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1. Einleitung

1.1  Fibrinbildung — lebenswichtig aber auch lebensgefahrlich

Die Bildung von Fibrin ist ein entscheidender Abwehr- und Reparaturmechanismus
des Korpers, der fir die Integritat des GefalRsystems von besonderer Wichtigkeit ist
(Dahlback, 2000; Schenone et al., 2004; Gomez et al., 2006). Bei einer
Gefalverletzung kommt es neben der sofortigen Adhasion und Aggregation von
Blutplattchen durch rasche Gerinnungsaktivierung zur Fibrinbildung, welche fir den
Verschluss der Lasion und somit die Verhinderung von gefahrlichen Blutverlusten
lebenswichtig ist. Andererseits kann eine pathologische, Uberschie3ende Bildung
von Fibrin die Entwicklung von lebensgefahrlichen arteriellen und vendsen
Thrombosen beginstigen (Steffel et al., 2006; Mackman et al., 2007). Diese kénnen
schwerwiegende Komplikationen wie Myokardinfarkt und Apoplex auslésen und
stellen mit Abstand die haufigste Todesursache in den industrialisierten Landern dar.
Die genaue Erforschung des kompliziert regulierten Gerinnungssystems unseres
Korpers ist fur das Verstandnis der physiologischen Blutgerinnung und die
Entwicklung neuer Strategien zur erfolgreichen Behandlung UberschielRender

Gerinnungsaktivierung von entscheidender Bedeutung fur die Medizin.

1.2 Tissue Factor (TF) — das zentrale Starterprotein der Gerinnung

Tissue Factor (auch als Blutgerinnungsfaktor Ill, CD 142, Thrombokinase oder
Thromboplastin bekannt) ist ein glykosyliertes 47 Kilo-Dalton (kDa) grof3es,
integrales  Zellmembranprotein der Zytokin-Rezeptor-Superfamilie und der
wahrscheinlich wichtigste Initiator der physiologischen Blutgerinnung. Das reife
Protein entsteht nach Abspaltung einer leader Sequenz und wird in eine 219
Aminosduren lange extrazellulare, eine 23  Aminosauren umfassende
transmembrantse und eine 21 Aminosauren kurze zytoplasmatische Doméne
unterteilt (Edgington et al., 1991; Eilertsen et al., 2004). In die extrazellulare Doméne
sind drei Glykolisierungsstellen und zwei Disulfidbriicken eingebaut. Nach
klassischer Ansicht wird Tissue Factor (TF) vor allem in Fibroblasten und glatten
Muskelzellen der GefalRwand exprimiert und umgibt das Gefal3 wie eine schitzende

Hulle (Drake et al., 1989; Fareed et al., 1995). Kommt dieser sogenannte intramurale
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TF im Rahmen einer Gefal3verletzung oder Thrombusruptur mit Blut in Bertihrung,
fuhrt er zur sofortigen Aktivierung des Gerinnungssystems. Es kommt zur
Thrombusbildung und zu einem raschen Verschluss der GefalRverletzung. Die
Blutgerinnungskaskade initiiert TF durch Ausbildung eines Komplexes mit dem
Blutgerinnungsfaktor Vlla. Dabei steigert TF die proteolytische Aktivitat der
Serinprotease Faktor Vlla um ein Vielfaches und fuhrt damit zur Aktivierung der
Faktoren X und IX (Abb. 1). Faktor IXa bildet zusammen mit Faktor VIII den
membrangebundenen intrinsic tenase-Komplex, welcher ebenfalls Faktor X zu Xa zu
aktivieren vermag. Der gebildete Faktor Xa spaltet anschlieRend als Teil des
Prothrombinasekomplexes zusammen mit Faktor Va, sowie durch Interaktion mit auf
der Zelloberflache exponierten Phospholipiden, Prothrombin zu Thrombin (Mann et
al., 1988; Lane et al., 2005) und ermdglicht damit die Bildung von Fibrin und die
Aktivierung von adhéarenten Plattchen (Abb. 1). Sobald geringe Mengen an Thrombin
gebildet wurden, werden die Faktoren V, VIII und Xl rickkoppelnd aktiviert (Baglia et
al., 2000; Yun et al., 2003), wodurch groBere Mengen an Thrombin und schlief3lich
Fibrin gebildet werden (Abb. 1). Durch die Verknupfung unterschiedlicher, sich
gegenseitig aktivierender Komplexe kommt es zu einer massiven Amplifizierung des
ursprunglichen Signals und damit zu einem schnelleren Stillstand der Blutung nach
einer Verletzung. Die Regulation der Blutgerinnung erfolgt auf verschiedenen
Ebenen der Kaskade, entweder durch Inhibierung der beteiligten Faktoren oder
durch Veranderung der Aktivitdit von Kofaktoren. So werden u.a. die Enzyme
Thrombin, Faktor 1Xa und Faktor Xa durch den Serinproteasen-Inhibitor Antithrombin
inaktiviert (Gomez et al., 2006). Zusatzlich bindet Thombin an das auf Endothelzellen
exprimierte Thrombomodulin und aktiviert somit Protein C, welches zusammen mit
seinem Kofaktor Protein S die Aktivitat des intrinsic tenase- und des Prothrombinase-
Komplexes durch Proteolyse der Faktoren Vllla und Va reduziert (Dahlback et al.,
2005; Espana et al., 2005). Andererseits kann die Fibrinbildung auch durch
Aktivierung der sogenannten ,Kontaktphase“ ausgeldost werden. Die Aktivierung
dieses Systems unter physiologischen Bedingungen in vivo ist noch nicht vollstandig
geklart. In vitro wird Faktor XlIl durch den Kontakt mit negativ geladenen Oberflachen
Uber Autoaktivierung in Faktor Xlla Uberfihrt und kann dann inaktives Prekallikrein
zu aktivem Kallikrein spalten (Abb. 1). Kallikrein wiederum vermag in einem Komplex
an Zelloberflachen mit Kininogenen ebenfalls Faktor Xll zu aktivieren (Shore et al.,
1987; Schousboe, 1993; Mahdi et al., 2001) (Abb. 1). Dieser positive Feedback-
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Mechanismus fuhrt zu einer Amplifizierung des urspringlichen Signals und somit zur
Bildung von hohen Konzentrationen an Faktor XlI, welcher seinerseits Faktor XI zu
Xla spaltet. Der an den Kontaktphasen-Komplex gebundene Faktor Xla aktiviert
sodann Faktor IX (Schmaier et al., 1999) (Abb. 1). Die beiden Prozesse der TF- und
der kontaktinitiierten Fibrinbildung wurden friher als strikt voneinander unabhé&ngig
angesehen. Jedoch wurden viele Quervernetzungen, wie zum Beispiel die
Aktivierung von Faktor 1X durch den TF/Vlla-Komplex und Faktor Xla beschrieben
(Osterud et al., 1977; Bom et al., 1991; Rapaport et al., 1992). Mittlerweile betrachtet
man beide Systeme daher als ein zusammenhangendes, von verschiedenen

Initiatoren aktiviertes Blutgerinnungssystem (Abb.1).

TF| |Vviia Xlla = XI|
\ / Kallikrein J/__ Prekallikrein
TF - Vlla

X Xla [+ X

A

" IXa - Vllla [ VI

Xa-Va |e —\/
FIBRINOGEN
PROTHROMBIN » THROMBIN >
Plattchen-Aktivierung FIBRIN

Abb. 1: Vereinfachte Darstellung des Blutgerinnungssystems

Der TF/Vlla-Komplex aktiviert Faktor X zu Xa und Faktor IX zu IXa. Faktor IX bildet mit dem Kofaktor
Faktor Vllla einen Komplex, der ebenfalls groRe Mengen Faktor X in Xa zu uberfihren vermag. Faktor
Xa l6st zusammen mit Faktor Va im Prothrombinasekomplex die Umwandlung von Prothrombin in
Thrombin aus. Thrombin ist in der Lage sowohl Fibrinogen in Fibrin zu tGberfihren und Plattchen zu
aktivieren, als auch Uber positive Ruckkoppelung Faktor V, Faktor VIII und Faktor XI zu aktivieren.
Zusatzlich kann Faktor XII durch den Kontakt mit negativ geladenen Oberflachen tber Autoaktivierung
in Faktor Xlla Uberfuhrt werden und Prekallikrein zu Kallikrein spalten. Kallikrein fiihrt Uber einen
positiven Feedback-Loop ebenfalls zur Aktivierung gro3er Mengen Faktor XlI. Dieser spaltet Faktor XI
zu Xla, welcher dann durch Aktivierung des intrinsic tenase-Komplexes (Faktoren 1Xa und Vlla)
ebenfalls Faktor X in Xa uberfuhrt.
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1.3 Intravasaler oder blood borne TF (iTF)

Neuere Untersuchungen verschiedener Forschungsgruppen konnten neben dem
intramuralen TF der GefaBwand auch TF-Antigen im Blut gesunder Probanden
nachweisen (Koyama et al., 1994; Albrecht et al., 1996; Zumbach et al. 1997; Giesen
et al., 1999). Diese neu entdeckte Form des TF wurde intravasaler oder blood borne
TF (iTF) genannt und konnte auf der Oberflache von Blutzellen und Mikropartikeln
nachgewiesen werden (Giesen et al., 1999; Zillmann et al.,, 2001; Camera et al.,
2003; Engelmann et al., 2003; Mduller et al., 2003). Hierbei sind Zellen, die TF erst
nach transkriptioneller Aktivierung des TF-Gens exprimieren (Monozyten) von
anderen Zellen des Gefal3systems, die TF praformiert aufweisen (Plattchen,
eosinophile Granulozyten), zu unterscheiden. Aktivierte Blutplattchen konnen TF in
der Tat schnell auf der Zelloberfliche préasentieren. Dabei ist der Plattchen-
assoziierte TF vorwiegend in den alpha-Granula gespeichert (Miller et al., 2003).
Eosinophile Granulozyten speichern TF ebenfalls in spezifischen Granula und
weisen unter allen unstimulierten Blutzellen den hochsten TF-Gehalt auf (Moosbauer
et al., 2007). Im Blutplasma ist TF nahezu ausschlie3lich in zirkulierenden
Mikropartikeln zu finden (Misumi et al., 1998; Giesen et al., 1999; Mdller et al., 2003;
Hugel et al., 2005). Eine durch alternatives Splicing entstandene Variante von TF
bildet nur einen kleinen Anteil des gesamten TF-Pools des Plasmas. Sie besitzt den
Groldteil der extrazellularen Doméne, jedoch fehlt ihr die transmembrantse TF
Doméane (Bogdanov et al., 2003). Diese Variante ist der auf Zelloberflachen und
Mikropartikeln exprimierten full length Form in ihrer funktionellen Aktivitdt deutlich
unterlegen (Neuenschwander et al., 1992; Losche, 2005). Doch auch der auf der
Oberflache von aktivierten Zellen und Mikropartikeln prasentierte full length TF
scheint unter physiologischen Bedingungen zum Grof3teil in einer inaktiven,
sogenannten encrypted Form vorzuliegen (Muller et al., 2003; Bach, 2006). Er bindet
den Gerinnungsfaktor Vlla, ist aber kaum in der Lage die Blutgerinnung zu initiieren.
Es ist zu vermuten, dass die Verschlusselung (encryption) des iTF unter
physiologischen Bedingungen eine Uberschiel3ende Blutgerinnungsaktivierung

verhindert.

Interessanterweise wurde bei verschiedenen Patienten, die an kardiovaskularen oder
hamatologischen Erkrankungen litten, ein erhohter Gehalt an TF-Antigen im Blut
gefunden (Fareed et al., 1995; Gando et al., 1998; Key et al., 1998; Koy et al., 1998).
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AulRerdem kommt es unter pathologischen Bedingungen, wie z.B. bei der
Thrombusbildung nach Gefal3verletzung oder Plaqueruptur zu einer Aktivierung des
iTF (Balasubramanian et al., 2002), was mdoglicherweise ganz entscheidend zur
pathologischen Fibrinbildung im Rahmen der Thrombogenese beitragt (Bach, 2003).
Die Hypothese einer wichtigen Rolle des iTF bei der Thrombusbildung wird durch
folgende Uberlegung gestitzt: Zur Fibrinbildung ist die Ausbildung des
Prothrombinasekomplex durch die aktivierten Faktoren X und V auf der
Plattchenoberflache  entscheidend. Lagern sich  Plattchen wahrend der
Thrombogenese an einen rupturierten atherosklerotischen Plaque oder an die
verletzte GefaRwand an, so bildet sich dadurch eine impermeable Barriere fir Faktor
Xa. Waren in dieser Situation nur GefaRwandzellen in der Lage TF zu exprimieren,
wirde die Bildung des Blutgerinnsels dadurch deutlich erschwert werden. Es wurde
daher postuliert, dass sich funktionell aktiver TF auch auf der Oberflache von
aktivierten Plattchen und der Membran von rekrutierten Mikropartikeln befindet
(Engelmann et al., 2003). Es existieren verschiedene Hypothesen zur
Entschlisselung von TF: Bach et al. fanden 1998 eine erhdhte prokoagulatorische
Aktivitat von TF exprimierenden Zellen nach Ca?*-Einstrom und erklarten dies durch
eine Ca”"-abhangige Anderung der quarterndren Struktur des TF Molekiils und
Freilegung des aktiven Zentrums (Bach et al., 1998). Nach Osterud et al. besteht die
Mdoglichkeit, dass TF-reiche monozytare Mikropartikel mit Plattchen-Mikropartikeln
interagieren und so unter anderem Partikel mit entschlisselter TF-Aktivitat entstehen
(Osterud et al., 2001). Auch wurde die Aktivierung des monozytaren TF durch die
Bereitstellung von prokoagulatorischen Phospholipiden auf der Membran aktivierter
Plattchen postuliert (Key et al.,, 2001; Bach, 2003). Nach Rehemtulla et al. ist die
Integritat der Disulfidbriicke Cys*®®- Cys®®® der extrazellularen Doméane des TF fiir die
Entschlisselung/ Verschliisselung von entscheidender Bedeutung fiir die TF-Aktivitat
(Rehemtulla et al., 1991). Der genaue Aktivierungsprozess des iTF ist jedoch trotz

intensiver Untersuchungen bislang weitgehend ungeklart.



-15-

1.4 Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI)

Der sogenannte Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) ist der direkte Gegenspieler
von TF und einer der wichtigsten Inhibitoren der physiologischen Blutgerinnung im
menschlichen Organismus (Lwaleed et al., 2005; Polgar et al., 2005). TFPI ist in der
Lage die funktionelle Aktivitat des TF/Vlla/Xa-Komplexes durch Bindung seiner
Kunitz 1 und Kunitz 2 Domainen an die Faktoren Vlla und Xa rasch zu inhibieren und
damit die TF-initiierte Blutgerinnungsaktivierung zu stoppen (Broze, 1995; Bajaj et
al., 2001). TFPI konnte in groBen Mengen in Endothelzellen und anderen
Gefallwandzellen gefunden werden (Grabowski et al., 2001), wird aber auch von
aktivierten Blutplattchen sezerniert (Novotny et al., 1998; Engelmann et al., 2003). Er
ist fir die Aufrechterhaltung der normalen Hamostase unerlasslich (Broze, 1995).
Durch bestimmte pathophysiologische Prozesse kann es zur Inaktivierung von TFPI
und zu einer vermehrten Blutgerinnungsaktivierung kommen. So konnte gezeigt
werden, dass es im Rahmen einer Plattchen-Leukozyten-Interaktion zu einer
Inaktivierung des Plattchen-TFPlI  und einer vermehrten TF-Aktivitdt der
Zellsuspensionen kommt (Zillmann et al., 2001). Dies wird unter anderem durch die
Adhéasionsmolekile P-Selektin und P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1)
vermittelt. P-Selektin ist ein vaskulares Zelladh&sionsmolekil, das auf der Oberflache
von Plattchen und Endothelzellen nach Aktivierung exprimiert wird. Es vermittelt die
Interaktion von stimulierten Plattchen und Endothelzellen bzw. Leukozyten, welche
PSGL-1 auf ihrer Oberflache tragen (Furie et al., 2004). So spielt die P-
Selektin/PSGL-1-Interaktion z.B. eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von
Leukozyten zur Stelle einer GefaRRverletzung (Polgar et al., 2005; Morel et al., 2006)
und bei der Aktivierung von Leukozyten, auch im Rahmen von
Entzindungsprozessen (Cambien et al., 2004). Durch die P-Selektin/PSGL-1-
abhangige Interaktion von Plattchen mit neutrophilen Granulozyten kann die
Sekretion von Serinproteasen der aktivierten Leukozyten verstarkt werden (Tsuji et
al.,, 1994; Owen et al., 1995). Diese Serinproteasen (u.a. Neutrophilen-Elastase)
konnen Plattchen-TFPI proteolytisch inaktivieren (Higuchi et al., 1992; Petersen et
al.,, 1992). Damit konnte es zur vermehrten Gerinnungsaktivierung in den

ausgebildeten Plattchen-Neutrophilen-Konjugaten kommen (Engelmann et al., 2003).
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1.5 Mikropartikel — Zellmembranfragmente mit
prokoagulatorischem Potential

Mikropartikel sind durch Exozytose gebildete Fragmente der Zellmembran mit einem
Durchmesser von 0,1-1 um, die 1967 erstmals als platelet dust beschrieben wurden
(Wolf, 1967). In den letzten Jahrzehnten konnte gezeigt werden, dass neben
Blutplattchen auch verschiedene andere Zellen wie z.B. Leukozyten (neutrophile
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen), Erythrozyten, vaskuldare glatte
Muskelzellen und Endothelzellen in der Lage sind Mikropartikel zu produzieren
(VanWiik et al., 2003; Morel et al., 2004). Die Bildung der Mikropartikel scheint ein
regulierter Prozess zu sein (VanWijk et al., 2003). Sie werden im Rahmen der
Apoptose, durch mechanischen Stress oder durch die Aktivierung von Zellen gebildet
(Mallat et al., 2000; Freyssinet, 2003, Nomura et al., 2001; Reininger et al., 2006)
(Abb. 2). Bis heute sind die genauen, zur Mikropartikelbildung fihrenden
intrazellularen Vorgange noch weitesgehend ungeklart. Wahrscheinlich spielt ein
durch zellspezifische Stimuli ausgeldster intrazellularer Ca®*-Anstieg hierbei eine
entscheidende Rolle und konnte zu einer Abschnirung der Zellfragmente fuhren
(Barry et al., 1997; Horstmann et al., 1999; VanWijk et al., 2003).

Mikropartikel bestehen aus einem gréf3tenteils unerforschten intravesikularen Teil
und einer umgebenden Phospholipid-Bilayer-Membran, in deren Auf3enseite sich
negativ geladene Phospholipiden wie Phosphatidylserin befinden (VanWijk et al.,
2003; Hugel et al., 2005; Zwaal et al., 2005) (Abb. 2). Zudem prasentieren sie
Antigene und andere spezielle Merkmale ihrer Herkunftszelle, wie z.B. CD14 auf
monozytaren Mikropartikeln (Falati et al., 2003) oder CD42b und den Fibrinogen-
Rezeptor GPIIb-llla auf den von Plattchen gebildeten Mikropartikeln (Sabatier at al.,
2000; Martinez et al., 2005) (Abb. 2).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Mikropartikelbildung und Membranstruktur

1) negativ geladene Phospholipide (schwarze Punkte) werden durch Aktivierung in die aufRere
Seite der Zellmembran und die gebildeten Mikropartikel eingebaut.

2) zellspezifische Antigene (graue Rechtecke) werden von gebildeten Mikropartikeln prasentiert

3) Molekule, die nach Zellaktivierung prasentiert werden, kdnnen auch in die Membran der

Mikropartikel transferiert werden (schwarze Ovale); (vanWijk et al., 2003).

Mikropartikel, die im Rahmen der Zellaktivierung gebildet werden, weisen
Eigenschaften einer aktivierten Zellmembran auf (Freyssinet, 2003). Sie prasentieren
beispielsweise Adhasionsmolektle aktivierter Plattchen (u.a. P-Selektin) und
Leukozyten (z.B. PSGL-1) oder pro- und antikoagulatorische Proteine, wie den fir
die Blutgerinnung entscheidenden TF (Abb. 3) und seinen Gegenspieler TFPI (Mdiller
et al., 2003; Diamant et al., 2004; Steppich et al., 2005; Morel et al., 2006).

T, ViR

Abb. 3: Elektronenmikroskopische Aufnahme von TF-présentierenden Mikropartikeln

Nach 10-minatiger Vollblutstimulierung mit 12ug/ml Kollagen konnte TF-Antigen (schwarze Punkte)
elektronenmikroskopisch auf und nahe der Membran von Mikropartikeln nachgewiesen werden.
(Muller et al., 2003)

Die Struktur der verschiedenen zellspezifischen Mikropartikel ist jedoch nicht
identisch. Sie unterscheiden sich vor allem in Gré3e, Lipid- und

Proteinzusammensetzung der Membran (VanWijk et al., 2003).
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1.6 Pathophysiologie der Mikropartikel

Die bisherigen Arbeiten zeigen, dass Mikropartikel aktiv in physiologische und
pathophysiologische Vorgange des Korpers involviert sein kénnten. So spielen
zirkulierende Mikropartikel beispielsweise bei der Gerinnungsaktivierung, der
Angiogenese, der Apoptose und bei Entziindungen offensichtlich eine wichtige Rolle.
Da die genannten Prozesse fur die Pathogenese kardiovaskuléarer Erkrankungen von
Bedeutung sind und die Gesamtzahl zirkulierender oder bestimmter Subspezies der
Mikropartikel bei diesen Erkrankungen in vielen Fallen erhéht sind (Abb. 4), wird
angenommen, dass Mikropartikel von erheblicher Bedeutung fir die Entstehung und
die Progression von arteriellen Thrombosen im Rahmen von Myokardinfarkt und
Apoplex sind (Chironi et al., 2005; Mallat et al., 2000). Doch auch bei anderen
Erkrankungen mit einer erhdhten Gerinnungsneigung wie z.B. Sepsis, Diabetes
mellitus und praterminalem Nierenversagen konnte eine deutlich erh6hte Anzahl an
zirkulierenden Mikropartikeln nachgewiesen werden (Nieuwland et al., 1997; Hugel et
al., 1999; Mallat et al., 2000; Morel et al., 2004; Matsumo et al., 2004) (Abb. 4). Im
Blut von Patienten mit Erkrankungen, die mit einer erhdhten Blutungsneigung
einhergehen, wie z.B. bei Patienten mit hereditarem Scott-Syndrom, ist ihre Anzahl
hingegen deutlich vermindert (VanWijk et al., 2003; Diamant et al., 2004).

Den Hauptanteil der unter physiologischen Bedingungen im Blut vorhandenen
Mikropartikel machen die Plattchen-Mikropartikel aus, wahrend die von neutrophilen
Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten, Erythrozyten und Endothelzellen
abstammenden Mikropartikel ebenfalls nachgewiesen werden kénnen (Berckmans
et al., 2001; VanWijk et al., 2002 und 2003). Bei verschiedenen Erkrankungen ist der
prozentuale Anteil und die Gesamtanzahl an leukozytdren und endothelialen
Mikropartikeln deutlich erhéht (Martinez et al., 2005). So weisen z.B. Patienten mit
Diabetes mellitus eine erhdéhte Anzahl an granulozytdren, monozytaren,
endothelialen und lymphozytaren Mikropartikeln im Blut auf (Sabatier et al., 2005;
Omoto et al., 2002) (Abb. 4). Bei Patienten mit Meningokokkensepsis,
Multiorganversagen, disseminierter intravaskularer Gerinnung und arteriellem
Hypertonus konnte eine deutlich erhéhte Anzahl prokoagulatorischer leukozytarer
Mikropartikel nachgewiesen werden (Nieuwland et al., 2000; Preston et al., 2003).

Interessanterweise finden sich auch in den Lipidkernen atherosklerotischer Plaques
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Mikropartikel, die vornehmlich aus nekrotischen Zellen stammen (Mallat et al., 1999).
Diese kommen bei der Plaqueruptur in Kontakt mit dem flieRenden Blut und kénnen
zur Entwicklung von lebensgefahrlichen arteriellen Thrombosen und Embolien

beitragen.

Zellspezifische Krankheit mit erhdhter Anzahl

IMikropartikel zellspezifischer Mikropartikeln:
gebildet von:
Granulozyten Sepsis/Multiorganversagen

Diabetes mellitus Typ Il

IMonozyten atherosklerotische Plaques
Diabetes mellitus Typ Il

Endothelzellen akutes Koronarsyndrom
Sepsis
Diabetes mellitus Typ |

arterieller Hypertonus

Lymphozyten atherosklerotische Plaques
Diabetes mellitus Typ I

Abb. 4: Erkrankungen, die mit einer erhdhten Anzahl an zellspezifischen Mikropartikeln
einhergehen (Diamant et al., 2004)

1.7 Mikropartikel-Zell-Interaktionen

Es konnte bereits von verschiedenen Gruppen gezeigt werden, dass Mikropartikel
mit verschiedenen Blutzellen interagieren, sie aktivieren kénnen und so in viele
(patho)physiologische Vorgange des Gefal3systems involviert sein kénnten (Ahn,
2005; Martinez et al.,, 2005). Mdoglicherweise fusionieren Mikropartikel auch mit
Zellen, transportieren dabei Membranteile von einer Zelle zu einer anderen und
aktivieren sie so indirekt (Del Conde et al., 2005). Erwiesenermal3en adhéarieren
Mikropartikel beispielsweise in vitro an Endothelzellen und Monozyten und regen sie
zur Préasentation von zellspezifischen Adhé&sionsmolekilen, Zytokinen und zur
Freisetzung von TF an (Barry et al., 1999; Sabatier et al., 2000; Eilertsen et al.,
2005). Verschiedene Arbeiten deuten auch auf eine Interaktion von Mikropartikel und
Plattchen und eine dadurch ausgeléste TF-Aktivierung im Rahmen der
Thrombogenese hin (Falati et al., 2003; Miller et al., 2003; Engelmann, 2006). In
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vivo konnte die schnelle P-Selektin/PSGL-1-abhangige Anlagerung von
Mikropartikeln an einen sich ausbildenden Plattchenthrombus und die dadurch
induzierte ausgepragte Fibrinbildung nachgewiesen werden (Falati et al., 2003) (Abb.
5). Um zu zeigen, daf3 die Akkumulation von TF und die anschlielend stattfindende
Fibrinbildung durch die Adhé&sion von Mikropartikeln an den Plattchenthrombus
bedingt sind, wurden dabei Wildtyp und PSGL-1 knock out Mausen Calcein-gelabelte
Mikropartikel infundiert. Hierbei kam es in der Wildtypmaus zu einer Akkumulation
der Mikropartikel im L&sionsbereich, wahrend die Mikropartikel in PSGL-1 knock out
Mausen nicht adharierten (Furie et al., 2004). Gleichzeitig war die Fibrinbildung an
der Gefal3verletzungsstelle in den PSGL-1 knock out Mausen reduziert. (Biro et al.,
2003; Falati et al., 2003; Chou et al., 2004; Furie et al., 2004 ; Wagner, 2005) (Abb.
5).

Wildtyp PSGL-1-/- P-Selektin -/-

Abb. 5: Real time intravitalmikroskopische Bilder sich entwickelnder Thromben in Mausen
Aufgenommen in Wildtyp-, PSGL-1-Null- und P-Selektin-Null-M&ausen nach Gefal3verletzung.

In der Wildtypmaus akkumulieren Plattchen (rot), TF (griin) und Fibrin (blau) und Uberlagern sich
(Plattchen+TF=gelb; TF+Fibrin=tlrkis; Plattchen+TF=magenta; Plattchen+Fibrin+TF=weil), wahrend
sich in beiden knock out Mausen keine Ablagerungen von Fibrin und TF zeigen. An der Stelle der
Gefalverletzung akkumulieren fast ausschlief3lich Plattchen (Furie et al., 2004).
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1.8 Factor VIl Activating Protease (FSAP):
TF-unabhangige Aktivierung von Faktor VII

Bereits vor einigen Jahren konnte gezeigt werden, dass zusatzlich zu TF auch die
neu entdeckte Faktor VII Activating Protease (FSAP) den Blutgerinnungsfaktor VII
aktivieren kann (Romisch et al., 1999). FSAP wurde 1996 als ein plasma hyaluronan
binding protein isoliert und beschrieben (Choi-Miura et al., 1996). Mittlerweile sind
sowohl ihr Genlocus auf dem Chromosom 10 als auch die DNA der murinen FSAP
bekannt. Das Molekulargewicht von FSAP liegt ohne das Signalpeptid bei ca. 64
kDa (Choi-Miura et al., 1996). FSAP ist aus einer fir Koagulationsenzyme typischen
Konformation, drei epidermal growth factor (EGF)- ahnlichen Doménen, einer
Kringle-Doméane und einer Serinproteasen-Domane aufgebaut (Abb. 6). Isolierte
FSAP besitzt zwei Hauptdoménen, eine schwere Kette (45 kDa) und eine leichte
Kette (28 kDa). Die leichte Kette enthalt die komplette Serinproteasen-Domane,
wahrend die schwere Kette die drei EGF-Domanen und die Kringle-Doméane enthalt
(Romisch et al., 1999) (Abb. 6). Durch proteolytische Spaltung von FSAP wird
inaktive FSAP (Einketten-FSAP) in aktive FSAP Uberfihrt, die nur durch
Disulfidbriicken zusammengehalten wird und deswegen unter reduzierenden

Bedingungen leicht in die leichte und die schwere Kette zerféllt (Zweiketten-FSAP)
(Abb. 8) (Kannemeier et al., 2001).
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Abb. 6: Primarstruktur von FSAP

FSAP besteht aus der leichten Kette mit der Serinproteasen-Domaine (blau) und der schweren Kette,
welche die Kringle-Domaine (grin) und die drei EGF-Doménen (gelb) enthalt. Das Signalpeptid
besteht aus 23 Aminosduren und wird beim Ausschleusen von FSAP aus der Zelle entfernt. Die

Spaltstelle fur die proteolytische Aktivierung ist mit dem grof3en Pfeil gekennzeichnet (Choi-Miura et
al., 1996).
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Besonders grol3e Mengen an FSAP werden von der Leber exprimiert und produziert.
Jedoch kann die Protease auch in vielen anderen Organen des menschlichen

Kdrpers nachgewiesen werden (Choi-Miura et al., 2001).

Neuere Untersuchungen zeigen, dass FSAP in ihrer inaktiven Einzelstrangform in
einer Konzentration von 12 pg/ml im menschlichen Bluplasma zirkuliert (Altincicek et
al., 2006) und verschiedene Funktionen im Bereich der Blutgerinnung tdbernimmt.
Einerseits scheint FSAP zumindest in vitro der effektivste TF-unabhangige Aktivator
von Faktor VIl zu sein (R6misch et al., 1999). Andererseits ist FSAP in der Lage, die
Vorlaufer der Plasminogen-Aktivatoren Urokinase und tissue type Plasminogen-
Aktivator durch Spaltung in die aktive Form zu uUberfihren (Etscheid et al., 2000;
Romisch, 2002; Hoppe et al., 2005). Somit scheint FSAP gleichzeitig pro-und
antikoagulatorisch wirksam und damit fur die Aufrechterhaltung des physiologischen
Gerinnungsgleichgewichtes von Bedeutung zu sein. Der Marburg | Polymorphismus
ist beispielsweise eine Variante von FSAP bei der die Aktivierung der Fibrinolyse
gestort ist, wahrend Faktor VII weiterhin aktiviert wird. Durch dieses Ungleichgewicht
zugunsten der prokoagulatorischen Aktivitdt von FSAP entwickeln die betroffenen
Patienten lebensgefahrliche thrombembolische Ereignisse (Lane et al., 2000;
Romisch et al., 2002; Willeit et al., 2003; Hoppe et al., 2005).

Da die Aktivitat der isolierten Protease in vitro sehr gering ist, wurde eine
Eigenaktivierung postuliert. Verschiedene Studien beschaftigten sich bereits mit der
Erforschung von Kofaktoren, die zu einer (Auto)Aktivierung von FSAP flhren
konnten. Dabei  scheinen  insbesondere  verschiedene  polyanionische
Glukosaminoglykane, wie z.B. Heparin oder Dextransulfat, im Zusammenspiel mit
Calciumionen in der Lage zu sein, die inaktive Proenzymform von FSAP in die aktive
Serinprotease zu uberfihren (Kannemeier et al., 2001; Nakazawa et al., 2005;
Altincicek et al., 2006).
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1.9 Zielsetzung

Die Arbeit sollte zur Klarung verschiedener Mechanismen des intravasalen
Gerinnungsstartes beitragen.
Dabei ergaben sich folgende grundlegende Fragestellungen:
1.) Fuhrt die Interaktion von Mikropartikeln und Plattchen zu einer Aktivierung des
intravasalen gerinnungsstartenden Proteins TF?
2.) Kommt es auch unter Flussbedingungen zur Interaktion von Mikropartikeln
und Plattchen?
3.) Welche Arten von zirkulierenden Mikropartikeln interagieren mit Plattchen?
4.) Kommt es durch die Interaktion zu einer Aktivierung des Mikropartikel- oder
des Plattchen-assoziierten TF?
5.) Welche Mechanismen kdnnten zur Aktivierung des iTF beitragen?
6.) Ist zellulare RNA ein Kofaktor fur die Autoaktivierung des TF-unabhangigen
Gerinnungsaktivators FSAP?
7.) Nimmt zellulare RNA mdglicherweise durch Aktivierung des Kontaktsystems

Einfluss auf die Hamostase?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Léosungsmittel

BSA Fraktion V Serva (Heidelberg)
Calciumchlorid Sigma (Deisenhofen)
EDTA (freie Saure) Roth (Karlsruhe)
D-Glucose Roth (Karlsruhe)
Glucose Roth (Karlsruhe)
Glycin Roth (Karlsruhe)
HEPES Roth (Karlsruhe)

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumchlorid

Methanol

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Tri-Natriumcitrat Dihydrat (TNC)
Trypanblau

2.1.2. Puffer

Antikérper-Puffer
EDTA, 0,15 %

BSA Fraktion V, 0,15 %
in PBS gel6st

pH 7,4

FACS-Puffer
HEPES, 10mM
KCI, 5 mM
MgCl,, 1 mM
NacCl, 136 mM
CaCl,, 2,5 mM
pH 7,4

Calcium-HEPES (Thrombelastographie)

CacCl,, 100 mM
HEPES, 10 mM
pH 7,4

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (Deisenhofen)
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Monozytenwaschpuffer
BSA 5%

Na EDTAO05M

in PBS gel6st

pH 7,4

Phosphate-Buffered Saline (PBS)
NacCl, 136 mM

KCI, 2,6 mM

Na,HPOy4, 10 MM

KH2POg4, 1,5 mM

pH 7,4

Resuspensionspuffer
NacCl, 138 mM

KCI, 2,7mM

NaHCOs3, 12 mM

Na HyPOy4, 0,4 mM
D-Glucose, 5 mM
MgCl, 1mM

HEPES, 5 mM

pH 7,4

Plattchenwaschpuffer
NacCl, 138 mM

KCl, 3 mM

MgCl,, 1 mM

HEPES, 15 mM

EDTA, 5 mM
D-Glucose, 5 mM
Tri-Natriumcitrat, 9 mM
Apyrase, 0,5 g/l

pH 6,3

2.1.3 Blut-, Zell- und Mikropartikelpraparationen

Antikorper:
Microbeads CD14 Antikorper
Microbeads CD15 Antikérper
Gerinnungs- und Aktivierungsinhibitoren:
TNC
Corn Trypsin Inhibitor (CTI)
lloprost
Revasc (Desirudin)

Apyrase Grade VII, Kartoffel
Stimulantien:

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)
Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)

Roth (Karlsruhe)

Calbiochem (Schwalbach)

Schering AG (Berlin)

Novartis/Rhone (Rhone-Polenc Rorer,
Frankreich)

Sigma (Deisenhofen)

Kollagen Typ | (Kollagenreagenz Horm) Nycomed Amersham (Ismaning)

Thrombin
Lipopolysaccharide from E. coli (LPS)

Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)



N-formyl-Met-Leu Phe (fMLP)

2.1.4 Thrombelastographie

Antikorper:
Mouse-anti-human Tissue Factor VIC7

Inhibitoren des Kontaktsystems:
Prekallikrein/FXla-Inhibitor
Prekallikrein-Inhibitor

Kaolin

Nukleinsauren und Inhibitoren:
CHO-DNA
CHO-RNA
dI-dC DNA
polylC RNA
DNase
RNaseA

2.1.5 Faktor Xa Bildung

Antikorper:

Mouse-anti-human Tissue Factor VIC7

Monoclonal Anti-Rat 1gG2a
Anti-PDI MAb
Bacitracin
Gerinnungsfaktoren:
Beriplex PN 500
Faktor Vlla
Faktor X
RecombiPlasTin

Inhibitoren des Kontaktsystems:
Prekallikrein/FXla-Inhibitor
Prekallikrein-Inhibitor

Kaolin

Kollagen Typ | (Kollagenreagenz Horm)

Nukleinsédure und Inhibitor:

CHO-Zell RNA

RNase A

Protease-Inhibitoren:
az-Antichymotrypsin
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Sigma (Deisenhofen)

PD Dr. Luther, Institut fir Pathologie,
TU Dresden

Haemochrom Diagnostica (Essen)
Haemochrom Diagnostica (Essen)
Sigma (Deisenhofen)

Prof. Preissner,
Uni Giessen
Prof. Preissner,
Uni Giessen
Prof. Preissner,
Uni Giessen
Prof. Preissner,
Uni Giessen
Fermentas (St. Leon-Roth)
Qiagen (Hilden)

Institut fur Biochemie,
Institut fur Biochemie,
Institut fur Biochemie,

Institut fur Biochemie,

PD Dr. Luther, Institut fir Pathologie,
TU Dresden

Sigma (Deisenhofen)

Affinity BioReagents (Golden, USA)
Sigma (Deisenhofen)

Aventis Behring (Marburg)

Novo Nordisk (Bagsvaerd, Danemark)
Calbiochem (Schwalbach)
Instrumentation Laboratory
(Lexington, USA)

Haemochrom Diagnostica (Essen)
Haemochrom Diagnostica (Essen)
Sigma (Deisenhofen)

Nycomed Amersham (Ismaning)

Prof. Preissner, Institut fir Biochemie,

Uni Giessen
Qiagen (Hilden)

Sigma (Deisenhofen)



az-Antitrypsin
Chloromethylketone (CMK)
Substrat (S 2222)
Thromborel S (Standard)

2.1.6 Durchflusszytometrie
Antikorper:
Annexin V (FITC)
Anti-TF (FITC)
Fertiglosungen:
Lysing Solution
Cellfix
2.1.7 Zellkultur

Hanks BSS Medium
Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 Medium with L-Glutamin
Trypsin/EDTA

2.1.8 RNA-Interferenz

TF-siRNA

Lipofectamine 2000

LPS

2.1.9 Flusskammer-Experimente

Annexin V
Alexa Fluor 488
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Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Chromogenix (Mailand, Italien)
Dade Behring (Marburg)

Becton Dickinson (Heidelberg)
American Diagnostica (Pfungstadt)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)

Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland)
PAA Laboratories

(Pasching, Osterreich)
Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland)
PAA Laboratories

(Pasching, Osterreich)

PD Dr. Luther, Institut fir Pathologie,
TU Dresden

Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland)
Sigma (Deisenhofen)

Becton-Dickinson (Heidelberg)
Invitrogen (Karlsruhe)

2.1.10 Polymerase Chain Reaction (PCR) und Gelelektrophorese

3-Mercaptoethanol
dNTPs
Ethidiumbromid
oligo dT Primer
PCR-Puffer
Primer-Sequenzen:
Aldolase forward:
5’- agctgtctgacatcgctcaccg -3'
Aldolase reverse:
5’- cacatactggcagcgcttcaag-3'

Sigma (Deisenhofen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Life Technologies (Eggenstein)
MWG Biotech AG (Ebersberg)
Promega (Mannheim)

MWG Biotech AG ( Ebersberg)

MWG Biotech AG ( Ebersberg)



TF forward:
5’-cctggagacaaacctcggacagcc-3'
TF reverse:
5’-ccagctctgccccactcectge-3'

Reverse Transkriptase

RNAsin

Tag DNA-Polymerase

2.1.11 Materialien und Gerate

Materialien

Agarosegel

BD Discard Il Spritzen

Bulk Diamond Tips

Cutasept F Hautdesinfiziens
Ecoflo Perfusionsbesteck
Elektrophoresegel

Eppendorf Reaktionsgefafd
Falcon blue max jr. R6hrchen

Ficoll Paque

Mikroskop Deckglaser

Microtest, Gewebe Kultur Platte, 96 well
Pasteurpipetten

Polyprophylen Réhrchen 10 ml

RoOTEG Kuvetten

RNAqueous Kit
RNeasy Saulen
Transferpipetten
Zentrifugenrohrchen
Zellkulturflasche 50 ml

Gerate

AVT Horn CDD Kamera

Axiovert 100 Mikroskop

Axiovert 2 plus Mikroskop

Coulter Counter

ELISA Reader Dynatech MR 7000
Durchflusszytometer (FACS)
Harvard Apparatus Pump 33
Neubauer Z&ahlkammer

Panasonic DVD Rekorder LQ-MD 800
Thrombelastograph RoTEG
Vortex Genie 2

Zentrifuge Mikro 32 R

Zentrifuge Rotina 35 R

Zentrifuge Universal 32
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MWG Biotech AG ( Ebersberg)

MWG Biotech AG ( Ebersberg)
Promega (Mannheim)
Promega (Mannheim)
Promega (Mannheim)

Life Technologies (Eggenstein)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Gilson (Bad Comberg)

Bode Chemie (Hamburg)

Dispomed Witt (Gelnhausen)

MWG Biotech (Ebersberg)
Eppendorf-Netheler-Hinz (Hamburg)
Greiner Labortechnik (Kremsminster,
Osterreich)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Menzel Glaser (Braunschweig)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Brand (Wertheim)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Instrumentation Laboratory GmbH
(Kirchheim)

Ambion (Foster City, USA)

Qiagen (Hilden)

Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Horn Imaging (Aalen)

Zeiss (Oberkochen)

Zeiss (Oberkochen)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Dynatech Laboratories (Virginia, USA)
Beckmann Coulter Epics XL (Krefeld)
Harvard Apparatus (Holliston, USA)
Hecht KG (Sondheim)

Panasonic (Hamburg)

Dynabte GmbH (Minchen)

Bender & Hebei AG (Zirich, Schweiz)
Hettich (Tuttlingen)

Hettich (Tuttlingen)

Hettich (Tuttlingen)
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2.2 Methoden

2.2.1 Blut-, Zell- und Mikropartikelpraparationen

2.2.1.1 Probanden und Blutentnahme

Die vendse Blutenthahme fur die Blutzellpraparation sowie die Plasma- und
Mikropartikelisolierung erfolgte an gesunden Probanden im Alter von 23-45 Jahren,
die bis mindestens 10 Tage vor der Blutspende keine antikoagulatorischen
Medikamente und keine anti-platelet drugs eingenommen hatten. Die Spritzen
wurden zu diesem Zweck vor der Enthahme mit dem antikoagulatorisch wirksamen
TNC in einer Endkonzentration von 0,38% versetzt und die Blutabnahme erfolgte
nach ausreichender Hautdesinfektion aus einer Vene in der Armbeuge. Die ersten 3
ml wurden verworfen, das restliche Vollblut gleichmaR3ig auf mehrere 10 ml
Polyprophylen-R6hrchen verteilt und einzelne Blutkomponenten nach den unter
2.2.1.2 bis 2.2.1.8 beschriebenen Protokollen isoliert.

2.2.1.2 Gewinnung von plattchenreichem (PRP) und plattchenarmem (PAP)
Plasma

Zur Gewinnung von plattchenreichem (PRP) und plattchenarmem (PAP) Plasma
wurde das citrierte Vollblut (VB) zunachst fir 15 Minuten (min) bei 190 x g und 24°C
zentrifugiert. AnschlieRend wurden die oberen zwei Drittel des Uberstandes, das
sogenannte PRP, abgenommen und entweder zur Plattchenisolierung oder zur
Praparation von PAP verwendet. Durch weiteres zweimaliges Zentrifugieren des
PRP fur jeweils 20 min bei 1000 x g und 24°C konnte das PAP als Uberstand vom
Zellsediment getrennt werden und in verschiedenen Gerinnungsassays oder fur die

Gewinnung von zirkulierenden Mikropartikeln eingesetzt werden.
2.2.1.3 Isolierung von Plattchen
Zur Isolierung der Blutplattchen wurde zuvor hergestelltes PRP nach Zugabe von 0,1

Units Apyrase/ml und dem Prostacyclin Analogon lloprost (1 ng/ml) fir 10 min bei

190 x g und 24°C zentrifugiert. Die eingesetzte Apyrase inhibierte hierbei die
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Voraktivierung der Blutplattchen wahrend der Isolierung durch die Abspaltung von
anorganischem Phosphat aus Adenosintriphosphat (ATP) bzw. Adenosindiphosphat
(ADP). Im Anschluss an die Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das
sichtbare Plattchenpellet in 1 ml Plattchenwaschpuffer resuspendiert. Nach erneuter
10-minutiger Zentrifugation bei 190 x g und 24°C wurden die Plattchen dann in der
gewinschten Menge Resuspensionspuffer aufgenommen, gezahlt und in

verschiedenen Versuchsprotokollen eingesetzt.

2.2.1.4 Isolierung von neutrophilen Granulozyten

Zur Isolierung der neutrophilen Granulozyten wurde citriertes VB zunachst fir 15 min
bei 190 x g und 24°C zentrifugiert, wodurch es zu einer Dreischichtung des Blutes in
den Rohrchen kam. Die oberste Schicht enthielt das PRP, in der mittleren Schicht
befand sich der sogenannte buffy coat und die untere Schicht wurde durch
sedimentierte Erythrozyten gebildet. Der buffy coat ist die Schicht der Blutleukozyten,
in der sich neben Monozyten, Lymphozyten und anderen Zellen auch die
neutrophilen Granulozyten befinden. Nachdem das PRP vorsichtig abgenommen und
verworfen worden war, konnte der buffy coat unter kreisenden Bewegungen mit der

Pipette abgenommen und in ein anderes Réhrchen tberflihrt werden.

Zur lIsolierung der neutrophilen Granulozyten wurde der gesamten buffy coat mit
magnetisch konjugiertem CD15 Antikérper fur 15 min bei 7-10°C im Dunkeln
inkubiert (Abb. 7). Fur eine Ausgangsmenge von 20 ml Vollblut wurden dabei 40 ul
der Antikdrperldsung benétigt. Zeitgleich wurden die verwendeten MiniMACS
Magnetsaulen in die Magnetfeldhalterungen eingefuhrt und zweimal mit jeweils 1 ml
Antikorperpuffer  &quilibriert.  AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit
Antikdrperpuffer verdiinnt und auf die gespilten Saulen aufgetragen. Nach dem
vollstdndigen Durchlauf der Zellsuspension wurde jede Saule mit 500 pl
Antikorperpuffer gespult. Die durch die Antigen-Antikdrper-Komplexe positiv
markierten Zellen verblieben somit wahrend der Passage durch das Magnetfeld in
den MiniIMACS Séaulen, wahrend die nicht markierten Zellen ausgewaschen wurden.
Dann wurden die Saulen aus dem Magnetfeld entfernt und die mit MicroBeads-
markierten Granulozyten mittels eines Kolbens in 2 ml Antikdrperpuffer aus den

Saulen eluiert (Abb. 7). Die Zellsuspension wurde in einem Falconréhrchen mit
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Resuspensionspuffer aufgefllt und bei 170 x g und 24°C 10 min lang zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 150 pl
Resuspensionspuffer aufgenommen. Die Zellzahl und Viabilitat wurde mittels einer

Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

]

ool

Abb. 7: Das MiniMACS Verfahren zur Zellisolierung

1) Markierung der zu isolierenden Zellpopulation mit an Antikorper
gebundenen Magnetkigelchen (MicroBeads)

2) Positive Selektion der markierten Zellen im Magnetfeld

3) Entfernung der Saulen aus dem Magnetfeld und Eluierung der in der Séaule
verbliebenen selektierten Zellen

2.2.1.5 Monozytenisolierung

Zur Isolierung von Monozyten wurde ebenfalls der in 2.2.1.4 beschriebene buffy coat
nach Blutentnahme und Zentrifugation abgenommen. Da Monozyten jedoch nur
einen geringen Anteil der gesamten Leukozytenzahl ausmachen, war es notwendig,
die Monozyten vor der Inkubation mit den magnetgekoppelten Antikdrpern mit Hilfe
eines Ficolldichtegradienten zu konzentrieren. Dazu wurden je 15 ml des buffy coat
in einem 50 ml Falconréhrchen mit 5 ml PBS verdinnt und mit 13 ml Ficoll (Dichte
1,077) langsam und vorsichtig unterschichtet. AnschlieRend wurden die Réhrchen
bei 500 x g und 24°C fur 25 min zentrifugiert und die entstandene Interphase, welche
sich aufgrund ihrer geringen Dichte Uber der Ficollschicht befand und von Plasma
und Erythrozyten getrennt werden konnte, in einem anderen 50 ml Falconréhrchen
gesammelt. In der Interphase befanden sich die mononukledre Leukozyten

(vorwiegend Monozyten und Lymphozyten), die nun in Monozytenwaschpuffer
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resuspendiert und bei 200 x g und 24°C 10 min lang abzentrifugiert wurden. Das
gewonnene Pellet wurde in Antikdrperpuffer aufgenommen und mit CD14
Microbeads Antikdrpern fir 15 min bei 7-10°C im Dunkeln inkubiert. Die MiniMACS
Magnetsaulen wurden wie oben beschrieben vorbereitet, die Zellsuspension mit
Antikorperpuffer verdinnt und auf die Saulen aufgetragen. Nach viermaligem
Waschen der Saulen mit Antikorperpuffer wurden sie aus dem Magnetfeld entfernt,
mit je 2 ml Antikérperpuffer aufgefullt und die Monozyten konnten mit einem Stempel
aus den Saulen eluiert werden (Abb. 7). AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit
35 ml PBS verdunnt und bei 200 x g und 24°C fir 10 min zentrifugiert. Zuletzt wurde
die Zellzahl mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

2.2.1.6 Bestimmung der Zellzahl

Die isolierten Blutzellen (Plattchen, neutrophile Granulozyten, Monozyten) wurden
mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer mikroskopisch ausgezéhlt. Zu diesem Zweck
wurden 20 ul der Zellsuspension zu der gleichen Menge Trypanblau-Lésung
gegeben und 10 pl dieser Zell-Farbstoff Mischung unter das Deckblatt der
Zahlkammer pipettiert. Zur Ermittlung eines Mittelwertes wurde die Zellanzahl zweier
Zahlkammern in jeweils 4 Quadranten bestimmt. Diese Zahl wurde mit dem
Verdinnungsfaktor und dem messspezifischen Faktor 80 multipliziert und ergab so

die absolute Zellzahl pro pl.

2.2.1.7 Mikropartikelisolierung aus Vollblut

Zur Mikropartikelisolierung aus VB wurde neben TNC auch das Hirudin Analogon
Desirudin in einer Konzentration von 1 pg/ml in der Spritze vorgelegt. Nach der
Blutentnahme wurden nach dem unter 2.2.1.2 beschriebenem Protokoll mehrere ml
PAP gewonnen, jeweils 250 ul des PAP in ein Eppendorf Reaktionsgefald tberfihrt
und alle ReaktionsgefalRe bei 18000 x g und 24°C fir 30 min zentrifugiert.
AnschlieBend wurden jeweils 225 pl Uberstand vorsichtig abgenommen, das in den
restlichen 25 pl befindliche Mikropartikelpellet in 225 pyl PBS aufgenommen und
erneut bei 18000 x g und 24°C fiur 30 min zentrifugiert. Zuletzt wurde das Plasma
komplett abgezogen, die sich am Gefal3boden befindlichen Mikropartikel in 25 pl

Resuspensionspuffer aufgenommen und in verschiedenen Assays eingesetzt.



-33-

2.2.1.8 Mikropartikelproduktion durch stimulierte Blutzellen

Zur Mikropartikelproduktion durch verschiedene stimulierte Blutzellen wurden
ebenfalls TNC und Desirudin in einer Endkonzentration von 1 pg/ml in der
Entnahmespritze vorgelegt. Die Blutzellen (Plattchen, neutrophile Granulozyten und
Monozyten) wurden nach den oben beschriebenen Protokollen (2.2.1.3, 2.2.1.4 und
2.2.1.5) isoliert und durch Inkubation mit einem zellspezifischen Stimulus zur

Produktion von 1 x 10° Mikropartikeln pro Ansatz angeregt.

Dazu wurden 4 x 10° Blutplattchen mit 0,1 U/ml Thrombin und 8 ug/ml Kollagen fiir
30 min bei 37°C stimuliert, 6 x 10° neutrophile Granulozyten fiir 2 Stunden (h) bei
37°C mit 100puM N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) inkubiert und 3 x 10° Monozyten 12 h
lang mit 100 ng/ml LPS zur zellspezifischen Mikropartikelproduktion angeregt.
Anschliel3end wurden die Zellen fur 15 min bei 2240 x g und 24°C zentrifugiert, der
komplette Mikropartikel-reiche Uberstand abgenommen und das Zellpellet verworfen.
Jeweils 250 pl des Uberstandes wurden dann in ein Eppendorf-ReaktionsgefaRd
gegeben und bei 18000 x g und 24°C fur 30 min zentrifugiert. Anschlie3end wurden
225 pl Uberstand vorsichtig abgenommen, das in den restlichen 25 pl befindliche
Mikropartikelpellet in 225 ul PBS aufgenommen und erneut bei 18000 x g und 24°C
fur 30 min zentrifugiert. Zuletzt wurde das Plasma komplett abgezogen, die sich am
GefalRboden befindlichen Mikropartikel in 25 pl Resuspensionspuffer aufgenommen
und in verschiedenen Assays eingesetzt.

2.2.2 Gewinnung des Lipidkerns atherosklerotischer Plaques

Die in dieser Arbeit verwendeten Lipidkerne atherosklerotischer Plaques stammen
von 10 verschiedenen Patienten, die sich aufgrund einer hochgradigen
Carotisstenose einer Thrombendarteriektomie unterziehen mussten. Intraoperativ
erfolgte eine sorgfaltige Dissektion der atherosklerotischen Plaques. Die lipidreiche
Kernregion wurde in mit gefrorenem Stickstoff abgesattigtem Puffer (NaCl 150
mmol/l, EDTA 1 mmol/l, pH 7,2) homogenisiert und bei -20°C gelagert. Das

Feuchtgewicht der Kernregionen unterschiedlicher Plaques betrug 50 mg/ml.
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Das Plaquematerial wurde freundlicherweise von PD Dr. Richard Brandl
(Gefal3chirugische Abteilung des Klinikums Minchen-Schwabing) zur Verfiigung
gestellt. Die Homogenisierung erfolgte durch Herrn Prof. Dr. Wolfgang Siess (Institut
fur Prophylaxe und Epidemiologie der Kreislaufkrankheiten, Klinikum Innenstadt,
Universitdat Munchen). Jeder Patient erteilte seine Einwilligung mittels eines
Formblattes des Ethikkommitees der Medizinischen Fakultat der Technischen

Universitat Minchen.

2.2.3 Thrombelastographie

2.2.3.1 Messprinzip

Der klassische Thrombelastograph wurde 1948 von Prof. Hellmut Hartert in
Heidelberg entwickelt. Zum ersten Mal war es durch eine einzige Messung moglich
einen Uberblick Uber den gesamten Gerinnungsprozess von der Bildung der ersten
Fibrinfaden bis zum Auflésen des Gerinnsels zu bekommen. In der Zwischenzeit
wurde das Verfahren verfeinert und computerisiert. Mit Hilfe der
Thrombelastographie kbnnen Aussagen zum Start der Gerinnung (Coagulation Time
= CT), zur Kinetik der Gerinnung (Clot Formation Time = CFT), zur maximalen
Gerinnselfestigkeit (Maximale Amplitude = MA) und zur Fibrinolyse (Maximale Lyse =
ML) gemacht werden (Abb. 9). Sie wird heutzutage in vielen Bereichen der

Diagnostik von Gerinnungsstorungen und in der Blutgerinnungsforschung eingesetzt.

Bei der Thrombelastographie wird die zylindrische, in einer Messzelle fixierte und
auf 37 °C vorgewarmte Kuvette mit VB, PRP oder PAP und je nach Versuch
verschiedenen anderen Zusatzen befullt. Dann wird die Kivette auf einen Stempel
gesetzt, der an das untere Ende einer senkrechten Achse angesteckt ist und durch
den Start der Messung beginnt die torsionselastisch frei aufgehangte Achse nach
links und rechts in einem Winkel von 4,75° zu rotieren (Abb. 8). Zusatzlich wird die
Strahlung einer Dioden-Lichtquelle Gber eine am oberen Ende der Achse befestigten
Spiegelplatte abgelenkt und die reflektierte Lichtstrahlung durch einen lichtsensiblen
Sensor registriert, wodurch das Ausmald der Rotation bestimmt werden kann. Die
Bewegung ist bei fehlender Gerinnung ungehindert. Jedoch wird durch beginnende

Gerinnselbildung und Anhaftung des Gerinnsels an die Oberflache des Stempels und
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die Kuvette die Bewegung vermindert (Abb. 8). Die Rotationsamplitude der Achse
wird mit wachsender Festigkeit des Gerinnsels immer weiter reduziert. Somit lasst
sich die Gerinnungszeit (CT) und die Thrombuswachstumsrate (CFT), jeweils in

Sekunden angegeben, ermitteln (Abb. 9).

Drehachse +/- 4,75° Lichtquelle/Diode

Y speon_. (D
>Feder

Detektionseinheit

Lichtstrahl

Kugellager

Plastikstempel

Fibrinfaden und Blutplattchen
Kivette mit Blut gefillt

Aggregate zwischen der
Stempel-aussen- und der
Kuvetteninnenseite

Abb. 8: Das Prinzip der Thrombelastographie

Die auf 37 °C vorgewarmte, mit Blut und verschiedenen anderen Zusétzen beflllte Kivette wird auf
einen Stempel gesetzt, der an das untere Ende einer senkrechten Achse angesteckt ist. Die Achse
rotiert bei fehlender Gerinnung in einem Winkel von 4,75° nach links und rechts, mit beginnender
Gerinnselbildung und wachsender Festigkeit des Gerinnsels wird die Rotationsamplitude der Achse
jedoch immer weiter reduziert. Die Strahlung einer Dioden-Lichtquelle wird tiber eine am oberen Ende
der Achse befestigte Spiegelplatte abgelenkt und die reflektierte Lichtstrahlung durch einen
lichtsensiblen Sensor registriert, wodurch das Ausmaf3 der Rotation bestimmt und der Start bzw. das
Ausmalf der Gerinnselbildung durch einen angeschlossenen Computer registriert werden kann.
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R
CT CFT

Abb. 9: Beispiel eines Thrombelastogrammes

CT: (Coagulation Time) Zeitspanne vom Start der Messung bis zu einer signifikanten
Gerinnselbildung

CFT: (Clot Formation Time) Zeitspanne von der initialen Gerinnselbildung bis zum Erreichen einer
Amplitude von 20 mm (gemalf Definition der Gerinnselfestigkeit)

a Winkel zwischen der Mittellinie und einer Tangente an die Kurve durch den 2 mm
Amplitudenpunkt, welcher die Kinetik der Gerinnselbildung beschreibt

MA:  (maximale Amplitude) entspricht der maximal erreichten Gerinnselfestigkeit wahrend der
Messung

2.2.3.2 Protokoll: Gerinnungsaktivierung durch Plaquematerial

Fir die Thrombelastographie-Versuchsreihe mit lipidreichen Kernregionen
atherosklerotischer Plaques wurde bereits vor der Blutentnahme neben Citrat auch
32 pg/ml CTI, ein Inhibitor von Faktor Xlla und somit der Kontaktaktivierung des
Blutes, in die Spritze gegeben. Sofort nach der Entnahme wurden je 300 ul VB, PRP
oder PAP in eine vorgewarmte Klvette gegeben und entweder 5 ul Plaguematerial
(Feuchtgewicht 50 mg/ml) oder die gleiche Menge Puffer (als Kontrolle) hinzugeflgt.
In der letzten Kivette wurde das Blut vor Zugabe des Plaquematerials mit dem Anti-
TF Antikorper VIC7 (Anti-TF Ak VIC7) fur 20 min bei 37°C vorbehandelt, um die
Bedeutung von TF an der plaqueinduzierten Fibrinbildung zu verifizieren. Zuletzt
wurde der Gerinnungsprozess mit 60 ul einer 1200 mM CaCl,/ 10 mM Hepes Ldsung

gestartet und die Messung nach Ermittlung der CT und CFT gestoppt.



-37-

2.2.3.3 Protokoll: Gerinnungsaktivierung durch RNA und DNA

Je 300 pl frisch entnommenes, citriertes VB wurden in eine vorgewarmte Klvette
gegeben und abhéngig vom Versuchsansatz mit potentiellen Aktivatoren oder
Inhibitoren der Blutgerinnung versetzt. Als potentielle Gerinnungsaktivatoren wurden
verschiedene Nukleinsduren (50 pg/ml) eingesetzt und im jeweils letzten
Versuchsansatz mit 100 pg/ml RNaseA bzw. 100 pg/ml DNase fir 30 min bei 37 °C
vorinkubiert. Die zellularen Nukleinsauren wurden von Mitgliedern der Arbeitsgruppe
von Prof. Preissner (Institut fur Biochemie, Justus-Liebig-Universitdt Giessen) mit
Hilfe eines RNeasy Kit und eines DNA-Isolations-Kit (Qiagen, Hiden) aus kultivierten
Chinese Hamster Ovary Zellen (CHO-Zellen) isoliert. In weiterfihrenden Versuchen
wurde neben zellularer RNA auch 1 pg/ml Kaolin (Aktivator des Kontaktsystems) und
die Inhibitoren des Kontaktsystems Prekallikrein-Inhibitor (10 pmol/l) und
Prekallikrein-/  FaktorXl-Inhibitor (10 pmol/l) zum VB hinzugegeben. Der
Gerinnungsprozess wurde durch Zugabe von 60 pl einer 100 mM CaCl,/ 10 mM

Hepes Losung gestartet und die Messung nach Ermittlung der CT und CFT gestoppt.

2.2.4 Faktor Xa Bildung

2.2.4.1 Messprinzip

Die Faktor Xa Bildung ist eine Methode zur Bestimmung der TF-Aktivitat
verschiedener Versuchsansatze. Dabei bildet der aktive TF der Probe zusammen mit
Faktor VIl einen Komplex, welcher den Blutgerinnungsfaktor X in Xa zu Uberflhren
vermag. Der so gebildete Faktor Xa ist nun in der Lage das chromogene Substrat S
2222 zu spalten und induziert eine Absorptionssteigerung bei 405 nm (Abb. 10). Die
Steigerung der Absorption pro Sekunde ist dabei proportional zur TF-Aktivitat der
Probe und kann mittels eines Photometers gemessen werden. Zur Umrechnung der
optischen Dichte in U/ml wurde bei jeder Messung eine Konzentrationsreihe unter
Verwendung eines rekombinanten humanen TF als Standard ermittelt. Dann wurden
die Proben in die 96-Loch-Platte pipettiert und anschliel3end 50 pl einer 8 mM CaCl,-
Losung und 100 pl Substrat-Gemisch zu jeder Probe hinzugegeben, um die
enzymatische Reaktion zu starten. Das Substrat-Gemisch bestand aus 3375

Resuspensionspuffer, 400 pl des chromogenen Substrats S 2222 und 225 pl eines
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Gerinnungsfaktorkonzentrates der Faktoren IlI, VII, X, X (Beriplex). Nach
Fertigstellung der Probensuspensionen wurde der Anstieg der optischen Dichte tber

einen Zeitraum von 30 min mit dem ELISA Reader photometrisch bestimmt.

Tissue factor — Vila

\

1X
l S2222-pNA

IXa + Vllla
e

X_a—

S2222-OH + pNA

'
Absorption (405 nm)]

Abb. 10: Versuchsprinzip der Faktor Xa Bildung

Der TF/Vlla-Komplex aktiviert neben Faktor X auch Faktor IX. Letzterer aktiviert zusammen mit Faktor
Vllla ebenfalls Faktor X zu Xa. In diesem Assay spaltet der gebildete Faktor Xa das chromogene
Substrat S 2222 und flhrt so zu einer Absorptionssteigerung bei 405 nm, welche mittels eines
Photometers gemessen wird. Die Steigerung der Absorption pro Sekunde verhalt sich dabei
proportional zur TF-Aktivitéat der Probe.

2.2.4.2 Protokoll: Mikropartikel-Plattchen-Suspensionen

Fur alle Versuche mit Plattchen, PAP, VB-Mikropartikeln und zellularen
Mikropartikeln wurde neben TNC auch Hirudin in die Spritze gegeben, die
Blutkomponenten nach den oben beschriebenen Standardprotokollen (2.2.1.2,
2.2.1.3,2.2.1.4,2.2.1.5, 2.2.1.7 und 2.2.1.8) isoliert und je nach Versuchsaufbau pro
Ansatz 1 x 10° Mikropartikel und 1,5 x 107 Plattchen eingesetzt.

Um die TF-Abhangigkeit der Gerinnungsaktivierung aufzuzeigen, wurden die
Plattchen-Mikropartikel-Suspensionen im letzten Ansatz mit dem anti-TF Ak VIC7 fur
30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Anschlie3end wurden alle Proben mit 12

pg/ml Kollagen fir 5 min bei 37°C im Wasserbad stimuliert und in den verwendeten
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wells zunachst 50 pl CaCl, vorgelegt, dann jede Probe auf 3 wells a 50 pl aufgeteilt
und die Gerinnung durch Zugabe von 100 pl Substratmischung (Zusammensetzung
wie in 2.2.4.1 beschrieben) gestartet. In weiterfihrenden Versuchen wurden die
Proteaseinhibitoren a;-Antitrypsin (20 pg/ml), aj;-Antichymotrypsin (20 pg/ml) und
Chloromethylketone (0,5 mM) kurz vor der Kollagenstimulierung zu den
Mikropartikel-Plattchen-Suspensionen hinzugegeben.

2.2.4.3 Protokoll: Plattchen und monozytare Mikropartikel

Fiar die Versuche mit Plattchen und monozytaren Mikropartikeln wurden TNC und
Hirudin in die Entnahmespritze gegeben, die Plattchen und monozytaren
Mikropartikel nach den oben beschriebenen Standardprotokollen (2.2.1.3 und
2.2.1.8) isoliert und pro Ansatz 1 x 10° Mikropartikel und 1,5 x 10’ Plattchen
eingesetzt. In Coating-Versuchen sollten die Bedeutung des Plattchen- und des
Mikropartikel-assoziierten TF naher analysiert werden. Dazu wurden entweder die
monozytaren Mikropartikel oder die Plattchen mit einem anti-TF Ak gecoated. Die
Proben wurden zuné&chst fir 30 min bei 37 °C mit dem anti-TF Ak VIC7 bzw. der
identischen Menge Resuspuffer als Kontrolle inkubiert, dann auf 250 pl mit PBS
aufgefullt und die Mikropartikel fir 30 min bei 18000 x g zentrifugiert. In identisch
behandelten Ansatzen wurden die Plattchen fir 10 min bei 190 x g abzentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und die Pellets im Endvolumen
resuspendiert. Die Mikropartikel wurden zu der Plattchensuspension gegeben und
alle Proben mit 12 pug/ml Kollagen fur 5 min bei 37°C im Wasserbad stimuliert. Um
die Aktivierungsmechanismen des iTF naher zu analysieren wurden die Blutplattchen
in einem anderen Versuchsaufbau fur 10 min bei 37 °C im Wasserbad mit Kollagen
stimuliert, dann Bacitracin (12 mM) und anti-Protein Disulfid Isomerase (PDI)-Ak (400
pg/ml) zugegeben und 20 min bei Raumtemperatur mit den Pléattchen inkubiert. Als
letztes wurden die Mikropartikel zu den Proben gegeben und die Suspension erneut
10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Fir beide Versuchsansatze wurden in den
verwendeten wells zunachst 50 pl CaCl, vorgelegt, jede Probe auf 3 wells a 50 pl
aufgeteilt und die Gerinnung durch Zugabe von 100 pl Substratmischung pro well

(Zusammensetzung wie in 2.2.3.1 beschrieben) gestartet.
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2.2.4.4 Protokoll: Zellulare RNA und FSAP

Zunachst wurde in allen verwendeten wells einer 96-Loch-Platte 50 pl CaCl,
vorgelegt, dann der Faktorenkomplex Beriplex (Faktoren 1, VII, IX und X),
Resuspensionspuffer und je nach Ansatz 12 pg/ml FSAP, 50 pg/ml zellulare RNA
oder eine Suspension aus beiden in einem Endvolumen von 50 pl je Probe fir 10
min bei 37°C inkubiert. Um die RNA-Abhéangigkeit der Gerinnungsaktivierung
aufzuzeigen, wurde die eingesetzte CHO-RNA in dem letzten Ansatz vor der 10-
mindtigen Inkubation zusatzlich mit 100 pg/ml RNaseA versetzt. Dann wurde der
Versuch durch Zugabe des chromogenen Substrates S 2222 gestartet.

2.2.5 Durchflusszytometrie

2.2.5.1 Messprinzip

Bei der Durchflusszytometrie werden die zu analysierenden Zellen oder Mikropartikel
mit monoklonalen Antikdrpern, die an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind, markiert
und passieren dann in einem Flussigkeitsstrom hydrodynamisch fokussiert
nacheinander einen Laserstrahl. Dabei wird das auftreffende Licht durch die Zellen
gestreut. Das in einem geringen Winkel (3-10°) gestreute Licht wird als
Vorwartsstreulicht (FS) bezeichnet und korreliert in erster Naherung mit der
ZellgréRe. Das um 90° reflektierte Licht wird als Seitwartsstreulicht (SS) bezeichnet
und gibt die Granularitéat und Membranfaltung der Zelle an. Zuséatzlich werden die an
Ak gekoppelten Fluorochrome zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt, welches
durch Teilerspiegel und farbselektive Bandpassfilter in Spektren aufgetrennt wird und
auf photosensitive Detektoren, sogenannte Photomultipler trifft. In der Regel stehen
drei Sensoren fur 530 nm (Fluoreszenzkanal FL1), 585 nm (FL2) und >650 nm (FL3)
Uber den ersten Laser zur Verfigung. FS- und SS-Signale werden in linearer und

Fluoreszenz-Signale in logarithmischer Verstarkung aufgenommen.

Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte, nach Speicherung auf der Festplatte
mit dem WinMDI Programm. Die Daten wurden dort als zweidimensionale Punkt-
Diagramme (dot-plots) oder als eindimensionale Histogramme dargestellt und

konnten so analysiert werden. In den Punkt-Diagrammen reprasentierte jeder Punkt
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eine Zelle bzw. einen Mikropartikel. Durch das Setzen von Analysefenstern konnte
die Expressionsanalyse auf bestimmte Zell- oder Mikropartikelpopulationen

beschrankt werden.

2.2.5.2 Protokoll: Bestimmung der Mikropartikel-Zahl

Fur die durchflusszytometrische Analyse wurde ein Fluorescence-Activated Cell
Sorter (FACS) der Firma Beckmann Coulter mit einem 488 nm Argon- und einem
roten Dioden-Laser (635 nm) verwendet. Zunachst wurden die VB- bzw.
zellspezifischen Mikropartikel nach den unter 2.2.1.7 und 2.2.1.8 beschriebenen
Protokollen isoliert. Zu den 50 ul Mikropartikelsuspension pro Ansatz wurde dann
Fluoresceinisothiocyanat- (FITC-) markiertes Annexin V im Verhéltnis 1:10
hinzugegeben und die Proben fir 30 min im Dunkeln inkubiert. Anschlie3end wurden
sie in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert und fur 30 min bei 18000 x g und 24°C
zentrifugiert. Um ungebundenes Annexin V zu entfernen, wurde der Uberstand
vorsichtig abgenommen, das Pellet erneut in 200 pl FACS-Puffer aufgenommen und
fur weitere 30 min bei 18000 x g und 24°C zentrifugiert. Dann wurde das
Mikropartikelpellet in 500 pl FACS-Puffer geldst und in das FACS-Gerét eingelesen.

Da immer eine genau definierte Menge der Mikropartikelsuspension eingelesen
wurde und das Programm die Anzahl der Annexin V-positiven Events und damit
Mikropartikel berechnet, konnten wir mit Hilfe der Durchflusszytometrie eine Methode

zur Bestimmung der Mikropartikelzahl etablieren.

2.2.6 Zellkultur

Die Inkubation der monozytaren Suspensionszelllinie THP-1 erfolgte in einem
Zellkulturschrank bei 37°C und 5 % CO2 Begasung. Die Zellen wurden in 10 ml
RPMI 1640/Penicillin/Streptomycin- (RPMI 1640/Pen/Strep)-Medium in liegenden
Zellkulturflaschen mit 50 ml Gesamtvolumen kultiviert. Alle 2-3 Tage wurde das
Medium gewechselt, die Zellen nach der unter 2.2.1.6 beschriebenen Methode
gezahlt und bei Uberschreitung einer mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmten
Zelldichte von 2 x 10°Zellen/ ml im Verhaltnis 1:1 geteilt. Dazu wurden die THP-1

Zellen aus dem Zellkulturschrank entnommen, unter der Sterilbank in sterile
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Falconrohrchen uberfuhrt und fur 10 min bei 150 x g und 24°C zentrifugiert.
Anschlieend wurde das RPMI-Medium unter sterilen Bedingungen vorsichtig
abgesaugt und die Zellen gezahlt. Je 1 x 10° Zellen/ml wurden in 10 ml
RPMI/Pen/Strep-Medium resuspendiert, in sterile Zellkulturflaschen tberfuhrt und im

Zellkulturschrank weiterkultiviert.

2.2.6.1 Einfrieren, Auftauen und Revitalisieren von Zellen

Das Ausgangsmaterial zum Einfrieren waren Zellkulturen im RPMI/Pen/Strep-
Medium. Die Zellen wurden 10 min bei 150 x g und 24°C zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die Zellen gezahlt. Jeweils 0,5 bis 1 x 10° Zellen wurden in 1 ml
kaltem Einfriermedium (5 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in RPMI) resuspendiert und in
Kryordhrchen uberfiihrt. Nach mindestens 24 h Einfrierzeit bei -80°C erfolgte die
Lagerung der Konserven in flussigem Stickstoff. Zum Revitalisieren wurde die
Zellsuspension bei 37°C aufgetaut und in Kulturflaschen mit auf 37°C temperiertem
RPMI/Pen/Strep-Medium uberfuhrt. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel, um die
verbliebenen Reste des DMSO zu entfernen.

2.2.6.2 Mikropartikelproduktion durch THP-1 Zellen

Zur Mikropartikelproduktion durch THP-1 Zellen wurden die Zellen in sterile
Falconrohrchen Uberfuhrt und fur 10 min bei 150 x g und 24°C zentrifugiert. Das
RPMI/Pen/Strep-Medium wurde vorsichtig abgesaugt, die Zellen gezahlt, in Hanks
Balanced Salt Sodium Medium (Hanks BSS-Medium) resuspendiert und erneut fur
10 min bei 150 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach diesem Waschvorgang
komplett abgesaugt, das Pellet erneut in 1 ml Hanks BSS-Medium gelést und 3 x 10°
Zellen fur 16 h bei 37°C mit 0,1 mg/ml LPS zur Mikropartikelproduktion angeregt.
Anschlie3end erfolgte die Isolierung der zellspezifischen Mikropartikel nach der unter
2.2.1.8 beschriebenen Methode.
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2.2.7 RNA-Interferenz

2.2.7.1 Methodenbeschreibung

Fur die Erforschung der RNA-Interferenz erhielten die beiden US-Forscher Andrew
Fire und Craig Mello im Jahre 2006 den Nobelpreis fur Physiologie und Medizin. Es
handelt sich bei der RNA-Interferenz  um einen Mechanismus der
Translationshemmung durch kurze, aus 21-23 Nukleotiden bestehende,
doppelstrangige RNA-Molekile (small interfering RNA oder siRNA). Diese werden
z.B. mit Hilfe von Liposomen in die Zelle eingeschleust. Intrazellular kann auch ein
Enzym, Dicer (Hacksler), aus langeren, doppelstrangigen, zelleigenen RNA-
Molekilen oder viralen RNA-Molekilen entsprechende siRNA-Molekile generieren
(Abb. 11). Anschlie3end werden die siRNA in ihre beiden Einzelstrange zerlegt und
verbinden sich mit Proteinen zum sogenannten RNA-induzierenden Silencing
Complex (RISC). Dieser Komplex bindet zelleigene messenger-RNA (mRNA) mit
komplementaren Nukleotidsequenzen, welche dann durch ein als Slicer (Hobel)
bezeichnetes Enzym des RISC zerschnitten und damit zerstort werden (Abb. 11). Die
Translation an den Ribosomen ist somit inhibiert und das von der betreffenden
MRNA kodierte Protein kann nicht mehr gebildet werden (Abb. 11).


http://lexikon.meyers.de/meyers/Fire
http://lexikon.meyers.de/meyers/Mello
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Abb. 11: Modell der RNA-Interferenz

1)) siRNAs werden entweder mit Hilfe von Liposomen in die Zelle eingeschleust oder durch ein
Enzym namens Dicer (Hacksler) aus langeren doppelstréangigen zelleigenen RNA-
Molekulen oder viralen RNA-Molekile produziert

2.) siRNAs werden in den RISC aufgenommen und spalten zelleigene komplementare mRNA

3) die Translation an den Ribosomen und Proteinbildung ist inhibiert

2.2.7.2 Protokoll: Zelltransfektion mit TF-siRNAs

Um die TF-Synthese von THP-1 Zellen zu inhibieren, wurden zunachst THP-1 Zellen
mit gegen TF-gerichteten siRNAs transfiziert. Dazu wurden die Zellen gezahlt und
jeweils 6 x 10° Zellen in 500 pl RPMI + Fetal Bovine Serum (FBS)-Medium ohne
Zusatz von Antibiotika in einem well resuspendiert. Zeitgleich wurden fir jede zu
transfizierende Probe 10-30 nM siRNA und 1-3 pul Lipofectamin jeweils in 50 pl
OPTIMEM gel6st, vereinigt und zur Ausbildung der RNA-Lipofectamin-Komplexe fur
20 min bei Raumtemperatur koinkubiert. Anschlielend wurden die 100 pl RNA-
Lipofectamin-Komplexe zu den Zellen gegeben, durch leichte Bewegung der Platte
vermischt und die Zellen fir 12-14 h bei 37°C in einem CO,-Inkubator transfiziert. Um
die Wirksamkeit der Transfektion zu Uberprifen, wurde anschlieRend die zelleigene
RNA isoliert und mit Hilfe der reversen Transkriptase in copy-DNA (cDNA)

umgeschrieben. Dann wurden die entsprechenden Abschnitte durch die PCR
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amplifiziert, gefarbt, auf ein Gel aufgetragen und durch UV-Bestrahlung sichtbar
gemacht. Die Isolierung der RNA wurde mit Hilfe und nach Anleitung des
RNAqueous-Kit durchgefihrt und die RNA-Konzentration anschlieRend mit einem
UV-Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Die Absorption

1.0 bei 260 nm korrelierte dabei mit einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml.

2.2.7.3 Reverse Transkriptions-PCR von TF-RNA

Um sekundére Strukturen zu zerstoren und die poly A tags der mRNA zugéanglich zu
machen, wurde 1 pg RNA mit mehreren oligo dT Primern (80 ng/ul) fir 5 min bei
65°C inkubiert. Dann wurde eine Mixtur bestehend aus der reversen Transkriptase
(0,5 pl, 200 U/ul), dNTPs (0,5 pl, 20 mM), B-Mercaptoethanol (0,5 ul, 0.1 M), RNAsiIn
(0,25 pl, 40 U/ul) und NX Puffer 10 x 1,5 ul zugegeben und der Ansatz bei 37°C fur
55 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Enzyme durch 5-mindtiges Erhitzen der
Suspension auf 95°C inaktiviert und zuletzt 90 pl H,O zugegeben. Von der
gewonnenen cDNA wurden 2-3 pl in der anschlieRenden PCR eingesetzt. Fur die
PCR wurden die cDNA , 20 mM dNTP (0,2 pl/Reaktion), 5 pM Primer-Mix (2
pl/Reaktion), 5 U/ul Tag DNA-Polymerase (0,5 pl/Reaktion) und 2 pl 10 x PCR-Puffer
(20 pl) vermischt. Die PCR-Amplifikation wurde in einem programmierbaren
Thermoblock nach dem folgenden Protokoll durchgefiihrt, wobei die Annealing-
Temperatur und die Synthesezeiten variiert wurden:

initiale Denaturierung bei 94°C fir 2 min

Denaturierung bei 94°C fur 20 s

Annealing: 52-68°C fur 30 s

Synthese: 72°C, 1 min pro Kilobase

mehrfach zurtick zu 2.-4.

finale Elongation bei 72°C fur 5 min

N o g~ wDbdE

Beendigung der Amplifizierung, die Proben werden auf 4°C abgekunhlt
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2.2.7.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in 0,6-1,2%-igen Agarosegelen mit 0,5
pg/ml Ethidiumbromid. Als Gel- und Laufpuffer wurde 1x TAE Puffer (40 mM Tris, 40
mM Essigsaure, 2 mM EDTA) verwendet. Die DNA-Proben wurden vor dem
Auftragen mit 1/10 Volumen Blaumarker (0,2% Bromphenolblau, 25% Glycerin)
versetzt und die Nukleinsauren nach der Auftrennung durch UV-Bestrahlung (254

nm) sichtbar gemacht.

2.2.8 Flusskammermodell

2.2.8.1 Methodenbeschreibung

Mit Hilfe des von Herrn PD Dr. Armin Reininger (Institut fir Transfusionsmedizin und
Hamostaseologie, LMU Minchen) entwickelten Flusskammermodells koénnen
verschiedene Blutzellen und Mikropartikel unter Flussbedingungen visualisiert
werden. Die Apparatur besteht aus einer montierten Flusskammer, einem Mikroskop
mit wahlweise Durch- oder Fluoreszenzlicht, einer Farbkamera und einem DVD-
Rekorder sowie einer Anlage zur digitalen Bildverarbeitung (Abb. 12). Die
Flusskammer ist quadratisch, aus durchsichtigem Glas und wird auf den Objekttisch
des Mikroskops fixiert. Eine Perfusorpumpe saugt das Blut tGber einen zuleitenden
Schlauch in die Flusskammer, die Zellen treffen auf eine Glasoberflache, adhérieren
und koénnen unter Flussbedingungen mikroskopisch beobachtet werden. Nach
Durchquerung der Kammer wird das Blut Gber zwei parallele Schlauche in die
Perfusorspritzen abgeleitet (Abb. 12). Der bendétigte Fluss kann in ml/min Gber die
Perfusor-Pumpe eingestellt werden. Bei definierter Kammergeometrie wurde die
gewunschte Scherrate durch Variation der Flussgeschwindigkeit eingestellt. Die
Scherrate stellt wie der shear stress (Scherkraft, Schubspannung) ein gultiges Mal3
fur die hydrodynamischen Bedingungen im Blutstrom dar. Wir wéhlten flr unsere
Versuche ein Flusskammersystem mit Staupunktstromung. Im Gegensatz zu
Parallelstromungssystemen wird das Blut in diesem System senkrecht zur
Glasoberflache eingeleitet, was einen maximalen Plattchen-Wand-Kontakt
gewahrleistet. Die auftreffenden Plattchen adharieren an der Glasoberflache, werden

durch Dunkelfeldmikroskopie beleuchtet und entsenden Lichtsignale, welche von
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einem Photomultiplier aufgenommen und als Funktion der Zeit aufgezeichnet

werden. Der vollstandige Versuchsablauf wurde auf DVD dokumentiert.

4
&
Abb. 12: Das Staupunkt-Flusskammersystem
1 - Zulauf Vollblut 2 - Dunkelfeldkondensor 3 - Staupunktflusskammer auf
Mikroskopiertisch
4 - Abfluss in Perfusorspritze 5- Lampe 6 - Dunkelfeldmikroskop
7 - Videokamera 8 - Computer zur Bildanalyse (nach Reininger et al., 1998)

2.2.8.2 Protokoll: Flusskammer

Mit Hilfe des Flusskammermodells sollte die Rolle der Mikropartikel-Plattchen-
Interaktionen unter Flussbedingungen untersucht werden. Um die Mikropartikel
fluoreszenzmikroskopisch sichtbar zu machen, wurden diese nach der Beschreibung
in Protokoll 2.2.1.7 isoliert und mit dem an Annexin V (5 pg/ml) gebundenem
Fluorophor Alexa 488 (5 pg/ml) markiert. Zunachst wurden 100 pl einer Annexin V-
Loésung in eine Kapsel gegeben und in einem Dialysierpuffer (0,1 M NaHCOg3; pH 8,3)
fur 12 h inkubiert, um die Bindung an das Alexa 488 zu erleichtern. Anschlie3end
wurde das Annexin V mit einer Spritze aus der Kapsel enthommen und mit in 100 pl
gelostem Alexa 488 unter Ruhren im Dunkeln fir 1 h inkubiert. Dann wurde das
Alexa/Annexin Gemisch auf zwei Dialysierkapseln aufgeteilt und in 5 | PBS-Puffer
(pH 7,4) 24 h umgepuffert. Zuletzt wurde eine Proteinbestimmung durchgefihrt und



-48 -

die Mikropartikel markiert. Die Flusskammer wurde zunachst mit mehreren ml frisch
entnommenem citriertem VB perfundiert und die Adhasion der Plattchen an die
Glasoberfache lichtmikroskopisch beobachtet. Anschlieend wurde das Plasma
durch Spilung der Kammer mit PBS-Puffer ausgewaschen, das Mikroskop auf
Fluoreszenzvideomikroskopie umgestellt und die markierten Mikropartikel mit den
adharenten Plattchen in Kontakt gebracht. Die Flussrate betrug 1 ml/min. Um zu
zeigen, dass Mikropartikel an Plattchen adhéarieren, wurde jeder Bildausschnitt immer

erst fluoreszenz- und dann dunkelfeldmikroskopisch betrachtet.

2.2.9 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 Kruskall-Wallis One-
Way-Analysis-of-Variance-on-Ranks Test verwendet. Die Werte sind als Mittelwert
+/- Standardabweichung ausgedrickt.

*p-Werte < 0,05 wurden als signifikant bezeichnet.



- 49 -

3. Ergebnisse

3.1 Faktor X Aktivierung durch aktivierte Plattchen und PAP

Der intravasale, auf der Oberflache von Blutzellen und Mikropartikel prasentierte TF
weist unter physiologischen Bedingungen eine nur sehr limitierte Aktivitat auf (Bach,
2006; Engelmann, 2006). Um zu klaren ob es moglicherweise durch eine Interaktion
zwischen Mikropartikeln des PAP und Plattchen zu einer Aktivierung des
zirkulierenden TF kommt, wurden Plattchen und PAP aus dem Blut gesunder
Probanden isoliert, 5 min bei 37°C mit Kollagen (Typ I, 12 pg/ml) stimuliert und
einzeln oder nach Koinkubation eingesetzt. Die prokoagulatorische Aktivitat der
Proben wurde Uber den Nachweis der Aktivierung von Faktor X analysiert. In
Suspensionen aus isolierten Plattchen allein und im PAP allein konnte eine nur sehr
geringe TF-Aktivitdt nachgeweisen werden (Abb. 13). Dagegen zeigte sich nach
Zugabe aktivierter Plattchen zu PAP ein massiver Anstieg der Faktor Xa Bildung
(Abb. 13).

(0]
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Abb. 13: TF-Aktivitat in Suspensionen aus Plattchen und PAP

1,5 x 10’ isolierte Plattchen (P) und 1 ml PAP wurden einzeln und nach Koinkubation 5 min bei 37°C
mit Kollagen (12pg/ml) stimuliert und die Faktor Xa Bildung bestimmt.

n=7; *p<0,05 gegenuber P und gegenlber PAP.
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3.2 TF-abhéangige Gerinnungsaktivierung durch Mikropartikel-Plattchen-

Interaktionen

Um zu prifen, ob es sich bei den mit den Plattchen interagierenden Komponenten
des PAP um Mikropartikel handelt, wurden zirkulierende Mikropartikel (1 x 10°) und
Plattchen (1,5 x 10°) aus dem Blut gesunder Probanden isoliert und miteinander
inkubiert. Mikropartikel und Plattchen wurden in dieser Versuchsreihe sowohl
getrennt voneinander als auch gemeinsam eingesetzt. Alle Anséatze wurden fir 5 min
bei 37°C mit 12 pg/ml Kollagen inkubiert. Isolierte stimulierte Plattchen und
Mikropartikel allein wiesen eine nur sehr geringe prokoagulatorische Aktivitat auf.
Jedoch kam es nach Koinkubation beider Blutbestandteile zu einem sehr deutlichen
Anstieg der Faktor Xa Bildung (Abb. 14). Um nachzuweisen, dass die Aktivierung
von TF fur diesen Anstieg verantwortlich ist, wurde die Mikropartikel-Plattchen-
Suspension vor der Kollagenstimulierung mit dem Anti-TF Ak VIC7 (20 pg/ml)
vorbehandelt. Dabei fanden wir, dass der spezifische Ak, welcher ausschliesslich die
funktionell aktive full-length Form von TF erkennt, die Faktor Xa Bildung der

Mikropartikel-Plattchen-Suspension deutlich zu hemmen vermochte (Abb. 14).
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Abb. 14: TF-abhangige Faktor Xa Bildung in Suspensionen aus Mikropartikeln und Plattchen
1,5 x 10’ isolierte Plattchen (P)und 1 x 10° zirkulierende Mikropartikel (MP) wurden einzeln oder
gemeinsam (P+MP) fur 5 min bei 37°C mit Kollagen (12 pg/ml) inkubiert und die Faktor Xa Bildung
(mU/ml) bestimmt. Zusétzlich wurde die Mikropartikel-Plattchen-Suspension mit dem Anti-TF Ak VIC7
(20 pg/ml) vorbehandelt (P+MP+anti-TF).

n=8; p*<0,05 a) gegeniiber P und MP allein; b) gegentiber P+MP.
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Zusammengenommen deuten die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen darauf hin,
dass zirkulierende Mikropartikel und aktivierte Plattchen miteinander interagieren und
dass diese Interaktion fir die funktionelle Aktivierung des iTF von besonderer
Wichtigkeit ist.

3.3 Etablierung einer durchflusszytometrischen Methode zur Bestimmung
der Mikropartikel-Zahl

Nachdem wir zeigen konnten, dass im Blut gesunder Probanden zirkulierende
Mikropartikel mit stimulierten Plattchen interagieren, sollte untersucht werden, welche
zellspezifischen Mikropartikel praferenziell mit Blutplattchen interagieren. Um die
Ergebnisse vergleichbar zu machen, musste in allen Versuchen die identische
Menge an Mikropartikeln eingesetzt werden. Es wurde daher eine Methode etabliert,
mit deren Hilfe die Anzahl der gebildeten Mikropartikel gemessen werden konnte. Zu
diesem Zweck wurden Blutzellen (Plattchen, neutrophile Granulozyten, Monozyten)
durch zellspezifische Stimuli zur Mikropartikelproduktion angeregt und die gebildeten
Mikropartikel mit FITC-markiertem Annexin V gefarbt. Danach wurden die Annexin V
positiven Events (FL1-Log) mit einem Durchmesser von 0,1-1 pm (FS-Log)

flowzytometrisch sichtbar gemacht (Abb. 15).

Annexin V bindet in Anwesenheit von Calcium an Phosphatidylserin und ist daher ein
Marker fur die Phosphatidylserin-exponierenden Mikropartikel. Das Flowzytometer
lieferte uns genaue Angaben Uber die in das Fenster eingelesenen Events pro
Sekunde (Abb. 15). Dort konnte in einem definierten Volumen die Anzahl der
eingelesenen Mikropartikel kalkuliert werden. AnschlieRend berechneten wir die
jeweilige Anzahl an Zellen, welche zur Bildung von 1 x 10° Mikropartikeln notwendig
waren. Dabei ergaben sich die folgenden fiir die Bildung von 1 x 10° Mikropartikeln
erforderlichen Zellzahlen: 4 x 108 Blutplattchen, 6 x 10° neutrophile Granulozyten und

3 x 10° Monozyten.
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Abb. 15: Annexin V markierte Mikropartikel in der Durchflusszytometrie

Plattchen-Mikropartikel (Plattchen-MP) (unten links) und von neutrophilen Granulozyten produzierte
Mikropartikel (granulozytdre MP) (unten rechts) wurden mit Annexin V markiert und
durchflusszytometrisch gemessen. Als Negativkontrolle wurden nicht markierte Mikropartikel (MP) von
Plattchen und neutrophilen Granulozyten eingesetzt (oben). FS Log gibt die Gré3e der Events (0,1-1
um), FL-1 Log die fluoreszenzmarkierten, Annexin V-positiven Events an. In dem gesetzten Fenster
kann die Anzahl der eingelesenen Mikropartikel errechnet werden.

3.4 Interaktionen von Plattchen und zellspezifischen Mikropartikeln im

Vergleich

Um zu analysieren, welche der zirkulierenden Mikropartikel mit Plattchen interagieren
und die gegenseitigen Aktivierungsmechanismen naher zu untersuchen, wurden
zellspezifische Mikropartikel von Plattchen, neutrophilen Granulozyten und
Monozyten zu Plattchensuspensionen gegeben, die Suspensionen 5 min mit
Kollagen (12 pg/ml) stimuliert und danach deren prokoagulatorische Aktivitat
bestimmt. Wie erwartet, zeigten alle zellspezifischen Mikropartikel und aktivierten
Plattchen einzeln eingesetzt eine nur sehr limitierte TF-Aktivitat (Abb. 16). In

Suspensionen aus Plattchen und Plattchen-Mikropartikeln wurde im Vergleich zu den
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Bestimmungen in Suspensionen aus den beiden einzelnen Blutbestandteilen eine
nur geringfigig hohere Faktor Xa Aktivitat gemessen (Abb. 16). Diese Zunahme der
TF-Aktivitat ist als additiver Effekt zu werten. Nach Koinkubation von granulozytaren
Mikropartikeln und Plattchen kam es zu einer moderaten Zunahme der Faktor Xa
Bildung (Abb. 16). Interessanterweise zeigten jedoch die Suspensionen aus
monozytaren Mikropartikeln und aktivierten Plattchen eine deutliche Steigerung der
prokoagulatorischen Aktivitat. Die Koinkubation dieser beiden Blutbestandteile fuhrte
zu einer signifikanten Steigerung der TF-Aktivitat (Abb. 16). Dies lasst darauf
schlie3en, dass die zuvor beobachtete Steigerung der TF-Aktivitat im PAP und in
Anwesenheit der Gesamtpopulation zirkulierender Mikropartikel vorwiegend durch

Interaktion von Plattchen mit monozytaren Mikropartikeln bedingt ist.
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Abb. 16: TF-Aktivitat verschiedener zellspezifischer Mikropartikel-Plattchen-Suspensionen
Jeweils 1 x 10° Plattchen-Mikropartikel (Plattchen-MP), von neutrophilen Granulozyten produzierte
Mikropartikel (Neutrophilen-MP) und monozytare Mikropartikel (Monozyten-MP) wurden mit 1,5 x 10’
Plattchen inkubiert und die Mikropartikel-Plattchen-Suspensionen mit Kollagen (12 pg/ml) stimuliert.
Weil3e Saulen: Plattchen

Graue Séaulen: zellspezifische Mikropartikel

Schwarze Saulen: Suspensionen aus Plattchen und zellspezifischen Mikropartikeln

n=8; p*<0,05 gegenuber Monozyten-Mikropartikeln und Plattchen einzeln eingesetzt.
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3.5 Gerinnungsaktivierung durch atherosklerotische Plaques

Danach untersuchten wir detaillierter die klinische Relevanz der Mikropartikel-
Plattchen-Interaktionen fir den TF-aktivierten Gerinnungsstart. Hierzu wurde
getestet, ob die Induktion der Fibrinbildung durch lipidreiche Kerne
atherosklerotischer Plagues die Interaktion mit Blutplattchen bendtigt. Innerhalb der
Plaques ist TF vorwiegend mit Mikropartikeln assoziiert, die aus monozytaren
Makrophagen stammen. Wir verglichen zu diesem Zweck die Gerinnungszeit und die
Thrombuswachtumsrate nach Zugabe lipidreicher Kerne atherosklerotischer Plagues
zu VB, PRP und PAP. 300 pl citriertes Vollblut wurden mit 32 ug/ml CTI (Inhibitor des
humanen Faktors Xlla und somit der Kontaktaktivierung des Blutes) versetzt. Danach
wurden jeweils 5 pl der lipidreichen Kernregion atherosklerotischer Plagues zu VB,
PRP oder PAP in einer vorgewarmten Kivette zugegeben. Insgesamt wurde jeder
Plague dreimal in unabhangigen Versuchen im VB, PRP oder PAP getestet und das
Blut jeweils von drei unterschiedlichen gesunden Probanden gespendet. Um die
Bedeutung des TF an der plaqueinduzierten Fibrinbildung zu verifizieren, wurde das
VB auch vor Zugabe des Plaguematerials mit 20 pg/ml des anti-TF Ak VIC7
vorbehandelt.

Jeder der 6 eingesetzten Plaques fuhrte sowohl im VB (Abb. 17) als auch im PRP
(Abb. 18) zu einer rasch einsetzenden Fibrinbildung und zur Entstehung eines
stabilen Gerinnsels. Die Gerinnungszeiten nach Zugabe der Plaques betrugen im VB
gemittelt 401 + 111 s (Abb. 19) und im PRP gemittelt 427 + 236 s (Abb. 19). Der
Mittelwert aller im PAP gemessenen Gerinnungszeiten lag hingegen bei ber 2000 s
(Abb. 19). Der eingesetzte anti-TF Ak VIC7 konnte die Gerinnungsaktivierung durch
die Plaques im VB deutlich hemmen (Abb. 17) und zeigte so die TF-Abhangigkeit der
Gerinnungsaktivierung durch das atherosklerotische Plaguematerial auf. Somit sind
Blutplattchen offensichtlich von essentieller Bedeutung fir eine rasche
Gerinnungsaktivierung durch die lipidreichen Kernregionen atherosklerotischer
Plaques. Dies lasst darauf schliel3en, dass eine Interaktion der Blutplattchen mit TF-
positiven Mikropartikeln der atherosklerotischen Plaques an der

Gerinnungsaktivierung durch atherosklerotische Plaques beteiligt ist.
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CT: 2107 CFT: 742 CT: 648 CFT: 336 CT: 1436 CFT: 599
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Abb. 17: TF-abhangige Fibrinbildung nach Zugabe von Plaguematerial zu VB

Citriertes und mit CTI (32 pg/ml) versetztes VB wurde mit 5 pl des homogenisierten Lipidkerns eines
atherosklerotischen Plaques stimuliert und recalzifiziert (Mitte). Zur Kontrolle wurde die gleiche Menge
an Puffer zugegeben (links). Durch Vorbehandlung des citrierten VB mit dem anti-TF Ak VIC7 vor
Zugabe des Plaguematerials konnte die Fibrinbildung und das Thrombuswachstum deutlich gehemmt
werden (rechts). CT und CFT der Proben wurden mit Hilfe der Thrombelastographie bestimmt.

|

M

CT: 2025 CFT: 596 CT: 912 CFT: 112
Kontrolle Lipidkern

Abb. 18: Gerinnungszeit (CT) und Thrombuswachtumsrate (CFT) im PRP nach Zugabe von
atherosklerotischem Plaguematerial

PRP wurde aus citriertem und mit CTI (32 pg/ml) versetztem Vollblut isoliert, mit 5 ul des

homogenisierten Lipidkerns eines atherosklerotischen Plaques stimuliert und recalzifiziert (rechts). Zur

Kontrolle wurde die gleiche Menge an Puffer zugegeben (links).
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Abb. 19: Mittelwerte der CT von VB, PRP und PAP

300 ul VB, PRP oder PAP wurden je 5 pl des lipidreichen Kerns atherosklerotischer Plagues, bzw 5 pl
Puffer als Kontrolle zugegeben. Die Gerinnungszeit im VB betrug fir die Kontrolle im Mittel 1931 +
513 s, nach Plaquestimulierung verkirzte sie sich auf 401 + 111 s. Im PRP betrug die Kontrollzeit
1776 £ 421 s und verkirzte sich nach Plaquezugabe ebenfalls signifikant auf 427 + 236 s. Mit tber
2500 s lagen sowohl der Kontrollwert, als auch der Wert nach Plaguestimulierung im PAP deutlich
oberhalb der in den anderen Blutsystemen (VB und PRP) erzielten Werte.

grau: VB, PRP und PAP nach Zugabe von 5 pl Puffer (Kontrolle)

schwarz: VB, PRP und PAP nach Stimulation durch 5 pl Plaquematerial

n=3 (fur jeden untersuchten Plaque), p*<0,05 a) gegeniber VB-Kontrolle und PAP; b) gegeniber
PRP-Kontrolle und PAP

3.6 Bedeutung des Mikropartikel- und des Plattchen-assoziierten TF fur die

prokoagulatorische Aktivitat

Nachdem wir zeigen konnten, dass insbesondere die TF-reichen monozytaren
Mikropartikel mit Plattchen interagieren und zu einer deutlichen Steigerung der TF-
Aktivitat und der Fibrinbildungsrate fuhren (Abb. 16), wollten wir in weiterfihrenden
Versuchen uberprifen, ob es durch die Interaktion der beiden Blutkomponenten vor
allem zu einer Aktivierung des Mikropartikel- oder des Plattchen-assoziierten TF
kommt. Zu diesem Zweck wurde vor der Koinkubation von Mikropartikeln und
Plattchen selektiv entweder der Mikropartikel- oder der Plattchen-assoziierte TF mit
einem anti-TF Ak blockiert. Dazu wurden die Proben fur 30 min bei 37 °C mit dem

anti-TF Ak VIC7 (20 pg/ml) inkubiert und Uberschissiger, ungebundener Antikorper
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durch Resuspendierung in PBS, anschlielende Zentrifugation und Verwerfung des
Uberstandes entfernt. Dann wurden die Zell- bzw. Mikropartikelpellets im
Endvolumen resuspendiert, getrennt oder vereinigt eingesetzt und alle Proben mit 12
pg/ml Kollagen fur 5 Minuten bei 37°C stimuliert. Dabei konnten wir zeigen, dass eine
Vorinkubation der monozytaren Mikropartikel mit dem anti-TF Ak VIC7 eine
komplette Inhibierung der synergistischen TF-Aktivierung in Mikropartikel-Plattchen-
Suspensionen bewirkt (Abb. 20). Dagegen blieb der Effekt nach Inhibierung des
Plattchen-assoziierten TF unverandert. Wurden sowohl der Plattchen-, als auch der
Mikropartikel-assoziierte TF gehemmt, war die prokoagulatorische Aktivitat der Probe
wie erwartet ebenfalls gering (Abb. 20). Wir schlussfolgerten daraus, dass unter den
angewandten experimentellen Bedingungen der Mikropartikel-assoziierte TF die
entscheidende Rolle in der Gerinnungsaktivierung durch Mikropartikel-Plattchen-
Interaktion spielt. Er liegt unter physiologischen Bedingungen in einer inaktiven,
sogenannten encrypted Form vor und bendétigt fur die Aktivierung die Interaktion mit
Plattchen.
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Abb. 20: Faktor X Aktivierung durch Mikropartikel-Plattchen-Suspensionen vor und nach
spezifischer TF-Inhibierung

1,5 x 10’ isolierte Plattchen [P] und 1 x 10° monozytare Mikropartikel [MP] wurden einzeln und in

Suspension [P+MP] eingesetzt. Durch Vorbehandlung der in Suspensionen eingesetzten Plattchen

[(P)*MP] bzw. Mikropartikel [P+(MP)] oder beider Blutkomponenten [(P)+(MP)] mit dem anti-TF Ak

VIC7 (20 pg/ml) konnte der Plattchen- bzw. Mikropartikel-assoziierte TF spezifisch gehemmt werden.

Alle Proben wurden zuletzt mit 12 pg/ml Kollagen stimuliert und die prokoagulatorische Aktivitat der

Proben mit Hilfe der Faktor Xa Bildung bestimmt.

n=8; p*<0,05 a) gegeniiber P bzw. MP; b) gegenuber P+MP
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3.7 Methodenetablierung zur Produktion TF-depletierter Mikropartikel

Um die Beteiligung des von monozytaren Mikropartikeln exprimierten TF am
Gerinnungsstart weiter zu analysieren, unternahmen wir den Versuch eine Methode
zur Herstellung TF-depletierter monozytarer Mikropartikel zu entwickeln. Hierzu
wurde eine monozytare Zelllinie verwendet (THP-1 Zellen). Um die Kontroll-
Mikropartikel zu gewinnen wurden 3 x 10° THP-1 Zellen fiir 16 h bei 37°C mit 0,1
mg/ml LPS zur Mikropartikelproduktion angeregt und die so gebildeten Mikropartikel
isoliert. Die von THP-1 Zellen gebildeten Mikropartikel zeigten eine hohere
prokoagulatorische Aktivitat als die zuvor eingesetzten monozytaren Mikropartikel
(28,34 mU/ml vs. 7,95 mU/ml). Jedoch wurde auch die TF-Aktivitat der THP-1
Mikropartikel nach Koinkubation mit aktivierten Plattchen gesteigert (auf 72,32
mU/ml). Zur Gewinnung von TF-depletierten Mikropartikeln wurden die THP-1 Zellen
vor der LPS-Stimulierung mit doppelstrangiger siRNA transfiziert, um die
komplementare TF-mRNA zu hemmen. Zur Uberpriufung der Wirksamkeit der
Methode wurde die RNA der THP-1 Zellen isoliert, mit Hilfe der reversen
Transkriptase in cDNA umgeschrieben und nach Durchfiihrung der PCR auf ein
Agarose-Gel aufgetragen. Es zeigte sich, dass die Transfektion mit siRNA in der Tat
erfolgreich war. Die TF-Bande der transfizierten THP-1 Zellen bei 628 base pairs (bp)
war nach Optimierung der Bedingungen im Vergleich zu den Kontrollzellen und dem
Kontrollprotein Aldolase (571 bp) deutlich abgeschwéacht (Abb. 21).

= 571bp Aldolase

= 628bp Tissue factor

1 2 3

Abb. 21: TFmMRNA-Expression von THP-1 Zellen vor und nach der Transfektion mit TF-
spezifischer siRNA

THP-1 Zellen wurden mit SiRNA gegen TF transfiziert. Um die Wirksamkeit der Methode zu

Uberprifen, wurde die zelleigene RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben, durch PCR amplifiziert und

auf ein Agarosegel-Gel aufgetragen

1: nicht transfizierte THP-1 Zellen; 2: mit 50 nM TF-spezifischer siRNA transfizierte THP-1 Zellen;

3: mit 200 nM TF-spezifischer siRNA transfizierte THP-1 Zellen
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Nachdem wir die Wirksamkeit der Transfektion belegen konnten, wurden die
transfizierten THP-1 Zellen mit 0,1 mg/ml LPS zur Mikropartikelproduktion angeregt.
Die gebildeten Mikropartikel wurden durchflusszytometrisch auf TF-Prasentation
untersucht. Es wurden Mikropartikel der mit TF-spezifischer siRNA transfizierten
THP-1 Zellen und Mikropartikel einer Kontrollgruppe mit einem FITC-markierten Anti-
TF Ak angefarbt und die TF-Prasentation verglichen. Allerdings war hierbei kein
deutlicher Unterschied zwischen den beiden Mikropartikelpopulationen festzustellen.
Vermutlich kam es mehrere Stunden nach der Transfektion durch die lange LPS-

Stimulation der THP-1 Zellen zur Neusynthese von TF.

3.8 Mikropartikel und Plattchen unter Flussbedingungen

Zur Analyse der Mikropartikel-Plattchen-Interaktion unter Bedingungen, die der in
vivo Situation im Blutgefal3 nahe kommen, und zur Visualisierung der Interaktion von
Mikropartikeln und aktivierten Plattchen, wurden Flusskammerversuche in
Zusammenarbeit mit PD Dr. Armin Reininger durchgefuihrt. Die verwendete
Apparatur bestand aus einer montierten Flusskammer, einem Mikroskop mit
wahlweise Dunkelfeld- oder Fluoreszenzlicht, einer integrierten Kamera und einem
DVD Rekorder sowie einer Anlage zur digitalen Bildverarbeitung (vgl. Abb. 12).
Durch eine Perfusorpumpe wurde das frisch enthommene citrierte VB mit einer
Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min Uber einen zuleitenden Schlauch in die
Flusskammer gesogen. Die Plattchen trafen dabei senkrecht auf eine Glasoberflache
und adhérierten daraufhin oder wurden nach Durchquerung der Kammer mit dem
restlichen Blut Gber zwei paralelle Schlauche in die Perfusorspritzen abgeleitet. Die
Adhasion der Plattchen an die Glasoberflache wurde dunkelfeldmikroskopisch
beobachtet (Abb. 22, links) und Uber eine ins Mikroskop integrierte Videokamera
dokumentiert. AnschlieRend wurde das Blutplasma durch Spulung mit PBS-Puffer
ausgewaschen. Dann wurden die zuvor im PAP fluoreszenzmarkierten (Alexa 488-
Annexin V) Mikropartikel unter definierten Flussbedingungen in Kontakt mit den
adharenten Plattchen gebracht. Nach Optimierung der Bedingungen konnten die
Alexa 488-Fluoreszenz der markierten Mikropartikel einzeln unter dem
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden (Abb. 22, rechts). Durch genaue
fluoreszenzmikroskopische Beobachtung eines Bildausschnittes, anschlielRendes

Umschalten in die Dunkelfeldmikroskopie und Uberlagerung der Bilder konnte unter



-60 -

langsamen Flussbedingungen eine Adhéasion der Mikropartikel an die aktivierten
Plattchen beobachtet werden (Abb. 22, farbige geometrische Formen).

Abb. 22: Mikropartikel-Plattchen-Interaktionen unter Flussbedingungen

Frisch entnommenes, citriertes Vollblut wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min im
sogenannten Staupunktstrémungsverfahren auf eine Glasoberflache geleitet und die Adhésion der
Plattchen an die Glasoberflache dunkelfeldmikroskopisch beobachtet (Abbildungen, links).
Anschlieend wurde das Blutplasma durch Spilung mit PBS Puffer ausgewaschen, die zuvor mit
Alexa 488-Annexin V-markierten Mikropartikel unter Flussbedingungen (1 ml/min) in Kontakt mit den
adharenten Plattchen gebracht und fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht (Abbildungen, rechts).
Durch genaue Kennzeichnung der Anheftungsbereiche (bunte geometrische Formen) und
Uberlagerung der Bilder konnte eine Adhasion der Mikropartikel an aktivierte Plattchen sichtbar
gemacht werden. Auch konnten einzelne, noch bewegliche Mikropartikel fluoreszenzmikroskopisch
verfolgt und ihre Anheftung an Plattchen dokumentiert werden (Beispiel fur einen zuvor beweglichen,
dann adharierenden Mikropartikel: weil3er Stern); weiRer Pfeil: Erythrozyt; schwarzer Pfeil:
adharierendes Plattchen; grauer Pfeil: Mikropartikel
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3.9 Mechanismen der TF-Aktivierung

Nach den bisherigen Ergebnissen war davon auszugehen, dass sowohl der
Mikropartikel- als auch der Plattchen-assoziierte TF per se in einem funktionell
inaktiven Zustand vorliegen und es erst durch die Interaktion der beiden
Blutkomponenten zum intravasalen Gerinnungsstart kommt. Im Folgenden sollte
daher der Aktivierungsmechanismus des iTF naher untersucht werden.
Bekannterweise konnen Plattchen an Leukozyten (Monozyten, neutrophile
Granulozyten) adhérieren und diese zur Sekretion verschiedener Proteasen (u.a.
Elastase) stimulieren, welche ihrerseits den von Plattchen freigesetzten Inhibitor
TFPI spalten und somit zu einer vermehrten TF-Aktivitat der Plattchen-Leukozyten-
Suspension fuhren. Es galt daher zu prifen, ob Mikropartikel diese Proteasen auf
ihrer Oberflache aufweisen, dadurch Plattchen-assoziierten TFPI spalten und so die
prokoagulatorischen Aktivitat von Mikropartikel-Plattchen-Suspensionen steigern
konnen. Die Mikropartikel-Plattchen-Suspensionen wurden zunachst 5 min bei 37°C
mit 12 pg/ml Kollagen stimuliert und anschlieRend mit spezifischen Inhibitoren gegen
Serinproteasen  (a-Antitrypsin,  oz-Antichymotrypsin - und Chloromethylketone)
inkubiert. Es zeigte sich nach Zugabe der Proteaseinhibitoren ein deutlicher
Ruckgang der prokoagulatorischen Aktivitdit in den Mikropartikel-Plattchen-
Suspensionen. In Anwesenheit von og-Antitrypsin (20 pg/ml), einem Inhibitor der
neutrophilen Elastase, war die prokoagulatorische Aktivitdtt um mehr als 60%
gehemmt (Abb. 23). ay-Antichymotrypsin, ein Inhibitor der Serinprotease Cathepsin
G, fuhrte zu einer fast 70%-igen Hemmung, wéhrend die Zugabe von
Chloromethylketone, einem weiteren Inhibitor der Elastase, die prokoagulatorische
Aktivitat der Probe um tber 75% reduzierte (Abb. 23).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die durch Mikropartikel-assoziierte
Proteasen induzierte TFPI-Spaltung einen Teil der vermehrten TF Aktivitat nach

Inkubation von Mikropartikeln und Plattchen vermitteln konnte.
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Abb. 23: TF-Aktivitat von Mikropartikel-Plattchen-Suspensionen vor und nach Zugabe von
Proteaseinhibitoren

Suspensionen aus zirkulierenden Vollblut-Mikropartikeln (1 x 10%) und Plattchen (1,5 x 10”) wurden fur

5 min mit 12 pg/ml Kollagen stimuliert (MP/P) und anschlieRend mit a;-Antitrypsin (AT) (20 ug/ml), a;-

Antichymotrypsin (ACT) (20 pg/ml) oder Chloromethylketone (CMK) (0,5 mM) inkubiert. Durch Zugabe

der Proteaseinhibitoren kam es zu einem deutlichen Riickgang der Faktor Xa Bildung (hier in Prozent

angegeben); n=7, p*<0,05 gegentber MP/P

Danach untersuchten wir, welche Verdnderungen im TF-Molekiul selbst die
Regulierung der TF-Aktivitat vermitteln kénnten. Da vor allem der Mikropartikel-
assoziierte TF aktiviert wird, nahmen wir an, dass bestimmte von den Plattchen
sezernierte Substanzen, wie z.B. Thiolisomerasen an der Modifikation des TF-
Proteins und seiner Aktivierung beteiligt sein kdnnten. Insbesondere die Protein
Disulfid Isomerase (PDI), welche Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen, also die
Oxidation, Reduktion und Umlagerung von Disulfid-Briicken zahlreicher Proteine
katalysiert, kam hierbei als Kandidat in Frage. Um die Funktion der Thiolisomerasen
fur die Aktivierung des Mikropartikel-assoziierten TF zu studieren, wurden
unspezifische Thiolisomerasen-Inhibitoren (Bacitracin) sowie ein spezifischer anti-
PDI Ak eingesetzt. Die Plattchen wurden fir 10 min bei 37°C mit Kollagen (12 pg/ml)
aktiviert, 20 min mit den Inhibitoren Bacitracin (12 mM) und anti-PDI Ak (400 pg/ml)
bzw. dem Kontrollantikérper IgG inkubiert und danach die monozytaren Mikropartikel

fur 10 min bei 37 °C zugegeben.
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Erstaunlicherweise konnten wir nach Zugabe der Inhibitoren einen deutlichen
Ruckgang der TF-Aktivitat unserer Proben beobachten, wahrend der
Kontrollantikdrper 1gG zu keiner Hemmung der Faktor Xa Bildung fiihrte (Abb. 24).
Nach Zugabe von anti-PDI Ak kam es zu einer 56%-igen, nach Zugabe von
Bacitracin sogar zu einer 60%-igen Hemmung der prokoagulatorischen Aktivitat
(Abb. 24).

MP/P

a-PDlI

0 30 60 90 120 150
Faktor Xa Bildung (in % der Kontrolle)

Abb. 24: TF-Aktivitat von Mikropartikel-Plattchen-Suspensionen nach Zugabe von
Thiolisomerase-Inhibitoren

1,5 x 10 isolierte Plattchen wurden fir 10 min mit Kollagen (12 pg/ml) préaktiviert, die Inhibitoren

Bacitracin (12 mM) und anti-PDI Ak (a-PDI) (400 pg/ml) bzw. der Kontrollantikdrper IgG fir weitere 20

min zugegeben und die Proben anschlieRend 10 min mit 1 x 10® monozytaren Mikropartikeln inkubiert.

n=8, p*<0,05 gegeniiber MP/P

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass ein gewichtiger Teil der durch Mikropartikel-
Plattchen-Interaktionen  ausgelésten  Blutgerinnungsaktivierung  durch  einen
Disulfidaustausch im TF-Molekul auf der Mikropartikelmembran vermittelt wird und

dass hierfir die von Plattchen sezernierte Thiolisomerase PDI mit verantwortlich ist.
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3.10 Zellulare RNA: Kofaktor der FSAP-initiierten Blutgerinnung

FSAP konnte bereits vor einigen Jahren als weiterer, TF-unabhéngiger
Gerinnungsaktivator charakterisiert werden. Die Protease liegt im Plasma
hauptsachlich in inaktiver Form vor, kann aber nach Ergebnissen andere
Forschungsgruppen maoglicherweise durch bestimmte Kofaktoren aktiviert werden. In
dieser Arbeit sollte insbesondere zellulare RNA als potentieller Cofaktor von FSAP
naher untersucht werden. Isolierte FSAP (12 pg/ml) wurde in Anwesenheit von
zellularer CHO-RNA (50 pg/ml) zu einem Gerinnungsfaktorengemisch aus den
Faktoren IlI, VII, IX und X zugegeben. Um die RNA-Abhangigkeit der FSAP-Wirkung
aufzuzeigen, wurde die RNA in einem Ansatz durch Vorinkubation mit 100 pg/ml
RNaseA gespalten. Die Proben wurden fur 10 min bei 37°C inkubiert und das

Experiment durch Zugabe des chromogenen Substrates gestartet.

Interessanterweise flihrte FSAP einzeln eingesetzt nur zu einer limitierten Zunahme
der Bildung von aktiviertem Faktor X (Kontrolle: 2,41 mU/ml; + FSAP: 7,77 mU/ml)
(Abb. 25). Zellulare RNA einzeln eingesetzt zeigte keinen signifikanten
prokoagulatorischen Effekt (3,74 mU/ml) (Abb. 25). Wurde die RNA jedoch
gemeinsam mit FSAP und dem Faktorengemisch eingesetzt, kam es zu einem
deutlichen Anstieg der Faktor Xa Bildung (35,54 mU/ml) (Abb. 25). Spaltung der RNA
durch RNaseA blockierte den FSAP-vermittelten Aktivierungsprozesses durch
zellulare RNA vollstandig (6,48 mU/ml) (Abb. 25).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass RNA fur die funktionelle Aktivierung von
FSAP von Wichtigkeit ist.



- 65 -

45 -
=
~
o
e
~ 30 -
(@)
c
>
o
m
(0]
X 15 -+
°
X
@®©
LL

0 -

Kontrolle +RNA +FSAP  +FSAP +FSAP
+RNA +RNA
+RNaseA

Abb. 25: Faktor X Aktivierung durch FSAP und zellulare RNA

Zu CaCl, und den Faktoren Il, VII, IX und X (Kontrolle) wurden zellulare CHO-RNA (50 pg/ml), FSAP
(12 pg/ml) oder Suspensionen aus FSAP und zellularer CHO-RNA (+FSAP, +RNA) gegeben und die
Proben 10 min bei 37°C inkubiert. Um die RNA-Abhangigkeit des Aktivierungsprozesses aufzuzeigen
wurde die RNA durch Vorinkubation mit 100 pg/ml RNaseA gespalten (+FSAP, + RNA, +RNaseA).
n=7; p*<0,05 a) gegeniber RNA bzw. FSAP; b) gegeniiber FSAP+RNA

Zusatzlich zeigte zellulare RNA in Vorversuchen im Blutplasma auch eine FSAP-
unabhangige Gerinnungsaktivierung, die moglicherweise durch Einflussnahme auf
das Kontaktsystem bedingt war, welche daher ebenfalls untersucht wurde. In
Thrombelastographieversuchen wurden verschiedene Nukleinsduren (jeweils 50
pg/ml) zu 300 pl citriertem, frisch entnommenen VB gegeben und die Messung nach
der Recalzifizierung gestartet. Sowohl nach Zugabe von RNA, als auch nach Zugabe
von DNA zu VB kam es zu einer deutlichen Verkiirzung der Gerinnungszeit und zu
einer Beschleunigung der Thrombuswachtumsrate (Abb. 26). Vor allem die
Beschleunigung der Thrombuswachstumsrate war nach Zugabe von zellularer RNA
starker ausgepragt als nach dem Einsatz von zellularer DNA (Abb. 26). Um zu
zeigen, dass dieser Aktivierungsprozess spezifisch durch die jeweils eingesetzte
RNA bzw. DNA ausgelost wurde, behandelten wir die Nukleinsauren vor dem
Versuch mit RNaseA (100 pg/ml) bzw DNase (100 pg/ml) vor. Dieses fiuihrte zu einer

deutlichen Hemmung der Gerinnungsaktivierung (Abb. 26).
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Abb. 26: CT und CFT nach Zugabe von zellularer RNA und DNA zu VB

Citriertes VB wurde mit zellularer CHO-RNA (50 pg/ml), CHO-DNA (50 pg/ml) oder Puffer (Kontrolle)
versetzt und recalzifiziert. Durch Vorinkubation der Nukleinsduren mit RNaseA bzw. DNase wurde die
Spezifitdt des Aktivierungsprozesses aufgezeigt. (Reprasentative Einzelexperimente von insgesamt 10
Experimenten)

Anschliel3end wurde der Einfluss zellularer RNA auf das Kontaktaktivierungssystem
naher untersucht und die moégliche Aktivierung einzelner Faktoren des Systems
analysiert. Es wurden neben zellularer RNA der Aktivator Kaolin und verschiedene
Inhibitoren  (Prekallikrein-Inhibitor und Prekallikrein/ Faktor Xl-Inhibitor) des
Kontaktsystems eingesetzt. Citriertes VB wurde mit RNA (50 pg/ml) und entweder
Kaolin (1 pg/ml), Prekallikrein-Inhibitor (10 pmol/l) oder kombiniertem Prekallikrein/
Faktor Xl-Inhibitor versetzt und recalcifiziert. Auch in diesem Gerinnungsassay
fanden wir eine Blutgerinnungsaktivierung durch zellulare RNA. Die ermittelte
Gerinnungszeit (CT) verklrzte sich nach Zugabe der RNA zu VB von 1417 + 111 s
auf im Mittel 1050 + 210 s (Abb. 27). Dieser Effekt wurde noch verstarkt durch
Zugabe des Kontaktsystemaktivators Kaolin (Mittelwert: 862 + 158 s) (Abb. 27). Die

Inhibitoren des Kontaktaktivierungssystems Prekallikrein- bzw. Prekallikrein/ Faktor
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Xl-Inhibitor ~ fuhrten  hingegen zu einer vollstdndigen Inhibition  der
Gerinnungsaktivierung durch zellulare RNA (Abb. 27).
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Abb. 27: Vollblutgerinnungszeiten nach RNA-Aktivierung und Zugabe von Aktivatoren und
Inhibitoren der Kontaktaktivierung

Zugabe von RNA (+RNA) zu VB (Kontrolle) flhrte zu einer deutlichen Verkurzung der Gerinnungszeit,

welche durch den Kontaktaktivator Kaolin (+RNA, +Kaolin) noch verstarkt wurde, wahrend die Zugabe

der Kontaktsystem-Inhibitoren Prekallikrein-Inhibitor (+RNA, +Prek.-l) und Prekallikrein/ Faktor XI-

Inhibitor (+RNA, +Prek./FXI-I) die Gerinnungsaktivierung hemmte.

n=8; p*<0,05 a) gegenlber der Kontrolle; b) gegentber +RNA +Kaolin

Zusammenfassend sprechen diese Befunde daflr, dass zellulare RNA die
Blutgerinnung Uber verschiedene Mechanismen stimulieren kann: Einerseits als
Kofaktor von FSAP und andererseits durch Aktivierung von Prekallikrein und damit

des Kontaktsystems.
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4. Diskussion

4.1 Intramuraler und intravasaler TF (iTF)

Jahrzehntelang wurde davon ausgegangen, dass TF, der wichtigste
Gerinnungsinitiator des  menschlichen  Organismus, im  Blutgefal3system
ausschlief3lich intramural exprimiert wird und der Gerinnungsstart Uber die Bindung
des blutassoziierten Faktor Vlla an den GefalBwand-TF (intramuralen TF) erfolgt.
(Banner et al., 1996; Fuster et al., 1996). Interessanterweise konnte gezeigt werden,
dass dieser intramurale TF von verschiedenen Gefalwandzellen in unterschiedlich
hoher Konzentration exprimiert wird. Adventitielle Fibrobasten weisen den hdchsten
TF-Gehalt auf (Wilcox et al., 1989). Die Gefalimuskelzellen der Media exprimieren
kleinere Mengen an TF, welche Sie jedoch in pathologischen Zustanden wie bei der
Ausbildung arteriosklerotischer Plaques deutlich steigern konnen. Ob die
Endothelzellen der Interna auf ihrer Oberflache TF préasentieren ist umstritten. Einige
Gruppen konnten in vitro deutlich erhdhte TF-Aktivitat nach der Stimulierung von
Endothelzellen nachweisen (Camerer et al, 1996), wahrend andere
Forschungsgruppen keine TF-Prasentation aufzeigen konnten (Solberg et al., 1990).
Die intramurale TF-Konzentration der Gefallwand ist von auflen nach innen
abnehmend, so dass die Gerinnungsfaktoren des Blutes in einem intakten GefaR
nicht mit gréReren Mengen des intramuralen TF in Berihrung kommen, nach Ruptur
oder Verletzung der Gefal3wand jedoch eine rasche Gerinnungsinitiierung moglich ist
(Drake et al., 1989).

Neuere Ergebnisse zeigen, dass auch im Blut funktionell aktiver TF vorhanden ist
und eine intravasale Gerinnungsaktivierung prinzipiell méglich macht (Giesen et al.,
1999; Mackman et al., 2004; Muller et al., 2003). Dieser intravasale TF (iTF) wird auf
der Oberflache verschiedener aktivierter Blutzellen wie Monozyten und neutrophilen
Granulozyten, vor allem jedoch auf zirkulierenden Mikropartikeln exprimiert
(Nieuwland et al., 1997). Aufgrund der Ergebnisse verschiedener Studien geht man
heute davon aus, dal3 aktivierte Blutplattchen ebenfalls funktionell aktiven TF
exprimieren konnen (Camera et al., 2003; Muller et al. 2003). Einige Gruppen
konnten jedoch bisher keinen aktivierten TF auf Blutplattchen nachweisen (Butenas

et al., 2005). Wir vermuten, dal} die eingesetzten Stimuli und die in vitro
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Bedingungen ohne Einbeziehung wichtiger Aktivierungskomponenten wie z.B. von
mechanischem Stress unter Flussbedingungen zu diesen Ergebnissen gefiihrt haben
kobnnten (Rauch et al., 2000). Insbesondere in Studienmodellen, die in vivo
Bedingungen im realen Blutgefal3system nahe kommen, konnte die Rolle des
aktivierten ITF Uberzeugend nachgewiesen werden (Falati et al. 2003; Furie et al.,
2004). Wahrend der letzten Jahre wurden viele Studien beziglich des
Vorkommmens, der Konzentration und der Aktivitdt des IiTF veréffentlicht.
Insbesondere die Aktivitdt des intravasalen TF wurde kontrovers diskutiert. Einige
Gruppen konnten grofRe Mengen an aktivem iTF nachweisen (Balasubramanian et
al., 2002; Giesen et al.,, 1999), wahrend andere Gruppen keine TF-Aktivitdt im
Vollblut gesunder Menschen finden konnten (Berckmans et al., 2001; Butenas et al.,
2004). Die Konzentration an funktionell aktivem TF im Blut ohne vorheriges Trauma
wird ebenfalls unterschiedlich angegeben und schwankt zwischen weniger als 20 fM
(Butenas et al., 2005) und 37 pM (So et al., 2003). Wir gehen davon aus, dass ein
Grofdteil des iTF unter physiologischen Bedingungen nachweislich in der inaktiven
sogenannten encrypted Form vorliegt, was vermutlich fur die Aufrechterhaltung der
normalen Hamostase unerlasslich ist. Bei bestimmten pathologischen Vorgangen,
wie z.B im Rahmen der Thrombogenese, kann der iTF jedoch offensichtlich aktiviert
werden, was eine Hyperkoagulabilitit und damit schwerwiegende Folgen wie
Myokardinfarkt, Apoplex und Lungenembolie induzieren kdnnte (Chironi et al., 2005).
Insbesondere der mechanische Stress in durch Atherosklerose stenosierten Arterien
scheint ein wichtiger Aktivator des iTF zu sein (Bogdanov et al., 2003). Wird die
GefalRwand im Rahmen einer atherosklerotischen Plaqueruptur geschadigt, kommt
es zur Bildung eines Plattchenthrombus aus primar adhérierenden Plattchen (Abb.
28) und zur Gerinnungsaktivierung durch Ausbildung des TF/Vila-Komplexes aus
intramuralem TF und Faktor VIl des Blutes. Sind die TF-prasentierenden Plaque-
Mikropartikel jedoch mit einer Schicht aus aktivierten, primar adharierten Plattchen
und Fibrin bedeckt (Abb. 28), kbnnen die Gerinnungsfaktoren wie z.B Faktor VII oder
X im Blut nicht mehr durch diesen TF aktiviert werden (Engelmann et al., 2003;
Hathcock et al., 2004). In dieser Situation wird moglicherweise der von zirkulierenden
Blut-Mikropartikeln prasentierte iTF fur das Wachstum und die Stabilisierung des
Thrombus bendtigt (Abb. 28). Vermutlich kommt es durch eine Interaktion der
rekrutierten zirkulierenden Blut-Mikropartikel und der praaktivierten Plattchen zu

einer Aktivierung und Konzentrierung des Mikropartikel-assoziierten iTF.
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. Blut-Mikropartikel [ ] Endothelzelle
(Interna)
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. . (Media)
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Abb. 28: Modell der Thrombusbildung nach Ruptur eines vulnerablen Plague

Schematische Darstellung einer gro3en Arterie: Im linken Teil der Abbildung wird der Aufbau einer
gesunden GefalBwand bestehend aus Adventitia, Media und Interna dargestellt. In der intakten
GefalBwand nimmt die intramurale TF-Konzentration von aul3en nach innen ab. Im rechten Teil der
Abbildung zeigt sich eine atherosklerotisch verdnderte Gefallwand mit Ausbildung eines
atherosklerotischen Plaque. Nach Ruptur adhéarieren Plattchen (violett) rasch an den TF-reichen
Lipidkern (gelb), der unter anderem aus Plaque-Mikropartikeln besteht (gelbe Kreise). Nachdem sich
eine Barriere aus vernetzten Plattchen (violett) gebildet hat, kann der Plaque-TF nicht mehr mit Blut in
Berihrung kommen und daher moglicherweise auch nicht mehr die Fibrinbildung initiieren. Nun
konnten TF-positive, zur GeféaRverletzung rekrutierte und mit sekundér adhérierenden Plattchen (rote
Ovale) interagierende Mikropartikel (schwarze Kreise) den iTF aktivieren, was zur intravasalen
Gerinnungsaktivierung und Thrombusstabilisierung beitragen kénnte (Engelmann et al., 2003).
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4.2 Intravasale Mikropartikel

Zirkulierende  Mikropartikel — exprimieren TF, weisen negativ geladene,
prokoagulatorische Phospholipide auf und sind daher potentielle Ausléser
intravasaler Thromben (Diamant et al. 2004). Seit ihrer Entdeckung durch Wolf im
Jahre 1967 konnten viele wichtige Aspekte der Struktur und Funktion dieser durch
Aktivierung, Apoptose oder mechanischen Stress entstehenden 0,1-1 um grol3en
Zellmembranfragmente erforscht werden. Mikropartikel bestehen aus einem
intravesikularen Teil und einem umgebenden Lipid-Bilayer, in den je nach
Mikropartikel-Spezies verschiedene Adh&sionsmolekile (z.B. P-Selektin, PSGL-1),
Entzindungsmediatoren und andere Proteine wie TF eingelagert sind (Diamant et
al., 2004, Morel et al., 2006) (Abb. 29).

—> Prokoaqulatorisch:
TF, Phosphatidylserin
—)  Antikoagulatorisch:
TFPI, Protein C/ Protein S,
Thrombomodulin

Aktivierung,
Apoptose —p Adhdsionsmolekile:
oder P-Selektin, PSGL-1
mechanischer
Stress

— zellspezifische Marker:
CD41a, CD42b, CD14, CD15

v

° @ prasentieren:
@ “‘ . » |—— Entziindungsmediatoren:

Interleukin 1
Mikropartikel

—) Aktivierungsmediatoren:
Interleukin 1

Abb. 29: Schematische Darstellung der Mikropartikelbildung und Auflistung der prasentierten
Oberflachenmolekile

Mikropartikel werden durch Zellaktivierung, hohe Scherraten oder Apoptose gebildet und kdnnen

durch Prasentation von pro- oder antikoagulatorischen Proteinen, Adh&sionsmolekilen und

Entziindungsmediatoren ihrer Herkunftszellen aktiv in verschiedene (patho)physiologische Prozesse

des Korpers eingreifen.



-72 -

Mdglicherweise sind Mikropartikel in viele (patho)physiologische Vorgadnge des
Korpers involviert und ihre Funktionen vielfaltig. Sie konnten einerseits wichtige
Funktionen bei physiologischen Prozessen im Bereich der Hamostase tbernehmen
(Diamant et al. 2004) und andererseits in pathologische Vorgange wie die
Entwicklung von Myokardinfarkt, Apoplex und Entzindungen im Korper des
Menschen involviert sein (Barry et al., 1999; Diamant et al., 2004). Viele Aspekte der
Mikropartikelbildung, -verwertung, -funktion und vor allem der Interaktion mit Zellen
sind jedoch bis heute unklar und bedirfen der naheren Erforschung. lhre
pathophysiologische Bedeutung ist umstritten und auch die Anzahl zirkulierender
Mikropartikeln im gesunden Menschen konnte zu gering sein um eine
prothrombotische Wirkung zu erlangen. Im Blut von Patienten mit Erkrankungen die
mit einer erhéhten Thromboseneigung einhergehen wie Sepsis, Diabetes mellitus
und praterminalem  Nierenversagen konnten jedoch deutlich  erhdhte
Mikropartikelgesamtkonzentrationen  nachgewiesen werden und auch der
prozentuale Anteil verschiedener zellspezifischer Mikropartikel an der
Gesamtpopulation war zum Teil deutlich erhéht (Martinez et al., 2005; Sabatier et al.,
2005; Omoto et al., 2002). Es konnte daher mdglich sein Mikropartikel als relevante
Biomarker des vaskularen Zustandes der Patienten und als Indikatoren des
individuellen thrombotischen Risikos zu nutzen (Mallat et al., 2004; Morel et al.,
2006). Auch in Stasesituationen, wie bei der Ausbildung eines Plattchenthrombus
nach Gefaldverletzung oder Plaqueruptur (vgl. Abb. 28), kdnnten Mikropartikel durch
die lokale Konzentrierung und mdgliche gegenseitigen Aktivierungsmechanismen mit
Plattchen eine pathologische Bedeutung erlangen (Morel et al., 2006). Die weitere
Forschungsarbeit auf diesem Gebiet konnte nicht nur fir die Aufklarung der
Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen, sondern auch fur die Pravention und
Behandlung dieser Erkrankungen von Bedeutung sein (Diamant et al. 2004; Rauch
et al., 2000).
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4.3  Mikropartikel-Plattchen-Interaktionen

Nach den Ergebnissen neuerer Untersuchungen geht man davon aus, dass sowohl
Plattchen als auch Mikropartikel TF, den wichtigsten Blutgerinnungsinitiator
exprimieren konnen (Muller et al. 2003). Gegenseitige Aktivierungsprozesse
zwischen aktivierten Blutplattchen und Mikropartikeln konnten demnach zur TF-
Aktivierung im Blutgefald fuhren. Intravitalmikroskopisch wurde beobachtet, dass
Mikropartikel innerhalb von Sekunden an einen gebildeten Plattchenthrombus
adharieren und es wenige Zeit spater zur ausgepragten Fibrinbildung kommt (Furie
et al., 2004) (vgl. Abb. 28). Einige Gruppen konnten in vitro jedoch keine TF-Aktivitat
auf der Oberflache isolierter Mikropartikel gesunder Probanden nachweisen
(Berckmans et al., 2001; Butenas et al., 2005). Diese Beobachtungen konnten durch
die Verschlisselung des iTF (encryption) und die unter in vitro Bedingungen fehlende
Aktivierung durch Interaktionen mit Blutzellen oder mechanischen Stress im
Gefallsystem bedingt sein (Osterud et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit
beobachteten wir, dass sowohl mit Kollagen voraktivierte Plattchen als auch im
Plasma befindliche und isolierte Mikropartikel eine nur sehr geringe TF-Aktivitat
aufwiesen, der prasentierte TF somit im encrypted state vorlag (Abb. 14). Das
prokoagulatorische Potential der Suspensionen steigerte sich jedoch nach
Koinkubation der Blutbestandteile um ein Vielfaches und wurde durch Zugabe eines
anti-TF Ak gehemmt (Abb. 14). Die Interaktion von Blutplattchen und Mikropartikeln
fuhrte somit zu einer deutlichen Aktivierung des iTF. Unter Flussbedingungen
konnten wir eine Anheftung von Mikropartikeln an aktivierte Plattchen aufzeigen und
somit die Relevanz der beobachteten Interaktionen unter Flussbedingungen
unterstreichen (Abb. 22). Wir setzten in unseren Versuchen im Verhéaltnis zur
Plattchenanzahl (1,5 x 10°) bewusst groRe Mengen an Mikropartikeln (1 x 10°%) ein.
Dadurch fokussierten wir einerseits auf den Mikropartikel-assoziierten TF und
simulierten andererseits ahnliche Bedingungen wie bei der Thrombusbildung.
Voruntersuchungen konnten demnach zeigen, dass Mikropartikel massiv in den
wachsenden Plattchenthrombus inkorporiert werden, mit den Plattchen interagieren
und TF an der Stelle der GefaRRverletzung konzentrieren (Furie et al., 2004). Ebenso
kommt es gerade wahrend der Ischamie und in Stasesituationen zu einer
Ansammlung und vermehrten Anheftung von TF-positiven Mikropartikeln (Morel et al.
2006).
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Zur genaueren Analyse der Interaktionen von Mikropartikeln und Plattchen setzten
wir in weiterfihrenden Versuchen isolierte, zellspezifische, von Plattchen,
neutrophilen Granulozyten oder Monozyten produzierte Mikropartikel ein (Abb. 16).
Interessanterweise interagierten weder Plattchen- noch granulozytare Mikropartikel
einzeln eingesetzt mit den aktivierten Plattchen. Monozytare Mikropartikel fuhrten
hingegen nach Koinkubation mit den Plattchen zu einem deutlichen Anstieg der
Faktor Xa Bildung (Abb. 16). Einige Gruppen gehen davon aus, dass Mikropartikel
nicht nur mit Zellen wie z.B. Plattchen interagieren sondern auch fusionieren und so

Proteine und Lipide transferieren (DelConde et al., 2005).

4.4  Proteaseinhibitoren und TFPI

Um den TF initilerten Gerinnungsablauf raumlich und zeitlich einzugrenzen und somit
eine Uberschiel3ende Gerinnungsaktivierung zu verhindern ist vor allem der TFPI von
entscheidender Bedeutung. Plattchen sezernieren nach Aktivierung betrachtliche
Mengen an TFPI. Dieser inhibiert den ternaren Komplex aus TF/VIla/Xa und fuhrt so
zu einer spezifischen Hemmung der initialen Aktivierung der Blutgerinnung.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die P-Selektin/ PSGL-1-abhangige
Interaktion von Plattchen und Leukozyten zu einem Anstieg der TF-Aktivitat der
Suspensionen fuhrt (Mdller et al.,, 2003). Hohe Konzentrationen an Plattchen-
Leukozyten-Aggregaten sind im Ubrigen mit einem erhohten Thromboserisiko
verbunden (Michelson et al., 2001). Daher kdonnten Plattchen-Leukozyten-Aggregate
TF-abhangig die Fibrinbildung aktivieren. Auf welche Weise dies geschieht ist
weitgehend unklar. Ein moglicher Erklarungsansatz fir diese Beobachtungen sind
die von Leukozyten nach Interaktion mit den Plattchen sezernierten Serinproteasen.
Diese konnten mdglicherweise zu einer Inhibierung von TFPI beitragen und somit die
prokoagulatorische Wirkung von TF steigern (Engelmann et al, 2003; Miiller at al.,
2003).

Verschiedene in vivo Studien zeigen, dass Leukozyten verzdgert in einen
wachsenden arteriellen Thrombus inkorporiert werden. In den ersten 3 min nach
GefaRwandschadigung kommt es bereits zur Akkumulation von TF und Fibrin, jedoch
wird noch keine Leukozyteninkorporierung beobachtet. Zu diesem frihen Zeitpunkt

wird aber bereits eine massive Adhasion von Mikropartikeln beobachtet (s. Abb. 5)
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(Furie et al., 2004). Wir nahmen daher an, dass die Interaktion von leukozytéren
Mikropartikeln und aktivierten Plattchen mdglicherweise ebenfalls eine proteolytische
Inaktivierung von Plattchen-TFPI durch Mikropartikel-assoziierte Serinproteasen
induziert. Um die Rolle der Serinproteasen fur die Faktor Xa Bildung naher zu
untersuchen, wurden den Mikropartikel-Plattchen-Suspensionen die
Proteaseinhibitoren aj-Antitrypsin, aj;-Antichymotrypsin  und Chloromethylketone
zugegeben. Die Ergebnisse zeigten einen deutlichen Riuckgang des
prokoagulatorischen  Potentials der  Suspensionen nach  Zugabe der
Proteaseinhibitoren (Abb. 23). Wir gehen daher davon aus, dass ein Teil des
prokoagulatorischen Potentials der Mikropartikel-Plattchen-Suspensionen durch die
Spaltung von Plattchen-TFPI zu erklaren ist. Es ist davon auszugehen, dass
Zelladhasionsmolokiille wie P-Selektin und PSGL-1 nicht nur bei der Interaktion von
neutrophilen Granulozyten und Plattchen, sondern auch bei der Adh&sion von
zirkulierenden Mikropartikeln an aktivierte Plattchen und eventuell sogar fir die
Bildung von Mikropartikeln von Bedeutung sind. In PSGL-1- und P-Selektin-
defizienten Mausen adhérierten Mikropartikel nicht an den Plattchen-Thrombus und
es wurde keine gréReren Mengen an Fibrin gebildet (s. Abb. 5) (Furie et al., 2004).
Die P-Selektin/PSGL-1-abhangige Anheftung von Mikropartikeln an Plattchen scheint
somit fur die Interaktion und nachfolgende Fibrinbildung unerlasslich zu sein.
Interessanterweise konnten erhthte P-Selektin Level bereits bei verschiedenen
thrombotischen Prozessen nachgewiesen werden. Sie kénnten sich in Zukunft als
wichtige Marker fur kardiovaskulare Komplikationen erweisen (Cambien et al 2004).
Auch wurden Antikorper gegen P-Selektin und PSGL-1 in experimentellen Modellen
bereits erfolgreich zur Behandlung arterieller und vendser Thrombosen eingesetzt
(Esmon, 2001; McEver, 2002; Wagner et al., 2003). Auf der anderen Seite kdnnte
der Einsatz von P-Selektin Immunglobulinen, welche die Anzahl zirkulierender
Mikropartikel deutlich erhohen, entweder allein oder in Kombination mit
rekombinantem Faktor Vila eine vielversprechende neue Therapieoption fur

Patienten mit Hamophilie sein (Hrachovinova et al., 2003; Polgar et al., 2005).
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4.5 Monozytare Mikropartikel

Stimulierte Monozyten kénnen bekannterweise TF-reiche Mikropartikel freisetzen.
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten monozytaren Mikropartikel wiesen eine
limitierte TF-Aktivitat auf (Abb. 20 links). Dies ist offensichtlich dadurch bedingt, dass
ein Grolteil des Mikropartikel-TF im encrypted state vorliegt. Wir konnten zeigen,
dass die TF-reichen monozytaren Mikropartikel mit aktivierten Plattchen interagieren
und diese Interaktion die TF-Aktivitdt der Suspensionen deutlich steigert (Abb. 20).
Um herauszufinden, ob der Plattchen- oder der Mikropartikel-assoziierte TF hierbei
aktiviert wurde, inhibierten wir gezielt nur den Plattchen- oder den Mikropartikel-
assoziierten TF. Durch gezielte Inhibition des mikropartikel-assoziierten TF lie’ sich
eine komplette Hemmung des Effektes beobachten (Abb. 20 rechts). Demnach wird
der primar inaktiv vorliegende Mikropartikel-assoziierte TF durch die Interaktion mit
Blutplatichen aktiviert und zur Gerinnungsinitierung befahigt. Monozytare
Mikropartikel machen nur einen limitierten Anteil an der Gesamtmenge der
Mikropartikel (ca. 10%) aus. Jedoch kommt es insbesondere in pathologischen
Situationen zu einer deutlichen Steigerung der Plasmakonzentration an monozytéren
Mikropartikeln, wodurch die TF-Aktivierung durch Plattchen eine erhebliche
Bedeutung erlangen kénnte. So kdnnte die Interaktion an der Thrombus-Bildung
nach Plaqueruptur beteiligt sein. Innerhalb der atherosklerotischen Plaques ist TF
hauptsachlich mit Mikropartikeln assoziiert, die aus apoptotischen Makrophagen/
Monozyten stammen (Toschi et al., 1997; Mallat et al, 1999; Rauch et al., 2000).
Durch die Plaqueruptur kommen diese Mikropartikel des Lipidkerns mit Blut in
Berthrung, Plattchen adhérieren und kénnen somit den Mikropartikel-assoziierten TF
aktivieren. AnschlieBend konnte damit die Blutgerinnungskaskade initiiert werden
und ein intravasaler Thrombus durch Bildung von Fibrin stabilisiert werden. Um die
Beteiligung der Plattchen an der Plague-induzierten Thrombusbildung zu
untersuchen, testeten wir die  gerinnungsaktivierende  Wirkung  der
mikropartikelreichen Lipidkerne atherosklerotischer Plaques mit Hilfe der
Thrombelastographie im VB. Wir konnten zeigen, dass jeder der eingesetzten
Plaques sowohl im VB (Abb. 17), als auch im PRP (Abb. 18) zu einer rasch
einsetzenden Fibrinbildung und Entstehung eines stabilen Gerinnsels fihrte (Abb.
19). Im PAP kam es hingegen zu keiner messbaren Gerinnungsaktivierung durch die

Lipidkerne (Abb. 19). Somit sind die Plattchen offensichtlich von essentieller
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Bedeutung fur eine rasche Gerinnungsaktivierung durch die lipidreiche Kernregion
von atherosklerotischen Plaques, welche durch die Interaktion von Plaque-
assoziierten Mikropartikeln der Makrophagen/ Monozyten mit den Blutplattchen
zustande kommen konnte. Haufig okkludiert der initial nach Plaqueruptur gebildete
Thrombus das Gefal3 zunachst nicht vollstandig, wachst aber langsam weiter und
verschlie3t das Gefal3 dann nach einiger Zeit komplett. Mdglicherweise tragen
zusatzlich zu den Plaque-assoziierten Mikropartikeln auch die zirkulierenden
Mikropartikel zur Thrombusbildung bei. Dies kdnnte insbesondere bei vendsen
Thrombosen von Bedeutung sein, bei denen keine Endothelruptur beobachtet wird.
In Tiermodellen konnte in der Tat bereits eine TF-Beteiligung an der Entstehung
vendser Thrombosen beobachtet werden (Lawson et al., 1997). Auch in anderen
pathologischen Zustanden, in denen die Anzahl an monozytaren Mikropartikeln im
Blut der Patienten erhoht ist, so z.B. im Rahmen der disseminierten intravasalen
Gerinnung bei Meningokokken-Sepsis, konnte auf monozytaren Mikropartikeln

exprimierter TF pathogenetisch von erheblicher Bedeutung sein.

4.6 Mechanismen der TF-Aktivierung

Vorarbeiten zeigen, dass nicht nur der Mikropartikel-assoziierte TF, sondern ein
Groldteil des gesamten iTF in einer inaktiven Form, dem sogenannten encrypted
state vorliegt. Bislang ist unbekannt Gber welche Mechanismen dieser encrypted TF
aktiviert wird und damit den Blutgerinnungsstart steuert (Engelmann et al., 2003).
Verschiedene Gruppen entwickelten in den letzten Jahren unterschiedliche
theoretische Modelle zur TF-Aktivierung (Bach et al., 2003; Key et al., 2001; Osterud
2001). Wir vermuteten, dass insbesondere der Status der membrannahen
Disulfidbricke in der extrazellularen Doméne des TF-Molekils mit dem
Aktivierungszustand verknupft sein kdonnte. Nach dieser Hypothese konnten von
Plattchen-sezernierte Thiolisomerasen, wie z.B. PDI, durch die Bildung einer
Disulfidbriicke zur Aktivierung des mikropartikel-assoziierten TF beitragen (Ahamed
et al, 2006; Reinhardt et al, 2008). PDI katalysiert Thiol-Disulfid-
Austauschreaktionen, also die Oxidation, Reduktion und Isomerisierung von
Cysteinen zahlreicher Proteine (Elgaard et al., 2005 ; Essex et al., 2001 ; Peltoniemi
et al.,, 2006 ; Wilkinson et al., 2004). Erstaunlicherweise erreichten wir durch

Vorinkubation der aktivierten Plattchen mit einem anti-PDI Ak eine deutliche
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Hemmung der prokoagulatorischen  Aktivitat der  Mikropartikel-Plattchen-
Suspensionen (Abb. 24). Wir nehmen daher an, dass ein entscheidender Teil der
durch Mikropartikel-Plattchen-Interaktion ausgelosten Gerinnungsaktivierung durch
einen Disulfidaustausch innerhalb des TF-Molekils zustande kommt und diese
Veranderungen durch die von Plattchen sezernierte Thiolisomerase PDI vermittelt
wird. Diese Ergebnisse  konnten nicht nur zum  Verstandnis des
Aktivierungsmechanismus des iTF beitragen, sondern auch therapeutische und
praventive Konsequenzen haben. So kénnten beispielsweise Enzyme, die in der
Lage sind Disulfid-Austausche zu regulieren, in der Therapie thrombotischer

Erkrankungen eingesetzt werden.

4.7 FSAP und RNA: TF-unabhangige Gerinnungsinitiatoren

Die vor einigen Jahren neu entdeckte Serinprotease FSAP ist in vitro der effektivste
TF-unabhangige Aktivator von Faktor VII. Zusatzlich ist FSAP in der Lage, die
Vorlaufer der Plasminogen-Aktivatoren Urokinase und tissue type Plasminogen-
Aktivator durch Spaltung in die aktive Form zu Uberfiihren (Etscheid et al., 2000;
Hoppe et al., 2005; Romisch et al., 1999). Somit scheint FSAP gleichzeitig pro- und
antikoagulatorisch zu wirken. Durch Spaltung der FSAP-Peptidkette wird die inaktive
FSAP (Einketten-FSAP) in die aktive Form uberfihrt (Kannemeier et al., 2001).
Neuere Untersuchungen zeigen, dass FSAP in ihrer inaktiven Einzelstrangform im
menschlichen Blutplasma zirkuliert und moglicherweise verschiedene Kofaktoren zur
Aktivierung bendétigt (Altincicek et al., 2006). Verschiedene polyanionische
Glukosaminoglykane, wie z.B. Heparin oder Dextransulfat sind in der Lage, im
Zusammenspiel mit Calciumionen, die inaktive Proenzymform von FSAP in die aktive
Serinprotease zu Uberfuhren (Kannemeier et al., 2001). Da sich viele Initilerungs-
und Aktivierungsprozesse im Bereich der Hamostase auf der Zellmembran
abspielen, wurde der Einfluss verschiedener zellularer Komponenten auf die FSAP-
Aktivierung und Funktion von unseren Kooperationspartnern, der Arbeitsgruppe von
Prof. Preissner an der Universitdt Giessen ndher analysiert. Interessanterweise
fuhrte nur eine RNase-Behandlung des konditionierten Mediums verschiedener
Zellen zu einem Verlust der FSAP-Aktivitat. Wir nahmen an, dass insbesondere
zellulare RNA FSAP autoaktivieren konnte und analysierten daher die Rolle von

verschiedenen zellularen RNA-Spezies als Kofaktoren von FSAP. FSAP und
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zellulare RNA einzeln eingesetzt stimulierten die Bildung von aktiviertem Faktor X
nur geringfigig (Abb. 25). Wurde die RNA jedoch gemeinsam mit FSAP und einem
Faktorengemisch (bestehend aus den Faktoren Il, VII, IX und X) eingesetzt, so kam
es zu einem deutlichen Anstieg der prokoagulatorischen Aktivitat (Abb. 25). Um
nachzuweisen, dass RNA entscheidend fur die Autoaktivierung von FSAP ist, wurde
diese vor dem Versuchseinsatz mit RNaseA gespalten, was den FSAP
Aktivierungsprozess vollstandig hemmte (Abb. 25). Somit konnten wir zeigen, dass
nicht nur extrazellulare Substanzen wie Heparin und Hyaluronsaure, sondern auch
intrazellulare Substanzen wie RNA FSAP aktivieren kdonnen. Bei Verletzung der
GefaBwand wird RNA (z.B. mRNA) aus geschadigten Zellen freigesetzt. Somit kann
extrazellulare RNA moglicherweise auch in vivo FSAP aktivieren. Da sich die
Autoaktivierung der FSAP nach RNase Verdau der eingesetzten RNA wieder
normalisierte, kann davon ausgegangen werden, dass die FSAP eine komplexe,
hochmolekulare Struktur bendtigt, um die Autoaktivierung zu beschleunigen und die
negative Ladungen der RNA-Spaltprodukten allein fir die Aktivierung nicht

ausreichen.

Neben FSAP kann auch Faktor XII durch RNA aktiviert werden. Das Kontaktsystem
der Blutgerinnung wird in vitro vor allem durch artifizielle, polyanionische Oberflachen
wie Kaolin oder Glas aktiviert. Der entscheidende Kofaktor flir die Aktivierung des
Kontaktsystems unter in vivo Bedingungen konnte bisher nicht nachgewiesen
werden. Wir konnten zeigen, dass es sowohl nach Zugabe von RNA als auch nach
DNA Zugabe zu Vollblut zu einer deutlichen Verkirzung der Gerinnungszeit und zu
einer Beschleunigung der Thrombuswachtumsrate kommt (Abb. 26). Diese
Wirkungen sind spezifisch auf die Aktivierung durch die jeweilige Nukleinsaure
zuruckzufiihren, da eine Vorbehandlung der eingesetzten Nukleinsduren mit RNase
bzw. DNase die Gerinnungsaktivierung hemmte. Vor allem die Beschleunigung der
Thrombuswachstumsrate war jedoch nach Zugabe von zellularer RNA stéarker
ausgepragt als nach dem Einsatz von zellularer DNA (Abb. 26). Auch in vivo wurde
bereits eine wichtige prokoagulatorische Rolle von Zell-freier, polyanionischer RNA
im Verhaltnis zu DNA nachgewiesen (Kannemeier et al., 2007). Dieses ist
wahrscheinlich dadurch zu erklaren, dass die zellulare RNA nach Zellverletzung
sofort mit Blut in Kontakt kommt, wahrend die DNA mdglicherweise noch in

Komplexen mit Histonen eingebunden ist und daher nicht prokoagulatorisch wirksam
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sein kann (Kannemeier et al.,, 2007). In weiterfihrenden Untersuchungen
beobachteten wir nach Zugabe eines Prekallikrein-Inhibitors eine deutliche
Hemmung der RNA-induzierten Aktivierung der Fibrinbildung, was auf eine mégliche
Aktivierung von Prekallikrein durch RNA hindeutet (Abb. 27). Die gezielte Aktivierung
von Prekallikrein durch RNA konnte ein neuer Startmechanismus des
Kontaktsystems sein. RNA fungiert hierbei mdglicherweise als negativ geladene
Oberflache, die insbesondere Prekallikrein aktiviert. Der erste Schritt fur die RNA-
induzierte Aktivierung der Kontaktphase ware demnach nicht mehr die

Autoaktivierung von Faktor XlI, sondern die Aktivierung von Prekallikrein.

Aufgrund der gewonnenen Ergebnisse ergab sich ein  Modell der
Blutgerinnungsaktivierung, wobei zellulare RNA gleichzeitig verschiedene Wege der
Blutgerinnungskaskade aktiviert (Abb. 30). Als ein Ko-Faktor und Aktivator der
Serinprotease FSAP tragt zellulare RNA einerseits zur Faktor VII-Aktivierung bei,
andererseits scheint zellulare RNA auch in das Kontaktsystem tber die Aktivierung
von Prekallikrein einzugreifen. Damit ware zellulare RNA ein weiteres Bindungsglied

zwischen dem extrinsischen und dem intrinsischen Gerinnungssystem.
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Abb. 30: Hypothetisches Modell der Gerinnungsaktivierung durch RNA

RNA interagiert mit Prekallikrein und ermdglicht dadurch die Assemblierung des Kontaktphasen-
Komplexes auf der Zelloberflache. Uber diesen Komplex werden die Faktoren FXlla und FXla
gebildet. Zusatzlich induziert RNA mdoglicherweise die Autoaktivierung von FSAP und fiithrt so zu einer
Aktivierung der Faktoren VIl und X

Moglicherweise ist RNA auch ein Ausloser fur die Hyperkoagulabilitdt im Rahmen
von Zellzerfall. Das wird durch Untersuchungen bestétigt, die einen Anstieg der
Plasma-mRNA-Spiegel bei malignen Tumoren beschreiben (Anker et al., 2001).
Erhohte extrazellulare RNA-Spiegel kénnten somit an der Hyperkoagulabilitat bei
Patienten mit malignen Tumoren beteiligt sein (Gouin-Thibault et al., 2001).

Da RNasen die Gerinnungsaktivierung durch zellulare RNA komplett inhibierten,
konnten RNasen fur antithrombotische Interventionen Verwendung finden.
Interessanterweise exprimieren z.B. Endothelzellen eine gro3e Menge an RNase,
deren physiologischer Sinn bisher unerschlossen ist und man konnte dartber
spekulieren, ob dadurch vielleicht auch die antithrombotische Funktion des Endothels
erhoht wird. Nach Identifizierung der RNA und Heparin- bindenden Doméanen von
FSAP und Faktor VII wird es dartber hinaus mdglich sein, Peptide oder Antikorper
zu entwickeln, welche die Effekte von FSAP und Faktor VII in der Hamostase und

Zellproliferation hemmen konnten.
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5. Zusammenfassung

Der in den letzten Jahren entdeckte intravasale Tissue Factor (iTF) kbnnte an der
Aktivierung der Blutgerinnung im Rahmen von arteriellen und vendsen Thrombosen
beteiligt sein. Ein Grof3teil des zirkulierenden iTF ist mit Mikropartikeln assoziiert.
Dieser Mikropartikel-TF liegt unter physiologischen Bedingungen in einer funktionell
inaktiven Form vor. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass zirkulierende
Mikropartikel unter Flussbedingungen an aktivierte Plattchen adharieren. Die
Interaktion mit Plattchen fuhrt zu einer Aktivierung des iTF. Dabei interagieren
insbesondere die TF-reichen monozytaren Mikropartikel mit den aktivierten Plattchen
und diese Interaktion steigert die Fibrinbildung. Die Aktivierung der Mikropartikel
durch Plattchen wird offensichtlich durch verschiedene Mechanismen vermittelt. Zum
einen fanden wir, dass die proteolytische Spaltung und Inaktivierung des Plattchen-
assoziierten Gegenspielers von TF, Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI), die TF-
Aktivitat der Mikropartikel erhdht. Zum anderen beobachteten wir, dass bestimmte
von Plattchen sezernierte Substanzen, wie z.B. Thiolisomerasen, welche Thiol-
Disulfid-Austauschreaktionen, also die Oxidation, Reduktion und Umlagerung von
Disulfid-Bricken von Proteinen katalysieren, zu einer direkten Aktivierung von TF
fuhren konnen. Auch konnten wir zeigen, dass Plattchen fur die TF-abhangige
Gerinnungsaktivierung nach der Ruptur  atherosklerotischer Plaques
mitverantwortlich sind. SchlieBlich ergaben die Untersuchungen der Arbeit einen
deutlichen Hinweis darauf, dass zellulare RNA und zellulare DNA prokoagulatorisch
wirken. Die Aktivierung der Gerinnung durch zellulare RNA erfolgt Uber eine
Aktivierung der Faktor VII Activating Protease (FSAP). Gleichzeitig wird auch die
Aktivitat des Gerinnungsfaktor XII erhéht. Damit bewirkt zellulare RNA sowohl eine

Stimulierung des extrinsischen als auch des intrinsischen Weges der Gerinnung.
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