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Hintergrund: C-type lectin like receptor 2 (CLEC-2) ist ein Adh&sionsrezeptor, der im Bluthauptséchlich von
Thrombozyten und Megakaryozyten exprimiert wird. Podoplanin (PDPN)ist ein Glykoprotein, welches von
bestimmten Tumorzellen aber auch von einer Reihe vonnormalen Zellen exprimiert wird, wie zum Beispiel
fibroblastischen retikularen Zellen,Lymphknoten, Nierenpodozyten und lymphatischen Endothelzellen aber
nicht vonvaskularen Endothelzellen. Eine Interaktion zwischen CLEC-2/Podoplanin findet unternormalen
Umstanden nicht statt, ist jedoch wahrend der Entwicklung und unterpathologischen Umstanden
beschrieben worden. In der Embryonalentwicklung spielt dielnteraktion zwischen CLEC-2 und Podoplanin
eine Rolle in der Abtrennung der Blut- und derlymphatischen GefalRe. Im erwachsenen Stadium hélt sie die
Integritat vonHochendothelvenolen aufrecht. Eine Reihe von Tierexperimenten zeigte, dass CLEC-2
diehdmatogene Metastasierung und die tumorassoziierte Thrombusbildung von Podoplanin-exprimierenden
Tumoren fordert. Dartiber hinaus wurde gezeigt, dass es eine Erhéhung desléslichen CLEC-2 (sCLEC-2) im
Plasma bei Patienten nach akutem ischdmischemSchlaganfall oder akuter koronarer Herzerkrankung gibt.
Deshalb wurde spekuliert, ob dielosliche sCLEC-2 Form einen Plasmabiomarker fur die
Thrombozytenaktivierung bildet. Zieldes Projekts war die Erforschung der zugrundeliegenden Mechanismen
dieser Interaktionsowie der Rolle der Interaktion fur die Thrombozytenfunktion.Methoden: Zur Gewinnung
von Thrombozyten bzw. Platelet reichem Plasma (PRP) wurdegesunden Freiwilligen Probanden, die in den
letzten 10-14 Tage keine Thrombozytenfunktionbeeinflussende Medikation einnahmen, Blut in 10ml
Citratmonovetten oder in 10ml EDTA-Monovetten (je nach Messungsprotokoll) abgenommen. Um die
Thrombozytenaggregationnach Stimulation durch Podoplanin Zu messen, wurde
Lichttransmissionsaggregometrie(LTA) durchgefihrt. Die oberflachliche CLEC-2 Expression auf die
Thrombozyten wurde beiPRP Proben mittels Durchflusszytometrie gemessen, ohne oder nach Zugabe
vonThrombozytenagonisten (ADP oder PDPN). Die gleichen Proben wurden verwendet, um diel6sliche
CLEC-2 Form mittels ELISA zu messen. Western Blot wurde durchgefiihrt, um dieCLEC-2 Konzentration in
Thrombozytenlysaten vor und nach Aktivierung zu quantifizierenund eine potentielle Degradierung des
Proteins nach Thrombozyten-Aktivierung zuuntersuchen. Die Quantifizierung von CLEC-2 erfolgte in
Relation zum Referenzprotein 3-Aktin.

Ergebnisse: Die Stimulation von PRP durch diverse Konzentrationen oder Inkubationszeitenvon PDPN fihrte
zu Kkeiner Thrombozytenaggregation. Wir fanden nachweisbare Mengen anCLEC-2 auf die
Thromobozytenoberfliche und an I6sliche CLEC-2 Form in Plasma beiinaktivierten Thrombozyten.
Interessanterweise fihrte die Thrombozytenaktivierung durchADP oder PDPN zu einer signifikanten
Abnahme der oberflachlichen CLEC-2 Expression aufdie Thrombozyten (Faktor 2.3 his 2.9) (p<0.0001)
sowie zu einer signifikanten Abnahme derloslichen CLEC-2 (sCLEC-2) in Plasma der gleichen Proben
(Faktor 1.7) (p<0.001). Desweiteren ergab die Untersuchung von Thrombozytenlysaten mittes Western Blot
keinensignifikanten  Unterschied in der CLEC-2 Proteinmenge vor und nach in vitro
Aktivierung.Schlussfolgerung: Die Thrombozytenaktivierung durch klassische Agonisten wie ADP undauch
durch Podoplanin fuhrte zur signifikanten Abnahme der oberflachlichen CLEC-2Expression auf die
Thrombozyten. Allerdings ,Shedding”“ von CLEC-2 nach Aktivierung kanneher ausgeschlossen werden, da
ahnlich zur Oberflachenexpression fihrte die Thrombozytenaktivierung auch zu einer Abnahme der sCLEC-
2 Konzentration imPlasma. Stattdessen koénnte die Thrombozytenaktivierung eine Internalisierung
und/odereine Degradation von CLEC-2 auslésen. Weitere Erkenntnisse zu diesen Hypothesenkonnten in
der vorliegenden Arbeit durch Western-Blot Analysen gewonnen werden. DieUntersuchung von
Thrombozytenlysaten ergab keinen signifikanten Unterschied in derCLEC-2 Proteinmenge vor und nach in
vitro Aktivierung. Damit ist eine Internalisierung vonCLEC-2 naheliegend, wahrend die Degradation eher
unwahrscheinlich ist.



