 45 Proteine identifiziert, die sich 

in Thrombozyten bei verschiedenen Rattenstämmen ändern, wenn durch 

unterschiedliche Methoden eine Hypertonie über das RAAS induziert wird. Dieses 

sind wahrscheinlich nicht alle Proteine die in Thrombozyten unter Hypertonie 

geändert werden, sie stellen aber erfolgversprechende Kandidaten für weitere 

Untersuchungen und Studien am Menschen dar. 

 

Veränderungen im Thrombozytenproteom der Ratte nach 10tägiger 

Erholungsphase 

Auch 10 Tage nach Explantation der Minipumpe und damit wahrscheinlich 

einhergehender Normalisierung des Blutdrucks zeigen noch 16 Spots eine mehr als 

1,3fach schwächere Intensität als bei der placebobehandelten Kontrollgruppe. Dies 

ist nicht durch einen direkten Einfluss der ANG-II-abhängigen Hypertonie zu erklären. 

Bei einer mittleren Überlebenszeit von Rattenthrombozyten im Kreislauf von 4 bis 5 

Tagen ist davon auszugehen, dass die 2. bzw. 3. Generation von Thrombozyten 

untersucht wurde, die der Hypertonie nicht mehr ausgesetzt waren. Eine mögliche 

Erklärung für diese Beobachtung sind bleibende Veränderungen verursacht durch 

z.B. Gefäßschäden, die sich während der 14tätigen Hypertoniephase entwickelt 

haben, oder Veränderung der Megakaryozyten-Vorläuferzellen. Ein direkter Einfluss 

von ANG II auf Megakaryozyten-Vorläuferzellen könnte sich auch noch nach 10 

Tagen auf das Proteom der Thrombozyten auswirken.  
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Veränderungen im Thrombozytenproteom der Ratte durch Blutentnahme 

Eine weitere wesentliche Beobachtung in diesen Experimenten ist, dass die 

Entnahme von Blut ebenfalls zu Veränderungen im Proteom von Thrombozyten führt. 

Die unter ANG-II-abhängiger Hypertonie beobachteten Veränderungen werden durch 

Blutentnahmen beinahe vollständig aufgehoben oder sogar umgekehrt. Diese 

Reaktion war mehrfach reproduzierbar. Der Einfluss der Blutentnahmen auf 

Blutdruck und Viskosität ist vermutlich nicht groß genug, um diese deutlichen 

Veränderungen hervorzurufen. Sowohl Blutdruck als auch Hämatokrit blieben 

während unserer Experimente relativ stabil (Abbildung 2). 

 

 

Abbildung 2: Einfluss wiederholter Blutentnahmen auf den Hämatokrit (Hkt). Jeweils fünf Ratten 
erhielten eine ANG II-Minipumpe, eine NaCl-Minipumpe oder blieben ohne Minipumpe. Acht Tage vor 
Implantation der Minipumpen, sowie 3, 10 und 14 Tage nach Implantation wurden jeweils 3 ml Blut 
aus dem retroorbitalen Plexus entnommen. Dabei kam es zu keiner signifikanten Veränderung des 
Hämatokrit. 

Das unterschiedliche Alter der untersuchten Thrombozytenpopulationen stellt eine 

mögliche Erklärung unserer Ergebnisse dar: Durch die Blutentnahme gehen auch 

Thrombozyten verloren. Um diesen Verlust zu kompensieren wird die Thrombopoese 

gesteigert. In der Folge befindet sich ein größerer Anteil junger Thrombozyten im 

Kreislauf. Diese Hypothese wird gestützt durch die von uns beobachteten 

Proteomveränderungen durch Stimulation des Thrombopoetinrezeptors: das 

Proteommuster in diesen Experimenten ähnelt dem Proteommuster nach 

Blutentnahmen. 

Nicht jede Aktivierung von Thrombozyten ist vollständig und führt zur irreversiblen, 

festen Adhäsion. Die auf Aktivierungsreize folgende Präsentation von 
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Adhäsionsmolekülen führt initial zum Rollen der Thrombozyten auf einer Oberfläche. 

Es folgt mit der Ausbreitung ein erster, reversibler Formwandel, der dann bei weiterer 

Aktivierung in eine irreversible Form übergeht. Somit befinden sich in der Zirkulation 

neben gänzlich unaktivierten Thrombozyten auch solche Thrombozyten, die bereits 

unterschiedliche Stadien einer Aktivierung durchgemacht haben. Jede Aktivierung 

hinterlässt Spuren im Proteom von Thrombozyten. Unter anderem durch Sekretion 

von Proteinen, und Neusynthese auf Basis vorhandener mRNA verändert sich der 

Proteingehalt in Abhängigkeit von Alter und Stress der Thrombozyten. Wir vermuten, 

dass wir in unseren Experimenten drei Unterschiedliche Populationen von 

Thrombozyten untersucht haben: a) Thrombozyten, die durch ANG-II-abhängige 

Hypertonie bzw. hohe Scherkräfte überdurchschnittlich gestresst waren, b) 

Thrombozyten der Kontrolltiere, die in normalem Ausmaß dem physiologischen 

Stress durch Mikrotraumata und kleinere Gefäßläsionen ausgesetzt waren und c) 

eine durch gesteigerte Thrombopoese verjüngte Thrombozytenpopulation, die 

diesem physiologischen Stress und den entsprechenden Aktivierungsreizen nur in 

geringem Maße ausgesetzt waren. Proteine, deren Konzentration über die drei 

hypothetischen Stressphänotypen kontinuierlich ansteigt bzw. abfällt, sind evtl. 

Proteine, anhand derer eine Aussage über den Stress gemacht werden könnte, dem 

die Thrombozyten ausgesetzt waren. So könnten diese Proteine Marker für den 

Alterungsprozess der Thrombozyten darstellen. Drei Proteine kommen prinzipiell als 

solche Marker des Thrombozytenalters in betracht: Gelsolin, Ras-related protein 

Rab-27B und Pleckstrin. Unter hypertensiven Bedingungen ist die Konzentration von 

Gelsolin erhöht (rel. Intensität des Gelsolinspots nach 14tägiger Hypertonie in TGR: 

255%; nach 14tägiger ANG II-Infusion über Minipumpen: 291% jeweils bezogen auf 

die Kontrollgruppe). Mit einer relativen Intensität von 43% (nach wiederholten 

Blutentnahmen bei mit NaCl-Minipumpen versorgten Ratten) und 52% (nach 

wiederholten Blutentnahmen bei sonst unbehandelten Ratten) ist die Konzentration 

von Gelsolin in den beiden Blutentnahmeexperimenten deutlich, wenn auch nicht 

signifikant vermindert. Auch Rab-27B ist unter hypertensiven Bedingungen induziert 

und nach Blutentnahmen reprimiert. Pleckstrin verhält sich gegensätzlich: unter 

ANG-II-abhängier Hypertonie ist seine Konzentration in Thrombozyten verringert, 

nach Blutentnahmen erhöht. 

Diese drei Proteine wären ideale Kandidaten für die Untersuchung in einer Fall-

Kontroll Studie am Menschen in einem weiterführenden Projekt. Die gezielte 
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Untersuchung spezifischer Proteine ermöglicht die Verwendung wesentlich weniger 

aufwändiger Methoden und damit größerer Fallzahlen. Interindividuelle Varianzen 

der Probanden dürften somit keine wesentliche Rolle mehr spielen. Gelingt der 

Transfer vom Tiermodell auf das humane System, kann in einer weiteren Studie die 

klinische Relevanz solch eines Biomarkerproteins untersucht werden.
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Angiotensin II-dependent hypertension causes reversible
changes in the platelet proteome
Simon Gebharda, Leif Steilb, Barbara Petersc, Manuela Gesell-Salazarb,
Elke Hammerb, Beate Kuttlerc, Kenneth J. Clemetsond, Christian Scharfb,e,
Jörg Petersc, Uwe Völkerb, Rainer Rettigc and Andreas Greinachera

Objective Hypertension is a risk factor for arterial
thrombosis. We investigated the effects of angiotensin II
(ANG II)-dependent hypertension on the platelet
proteome.

Methods and results Hypertension was induced in
cyp1a1ren-2 transgenic rats by feeding indole-3-carbinol
(n U 10) and in Fischer 344 rats by subcutaneously infusing
ANG II (n U 7). After 14 days of hypertension (SBP
180 mmHg) and 10 days after normalization of blood
pressure, changes in the platelet proteome were assessed
by two-dimensional differential in-gel electrophoresis. In a
subset of animals (n U 4), repeated blood withdrawals were
performed. Of 1040 protein spots, 45 displayed
hypertension-associated changes (>1.5-fold, P < 0.01) in
both models (34 increased, 11 decreased). All were
reversible within 10 days. Thirty-eight spots were identified
by mass spectrometry and assigned to 20 distinct proteins.
The majority of spots with increased intensity constituted
protein fragments. Repeated blood withdrawals and
stimulation of megakaryocytopoiesis by a thrombopoietin
receptor agonist induced changes in the same protein spots
but in the opposite direction to those induced by ANG
II-dependent hypertension.

Conclusion ANG II-dependent hypertension is associated
with enhanced protein degradation in platelets. As these
changes are reversible, the proteins identified might be
used to develop a biomarker for monitoring recent blood
pressure history. J Hypertens 29:2126–2137 Q 2011
Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins.
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Introduction
Hypertension and its associated comorbidities are major
burdens of the healthcare system. Patients with long-
term elevated blood pressure are at increased risk for
stroke and myocardial infarction. In both of these com-
plications, platelets play an important role.

Although hypertension is known to mediate atheroscle-
rosis, we were interested whether hypertension alters
platelets. Platelets circulate as anuclear cell fragments
in the blood stream and are in close contact to the vessel
wall. They react sensitively to shear stress [1] and acti-
vated endothelium [2–5], both of which are induced by
hypertension [6]. We, therefore, hypothesized that
hypertension may lead to changes in the composition
of the platelet proteome.

Proteomic analysis provides a comprehensive overview of
platelet proteins [7,8] and has been applied in platelet
research extensively in the past [9,10]. Two-dimensional
differential in-gel electrophoresis (2D-DIGE) [11],
particularly, allows the assessment of changes in the
platelet proteome over time with an intergel variability

of about 8% [12]. Therefore, analysis of quantitative
changes in the platelet proteome in dependency of
changes in blood pressure is feasible. However, the
laborious methods of 2D-DIGE are not applicable to
assess large numbers of individuals, making it difficult
to differentiate between interindividual differences and
blood pressure-induced changes of the human platelet
proteome.

We, therefore, utilized two different animal models with
minimal interindividual differences in which we could
induce hypertension in a standardized way. We com-
bined this approach with the analytical power of pro-
teome analysis to investigate more than 1000 platelet
protein spots in a single experiment. In both models, we
found consistent and reversible changes in the platelet
proteome associated with hypertension. We also found
the same proteins being affected by repeated blood
withdrawals and by the application of a thrombopoietin
receptor agonist. However, the changes were in the
opposite direction of those seen during angiotensin II
(ANG II)-dependent hypertension.
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Methods
Animals
Experiments were performed using adult male cyp1a1-
ren-2 transgenic Fischer rats (TGRs) bred at the Univer-
sity of Greifswald from stock animals supplied from the
University of Edinburgh (Edinburgh, UK) and using
adult male Fischer 344 rats (F344) obtained from Harlan
Winkelmann (Borchen, Germany). Animals were housed
in a temperature and humidity-controlled facility with
lights on from 0600 to 1800 h. They had access to a
standard rat chow (Ssniff, Soest, Germany) and tap water
ad libitum. All procedures related to the experimental
animals were approved by a governmental committee on
animal welfare, the guidelines of which are in accordance
with the National Institutes of Health (NIH) Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals.

Experimental models of arterial hypertension

Indole-3-carbinol-induced hypertension in cyp1a1ren-2
transgenic rats
TGRs harbor a mouse ren-2 transgene, which is under the
control of the cytochrome P450 promoter cyp1a1 [13].
The transgene is mainly expressed in the liver in which
its expression can be activated by various xenobiotics
including the aryl hydrocarbon compound indole-3-car-
binol (I3C, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany).
Administration of I3C with the diet results in dose-
dependent and stable increases in arterial pressure [14].

Angiotensin II-induced hypertension
Osmotic minipumps (Alzet osmotic pumps, Cupertino,
California, USA) were implanted subcutaneously
between the scapulae under ether anesthesia. ANG II
(Sigma-Aldrich) was infused at a constant rate of 450 ng/
(kg body weight!min).

Telemetric arterial pressure recordings
Radiotelemetric devices (TA11PA-C40, DSI-Transoma
Medical, St Paul, Minnesota, USA) were implanted
under ether anesthesia via an abdominal midline incision
under aseptic conditions. The catheters of the devices
were inserted into the lower abdominal aorta. The trans-
mitters were fixed within the upper abdominal cavity
[15]. Data on arterial pressure were acquired with LabPro
software version 3.11 (DSI-Transoma Medical). Tele-
metric data are given as 24-h mean values.

Plasma prorenin, renin, and aldosterone concentrations
For the experiments for platelet proteome analysis, tele-
metric arterial pressure recording was not feasible, as
surgical insertion of the device would have affected
platelets. To control indirectly for the effect of treatment
on induction of hypertension, plasma prorenin, renin, and
aldosterone concentrations were determined as pre-
viously described [14] in animals without telemetric
arterial pressure recording.

Experimental protocols (Fig. 1)
Effects of an indole-3-carbinol-induced chronic increase in
arterial pressure on platelet protein expression in
cyp1a1ren-2 transgenic rats
To standardize the hypertensive effect, TGRs were
equipped with telemetric devices for chronic blood pres-
sure recordings and fed with chow containing I3C at a
concentration of 0.167% (dry weight/dry weight) (n¼ 5)
or a control diet without I3C (n¼ 5).

After confirmation of the I3C effect on blood pressure,
I3C was added to the standard diet of a separate group of
TGRs (n¼ 10), whereas control TGRs (n¼ 10) received
standard diet without I3C. After 14 days of I3C or control
feeding, 3 ml of blood were withdrawn from the retro-
orbital plexus under ether anesthesia for platelet pro-
teome analyses and determination of plasma prorenin,
renin, and aldosterone concentrations.

Effects of an angiotensin II-induced chronic increase in
arterial pressure on platelet protein expression in Fischer
344 rats
To standardize the hypertensive effect of ANG II, F344
rats were instrumented with telemetric devices for
chronic blood pressure recordings and then received
either ANG II [450 ng/(kg body weight!min)] (n¼ 6)
or NaCl (n¼ 5) via osmotic minipumps.

After confirmation of the ANG II effect on blood pres-
sure, ANG II was infused subcutaneously at a constant
rate of 450 ng/(kg body weight!min) into a separate
group of F344 rats (n¼ 7), whereas control rats (n¼ 7)
received vehicle (isotonic NaCl solution) only. After
14 days of ANG II or vehicle infusion, 3 ml of blood
was withdrawn from the retro-orbital plexus under ether
anesthesia for platelet proteome analyses and determi-
nation of plasma prorenin, renin, and aldosterone con-
centrations.

Reversibility of angiotensin II-induced effects on the platelet
protein pattern after cessation of treatment
ANG II (n¼ 4) or vehicle (n¼ 4) were infused subcu-
taneously for 14 days via osmotic minipumps to F344 rats.
Then, the minipumps were removed and 10 days after
cessation of ANG II infusion, 3 ml of blood was with-
drawn from the retro-orbital plexus under ether anesthe-
sia for platelet proteome analyses.

Effect of blood withdrawal on the angiotensin II-induced
effects on the platelet protein pattern
ANG II (n¼ 4) or vehicle (n¼ 4) were infused for 14 days
to F344 rats as described above, but at days#8, 3, 10, and
14 of the infusion period, 3 ml of blood were withdrawn
from the retro-orbital plexus under ether anesthesia.
Osmotic minipumps were implanted on experimental
day 0. Additional F344 rats receiving either ANG II
(n¼ 3) or NaCl (n¼ 3) were instrumented with telemetric
devices for chronic blood pressure recordings as
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described above to assess whether blood taking had an
effect on blood pressure.

Effect of blood withdrawal on the platelet protein pattern in
untreated rats
Untreated rats (n¼ 4) were subjected to blood withdra-
wals (3 ml) from the retro-orbital plexus at days "8, 3, 10,
and 14. Untreated rats (n¼ 4) with only one blood with-
drawal (3 ml) at the end of the experiment (day 14) served
as controls.

Effect of thrombopoietin receptor stimulation on the platelet
protein pattern
The thrombopoietin receptor agonist, romiplostim
(Nplate, AMGEN, Munich Germany), was injected sub-
cutaneously at a dose of 30 mg/kg body weight in a pilot
experiment, which showed that platelet counts reach a

maximum approximately 5 days after romiplostim admin-
istration. Subsequently, romiplostim, 30 mg/kg body
weight (n¼ 5) or vehicle (n¼ 5), was injected subcu-
taneously to previously untreated rats. Five days later,
3 ml of blood were withdrawn from the retro-orbital plexus
under ether anesthesia for platelet proteome analyses.

Sampling of rat platelets
Whole blood (3 ml) was drawn into 300 ml 10% EDTA,
320 U hirudin (Pharmion, Hamburg, Germany) and
1 mmol/l Pefabloc (Roth, Karlsruhe, Germany). Prosta-
glandin E1 (1 ml PGE1, Serva, Heidelberg, Germany) and
1 ml Tyrode’s buffer [0.85 mmol/l NaCl, 0.135 mol/l KCl,
0.6 mmol/l NaHCO3, 0.018 mmol/l NaHPO4, 0.2% glu-
cose, 5 mmol/l 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane-
sulfonic acid, 1.5 mmol/l adenosine, 1 mmol/l theophyl-
line, 32 U/ml hirudin, 0.36% BSA (Serva)] were added per
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Fig. 1
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Outline of experimental protocols. Hypertension was induced on day 0 by either (a) feeding indole-3-carbinol (I3C) or placebo to transgenic rats
(TGRs) or (b) subcutaneous infusion of angiotensin II (ANG II) or vehicle (0.9% NaCl) in Fischer 344 rats. Treatment groups are indicated by
horizontal black arrows and the corresponding control groups by horizontal gray arrows. In each experiment treatment was continued for 14 days. To
evaluate regeneration after hypertension, infusion was stopped on day 14 for a 10-day recovery phase (dotted arrow). Vertical black arrows indicate
blood withdrawal (3 ml). Proteomic analyses were carried out on platelets obtained at the end of the experiments on days 14 or 24, respectively.
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milliliter whole blood. Samples were centrifuged (7 min,
200 g) and the supernatant was transferred into a 13-ml
tube (polystyrene, Sarstedt, Nümbrecht, Germany).
One microliter PGE1 per milliliter (final concentration
100 nmol/l) was added and the sample was centrifuged
again (30 min, 650g). The pellet was resuspended in
4 ml of Tyrode’s buffer and centrifuged (5 min, 75g) to
remove residual red blood cells. The platelet-containing
supernatant was transferred into a new tube, PGE1

(1 ml/ml) was added, and the tube was centrifuged
(10 min, 650g). The pellet was washed twice with Tyrode’s
buffer without BSA but containing PGE1 and frozen at
!708C.

Two-dimensional differential in-gel electrophoresis
Platelet protein preparation and 2D-DIGE experiments
were carried out as described previously [12]. Briefly,
for proteome analyses the platelet protein extracts of
individual animals of the respective groups were pooled.
The required amount of protein was adjusted to pH 8.5
using 50 mmol/l NaOH and samples were labeled with
400 pmol dye per 50 mg protein for 30 min on ice. The
reactions were stopped by adding 10 nmol lysine followed
by incubation on ice for 15 min. In all experiments, the
Cy2 dye was used for the labeling of an internal standard
composed of aliquots of all samples included in the
experiment. In all experiments, a dye swap was carried
out, that is, one sample was labeled with Cy3 on two gels
and with Cy5 on two other gels, and vice versa for the
second sample to avoid dye-dependent bias.

Data analysis
After scanning, analysis of the 2D-DIGE images was
performed with the Delta-2D (Decodon GmbH,
Greifswald, Germany) and Genespring 7.3.1 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) software packages.
For identification of protein spots displaying differences
between the experimental groups, all individual images
were first matched and then merged to generate fused
images using the union fuse option, which later allowed
comparison of all experiments. Spot detection and spot
editing were performed with the Delta-2D software on
the fused gel images. The spot maps and the correspond-
ing labels of the fused gel images were propagated to each
of the gel images included in the analysis, thus ensuring
uniform analyses throughout the study.

Data were transferred to Genespring (Agilent Techno-
logies), as described previously [12]. Blood pressure-
dependent changes in fluorescence intensities were cal-
culated by dividing the intensity values of protein spots
from analyses of hypertensive rats by the value of those
derived from normotensive rats. Selection criteria to
define the change of the level of a protein spot as
significant were as follows: the change in the intensity
ratio between spots from hypertensive rats and spots from
normotensive rats had to exceed a factor of 1.5; the raw

volume values of the spot had to exceed 0.1 in order to
avoid calculating ratios of spots close to background
intensities; P values less than 0.01 in the analysis of
variance using the Benjamini–Hochberg method.

Preparation of peptide mixtures and mass
spectrometry
Preparation of peptide mixtures and matrix-assisted laser
desorption/ionization (MALDI) mass spectrometry (MS)
and Fourier transform ion cyclotron resonance (FTICR)
MS were carried out, as described previously [12,16,17].
For database searches, the Mascot search engine (Matrix
Science Ltd, London, UK) was used with the sequence
database SwissProt R56.1 restricted to rodent entries.
Data from MALDI MS were analyzed with the GPS
Explorer 3.6 Software (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA) and an integrated Mascot script.
Proteins with a Mowse score more than 56, reflecting
identity or extensive homology, corresponding to a P
value of less than 0.05, and confirmed by at least one
peptide fragmentation spectrum (ion score >26) were
regarded as positively identified. For FTICR MS, initial
mass tolerance for protein identification on MS and MS/
MS peaks were 0.01 and 0.45 Da, respectively. Up to two
tryptic cleavages were allowed. Methionine oxidation
and carbamidomethylation were set as variable modifi-
cations. Proteins assigned by at least two peptides and an
ion score of at least 22, reflecting identity or extensive
homology and corresponding at least to a P value less than
0.05 were regarded as positively identified.

Results
cyp1a1ren-2 transgenic rats and Fischer 344 rats with
subcutaneous angiotensin II infusion via osmotic
pumps offer two different models of hypertension with a
comparable rise in blood pressure
Untreated TGRs had normal SBPs of about 120 mmHg
(Fig. 2a). The I3C-induced expression of the transgene
was associated with an elevated plasma prorenin concen-
tration (Table 1) and a rise in SBP to approximately
180 mmHg within about 10 days. Thereafter, SBP
remained at this level throughout the protocol.
Vehicle-infused F344 rats had normal SBPs of about
120 mmHg (Fig. 2a). In ANG II-infused F344 rats,
plasma aldosterone levels were elevated and plasma
prorenin levels were normal (Table 1). SBP rose at a
similar rate and to a similar height as in I3C-treated
TGRs. Repeated blood sampling did not significantly
affect SBP in ANG II-infused or vehicle-infused F344
rats (Fig. 2b).

Fourteen days of hypertension induce transient
alterations in the rat platelet proteome
To investigate changes in the platelet proteome caused
by ANG II-dependent hypertension, two models,
I3C-treated TGRs and ANG II-infused F344 rats, were
employed.
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Platelet proteome patterns obtained from rats after a
14-day period of hypertension [I3C feeding (n¼ 10) or
subcutaneous ANG II infusion (n¼ 7)] were compared
with platelet proteome patterns obtained from normo-
tensive rats after placebo treatment [I3C-free feeding
(n¼ 10) or subcutaneous 0.9% NaCl infusion (n¼ 7)]
using 2D-DIGE (Fig. 3). In total, 1040 protein spots
were consistently monitored in all experiments. Quanti-
tative analysis of the protein profiles revealed that 50 and
79 spots showed increased intensities after I3C-feeding
and subcutaneous ANG II infusion, respectively. Among

these, 34 spots showed increased intensities in both rat
models (Fig. 4). Sixteen and 78 spots showed decreased
intensities after I3C feeding and ANG II infusion,
respectively. Among these, 11 spots showed decreased
intensities in both rat models (Fig. 4).

Of the 45 spots that showed significantly higher or lower
intensities after 14 days of hypertension in both rat
models, 38 were identified by MALDI-time of flight
and FTICR mass spectrometry (Tables 2 and 3,
Fig. 3). As platelets have only a limited capacity for
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SBP in cyp1a1ren-2 transgenic rats (TGRs) and in Fischer 344 rats (F344). (a) Effect of transgene induction by indole-3-carbinol (I3C) on SBP in
TGRs (n¼5 per group) and effect of subcutaneous angiotensin II (ANG II) infusion on SBP in F344 rats (n¼5–6 per group). (b) Repeated
withdrawal of 3 ml blood (arrows) did not decrease the SBP in ANG II-infused F344 rats or in vehicle-infused controls.

Table 1 Plasma prorenin, renin, and aldosterone concentrations in cyp1a1ren-2 transgenic rats with and without indol-3-carbinol as well as in
Fischer 344 rats with and without angiotensin II

Plasma prorenin concentration
(ng ANG I/ml per h)

Plasma renin concentration
(ng ANG I/ml per h)

Plasma aldosterone concentration
(pg/ml)

n Day 0 Day 14 Day 0 Day 14 Day 0 Day 14

TGR 10 128"29 50"17 64"21 77"24 173"38 223"45
TGRþ I3C 10 148"32 10 050"2 711M,# 48"18 66"23 221"57 812"251M,#

F344 5 ND ND 167"41 239"30 93"31 116"26
F344þANG II 5 ND ND 223"18 32"20§,# 131"42 549"223§,#

ANG II, angiotensin II; F344, Fischer 344; I3C, indol-3-carbinol; ND, not determined; TGR, cyp1a1ren-2 transgenic rat. M P<0.05 vs. TGR without I3C. # P<0.05 vs. day
0. § P<0.05 vs. F344 without ANG II.
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protein synthesis, proteins displaying differential inten-
sities between samples from normotensive and hyper-
tensive rats were investigated for signs of degradation
by comparing expected and observed migration in
2D-DIGE and sequence coverage observed in mass
spectrometry.

Of the 34 spots with increased intensity, 23 spots con-
tained protein fragments and one spot contained a modi-
fied protein (Table 3). In four further spots, degradation/
modification was likely. The remaining six spots were not
identified. Thus, there was no evidence for hypertension-
associated de-novo protein synthesis in platelets.

Nine of the 11 spots with hypertension-associated
reduced intensity contained complete proteins and two
contained protein fragments. Because almost all induced
protein spots constituted protein fragments, we presume
that the reduction in spot intensity was probably also
mainly due to protein degradation.

The proteins concerned are mostly cytoskeletal proteins.
Thrombospondin-1, a platelet specific protein also chan-
ged (Table 2).

The changes of the platelet proteome induced by ANG
II-dependent hypertension were reversible. Ten days
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Representative two-dimensional gel image of platelet proteins from untreated Fischer 344 rats separated at a pH range from 4 to 7 on a 12.5%
acrylamide gel. The 45 spots that changed concomitantly in both hypertension rat models after 14 days are labeled with their identification (see Table
2). The figure shows the two-dimensional gel in black and white and indicates the changed protein spots by arrows. The color figure, which shows
the changes in protein spot pattern, is shown as Fig. 1S, http://links.lww.com/HJH/A122, in the supplementary material.
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after the ANG II infusion had been stopped, the changes
observed in the experiments described above were no
longer detectable (Fig. 4).

Repeated blood withdrawals change the platelet
proteome and suppress the angiotensin II-induced
alterations in the platelet proteome
To investigate the proteome changes over time, 3 ml
blood were drawn at days !8, 3, 10, and 14 in ANG II-
treated rats. Unexpectedly, at day 14, using this experi-
mental design the changes observed during hypertension
were no longer detectable (Fig. 4). We then took the
same amount of blood at days !8, 3, 10, and 14 from
normotensive rats and compared their platelet proteome
at day 14 with the one of untreated rats (one blood sample
taken on day 14). This proteome showed an inverse
pattern of changes to those described above for ANG
II-treated rats without regular blood withdrawal (Fig. 4):

none of the spots with increased intensities during ANG
II infusion in the previous experiments were enhanced.
Instead, all of these spots now showed lower intensities
with one reaching statistical significance. Similarly, only
one of the spots with lower intensities during ANG II
treatment in the previous experiments was decreased.
All other spots showed higher intensities (statistically
significant in three of them).

Thrombopoietin receptor stimulation leads to
alterations in platelet proteome similar to those seen
after blood withdrawal
To investigate whether stimulation of thrombopoiesis by
a mechanism other than repeated blood withdrawal leads
to similar effects on the platelet proteome, we applied
the thrombopoietin receptor agonist romiplostim. The
results show that most of the protein spots that exhibited
increased intensity in both hypertension experiments and
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induced by repetitive blood withdrawal.
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decreased intensity after blood withdrawal showed also
decreased intensities after romiplostim treatment
(Fig. 4). This indicates that the increase in degradation
products (spots with increased intensity) during ANG II-
dependent hypertension likely reflects aging of platelets.
On the contrary, romiplostim had little, if any, effect on
the signal intensity of those spots that showed decreased
intensity in ANG II-dependent hypertension; this
indicates additional changes in platelets induced by
ANG II-dependent hypertension.

Discussion
This study shows that ANG II-dependent hypertension
is associated with consistent and reversible effects on the

platelet proteome in two different rat models. These
effects were demonstrated in TGRs with increased
plasma prorenin levels and in F344 rats with increased
plasma ANG II levels induced by continuous infusion. By
means of gel-based proteome analysis, we found several
spots of cytosolic platelet proteins significantly altered
after 14 days of ANG II-dependent arterial hypertension.
Most of the spots with increased intensities consist of
protein fragments. Thus, the vast majority of changes
observed under ANG II-dependent hypertension were
caused by enhanced degradation of proteins.

When we aimed to define the kinetics of platelet pro-
teome changes by taking three blood samples of 3 ml
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Table 2 Summary of proteins spots for which significant quantitative changes were observed in both hypertensive rat modelsa

Protein nameb

Day 14 of
renin induction

in TGR

Day 14 of
ANG II
infusion

Day 10 after
discontinuation

of ANG II
infusion

Day 14 of ANG II
infusionþblood

withdrawals at days
"8,3, and 10

Day 14 after blood
withdrawal at
days "8, 3,

and 10

Day 5 after
treatment with

romiplostim

ID93736 Talin-1c 1.9 2.0 1.0 1.1 0.5 0.6
ID93748 Talin-1c 1.9 2.2 0.9 1.0 0.4 0.6
ID94606 Talin-1c 2.1 3.4 0.7 0.7 0.1 0.3
ID94861 Formin-binding protein 1-likec 1.6 3.2 0.9 0.7 0.3 1.3
ID94989 Thrombospondin-1c 1.9 1.9 0.9 1.0 0.4 1.0
ID95020 RAS-related protein Rab-27B 2.5 3.1 0.9 0.6 0.2 0.8
ID97928 Bridging integrator 2c 1.9 2.9 0.9 0.9 0.3 1.2
ID97933 Bridging integrator 2c 2.0 6.3 0.8 0.8 0.1 x
ID97945 Bridging integrator 2c 1.7 2.5 0.8 0.8 0.2 1.0
ID101898 NI 1.9 2.3 0.5 1.1 0.3 x
ID101717 NI 2.0 1.7 0.9 1.0 0.8 x
ID101728 NI 4.0 3.0 0.8 0.6 0.2 0.7
ID101729 Transgelin-2c 3.3 3.4 0.8 0.7 0.2 0.4
ID101899 NI 2.9 2.6 0.8 0.8 0.2 0.3
ID105771 Bridging integrator 2c 2.7 12.4 0.7 0.7 0.1 0.4
ID112769 Filamin-Ac 2.2 2.3 0.8 0.8 0.4 0.4
ID112770 Filamin-Ac 2.2 2.5 0.8 0.7 0.4 0.4
ID112778 Filamin-Ac 2.0 1.8 0.9 0.7 0.5 0.3
ID112779 Filamin-Ac 2.1 2.8 0.8 0.7 0.3 0.6
ID112780 Filamin-Ac 2.0 2.8 0.9 0.8 0.4 0.6
ID112785 a-Mannosidase 2C1 2.2 2.0 1.0 0.9 0.5 0.7
ID112791 Filamin-Ac 1.6 1.6 0.8 0.7 0.4 0.4
ID112808 Filamin-Ac 1.5 6.5 0.8 0.6 0.2 1.2
ID112813 Vinculinc 1.5 2.2 0.9 1.0 0.4 0.6
ID112831 Programmed cell death

6-interacting protein
1.6 2.0 1.0 1.0 0.6 0.6

ID112949 Dihydropyrimidinase-related
protein 2

2.2 2.7 0.9 0.8 0.4 0.5

ID113039 Coronin-1Ac 2.3 4.0 1.0 1.1 1.0 0.5
ID113080 Talin-1c 2.8 1.7 0.7 0.7 0.9 x
ID113658 Thrombospondin-1c 1.5 3.8 0.9 0.9 0.2 0.9
ID215291 NI 2.9 4.3 1.0 0.8 0.7 0.4
ID245530 Talin-1c 1.5 2.4 1.0 1.2 1.0 x
ID245543 Thrombospondin-1 1.8 3.9 0.9 1.0 0.3 0.6
ID245722 Filamin-Ac 3.7 5.3 0.8 0.8 0.2 0.8
ID246324 NI 1.6 4.1 0.9 1.0 0.3 x
ID94043 Heat shock protein HSP 90-b 0.6 0.6 1.3 1.0 1.7 1.2
ID95116 RAS-related protein Rab-11A 0.7 0.3 1.3 1.3 2.5 0.9
ID95118 Transgelin-2 0.6 0.5 1.0 1.0 1.7 1.0
ID97967 RAS-related protein Rab-11A 0.7 0.1 1.1 1.1 1.9 0.6
ID112944 Fibrinogen a-chainc 0.6 0.5 1.0 1.1 1.4 1.7
ID113037 Thrombospondin-1c 0.5 0.2 1.4 1.2 4.7 0.6
ID113048 Pleckstrin 0.6 0.2 1.2 1.2 4.6 0.6
ID113050 Pleckstrin 0.6 0.1 1.3 1.0 3.5 0.6
ID113601 Apolipoprotein E 0.5 0.6 1.1 1.0 1.4 0.9
ID246085 Pleckstrin 0.6 0.2 0.9 1.0 0.3 x
ID246111 Pleckstrin 0.6 0.2 1.2 1.2 2.8 0.7

NI, not identified; RAS, renin–angiotensin system; x, not detectable. a Ratios of spot intensities of the specific sample divided by those of the respective control samples are
displayed. Intensity ratios for which the observed differences were significant (P<0.01) are displayed in bold letters. b Protein names are indicated for protein spots that
were identified by mass spectrometry. c Identifications as protein fragments are based on the comparison of predicted and observed migration properties in 2D-DIGE and
supportive information from allocation of observed peptides in the protein sequence.
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each at days !8, 3, and 10 of a 14-day period of hyper-
tension, we observed that these blood withdrawals com-
pletely abrogated the ANG II-induced changes in the
platelet proteome. As shown in Fig. 4, repeated blood
withdrawals of 3 ml in normotensive rats also lead to
changes in the platelet proteome, which affect the same
proteins as during hypertension. However, the changes
induced by blood withdrawal and hypertension, respec-
tively, are opposite to each other. Thus, when we per-
formed three blood withdrawals in hypertensive rats, the
blood withdrawal-induced and the hypertension-induced
effects on the proteome may have neutralized each other,
leading to a platelet proteome pattern that was similar to
that of normotensive rats without blood withdrawal.
Blood withdrawal did not cause normalization of blood
pressure or changes in hematocrit, which might have
reduced shear stress as was shown in control experiments
with telemetric blood pressure recordings.

The effects of blood withdrawal might result from an
increase in platelet turnover leading to younger platelets:
as blood loss leads to increased thrombopoietin levels and
de-novo platelet synthesis [18,19], it is possible that
accelerated platelet generation leads to a younger platelet
population containing less degraded proteins. This expla-
nation is supported by our experiments stimulating
thrombopoiesis by the thrombopoietin receptor agonist
romiplostim. Stimulation of platelet production caused a
similar decrease of the same protein fragments in plate-
lets, as observed after repetitive blood withdrawal. This is
indirect evidence that romiplostim and repeated blood
withdrawals result in a younger population of platelets,
which contains less fragments and more intact proteins
than platelets without stimulated thrombopoiesis. As
ANG II-dependent hypertension leads to the opposite
pattern, it may be that these platelets present the pro-
teome pattern of ‘aged’ platelets. However, the proteome
of ‘old’ platelets has not yet been defined clearly, prim-
arily due to the technical difficulties in separating differ-
ent platelet populations from whole blood.

Ex-vivo storage of platelets may reflect aging of platelets
to some extent. In this context, in a study on the platelet
proteome of human platelets ‘aged’ during storage under
blood bank conditions [12], we recently found six of the
proteins changed during ANG II-dependent hyperten-
sion in rats (vinculin, talin-1, filamin-A, transgelin-2,
pleckstrin, and thrombospondin-1) also altered during
storage of human platelets. The similar changes in the
proteome of ex-vivo aged platelets and the presence of
degradation fragments are consistent with the concept
that platelets ‘age’ more rapidly during hypertension.

The proteins affected in our experiments are mostly
cytoskeletal proteins. Increased degradation of cyto-
skeletal proteins may suggest ongoing signaling in the
platelet, which is compatible with the observation that
platelet function is increased in hypertensive patients

[20]. Other known morphological changes in platelets in
hypertension include an increase in size [21,22] and
increased number of pseudopods [23].

Our study shows that ANG II-induced hypertension
affects the platelet proteome. To which degree the
identified proteins are accountable for altered platelet
activity and, thus, for the prothrombotic state in hyper-
tensive individuals has not been resolved by the present
study. This requires experiments of platelet function
systematically assessing the role of the identified protein.
Our study might help to focus such experiments on likely
candidates. The underlying mechanisms leading to
changes in the platelet proteome are likely multifactorial
and very complex. Hypertension is associated with
increased shear stress [6], which affects circulating blood
cells such as platelets [1] and endothelial cells lining the
vasculature [24]. Furthermore, hormonal factors such as
the renin–ANG system (RAS) may have a direct effect on
the platelet proteome [25]. Especially, ANG II may also
directly influence the protein pattern in platelets: plate-
lets express the ANG II type 1 receptor (AT1-R) [26],
which mediates activation of platelets [27]. In addition,
hypertension is often associated with some degree of
vascular inflammation, which is often promoted by a
stimulated RAS. Activated endothelial cells in turn could
then promote platelet activation. The interaction of
platelets and endothelial cells may contribute to arterial
thrombotic events, one of the major complications of
hypertension (prothrombotic paradox of hypertension)
[25,28]. Unfortunately, our rat models do not differen-
tiate between the different factors with potential influ-
ence on the platelet proteome. Thus, our study does not
allow us to decide whether ANG II has specific effects on
the platelet proteome in addition to those caused by
hypertension itself.

Contrary to the potential stress effect on platelets
mediated via AT1-R, there is growing evidence that
ANG II stimulates bone marrow and accelerates hema-
topoiesis [20,29]. Although this has not been shown
specifically for platelets, the nature of pluripotent stem
cells suggests that thrombopoiesis is stimulated by ANG
II as well. If this stimulation had a measurable effect on
the platelet proteome, we assume it would be comparable
to changes found in blood withdrawal experiments.
Accordingly, stimulation of thrombopoiesis by ANG II
during the hypertension experiments would have coun-
terbalanced some of the changes induced by the hyper-
tension-induced effects of ANG II on platelets. However,
the net effect of ANG II-induced hypertension in our
models seems to be enhanced platelet aging, rather than
an increased platelet turnover.

A potential limitation of this study is that it was not
possible to implant telemetric blood pressure devices into
the rats in which blood sampling was performed for
proteome analysis because the surgical intervention

Hypertension and platelet proteome Gebhard et al. 2135



Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

required would likely have affected platelets. Therefore,
we used pilot experiments to standardize the dose–
response ratio needed to obtain a defined blood pressure.

For the proteome analyses, it was necessary to obtain a
relatively pure platelet population without other con-
taminating cells. This required several centrifugation
steps. Although we took precautions to avoid platelet
activation, we cannot exclude minor effects. As all
samples were processed similarly, the controls should
also be affected and a potential artifact caused by platelet
preparation should not cause a major bias in the main
finding of the experiments, namely that the platelet
proteome changed during ANG II-induced hypertension.
However, we cannot rule out that hypertension made the
platelets more susceptible to changes in the platelet
cytoskeleton during preparation of platelets for the pro-
teome analyses. It might be that preparation-induced
lesions are more aggravated in predisturbed platelets
from hypertensive animals compared with platelets from
normotensive animals and become more prominent by
the necessary pre-analytical preparation procedure.

Analysis of the platelet proteome was carried out using
2D-DIGE. Previously, we have shown that the 2D-
DIGE method offers a highly reproducible approach to
platelet proteomics [12], allowing assessment of quanti-
tative changes in cytosolic platelet proteins with a SD of
about 8%. However, the high range of protein abundance
in platelets met by the limited dynamic range of gel-
based proteomics reduces the number of proteins that can
be examined simultaneously. Furthermore, hydrophobic
proteins such as membrane proteins cannot be investi-
gated well by gel-based techniques. Thus, there may be
additional proteins, especially membrane proteins, which
change during ANG II-induced hypertension.

For each of the rat proteins altered by ANG II-dependent
hypertension, an analogous human protein exists. Thus,
the model used in this study may be applied in future
experiments to understand better the mechanisms that
contribute to the increased risk of platelet-mediated
arterial vessel occlusions in patients with long-term arter-
ial hypertension. Studies are ongoing to investigate
whether the platelet proteome changes observed in the
rat models also occur in humans. These studies may also
facilitate identification of biomarkers that provide infor-
mation about the blood pressure during the preceding
days similarly to glycosylated hemoglobin determination
in diabetes mellitus.

In summary, ANG II-dependent hypertension causes
changes in the cytosolic platelet proteome of rats.
Repeated blood withdrawal and stimulation of thrombo-
cytopoiesis induces changes in the same proteins but in
the opposite direction to those induced by ANG II-
dependent hypertension. This may indicate that ANG
II-dependent hypertension causes premature aging of
platelets. As these changes are reversible, the proteins

concerned might be used to develop a biomarker for
monitoring blood pressure therapy.
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Zusammenfassung 
 

 

Die chronische arterielle Hypertonie erhöht das Risiko für kardiovaskuläre 

Komplikationen wie Schlaganfall und Myokardinfarkt. In der Pathophysiologie dieser 

Komplikationen spielen Thrombozyten eine wesentliche Rolle. Hierbei gehen die 

meisten Experten derzeit davon aus, dass Thrombozyten mit den durch die 

Hypertonie geschädigten Gefäßwänden reagieren. Ziel unserer Untersuchungen war 

es, zu untersuchen, ob durch die Hypertonie auch Veränderungen in Thrombozyten 

entstehen. 

Thrombozyten zirkulieren im Kreislauf in engem Kontakt mit der Gefäßwand und 

reagieren sensibel auf hohe Scherkräfte und aktivierte Endothelzellen. Jede 

Aktivierung, auch in reversiblen Frühstadien führt dabei zu Veränderungen in der 

Proteinzusammensetzung der Thrombozyten, dem Proteom. Da sie keinen Kern 

haben, ist die Proteinneosynthese in Thrombozyten stark limitiert. So „speichern“ 

Thrombozyten Informationen über ihre Aktivierungshistorie während ihrer 

zehntägigen Überlebenszeit, da die veränderten Proteine nicht, oder nur sehr 

eingeschränkt durch neu synthetisierte Proteine ersetzt werden.  

Proteomics bietet einen Ansatz, über tausend Proteine gleichzeitig zu untersuchen. 

Mittels zweidimensionaler, differentieller in Gel Elektrophorese (2D-DIGE) kann dabei 

ein sensibler quantitativer Vergleich zweier Proben erfolgen. Die komplexe Methodik 

erfordert jedoch eine hochgradige Standardisierung der Versuchsgruppen. In diesem 

Projekt wurde daher ein Tiermodell verwendet, um die ca. 1000, mittels 2D-PAGE 

dargestellten Proteinspots des Thrombozytenzytosols auf hypertoniebedingte 

Veränderungen zu untersuchen. Dabei wurden zwei unterschiedliche Rattenmodelle 

der Hypertonie eingesetzt um die Aussagekraft zu erhöhen. 

Nach 14tägiger Hypertoniephase wurden 45 Proteinspots detektiert, deren Intensität 

in beiden Rattenmodellen signifikant verändert war. Die Identifikation dieser Spots 

mittels Massenspektrometrie zeigte neben spezifischen Thrombozytenproteinen v.a. 

Zytoskelett- und Zytoskelett -assoziierte Proteine. Wurde an die 14tägige 

Hypertoniephase eine 10tägige Erholungsphase angeschlossen, waren diese 

Veränderungen nicht mehr nachweisbar. Überraschenderweise waren die 

beobachteten Veränderungen unterdrückbar durch mehrmalige Blutentnahme vor- 



 

und während der Hypertoniephase. Dabei wurden 8 Tage vor-, sowie zweimal 

während der Hypertoniephase (Tage 3 und 10) 3 ml Blut entnommen. Die daraufhin 

durchgeführte Untersuchung auf Veränderungen des Thrombozytenproteoms durch 

Blutentnahmen an normotensiven Tieren zeigte ein Muster an Veränderungen, dass 

dem unter Hypertonie beobachteten entgegengesetzt war. Eine denkbare Ursache 

für diese Beobachtung ist, dass die Thrombozytopoese durch die mehrmaligen 

Blutverluste gesteigert wurde. Die so vermehrt ausgeschütteten „jungen“ 

Thrombozyten zeigen ein inverses Proteommuster, gegenüber den durch Hypertonie 

gestressten Thrombozyten. Um dieser Hypothese nachzugehen wurden Ratten mit 

dem Thrombopoetinrezeptoragonisten Romiplostim behandelt. Das 

Thrombozytenproteom von Ratten nach Stimulation der Thrombozytopoese ähnelt 

dem von Ratten nach mehrmaligen Blutentnahmen. Dies unterstützt unsere 

Hypothese, dass die durch Blutentnahmen bedingten Proteomveränderungen auf 

eine gesteigerte Thormobzytopoese zurückzuführen sind und damit auf das 

gesteigerte Vorkommen junger Thrombozyten im Blutkreislauf. 

Veränderungen des Thrombozytenproteoms, die in beiden Tiermodellen unter 

Hypertonie auftraten, können mit großer Sicherheit auf die Hypertonie zurückgeführt 

werden. Zu beachten ist allerdings, dass beide Modelle auf einer Aktivierung des 

Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems (RAAS) basieren. Es kann also nicht 

differenziert werden, ob die Veränderungen durch die Hypertonie selbst oder durch 

das aktivierte RAAS verursacht wurden. Die Tiermodelle spiegeln somit nur eine 

Subgruppe der Hypertoniepatienten wider. 

Wir haben mit diesen Experimenten Thrombozyten-Proteine identifiziert, die sich 

durch einen erhöhten Blutdruck verändern. Diese Proteine sind daher potentielle 

Kandidaten für Biomarker, die eine Aussage über den Blutdruckverlauf der 

zurückliegenden Tage ermöglichen. Solch ein Marker, ähnlich dem HbA1c beim 

Diabetes mellitus, könnte die Hypertoniediagnostik erheblich erleichtern. Für die in 

dieser tierexperimentellen Studie identifizierten Proteine finden sich analoge Proteine 

in menschlichen Thrombozyten. Deren Veränderung durch Bluthochdruck sollte in 

Fall/Kontroll-Studien am Menschen untersucht werden. 

In Ergänzung zum im Journal of Hypertension veröffentlichten Artikel wird in der 

vorliegenden deutschen Zusammenfassung detaillierter auf die Methoden 

eingegangen. Darüber hinaus werden zusätzliche Aspekte in der Diskussion 

angesprochen. 
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