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|.Einleitung

I.1. Bedeutung der Atherosklerose

Atherosklerose ist eine Erkrankung der gréReren und mittleren muskuldren und
elastischen Arterien. Nach jahrzehntelanger asymptomatischer Progression
atherosklerotischer Wandveranderungen manifestieren sich schwerwiegende
klinische Folgeerkrankungen, wie das akute Koronarsyndrom, ischamische
Hirninfarkte, periphere arterielle Verschlusskrankheit und Aneurysmen. Diese stellen
die fuhrenden Ursachen fiur Morbiditdt und Mortalitdt in den westlichen
Industrienationen dar. In den letzten Jahrzehnten wurden erhebliche Fortschritte zu
einem besseren Verstdndnis der Pathogenese der Atherosklerose erzielt. Die
Atherosklerose wird in den meisten Fallen erst dann geféhrlich, wenn sie eine
Vasookklusion durch Thrombusbildung induziert (Atherothrombose). Dies geschieht

in den meisten Féllen nach Ruptur bzw. durch Fissuren atherosklerotischer Plaques.

1.2. Atherogenese

Fir die Pathogenese der Atherosklerose sind eine Reihe pradisponierender Faktoren
malfgeblich. Dazu gehéren u.a. Hypercholesterindmien. Auch spielen verminderte
Scherbeanspruchungen und ein oszillatorischer Blutfluss mit Blutflussumkehr, welche
sich v.a. an den Aufzweigungsstellen des arteriellen GeféRbettes zeigen, eine
pathogenetische Rolle (Ku et al. 1985, Slager et al. 2005 Cunningham et al. 2005).
Die meisten dieser Faktoren I6sen zunachst eine endotheliale Dysfunktion aus. Der
wichtigste Faktor, der zur endothelialen Dysfunktion fuhrt, ist die Akkumulation und
anschlielende Oxidation von Low Density Lipoproteinen (LDL) in der
subendothelialen Matrix (Goldstein et al. 1979, Berliner et al. 1996, Galle et al. 2005).
Aus der Dysfunktion der Endothelzellen resultieren eine Reihe biochemischer und
molekularer Veranderungen, u.a. eine verstarkte Vasokonstriktion, da die
Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) vermindert ist, und Endothelin-1
vermehrt sezerniert wird (Ruschitzka et al. 2000, Niemann et al. 2005). Auch kommt
es zur Aktivierung des Nukledren Faktor kappa B (NFkB) Signaltransduktionsweges,

welcher die Transkription einer Reihe proinflammatorischer Gene reguliert (z.B.
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interzellulare Adhasionsmolekile [ICAM-1], Gefalizelladhdsionsmolekile [VCAM-1],
E-Selektin und Zytokine) (Barnes et al. 1997, Robbesyn et al. 2004, Yang et al. 2005,
Yu et al. 2005). Ebenso fuhrt das modifizierte LDL zu einer vermehrten Expression
des Monozyten Kolonie stimulierenden Faktors (MCSF) und des Monozyten
chemotaktischen Proteins-1 (MCP-1) in Endothelzellen (Han et al. 1999, Shih et al.
2000, Egashira et al. 2003). Hierdurch wird die Adh&sion und schlieBlich die
Migration von Monozyten und Lymphozyten in das Subendothelium geférdert (Abb.

1).

Fibrinolysis TE,,----:"".‘I‘I
TF:Vlla
Fibrin FDP l

Xa
Prothrombin——Thrombin
Plasminogen  Plasmin

Fibrin Fibrinogen

Platelets ’ .
Lumen aggregation - Fibrin
ggreg PAI-1 o———— Platelet
Macrophages Foam cells
adhesion/migration

Media

— = - =y

Smooth muscle cells Smooth muscle cells
relaxation proliferation/migration

Abb. 1 Atherogenese und Atherothrombose

Funktionsfahiges Endothel (links) reguliert den Vasotonus durch die Produktion vasodilatatorischer
(Stickstoffmonoxid [NO]) und vasokonstriktorischer Faktoren (Endothelin-1 [ET-1]). Ebenso verhindert
es eine exzessive Platichenaggregation (NO und Prostacyclin [PGly;]) und beeinflusst das
Blutgerinnungssystem Uber die Fibrinproduktion (tissue factor pathway inhibitor [TFPI] und tissue
factor [TF]) und die Fibrinolyse (tissue plasminogen activator [tPA]/plasminogen activator inhibitor-1
[PAI-1]). Dysfunktionelles Endothel (rechts) férdert die Makrophagenadhasion und -—migration
(monocyte chemotactic protein 1 [MCP-1]) und damit das Wachstum des Plaques. Rupturiert der
Plaque fuhrt der Kontakt des Lipidkerns mit dem Blut zur Thrombusbildung. — = induzieren; ---- =
inhibieren; FDP: fibrin degrading product; TXA,: Thromboxan A,; VEGF: vascular endothelial growth
factor; SMC: smooth muscle cell (glatte Muskelzelle); MMP: Matrixmetalloproteinase (Corti et al.
2001).
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Monozyten differenzieren daraufhin zu Makrophagen. Diese phagozytieren
modifiziertes LDL dber Scavenger Rezeptoren, welche keinem feedback
Mechanismus unterliegen. Durch die Lipidakkumulation in den Makrophagen kommt
es zu deren Transformation in sogenannte Schaumzellen, die sich in der Intima
ansammeln und zusammen mit den Lymphozyten die frihen Fettstreifen darstellen
(Ross et al. 1986, Llorente-Cortes et al. 2002, Shashkin et al. 2005). Dieser initiale
Entzindungsreiz fohrt zu einer weiteren Rekrutierung von Blutzellen in die
Gefallwand, und der Sekretion von Mediatoren, wie z.B. Tumornekrosefaktor a
(TNFa), Interleukin-1 (IL-1) und Platelet derived growth factor (PDGF), welche den
Prozess der Atherogenese unterhalten (Shimokado et al. 1985, Libby et al. 1986,
Nathe et al. 2002, Ohta et al. 2005).

Ein weiterer wichtiger Schritt der Atherogenese liegt in der Aktivierung, Migration und
Proliferation glatter Muskelzellen (Stary et al. 1992). Der von den Thrombozyten und
Makrophagen sezernierte PDGF regt die glatten Muskelzellen zur Proliferation an
(Ross et al. 1986, Raines et al. 2004, Pintucci et al. 2005). Die Muskelzellen &ndern
ihren Phanotyp von einer kontraktilen zu einer sekretorisch aktiven Zelle (Sjélund et
al. 1988). Sie setzen verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine frei und
stimulieren somit sowohl sich selbst als auch weitere glatte Muskelzellen zur
Proliferation (Libby et al. 1988). Durch die Synthese von Proteinen der
extrazelluldren Matrix tragen sie wesentlich zur Progression der Atherosklerose bei
(Schwartz et al. 1987). Kollagen (Typ | und 1ll), Elastin und Proteoglykane sind die
Hauptbestandteile des fibrésen Anteils eines Plaques, wobei Kollagen v.a. das
Wachstum des Plaques bedingt, und die Proteoglykane und Elastin wichtig sind flr
die Bindung von Plattchen und Leukozyten (Katsuda et al. 2003). Die Matrix kann
sekundar verkalken. Die so gebildeten fibrésen Plaques stellen nach den friihen
Fettstreifen das zweite morphologische Korrelat der Atherosklerose dar. Das
klassische Atherom stellt eine erhabene Lasion dar, deren Aufbau sich in eine fibrése
Kappe und einen lipidhaltigen Kern gliedern Iasst. Die fibrotische Kappe besteht aus
glatten Muskelzellen, Kollagen und Proteoglykanen. Die nekrotische Kernregion setzt
sich v.a. aus abgestorbenen Makrophagen und Mesenchymzellen, aus
Cholesterinkristallen, Kalkablagerungen und extrazellularen Lipiden, die durch
zerfallene Schaumzellen freigesetzt werden, zusammen (Falk et al. 1992). Die
fibrése Kappe verhindert, dass der stark thrombogene Lipidkern in Kontakt mit dem

Blut kommt, und somit die Thrombusbildung ausgeldst wird. Lassen sich zuséatzlich
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thrombotische Ablagerungen und/oder Hadmorrhagien im Plaque nachweisen, spricht
man von einer komplizierten bzw. komplexen Lé&sion (Stary et al. 1995, Fuster et al.
1996, Virmani et al. 2000).

Die Entwicklung von der endothelialen Dysfunktion zum komplexen
atherosklerotischen Plaque erfolgt z.T. sehr langsam. Oft lassen sich jedoch kleine
intramurale Thromben finden, die durch ihre fibrotische Organisation zu einer
raschen Progression der Plaques fuhren. Analysen von Koronargefallen von
Patienten, die an einer ischamischen Herzerkrankung verstarben, demonstrierten,
dass die Plaques zahlreiche abgeheilte Fissuren aufweisen. Auch bilden sich
wahrend der Atherogenese unter Umstanden eine Vielzahl kleiner Thromben, die
sich jedoch nicht klinisch manifestieren (Falk et al. 1983, 1985). Die den Thrombus
bildenden Plattchen unterhalten den Prozess der Atherogenese in wesentlichem
Male, da sie u.a. Adhasionsproteine (z.B. P-Selektin) zur weiteren Rekrutierung von
Monozyten und Lymphozyten und Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF) produzieren
(Ross et al. 1993, Celi et al. 1997, Burger et al. 2003, Massberg et al. 2002, 2005).

1.3. Plaqueruptur

Bei Ruptur der fibrésen Kappe eines atherosklerotischen Plaques kommt es zum
Kontakt der thrombogenen Anteile des Lipidkern mit dem flieRenden Blut. Es erfolgt
eine Uberschieliende Aktivierung der Gerinnungskaskade, die entscheidend ist fir
das Entstehen eines gegeniber der hohen arteriellen Strémungsgeschwindigkeit
resistenten Thrombus (Abb. 1). Somit kénnen Plaques, die das GefdlRlumen nur
partiell stenosieren zu einem akuten GefalRverschluss flihren. Die Plaqueruptur stellt
den haufigsten Ausléser fir das akute Koronarsyndrom dar (Fuster et al. 1996,
2005). In einem Dirittel der Falle von intravaskularer Thrombusbildung lassen sich nur
kleine oberflachliche Erosionen der Plaques nachweisen. Die Thrombusbildung ist
hierbei am ehesten auf die verstarkte Thrombogenitdt des Blutes zuriickzufihren
(Virmani et al. 2000, Rauch et al. 2001).

Bei zwei Drittel der ischamischen Herzerkrankungen werden Plaques gefunden, die
das Gefalslumen um weniger als 60% einengen und somit die Hdmodynamik nicht
wesentlich beeinflussen (Falk et al. 1995). Dies liegt wohl auch darin begriindet, dass

eine hohergradige Gefaldsstenose zur Bildung von protektiven Kollateralen fuhrt, und
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dass nach dem Laplace Gesetz in Gefadllen mit einem grdlReren Durchmesser
starkere physikalische Krafte auf die fibrése Kappe wirken (Loree et al. 1992). Das
Risiko fur eine Plaqueruptur hangt wesentlich von der sog. Vulnerabilitédt eines
Plaques ab. Vulnerable Plagques weisen ein relativ grolRes Volumen auf, wobei der
Anteil des Lipidkerns allein Gber 40% ausmacht (Davies et al. 1993, Rao et al. 2005).
Sie sind von weicher /viskdser Konsistenz, u.a. durch die hohen Konzentrationen an
Cholesterylestern (Loree et al. 1994, Felton et al. 1997).

Die fibrose Kappe variiert stark an Dicke, Starke und Zellularitédt. Sie weist den
geringsten Durchmesser im Bereich der Plaqueschulter auf, welche am Ubergang
der fibrésen Kappe zur normalen Intima liegt. Hier erfolgt in nahezu 60% der Félle die
Plaqueruptur (Loree et al. 1992). Diese Region ist starkt infiltriert von Makrophagen
und Schaumzellen (Falk et al. 1992, Pasterkamp et al. 1999). Die Starke der fibrésen
Kappe wird durch eine geringe Anzahl an glatten Muskelzellen als Folge der
Apoptose, sowie durch einen geringeren Gehalt an Kollagen und
Glykosaminoglykanen reduziert (Hangartner et al. 1986, Kolodgie et al. 2001,
Kavurma et al. 2005).

Ebenso ist der vulnerable Plaque durch eine vermehrte Infiltration mit
Entziindungszellen charakterisiert (van der Wal et al. 1994, Corti et al. 2004).
Makrophagen sind in der Lage die extrazellulare Matrix mittels Phagozytose oder
durch die Sekretion proteolytischer Enzyme, wie Plasminogenaktivatoren und
Matrixmetalloproteinasen (Kollagenasen, Elastasen, Gelatinasen etc.), abzubauen
(Libby et al. 1995, Watanabe et al. 2004, May et al. 2005, Newby et al. 2005).

Auch externe Triggerfaktoren spielen eine wichtige Rolle. Diese flihren jedoch nur
dann zu einer Ruptur der fibrésen Kappe, wenn ein instabiler Plaque vorliegt. Je
grolier der GefalRdurchmesser, je héher der Blutdruck und je dinner die Gefallwand
ist, desto gréRer sind die Krafte, die auf die GefaBwand wirken. Ebenso bedingt die
Kontraktion des Herzmuskels eine Biegung und Dehnung der Koronargefale und
somit eine weitere physikalische Beanspruchung der Gefallwand. Eine erhéhte
Sympathikusaktivitdt verursacht einen erhéhten Blutdruck, eine gesteigerte
Herzfrequenz und einen erhéhten KoronargefdfRtonus. Damit steigt auch die
Wahrscheinlichkeit fur eine Plaqueruptur, wodurch sich zum Teil der protektive Effekt

von [3- Blockern erklaren lasst.
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.4. Atherothrombose

1.4.1. Blutgerinnungssystem

Die zur Fibrinbildung fuhrende Blutgerinnung wird unterteilt in ein extrinsisches und in
ein intrinsisches System, welche jedoch nicht unabhangig voneinander betrachtet
werden kdnnen (Abb. 2).

Tissue factor (TF), ein transmembrandses Glykoprotein der Cytokin-Rezeptor-
Superfamilie, ist der Initiator der extrinsischen Gerinnung (Bach et al. 1988, Davie et
al. 1991, Edgington et al. 1991, Walsh et al. 2002). Nach einer GefalRwandverletzung
bindet blutassoziierter Faktor VIl an subendothelialen TF. Damit wird eine
Konformationsédnderung der Proteasenregion des Faktors VII induziert und dieser
aktiviert (Nemerson et al. 1985, Eilertsen et al. 2004, Osterlund et al. 2005). Der TF-
FVII Komplex kann auch im Rahmen einer Autoaktivierung durch bereits gebildeten
Faktor Vlla bzw. durch den TF-Vlla Komplex in die aktive Form Uberfuhrt werden.
Faktor VII ist damit in der Lage sowohl Faktor IX als auch Faktor X proteolytisch zu
aktivieren (Lawson et al. 1994, Butenas et al. 1997). Die Menge an gebildetem
Faktor Xa ist in dieser Phase noch gering (Mann et al. 1992). Jedoch fuhrt Faktor Xa
unter Bildung des Prothrombinase Komplexes mit Faktor Va auf der
Zellmembranoberfldche zur Bildung kleiner Mengen an Thrombin aus Prothrombin
(Mann et al. 1988, Lane et al. 2005). Thrombin aktiviert im Rahmen von positiven
Ruckkopplungsschleifen Faktor V, Faktor VIII und Faktor XI (Pieters et al. 1989,
Baglia et al. 2000, Yun et al. 2003). Ebenso erfolgt eine starke Plattchenaktivierung
Uber protease activated receptors (PARs), und damit u.a. eine Freisetzung von
Faktor V aus den a-Granula (Brummel et al. 2002, Keuren et al. 2005). Die initial
geringe Menge an Thrombin ermdéglicht durch diese Mechanismen die Amplifikation
der Thrombinbildung.

Thrombin wandelt durch die Abspaltung von niedermolekularen Peptiden
(Fibrinopeptid A und B) Fibrinogen zu Fibrin um (Mosesson et al. 1992, 2005). Durch
die Wirkung des Faktor Xllla, einer ebenfalls durch Thrombin aktivierten
Transamidase, kommt es zur kovalenten Verknilpfung von Fibrinmonomeren
(Dickneite et al. 2002, Bereczky et al. 2003). Ebenso verhindert Thrombin den
Abbau von Fibrin durch die Aktivierung von Inhibitoren der Fibrinolyse (Nesheim et
al. 1997, Marx et al. 2004).
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intrinsische Aktivierung extrinsische Aktivierung
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Abb. 2 Schematischer Uberblick des Blutgerinnungssystems

Die Fibrinbildung wird durch einen intrinsischen und einen extrinsischen Gerinnungsweg induziert. TF:
tissue factor; PL: Phospholipide; HMWK: high molecular weight kininogen. Positive Feedback
Schleifen durch Thrombin (Punkt-Strich-Linie), FIXa (punktierte Linie) und FXa (gestrichelte Linie) sind
in grauer Farbe dargestellt. @ bedeutet Inhibition durch aktiviertes Protein C (APC) und tissue factor
pathway inhibitor (TFPI) (adaptiert nach Spronk et al. 2003).

Neben dem TF-FVila Komplex fuhrt Faktor Xla, als Bestandteil des intrinsischen
Gerinnungsweges, zur Bereitstellung von Faktor IXa (Oliver et al. 1999). Zusammen
mit Faktor Vllla bildet der aktivierte Faktor IX auf der Thrombozytenoberflache den
sogenannten Tenase Komplex und flihrt somit zur Bildung einer grolen Menge an
Faktor Xa und damit zu einer fir die Fibrinbildung ausreichenden Menge an
Thrombin (Hockin et al. 2002, Butenas et al. 1997).

Die Regulation der Blutgerinnung erfolgt auf verschiedenen Ebenen der Kaskade,
entweder durch Enzyminhibition oder Veradnderung der Aktivitat von Kofaktoren. TFPI
bindet sowohl an Faktor Xa als auch an den terndren Komplex aus TF, Faktor Vlla
und Faktor Xa (Broze 1995, Bajaj et al. 2001, Lwaleed et al. 2005). Die meisten
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Enzyme, die an der Blutgerinnung beteiligt sind, u.a. Thrombin, Faktor IXa und
Faktor Xa, werden durch den Serin Protease Inhibitor Antithrombin inaktiviert
(Gomez et al. 2005). Thrombin bindet an das auf der Endothelzelle exprimierte
Thrombomodulin und aktiviert somit Protein C (APC), welches zusammen mit seinem
Kofaktor Protein S die Aktivitit sowohl des Xase als auch des
Prothrombinasekomplexes durch Proteolyse der Faktoren Vllla und Va reduziert
(Dahlback et al. 1995, Espana et al. 2005).

Die aktuellen Modelle der Hamostase gehen davon aus, dass TF den zentralen
Ausldser der Blutgerinnung darstellt. Die physiologische und pathologische Rolle des
intrinsischen Systems ist teilweise noch ungeklért. Faktor I1X, Faktor VIII und Faktor
Xl sind zwar Bestandteile des intrinsischen Weges, sie kénnen jedoch wie oben
beschrieben Uber den TF-FVlla Komplex bzw. Thrombin aktiviert werden. Die
Ausgangsprotease des intrinsichen Gerinnungsweges ist Faktor Xll. Dieser kann in
vitro durch negativ geladene Oberflaichen aktiviert werden. Die Aktivierung des
intrinsischen Weges unter physiologischen Bedingungen in vivo ist noch nicht
vollstdndig geklart. Neueren Untersuchungen zufolge lagern sich Prakallikrein und
Faktor XI Uber high molecular weight kininogen (HMWK) zu einem Multiprotein-
Rezeptor Komplex auf Endothelzellen zusammen. Dadurch wird Prakallikrein in
Kallikrein umgewandelt, welches dann die Aktivierung von Faktor XII amplifiziert
(Mahdi et al. 2001, Shariat-Madar et al. 2002). Auf diese Weise kénnte das
intrinsische System eine Rolle in der in vivo Blutgerinnung haben. Jedoch weisen
Patienten mit einem Mangel an Faktor Xll, HMWK und Prakallikrein keine
Blutungsneigung auf (Kienast et al. 1993). Ebenso zeigte sich, dass eine Aktivierung
des Faktor XI wesentlich effizienter durch Thrombin als durch Faktor Xlla erfolgt
(Baglia et al. 2000). Jedoch kénnte FXII bei der pathologischen
Gerinnungsaktivierung eine gewisse Rolle spielen, da eine enge Korrelation
zwischen der Konzentration an Faktor XII und dem Ausmal der koronaren
Atherosklerose besteht (Ishii et al. 2000, Zito et al. 2000). Ebenso fiihrten
Experimente mit Faktor XII defizienten Mausen zu einem Defekt in der Bildung und
Stabilisierung von plattchenreichen Thromben (Renne et al. 2005). Auch weist die
Aktivierung der Blutgerinnung Uber das Kontaktaktivierungssystem durch very low
density lipoproteins (VLDL), als Risikofaktor der Atherosklerose auf die Bedeutung
des intrinsischen Systems hin (Cullen et al. 2000, Klein et al. 2001).
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1.4.2. Mechanismen der Pliattchenadhéasion, -aktivierung und —aggregation

Atherosklerotische Plaques enthalten eine Reihe von plattchenaktivierenden
Molekdilen, wie z.B. von Willebrand Faktor (vWF), Fibrin/Fibrinogen, Kollagen und
oxidiertes LDL (Katsuda et al. 2003, de Meyer et al. 1999, Barnes et al. 1999,
Weidtmann et al. 1995). Es ist aber noch teilweise ungeklart ob diese
Plaguebestandteile zur Plattchenaktivierung und dadurch zur Thrombusbildung nach
Ruptur eines atherosklerotischen Plaques beitragen. Eine neuere Publikation konnte
bereits nachweisen, dass Kollagen Typ | und Il aus menschlichen
atherosklerotischen Plaques die Thrombusbildung in vivo Uber eine Aktivierung des
thrombozytdren GP VI Rezeptors stimulieren (Penz et al. 2005). Aktivierte GPVI
Rezeptoren fihren neben anderen Plattchenagonisten wie z.B. Adenosindiphosphat
(ADP) oder Thrombin zur Aktivierung weiterer Adh&sionsrezeptoren, u.a. der
Integrine aypBs und azB+1 (Jung et al. 2000, Nieswandt et al. 2003, Lecut et al. 2004,
Massberg et al. 2005).

Die Adhésion bewirkt eine Aktivierung der Thrombozyten mit Formveranderung
(,shape change®), Sekretion von Granulainhaltsstoffen und Aggregatbildung. Der
aktivierte Thrombozyt bildet aus freigesetzter Arachidonsdure Thromboxan A,, das
den Aktivierungsvorgang verstarkt und gleichzeitig zur Vasokonstriktion fuhrt (Roth et
al. 1994, Liu et al. 2004, Wilson et al. 2005). ADP induziert nach der Freisetzung aus
den dichten Granula die Synthese von Thromboxan A; und verstarkt die Wirkung
anderer Plattchenagonisten (Cattaneo et al. 1999, Ruggeri et al. 2002, Murugappan
et al. 2004, Hechler et al. 2005). Ebenso bewirkt die Bindung des ADP an seine
Rezeptoren P2Y4; und P2Y; eine Aktivierung der intravaskuldren Blutgerinnung
(Leon et al. 2004). Die Serin Protease a-Thrombin, die u.a. durch die gleichzeitig
ablaufende Blutgerinnung entsteht induziert Gber die Bindung an Protease-aktivierte
Rezeptoren (PAR1 und PAR4) und den GP Ib-IX-V Komplex eine starke
Plattchenaktivierung (Coughlin 2000, Sambrano et al. 2001, De Candia et al. 2001,
Diaz-Ricart et al. 2005).

Die Aktivierung der Plattchen flhrt zur raschen Konformationsédnderung und damit
erhdhten Affinitat einiger Integrine der Zellmembran, u.a. von apBs (GP llb-llla
Komplex) (Liddington et al. 2002, Calderwood 2004). Dadurch wird die Bindung von

|6slichem Fibrinogen an die Zelloberflache mdglich, und es resultiert eine
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Quervernetzung benachbarter Thrombozyten durch Fibrinogenbriicken (Bennett et
al. 2001).

Einzelne Schritte der Blutgerinnungskaskade sind entscheidend von der
Anwesenheit aktivierter Thrombozyten abhangig. Diese enthalten in ihren a-Granula
pro- und antikoagulatorische Proteine (TF, Faktor V, Faktor Xl, Fibrinogen,
Plasminogen, Protein S etc.) (Rendu et al. 2001, Mdaller et al. 2003). Durch die
Bindung an Kollagen tber GPVI oder an Fibrin Gber a;,33 Integrine verandert sich die
Phospholipidorientierung im Bereich der Plasmamembran (Thiagarajan et al. 1991,
Beguin et al. 1997, Heemskerk et al. 1999). Es werden dabei negativ geladene
Phospholipide, wie Phosphatidylserin (PS), auf der Thrombozytenoberflache
exponiert, welche eine erhdéhte Bindung fur Faktor V, Vllla, IXa und Xa erméglichen
(Zwaal et al. 1998, Cohen et al. 2004, Wolfs et al. 2005). Damit werden zwei wichtige
Reaktionen der Blutgerinnungskaskade beschleunigt: die Tenase- und die
Prothrombinasereaktion (Van Dieijen et al. 1981, Ahmad et al. 2003). Vergleichbare
koagulatorische Membranoberflachen lassen sich bei den Mikropartikeln finden, die
sich in Form kleiner Membranvesikel von aktivierten Plattchen abschniren
(Thiagarajan et al. 1991, Heemskerk et al. 1997, Tan et al. 2005).

Durch die Zellaktivierung wird das transmembranale Glykoprotein P-Selektin auf die
Zellmembranoberflache transloziert (Stenberg et al. 1985). P-Selektin knockout
Mause weisen eine verringerte TF Akkumulation und Fibrinbildung beim
Thrombuswachstum auf. Dies ist vermutlich auf die verminderte Anlagerung PSGL 1
(P-Selektin Glykoprotein Ligand 1) tragender Mikropartikel an die Thrombozyten
zurlckzufiihren (Falati et al. 2003, Vandendries et al. 2004, Polgar et al. 2005).

1.4.3. Ausldse- und Verstarkermechanismen der Thrombusbildung

1.4.3.1. Einfluss der Plaguekomponenten auf die Gerinnungsaktivierung

Komponenten atherosklerotischer Plaques |6sen direkt die Gerinnungsaktivierung
nach Plaqueruptur bzw. Plaquefissur aus. In vitro und in vivo Experimente belegen,
dass TF entscheidend zur Thrombogenitdt eines atherosklerotischen Plaques
beitragt. In der normalen GefalRwand wird TF v.a. von Fibroblasten der Adventitia

und zu einem kleineren Teil von glatten Muskelzellen der Tunica media exprimiert. In
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Endothelzellen konnte keine TF mRNA und kein TF Protein detektiert werden. Somit
wird eine anatomische Barriere gebildet, die die Aktivierung der Gerinnung verhindert
(Wilcox et al. 1989, Drake et al. 1989, Flossel et al. 1994, Eilertsen et al. 2004).

Der Lipidkern eines Atheroms weist im Vergleich zu anderen Plaquebestandteilen
das starkste thrombogene Potential auf (Fernandez-Ortiz et al. 1994, Toschi et al.
1997). Einige Studien konnten das TF Antigen und TF mRNA im Plaque nachweisen,
wobei man die héchste Konzentration wiederum im Lipidkern fand. Ebenso wurde
demonstriert, dass dieser TF funktionell aktiv ist. Daher zeigte sich auch eine positive
Korrelation zwischen dem TF Gehalt und der Thrombin- bzw. Fibrinbildung (Wilcox et
al. 1989, Thiruvikraman et al. 1996, Ichikawa et al. 1996, Toschi et al. 1997,
Ardissino et al. 2001, Ott et al. 2003). Infolgedessen lie3 sich die Fibrinablagerung
auf atherosklerotischen Plaques durch den Einsatz von TFPI und humanem Anti-TF
Antikorper erheblich reduzieren (Badimon et al. 1999).

Die meisten Zellen, die am Aufbau eines Plaques beteiligt sind, sind auch in der
Lage TF zu exprimieren. Dies gilt fur glatte Muskelzellen, Monozyten, Makrophagen
und Schaumzellen (Wilcox et al. 1989, Landers et al. 1994, Thiruvikraman et al.
1996, Kamimura et al. 2004, Egorina et al. 2005). Verschiedene Faktoren, die die
Pathogenese der Atherosklerose férdern, regulieren auch die TF Expression und
Aktivitat. Dies gilt insbesondere fur modifiziertes (oxidiertes oder acetyliertes) LDL
und Entzindungsmediatoren, wie IL-2, TNF  und Interferon gamma, die die TF
Expression in mononukledren Zellen verstarken (Del Prete et al. 1995). In vitro
Experimente belegen, dass PDGF und Thrombin die Transkription des TF Gens in
glatten Muskelzellen induziert, und die Ligation des CD40 Rezeptors das TF Protein
aktiviert (Schecter et al. 1997, Mach et al. 1997, Bavendiek et al. 2002). Auch die TF
Expression in Endothelzellen wird durch Interleukine und TNF a induziert (Bevilacqua
et al. 1984, 1986, Moore et al. 1987, Carlsen et al. 1988, Mulder et al. 1994, Wu et
al. 2005). Die Entziindungsvorgénge, die die Atherogenese bewirken I6sen in einem
Groldteil der Lymphozyten, Makrophagen und Endothelzellen Apoptose aus
(Bjorkerud et al. 1996, Cai et al. 1997). Wahrend dieses programmierten Zelltodes
werden von der Zellmembranoberflache Membranvesikel, die sog. Mikropartikel
(MP) abgeschnirt (VanWijk et al. 2003). Mallat et al. (1999) stellten bei der
Untersuchung von atherosklerotischen Plaques fest, dass diese apoptotischen MP,
die sich hauptsachlich im nekrotischen Kern finden lassen, fir den Grofteil der TF

Aktivitdt verantwortlich sind.
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1.4.3.2. Die Bedeutung des intravaskuldren TF

Es wurde lange Zeit angenommen, dass die Aktivierung der Gerinnungskaskade
wahrend der arteriellen Thrombogenese erst nach einem GefalRschaden mit
nachfolgendem Kontakt des TF der GeféalBwand mit dem zirkulierenden Blut aktiviert
wird. Mitte der 90er Jahre konnten jedoch einige Gruppen erstmals TF im
zirkulierenden Blut gesunder Probanden nachweisen. Dabei wurde ein erhéhter
Gehalt an TF Antigen im Blut verschiedener Patienten gefunden, die an
kardiovaskuldren und hamatologischen Erkrankungen litten (Albrecht et al. 1996,
Gando et al. 1998, Amengual et al. 1998, Key et al. 1998, Soejima et al. 1999).
Giesen et al. (1999) demonstrierte, dass im menschlichen Vollblut funktionell aktiver
TF enthalten ist. Diese und weitere Untersuchungen lassen vermuten, dass der
blutassoziierter TF von betréchtlicher Bedeutung fiir die pathologische Fibrinbildung
im Rahmen der arteriellen Thrombogenese ist. Diese Hypothese wird durch folgende
Uberlegung gestiitzt: zur Fibrinbildung ist die Assemblierung des aktivierten Faktors
X mit Faktor Va zum Prothrombinasekomplex auf der Thrombozytenoberflache
entscheidend. Lagern sich jedoch die Plattchen wéhrend der Thrombogenese an den
rupturierten atherosklerotischen Plaque, bildet sich dadurch eine impermeable
Barriere fur Faktor Xa. Somit wiirde unter der Annahme, dass TF nur auf Zellen der
GefalRwand exprimiert wird, die Bildung eines Fibrinnetzwerkes auf der Oberflache
des entstehenden Blutgerinnsels deutlich erschwert. Deshalb wurde postuliert, dass
sich funktionell aktiver TF auch auf oder in Kontakt mit der Thrombozytenoberflache
befindet (Engelmann et al. 2003).

Interessanterweise kénnen Plattchen, als wichtigster zellularer Bestandteil eines
arteriellen Thrombus, nach Stimulation mit Kollagen, Thrombin oder ADP in den a-
Granula gespeicherten TF auf ihrer Zellmembranoberflache préasentieren (Zillmann et
al. 2001, Miller et al. 2003, Leon et al. 2004). Dieser Prozess findet v.a. in
Neutrophilen-Plattchen und Monozyten-Plattchen Komplexen statt. Damit ist es
prinzipiell mdglich, dass der gesamte Gerinnungsprozess auf der Oberflaiche der
Leukozyten-Plattchen Komplexe ablauft.

Unter physiologischen Bedingungen lasst sich TF im Plasma zum groften Teil
assoziiert mit zirkulierenden MP finden (Miller et al. 2003). Der gréfte Anteil
zirkulierender MP in vivo ist unter physiologischen Bedingungen thrombozytaren

Ursprungs. Diejenigen, die von Erythrozyten, Granulozyten, Monozyten,
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Lymphozyten und Endothelzellen abstammen, konnten in nur wesentlich geringeren
Mengen nachgewiesen werden (Berckmans et al. 2001).

Sowohl in vitro préparierte als auch ex vivo MP initieren und unterstitzen die
Thrombusbildung in vitro (Nieuwland et al. 1997, Combes et al. 1999, Berckmans et
al. 2002, Mdaller et al. 2003). Eine Reihe von Untersuchungen belegen auch die
Bedeutung prokoagulatorischer MP in vivo, da bei einer Vielzahl von Erkrankungen
mit  verstarkter  Gerinnungsneigung, wie z.B. akutes Koronarsyndrom,
zerebrovaskulare Erkrankungen und Diabetes mellitus, eine erhéhte Anzahl dieser
MP nachgewiesen werden kann (Lee et al. 1993, Hugel et al. 1999, Mallat et al.
2000, Diamant et al. 2002). Furie und Mitarbeiter (2004) konnten am Mausmodell
nachweisen, dass der an MP gebundene intravaskuldre TF an der

Gerinnungsaktivierung im Rahmen der Thrombogenese verantwortlich ist.

I.5. Zielsetzung

Rupturen und Fissuren atherosklerotischer Plaques und der damit verbundene
Kontakt zwischen dem lipidreichen Kern und dem fliekenden arteriellen Blut sind die
entscheidenden  Ausléser  fur  die Uberschiellende  Aktivierung des
Gerinnungssystems bei kardiovaskuldren Erkrankungen wie Herzinfarkt und
Schlaganfall und damit fUr die Entstehung einer arteriellen Thrombose.

In Voruntersuchungen fanden wir, dass Stimulierung von Vollblut gesunder Spender
mit geringen Mengen der aus atherosklerotischen Plaques praparierten Lipidkerne zu

einer ausgepragten Stimulation der Fibrinbildung flhrte.

Daraus ergaben sich folgende Fragen:

1) Welche Rolle spielen die Thrombozyten fir den durch atherosklerotische Plaques
induzierten Gerinnungsstart?

2) Inwieweit ist das intravasale TF-System an der Fibrin-und Thrombusbildung
beteiligt?

3) Welche Komponenten des lipidreichen Kerns unterstiitzen die Stimulation der

Fibrinbildung bei Plaqueruptur?
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Il. Material und Methoden

11.1. Material

I.1.1. Chemikalien, L6sungsmittel und Fertiglosungen

BSA Fraktion V

EDTA (freie Saure)
Glucose

Hepes

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Tri-Natriumcitrat Dihydrat
Methanol

Chloroform

Butyliertes Hydroxytoluen (BHT)
Salzsaure

Schwefelsaure
Natriumhydroxid

Tris/HCI

Trypanblau

BCA Protein Assay Reagens
Triton X-100

Tween

Antikdrper:

Mouse-anti-human TF VIC7

Mouse-anti-human TF Il D8
(Peroxidase gekoppelt)

GP lIb/llla Antikdrper (Abciximab)

Anti-GPVI-4 Antikérper

Anti-SRBI Antikérper

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Biorad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

1.1.2. Antikérper, Inhibitoren, Proteasen, Gerinnungsfaktoren und Substrate

PD Dr. Luther, Institut fir Pathologie,
TU Dresden

PD Dr. Luther, Institut fir Pathologie,
TU Dresden

Centocor B.V., Leiden, Niederlande
PD Dr. Massberg, Deutsches
Herzzentrum, Minchen

Santa Cruz Biotechnology, California,
USA
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Gerinnungsfaktoren:

RecombiPlasTin
(rekombinanter TF fur TEG)
Rekombinanter TF fur TF-ELISA

Beriplex PN 500
Thromborel S

Proteine und Proteasen:

Annexin V
Apyrase Grade VI, Kartoffel

Inhibitoren:

Faktor Vllai
Revasc (Desirudin)

Corn Trypsin Inhibitor
lloprost

Substrate:

S 2222
Tetramethylbenzidin/H20,

11.1.3 Puffer

PBS (Phosphate-Buffered Saline):
NaCl, 136 mM
KCI, 2,6 mM
NayHPO4, 10 mM
KH2PO4, 1,5 mM
pH 7,4

Resuspensionspuffer:
NaCl, 138 mM
KCI, 2,7 mM
NaHCO3, 12 mM
NaH,POy4, 0,4 mM
D-Glucose, 5 mM
MgCl, 1 mM
Hepes, 5 mM
pH 7,4

Instrumentation Laboratory, Lexington,
USA

American Diagnostica Inc, Greenwich,
CT

Aventis Behring, Marburg

Dade Behring, Marburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Novo Nordisk, Bagsvaerd, Danemark
Novartis/Rhone-Poulenc Rorer,
Frankreich

Calbiochem, Bad Soden

Schering AG, Berlin

Chromogenix, Milano,ltalien
Kirkegaard & Perry Lab, Gaitherburg,
Maryland, USA
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Thrombozytenwaschpuffer:
NaCl, 138 mM
KCI, 3 mM
MgClz, 1 mM
Hepes, 15 mM
EDTA, 5 mM
D-Glucose, 5 mM
Tri-Natriumcitrat, 9 mM
Apyrase 0,5 g/l
pH 6,3
TEG Kalziumpuffer:
CaCly, 100 mM
Hepes, 10 mM
pH 7,4
Plaque-Puffer:
NaCl, 150 mM
EDTA, 1 mM
pH 7,2
Lyse Puffer:
Tris/HCI, 0,05 M
NaCl, 0,1 M
EDTA, 5 mM
BSA, 1%
Triton X-100, 0,2 %
pH 7,6
Waschpuffer TP 20:
PBS
Tween, 0,5 %
pH 7,4
Blockierungspuffer WP 20:
TP 20
Kalberserum, 2 %
TBS Puffer:
Tris Puffer, 0,05 mM
NaCl, 0,1 M
EDTA, 5 mM
BSA, 1 %
Triton X-100, 0,2 %
pH 7,6

11.1.4. Materialien und Geréte
Materialien:
Bulk Diamond Tips
Pasteurpipetten
Transferpipetten

Eppendorf Reaktionsgefall

Zentrifugenréhrchen

Gilson, Bad Comberg
Brand, Wertheim
Sarstedt, NiUmbrecht
Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg

Sarstedt, NUmbrecht
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Polypropylen Réhrchen
Parafilm

Roteg Kiivetten

BD Discardit Il Spritzen

Cutasept F Hautdesinfiziens
Ecoflo Perfusionsbesteck
Mikroskop Deckglaser
Microtest, Gewebe Kultur Platte,
96 well

Mikrotiterplatte Maxisorp

Geréate:

Zentrifuge Rotina 35 R

Zentrifuge Universal 32

Zentrifuge Mikro 32 R
Thrombelastograph RoTEG
ELISA Reader Dynatech MR 7000

Speed Vac Concentrator
Branson Sonifier Cell Disruptor
Vortex Genie 2

Axiovert 100 Mikroskop
Neubauer Zédhlkammer

Becton-Dickinson, Franklin Lakes,
USA

American Can Company, Greenwich,
CT

Instrumentation Laboratory GmbH,
Kirchheim

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Bode Chemie, Hamburg
Dispomed Witt, Gelnhausen
Menzel Glaser, Braunschweig
Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Nunc GmbH, Wiesbaden

Hettich, Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen

Dynabte GmbH, Minchen
Dynatech Laboratories, Alexandria,
USA

Bachofer, Reutlingen

G. Heinemann, Schwabisch-Gmind
Bender & Hebei AG, Zirich, Schweiz
Zeiss, Oberkochen

Hecht KG, Sondheim
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11.2. Methoden
1.2.1. Gewinnung des Lipidkerns atherosklerotischer Plaques

Die in dieser Arbeit verwendeten Lipidkerne stammen von 25 Patienten, die sich
aufgrund einer hochgradigen Carotisstenose einer Thrombendarteriektomie
unterziehen mussten. Das atherosklerotische Plaquematerial wurde von Prof. Dr. R.
Brandl (Gefalchirurgische Abteilung des Klinikums Minchen — Schwabing) und Prof.
Dr. W. Siess (Institut fir Prophylaxe und Epidemiologie der Kreislaufkrankheiten,
Klinikum Innenstadt, Universitdt Minchen) fur diese Arbeit zur Verfigung gestellt.
Jeder Patient erteilte seine Einwilligung mittels eines Formblattes des Ethikkomitees
der Medizinischen Fakultdt der Technischen Universitdt von Munchen. Der
Stenosegrad wurde mittels Ultraschall und biplanarer Angiographie ermittelt,
entsprechend den allgemein gultigen NASCET (North American Symptomatic

Carotid Endarterectomy Trial) Kriterien.

ICAZ /i ECA

Abb. 3 Atherektomie-Praparat aus dem Bereich der Carotisbifurkation

Links: Digitalisiertes Photo eines langsgeschnittenen en bloc Atherektomie-Préparates aus dem
Bereich der Carotisbifurkation. Rechts: Dieses histologische Schnittpréparat nach Paraffineinbettung
zeigt eine exzentrische Lasion in der A. carotis interna (Elastica van Gieson Farbung). Die Kernregion
ist gefillt mit einer Masse an atheromatésem Debris. Am Abgang der A. carotis interna sind adharente
Thromben nachweisbar (Pfeile). Somit lasst sich dieser Plaque entsprechend der American Heart
Association Kriterien als Typ IV Léasion klassifizieren. DIT: diffuse intimal thickening (diffuse
Intimaverdickung); CR: core region (Kernregion); PS: Plaqueschulter; NI: normale Intima; CCA: A.
carotis communis; ICA: A. carotis interna; ECA: A. carotis externa (adaptiert nach Brandl et al. 1997).



Material und Methoden 24

Jede Operation erfolgte unter Vollnarkose mit Fentanyl und Halothan sowie unter
systemischer Heparingabe (100 U/kg) wahrend der Abklemmzeit. Intraoperativ wurde
das Plaquegewebe durch Anwendung einer vorsichtigen operativen Technik
endarteriektomiert, um die en bloc Plaquestruktur zu erhalten (Abb. 3). Das
Atherektomiepraparat lie sich durch Abziehen der verdickten Intimaabschnitte leicht
gewinnen, da sich diese Bereiche meist spontan von der darunterliegenden Media
I6sten. Es erfolgte eine sorgféltige Dissektion des atherosklerotischen Plaques. Die
lipidreiche Kernregion dieses Atherektomiepraparates wurde anschlie3end in Puffer
(NaCl 150 mmol/l, EDTA 1 mmol/l, pH 7,2), der mit gefrorenem Stickstoff abgesattigt
wurde, homogenisiert und bei -20 °C gelagert. Das Feuchtgewicht der Kernregion

der verschiedenen Plaques betrug 50 mg/ml.

1.2.1.1. Bestimmung des TF-Gehaltes der Plaques

11.2.1.1.1. Proteinextraktion

Zur Proteingewinnung wurde dem Plaquematerial Lysepuffer (0,05 M Tris/HCI, 0,1 M
NaCl, 5 mM EDTA, 1% BSA, 0,2 % Triton X-100, pH 7,6) zugegeben. Das Gemisch
wurde bei 4 °C und 10.000 x g fur 30 Minuten zentrifugiert. Der dabei gewonnene

Uberstand wurde zur Bestimmung des TF Gehaltes weiterverwendet.

1.2.1.1.2. Double-Sandwich-ELISA zur TF-Gehalt Bestimmung

Zur Bestimmung der TF Menge im Plaque wurde ein ELISA unter Verwendung
zweier monoklonaler Antikdérper (mAk) eingesetzt. Dabei wurde zuerst eine
Mikrotiterplatte mit 50 pl pro well des anti-TF monoklonalen Antikérpers VIC7 (2,5
pug/ml) iber Nacht bei 4 °C beschichtet. Anschliel3end wurden die Platten ausgeklopft
und mit 200 pl TP 20 Waschpuffer pro well gewaschen. Um unspezifische Bindungen
moglichst gering zu halten, wurden die Platten mit jeweils 200 pl pro well WP 20
Blockierungspuffer bei 37 °C fur 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die

Platten wieder ausgeklopft.
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Die Proben wurden mit TBS Puffer 1:20 verdiinnt, und jeweils 50 yl davon wurden in
ein well pipettiert. FOr den Standard wurden verschiedene Mengen an
rekombinantem TF mit TBS Puffer gemischt. Jeweils 50 ul dieser Verdinnungsreihe,
die von 12,5 ng/ml bis 0,025 ng/ml reichte, wurden in die wells pipettiert. Es erfolgte
eine Inkubation der Proben und des Standards fur 2 Stunden bei 37 °C. Nach
dreimaligem Waschen der Platten mit jeweils 200 yl TP 20 Waschpuffer, wurden
jeweils 50 ul des peroxidasegekoppelten monoklonalen anti-TF Antikérpers Il D8
zugegeben und fur 90 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Platten wurden dann wieder
ausgeklopft und finfmal unter flieRendem Leitungswasser gewaschen. Jeweils 50 pl
Tetramethylbenzidin und H>O, wurden in einem Verhéltnis 1:1 als Substrat
zugegeben und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zugabe von 200 pl
H.SO,4 (Normalitat = 1) stoppte die enzymatische Reaktion. Innerhalb von 30 Minuten
erfolgte die photometrische Messung bei 450 nm. Mit Hilfe der Standardkurve
konnten die Konzentrationen von TF in den verschiedenen atherosklerotischen
Plagues bestimmt werden. Die untere Nachweisgrenze lag bei 30 pg/ml. Die
Messungen wurden in Kooperation mit Herrn PD Dr. Thomas Luther (Institut fur
Pathologie, TU Dresden) durchgefihrt.

11.2.2. Blut- und Zellpraparation

Fir die Isolierung von Blutzellen und fir die Herstellung von platichenreichem bzw.
plattchenarmen Plasma (PRP bzw. PAP) und Mikropartikeln wurde gesunden
Probanden (23-45 Jahre) vendses Blut entnommen. Die Blutspender hatten
mindestens zehn Tage zuvor keine Medikamente eingenommen, die die
Blutgerinnung bzw. Thrombozytenfunktion beeinflussen kénnten. Die Blutenthahme
erfolgte nach ausreichender Hautdesinfektion aus einer in der Ellenbeuge
verlaufenden Vene. Um ionisiertes Calcium zu binden, wurde das Blut in
Kunststoffspritzen abgenommen, die Trinatriumcitrat (Endkonzentration 0,38%)
enthielten. Die ersten 3 ml des gewonnenen Blutes wurden verworfen, um eine
moglicherweise ausgeldste Aktivierung der Blutgerinnungskaskade bzw. der

Blutplattchen auszuschlief3en.
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11.2.2.1. Praparation von plattchenreichem bzw. plattchenarmen Plasma

Sofort nach Abnahme wurde das citrierte Vollblut (VB) gleichmaflig auf 10 ml
Polypropylen-Réhrchen verteilt und fir 15 Minuten bei 190 x g zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die oberen zwei Drittel des Uberstandes, das sogenannte
plattchenreiche Plasma, vom Zellsediment getrennt. Um PAP zu gewinnen, wurde
das PRP erneut auf 10 ml Polypropylenréhrchen verteilt und bei 1000 x g fur 20
Minuten zentrifugiert. Die oberen 80% des Uberstandes wurden abpipettiert und
wiederum 20 Minuten bei 1000 x g zentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand

wurde als PAP in den jeweiligen Versuchen eingesetzt.

1.2.2.2. Blutzellisolierung

1.2.2.2.1. Thrombozytenisolierung

Fir die Isolierung von Blutplattchen wurde zuerst PRP mittels Zentrifugation
gewonnen. Um eine Aktivierung der Thrombozyten wahrend der Isolierung mdéglichst
gering zu halten, wurde dem PRP 0,1 Units Apyrase/ml PRP zugefligt. Apyrase
spaltet anorganisches Phosphat von ATP bzw. ADP ab und verhindert dadurch die
Voraktivierung der Blutplatichen. AnschlieRend wurde das PRP fiir 10 Minuten bei
190 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde sofort verworfen, und die Thrombozyten
wurden am Rdéhrchenboden als Pellet sichtbar. Das Plattchenpellet wurde noch
einmal mit Thrombozyten-Waschpuffer gewaschen. Nach einer erneuten
zehnminitigen Zentrifugation bei 190 x g wurde das entstandene Zellpellet je nach
bendtigter Konzentration in  verschiedenen Volumina Resuspensionspuffer

aufgenommen.

1.2.2.2.2. Bestimmung der Zellzahl und Zellviabilitat

Die isolierten Blutzellen wurden mit Resuspensionspuffer 1:10 verdinnt, und das
gleiche Volumen Trypanblau wurde zugegeben. Die so angefarbte Zellsuspension

wurde auf eine Neubauer Zéahlkammer aufgetragen. Unter dem Deckglas erhielt man
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so ein definiertes Volumen der Zellsuspension. Zur Ermittlung eines Mittelwertes
wurde in zwei Zahlkammern die Zellanzahl in jeweils 4 Quadranten bestimmt. Diese
Zahl wurde mit dem Verdunnungsfaktor und dem messspezifischen Faktor 80
multipliziert, und man erhielt die absolute Zellanzahl pro pl. Da der Farbstoff von
abgestorbenen Zellen aufgenommen wird, konnte auch die Zellviabilitat Gberprift

werden.

11.2.2.3. Mikropartikelgewinnung

Zur Mikropartikelgewinnung wurde neben Trinatriumcitrat auch das Hirudin Analogon
Desirudin in einer Konzentration von 1 ug/ml in der Blutabnahmespritze vorgelegt.
PAP wurde nach dem oben beschriebenen Standardprotokoll gewonnen, wobei statt
Apyrase das Prostacyclin Analogon lloprost (1 ng/ml) dem PRP zugefiigt wurde.
Jeweils 250 yl PAP wurde in ein Eppendorf Reaktionsgefal® tberfihrt und fur 30
Minuten bei 18.000 x g zentrifugiert. 225 pl vom Uberstand wurden vorsichtig
abgenommen, das restliche Volumen in 225 pl PBS Puffer aufgenommen und erneut
30 Minuten bei 18.000 x g zentrifugiert. Daraufhin wurde das Plasma vollstandig
abgezogen, und die sich am GeféalRboden befindlichen Mikropartikel in 25
Resuspensionspuffer aufgenommen. Fir die Messung der Entstehung von Faktor Xa
wurden 100 pl des mikropartikelreichen Resuspensionspuffers pro Ansatz benutzt,

entsprechend der Anzahl an Mikropartikeln, die man aus 1 ml PAP gewinnen konnte.

11.2.3. Thrombelastographie

Die Fibrinbildungsrate und das Ausmaf des Gerinnselwachstums wurde mit Hilfe der
Rotations-Thrombelastographie bestimmt. Diese Technologie basiert auf einer
Messzelle mit einer fixierten Klvette und einem sich darin permanent drehenden
Stempel, dessen Bewegung durch ein optisches Detektionssystem erfasst wird. Die
zylindrische Kuvette wird mit der Blutprobe gefiillt und auf einen Stempel gesetzt, der
an das untere Ende einer senkrechten Achse angesteckt ist. Diese Achse rotiert
nach links und rechts durch Umdrehungen um einen Winkel von 4,75°. Die Strahlung

einer Dioden-Lichtquelle wird Uber eine Spiegelplatte, die am oberen Ende der Achse
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befestigt ist, abgelenkt. Somit I&sst sich Uber einen lichtempfindlichen Sensor, der die
reflektierte Lichtstrahlung registriert, das Ausmalf} der Rotation bestimmen (Abb. 4).

Die Bewegung ist bei fehlender Gerinnung ungehindert. Sobald sich jedoch ein
Gerinnsel bildet und dieses an die umgebenden Oberflachen des Stempels und der
Klvette anhaftet, wird die Bewegung behindert. Mit wachsender Festigkeit des
Gerinnsels wird die Rotationsamplitude der Achse immer weiter reduziert. Somit liefl3
sich die Gerinnungszeit (CT = clotting time) und die Thrombuswachstumsrate (CFT =

clot formation time), jeweils angegeben in Sekunden, ermitteln (Abb. 5).

Drehachse +- 4,75°
Spiegel Lichtquelle/Diode

Detektions-
Uy
—

einheit
—— Kugellager
—Plastlkstempel

¢

Kuvette mit Blut gefilit

Fibrinfaden und Blutplattchen

\Aggregate zwischen der Stempel-
aussen- und Kilvetteninnenseite

Abb. 4 Prinzip der Rotations-Thrombelastographie

Die mit Blut gefllite Kiivette wird auf einen Stempel gesetzt, der nach links und rechts durch
Umdrehungen mit einem Winkel von 4,75° rotiert. Mit Beginn der Gerinnselbildung wird diese
Bewegung behindert. Dadurch &ndert sich das Ausmal’ der Rotation, die durch ein optisches System
registriert wird. Mit wachsender Festigkeit des Gerinnsels wird die Rotationsamplitude der Achse
immer weiter reduziert.
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— >
CT CFT

Abb. 5 Beispiel fiir ein Thrombelastogramm

CT: Zeitspanne vom Startzeitpunkt bis zum Beginn einer signifikant erkennbaren Gerinnselbildung
(initiale Gerinnselbildungszeit). CFT: Zeitspanne von der initialen Gerinnselbildung bis zum Erreichen
einer Amplitude von 20 mm (gemaf Definition der Gerinnselfestigkeit). a — Winkel: Dieser Parameter
ergibt sich durch den Winkel zwischen der Mittellinie und einer Tangente an die Kurve durch den 2
mm Amplitudenpunkt. Er beschreibt die Kinetik der Gerinnselentstehung. MCF (maximum clot
firmness): Dieser Parameter entspricht der maximalen Festigkeit, die das Gerinnsel in der Messung
erreicht hat.

Die zylindrische auf 37 °C vorgewdrmte Kuivette wurde mit jeweils 0,3 ml
antikoaguliertem VB, PRP oder PAP gefillt. Um eine Kontaktaktivierung des Blutes
zu verhindern, wurde vor Versuchsbeginn corn trypsin inhibitor (CTI), ein Inhibitor
des humanen Faktors Xlla in einer Konzentration von 32-50 pyg/ml hinzugeflgt. Der
Gerinnungsprozess wurde durch Zugabe von 60 ul einer 100 mM CaCl,/10 mM
Hepes Losung gestartet.

Je nach Versuchsaufbau wurde rekombinanter TF, die lipidreiche Kernregion eines
atherosklerotischen Plaques oder Puffer als Kontrolle kurz vor der Rekalzifizierung
des Blutes zugegeben. Im Allgemeinen erfolgte die Messung so lange bis die CFT

ermittelt war.

11.2.3.1. Versuchsprotokoll: Einsatz von Antikérpern im TEG

Um die Rolle von TF fir die plaqueinduzierte Fibrinbildung zu ermitteln, wurde der
monoklonale Anti-TF Antikérper VIC7 eingesetzt. Dieser Antikdrper ist gegen eine
von Exon 5 kodierte Region der extrazellularen TF Doméne gerichtet. Er erkennt
daher ausschlieldlich full-length TF und nicht die 18sliche Splicing Form. Das citrierte
VB wurde mit 20 ug/ml Anti-TF Antikérper VIC7 bei 37 °C fir 20 Minuten vorinkubiert.

Anschlieend wurde dieses so vorbehandelte VB in die TEG Kivetten pipettiert, wie
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oben beschrieben mit Plaquematerial stimuliert und mit einer CaCl,/Hepes L&sung
rekalzifiert. Die Fibrinbildungsrate wurde mittels des Thrombelastographen
gemessen. Als Isotyp-Kontrolle wurde jeweils 20 pg/ml Anti-SR-Bl Antikdrper
eingesetzt. Andere im TEG eingesetzte Antikérper, wie z.B. Anti-GPVI Antik&rper,
Anti-GPlIb-llla Antikérper wurden in einer Konzentration von jeweils 10 pug/ml kurz

vor der Stimulation des Vollblutes mit dem Plaguematerial in die Klivette gegeben.

11.2.3.2. Versuchsprotokoll: Einsatz von Mikropartikeln im TEG

Um zu klaren, ob MP eine Rolle bei der Fibrinstimulation spielen, wurden in PAP
geléste Thrombozyten einmal in Anwesenheit und in einem zweiten Ansatz in
Abwesenheit von MP mit Plaquematerial stimuliert. Dafiir wurden 2 x 400 ml PAP
wie bei der Mikropartikelgewinnung beschrieben hergestellt und fir 30 Minuten bei
18.000 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde aus einer Probe 275 ul vom Uberstand
abgenommen und dieses nun mikropartikelfreie PAP in eine TEG Kulvette Uberfuhrt.
Das PAP der zweiten Probe wurde unmittelbar nach der Zentrifugation wieder
resuspendiert, um die MP wieder im PAP zu verteilen. 275 ul dieser Suspension
wurden ebenfalls in die TEG Klvette pipettiert. Parallel zur Herstellung des PAP
wurden aus dem Vollblut des gleichen Spenders Thrombozyten isoliert. Die aus 2 ml
PRP isolierten Thrombozyten wurden in 182 pl Resuspensionspuffer aufgenommen.
Jeweils 25 ul davon wurden in die beiden mit PAP gefiillten TEG Kivetten pipettiert.
Damit entsprach das Verhaltnis von Thrombozyten zu Plasma dem im PRP
vorliegenden  Quotienten.  AnschlieBend  wurden die  unterschiedlichen
Thrombozytensuspensionen mit jeweils 5 pl Plaquematerial stimuliert, das Plasma
wurde mit 60 pl CaCly/Hepes rekalzifiziert, und die Gerinnungszeit im TEG

gemessen.

11.2.4. Faktor Xa Bildung

Die TF Aktivitat an isolierten Zellen, im PRP und PAP wurde anhand der Faktor Xa

Bildung in einem chromogenen Assay bestimmt. Die durch die core region (CR)

verschiedener atherosklerotischer Plaques induzierte Steigerung der TF Aktivitat
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wurde in  Thrombozytensuspensionen alleine oder in  Thrombozyten-
Mikropartikelsuspensionen gemessen. Diesen Zellsuspensionen wurde noch der
Gerinnungsfaktor VIl zugegeben, so dass der TF-Faktor VIla Komplex proteolytisch
Faktor X zu Xa spalten konnte. Der so gebildete Faktor Xa war nun in der Lage das
chromogene Substrat S2222 zu spalten. Dies induzierte eine Absorptionssteigerung
bei 405 nm. Die Steigerung der Absorption pro Sekunde war proportional zur
Enzymaktivitadt und wurde mittels eines Photometers gemessen.

Die isolierten Blutkomponenten wurden fir 10 Minuten bei 37 °C in 170 l
Resuspensionspuffer zusammen mit 5 yl an Plaquematerial inkubiert. Es wurden
dabei 1,5 x 10" Thrombozyten entsprechend dem Konzentrationsverhaltnis im Blut
eingesetzt. Zur Kontrolle wurde die CR der verschiedenen Plaques zu 170 pl reinem
Resuspensionspuffer ohne jegliche zelluldre Komponente zugegeben, und die Faktor
Xa Bildung wurde gemessen. Antikérper und andere Substanzen (Inhibitoren, z.B.
FVIlai) wurden kurz vor der Stimulation zugegeben.

Jeweils 50 pl einer 8 mM CaCl, Lésung wurden in einer 96 well Platte vorgelegt.
AnschlieBend wurden jeweils 50 pl der mit Plaquematerial stimulierten
Zellsuspension in ein well pipettiert. Somit war es mdglich, jeden Wert dreifach zu
bestimmen und daraus Mittelwert und Standardabweichung zu berechnen. Um die
enzymatischen Reaktionen starten zu kénnen, wurden 100 ul Substrat pro Ansatz
zugegeben. Dieses setzte sich aus 3370 ul Resupensionspuffer, 400 ul des
chromogenen Substrates S2222 (Endkonzentration: 125 pg/ml) und 225 pl eines
Gerinnungsfaktorenkonzentrates zusammen. Dieses Konzentrat enthielt neben 0,88
U/ml Faktor VIl auch die Faktoren II, IX, X und die antikoagulatorischen Faktoren
Protein C, Antithrombin und Heparin. Nach einer einmintitigen Inkubationszeit wurde
die Zunahme der optischen Dichte bei 405 nm in finf aufeinanderfolgenden 360
Sekunden Intervallen mit einem ELISA Reader bestimmt. Um die gemessene
optische Dichte in die Aktivitdtseinheit U/ml umrechnen zu kénnen, wurde bei jeder

Messung eine Standardkurve mittels einer TF Konzentrationsreihe erstellt.

1.2.4.1. Versuchsprotokoll: Coatingversuche mit Anti-TF Antikérper VIC7

Der in den Lipidkernen lokalisierte TF wurde durch Coating mit dem inhibitorischen

Anti-TF Antikérper VIC7 inaktiviert. Um die daftr nétige Konzentration an Antikérper
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festzulegen, waren Vorversuche notwendig. In mehreren Experimenten wurde
diejenige Menge an rekombinantem TF ermittelt, die im VB eine CT von 600-700
Sekunden induzierte. Diese Zeit entsprach den Mittelwerten der CT der Plaques,
die im Coating Versuch eingesetzt wurden. Die ermittelte Konzentration an
rekombinantem TF betrug 5,36 pg/ml. AnschlieBend wurde die minimalste
Konzentration an Anti-TF Antikdrper ermittelt, die die Aktivierung durch 5,36 pg/ml
rekombinantem TF gerade noch hemmen konnte. Die durch mehrere TEG Versuche
festgestellte Antikérperkonzentration betrug 0,5 pg/ml (Abb. 6). Fur die
Coatingversuche wurden somit jeweils 2 x 5 ul Plaquematerial mit 0,5 ug/ml Anti-TF
Antikérper bei 37 °C fur 30 Minuten vorinkubiert. Daraus ergaben sich drei
Versuchsansatze. In den ersten zwei Ansatzen wurden 1,5 x 10" Thrombozyten in
170 pl Resuspensionspuffer mit 5 pl gecoatetem bzw. nicht gecoatetem
Plaquematerial bei 37 °C fir 10 Minuten stimuliert. Im dritten Ansatz wurden
zusatzlich zu den 5 pl gecoatetem Plagquematerial 10 ug/ml Anti-TF Antikdrper
zugegeben, um die Wirkung des intravaskularen TF zu inhibieren. Bei allen Ansétzen

wurde jeweils die Faktor Xa Bildung mittels des ELISA Readers gemessen.

1500 -~~~ --==--= ===~ oo

1000 -

500 -

Gerinnungszeit [sek]
—

0 T |
TF TF+Anti-TF VIC7

Abb. 6 Bestimmung der adaquaten Antikorperkonzentration fiir das Coating von Plaque-TF

Die Stimulation von antikoagulietem VB mit 5,36 pg/ml rekombinantem TF fihrte zu einer
Gerinnungszeit von 600 - 700 s. Diese Zeit entsprach den Mittelwerten der CT der Plaques, die im
Coating-Experiment eingesetzt wurden. 0,5 ug/ml Anti-TF Antikérper fihrten zu einer ausgepragten
Hemmung der Fibrinbildung. Die Gerinnungszeit verlangerte sich auf tber 1500 s. n=6, *p<0,05
gegeniber TF alleine.
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11.2.5. Lipidextraktion

Um die wassrige und die Lipidphase der Kernregionen von atherosklerotischen
Plaques in der Thrombelastographie getrennt voneinander einsetzen zu kénnen,
wurde eine modifizierte Lipidextraktion nach der Methode von Bligh und Dyer
angewandt.

5 ul Plaquematerial wurden zu 95 pl Resuspensionspuffer gegeben. Zur
Homogenisierung wurde dieses Gemisch mit zehn kurzen Ultraschallimpulsen bei 4
°C behandelt. Daraufhin wurden 100 yl CHCl3, versetzt mit BHT (50mg/ml), und 200
ul CH3OH zugegeben, der Ansatz mit Stickstoff begast, 30 Sekunden gevortext und
unter Parafilmverschluss 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Nachdem sich eine homogene Phase gebildet hatte, wurden noch 100 pl H,O und
300 pl CHCI; dazupipettiert, mit N, begast, 30 Sekunden gevortext und fur 10
Minuten bei 10 °C und 2000 x g zentrifugiert. Auf diese Weise bildeten sich zwei
Phasen. Die untere, organische Phase wurde mit einer Pasteurpipette vorsichtig
abgenommen. Die wassrige Phase wurde noch zweimal mit jeweils 400 ul CHCl3
unter den gleichen Zentrifugationsbedingungen gewaschen. Die untere Phase wurde
gesammelt und unter N, Begasung im Wasserbad bei 37 °C eingedampft. Nach dem
letzten Waschvorgang wurden die oberen zwei Drittel der oberen Phase
abgenommen. Diese wassrige Phase wurde in der Thrombelastographie in gleicher
Weise wie oben fir die gesamte CR beschrieben eingesetzt, um das Ausmal’ der
Gerinnungsaktivierung im citrierten VB zu messen. Das Volumen der wassrigen
L&ésung musste zuvor jedoch in einem Speed Vac Concentrator reduziert werden, um
vergleichbare Bedingungen zu erhalten und das zur TEG Messung verwendete Blut
nicht zu stark zu verdiinnen.

Um auch den Einfluss der Lipidphase auf die Gerinnung zu untersuchen, wurden 500
pl VB 15 Minuten bei 1000 x g zentrifugiert. 150 pl des so entstandenen PAP wurden
abpipettiert. Die eingedampfte Lipidphase wurde in 40 pyl CHCI3/CH3OH (2:1)
resuspendiert und dem PAP hinzugefligt. Dieses Gemisch wurde fur 2 x 2 Minuten
bei 4 °C unter kontinuierlicher N2 Begasung mit einem Ultraschallhomogenisator
behandelt. Um einen Hamatokrit von etwa 50% zu erhalten, wurden 150 pl des bei
der Zentrifugation entstandenen Blutzellsediments dem PAP hinzugefugt. Sofort

danach wurde dieses Vollblut auf seine Gerinnungsaktivitdt im TEG Gberpraft.
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11.2.6. Proteinbestimmung mit der BCA-Methode

Zur Erstellung einer Kalibrierkurve wurde ein Standard, bestehend aus einer
Konzentrationsreihe von Rinderserumalbumin hergestellt. Jeweils 5 pl des Standards
bzw. des zu messenden Proteins wurden in eine 96 Loch-Platte pipettiert, und 25 pl
der Lésung A und 200 pl der Lésung B des Biorad BCA Proteinbestimmungsassays
zugegeben. Nach einer Inkubation von 8 Minuten bei Raumtemperatur wurde die
Absorption photometrisch bei einer Wellenldnge von 700 nm gemessen. Mit Hilfe der

Standardkurve konnte der Proteingehalt der einzelnen Proben ermittelt werden.

11.2.7 Statistik

Die statistische Signifikanz *p wurde mit der Software Stat Win (Jandel Cooperation)
berechnet. Der Vergleich der Mittelwerte erfolgte bei Normalverteilung mit dem t-test
oder bei Nicht-Normalverteilung mit dem Mann-Whitney-Rank-Sum-Test. Beim
Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde bei Normalverteilung der One-Way-
Analysis-of-Variance Test oder bei Nicht-Normalverteilung der Kruskal-Wallis One-
Way-Analysis-of-Variance-on-Ranks Test benutzt. Die Werte sind als Mittelwert *

Standardabweichung ausgedriickt. *p-Werte <0,05 wurden als signifikant bezeichnet.
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lll. Ergebnisse

lll.1. Der Lipidkern atherosklerotischer Plaques fiihrt konzentrationsabhéangig

zur Gerinnungsaktivierung

Die Ruptur eines atherosklerotischen Plaques ermdglicht den Kontakt von
Plaquematerial mit Blutbestandteilen und fiuhrt damit zur Thrombusbildung. Der
lipidreiche Kern weist im Vergleich zu anderen Plaquebestandteilen das starkste
thrombogene Potential auf (Toschi et al. 1997). Um diese Situation in vitro zu
reproduzieren, wurde die lipidreiche Kernregion atherosklerotischer Plaques aus dem
Bifurkationsbereich der A. carotis communis von 25 Patienten isoliert, und die
Homogenate in der Thrombelastographie eingesetzt. Es wurden 0,3 ml
antikoaguliertes VB mit jeweils 5 pl Plaguematerial (Feuchtgewicht 50 mg/ml)
stimuliert. Damit konnte die Zeit, Rate, Festigkeit und Stabilitdt der Gerinnselbildung
bestimmt werden. Die Untersuchungen fuhrten wir in Gegenwart von CTI durch, um
die Kontaktaktivierung der Gerinnung zu unterdriicken. Jeder der 25 eingesetzten
Plaques fuhrte zu einer rasch einsetzenden Fibrinbildung und zu einem &uflerst
stabilen Gerinnsel im VB (Abb. 7). Jeder Plaque wurde dreimal in jeweils
unabhangigen Versuchen zur Stimulation von VB eingesetzt. Das Blut wurde von
drei unterschiedlichen gesunden Probanden gespendet. Die Gerinnungszeit streute
dabei von minimal 268 + 45 s bis maximal 964 + 120 s. Daraus ergab sich ein
Mittelwert von 538 + 180 s (Abb. 8). Das Ausmal} der Gerinnungsaktivierung war
abhangig von der Menge des eingesetzten Plaquematerials. Steigerte man die
eingesetzte Konzentration des homogenisierten Lipidkerns um das Zehnfache

verkirzte sich in einem Beispiel die CT von 778 s auf 542 s (Abb. 9).
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CT: >2500 s CT:254s CFT:69s
Kontrolle Lipidkern

Abb. 7 Stimulation von VB im TEG

Citriertes VB wurde mit dem Aliquot eines homogenisierten Lipidkerns eines atherosklerotischen
Plaques stimuliert und rekalzifiziert (rechts). Zur Kontrolle wurde die gleiche Menge an Puffer
zugegeben (links). Es liel sich dabei eine ausgepragte Fibrinbildung durch den Plaque nachweisen.
CT: clotting time (Gerinnungszeit); CFT: clot formation time (Thrombuswachstumsrate).
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Abb. 8 Stimulation von VB durch Plaquematerial von 25 Patienten

Jeweils 5 pl der lipidreichen Kernregion der 25 Plaques wurde zu rekalzifiziertem VB gegeben. Die
Gerinnungszeit eines jeden Plaques wurde dreimalig im VB, gespendet von drei verschiedenen
gesunden Probanden gemessen (rechts: Mittelwerte der einzelnen Plaques). Der errechnete
Mittelwert aller gemessenen Gerinnungszeiten lag bei 538 + 180 s (Mitte: Mittelwert der

Gerinnungszeiten aller 25 Plaques). n=3 (fir jeden untersuchten Plaque), *p<0,05 gegeniiber der
Kontrolle.
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Abb. 9 Konzentrationsabhingige Gerinnungsaktivierung durch den Lipidkern eines
atherosklerotischen Plaques im VB

Je hoher die Konzentration des eingesetzten Plaguematerials zur Stimulation von 0,3 ml VB war,
desto schneller und ausgepragter war die gemessene Gerinnungsaktivierung.

lll.2. Die plaqueinduzierte Gerinnungsaktivierung ist abhéngig von den

Thrombozyten

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle bei der Bildung eines intravasalen
Thrombus im Bereich eines rupturierten Plaques. Um festzustellen, ob zellulare
Blutbestandteile zur Stimulierung der Fibrinbildung durch die Lipidkerne notwendig
sind, fuhrten wir vergleichende TEG Experimente mit PRP und PAP durch. Alle 25
Plagues fihrten auch im PRP zu einer deutlichen Aktivierung des
Gerinnungssystems. Der Mittelwert der CT im PRP lag bei 755 + 437 s. Die
Streubreite der einzelnen Werte war dabei noch ausgepragter als im VB (Abb. 10). In
einem nachsten Schritt entfernten wir mittels verschiedener Zentrifugationsschritte
die Thrombozyten aus dem Plasma. Jeweils 0,3 ml des daraus gewonnenen
plattchenarmen Plasmas stimulierten wir mit 5 pyl Plaquematerial. Der Mittelwert aller
im PAP gemessenen Gerinnungszeiten lag bei Uber 2000 s. Somit sind die
Thrombozyten offensichtlich essentiell fir eine rasche Gerinnungsaktivierung, was
der Vergleich der Gerinnungszeiten in den drei verschiedenen Blutsystemen
verdeutlicht (Abb. 11).
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Abb. 10 Stimulation von PRP durch Plaquematerial von 25 Patienten

Jeweils 5 yl des lipidreichen Kerns von insgesamt 25 Plaques wurden zu 0,3 ml PRP zur Stimulierung
der Fibrinbildung gegeben. Es lieR sich auch in diesem Blutsystem eine rasche Aktivierung der
Gerinnung nachweisen.

Links: Kontrolle; Mitte: Mittelwert aller Plaques; Rechts: Mittelwerte der einzelnen Plaques, ermittelt
aus jeweils drei unabhangigen TEG Versuchen. n=3 (fir jeden untersuchten Plaque), *p<0,05
gegeniber der Kontrolle.
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Abb. 11 Vergleich der Gerinnungszeiten im VB, PRP und PPP

0,3 ml des jeweiligen Blutsystems wurden mit 5 pl des Lipidkerns atherosklerotischer Plaques von 25
verschiedenen Patienten stimuliert. Es zeigte sich eine Verldngerung der Gerinnungszeiten um 217 s
im PRP (755 + 437 s) im Vergleich zum VB (538 + 180 s). Mit Uber 2000 s lagen die im PAP
gemessenen Zeiten deutlich oberhalb der in den anderen Blutsystemen (VB und PRP) erzielten
Werte. n=3 (fir jeden untersuchten Plaque), *p<0,05 gegeniber PAP.
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Betrachtete man nun aber die einzelnen im PAP ermittelten Gerinnungszeiten, so
zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Plaques.

44% der untersuchten 25 Plaques zeigten im Vergleich zur Kontrolle auch im
plattchenarmen Plasma eine Aktivierung der Fibrinbildung. Die maximale Festigkeit
dieser Gerinnsel im PAP lag jedoch deutlich unterhalb der Festigkeit, die durch die
Stimulation mit den gleichen Plaques im VB bzw. PRP erreicht wurde. Die maximale
Gerinnselfestigkeit lag z.B. bei einem Plaque gemessen im VB bei 63 mm, im
Vergleich dazu im PRP bei 17 mm (Abb. 12). Die Gruppe von Plaques, mit denen
sich Gerinnungszeiten unter 1200 s im PAP erreichen lieBen, wurde
definitionsgemal als PAP(+) Gruppe bezeichnet. Der Mittelwert der im PAP
gemessenen Gerinnungszeiten lag fur diese Gruppe bei 732 + 456 s.

Die restlichen 56% der Plaques wiesen im PAP keine koagulatorische Aktivitat auf.
(Gerinnungszeit > 3400 s). Diese Werte sind vergleichbar mit den Kontrollwerten, die
wir durch Zugabe von Puffer zu PAP erhielten, so dass man davon ausgehen muss,
dass fur diese Gruppe die Anwesenheit von Thrombozyten essentiell ist zur
Gerinnungsaktivierung. Daher wurde diese Gruppe definitionsgemald als PAP(-)
Gruppe bezeichnet (Abb. 13).

CT:254s CFT:69s MCF: 63 mm CT:935s CFT:>4082s MCF: 17 mm
VB PAP

Abb. 12 Vergleich der Gerinnselfestigkeit im VB und PAP

Sowohl im VB als auch im PAP flhrte der Einsatz von einigen Plaques zur verstarkten
Gerinnungsaktivierung im Vergleich zur Kontrolle. Die CT im PAP war jedoch mehr als dreimal so lang
wie die im VB gemessene Gerinnungszeit. Auch die maximale Festigkeit des Gerinnsels im PAP war
wesentlich geringer als die im VB erzielte.
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Abb. 13 Vergleich der PAP (+) und PAP (-) Gruppe

Die Messungen der Gerinnungszeiten im PAP ergaben zwei Gruppen: die PAP(+) Gruppe (11
Plaques) filhrte auch im PAP zu einer schnellen Stimulation der Gerinnung (rechte Saule, Mittelwert
732 + 456 s); die PAP(-) Gruppe (14 Plagues) wies ebenso wie die Kontrolle keine
Gerinnungsaktivierung im PAP auf. n=3 (fir jeden untersuchten Plaque), *p<0,05 gegenlber der
Kontrolle und der PAP(-) Gruppe.

lll.3. Die Gerinnungsaktivierung durch atherosklerotische Plaques ist abhédngig

von TF

Der Komplex aus TF und Faktor Vlla gilt als zentraler Initiator der physiologischen
Gerinnung. In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die Fibrinbildung nach
Zugabe der Lipidkerne durch TF gestartet wird. Daher inkubierten wir vor Stimulation
das VB mit 20 ug/ml des Anti-TF Antikérpers VIC7, der ausschlieBlich full-length TF
erkennt. Der Antikérper konnte die Gerinnungsaktivierung durch die Mehrzahl der
Plaques hemmen (Abb. 14 — Abb. 16).
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Abb. 14 Hemmung der plaqueinduzierten Fibrinbildung im VB

Jeweils 0,3 ml citriertes VB wurden mit 20 ug/ml Anti-TF Antikérper VIC7 20 Minuten vorinkubiert.
Danach wurden beide Proben mit 5 ul Plaquematerial stimuliert. Die Gerinnungszeit wurde durch den
Antikdrper um 1502 s verlangert.

Um nachzuweisen, dass der erzielte Effekt nicht eine unspezifische
Antikdrperwirkung war, wurde ein Isotyp-Antikdrper eingesetzt. Bei 76% der Félle war
eine starke Hemmung der Fibrinbildung nach Zugabe des Anti-TF Antikérpers VIC7
festzustellen (Abb.15) Bei 24% der 25 Plaques wurde keine signifikante
Verlangerung der Gerinnungszeit beobachtet (Abb.16). Diese 6 Plaques gehdrten
ausschlielich zur PAP(-) Gruppe. Mit Hilfe der TEG Experimente erhielten wir daher
drei verschiedene Gruppen: die PAP(+) Gruppe (11 Plaques), die auch in
Abwesenheit von Blutplattchen die Fibrinbildung stimulierten, die PAP(-) Gruppe (8
Plaques) und die TF unabhangige Gruppe (6 Plaques).

Vergleicht man die Abbildungen 15 und 16, so ist zu erkennen, dass die PAP(+) und
die PAP(-) Gruppe die Fibrinbildung starker stimulierten als die TF unabhangige
Gruppe. Der Mittelwert aller gemessenen Gerinnungszeiten der TF unabhangigen
Gruppe war mit 1243 + 282 s wesentlich langer als der Mittelwert der PAP(-) und
PAP(+) Gruppe mit 956 *+ 239 s.
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Abb. 15 TF-abhdngige Gerinnungsaktivierung

Die Stimulation der Fibrinbildung konnte bei 76% der untersuchten Lipidkerne durch die Vorinkubation
des VB mit 20 pg/ml Anti-TF Antikérper VIC7 gehemmt werden. Die Gerinnungszeit verlangerte sich
von 956 + 239 s bei Stimulation des VB mit 5 pl Plaguematerial auf 1376 + 259 s durch Zugabe des
Antikorpers. Der Einsatz eines unspezifischen Antikorpers ergab eine Gerinnungszeit von 999 + 309 s.
n=3 (fir jeden untersuchten Plaque), *p<0,05 gegeniiber Kontrolle und Isotyp-Ak.
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Abb. 16 TF-unabhédngige Gerinnungsaktivierung

6 der insgesamt 25 untersuchten Plaques zeigten eine TF unabhangige Stimulierung der
Fibrinbildung. Die linke Saule zeigt die gemessenen Gerinnungszeiten nach Zugabe von 5
homogenisierten Lipidkerns zu 0,3 ml VB. Die rechte Saule zeigt, dass die im TEG gemessene CT
trotz Vorinkubation des VB mit 20 pg/ml Anti-TF Antikdrpers VIC7 nicht verlangert war. Linke S&ule:
1243 + 282 s; rechte Saule: 1299 + 268 s. n=3 (fiir jeden untersuchten Plaque)
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lll.4. TF-Gehalt der Lipidkerne atherosklerotischer Plaques

In den Lipidkernen aller 25 Plaques wurde die TF Konzentration mit Hilfe eines
double sandwich ELISA ermittelt. Wir konnten aufgrund der Spezifitdt der
eingesetzten Antikdérper davon ausgehen, dass der ELISA ausschliel3lich die full
length Form des TF erkennt und nicht die alternative Splicing-Form. Die untere
Nachweisgrenze fur TF lag bei 30 pg/ml. In einigen Plaques lie3 sich kein TF
nachweisen, wahrend in anderen Féllen relativ hohe Konzentrationen mit bis zu 2660
pg/ml bestimmt wurden. Vergleicht man nun den TF Gehalt der PAP(+) Gruppe mit
dem der PAP(-) Gruppe, so zeigten sich deutliche Unterschiede. In der PAP(+)
Gruppe lag die Konzentration mit einem Mittelwert von 1614 + 603 pg/ml wesentlich
héher als in der PAP(-) Gruppe, bei der sich ein Wert von 594 + 535 pg/ml ergab
(Abb. 17). Allein bei 3 Plaques der PAP(-) Gruppe lief3 sich kein TF nachweisen. Bei
den 6 Plaques der TF unabhangigen Gruppe lie® sich auch ein relativ hoher TF
Gehalt von 1157 £ 372 pg/ml nachweisen. Dieser TF schien nicht funktionell aktiv zu
sein, da die plaqueinduzierte Gerinnungsaktivierung im TEG durch Einsatz des Anti-

TF Antikérpers VIC7 nicht hemmbar war.
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Abb. 17 TF Gehalt im Lipidkern atherosklerotischer Plaques

Der TF Gehalt wurde mit einem double sandwich ELISA bestimmt. Die Nachweisgrenze lag bei 30
pg/ml. Die Plaques, die auch im PAP zu einer ausgepragten Stimulation der Fibrinbildung fuhrten
(links: PAP(+) Gruppe; 1614 £ 603 pg/ml) enthielten mehr TF als die PAP(-) Gruppe (rechts; 594 +
535 pg/ml). *p<0,05 gegeniiber PAP(-).
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lll.5. Atherosklerotische Plaques fiihren durch eine Thrombozytenaktivierung

zu einer Steigerung der TF Aktivitét

TF konnte nicht nur innerhalb von Gefélwénden, sondern auch assoziiert mit
Blutzellen und Mikropartikel nachgewiesen werden (intravaskularer TF). Daher
wollten wir in weiteren funktionellen Experimenten erfassen, welche Rolle der
intravaskulare TF bei der pathologischen Gerinnung spielt. Daflr inkubierten wir
Thrombozyten fir 20 Minuten bei 37 °C mit jeweils 5 ul der Lipidkernhomogenate.
AnschlieBend bestimmten wir die TF Aktivitdt Gber die Messung der Faktor Xa
Bildung. Fur diese Experimente setzten wir nur Plaques der PAP(+) und PAP(-)
Gruppe ein. Die Plaques filhrten in Abwesenheit von Thrombozyten nur zu einer
geringen Faktor Xa Bildung, obwohl alle fir die Faktor Xa Bildung notwendigen
Gerinnungsfaktoren in dem von uns eingesetzten Konzentrat enthalten waren.
Ebenso wiesen unstimulierte Blutplattchen nur eine geringe TF Aktivitdt auf. Die
Stimulation der Thrombozyten mit den Lipidkernen fuhrte jedoch zu einer
ausgepragten Zunahme der Faktor Xa Bildung um das 14 fache in der PAP(-)
Gruppe und um das 23 fache in der PAP(+) Gruppe (Abb. 18 und 19). Um
nachzuweisen, dass die gemessene Faktor Xa Bildung auf die Aktivitdt des TF
zurlickzuftihren ist, setzten wir der Blutzellsuspension kurz vor Stimulation jeweils 10
nM des Faktors Vllai zu. Dieser im aktiven Zentrum inaktivierte Faktor Vlla (FVllai)
bindet mit einer héheren Affinitdt an TF als Faktor Vlla und verhindert dadurch eine
Aktivierung des Starterkomplexes der Blutgerinnung. Es zeigte sich ein drastischer
Rickgang der Faktor Xa Bildung auf Héhe der Kontrollwerte. Eine etwas geringere
Abnahme der TF Aktivitat erzielten wir mit dem Prostacyclin-Analogon lloprost. In der
PAP(-) Gruppe verminderte sich die TF Aktivitdt um 69% und in der PAP(+) Gruppe
um 50%.
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Abb. 18 Stlmulatlon von Thrombozyten mit Plaques der PAP(-) Gruppe

Jeweils 1,5 x 10’ Thrombozyten (T) wurden fir 20 Minuten bei 37 °C mit dem Lipidkern eines Plaques
(PL) der PAP(-) Gruppe stimuliert. Dabei kam es zu einer Steigerung der Faktor Xa Bildung um das
14 fache auf 25,4 + 10,4 mU/ml. 10 nM des inaktivierten Faktors Vlla (FVllai) fuhrte zu einer
Reduktion um 88% auf 3,0 + 0,4 mU/ml. Mit dem Prostacyclin Analogon lloprost (llo, 100 ng/ml) sank
die Faktor Xa Bildung um 69% auf 7,9 + 2,4 mU/ml. n=3 (fur jeden untersuchten Plaque), *p<0,05 a)
gegeniber PL und T, b) gegeniiber T+PL.
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Abb.19 Stimulation von Thrombozyten mit Plaques der PAP(+) Gruppe

Die Stimulation von 1,5 x 10’ Thrombozyten (T) durch die Lipidkerne der PAP(+) Gruppe (PL)
steigerte ebenfalls die Faktor Xa Bildung auf 88,5 £ 22,1 mU/ml. 10 nM FVllai reduzierte diesen Wert
um 92% auf 6,8 £ 5,2 mU/ml und 100 ng/ml lloprost (llo) fuhrte zu einer Senkung der TF Aktivitat auf
die Halfte. n=3 (fur jeden untersuchten Plaque), *p<0,05 a) gegeniiber PL und T, b) gegeniber T+PL.
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In  weiteren Experimenten wurde die Beteiligung von Rezeptoren der
Thrombozytenoberfliche am plaqueinduzierten Gerinnungsstart getestet. Ein
Antikérper, der gegen den Kollagenrezeptor GPVI gerichtet war, hemmte die
prokoagulatorische Aktivitdt um 38% (Abb. 20). Der Einsatz eines unspezifischen
Antikdrpers als Kontrolle fuhrte zu keiner Verdnderung. Einen &hnlichen Effekt
konnten wir mit Hilfe der Thrombelastographie demonstrieren. Der Einsatz von 10
pg/ml eines Anti-GPVI Antikérpers verlangerte die Gerinnungszeit um 64%. Auch die
Hemmung des GPIIb-llla Rezeptors, der Uber Bindung an Fibrinogen zu einer
Quervernetzung von Blutplatichen fuhrt, reduzierte die Fibrinbildung. Die
Gerinnungszeit verlangerte sich nach Zugabe von 10 pg/ml eines Anti-GPllb-llla
Antikdrpers um 55%. Ebenso nahm die maximale Gerinnselfestigkeit (MCF) von 44
1+ 4 mm um mehr als die Halfte auf 19 £ 6 mm ab. In einem weiteren Versuchsansatz
gaben wir jeweils 5 pg/ml beider Antikérper gleichzeitig vor Stimulation zum VB. Die
Inhibierung beider Thrombozytenrezeptoren resultierte in eine Verldngerung der
Gerinnungszeit um 74% von 884 + 286 s auf 1540 + 207 s (Abb. 21).
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Abb. 20 Hemmung der TF Aktivitat durch Anti-GPVI Antikorper

Zur Steigerung der TF Aktivitdt stimulierten wir 1,5 x 10’ Thrombozyten (T) mit 5 pl des
homogenisierten Lipidkernmaterials (PL) der PAP(-) Gruppe. Eine Blockierung der GPVI Rezeptoren
mit spezifischen Antikérpern reduzierte die Faktor Xa Bildung von 32,5 + 23,1 mU/ml auf 20,1 £ 13,5
mU/ml. n=12, *p<0,05 a) gegeniber T, b) gegentiber T+PL.
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Abb. 21 Hemmung der Fibrinstimulation durch Anti-GPVI- und Anti-GPlib-llla Antikérper

0,3 ml VB wurden mit jeweils 5 pl Plaquematerial stimuliert (schwarzer Balken: Kontrolle). Kurz vor
Stimulation wurden jeweils 10 ug/ml eines Anti-GPllb-llla Antikérpers bzw. eines Anti-GPVI
Antikérpers zum VB gegeben. Durch den Einsatz von Antikdrpern tendierte die Gerinnungszeit zu
héheren Werten (von 841 + 306 s auf 1306 + 338 s bzw. von 744 + 286 s auf 1220 £ 293 s). Zu einer
noch starkeren Hemmung der Fibrinbildung fiihrte der gleichzeitige Einsatz von jeweils 5 pg/ml beider
Antikorper: Die CT verlangerte sich von 884 + 286 s auf 1540 £ 207 s. n=3 (fur jeden untersuchten
Plaque), *p<0,05 gegeniiber Kontrolle.

lll.6. MP steigern die TF Aktivitdt in Gegenwart plaquestimulierter
Thrombozyten

TF ist unter physiologischen und pathologischen Bedingungen auch in zirkulierenden
MP des Plasmas lokalisiert. MP sind Fragmente der Zellmembran (<1 pm), die durch
Exozytose entstehen und vor allem bei Zellaktivierung und wahrend der Apoptose
gebildet werden. Das in Abbildung 22 dargestellte Experiment zur Fibrinbildung im
PAP demonstriert die Bedeutung der MP fir die Stimulation der Fibrinbildung. Wir
entfernten aus plattchenarmen Plasma die MP durch zwei Zentrifugationsschritte.
Danach wurde dem mikropartikelfreien Plasma wieder die urspriingliche Menge an
Thrombozyten zugefiihrt. In einem zweiten Ansatz wurden vor der Stimulation dem

mikropartikelfreien Plasma die isolierten MP wieder zugefihrt. Die MP flhrten zu
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einer 33%igen Verkirzung der Gerinnungszeit. Um zu Uberprifen, ob dieser Effekt
auf einer Steigerung der TF Aktivitat beruht, fihrten wir mit Plaques der PAP(-) und
der PAP(+) Gruppe Faktor Xa Bildungsversuche durch. Die Stimulation eines
Gemisches aus Thrombozyten und MP im Vergleich zu einer alleinigen Stimulation
der Blutzellen fihrte zu einem zusétzlichen Anstieg der Faktor Xa Bildung um 28% in
der PAP(+) Gruppe und um 89% in der PAP(-) Gruppe. Abbildung 23 zeigt die
Ergebnisse der PAP(-) Gruppe.
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Abb. 22 MP fiihren zu einer Steigerung der Fibrinbildung

Mikropartikelfreies und mikropartikelhaltiges thrombozytenreiches (T) Plasma [PAP] wurde mit jeweils
5 pl Plaquematerial (PL) stimuliert. Mikropartikel fiuhrten zu einer 33%igen Verkirzung der
Gerinnungszeit.
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Abb. 23 Plaques steigern die TF Aktivitéit in Plattchen-Mikropartikel Suspensionen

1,5 x 10" Thrombozyten (T) wurden alleine und zusammen mit MP mit jeweils 5 ul Plaquematerial (PL)
fur 20 Minuten bei 37 °C stimuliert. In der PAP(-) Gruppe flihrte der Einsatz von MP zur Steigerung
der TF Aktivitat um 89%. n=6, *p<0,05 a) gegeniiber T, b) gegeniiber T+MP.
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lll.7. Die prokoagulatorische Aktivitidt von TF ist abhangig von einer
PS-reichen Zelloberflache

Wahrend der Aktivierung von Thrombozyten werden negativ geladene Phospholipide
wie PS auf der Zelloberfliche exponiert, welche die Bindungsfahigkeit flr
plasmatische Gerinnungsfaktoren steigern. Daher wurde geprift, ob die
plaguebedingte Steigerung der TF Aktivitat abhangig ist von der Exposition von PS.
Einer Suspension aus 1,5 x 10" Thrombozyten wurde jeweils vor Plaquestimulation
Annexin V in einer Konzentration von 0,1 uM und 1,0 yM zugegeben. Annexin V ist
ein Ca®" abhangiges, Phospholipid-bindendes Protein mit einer hohen Affinitat fiir
PS. Wir konnten dabei einen konzentrationsabhéngigen Abfall der TF Aktivitat
feststellen. 0,1 yM Annexin fihrte zu einer Reduktion der Faktor Xa Bildung um 59%.
Die zehnfache Annexin Konzentration (1,0 uM) verminderte die Faktor Xa Bildung
um 90% auf 4 £ 1,3 mU/ml. Dies entsprach nahezu dem Wert von nichtstimulierten
Thrombozyten mit 2,7 + mU/ml (Abb. 24).
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Abb. 24 TF Aktivitit ist abhangig von einer PS-reichen Thrombozytenoberflache

Jeweils 1,5 x 10’ Thrombozyten (T) wurden mit 5 pl Lipidkernhomogenat (PL) stimuliert. In zwei
Ansatzen wurde zusétzlich Annexin V in einer Konzentration von 0,1 yM und 1,0 yM zugegeben. Dies
fuhrte zu einer Verminderung der Faktor Xa Bildung von 59% bzw. 90%. n=7, *p<0,05 a) gegenlber
T, b) gegentiber T+PL.



Ergebnisse 50

1ll.8. Atherosklerotische Plaques fiihren zur Aktivierung des intravaskuldren
TF

Um die Anteile von GeféaBwand-TF und thrombozytdrem TF an der plaqueinduzierten
Gerinnungsaktivierung zu ermitteln, wurde der in den Lipidkernen lokalisierte TF
durch Coating mit dem inhibitorischen Anti-TF Antikérper VIC7 inaktiviert. Die fur das
Coating nétige Konzentration an Antikérper konnte in Vorversuchen ermittelt werden:
0,5ug/ml Anti-TF Antikérper VIC7 konnte die Menge an rekombinantem TF hemmen,
die eine den Plaques vergleichbare CT von 600-700 Sekunden in VB Experimenten
im TEG erzielte. Somit wurden zum Coating 0,5 pg/ml Anti-TF Antikérper VIC7 fur
30 Minuten bei 37 °C mit Plaquematerial inkubiert. Mit diesem gecoateten Plaque
stimulierten wir 1,5 x 10’ Thrombozyten und bestimmten anschlieRend die Faktor Xa
Bildung. Als Kontrolle diente die Stimulierung der gleichen Menge an Thrombozyten
durch unbehandeltes Plaquematerial. Das Coating des GefaRwand-TF fihrte zu
einer Reduktion der Faktor Xa Bildung von 54,1 £ 25,4 mU/ml auf 32,9 £ 20mU/ml
(61% des Kontrollwertes). Trotz Hemmung der funktionellen Aktivitdt des im Plaque
lokalisierten TF, konnten wir eine ausgepragte TF Aktivitat durch die Stimulation der
Thrombozyten messen. Dies legt nahe, dass der intravaskuldre TF fur die
plagueinduzierte Gerinnungsaktivierung von Bedeutung ist. In einem dritten Ansatz
wurde vor Stimulation der Thrombozyten mit dem gecoateten Plaque zuséatzlich 10
pg/ml Anti-TF Antikérper VIC7 zugegeben, um die Wirkung des intravaskularen TF
zu hemmen. Die Inhibierung des intravaskuldren TF fihrte zusatzlich zu einem
starken Rickgang der Faktor Xa Bildung auf 12,8% des Kontrollwertes. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass der intravaskuldre TF deutlich an der durch

Plaques induzierten Gerinnungsaktivierung beteiligt ist (Abb. 25).
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Abb. 25 Atherosklerotische Plaques aktivieren den intravaskuldaren TF

Jeweils 1,5 x 10’ Thrombozyten wurden pro Versuchsansatz mit 5 pl gecoatetem Plaque stimuliert.
Als Kontrolle diente die Stimulation mit unbehandeltem Plaquematerial. Beim Precoating wurde vor
Stimulation 5 pl Plaquematerial mit 0,5 pg/ml Anti-TF Antikérper VIC7 fir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert, um den Plaque-TF zu hemmen. Es zeigte sich eine verminderte Faktor Xa Bildung (61% des
Kontrollwertes). Die zuséatzliche Hemmung des intravaskuldren TF mit 10 pg/ml Anti-TF Antikérper
VIC7 reduzierte die Faktor Xa Bildung auf 12,8% des Kontrollwertes. n=10, *p<0,05 gegeniber
precoating und Kontrolle.

l11.9. Lipidphase und wassrige Phase atherosklerotischer Kernregionen tragen

zur Gerinnungsaktivierung bei

Der atheromatdse Lipidkern gelangt nach Plaqueruptur und dem damit verbundenen
Wegfall der schiitzenden fibrosen Kappe in direkten Kontakt mit dem zirkulierenden
arteriellen Blut. Es ist noch nicht vollstandig geklart, welche Bestandteile des
Lipidkerns fir dessen Thrombogenitat verantwortlich sind. In einem weiteren
Versuchsaufbau wollten wir daher feststellen, welche Komponenten der von uns
untersuchten Lipidkerne die Gerinnungsparameter im Vollblut am stérksten
beeinflussen. Wir trennten mit Hilfe der Bligh und Dyer Methode die
Lipidkernhomogenate der PAP(-) Gruppe in eine wassrige- und eine Lipidphase.
Anschlie3end stimulierten wir 0,3 ml antikoaguliertes VB mit Aliquots der jeweiligen

Phase und bestimmten die Gerinnungszeit. Bei 25% der untersuchten Plaques fuhrte
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die Lipidphase zu einer kirzeren Gerinnungszeit als die wassrige Phase. Die
Gerinnungsaktivierung durch diese Plaques ist in Abbildung 26 dargestellt. Die
Lipidphase dieser Plaques der PAP(-) Gruppe fuhrte zu nahezu der gleichen CT wie
das gesamte Lipidkernhomogenat. Im Vergleich dazu zeigte die Stimulation mit der
wassrigen Phase eine etwa doppelt so lange Gerinnungszeit. Bei weiteren 25% war
die Gerinnungsaktivierung durch die wassrige Phase stérker als durch die Lipidphase
(wassrige Phase: CT 550 + 98 s, Lipidphase: CT 2130 + 687 s, Gesamtplaque: CT
598 + 103 s, n=3, p<0,05 wéssrige Phase gegeniber Lipidphase und Gesamtplaque
gegenuber Lipidphase). Die restlichen 50% zeigten keinen signifikanten Unterschied
zwischen der wassrigen und Lipidphase (wéassrige Phase: CT 551 = 100 s,
Lipidphase: CT 601 £ 115 s, Gesamtplaque: CT 587 + 105 s, n=3, p<0,05). Somit
haben je nach Plaque die beiden Phasen einen unterschiedlichen Einfluss auf die

Gerinnungsparameter.

Lipidphase | —
wassrige -
Phase
Plaque — *
0 17'50 35'00

Gerinnungszeit [sek]

Abb. 26 Vollblutstimulation mit verschiedenen Komponenten der Plaques deren Lipidphase die
gerinnungsaktivierende Komponente darstellt (entspricht 25% der untersuchten Plaques)

Die Kernregion der atherosklerotischen Plaques wurde nach der Bligh und Dyer Methode in eine
wassrige und eine Lipidphase aufgetrennt. Antikoaguliertes VB wurde jeweils mit einer der beiden
Phasen oder mit der gesamten Kernregion stimuliert und die Gerinnungszeit gemessen. Die
gerinnungsaktivierende Komponente der hier gezeigten Plaques aus der PAP(-) Gruppe lag in der
Lipidphase.

Obere Saule: Stimulation mit der Lipidphase: 607 + 137 s; Mittlere S&ule: Stimulation mit der
wassrigen Phase: 2497 £ 770 s; Untere S&ule: Stimulation mit dem gesamten Lipidkernhomogenat:
647 + 126 s. n=3, *p<0,05 gegenuber wéassriger Phase.
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IV. Diskussion

IV.1. Gerinnungsaktivierung im Rahmen der Atherothrombose

Die Ruptur eines atherosklerotischen Plaques ermdglicht den Kontakt von
Plaquebestandteilen mit dem flielenden Blut und ist damit der entscheidende
Ausléser fur die pathologische Thrombusbildung im arteriellen System. Die
Plaqueruptur bzw. —fissur stellt den zentralen Triggermechanismus in der
Pathogenese ischamischer Erkrankungen wie dem akuten Koronarsyndrom und dem
Schlaganfall dar. Innerhalb des Plaques weist der lipidreiche Kern das stérkste
thrombogene Potential auf (Fernandez-Ortiz et al. 1994, Toschi et al. 1997). Daher
setzten wir bei den Experimenten zur Untersuchung der Gerinnungsaktivierung diese
Komponente der Plaques ein. Bereits geringe Mengen der Lipidkernhomogenate
fuhrten konzentrationsabh&ngig zu einer deutlichen Verkirzung der Gerinnungszeit,
wobei sich die bildenden Gerinnsel durch eine hohe Festigkeit auszeichneten. Die
Gerinnungsaktivierung war bei der Mehrzahl der Plaques TF-abhangig. Die
Ergebnisse bestdtigen, dass TF nicht nur bei der physiologischen
Gerinnungsaktivierung eine zentrale Rolle spielt, sondern dass dieses Protein
entscheidend ist fur die pathologische Thrombusbildung durch atherosklerotische
Plaques.

Bei nahezu einem Viertel der Plaques konnte eine TF unabhangige Fibrinbildung
nachgewiesen werden, da die Fibrinbildung durch den Anti-TF Antikérper VIC7 nicht
verlangert werden konnte. Jedoch war die Verkirzung der Gerinnungszeit durch
Plaquezugabe nicht so ausgepragt wie in der Gruppe, die die Fibrinbildung Gber TF
induzierten. Diese Plaques kdnnten Uber FXIl, dem Starterprotein der intrinsischen
Gerinnung, zur Thrombusbildung fihren. Die pathophysiologische Bedeutung des
FXIll-getriggerten intrinsischen Gerinnungsweges ist noch nicht vollstdndig geklart,
zumal die hereditdre Defizienz von Faktor XII mit keiner Blutungsneigung assoziiert
ist (Kienast et al. 1993). Da in den Kontrollversuchen keine Fibrinbildung messbar
war, kann ausgeschlossen werden, dass es zu einer Kontaktaktivierung durch die
Oberflache der Kuvetteninnenseite gekommen ist. Verschiedene Arbeiten konnten
nachweisen, dass Faktor XllI durch Kollagen Typ I, einem wichtigen Bestandteil
atherosklerotischer Plaques, aktiviert werden kann (Cochrane et al. 1982). Auch

konnte die PS-reiche aullere Zellmembran aktivierter Plattchen die entscheidende
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Oberflache zur Aktivierung des Kontaktsystems in vivo darstellen (Renne et al.
2005). Auch die Plaques, die nach unseren Ergebnissen unabhéngig von TF zur
Fibrinbildung fuhrten, bendtigten die Anwesenheit von Thrombozyten, um die
Gerinnung zu aktivieren. Somit kénnte das intrinsische Gerinnungssystem durch
verschiedene Mechanismen im Rahmen des atherothrombotischen Prozesses

aktiviert werden.

IV.2. Plaque-TF

Es ist bislang noch vollstdndig ungeklart, welche Bedeutung der intravaskulére TF
gegentber dem Gefallwand-TF an der pathologischen Gerinnungsaktivierung nach
Plaqueruptur hat. Funktionell aktiver TF konnte in nahezu allen Zellen des
atherosklerotischen Plaques, v.a. in Makrophagen und Schaumzellen, nachgewiesen
werden. Der grofdte Anteil an der Plaque-TF Aktivitdt wurde extrazelluldr assoziiert
mit apoptotischen Mikropartikeln monozytaren und lymphozytédren Ursprungs
gefunden (Wilcox et al. 1989, Mallat et al. 1999, Tedgui et al. 2001). MP sind reich an
Phosphatidylserinen, die die katalytische Effizienz von Enzymkomplexen der
Gerinnungskaskade steigern (Zwaal et al. 2005).

Bei Uber 75% der Lipidkernhomogenate lieR sich eine TF abhéangige
Gerinnungsaktivierung im VB nachweisen. Auch bewirkte der Einsatz von FVllai oder
Anti-TF Antikérper VIC7 eine starke Reduktion der plaqueinduzierten Faktor Xa
Bildung. Dies lie® vermuten, dass die TF Aktivitdt im Rahmen der Atherothrombose
nicht allein auf den Plaque-TF zurickzufihren war. Daher wurde in weiteren
Versuchsansédtzen der in den Lipidkernen lokalisiete TF durch Coating mit
inhibitorischem Anti-TF Antikérper VIC7 inaktiviert, und die Faktor Xa Aktivitat wurde
bestimmt. Hierbei wurde im Mittel noch 61% der durch ungecoatete Plaques
induzierten Faktor Xa Bildung gemessen.

Bei den Plaques der TF unabhangigen Gruppe liel3 sich auch ein relativ hoher Gehalt
an TF innerhalb des Lipidkerns nachweisen. Dieser TF war jedoch nicht funktionell
aktiv  (sogenannter  kryptischer TF), da sich die plaqueinduzierte
Gerinnungsaktivierung nicht durch den Anti-TF Antikérper VIC7 verldngern liel3.
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass nicht nur der im Plaque lokalisierte TF fur die

Fibrinbildung nach Ruptur eines atherosklerotischen Plaques verantwortlich sein
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kann. Der sogenannte intravaskuldre TF scheint eine bedeutende Rolle in der

Aktivierung der Blutgerinnung durch atherothrombotische Plaques zu spielen.

IV.3. Pathologische Bedeutung von intravaskuldarem TF

Mitte der 90er Jahre konnte eine Reihe von Gruppen erstmals TF im Plasma
gesunder Probanden nachweisen (Koyama et al. 1994, Fareed et al. 1995). Bei
Erkrankungen wie Angina pectoris, akuter Myokardinfarkt und Schlaganfall lie3en
sich erhdhte Plasmaspiegel an TF nachweisen (Misumi et al. 1998, He et al. 2002).
Nemerson und Mitarbeiter demonstrierten, dass TF innerhalb eines Thrombus zu
finden ist, der sich nach Passage von Vollblut Uber eine mit Kollagen beschichtete
Oberflache bildete. Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass der blutassoziierte
TF an der pathologischen Fibrinbildung im Rahmen der arteriellen Thrombose
beteiligt ist. Mithilfe eines Maus-Modells konnte diese Hypothese bereits gestiutzt
werden, da TF nach laserinduzierter GefalRverletzung von Arteriolen innerhalb des
sich bildenden Thrombus akkumulierte. Die damit einhergehende Fibrinbildung zeigte
die biologische Aktivitét des intravaskuldren TF (Falati et al. 2003).

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, dass der blutassoziierte
TF einen entscheidenden Anteil an der pathologischen Fibrinbildung hat. In
Vollblutexperimenten und im isolierten Zellsystem war kein Zusammenhang
zwischen dem Gehalt an TF innerhalb des Plaques und der Gerinnungszeit bzw. der
Faktor Xa Bildung zu erkennen. Bei nahezu einem Viertel der Plaques konnte zwar
TF im Lipidkernhomogenat nachgewiesen werden, dieser war jedoch nicht funktionell
aktiv. Ebenso flhrten alle untersuchten Plaques in Abwesenheit von Thrombozyten
nur zu einer sehr geringen Faktor Xa Bildung obwohl in den Versuchsanséatzen alle
fur die Faktor Xa Bildung notwendigen Gerinnungsfaktoren enthalten waren. Durch
Einsatz von FVllai bzw. Anti-TF Antikérper VIC7 lie3 sich meist eine deutliche
Reduktion der Fibrinbildung und Faktor Xa Bildung erzielen. Dabei konnte jedoch
nicht unterschieden werden, ob diese Gerinnungsaktivierung durch den Plaque-TF
oder blutassoziierten TF induziert wurde.

Dass diese Ergebnisse auch fir die Thrombogenese in vivo relevant sein kénnen,
verdeutlichen folgende Uberlegungen: der durch den Plaque-TF aktivierte Faktor X

musste eine betréchtliche Diffusionsstrecke zurticklegen, um auch an der Oberflache
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des sich bildenden Thrombus die Fibrinbildung zu induzieren. Ebenso stellen die
Thrombozyten, die an einen rupturierten Plaque adhéarieren, eine nahezu
impermeable Barriere fur den initial gebildeten Faktor Xa dar (Hathcock et al. 2004).
Proteine in der Gré3e eines Blutgerinnungsfaktors (50 kDa) bendétigen allein fur eine
Diffusionsstrecke von 1 mm ca. 3 Std. (Nemerson et al. 2002). Die Zunahme des
Durchmessers eines Thrombus von 2 auf 3 mm erfolgt jedoch innerhalb von Minuten
(Ambrose et al. 1997). Diese Daten machen es unwahrscheinlich, dass die
Gerinnungsaktivierung und damit das schnelle Wachstum eines
gefaldverschlieRenden Thrombus nur durch den Plaque-TF bedingt ist. Allein die
Aktivitdt des intravaskuldren TF macht es mdglich, dass sich ein Fibrinnetzwerk
ausbilden kann, das den gesamten Thrombus umfasst. Das gebildete Fibrin fihrt zur
Quervernetzung von Thrombozyten tGber GP llb-llla Rezeptoren und bedingt damit
die Adhasion von weiteren Plattchen und damit die Bildung eines auferst stabilen
Thrombus. Diese Uberlegungen machen es verstindlich, dass die Ruptur eines
atherosklerotischen Plaques und die konsekutive Thrombusbildung innerhalb von

Minuten zu einem vollstédndigen Gefalverschluss fuhren kann.

IV.4. Die Bedeutung des thrombozytdaren TF fiir die pathologische

Gerinnungsaktivierung

Plattchenaktivierung und Blutgerinnung sind im Rahmen der Hamostase
komplementére, voneinander abhangige Prozesse. Ein Ziel dieser Arbeit war es
daher festzustellen, ob der plattchenassoziierte TF fir die Stimulierung der
Fibrinbildung durch die Lipidkerne verantwortlich ist. Neuere Befunde zeigen, dass
innerhalb des Blutes neben den Monozyten auch Plattchen und Eosinophile in der
Lage sind nach Stimulation TF zu synthetisieren bzw. zu speichern (Zillmann et al.
2001, Engelmann 2006, Moosbauer et al. 2007). Es konnte auch gezeigt werden,
dass der thrombozytare und der in Eosinophilen lokalisierte TF funktionell aktiv ist, da
er zu einer Steigerung der prokoagulatorischen Aktivitat fihrte (Schwertz et al. 2006,
Moosbauer et al. 2007, Panes et al. 2007). Die TF Expression zirkulierender
Monozyten ist bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom oder zerebraler Ischamie
gesteigert (Kappelmayer et al. 1998, Ott et al. 2001). Allerdings spielt fir die

Initiationsphase der pathologischen Thrombusbildung der induzierbare monozytéare
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TF wahrscheinlich keine Rolle, da die Synthese dieses Starterproteins der Gerinnung
l&nger dauert als die Fibrinbildung nach Ruptur eines atherosklerotischen Plaques. In
unstimulierten Monozyten und in Neutrophilen Granulozyten konnte kein
praformierter TF nachgewiesen werden (Osterud et al. 2000, Zillmann et al. 2001). In
der vorliegenden Arbeit lie3 sich in der Tat in Abwesenheit von Leukozyten eine
schnelle Fibrinbildung im PRP durch die Plaques induzieren. Jedoch zeigten sich bei
Messungen im PAP deutliche Unterschiede zwischen den Plaques: 56% der
Lipidkernhomogenate wiesen im PAP keine prokoagulatorische Aktivitat auf. Diese
Plagues bendtigten fur die Induktion der Fibrinbildung die Anwesenheit von
Thrombozyten. In den Versuchsanséatzen fur die Coatingexperimente wurden als
zellulérer Bestandteil ausschlieBlich Thrombozyten eingesetzt. Somit konnte die
nachgewiesene Aktivitat des intravaskularen TF nur thrombozytadren Ursprungs sein.
Der Plattchen-TF scheint daher fir die plagueinduzierte Fibrinbildung eine wichtige
Rolle zu spielen.

Zillmann et al. (2001) und Muller et al. (2003) konnten nachweisen, dass TF in
unstimulierten Plattchen im offenen kanalikuldren System und in den a-Granula
gespeichert wird. Nach einer 5-mindtigen Stimulation mit Kollagen oder anderen
Plattchenaktivatoren, wie z.B. ADP, Thrombin und Epinephrin wurde dieser TF auf
der Zellmembranoberflache exprimiert. Diese Befunde wurden von anderen Autoren
bestédtigt (Siddiqui et al. 2002, Camera et al. 2003, Leon et al. 2004). In
atherosklerotischen Arterien adhérieren Thrombozyten verstéarkt an Abschnitte der
GefaRwand, die eine hohe Konzentration an Kollagen Typ | und lll aufweisen (van
Zanten et al. 1994). Das Kollagen kénnte dabei gleichzeitig zu einer vermehrten
Expression von thrombozytdren TF und damit zur Fibrinbildung im wachsenden
Thrombus fuhren.

Aber auch Lipidbestandteile des Plaques sind mdégliche Kandidaten fir die
Aktivierung des plattchenassoziierten TF. Oxidiertes LDL tragt nicht nur zur
endothelialen Dysfunktion und zum Wachstum eines atherosklerotischen Plaques
bei, sondern induziert in Monozyten und Endothelzellen auch die TF Expression
(Drake et al. 1991, Brand et al. 1994). Modifiziertes Phosphatidylethanolamin und
Lysophosphatidsdure - beides Bestandteile von oxidietem LDL - weisen
plattchenaktivierende Eigenschaften auf (Zieseniss et al. 2001, Siess et al. 2002). Es
ware daher moglich, dass diese aktiven Komponenten von oxLDL an der Freisetzung

des TF aus den a-Granula der Thrombozyten beteiligt sind. Daher wurde in dieser
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Arbeit untersucht, welche Bestandteile der Lipidkernhomogenate die
Gerinnungsparameter im Vollblut am starksten beeinflussen. 25% der Plaques
induzierten die Fibrinbildung Uber die wassrige Phase, 25% Uber die Lipidphase und
bei den restlichen 50% konnte kein Unterschied zwischen dem Ausmald der
Gerinnungsaktivierung durch die beiden Phasen festgestellt werden. Somit sind die
thrombotischen Eigenschaften eines atherosklerotischen Plaques nicht an einen
Bestandteil gebunden. Dies ist jedoch nicht verwunderlich, da auch die TF Synthese
und Expression auf der zelluldren Oberflache durch verschiedenste physiologische
und pathologische Stimuli induziert werden kann (Camerer et al. 1996).

Nach der initialen Plattchenaktivierung wird u.a. ADP freigesetzt, dass Uber autokrine
und parakrine Mechanismen zur weiteren Rekrutierung von Plattchen an den
wachsenden Thrombus fuhrt. Daneben kann ADP auch Uber die Anlagerung an die
Plattchenrezeptoren P2Y; und P2Y4, zur Stimulation des intravaskuldren TF
beitragen (Leon et al. 2004). Der Plattchen-TF ist damit sowohl in der Initiations- als
auch wahrend der Amplifikationsphase der Thrombogenese an der Fibrinbildung
beteiligt. Interessanterweise scheint auch der Schweregrad der klinischen
Symptomatik mit dem Ausmaly der TF Expression auf Plattchen zu korrelieren
(Camera et al. 2003).

Engelmann und Mitarbeiter fanden, dass der auf der Plattchenoberflache nach
Kollagenstimulation prasentierte TF nur eine relativ geringe Aktivitat zeigt (Zillmann
et al. 2001, Mdller et al. 2003, Leon et al. 2004). Der Zustand dieses inaktiven TF
wird auch als ,encrypted” bezeichnet. Es zeigte sich, dass eine Plattchen-Leukozyten
Interaktion fir die Kollagen-stimulierte intravaskulare TF Aktivitdt notwendig war
(Engelmann et al. 2003). Der Antagonist des Gerinnungsstarts, TFPI, scheint von
erheblicher Bedeutung fur die Regulation der Aktivitdt des thrombozytdren TF zu
sein. TFPI wird von aktivierten Plattchen in relativ hohen Mengen freigesetzt und
inhibiert durch Komplexbildung mit TF, Faktor Vlla und Faktor Xa die initialen
Reaktionen der Blutgerinnung (Novotny et al. 1988, Petersen et al. 1996). Durch den
engen Kontakt zwischen Thrombozyten und Leukozyten kénnte TFPI durch
Proteasen, die von Neutrophilen Granulozyten sezerniert werden, gespalten und
damit inaktiviert werden. Dies kann die hohe Aktivitat des plattchenassoziierten TF in
Anwesenheit von Leukozyten erkldren. Dass die Plattchen-Leukozyten Interaktion
eine Rolle bei der pathologischen Thrombusbildung spielt, wurde auch in anderen

experimentellen Modellen beobachtet (Sakariassen et al. 1990, Palabrica et al.
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1992, Kirchhofer et al. 1997). Die oben erwahnten, TFPI inaktivierenden leukozytaren
Proteasen, wie z.B. Matrixmetalloproteinase-8 (MMP-8), Neutrophilen-Elastase und
Cathepsin G lassen sich auch in atherosklerotischen Plagques nachweisen
(Cunningham et al. 2002, Dollery et al. 2003, Legedz et al. 2004). Somit kénnten die
Plaguebestandteile selbst zur Aktivierung des ,encrypted” TF beigetragen haben. Es
ist daher anzunehmen, dass die Bestandteile eines Plaques sowohl durch direkte
Steigerung der TF Aktivitdt als auch durch Hemmung der TF Inhibitoren die
Thrombusbildung induzieren.

Da Kollagen die Plattchen-TF Prasentation induziert, sollte in diese Arbeit untersucht
werden, welcher thrombozytare Kollagenrezeptor an diesem Prozess beteiligt ist.
Lange Zeit wurde postuliert, dass die Interaktion des GP Ib-V-IX mit von Willebrand
Faktor fur die initiale Rekrutierung von Thrombozyten an eine verletzte GefalRwand
verantwortlich ist (Ruggeri et al. 1997). Jedoch ist nach neueren Untersuchungen
GPVI v.a. im Rahmen der pathologischen Thrombusbildung ein wichtiger Rezeptor
fur die Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten (Kato et al. 2003, Massberg
et al. 2003, Penz et al. 2005). In unseren Experimenten zeigte sich in der Tat, dass
der GPVI-Rezeptor an der Gerinnungsaktivierung nach Plaqueruptur entscheidend
beteiligt ist. Damit ist die Aktivierung des thrombozytdren TF durch atherosklerotische
Plaques von einer Interaktion zwischen dem GPVI Rezeptor der Plattchen und
Kollagen abhéngig. Der GPVI Antikérper fuhrte jedoch nicht zu einer vollstandigen
Reduktion der Faktor-Xa Bildung auf das Niveau der Kontrollwerte. Nach unseren
Ergebnissen ist auch der GPIIb-llla-Komplex an der Aktivierung des intravaskularen
TF beteiligt: Abciximab, ein GPlIb-llla Antagonist verminderte die durch den
thrombozytdren TF induzierte Fibrinbildung. Abgesehen von der Hemmung von
Plattchenrezeptoren verminderte auch die Inhibierung der Thrombozytenaggregation
durch das Prostazyklinanalogon lloprost die TF-Aktivitat. Somit wird die Stimulierung
des intravaskularen, thrombozytenassoziierten TF durch verschiedene Mechanismen
der Thrombozytenaktivierung vermittelt.

.eEncrypted” TF ist zwar in der Lage Faktor Vlla zu binden, jedoch bleibt dieser
Komplex katalytisch inaktiv. Auf welche Weise kryptischer TF aktiviert wird ist noch
nicht geklart. Im Rahmen der kollageninduzierten Plattchenaktivierung kommt es zur
Exposition negativ geladener Phospholipide wie PS auf der Zellmembran. Dies
erfolgt durch Inaktivierung der Aminophosholipid-Translokase und Aktivierung der
Phospholipid-Scramblase (Bevers et al. 1982, Zwaal et al. 1997). Die



Diskussion 60

Phosphatidyserinexposition verstarkt die Assemblierung und Aktivierung zweier
wichtiger Gerinnungskomplexe, des Tenase- und des Prothrombinasekomplexes. Die
plagueinduzierte prokoagulatorische TF Aktivitdt war in unseren Untersuchungen
ebenfalls abhangig von einer PS-reichen Zelloberfliche. Annexin V, ein Ca®'-
abhéngiges Protein mit einer hohen Affinitdt fur PS, flhrte zu einem
konzentrationsabhangigen Abfall der TF Aktivitdt um bis zu 90 %. Damit tragt PS zur
Aktivierung des ,encrypted” TF der Thrombozyten bei.

Bei 44% der Plaques war auch im PAP eine Gerinnungsaktivierung messbar. Jedoch
lie sich im PAP nur eine geringe Gerinnselfestigkeit erzielen. Diese Plaques fuhrten
Uber TF zur Gerinnungsaktivierung. Die Fibrinbildung im PAP kann hierbei Gber den
Plaque-TF induziert worden sein, da der Gehalt an Plaque-TF bei diesen Plaques
nahezu um das dreifache héher war als bei den Plaques der PPP(-) Gruppe. Dartber
hinaus kdénnte aber auch der MP assoziierte TF an der Aktivierung des

Gerinnungssystems im PAP beteiligt gewesen sein.

IV.5. Die Bedeutung des MP-TF fiir die pathologische
Gerinnungsaktivierung

MP sind Membranvesikel mit einem Durchmesser von unter 1 ym, die im Rahmen
der Zellaktivierung oder —apoptose entstehen. Eine erhdhte Konzentration an
zirkulierenden MP konnte bei Erkrankungen mit vermehrter Gerinnungsneigung, wie
z.B. Myokardinfarkt, Diabetes mellitus, disseminierte intravasale Gerinnung,
gefunden werden (Nieuwland et al. 2000, Mallat et al. 2000, Cohen et al. 2002). MP
weisen prokoagulatorische Eigenschaften auf, da sie wie aktivierte Plattchen eine
negativ geladene Phospholipidoberflache aufweisen, Uber diese Gerinnungsfaktoren
binden kénnen und dadurch die Aktivierung des Tenase- und
Prothrombinasekomplexes ermdglichen (VanWijk et al. 2003). Ebenso enthalten
thrombozytdre MP eine groRe Menge an Faktor Va und sie weisen an ihrer
Oberflache eine hohe Dichte an Bindungsstellen fur Faktor Va, Vllla und IXa auf
(Sims et al. 1988, Gilbert et al. 1991, Hoffman et al. 1992). Thrombozytare MP
exprimieren auf ihrer Oberflachen auch Antigene ihrer Ursprungszelle, die eine Rolle
in der Thrombusbildung spielen. So konnten Glykoproteine, wie z.B. GP llb-llla und
GP Ib nachgewiesen werden (George et al. 1986). Interessanterweise zeigte sich,

dass TF innerhalb der Plasmafraktion von menschlichem Blut zum gréften Teil an
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MP gebunden ist (Mller et al. 2003). Diese TF positiven MP kdénnen von Zellen
abstammen, die TF praformiert speichern oder synthetisieren kénnen, wie z.B.
Plattchen, Leukozyten, Endothelzellen oder glatte Muskelzellen (Siljander et al. 1996,
Combes et al. 1999, Schecter et al. 2000, Berckmans et al. 2001). Der Grofteil der in
vivo zirkulierenden MP sind thrombozytdren Ursprungs. Jedoch scheint unter den
verschiedenen pathologischen Zustdnden nicht nur die Menge, sondern auch die
zelluldare Abstammung der MP zu variieren (Martinez et al. 2005). So lie® sich eine
erhéhte Menge zirkulierender MP monozytaren Ursprungs bei Diabetes mellitus Typ
2 oder Patienten mit atherosklerotischen Plagques nachweisen. Bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom stammte die erhdhte Zahl an MP nicht nur von
Thrombozyten, sondern auch von Endothelzellen ab (Diamant et al. 2004). Plattchen
werden durch Stimulation mit starken Aktivatoren, wie z.B. Kollagen, Thrombin und
Ca*" lonophor zur Bildung TF positiver MP angeregt. Dieser TF ist neben dem auf
aktivierten Thrombozyten exprimierten TF mdglicherweise ein entscheidender
Ausldser fur die intravasale Aktivierung des Gerinnungssystems (Muller et al. 2003).
Mit Hilfe eines Maus Modells konnte demonstriert werden, dass intravaskularer,
funktionell aktiver TF gebunden an MP innerhalb eines arteriellen Thrombus
akkumuliert. Dies erfolgt Uber die Adh&sionsmolekile PSGL-1 auf den MP und dem
auf Thrombozyten exprimierten P-Selektin (Falati et al. 2003, Chou et al. 2004, Del
Conde et al. 2005). Auch unsere Daten zeigen, dass MP prokoagulatorische
Eigenschaften aufweisen, da sie die Fibrinbildung in einem mit Plattchen
angereicherten Plasma verstarkten. Die Faktor Xa Bildungsversuche bestatigten,
dass die plaqueinduzierte Steigerung der Gerinnungsaktivierung hierbei in
Anwesenheit von Thrombozyten auf eine verstarkte TF Aktivitat zurlickzufiihren war.
Nach diesen Ergebnissen kann angenommen werden, dass es im Rahmen der
Thrombusbildung nach Ruptur eines atherosklerotischen Plaques neben einer
Adhasion von Plattchen an die verletzte GefdlRwand zu einer Anreicherung TF
positiver MP innerhalb des wachsenden Thrombus kommt. Somit kann die
ausgepragte Fibrinbildung nach Plaqueruptur auch durch die Akkumulation von
thrombozytdrem und MP- assoziiertem intravaskuldren TF innerhalb des Thrombus

erklart werden.



Diskussion 62

IV.6. Ausblick

In dieser Arbeit konnten wir verdeutlichen, dass der intravaskulére thrombozytare
bzw. MP assoziierte TF eine wesentliche Rolle bei der pathologischen
Thrombusbildung spielt. Zukinftige Untersuchungen der plaqueinduzierten
Thrombogenese mit Hilfe eines Tiermodells missen nun zeigen, ob diese
Ergebnisse auch fir die in vivo Situation relevant sind. Genauere Analysen kdnnten
zur Identifikation der thrombogenen, die TF Expression induzierenden
Plaquekomponenten beitragen. Weiterhin stellt sich die Frage, von welchen Zellen
die zirkulierenden TF tragenden MP zum gréften Teil abstammen, die an der
Thrombogenese beteiligt sind. Ein weiteres Ziel ist die Untersuchung der
molekularen Mechanismen, die an der Aktivierung des ,encrypted” TF beteiligt sind.
Anhand der Klarung dieser pathophysiologischen Fragen kdnnten neue,
vielversprechende Therapieanséatze entwickelt werden. So kdénnen nach den
Ergebnissen der vorliegenden Studie Antikdrper gegen Plattchenrezeptoren, z.B. GP
VI, GP llb-llla nicht nur die Plattchenadhasion bzw. —aggregation hemmen, sondern
auch direkt die TF induzierte Gerinnungsaktivierung inhibieren. Da Thrombozyten
auch an der Progression eines atherosklerotischen Plaques beteiligt sind, kénnen die
antiplatelet drugs mdglicherweise nicht nur die Thrombusbildung vermindern,
sondern auch ein weiteres Fortschreiten des atherogenetischen Prozesses und damit
die Bildung eines vulnerablen Plaques verhindern. Aber auch die therapeutische
Wirkung der spezifischen Inhibition von TF und FVlla bzw. des TF-FVlla Komplexes

auf die plaqueinduzierte arterielle Thrombose sollte experimentell geklart werden.
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V. Zusammenfassunq

TF qilt heute als entscheidendes Starterprotein der Blutgerinnung. Da TF in hohen
Konzentrationen innerhalb des Lipidkerns atherosklerotischer Plaques gefunden
werden konnte, wurde die Hypothese aufgestellt, dass es nach Plaqueruptur zu
einem Kontakt des plaqueassoziierten TF mit dem flieRenden Blut kommt, wodurch
die ausgepragte Fibrinbildung im Rahmen der pathologischen Thrombogenese
induziert wird. Jedoch konnte eine Reihe von Untersuchungen der letzten Jahre
zeigen, dass TF im Blut vorhanden ist. Neben Monozyten kénnen auch aktivierte
Thrombozyten TF auf ihrer Zelloberflache prasentieren. Innerhalb der Plasmafraktion
ist intravaskuldrer TF zum gréRten Teil an zirkulierende MP gebunden. In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die Kernregionen atherosklerotischer Plaques
Plattchen-TF aktivieren. Es stellte sich dabei heraus, dass die aktivierenden
Plaquebestandteile innerhalb der Lipidphase und der wéassrigen Phase vorhanden
sind. Wir konnten GPVI und GPIIb-llla als Plattchenrezeptoren identifizieren, die an
der raschen Préasentation des TF auf der Thrombozytenoberflache nach Interaktion
mit Kernregionen atherosklerotischer Plaques beteiligt sind. Essentiell fur die
katalytische Aktivitdt des TF-Faktor VIla Komplexes war hierbei die Prasenz von
Phosphatidylserin auf der &uferen Schicht der Thrombozytenzellmembran. Eine
weitere Steigerung der plaqueinduzierten Fibrinbildung wurde in Anwesenheit von
Blutplattchen durch den MP assoziierten TF erreicht. Mit Hilfe von Gerinnungsassays
und der Vollblutkoagulometrie konnten wir zeigen, dass der intravaskuldre TF
funktionell aktiv war und somit zur Fibrinbildung fuhrte. Die initiale Fibrinbildung nach
Plaqueruptur kann somit durch den TF innerhalb des Lipidkerns erfolgen. Fir die
weitere Stabilisierung und den oft lebensgeféahrlichen vollstdndigen Verschluss des
arteriellen Gefaldes nach Plaqueruptur ist jedoch auch der intravaskuldre TF von

erheblicher Bedeutung.
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