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Glossar

Buffy Coat:

Nach Zentrifugation lagern sich Leukozyten und Thrombozyten zwischen den
absedimentierten Erythrozyten und dem darlUberliegenden Plasma als
eigene, weiBliche Schicht ab. Diese wird im Englischen ,buffy coat®, im
Deutschen Leukozytenmanschette genannt.

DAP (Discrete Adhesion Point): Von unserer Arbeitsgruppe zum ersten Mal entdeckte und

Filopodien:

beschriebene Funktionseinheit eines Thrombozyten mit 0,1 um?2? groBer
Membranflache, die etwa 70-100 GPIba—Rezeptoren umfasst und als eine
Art Anker flr die Thrombozytenadhésion unter Fluss fungiert; bei hohen
Scherkraften kann dadurch die Tether- und Mikropartikelbildung aus
Plattchen initiiert werden.

Filopodien sind aktiv von einer Zelle gebildete Membranausstilpungen. Sie
dienen unter anderem der Zellmigration und entstehen durch
Aktinpolymerisation des Zytoskeletts. Filopodien kénnen von verschiedenen
Zellen des Blutes, z.B. von Leukozyten und Thrombozyten, gebildet werden.
Filopodien sind eine Unterform von Pseudopodien, die allgemein

Plasmaausstllpungen von Zellen bezeichnen.

Hamostaseologie: Dies ist ein von Rudolf Marx 1957 gepréagter Begriff, der die Lehre

Lipid Rafts:

vom ,Stehen- und Steckenbleiben des Blutes® bezeichnet. Die
funktionierende Hamostase wird durch die zelluldren Bestandteile des Blutes,
die Plasmaproteine, das Endothel und die Strdomung des Blutes
aufrechterhalten und reguliert. So entsteht ein Gleichgewicht, das sowohl
eine Blutung wie eine Thrombose, effektiv verhindert.

Lipid Rafts sind Mikrodomanen von Zellmembranen mit einem Durchmesser
von etwa 50 nm, die einen hohen Anteil von Cholesterin enthalten. Wichtige
Rollen spielen ,lipid rafts” fur den Membrantransport und die Zusammenset-
zung von Proteinen innerhalb der Membran. Eine essentielle Beteiligung bei
der Signaltransduktion von Zellen wurde ebenfalls nachgewiesen. (Bir6 et al.
2005, Simons und Toomre)



Mikropartikel: Mikropartikel sind von Zellen abgesonderte Membrankorpuskel von etwa

0,1-0,9 pum Durchmesser, die z.B. von Endothelzellen, Leukozyten oder
Thrombozyten stammen kdnnen. In der vorliegenden Arbeit ist, wenn nicht
anderweitig erwahnt, von thrombozytaren Mikropartikeln die Rede. Sie
kénnen auf unterschiedliche Weise entstehen. Ein  neuartiger
biophysikalischer Mechanismus der Mikropartikelbildung konnte in unseren
Experimenten identifiziert werden und wird im Rahmen dieser Arbeit

vorgestellt.

Plattchenarmes Plasma: Durch Zentrifugation von Blut mit 1070g fir 15 Minuten kann

plattchenarmes Plasma hergestellt werden. Vom englischen Wort ,platelet-
poor-plasma“ wird die Abklrzung PPP Gbernommen.

Plattchenreiches Plasma: Durch Zentrifugation von Blut mit 170g fir 15 Minuten erhielten

Puffer:

Spreading:

wir plattchenreiches Plasma. Dieses wird auch als PRP, Abklrzung des

englischen Worts ,platelet-rich-plasma®, bezeichnet.

Puffer sind wassrige Elektrolytldsungen, die durch ihre Pufferkapazitat in der
Lage sind, den pH-Wert in bestimmten Bereichen konstant zu halten. In den
vorgestellten Experimenten wurden plasmaosmolare Lésungen mit einem
pH-Wert von 7,40 - entweder PBS (Phosphate buffered saline) oder HBSS

(Hepes buffered saline solution) - verwendet.

Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie ist eine optische Methode zur
quantitativen Darstellung des Membrankontaktes von Zellen an einer
Glasoberflache. Durch Interferenzfarben bzw. -graustufen lassen sich die
Membrankontakte mit bis zu 4-12 Nanometer Abstand vom Glas
quantifizieren, ohne dass eine Farbung der Proben notwendig ist. Wir
konnten dadurch DAPs sowie die scherkraftinduzierte Mikropartikel- und

Tetherentstehung direkt sichtbar machen.

Als Spreading wird das aktive flachenhafte Ausbreiten von Thrombozyten

nach Stimulation bezeichnet.



Tether:

Tether sind schlauchférmige Membranausziehungen, die durch hohe Scher-
kréfte passiv aus einer Zelle - in unserem Fall Thrombozyten -
herausgezogen werden. Sie haben nur ein Drittel des Durchmessers von

Filopodien, von denen sie streng abzugrenzen sind.

Tissue Factor (TF): Tissue Factor wird im deutschen auch Gewebsthrombokinase

genannt. Er 16st durch die Bindung an Faktor VII den extrinsischen Weg des

Gerinnungssystems aus.

Thrombozyten: Thrombozyten sind 1,5-3,5 um groBe, kernlose, diskoide Zellen, die von

Megakaryozyten im Knochenmark gebildet werden, anschlieBend circa 8-12
Tage im Blut zirkulieren und zuletzt in der Milz abgebaut werden. Sie sind
unter anderem verantwortlich fir die primare Hamostase, das heif3t fir die
erste Abdichtung von Defekien des Endothels oder der gesamten

GefaBwand. Sie werden auch als Blutplattchen bezeichnet.

Von Willebrand Faktor (VWF): VWF ist ein Plasmaprotein, das bei hohen Scherraten flir

die Adhasion von Thrombozyten an Kollagen unabdingbar ist. Die Bildung
findet in Endothelzellen und Megakaryozyten statt. Das Fehlen oder der
Defekt dieses Plasmaproteins, z.B. im Rahmen eines von Willebrand-
Jurgens-Syndroms, flhrt zu erhéhter Blutungsneigung.



1. Einleitung - Relevante Grundlagen der primaren und sekundaren
Hamostase

1.1. Einfluss der Hamodynamik auf die Hamostase

Bis heute ist nicht vollstandig geklart, wie die 1967 von Wolf (Wolf) entdeckten und
damals als ,Plattchenstaub® bezeichneten Mikropartikel in vivo entstehen und welche
Rolle ihnen in der Zirkulation zukommt. Mittlerweile wei3 man, dass Mikropartikel aus
verschiedenen Zellen, unter anderem aus Thrombozyten, Endothelzellen und Leukozyten
gebildet werden kénnen, dass unter physiologischen und pathologischen Bedingungen
jedoch die Mikropartikel thrombozytaren Ursprungs vorherrschen. (Horstman und Ahn;
Joop et al.; Berckmans et al.) In der Vergangenheit konnte bereits festgestellt werden,
dass thrombozytare Mikropartikel durch den Einfluss von Scherkraften entstehen kénnen
(Miyazaki et al.), jedoch war bislang nicht klar, Gber welchen Mechanismus dies erfolgt
und welche Strukturen daran beteiligt sind. Vor allem sind weder die Eigenschaften von
Mikropartikeln noch deren potentielle Mitwirkung an der Entstehung von Thromben
aufgeklart.

In der vorliegenden Dissertation wird die Identifizierung eines bislang nicht
bekannten biophysikalischen Mechanismus der Entstehung thrombozytarer Mikropartikel
vorgestellt. Die Abklarung des Entstehungsprozesses von Mikropartikeln wird ein tieferes
Verstéandnis ihrer Eigenschaften und ihrer Bedeutung als physiologische oder
pathologische Faktoren der Himostase ermdglichen.

Die Integritéat des GefaBendothels ist Voraussetzung fur einen normalen Blutfluss.
Sie wird dauerhaft von den im Blut zirkulierenden Thrombozyten Uberwacht. (Ruggeri
2002) Bereits im 19. Jahrhundert wurde die Alteration der GefaBwand und damit des
Endothels von Rudolf Virchow als einer der entscheidenden Faktoren fir eine
Thromboseentstehung erkannt. Die beiden weiteren Faktoren der bis heute gultigen
Virchowschen Trias sind die Verdnderung des Blutes und seiner Viskositat, heutzutage
wohl als Hyperkoagulabilitat zu interpretieren, sowie eine Stérung der Blutstrémung. Unter
physiologischen Bedingungen herrscht im Blutkreislauf ein Gleichgewicht zwischen pro-
und antikoagulatorisch wirkenden Faktoren in Form plasmatischer, zelluldrer sowie
vaskularer Komponenten. Wird dieses Gleichgewicht verschoben, entsteht entweder eine
Neigung zu Blutungen, der hamorrhagischen Diathese, oder zu Thrombenbildung
8



innerhalb der GefaBe.

Die physiologische Rolle der Plattichen liegt in der Blutungsstillung, sie sind aber
auch an der Atherosklerose von Arterien (Massberg et al.) sowie thromboembolischen
Ereignissen beteiligt und kénnen so zu kardio- oder zerebrovaskularen Erkrankungen
beitragen. Besonders in den westlichen Industrienationen stellen Erkrankungen des
kardiovaskularen Systems seit langem die haufigste Todesursache dar, mittlerweile trifft
dies auch weltweit zu. Insbesondere ischamische Herzerkrankungen tragen zu dieser
dramatischen Entwicklung bei. (WHO 18; WHO 54) Inwieweit thrombozytare Mikropartikel
im Rahmen dieser kardiovaskularen Erkrankungen ursachlich beteiligt sind, ist nicht
geklart.

1.2. Thrombozyten — Morphologie und Funktion

1.2.1. Morphologie

Thrombozyten zirkulieren fir 8-12 Tage im Blut in einer physiologischen
Konzentration von 150000-350000/ul. Ihr Abbau erfolgt im retikuloendothelialen System
der Milz. Sie sind mit 1,5-3,5 pm Durchmesser die kleinsten korpuskuldren Bestandteile
des Blutes, es handelt sich um anukleare Zellen. Die &uBere Oberflache eines Plattichens
ohne OCS (offenes kanalikulares System) betragt durchschnittlich 8 um2. Nach Aktivierung
kommt es zu einer Formanderung (,shape change“) und danach zur Extrusion von
Filopodien. Eine vollstandige Ausbreitung eines Thrombozyten auf einer thrombogenen
Oberflache nennt man Spreading, wodurch die Gesamtoberflache auf Gber 15 um?2 erhéht
werden kann.

Ein Thrombozyt kann in vier Zonen eingeteilt werden: die periphere Zone, die
strukturelle Zone, die Zone der Organellen sowie das Membransystem. Fir die passive
Entstehung von Mikropartikeln durch Scherkréafte spielen die periphere Zone und die
strukturelle Zone eine entscheidende Rolle.

In der peripheren Zone liegen die fur die Mikropartikelbildung mittels DAP oder die
Plattchenaggregation entscheidenden, transmembrandsen Rezeptoren (GPlb, Integrin
allb3). Durch das zur Verfligung stellen der Phospholipide des auBeren Membranblattes
fir verschiedene Komplexe von Gerinnungsfaktoren ermdglichen Thrombozyten - aber
auch thrombozytdre Mikropartikel — auBerdem das beschleunigte Ablaufen der
Gerinnungskaskade. (Jy et al. 1995)



Die strukturelle Zone enthalt verschiedene Strukturproteine. Dazu gehdéren unter
anderem submembrandse Filamente, Mikrotubuli und Mikrofilamente. Aus kurzen
Aktinfilamenten, Spektrin, Talin, Vinkulin und Aktinbindungsproteinen sowie einem ,dystro-
phin-related-protein® ist das Membranskelett aufgebaut, wobei Aktin und
Aktinbindungsproteinen die entscheidende Rolle zukommt. Sie stabilisieren die Zellen im
ruhenden Zustand. Nach Aktivierung von Thrombozyten findet die Formveranderung durch
Aktinpolymerisation statt. Das fir die Verlinkung der einzelnen Aktinfilamente zustandige
Aktinbindungsprotein ist auch verantwortlich fir die Verbindung des Membranskeletts mit
der Zellmembran. (Andrews und Fox 1991; Andrews und Fox 1992).

Filamin und Talin, zwei Linkerproteine, spielen eine wesentliche Rolle bei der
Signaltransduktion der Rezeptoren GPIb und Integrin allof3: Filamin verankert den GPlb-
V-IX Rezeptorkomplex am submembrandésen Zytoskelett. Der zytoplasmatische Teil des
GPlba wird durch Filamin A an Aktinfilamente gebunden. Diese Verbindung ist essentiell
fir die Interaktion mit VWF. (Nakamura et al.) Talin ist ein Aktinbindungsprotein, das die
Aktivierung des Integrin allof3 und damit seine Funktion entscheidend beeinflusst. (Coller
und Shattil; Petrich et al.) Welche Rolle die Zytoskelettproteine oder Linker-Proteine bei
der scherinduzierten Bildung von Tethern und Mikropartikeln haben, ist bisher nicht
eindeutig geklart.

Die a-Granula, die in der Zone der Organellen vorkommen, speichern spezifische
Proteine, wie z.B. Plattchenfaktor Ill, Thrombospondin, Fibrinogen und von Willebrand
Faktor (VWF). Dieser VWF kann an die Umgebung abgegeben werden und fungiert damit
als plasmatischer VWF. Unter anderem auf diese Weise werden Bindungen von
Thrombozyten an Kollagen und die Aggregation von Thrombozyten untereinander

ermoglicht.

1.2.2. Thrombozytenfunktion

1.2.2.1. Adhéasion und Aggregation

Die im Blut zirkulierenden Thrombozyten lagern sich bei auftretender GefaBlasion
an den Defekt an um ihn zu verschlieBen, dadurch die Integritat des Endothels zu wahren,
und einen geregelten Blutfluss zu ermdglichen. Diese essentielle Rolle der Thrombozyten
bei der Behebung von Endothelldsionen wird durch die Prozesse der Adhédsion und
Aggregation sichergestellt. Unter physiologischen Bedingungen reagieren Thrombozyten
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auf den Kontakt mit einer geschadigten GefaBwand und den dadurch freigelegten
thrombogenen Proteinen zunachst mit dem initialen Anhaften von noch nicht aktivierten
Thrombozyten (transiente Adhé&sion), gefolgt von einer Aktivierung der Thrombozyten, die
zu einer permanenten Adhasion fuhrt. Eine wesentliche Rolle spielt dabei das Integrin
allbB3. Durch weitere Stimulation der Thrombozyten, zum Beispiel Uber die
Kollagenrezeptoren GPVI und Integrin a2p1, kommt es zur Aggregation, dem Anhaften
von Thrombozyten aneinander. Die Bruckenbildung zwischen den einzelnen
Thrombozyten erfolgt wiederum Gber das Integrin allbB3 und Fibrinogen als Ligand. An
der aktivierten Thrombozytenoberflache kommt es zu einer zuséatzlichen Aktivierung der
plasmatischen Gerinnung. (Reininger und Spannagl)

Bei sehr geringen Scherraten, wie sie im vendsen GefaBbereich vorherrschen, ist
eine direkte Interaktion von Thrombozyten (ber Integrin a281 und Glykoprotein VI mit
Kollagen oder eine Bindung von Integrin allbB3 an Fibrinogen mdglich. Bei hdéheren
Scherraten, wie sie im arteriellen Bereich vorkommen, wird ein initiales Haften
ausschlieBlich tGber den Rezeptorkomplex GPIb-V-IX vermittelt, der an immobilisierten von
Willebrand-Faktor, zum Beispiel der extrazellularen Matrix, bindet. Der GPIb-Rezeptor
kann allerdings auch bereits bei niedrigen Scherraten die Thrombozytenadhésion
vermitteln. Eine Bindung an subendotheliales Kollagen wird durch vorherige Bindung des
plasmatischen von Willebrand-Faktors an dieses Kollagen erméglicht. (Savage et al. 1996;
Ruggeri 1993)

Man nimmt heutzutage an, dass Thrombozyten nach der ersten Adhasion an
Endothellasionen aktiviert werden. Dies fuhrt dazu, dass die Bindung von adhésiven
Proteinen, also Fibrinogen und VWF, an Integrin allbf3 und damit die Aggregation
mehrerer Blutplatichen untereinander ermdglicht wird. (Savage et al. 2001; Ruggeri et al.
1999). Das Anhaften weiterer Thrombozyten aus der Strémung an die bereits adharenten
Plattchen erfordert immer eine vorherige Bindung von plasmatischem VWF an die
Oberflache der immobilisierten Thrombozyten. Erst dadurch wird eine neue ,Ankerstelle”
fur die flieBenden Thrombozyten geschaffen. Auch die initialen Schritte der
Plattchenadhasion an die extrazellulare Matrix, speziell an Kollagen, sind - mit Ausnahme
von sehr niedrigen Scherraten - immer von VWF abhédngig. (Savage et al. 1998) Die
Aggregation der Thrombozyten wird durch die Interaktion aktivierter Plattchen mittels
Integrin allbB3 bestimmt. Ein neuer, vollstandig reversibler Prozess der Agglutination nicht
aktivierter Thrombozyten bei sehr hohen Scherraten (iiber 15000 s™') wird ausschlieBlich
durch den im Plasma vorhandenen von Willebrand Faktor sowie immobilisierten VWF
vermittelt. (Ruggeri et al. 2006)
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1.2.2.2. Zelladhasion unter Vollblutstromung

Die Ausbildung stabiler Verbindungen zwischen zirkulierenden Blutzellen, wie z.B.
Thrombozyten oder Leukozyten, und der GefdBwand setzt spezielle Ad-
hasionsmechanismen voraus, die imstande sind, den mechanischen Kraften standzuhal-
ten, die durch den Blutfluss im GefaBsystem erzeugt werden. Dabei verwenden Plattchen
und Leukozyten einen ahnlichen Mechanismus um eine effiziente Zelladhdsion zu
erreichen. Sie benutzen dazu jedoch unterschiedliche Rezeptoren und Liganden.
(Springer; Ruggeri 1997). Die Adhéasion kann dabei sowohl an stimuliertem Endothel als
auch an subendothelialen Strukturen erfolgen.

Zu Beginn der Thrombozyten- und Leukozytenadhasion ermdglichen Rezeptor-
Liganden Interaktionen mit sehr schneller Bindungskinetik ein erstes Anhaften. Diese
Bindungen sind reversibel und fiihren dadurch zu einer Rollbewegung der Leukozyten und
Thrombozyten Uber die Oberflache. Dadurch wird die Fortbewegungsgeschwindigkeit
verlangsamt, und erlaubt somit Bindungen mit langsamerer Kinetik, wie z.B. Integrinen,
ihre Liganden zu erfassen und eine feste Zelladhasion zu gewahrleisten. (Lawrence und
Springer; Savage et al. 1996) Dieser Mechanismus des initialen Rollens findet bei
Leukozyten zwischen den an den Endothelzellen exprimierten Selektinen (P-, L-, und E-
Selektin) und den entsprechenden leukozytaren Rezeptoren, insbesondere P-Selektin
Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1), statt. (Zarbock und Ley) Bei Thrombozyten wird dies
Uber ihren Rezeptor GPIb und seine Bindung an VWF gewahrleistet.

1.2.2.3. Aktivierung des Gerinnungssystems

Plattchen tragen entscheidend zum Fortlaufen der Gerinnungskaskade, insbeson-
dere des intrinsischen System, bei, indem sie ihre Phospholipidoberflache fir die Bildung
des Tenase-Komplexes (IXa-Vllla-Ca?*-Phospholipid) sowie des Prothrombinase-
komplexes (Xa-Va-Ca?*-Phospholipid) zur Verfiigung stellen. Dies konnte mittlerweile auch
fir Mikropartikel gezeigt werden. (Jy et al. 1995) Polyphosphate sind in den dichten
Granula der Thrombozyten enthalten. (Ruiz et al.) Es konnte gezeigt werden, dass dieses
thrombozytare Polyphosphat ein prokoagulatorisch und proinflammatorisch wirkender
Mediator ist. Das Polymer aus Orthophosphateinheiten stellt die Oberflache dar, die die

Fibrinbildung aktivierter Thrombozyten triggert und so die primare mit der sekundaren
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Hamostase verbindet. (Mdller F. et al.)

Durch die Freisetzung von aktivierenden Substanzen aus Endothelldsionen,
insbesondere Tissue Factor, findet parallel zur Plattchenadhasion auch eine Aktivierung
der Gerinnungskaskade statt. Die Aktivierung des intrinsischen und extrinsischen
Gerinnungssystems fihrt zur Bildung von Thrombin auf den Membranen von
Thrombozyten und Endothelzellen. Thrombin verstérkt Ober positive Feedback-
Mechanismen durch die Aktivierung der Faktoren V und VIII die Gerinnung, und fihrt so
zu einem weiteren Anstieg der Thrombinkonzentration und damit zu einer weiteren
Plattchenrekrutierung durch deren Aktivierung. Thrombozyten spielen eine entscheidende
Rolle bei der schnellen, explosionsartigen Freisetzung von Thrombin, dem sogenannten
sthrombin burst®. Die Thrombingenerierung wird in drei Phasen eingeteilt. Zunachst findet
die Initiierungsphase, ,initiation phase®, statt. Nachdem zellgebundener TF an Faktor VII
bindet, wird dieser aktiviert. Dieser TF/Vlla Komplex wiederum aktiviert Faktor X und
Faktor IX. Der an der TF-tragenden Zelle verbleibende Faktor Xa kann mit Faktor Va die
Bildung kleiner Mengen Thrombin initiieren. In der ,priming phase” bindet ein kleiner Teil
des initial gebildeten Thrombins an Thrombozyten, die durch Bindung an der
extrazellularen Matrix zum Teil bereits aktiviert sind. Durch die Bindung des Thrombins
wiederum kommt es zu einer weiteren, gesteigerten Aktivierung der Thrombozyten, es
scheint ein synergistischer Effekt der beiden Agonisten vorzuliegen. Aus dieser ,priming
phase® geht ein aktivierter Thrombozyt, der in der Lage ist, die Faktoren Va, Vllla und Xla
rasch zu binden, hervor. (Monroe et al.) Daran schlieBt sich die Ausbreitungsphase
Jporopagation phase“ an, wahrend der mehr als 96% des Thrombins entsteht. (Mann et al.)
Nach mehreren Aktivierungsschritten, an denen die Faktoren Xa, IXa/Vllla und Va beteiligt
sind, generiert der an der Thrombozytenoberflache liegende Faktorenkomplex Xa/Va, den
sthrombin burst“ zur Bildung eines Fibrinclots. (Monroe et al.) Voraussetzung flir die
beschriebene Thrombinentstehung ist die Exprimierung von Phosphatidylserinen auf dem
auBeren Membranblatt der aktivierten Thrombozyten.

1.2.2.4. Aktivierung von Thrombozyten

Eine Aktivierung von Thrombozyten kann Uber verschiedene Mechanismen
erfolgen. Physiologisch geschieht dies z.B. durch Thrombin, Kollagen, ADP, Adrenalin oder
Endoperoxide. Auch das Einwirken von hohen Scherkraften kann zu einer Aktivierung
fihren. (Sakariassen et al.; Ruggeri 1993)
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Durch diese Aktivierung der Blutplattchen werden wiederum verschiedene Prozesse
ausgelést. Dazu gehdéren z.B. der Einstrom von Kalziumionen, ein Formwandel der Zellen
(,shape change®), die Translokation von membranstdndigen Glykoproteinen, eine
Aktivierung des Integrin allbf3 Komplexes, die Plattchenaggregation und die Sekretion
von Substanzen aus verschiedenen Granula. Aber auch die Bildung von Mikropartikeln
kann Folge einer Plattchenaktivierung sein. So fuhrt z.B. eine Plattchenstimulierung durch
Komplement Proteine C5b-9 zur Freisetzung von Mikropartikeln, die eine erhdhte
Konzentration an Rezeptoren fir den Gerinnungsfaktor Va besitzen, und zudem eine
erhéhte Prothrombinaseaktivitat aufweisen. (Sims et al. 1988)

Relevant fur die von uns durchgeflihrten Experimente ist, dass in vitro durch die
Zugabe von Prostaglandin E1 (PGE+) die Aktivierung der Thrombozyten verhindert wird.

1.3. Thrombozytare Membranglykoproteine

1.3.1. An VWF bindende Membranrezeptoren

1.3.1.1. Der Thrombozytenrezeptor GPlba

Der thrombozytare Membranrezeptor GPIba ist Teil des Rezeptorkomplexes GPIb-
IX-V und wird in der CD Kilassifikation der Merkmalsgruppe CD 42b zugeordnet. Von
dieser liegen auf der Oberflache eines Thrombozyten etwa 25000 Kopien vor. (Lopez)
Diese sind auf den externen und den internen Membranen (offenes kanalikulares System)
der Thrombozyten gleichmaBig verteilt. (White et al.) Auch auf thrombozytéaren
Mikropartikeln konnte dieser Rezeptor nachgewiesen werden. (Piccin et al.) Der GPIlba
Anteil dieses Komplexes bindet an die A1 Domane des VWF. Der GPIb-V-IX
Rezeptorkomplex tritt aber nicht mit dem plasmatischen VWF in Interaktion. (Ruggeri
1991; Ruggeri 1995). Nach vorherrschender Meinung muss zunéachst eine
Konformationsénderung bzw. Streckung oder Aktivierung des im Plasma in ,geknauelter”
Form vorliegenden VWF durch Scherkrafte oder Immobilisation an Oberflachen
stattfinden, bevor eine ausreichende Bindung an GPIba erfolgt. Diese Bindung stellt den

ersten Schritt der Adhasion von Thrombozyten im Rahmen der primaren Hamostase dar.
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1.3.1.2. Der Thrombozytenrezeptor Integrin allb33

Neben der Interaktion mit GPIb ist VWF auch in der Lage an das aktivierte Integrin
allbB3 zu binden. (Ruggeri 1993; Ruggeri 1995) Der Rezeptor kommt in einer Anzahl von
etwa 80000 Exemplaren pro Thrombozyt vor. Ebenso konnte dessen Existenz auf
thrombozytaren Mikropartikeln gezeigt werden. (George et al.)

Die Interaktion von noch zirkulierenden mit schon adharenten Thrombozyten erfolgt
initial ebenfalls Gber GPIb-VWF-Interaktion, gefolgt von Bindung aktivierter Integrin allbf33
Rezeptoren auf benachbarten Plattchen mit Fibrinogen als Brickenglied. Fir das Sprea-
ding der Thrombozyten ist ebenfalls Integrin allop3 erforderlich. Der Rezeptor kann an Fi-
brinogen, Fibronektin und eine Arg-Gly-Asp Sequenz des VWF binden. (Savage et al.
1998; Plow et al.) Proteine wie Fibrinogen oder VWF kdnnen allerdings erst nach aktivie-
rungsabhangiger Konformationsédnderung des Rezeptors gebunden werden. (Gawaz et
al.)

Das Fehlen oder eine mangelnde Funktion des Rezeptors werden als
Glanzmannsche Thrombasthenie bezeichnet. Dabei ist nicht nur das Spreading gestort,
sondern auch das Wachstum eines Thrombus. Letzteres liegt daran, dass durch Fehlen
des Rezeptors die physiologische Brickenbildung mit Fibrinogen oder VWF zwischen den
aggregierenden aktivierten Thrombozyten unterbleibt. Ohne diese Bindung kann somit
keine stabile Verbindung zwischen benachbarten Thrombozyten hergestellt werden und
somit keine flr einen Wundverschluss ausreichende Aggregatbildung erfolgen. Deshalb
geht die Erkrankung mit einer erhdhten, zum Teil schwerwiegenden Blutungsneigung
einher. (Nurden und Nurden)

Eine wesentliche Beteiligung des Rezeptors an bestimmten Vorgangen kann
ausgeschlossen werden, wenn der untersuchte Prozess nach der Zugabe des Chelators
EDTA (5 mM) zum entnommenen Blut weiterhin unverandert fortbestehen kann, da EDTA
ein Chelator ist, der divalente Kationen (z.B. Ca®*) binden kann. Die folglich geringen,
extrazellularen Konzentrationen von freien divalenten Kationen sind nicht vereinbar mit
einer regelrechten Integrinfunktion, da ein Einstrom von Kalziumionen in die Zelle fur die
Signalkaskade und die Aktivierungsprozesse der Zelle essentiell ist. (Ginsberg et al.)

Integrin allbB3 kann mit Anti CD 41 Antikérpern markiert werden.
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1.3.1.3. Zusammenspiel von konstitutivem GPIb und aktivierbarem Integrin
allbp3

Aus den oben beschriebenen Ausfiihrungen geht hervor, dass eine adaquate
Thrombozytenreaktion auf eine Verletzung der GefaBwand nur durch ein enges
Zusammenwirken der beiden beteiligten Rezeptoren mdglich ist. Das initiale Abbremsen
der Thrombozyten unter Fluss mit hoher Scherrate erfolgt Uber die Bindung der A1-
Domane des VWF an den GPIb Rezeptor der Thrombozyten. Dies wiederum erlaubt das
Haften von Thrombozyten auch bei sehr hohen Scherraten, unter welchen keine direkte
Adhasion von Thrombozyten an Fibrinogen mehr mdéglich ist. (Savage et al. 1996)
Glykoprotein Iba ist zwar innerhalb der Bindung an VWF in der Lage hohen Scherraten
standzuhalten, kann aber durch seine hohe Dissoziationsrate keine langfristig stabilen
Bindungen eingehen. Die schnelle initiale Bindung kann allerdings Plattchen langsamer
Uber Oberflachen translozieren lassen und somit die Bindung von Liganden mit
langsamerer Kinetik, wie z.B. Integrin alloB3, ermdglichen. Es muss also nach der ersten
Adhéasion Uber GPlb mit VWF flr eine stabile Abdichtung einer GefaBlasion eine weitere
Bindung von aktiviertem Integrin allbB3 an seine Liganden erfolgen. Nur so kann es zum
permanenten Anhaften und auch zu konsekutivem Spreading der Thrombozyten kommen.

(Reininger und Spannagl)

1.3.2. Thrombozytare Kollagenrezeptoren

Far die Bindung von Thrombozyten an Kollagen sind auf der Oberflache von
Thrombozyten ebenfalls spezielle Membranrezeptoren vorhanden. Die zwei
entscheidenden Rezeptoren fir die direkte Interaktion mit Blutplattchen sind das
Glykoprotein VI und das Integrin a281. Um deren Bindung an Kollagen im Blutfluss zu
ermdglichen, muss, wie bei Integrin allbB3, eine vorangegangene Verlangsamung der
Plattchen in der Blutstrbmung durch die Interaktion von GPlb mit VWF stattgefunden
haben. (Chen und Lopez)

Thrombozyten kénnen auch Uber VWF vermittelt an Kollagen binden. Mit der A3
Domane bindet plasmatischer VWF spezifisch an Kollagenfibrillen. (Farndale) Nach
Offnung der VWF-A1-Domane durch die Immobilisation und Streckung des VWF kénnen
anschlieBend Plattchen daran Uber ihren GPIb Rezeptor binden. Dieses Anlagern des
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plasmatischen VWF an Kollagenfibrillen ist auch die Vorraussetzung fir einen
Wundverschluss bei hohen Scherraten in der Blutstrémung.

1.4. Translokation von Thrombozyten auf reaktiven Oberflachen

Ebenso wie Leukozyten konnten auch Thrombozyten dabei beobachtet werden, wie
sie Uber Oberflachen rollen und zwar sowohl in vitro, (Savage et al. 1996; Yuan et al.) als
auch Uber geschéadigtes Endothel in vivo. (Kulkarni et al.) Dieses Rollen von Plattchen
Uber die extrazelluldare Matrix, Endothel oder auch Uber die Oberflache von bereits
gebildeten Thromben wird ebenfalls von der A1-Doméne des VWF in Interaktion mit
GPlba vermittelt.

Das Rollen der Zellen ist typischerweise keine gleichmaBige Fortbewegung,
sondern nach einer kurzen Phase des Anhaltens folgt eine schnelle Translokation bis zur
nachsten Interaktion der Liganden und somit zu einer erneuten kurzen Phase der
Adhasion. (Miura et al.) Man geht davon aus, dass durch das langsame Rollen erst eine
Liganden-Rezeptor-Interaktion ermdglicht wird wenn diese eine langsame Kinetik
aufweist. (Lawrence und Springer; Savage et al. 1996)

1.5. Mikropartikel

1.5.1. Definition und Charakterisierung

Mikropartikel ~ sind  kleine, etwa 0,1-0,9um (Heijnen et al.) groBe,
membranumschlossene Zellfragmente. Im Blut zirkulierende Mikropartikel kénnen aus
verschiedenen Zellen entstehen. So zum Beispiel aus Endothelzellen, Thrombozyten,
Monozyten und Leukozyten. Den mit 70-90 % gréBten Anteil stellen dabei die
Mikropartikel thrombozytaren Ursprungs. (Horstman und Ahn; Joop et al.; Berckmans et

al.)
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1.5.2. Entstehungsmechanismen

Es wurden bereits mehrere Mechanismen beschrieben durch die Mikropartikel
thrombozytaren Ursprungs entstehen kénnen. Zumeist lauft dies im Rahmen der
Plattchenaktivierung ab. Dafiir wurden in ex vivo Versuchen verschiedene Agonisten, so
z.B. Calciumionophor A23187, ADP mit Kollagen und Thrombin verwendet. (Sims et al.
1989) Ebenfalls wurden mittlerweile direkt von Megakaryozyten gebildete Mikropartikel per
Videomikroskopie nachgewiesen. (Flaumenhaft et al.)

Es konnten aber auch Mikropartikel in vitro generiert werden bei deren Entstehung
die Thrombozyten nicht aktiviert wurden. Dies gelang durch Experimente, in denen
Scherkrafte auf die Blutplattchen einwirken. (Holme et al. 1997; Miyazaki et al.) Teilweise
wurden dafir Kegel-Platte-Viskosimeter verwendet, in denen Scherkrafte durch Rotation
zweier glatter Flachen gegeneinander erzeugt werden. (Miyazaki et al.; Sakariassen et al.)
Solche Experimente erlaubten allerdings bisher keine direkte Beobachtung dartber, wie
Mikropartikel gebildet werden und welche Strukturen an ihrer Entstehung beteiligt sind.

In der vorliegenden Dissertation werden Versuche vorgestellt, in denen ebenfalls
thrombozytare Mikropartikel durch den Einfluss von Scherkraften unter direkter
Visualisierung in Echtzeit generiert wurden. Es wird der Nachweis erbracht, dass ein
biophysikalischer, schergesteuerter Mechanismus mit alleiniger Interaktion von VWF mit
GPlb zur Entstehung von Mikropartikeln fliihren kann.

1.5.3. Mikropartikel und Hamostase

Bereits in den 1950er Jahren gab es Hinweise, dass in plattchenarmem Plasma
eine prokoagulatorische Wirkung existiert. Demnach ging man davon aus, dass diese
nicht an zellulare Bestandteile des Blutes gebunden ist. (O'Brien) 1967 gelang es Wolf
diesen subzellularen Bestandteil erstmals ndher zu beschreiben. Er konnte durch
Ultrazentrifugationsschritte zeigen, dass in Plasma, in Serum und in deren Fraktionen
prokoagulatorische kleine Teilchen vorhanden sind. Ebenfalls konnte er feststellen, dass
sie thrombozytaren Ursprungs, dennoch aber klar von intakten Platichen zu unterscheiden
waren. Er bezeichnete seinen Fund als thrombozytaren Staub. (Wolf)

Flr die prokoagulatorische Wirkung von Mikropartikeln gibt es zahlreiche Hinweise.
(Wolf; O'Brien; Blajchman; Jy et al. 1992; Piccin et al.) Ist nur eine unzureichende
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Mikropartikelbildung mdéglich, dann kann eine ungenidgende Blutstillung und somit eine
hamorrhagische Diathese die Folge sein. (Weiss et al.; Zwaal et al.) Auch wegen ihrer
Fahigkeit Gerinnungsfaktoren (Gilbert et al.) zu binden und Phosphatidylserin, (Haga et
al.; van der Zee et al.) Adhasionsrezeptoren (Heijnen et al.) und mdglicherweise Tissue
Factor (Biré et al. 2003; Scholz et al.; Muller 1. et al.) zu exprimieren, wird angenommen,
dass sie bei der Blutgerinnung und der Thrombusbildung eine Rolle spielen. Auf
Mikropartikeln konnten jedoch sowohl pro- als auch antikoagulatorisch wirkende Proteine
nachgewiesen werde. (Tans et al.; Steppich et al.) Inwieweit Mikropartikel in die
physiologische Hamostase eingreifen und inwieweit und auf welche Weise sie bei
pathologischen Prozessen, insbesondere der Thrombusbildung, eine Rolle spielen, bleibt

zu klaren.

1.5.4. Thrombozytare Mikropartikel im Rahmen verschiedener Erkrankungen

Bei zahlreichen Krankheiten wurde bereits eine im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhéhte Anzahl von thrombozytaren Mikropartikeln im Blut nachgewiesen. Eine geringe
Anzahl zirkulierender thrombozytarer Mikropartikel ist auch im Plasma gesunder
Probanden enthalten. (Brogan et al.)

Mikropartikel finden sich nicht nur bei inflammatorischen GeféBerkrankungen in
erhdhter Konzentration. (Lee et al.) Auch bei Patienten mit Sichelzellanamie, (Tomer et al.)
systemischem Lupus Erythematodes (Pereira et al.), Thalassamie (Pattanapanyasat et
al.), Vorhofflimmern (Choudhury et al.) sowie nach Myokardinfarkt (Morel et al.) konnte
dies gezeigt werden. Im Rahmen einer Malariainfektion mit zerebraler Beteiligung
(Combes et al.), bei Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion und Uramie (Ando et
al.), sowie bei schwangeren Patientinnen mit Praeklampsie (Meziani et al.) konnten
erhéhte Mikropartikelkonzentrationen im Plasma nachgewiesen werden. Es ist jedoch
bisher nicht klar, auf welchem Weg die Mikropartikel in diesen pathologischen Situationen
entstehen.

In etlichen Studien fanden sich Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen einer
erhéhten Thromboseneigung und erhbéhten Mikropartikelzahlen. (Pereira et al.; Tomer et
al.; Morel et al.; Ando et al.) Krankheitszustéande, die zu einer Plattchenaktivierung flhren,
kénnen ebenfalls mit einer erhéhten Anzahl zirkulierender Mikropartikel einhergehen.
(Holme et al. 1994) Dazu gehért beispielsweise eine instabile Angina Pectoris. (Singh et
al.) Bei Patienten mit paroxysmaler néachtlicher Hamoglobinurie , [...] werden [die in
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erhdhter Anzahl zirkulierenden thrombozytaren Mikropartikel] als einer der Hauptgriinde
fir das erhéhte Thromboserisiko dieser Patienten angesehen.” (Nieuwland und Sturk)

,im Rahmen vieler Erkrankungsbilder findet sich eine erhéhte Anzahl
thrombozytarer  Mikropartikel, deren Vorkommen mit einer erhéhten Rate
thomboembolischer Komplikationen einhergeht. In  Anbetracht der Fahigkeiten
thrombozytarer Mikropartikel prokoagulatorisch zu wirken, Zellen zu aktivieren und
hdchstwahrscheinlich auch Entziindungen aufrechtzuerhalten, kann die Intervention bei
exzessiver Mikropartikelausschittung einen therapeutischen [oder praventiven]
Angriffspunkt darstellen.” (Nieuwland und Sturk)

Ein Krankheitsbild, das mit erniedrigten Zahlen thrombozytarer Mikropartikel
einhergeht, ist das 1979 erstbeschriebene Scott Syndrom. (Sims et al. 1989) Bei dieser
seltenen, autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung, kann ein bei der Mikropartikelbildung
entscheidendes lipidtransportierendes Enzym, die Lipid-Scramblase, nicht gebildet
werden, was wiederum zu einer geringeren Mikropartikelbildung und dadurch zu einer
verminderten Aktivierung von Faktor X und Prothrombin fiihrt. So kommt es zu einer
ausgepragten Blutungsneigung. Die verminderte Aktivierung von Faktor X und
Prothrombin begriindet sich auf der geringeren Exprimierung von Phosphatidylserinen.
(Weiss et al.; Zwaal et al.)

Ein klinisch &hnliches Krankheitsbild, der Castaman Defekt, geht mit einer normalen
Verteilung von Phosphatidylserin, aber ebenfalls mit einer deutlich reduzierten Fahigkeit
der Mikropartikelbildung einher. (Castaman et al.)

1.5.5. Membranproteine und Membranlipide auf Mikropartikeln

Sowohl endotheliale, als auch thrombozytare Mikropartikel enthalten bioaktive Lipi-
de. (lwamoto et al.; Leeuwenberg et al.) Diese kénnen mit Hilfe von Mikropartikeln als
Vektoren zwischen verschiedenen Zellen ausgetauscht werden. So ist es mdoglich, dass
durch Integration bioaktiver Lipide in die Membran der empfangenden Zelle deren
Membranfunktionen beeinflusst werden. (Barry et al. 1997) Die Membranen der
Mikropartikel setzen sich unter anderem aus folgenden Bestandteilen zusammen:
Phosphatidylcholin und Sphingomyelin auf dem nach auBen gerichteten Membranblatt und
Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin auf dem nach innen gerichteten
Membranblatt. Verschiedene Enzyme beeinflussen und erhalten das bestehende
Gleichgewicht der Lipidverteilung der Zellmembranen. Dazu gehéren Gelsolin,
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Aminophospholipid-Translokase, Floppase, Scramblase und Calpain. Diese Enzyme
spielen bei der Mikropartikelentstehung durch Thrombozytenaktivierung eine wichtige
Rolle. (Rosing et al.; Diaz und Schroit) Die asymmetrische Verteilung der Membranlipide
wird bei einer Aktivierung der Thrombozyten nicht mehr aufrecht erhalten. So werden dann
Phospholipide an der Membranoberflache exprimiert, was wiederum zu einer
Prothrombinaktivierung fihrt. (Farndale) Zudem kann ein sogenannter Membran Flip-Flop,
also der aktive Austausch der Bestandteile zwischen den nach innen und den nach auBen
gerichteten Membrananteilen, vollzogen werden. (Piccin et al.) Eine Studie, die die
Membrankomposition der Lipide von Mikropartikeln mit denen von Thrombozyten verglich,
fand heraus, dass die Mikropartikelmembran eine Zusammensetzung der thrombozytaren
Plasma- sowie Granulamembranen darstellt. Geringe, aber signifikante Unterschiede in
der Lipidzusammensetzung zeigten sich je nachdem mit welchem Agonisten (Thrombin,
Kollagen, Thrombin und Kollagen oder Calciumionophor A23187) die Mikropartikel
generiert wurden. Eine leichte Tendenz zu einem hdéheren Cholesteringehalt der
Mikropartikelmembran im Vergleich zur Thrombozytenmembran kdnnte auf eine hdhere
Dichte von Lipid Rafts hindeuten. (Bir6 et al. 2005)

Ebenfalls enthalten Mikropartikel Proteine, die eine biologische Aktivitat besitzen.
(Nomura et al. 1994) So konnten die thrombozytaren Membranrezeptoren Integrin allbp3
und GPlb auf Mikropartikeln nachgewiesen werden, ebenso wie P-Selektin und TF.

(Abrams et al., Macey et al.)

1.6. Die extrazellulare Matrix, insbesondere Kollagen

Die unter der Endothelzellschicht liegende extrazellulare Matrix besteht im
Wesentlichen aus Kollagen und elastischen Fibrillen, die in eine aus Proteoglykanen,
Glykoproteinen und Wasser bestehende Substanz eingebettet sind. Sie gewéhrleistet die
Stabilitat der BlutgefaBe. Der wichtigste stabilisierende Bestandteil ist Kollagen vom Typ |
und Typ lll. Kollagen als Hauptkomponente der im Subendothel enthaltenen Strukturen ist
in der Lage freie VWF-Multimere zu binden. (Savage et al. 1999; Pareti et al.) Uber diesen
Mechanismus ist auch die von uns neu entdeckte Tetherbildung an Kollagenfibrillen zu
erklaren.

Thrombozyten besitzen auch spezifische Kollagenrezeptoren wie das Glykoprotein
VI sowie das Integrin a2p1, die nach Bindung an Kollagenfibrillen eine Aktivierung der
Thrombozyten bewirken. (Farndale)
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1.7. Beeinflussung der Interaktion von Thrombozyten mit von Willebrand Faktor
durch Scherkrafte

Von Willebrand Faktor (VWF) ist ein multimeres Glykoprotein das sowohl in plasma-
tischer als auch in subendothelial gebundener Form vorkommt. In unseren Versuchen
diente es als reaktive Oberflachenbeschichtung, die mit den unter Vollblutstrémung
vorbeiflieBenden Thrombozyten (ber deren GPIb-Rezeptoren interagierte. Bei hohen
Scherraten und Kollagenbeschichtung reicht die Bindungsstarke von GPVI und Integrin
a2B1 nicht zur Abbremsung schnell bewegter Thrombozyten aus. Diese Rolle Gbernimmt
der plasmatische VWF, der zunadchst an Kollagen bindet und in der Folge den
Adhasionsvermittler fir die Thrombozyten darstellt (s.u.).

VWF wird in Megakaryozyten und Endothelzellen synthetisiert und in den
endothelialen  Weibel-Palade-Kérperchen oder den thrombozytdren a-Granula
gespeichert. AuBerdem kommt VWF im Plasma und in der subendothelialen Matrix an
Kollagen Typ VI (Reininger und Spannagl) gebunden vor. Sdmtlicher in den a-Granula der
Thrombozyten gespeicherter VWF wurde in den Megakaryozyten synthetisiert und wird
nicht, wie es bei vielen anderen Proteinen Ublich ist, aus dem Plasma aufgenommen. Die
a-Granula der Thrombozyten stellen ein isoliertes Kompartiment dar, deren gespeicherte
Stoffe nur durch Aktivierung der Thrombozyten freigesetzt werden kénnen. (Fernandez et
al.; Koutts et al.) Somit spielt dieser in den Thrombozyten gespeicherte VWF flir den hier
vorgestellten biophysikalischen, passiven Weg der Mikropartikelentstehung keine Rolle.

Als gréBtes Plasmaprotein liegt VWF in GréBen zwischen 540 kDa (als Dimer) und
10000 kDa vor. (Ruggeri 1998) Vor allem die hochmolekularen VWF Molekile, etwa ab
6000 kDa, spielen eine entscheidende Rolle in der Hamostase. (Ruggeri und Savage) Die
deutliche Varianz beruht auf der unterschiedlichen Anzahl von Multimeren. Von diesen
enthélt jedes einzelne Bindungsstellen zur Interaktion mit Kollagen und Plattchen. Letztere
kénnen entweder mit den Rezeptoren GPlba oder dem Integrin allbf3 an VWF binden. Im
Blut liegt VWF in Form von globularen Molekulknaueln vor, die aber durch Scherbelastung
im Blutfluss und an der Wand der BlutgefaBe fadenférmig ausgezogen werden und so
eine Lange von bis zu 1300 nm erreichen kdnnen. (Fowler und Fretto; Siedlecki et al.) Auf
diese Weise kdnnen weitere entscheidende Domanen, vor allem die A1 Domane, fir die
Ligandenbindung freigelegt werden.

Sowohl unter physiologischen Bedingungen, als auch in vitro bindet VWF nach
Beschadigung des Endothels sehr rasch an das in den freigelegten subendothelialen
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Strukturen enthaltene Kollagen. (Weiss; Farndale et al.) Er ermdglicht die Verlangsamung
von Thrombozyten aus der schnellen Blutstrémung durch die Interaktion seiner A1
Doméane (VWFA1) mit dem thrombozytaren Rezeptor Glykoprotein Iba. (Savage et al.
1996) Fur die Bindung an Kollagen der Typen | und Il ist die A3 Domane des VWF
verantwortlich. (Lankhof et al.) VWF ist zum einen selbst in der subendothelialen Matrix
enthalten, zum anderen bindet plasmatischer VWF nach Endothelverletzungen an die
freigelegten Kollagenfibrillen der Typen | und Ill. Neben der Interaktion mit GPlb ist VWF
ebenfalls imstande Bindungen mit dem thrombozytaren Integrin allbf3 einzugehen. Als
verantwortliche Region fir diese Bindung wurde eine Arginin-Glycin-Asparaginsaure
(RGD)-Sequenz innerhalb der C1 Doméane des VWF identifiziert. (Berliner et al.) So kann
im Anschluss an die erste Adhdsion mittels GPIlb und der Verlangsamung der
Thrombozyten aus dem Blutstrom diese Verbindung zwischen der RGD-Sequenz des
VWF und des thrombozytaren Membranrezeptors Integrin allop3 eingegangen werden.

Das in unseren Versuchen verwendete homodimere rekombinante Fragment des
VWF (dVWFA1) beinhaltet einen Teil der D3 Doméne, sowie die gesamte A1 Domane,
innerhalb der die Bindungsstelle an den Plattchenrezeptor GPIb lokalisiert ist. (Azuma et
al.) Eine Interaktion mit dem Membranrezeptor Integrin allbf3 kommt somit aufgrund des
Fehlens der C1 Doméane nicht vor.

1.8. Korrelation von Tissue Factor Vorkommen und Thrombogenitat

Tissue Factor wird als wichtiges Regulationsprotein der Hamostase, aber auch der
Thrombenbildung angesehen. (Nemerson; Rapaport und Rao; Fuster et al.) Er ist der
auslésende Faktor des extrinsischen Gerinnungssystems. Dabei fungiert TF als Rezeptor
fir den Faktor VII und ist in der Lage Faktor IX und X zu aktivieren und deren
enzymatische Aktivitdt mehr als tausendfach zu erhéhen. (Nemerson; Rapaport und Rao;
Fuster et al.; Drake et al.) Fir den Faktor VII der Gerinnungskaskade stellt er einen
essentiellen Kofaktor dar, ohne den keine subsequente Aktivierung weiterer Faktoren
stattfinden kann.

Gegenspieler zu TF ist Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI). Er wirkt auf zwei
verschiedene Weisen antikoagulatorisch: zum einen durch Blockade von Faktor Xa, zum
anderen durch Inhibierung der TF Aktivitat durch Komplexbildung.

TF kann von fast allen in atherosklerotischen L&asionen vorhandenen Zellen, z.B.
Endothelzellen und Makrophagen, produziert und exprimiert werden. Wenn normale Str6-
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mungsbedingungen herrschen, wird TF nicht ins Blut abgegeben oder auf den Zelloberfla-
chen zuganglich gemacht. Allerdings wird er z.B. im Rahmen von GefaBlasionen expri-
miert und I6st in der Kombination mit aggregierenden Thrombozyten die Gerinnung - bis
zur Fibrin- und Thrombusbildung - aus. (Reininger et al. 2010; Badimon et al.) Auch konnte
bereits festgestellt werden, dass TF in hoher Konzentration in Lasionen des menschlichen
GefaBsystems vorkommt und dass es eine positive Korrelation zwischen der Thromboge-
nitdt und dem TF-Gehalt dieser Areale gibt. (Toschi et al.) Mittlerweile konnte TF auch in
atherosklerotischen Plaques mittels immunhistochemischer Analysen nachgewiesen wer-
den. (Wilcox et al.; Drake et al.; Annex et al.) Einigen Forschungsgruppen gelang der
Nachweis von TF auf aktivierten Thrombozyten und thrombozytdren Mikropartikeln.
(Mdller I. et al.; Scholz et al.) Welche Rolle dem dort lokalisierten TF im Gerinnungssystem
zukommt ist bisher nicht ausreichend geklart.

Die Bedeutung des extrinsischen Systems der Gerinnung fiir die Hamostase ver-
deutlicht die schwere Blutungssymptomatik von Patienten, die den sehr seltenen Mangel

an Faktor VII aufweisen.
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2. Zielsetzung

Unter arteriellen Strdmungsbedingungen flieBen Thrombozyten in groBer Zahl in
der Nahe der Endothelzellschicht, wahrend Erythrozyten durch einen Prozess, der axiale
Migration genannt wird, in der Mitte des Blutstromes flieBen. (siehe auch Abb. 3) Nach
Beschadigung des Endothels bindet VWF sehr rasch an die freigelegten subendothelialen
Strukturen durch Interaktion seiner A1 Doméane (VWFA1) mit dem Thrombozytenrezeptor
GPIb. Diese Bindung ermdglicht das Abstoppen von Thrombozyten aus schnellen
Blutstrdomungen, sie hat jedoch eine kurze Halbwertszeit und kann selbst keine irreversible
Bindung ermdéglichen. So kommt es durch die wirkenden Kréafte im Blutstom zur
Translokation von Thrombozyten tber immobilisierten VWF bis Rezeptoren wie GPVI oder
Integrin alloB3 mit ihren jeweiligen Liganden interagieren. Diese kdnnen eine irreversible
Bindung eingehen, sowie Spreading und Aggregation vermitteln.

Unter dem Einfluss von Scherkréaften kénnen Mikropartikel aus Thrombozyten durch
einen Mechanismus im Blut entstehen, der von der GPIb-VWF Interaktion abhangt.
Wegen ihrer Fahigkeit Gerinnungsfaktoren zu binden und Phosphatidylserin, sowie
Adhasionsrezeptoren und mdglicherweise Tissue Factor zu exprimieren, wird
angenommen, dass sie an Prozessen der Blutgerinnung und der Thrombusbildung
beteiligt sind.

Bis jetzt gab es allerdings keinen Nachweis oder gar eine direkte Visualisierung der
stattfindenden Prozesse oder eine Erklarung daflir, wie Mikropartikel und Tether aus
Thrombozyten durch den Einfluss hoher Scherraten entstehen, und wie diese die
Entstehung von Thromben beeinflussen kénnen.

Hier stellen wir die Ergebnisse aus ex-vitro Flussexperimenten dar. Diese wurden
mit Hilfe der Reflexions Interferenz Kontrast Mikroskopie (Curtis; Kloboucek et al.) direkt
sichtbar gemacht und in Echtzeit per Video aufgezeichnet. Diese Aufnahmen zeigen in
quantifizierbarer Weise die Mechanismen, die den Beginn der Interaktion zwischen GPIba
und immobilisiertem VWF charakterisieren, und darlber hinaus, wie diese Bindung die
Mikropartikel- und Tetherbildung aus Thrombozyten durch den Einfluss der Scherkraft
ermdglicht.
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3. Material und Methodik

3.1. Probengewinnung

3.1.1. Entnahme der Blutproben

Die Entnahme vendsen Blutes erfolgte an gesunden, freiwilligen Probanden, die
mindestens 10 Tage zuvor keine die Blutgerinnung oder die Thrombozytenfunktion
beeinflussenden Medikamente eingenommen hatten. Nach Punktion einer Cubitalvene
wurde zum Ausschluss von Stérfaktoren durch Aktivierung der Gerinnung oder Aktivierung
der Thrombozyten die ersten zwei abgenommenen Milliliter jeder Blutentnahme nur fur die
Zellzahlung verwendet. Das Blut wurde durch vorsichtiges, langsames Ziehen am
Spritzenstempel enthommen, um eine Plattchenaktivierung und mechanische Zerscherung
der Erythrozyten und anderer Zellen zu vermeiden. Die Antikoagulanzien (siehe unten)
waren zuvor bereits in die Entnahmespritze eingeflllt worden. Durch vorsichtiges
Schwenken der Spritze nach vollendeter Abnahme wurde das Antikoagulans mit dem Blut
vermischt. AnschlieBend wurde das Blut bei 37°C bis zum Beginn der Durchfihrung jedes
Versuches aufbewahrt.

Alle an der Studie teilnehmenden Personen hatten nach ausfihrlicher Aufklarung
schriftlich in die Studienbedingungen eingewilligt. SAmtliche Experimente, die menschliche
Proben enthalten, wurden gemaB der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Die
entsprechenden Versuchsprotokolle wurden von den zustéandigen Komitees gesichtet und
genehmigt.

3.1.2. Verwendete Antikoagulanzien

Als Antikoagulanzien wurden entweder Natriumcitrat oder 1,6 mg/ml EDTA oder der
Thrombininhibitor D-Phenylalanyl-L-Propyl-L-Arginin Chlormethyl Keton Dichlorid (PPACK;
93 uM; Hematological Technologies, Essex Junction, VT, USA), verwendet. Bezlglich der
Entstehung von Mikropartikeln und Tethern ergaben alle drei verwendeten
Antikoagulanzien in unseren Experimenten die gleichen Resultate. (Die Ergebnisse
diesbezlglich werden hier nicht vorgestellt)

Far bestimmte Experimente wurden zusatzlich zu PPACK noch Prostaglandin E;
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(PGE+4, 10 pM; Sigma, St. Louis, MO, USA), EDTA (5 mM) und Apyrase (ATPase, 1,5 U/ml;
Sigma, St. Louis, MO, USA) in die Spritze vorgeflllt, um bei der Blutenthahme und im
Verlauf des Flussexperimentes eine Aktivierung der Thrombozyten auszuschlieBen.

3.1.3. Probenweiterverarbeitung

Flr einige Experimente war es notwendig, die vorhandenen Plasmaproteine (z.B.
VWF) zu entfernen. Deshalb wurde das Blut einer so genannten ,Waschprozedur® in vier
Zentrifugationsschritten unterzogen. Nach Zentrifugation des Blutes mit 15509 wurde das
Plasma vorsichtig mit einer Pipette abgenommen, ohne dabei zu Nahe an die zwischen
Plasma und Erythrozytenschicht gelegene Leukozytenmanschette zu gelangen. Dies hétte
zur Folge, dass die sedimentierten Zellen durch den Sog nach oben gezogen und
ebenfalls abpipettiert wirden. Im Anschluss wurde exakt die enthommene Menge Plasma
durch Tyrode-Puffer (pH-Wert 6,5) ersetzt und durch vorsichtiges Schwenken vermischt.
Zu diesem Puffer wurde im ersten und zweiten Waschschritt jeweils 5 U/ml Apyrase
zugefagt, im dritten Waschschritt nur noch 1,25 U/ml, um eine Aktivierung der
Thrombozyten wahrend des Waschvorgangs zu verhindern. Nach dem vierten und letzten
Zentrifugationsschritt wurde das entnommene Plasma durch Tyrode-Puffer mit einem pH-
Wert von 7,4 ohne Zugabe von Apyrase ersetzt. Diese Reduktion der
Apyrasekonzentrationen wurde durchgefihrt um die Moglichkeit einer adaquaten
Plattchenaktivierung wahrend der Experimente zu gewahrleisten. Aus selbigem Grund
musste im letzten Schritt Calciumchlorid in einer Endkonzentration von 1 mM beigegeben
werden. Um die Viskositat des gewaschenen Blutes in einem physiologischen Bereich zu
halten wurde zusatzlich bovines Albumin (Bovine Serum Albumin, BSA) in einer
Konzentration von 6,5 mg/ml zugeflgt.

In dem organischen L&ésungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSQO) aufgel6stes
Cytochalasin D (4 uM Endkonzentration; Sigma, St. Louis, MO, USA) wurde bei
Versuchsreihen zur Untersuchung des Aktinskeletts zu bereits antikoaguliertem Blut

jeweils 10 Minuten vor Durchfiihrung jedes Experiments zugefiigt.
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3.2. Flussexperimente

3.2.1. Versuchsaufbau

Die in den Strahlengang des Mikroskops eingebrachte Kammer ist folgendermafBen
aufgebaut: sie besteht aus einer Grundflache aus Plexiglas, in der sich zwei Bohrungen
fir Zu- und Abfluss befinden. Eine Silikonauflage von 127 um Dicke mit einem zentralen
Ausschnitt in der Form des spateren Flusskanals wird UOber den Ein- und
Ausflusséffnungen positioniert. AnschlieBend wird ein mit VWF oder mit Kollagen
beschichtetes Deckglas als thrombogene Oberflache auf die Silikonauflage gelegt und
Uber eine Metallfassung mit dem Gegenstlick aus Plexiglas verschraubt, so dass sich ein
geschlossenes System ergibt. Die an den Querseiten der Kammer befindlichen Offnungen
fir Zu- und Ablauf werden mit Schlauchverbindern angeschlossen. Der Zulaufschlauch
wird zunachst mit Puffer geflllt, wobei unbedingt auf eine luftblasenfreie Flllung zu achten
ist. Dies beruht auf der Beobachtung, dass Uber die beschichtete Oberflaiche bewegte
Luftblasen diese beschadigen oder gar ablésen kénnen. AnschlieBend wird der geflllte
Schlauch abgeklemmt und direkt in das vorbereitete Blut eingetaucht. Der Ablaufschlauch
wird ebenfalls fir die Versuche mit Puffer geflllt, um eine gleichmaBige Ansaugfunktion
der Pumpe und somit eine gleichmaBige FlieBgeschwindigkeit des Blutes Uber die
thrombogene Oberflaiche zu ermdglichen. Dies fihrt zu einer weiteren
Artefaktminimierung. Das eine Ende des mit Puffer geflllten Schlauches wird direkt in die
entsprechende Offnung in der Strémungskammer eingebracht, das andere Ende wird mit
einer 50 ml Perfusorspritze verbunden. Das Blut wird Uber eine Pumpe (Harvard
Apparatus, Boston, MA, USA) aus einem Reservoir durch das Schlauch-Kammersystem
gesaugt. Bis unmittelbar vor dem Start jedes Versuches bleibt auch der Ablaufschlauch
abgeklemmt, um ein unkontrolliertes FlieBen des Puffers in den Schlauchen zu vermeiden.

Die Flussexperimente finden in einer beheizten Plexiglaskammer bei 37 °C statt.
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Abbildung 1

Metallfassung

Glasdeckglas,
beschichtet

Silikonmembran

Plexiglasblock

Abbildung 1 zeigt eine Darstellung der Flusskammer. Der Plexiglasblock mit den
seitlichen Bohrungen fir Zu- und Ablaufschlauch bildet die Basis. Darauf wird die 127
um dicke Silikonmembran gelegt, die spater die Seitenwande des Flusskanals bildet.
Auf diese wiederum wird das Glasdeckglas mit der thrombogenen Oberflache
aufgebracht und mit der Metallfassung verschraubt.
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3.2.2. Beschichtung der Glasoberflachen

Jedes der verwendeten Deckglaser (Corning Labware & Equipment Cover Glass,
No. 1 224 x 50 mm) wurde zuerst mit einem feuchten, fusselfreien Kimwipe-Papiertuch
von Hand gereinigt, um samtliche Staubpartikel zu entfernen. Fir die Beschichtungen
wurden verschiedene thrombogene Substanzen verwendet:

- rekombinanter multimerer VWF (Wildtyp);
- rekombinante, dimere A1 Doméne des VWF.

Mittels Drosophila Melanogaster Zellen wurde dieser spezielle Anteil des VWF in
einem Kulturmedium hergestellt. Die beiden Ketten dieses homodimeren Teilstlicks sind
wie bei multimerem VWEF ebenfalls durch Disulfidbricken miteinander verbunden,
wodurch sich die Bindungsféahigkeit deutlich erhéht. (Azuma et al.)

Beide Varianten des VWF wurden vor den Versuchen in Puffer geldst. Jeweils 75 pl
einer 20 pg/ml konzentrierten d-A1 Lésung wurden auf ein Deckglas, in den Bereich des
spateren Flusskanals, aufgebracht und anschlieBend in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur flir mindestens eine Stunde inkubiert. Dadurch kam es zu einer
Adsorption des Proteins an die Glasoberflache. Nicht gebundenes Protein wurde
unmittelbar vor dem Flussversuch mit Pufferlésung abgespult. Die Beschichtung mit
multimerem VWF erfolgte auf die gleiche Art und Weise.

Mit Hilfe von radioaktiv markierten monoklonalen anti-VWFA1-Fab-Molekilen
(NMC-4) wurde die Oberflachendichte des am Glas adsorbierten dVWFA1 bestimmt. Bei
einer Konzentration der VWF-L&sung von 10 oder 20 pug/ml ergab sich eine Beschichtung
auf dem Deckglas von 60 bis 85% der Ausgangskonzentration. Diese Ergebnisse
stammen aus zwei unterschiedlichen Versuchsreihen, die an zwei verschiedenen Tagen
durchgefihrt wurden. Im Sattigungszustand konnten pro 0,05 um?2 Flache 125 gebundene
NMC-4 Fab-Molekiile gemessen werden (Durchschnitt aus drei Versuchsreihen). Die
Analyse von 80000-fach vergrdéBerten transmissionselektronenmikroskopischen Bildern
ergab 0,05 pum? als kleinste Flachenausdehnung eines DAP. Wenn man von einer
homogenen Verteilung der 25000 GPlb Rezeptoren auf der thrombozytaren
Membranoberflache (im Durchschnitt ca. 8 um?) ausgeht, so ergibt sich eine Anzahl von
etwa 150 Rezeptoren pro 0,05 um2. Somit entspricht die Rezeptordichte dieser Flache
sehr genau der Oberflachendichte der VWF-Beschichtung.

FlOr Kollagenbeschichtungen wurden 150 pl einer Kollagenlésung aus fibrillarem
Kollagen Typ | aufgetragen (aus Rindersehne, saureldslich; Sigma, St. Louis, MO, USA;
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oder aus Pferdesehne, Horm-Chemie; Nycomed, Minchen, Deutschland). Unter
mikroskopischer Sichtkontrolle wurde darauf geachtet, dass die einzelnen Kollagenfibrillen
nicht zu dicht aneinander lagen, um eine adaquate Interaktion der Thrombozyten mit den
Kollagenfibrillen zu ermdglichen. Die Adsorption in einer feuchten Kammer erfolgte
ebenfalls fir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur.

3.2.3. Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (RICM)

RICM ist eine Methode, die ohne Farbung den Membrankontakt adharierender
Zellen an Glasoberflachen quantitativ darzustellen vermag. Das Prinzip beruht auf der
Reflexion des Lichtstrahls an der Grenzflache von Glas und der daran haftenden
Zellmembran. Durch die geringe Phasenverschiebung bei der Lichtbrechung kommt es zu
Interferenzen, die zur Kontrastverstarkung genutzt werden und auBerdem ein direktes
MaB far den Abstand der Membran von der Glasoberflache darstellen (siehe Abb. 2).
(Kloboucek et al.) Diese werden durch die Technik der RICM in verschiedene Amplituden
oder Intensitatsunterschiede umgesetzt, die dann das topographische Profil der
beobachteten Zelle darstellen.

Wie in der gezeigten Abbildung zu sehen ist, kommt es durch das verwendete
Immersionsdl zu einer optischen Kopplung des Deckglases mit dem Objektiv, da die
Brechungsindizes angeglichen werden. So kommt es zu keiner weiteren Beugung der
Lichtstrahlen. (Parthasarathy und Groves)
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Abbildung 2

Mikropartikel

Glas: n,

Immersionsol: n,

Abbildung 2 stellt das Prinzip
der Reflexions-Interferenz-
Kontrast-Mikroskopie dar. Es
zeigt, wie der Lichtstrahl an der
Glasoberflache und an der
Plattchenmembran reflektiert
wird. Das einfallende mono-
chromatische Licht wird mit |
angegeben. Die Angaben I3
beziehen sich auf die
unterschiedlich abgelenkten
ausfallenden Lichtstrahlen. V.,
bezeichnen jeweils den Winkel

des einfallenden Lichts. Die

verschiedenen optischen
Schichten werden mit ng»
nummeriert.

Modifiziert nach (Wiegand et al.)

i Objektiv

: i,
\ ¥ /

Diese Technik erfordert keinerlei Anfarbung der Zellen. Sie stellt die Kontaktflache
zwischen der Zellmembran und der beschichteten Glasoberflache dar, indem sie den
Abstand der beiden mit Interferenzfarben abbildet. In unseren Experimenten interferierten
die von der Glasoberflache und der Platichenoberflache reflektierten Lichtstrahlen
miteinander. (Curtis; Kloboucek et al.) Da die Experimente mit einer schwarz/weiB3
Videokamera aufgezeichnet wurden, werden die Abstédnde zwischen Glasoberflache und
Plattchen oder Mikropartikeln in Graustufen dargestellt. Dabei werden mit schwarz nullter
Ordnung Membranabstande von 4 bis 12 nm dargestellt. WeiB erscheinen
Membranabstande zur Oberflache von 20-30 nm. Teilchen mit mehr als 30 nm Abstand
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von der Glasoberflache werden nicht mehr abgebildet. (Kloboucek et al.)

Die RICM-Technik erlaubt die Unterscheidung zwischen zwei verschiedenen Arten
der Adhésion:

- zum einen fokale Adhésionen, ,focal contacts®, die an bestimmten Stellen den kleinsten
Abstand zwischen Zelle und Oberflache darstellen und mit schwarz nullter Ordnung
abgebildet werden; diese bilden die fest adharierenden Bereiche einer Zelle;

- zum anderen die in verschiedenen Graustufen dargestellten nahen Kontakte, ,close
contacts®, in Form grdBerer, flexiblerer und etwas weiter von der Oberflache entfernter
Membranbereiche. (Izzard und Lochner 1976; 1zzard und Lochner 1980)

Von den zwei verschiedenen Kontaktarten wurde an den fokalen Adhé&sionen weit
mehr geforscht, (Burridge et al.) da man davon ausgeht, dass in diesen Bereichen die
entscheidenden Vorgange der Zellinteraktionen stattfinden. Beide Adh&sionsbereiche der
Membran kénnen dynamisch ineinander Ubergehen.

3.2.4. Aufbau des Mikroskops

Die Beleuchtung erfolgte mit einer 50 W Quecksilberlampe und gekreuzten
Polarisationsfiltern zur Erzeugung von Reflexions-Interferenz-Kontrasten. Eine N4 Platte
im Objektiv reduzierte zusatzlich das Streulicht. Als Objektiv wurde ein Plan-Neoflur
63x/1,25 Ol-Immersions Ph3 Antiflex Objektiv (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet.
Die Bodenplatte der Flusskammer diente bei den Experimenten als Objekttrager. Es
wurde entweder ein inverses Mikroskop (Axiovert BSM; Carl Zeiss, Jena, Deutschland),
oder eines mit Epiillumination (Axioskop 2 Plus; Carl Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet.
Die Bilddarstellung erfolgte mit einer schwarz-wei3 CCD Kamera (Pulnix, JAI Inc., San
Jose, CA, USA) Uber einen Monitor bei gleichzeitiger Beobachtungsmaéglichkeit mit dem
Binokular aufgrund eines geteilten Strahlenganges.

3.2.5. Datenaquisition

Die Videoaufnahmen in Echtzeit wurden mittels CCD Kamera und Videorekorder
(DXC-390 bzw. SVO-9500MD Sony, Ichinomiya, Japan) auf S-VHS Videokassetten
aufgezeichnet, kontinuierlich nummeriert und systematisch geordnet. Die Auswertung der

Bilder wurde mit dem Bildanalyse Programm Metamorph (Universal Imaging, West
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Chester, PA, USA) durchgeflihrt. (Savage et al. 1996)

3.2.6. Prinzip des Flussexperiments

In den Blutstrdomungen im GefaBsystem oder in vitro wirken immer
hydrodynamische Krafte auf die sich fortbewegenden Zellen ein. Dabei seien
insbesondere Scherkrafte genannt, die durch unterschiedliche FlieBgeschwindigkeiten
benachbarter Flissigkeitsschichten entstehen. Besonders hoch sind die Wandscherkrafte,
d.h. die Scherkréfte in der Nahe der Endothelzellschicht, am geringsten dagegen die in der
Mitte des Blutstroms. Wandscherraten kdénnen mathematisch als lineare Funktion

folgender Parameter definiert werden (Nichols und O Rourke)

Scherspannung = p(du/dy)

du stellt die Geschwindigkeitsdifferenz zweier benachbarter Strdmungsschichten in
axialer Richtung dar

dx  bezeichnet die Dicke einer einzelnen Strémungsschicht

U gibt die Viskositat der strdomenden Flissigkeit wieder

Eine graphische Darstellung (Abb. 3) zeigt die unterschiedlich schnell flieBenden

Flussigkeitsschichten und die damit verbundenen unterschiedlichen Scherraten innerhalb
eines arteriellen GefaBes:
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Abbildung 3
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Abbildung 3
Schematische Abbildung des Blutstroms innerhalb eines arteriellen GeféaBes unter
Miteinbeziehung der Scherraten. Modifiziert nach (Gordon und Lowe)

Wandscherraten spielen besonders in GefaBen mit hohen FlieBgeschwindigkeiten
und kleinem GefaBdurchmesser eine wichtige Rolle. Darunter fallen insbesondere
Arteriolen oder stenosierte GeféaBe. So kann z.B. die 90% Okklusion einer Koronararterie
Scherraten von 20000-40000 s™ zur Folge haben. (Mailhac et al.; Siegel et al.; Bluestein
et al.) Dies ware das 100-fache der in nicht stenosierten Koronararterien vorkommenden
Werte. (Strony et al.) Neuere Arbeiten beschreiben sogar maximale Scherraten im Bereich
von 425000 bis 610000 s'. (Bark und Ku) Durch den hydrodynamischen Mechanismus
der Axial-Migration konzentrieren sich die Erythrozyten als Zellmasse in der axialen
GefaBmitte, wahrend an der GefaBwand ein erythrozytenfreier Plasmasaum zurlckbleibt.
In diesem sind Thrombozyten und Leukozyten angereichert und die Thrombozyten flieBen
in hoher Konzentration in einem nur Mikrometer schmalen Plasmasaum in unmittelbarer
Endothelndhe. (Goldsmith und Mason; Goldsmith et al.) Somit befinden sich die
Thrombozyten, rein strdbmungsbedingt, bereits in unmittelbarer N&he von reaktiven
Oberflachen, die durch GefaBwandverletzungen entstehen kénnen. Auch die Interaktion
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der Thrombozytenrezeptoren mit den an der GefaBwand immobilisierten Liganden ist erst
dadurch raumlich méglich.

3.2.7. Ablauf des Flussexperiments

Nach vollstandigem Aufbau des Kammersystems und der sonstigen Komponenten
insbesondere der Pumpen, der Kamera sowie der Videoaufzeichnung, sowie der genauen
Fokussierung des Mikroskops auf das beschichtete Deckglas, wird die Pumpe mit dem
gewiinschten Volumenstrom gestartet. Uber diesen ist die Scherrate bei gegebener
Flusskammerdimension vorgegeben.

Der von einer Plexiglaskammer umgebene Mikroskoptisch wird Gber eine Heizung
auf konstante 37°C erwarmt und halt dadurch das Blut und die Flusskammer ebenfalls auf
physiologischer Temperatur. Wé&hrend eines Versuches kdnnen verschieden groBe
VergréBerungsfaktoren eingestellt werden, um damit entweder einen Gesamtlberblick
oder eine genaue Detailabbildung der Zellen zu erreichen. Um den MaBstab und damit die
GrbéBe der Zellen genau zu ermitteln wurden zu einem vorangegangenen Zeitpunkt mit
einer Strichplatte (kleinste Einheit 10 um) die einzelnen mdglichen VergrdBerungsfaktoren
ebenfalls Uber das Videosystem aufgezeichnet, um so exakte GrdéBenangaben der
gezeigten Abbildungen machen zu kénnen.

Nachdem das gesamte Blut durch die Kammer geflossen ist wird die Pumpe
gestoppt, die Schlauche abgeklemmt und anschlieBend das Flusssystem vorsichtig in
seine Einzelteile auseinander gebaut. Einzig das verwendete Deckglaschen wird nicht
erneut verwendet und verworfen. Nach grindlicher Reinigung unter klarem Wasser ohne
weitere Detergenzien kann ein weiteres Flussexperiment unmitteloar im Anschluss
durchgefihrt werden. Sollte eine weitere Analyse der Ablagerungen auf der
Glasoberflache  erfolgen, wurde unter laufenden  Flussbedingungen eine

Perfusionsfixierung mit Glutaraldehyd oder Paraformaldehyd durchgefihrt.
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3.2.8. Durchflusszytometrische Auswertung

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf Signalen, die Zellen beim Passieren ei-
nes Laserstrahls abgeben. Dabei wird die ZellgréBe Uber das Vorwartsstreulicht (forward
scatter), die Granularitat Gber das Seitwartsstreulicht (side scatter) angezeigt. Um weitere
Zelleigenschaften detektieren zu kénnen, werden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten An-
tikdrpern gegen spezifische Oberflachenantigene markiert. So kann durch die spezifische
Antigen-Anfarbung eine weitere Differenzierung der Zellen erfolgen. Die Darstellung er-
folgt in einem zweidimensionalen Diagramm, in denen zwei Zelleigenschaften gegenein-
ander aufgetragen sind. Zum Beispiel kénnen die Zellen nach GrdéBe und Granularitat,
oder nach Gr6éBe und Lichtemission des markierten Antikdrpers sortiert werden. Innerhalb
dieser Darstellungen kann dann eine einzelne Zellpopulation, in unseren Experimenten
v.a. thrombozytére Mikropartikel, durch ein spezielles Messfenster isoliert und weiter ana-
lysiert werden. Wie bereits durch andere Forschungsgruppen beschrieben, ist es trotz der
sehr geringen GroBe der Mikropartikel mdglich, sie mit Hilfe der Durchflusszytometrie zu
detektieren. (Lindahl et al.; Miyazaki et al.; Heijnen et al.) Dazu fihrten wir vor den eigent-
lichen Messungen Kalibrierungen mit speziellen, fluoreszierenden ,microbeads®, d.h. 0,1
um Durchmesser kleinen Kigelchen (FluoSpheres® Fluorescent Microspheres, Molecular
Probes, Oregon, USA/Leiden, Niederlande), durch. So konnte von uns ein Messfenster
definiert werden, in dem zelluldre Partikel derselben GroBe wie diese ,microbeads” er-
kannt werden.

Far die durchflusszytometrische Analyse wurde das in der Perfusorspritze gesam-
melte Blut nach jedem Versuch vorsichtig geschwenkt, um es mit dem zuvor in den
Schlauchen enthaltenen Puffer zu mischen. AnschlieBend wurde es fir die Zentrifugation
in entsprechende Rdhrchen geflllt und bei 170g far 15 Minuten zentrifugiert. Das so erhal-
tene PRP wurde abpipettiert und jeweils mit zwei verschiedenen Antikérpern flir mindes-
tens eine Stunde lichtgeschitzt bei Raumtemperatur inkubiert. Um durchflusszytometrisch
zwischen den verschiedenen Antikérpern differenzieren zu kdnnen mussten sie mit unter-
schiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen, die durch unterschiedliche Wellenldngen aktiviert
werden, konjugiert werden. Um einen Thrombozyten oder ein Zellteil thrombozytaren Ur-
sprungs als solches zu erkennen verwendeten wir an Integrin allbp3 bindendes Anti CD
41 oder das gegen GPlba gerichtete Anti CD 42b (Immunotech, Marseille, Frankreich).
Diese waren jeweils mit dem orangefarben fluoreszierenden Phykoerythrin konjugiert. Als

zweiter Antikérper wurde mit FITC (Fluorescein Isothiozyanat), einem grin fluoreszieren-
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den Farbstoff, konjugierter Anti-Tissue Factor-Antikérper (American Diagnostics, Stamford,
CT, USA) verwendet. Die Inkubation wurde mit einer Endkonzentration von 15 pl/ml PRP
(Anti CD 41- und Anti CD 42b-Antikérper) bzw. 38 ul/ml PRP (Anti-TF-Antikérper) durchge-
fihrt. FOr die jeweils verwendeten Konzentrationen gab es keine Normwerte. Es war somit
notwendig eine flr unser Labor, unsere Anwendung und den jeweils verwendeten Antikor-
per optimale Konzentration zu finden. Meist liegt die benétigte Konzentration im Bereich
zwischen 0,25 und 20 pg/ml. (Michelson et al.)

Nach Ablauf einer Stunde wurde die Messung mit einem Durchflusszytometer der
Firma Beckman Coulter durchgefiihrt. Als Besonderheit der Messung verwendeten wir als
Auslésesignal nicht wie Ublicherweise den Vorwérts-Scatter, sondern die Fluoreszenz.
Dies ermdglichte uns selbst Mikropartikeln noch zu detektieren, deren GrdBe bereits unter
der Wellenlange des verwendeten Lichts lag. Als Analogie dazu kann man sich vorstellen,
dass Sterne im Nachthimmel nur durch ihr Leuchten und nicht durch ihre GréBe erkennbar
sind. Bei der gr6Bengetriggerten Messmethode machten wir die Erfahrung, dass die klein-
sten Teilchen, die flr uns relevanten Mikropartikel, zum GroBteil nicht erfasst werden

konnten.

3.2.9. Fixierung der Proben

Fir die konfokale Laserscanningmikroskopie sowie fir die Elektronenmikroskopie,
die auBerhalb der Flusskammer durchgefiihrt wurden, mussten die Thrombozyten und
Mikropartikel zuerst fixiert werden. Die von uns entdeckte scherkraftinduzierte Entstehung
von Tethern und Mikropartikeln aus Thrombozyten war jedoch ein sehr schneller, von der
Strdmungsgeschwindigkeit abhangiger Prozess, der eine besondere Fixierung der Proben
fir weitere Analysen verlangte. Deshalb musste die Fixierung so durchgefihrt werden,
dass der Blutfluss mit der gleichen Geschwindigkeit und den gleichen Scherraten auch
unmittelbar vor den Fixierungsprozessen aufrecht erhalten werden konnte. Nur so war es
moglich den Entstehungsmechanismus von Tethern und Mikropartikeln in der realen Form
zu fixieren und ihn detailgetreu und exakt abzubilden.

Dies gelang, indem wir wahrend des Flussexperiments eine Spritze mit circa 5 ml
einer Fixierungslésung, entweder gepufferte 4%ige Paraformaldehydlésung oder flr
elektronenmikroskopische Bilder gepufferte 2%ige Glutaraldehydlésung, bereithielten.
Kurz bevor das in den Zulaufschlauch flieBende Blut zur Neige ging, wurde sehr schnell
die Fixierungslésung in das Reagenzglas, in dem sich der Zulaufschlauch befindet,
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eingebracht. Es musste beachtet werden, dass keine Luft in den Zulaufschlauch gelang,
um ein Abtragen der interagierenden Zellen zu vermeiden. So war keine Unterbrechung
des Blutflusses nétig, sondern die Fixierldésung wurde mit dem Sog in die Kammer
eingezogen und fixierte die Zellen unmittelbar wahrend des Kammerdurchflusses bei der
Interaktion mit der beschichteten Oberflache. Die interagierenden Thrombozyten wurden
féormlich eingefroren wenn die Fixierungslésung die Flusskammer in ausreichender
Konzentration erreichte.

Nachdem die Plattchen fixiert waren wurde die Pumpe sofort gestoppt, um ein
Abldsen der Plattchen oder eine andersartige Artefaktbildung zu verhindern. AnschlieBend
wurde die Flusskammer sehr vorsichtig auseinander gebaut und das Glasdeckglas mit
den fixierten Thrombozyten fir mindestens 10 Minuten in eine Petrischale mit
Fixierungslésung gelegt. Durch vorsichtige kreisende Bewegungen konnten die noch
anhaftenden Erythrozyten langsam abgel6st werden. Nach der Fixierungszeit konnte das
Deckglas aus der Lésung entnommen, vorsichtig mit PBS (Phosphatgepufferte 0,9%
Natriumchlorid-Lésung; pH-Wert 7,4) gewaschen und weiterverarbeitet — z.B. mit

Antikérpern inkubiert — werden.

3.3. Analyse von Tethern und Mikropartikeln mit konfokaler

Laserscanningmikroskopie

Nach der Fixierung wurden die Proben fir die konfokale Laserscanningmikroskopie
mit folgenden Praparationsschritten vorbereitet: Sie wurden mit primaren, monoklonalen
Antikérpern fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend folgte eine
einstiindige Inkubation mit einem sekundaren, an einen fluoreszierenden Farbstoff
gekoppelten Antikérper. Dieser Inkubationsschritt musste im Dunkeln stattfinden um die
Fluoreszenzfarbstoffe nicht ausbleichen zu lassen. Die von uns verwendeten Antikérper
gegen CD 41 (Integrin allb), CD42a (GPlba) und CD14 (Markierung von Monozyten)
wurden von Immunotech (Marseille, Frankreich), die monoklonalen Antikbrper gegen
Tissue Factor von der Firma American Diagnostics (Stamford, CT, USA) hergestellt. Die
Antikdrper gegen AK-3 (GPlba, IgG1) wurden freundlicherweise von M.C. Behrendt zur
Verflgung gestellt. Das mit Rhodamin konjugierte Phalloidin zur Darstellung der
Aktinflamente stammte von Pharmingen (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), der
monoklonale Anti-Aktin Antikérper (Klon 4) von ICN Biomedicals (Irvine, CA, USA) und
FITC- und Cy3-konjugierte sekundare Antikérper von Nordic (Tilburg, Niederlande) oder
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Jackson (West Grove, PA, USA). Nachdem die Uberschissigen, nicht gebundenen
Antikérper nach Beendigung der Inkubationszeit mit PBS abgewaschen wurden, wurden
die Proben mit dem Schnelleindeckmittel Entellan® (Merck Chemicals, USA) auf glaserne
Objekttrager (Merck, Darmstadt, Deutschland) befestigt und nach dem Ausharten mit
einem konfokalen Mikroskop LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) bei 63-facher
PrimarvergréBerung (Zeiss 63 Antiflex Objektiv und Plan-Apochromat 63/1.4 Ol DIC
Objektiv) analysiert.

Um den F-Aktin Gehalt der Thrombozyten und Tether zu untersuchen wurden die
fixierten Proben mit 0,2% Triton-X-100 permeabilisiert und fiir eine Stunde mit einem Anti-
Aktin Antikdrper und anschlieBend mit einem Cy3 markierten, sekundaren Antikdrper eine
weitere Stunde inkubiert. Letzterer war ein lapiner, also ein vom Kaninchen stammender

Antikérper der an Maus Antigene bindet.

3.4. Herstellung und Weiterverarbeitung von fixierten Proben fur
elektronenmikroskopische Auswertungen

3.4.1. Rasterelektronenmikroskopie

FiOr die Rasterelektronenmikroskopie wurden die auf den Deckglaschen fixierten
Proben verwendet. Nach Entwasserung in Ethanollésungen aufsteigender Kon-
zentrationen (bis 100%) wurde eine Trocknung Uber den kritischen Punkt mit Kohlendioxid
(CO,) durchgefihrt. Die Beschichtung erfolgte mit Kohlenstoff. Um die Proben in das
Rasterelektronenmikroskop (JSM-6300F, JEOL, Tokio, Japan) einbringen zu kénnen,
musste mit einem Glasschneider noch das Glasdeckplattchen auf eine GréBe von etwa 5

x 5 mm zurechtgeschnitten werden.

3.4.2. Transmissions-Immun-Elektronenmikroskopie

Far die Transmissions-Immun-Elektronenmikroskopie wurden Partikelpréparate und
dinne Gefrierschnitte der an dVWFA1 gebundenen und fixierten Plattchen und Tether
hergestellt.

Far ultradinne Gefrierschnitte der Proben wurden die Stromungsexperimente mit

melaminbeschichteten Deckgldschen durchgefihrt, auf denen =zusatzlich wie zuvor
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beschrieben dVWFA1 aufgebracht wurde. Nach Perfusionsfixierung wurde der
Melaminfilm mit den daran haftenden Thrombozyten von der Glasoberflache abgezogen
und in 10%iger Gelatine eingelegt, eisgekihlt und in 1 mm?3 groBe Stlicke geschnitten.
Diese Stiicke wurden bei 4°C fir 24 Stunden in 2,3 molarer Saccharosel6sung eingelegt
und im Anschluss mit flissigem Stickstoff eingefroren. Spater wurden die so praparierten
Proben bei -120°C in 50 nm dicke Schnitte mit einem Ultracut S Ultramicrotom (Leica,
Reichert Division, Wien, Osterreich) zugeschnitten. Diese Gefrierschnitte wiederum
wurden auf spezielle mit Polyvinylformaldehyd Gberzogenen Elekironenmikroskopiegitter
(Formvar®) aufgelegt, und mit primaren Antikbrpern, sowie in einem zweiten Schritt mit
Protein A, welches an 10 nm kleine Goldpartikel gebunden war, inkubiert. Die so
immunmarkierten Gefrierschnitte wurden mit Uranyl-Acetat in Methyl-Zellulose-Uranyl-
Acetat gegengefarbt, und mit einem JEOL 1200CX Elektronenmikroskop untersucht.

Partikelpraparate fir die elektronenmikroskopische Auswertung erhielten wir, indem
das karbonlberzogene, mit einem Polyvinylformaldehyd beschichtete (Formvar®) Gitter
beim Zusammenbau der Kammer direkt in den Strdmungskanal eingebracht wurde, und
das Flussexperiment wie gewohnt durchgefihrt wurde. Nach der Perfusionsfixierung mit
einer Mischung aus 2%igem Paraformaldehyd und 0,2%igem Glutaraldehyd in 0,1
molarem PBS wurden die Gitter mit den darauf fixierten Plattchen zun&chst mit primaren
Antikérpern, und nach deren Inkubation mit Protein A, welches an 10 nm Kkleine
Goldpartikel gebunden war, erneut inkubiert. Die Partikelpraparate wurden wie die
Gefrierschnitte mit Uranyl-Acetat in Methyl-Zellulose-Uranyl-Acetat gegengefarbt. Die
Analysen der so praparierten Proben konnten in einem JEOL 1200CX
Elektronenmikroskop durchgefuhrt werden.

FOr die Transmissions-Immun-Elekironenmikroskopie wahlten wir bei den

Flussexperimenten Scherraten zwischen 10000 und 30000 s™.
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4. Ergebnisse

4.1. Plattchenadhésion via Discrete Adhesion Points (DAPs)

Die bereits beschriebene axiale Migration des Blutstroms ermdglichte in unseren
Versuchen die Interaktion zwischen den beschichteten Oberflachen und den daran vorbei
flieBenden Thrombozyten. Wir konnten dabei beobachten, dass bei Experimenten, in
denen die Scherraten zwischen 2000 s™ - entsprechend einer normalen Arteriole - und
40000 s - entsprechend einer stenosierten Koronararterie — betrugen (Mailhac et al.;
Bathe und Kamm; Wootton et al.), die Thrombozyten, oder im Verlauf auch die gebildeten
Tether, nur Uber einen sehr kleinen Membranbereich mit der Oberflache in Kontakt
standen (siehe Abb. 5 B und C und 6 A). Dieser Befund stand im Gegensatz zur
bisherigen Meinung, dass nicht aktivierte Thrombozyten mit der kompletten, basalen
Membranflache an eine Oberflache adhérieren. Die DAP-Bereiche wurden mit RICM
schwarz abgebildet und entsprachen somit einem Abstand der Zellmembran von der mit
VWEF beschichteten Oberflache von 4-12 nm. In den direkt angrenzenden Bereichen stellte
sich die Zellmembran hellgrau oder weiB3 dar, entsprechend einer Oberflachendistanz von
mehr als 20 nm. (Kloboucek et al.)

Innerhalb dieser schwarz abgebildeten Bereiche fand die Interaktion der
thrombozytaren Membranrezeptoren GPlba mit den diméaren A1-Doméanen des VWF statt.
Sie sind der Ausgangspunkt der scherkraftinduzierten Bildung von Tethern und
Mikropartikeln. Die Anhaftung der vollstandig aktivierungsblockierten Thrombozyten wurde
nur Uber die Bindung der GPlba Rezeptoren innerhalb der DAPs vermittelt. GPlba ist ein
Rezeptor, der keine Voraktivierung fir seine Ligandenbindung bendtigt. Die Aktivierung
der Thrombozyten durch die Uber GPlba-Signalkaskaden vermittelte Aktivierung wurde
durch die Inhibition jeglicher Plattchenaktivierung verhindert.

Wir konnten in unseren Experimenten zwei relevante Funktionen der DAPs
beobachten:

- Bei den rollenden Bewegungen, mit denen sich manche Thrombozyten auch ohne
Tetherbildung Uber die dVWFA1-Oberflache fortbewegten, dienten die beschriebenen
DAPs als Drehpunkte bei Uberschlags- oder Rotationsbewegungen der Thrombozyten
(siehe Abb. 6 A). Auf diese Art bewegten sich die Thrombozyten rollend mit dem Blutfluss

voran.
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- Durch das feste Anhaften der Zellmembran in den Bereichen der DAPs wurden bei
hohen Scherraten Membranschlauche aus den Thrombozyten gezogen. Sie waren die
Ausgangspunkte der Tetherentstehung und damit auch Ausgangspunkt der

scherkraftinduzierten, biophysikalischen Entstehung thrombozytarer Mikropartikel.

4.2. Die Kinetik der Tetherbildung

Abbildung 4 zeigt, dass die Anzahl der Thrombozytenkontakte, der Translokationen
und der Tetherbildung sowohl von der Beschichtungskonzentration als auch von der
Scherrate abhing. Bei niedrigen Scherraten und niedriger Konzentration kam es zu einer
hohen Anzahl von kurzzeitigen Kontakten der Blutplatichen, Translokationen und
Tetherbildung waren nur geringfligig vorhanden. Bei gleicher Beschichtung und héheren
Scherraten reduzierte sich die Anzahl dieser Kontakte deutlich.

Tether konnten, wenn auch in geringer Zahl, auch bei niedrigen Scherraten mit
niedriger Beschichtungskonzentration entstehen. Bei gleicher Konzentration und héheren
Scherraten gelang nur in geringem MaBe der Nachweis von Tethern. Die Ursache hierflr
lag héchstwahrscheinlich in der funktionell niedrigen Konzentration von Liganden der GPIb
Molekile - der niedrigen dVWFA1-Beschichtung -, durch die es zu keiner ausreichenden
Anzahl an Bindungen kommen konnte, um den héheren Scherkraften stand zu halten.

Auffallend war auch, dass bei hohen Beschichtungskonzentrationen die Anzahl der
Tether mit der Scherrate zunimmt. Gleichzeitig war die Anzahl der kurzzeitigen Kontakte
signifikant niedriger. Somit entstanden bei gleicher Anzahl an Interaktionen relativ gesehen
mehr Tether. Dies war auf die ho6heren Krafte zurlGckzufihren, die auf die
Thrombozytenmembranen einwirken. War der Tether mittels eines DAPs fest auf der
Oberflachenbeschichtung verankert, ,zogen“ diese hohen Scherkrafte den Tether férmlich
aus der Zelle heraus.

In Abbildung 4 C ist zu sehen wie sich DAPs und Thrombozyten mit dem Blutstrom
fortbewegten. Bewegte sich ein Thrombozyt schneller voran als der verankerte
Membrananteil, dann entstanden Tether. In Teil D der Abbildung wird die lineare
Korrelation der Tetherlange mit der Zeit dargestellt. Je lédnger ein mit einem DAP
verankerter Thrombozyt mit dem Blutstrom fortgetragen wurde, desto langer wurde der
Tether und zwar unabhangig von der bereits erreichten Lange (bis 30 um). Aufgrund der
Linearitat der Korrelation I&sst sich schlieBen, dass die wirkenden Krafte, zum einen die
Scherkrafte in Flussrichtung, zum anderen die innerhalb der Zelle entgegenwirkenden
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Krafte (Zellmembran, Zytoskelett), sich nicht mit der Lange des Tethers und nicht mit der
GréBe des verbleibenden Thrombozyten verandern.

Abbildung 4
Kontakt E Translokation . Tether
A 200 _ B -
Niedrige Hohe Beschichtungskon-
Beschichtungs- zentration
konzentration
100 _
<
©
N
c
<
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750 4000 4000 20,000 40,000
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Abbildung 4: Die Kinetik der Tetherbildung:

(A-B) Eine gewaschene Blutzellsuspension (Thrombozytenanzahl, 11000 /ul) wurde Uber
immobilisierten dVWFA1 bei niedrigen, 1 pupg/ml  (A) oder hohen, 20 pg/ml (B)
Beschichtungskonzentrationen perfundiert. Die jeweiligen Scherraten sind in den Diagrammen
eingezeichnet. Ein ,Kontakt“ beschreibt ein Plattchen, das fiir mindestens 0,033 Sekunden mit der
reaktiven Oberflache interagierte. ,Translokation® beschreibt einen Thrombozyten, der sich
mindestens um einen halben Zelldurchmesser pro Sekunde und damit langsamer fortbewegte als die
frei flieBenden Plattchen. Unter ,Tether® werden diejenigen Plattchen erfasst, die mit Hilfe von DAPs
ein oder mehrere Tether ausbildeten.

(C) zeigt die Geschwindigkeiten, mit denen sich die interagierenden Thrombozyten, sowie die DAPs
an denen sie verankert waren, fortbewegten. (D) veranschaulicht die Kinetik der Tetherentstehung
und -langenentwicklung bei dVWFA1 Konzentrationen von 20 pg/ml und Scherraten von 40000 s™.
Modifiziert nach (Reininger et al. 2006)
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Abbildung 5
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Abbildung 5

(A) Die Abbildung zeigt eine gewaschene Suspension von Blutzellen mit erniedrigten
Thrombozytenkonzentrationen (11000 Thrombozyten /ul), die bei Scherraten von 40000 s Uber eine
dVWFA1 beschichtete Oberflaiche stromten. Einzelne Mikropartikel und abgetrennte Tether
translozierten Uber die Oberflache.

(B) Eine gewaschene Blutzellsuspension mit 230000 Thrombozyten /ul wurde mit Scherraten von 4000
s™" tiber dVWFA1 perfundiert. Es ist ein DAP im peripheren Bereich der Zellmembran zu erkennen.

(C) Mit Scherraten von 1000 s™ wurde eine gewaschene Blutzellsuspension (270000 Thrombozyten /ul)
Uber dVWFA1 perfundiert. Wieder ist ein DAP deutlich zu erkennen, diesmal am stromaufwérts
gelegenen Ende des Tethers, aber erneut auch im peripheren Bereich des Zellkdrpers.

Modifiziert nach (Reininger et al. 2006)



Abbildung 6

Flussrichtung

Abbildung 6 zeigt die Anhaftung von
Thrombozyten an VWF durch die
Verankerung innerhalb der DAPs,
sowie die konsekutive Bildung von
Tethern und Mikropartikeln.

(A) Gewaschene Blutzellen mit
reduzierter Thrombozytenanzahl
(11000 /pl) wurden Uber eine mit
dVWFA1 beschichtete Oberflache mit
Scherraten von 40000 s perfundiert.
Aufeinanderfolgende  Bilder  einer
Plattchentranslokation von  rechts
nach links: (1) initialer Kontakt
zwischen Membran und dVWFA1, es
sind einige aufféllige DAPs (schwarze
Membranbereiche) zu erkennen. (2)
Zunahme der Anzahl und GrdBe der
DAPs (3) Rollen des Plattchens, die
Aufnahme zeigt die seitliche Kante
des Thrombozyten (4-6) das Plattchen
bewegt sich weiter vorwarts ohne sich
erneut zu Uberschlagen.

(B) Mit PPACK antikoaguliertes Blut
wurde mit Scherraten von 6000 s

Uber immobilisierte VWF Multimere
perfundiert. Vier Sekunden nach dem
Start sind die DAPs auf den
Membranen der interagierenden
Thrombozyten als schwarze Bereiche
zu erkennen. (Siehe auch auf der im
Bild gezeigten VergréBerung)
Ebenfalls sind Tether zu sehen, die
aus dem Plattchenkérper
herausragen. Sie haben eine Lange
von bis zu 30 um und sind an einigen
Stellen abgeknickt. (C) zeigt den
gleichen Bildausschnitt wie Abb. 6 B
jedoch 80 Sekunden nach dem Start
der Perfusion. Nun sind vollstandig
ausgebreitete Thrombozyten, ,spread
platelets” zu sehen.

Modifiziert nach (Reininger et al.

2006)
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4.3. Tether- und Mikropartikelentstehung aus Thrombozyten

Wenn innerhalb des Blutstromes Scherraten von iiber 1000 s wirkten, konnten die
DAPs trotzdem den Scherkréften eine Zeit lang standhalten. Diese Zeitspanne ist begrenzt
durch die Halbwertszeit der GPIb-VWF Bindung, sowie die Anzahl der simultan bindenden
Rezeptoren im Bereich eines DAP. Dadurch konnte zunadchst kurzzeitig ein so
interagierendes Plattchen in seiner Position gehalten werden. SchlieBlich bewegte sich
jedoch der Thrombozyt aufgrund der wirkenden Scherkrafte weiter in Flussrichtung,
wahrend der Membrananteil des DAPs noch fest adhéarierte. Durch diesen Mechanismus
wurden dinne Membranschldauche, die so genannten Tether, aus den Thrombozyten
herausgezogen.

Im Rasterelektronenmikroskop (siehe Abb. 7 B-E) konnte man feine
Membranschlauche erkennen, die aus nicht aktivierten Plattchen herausragten. Die
Unterscheidungskriterien dieser Tether von Filopodien aktivierter Plattchen sind einerseits
der um die Halfte geringere Durchmesser, andererseits eine Entstehungszeit, die bis zu
siebenfach schneller ist als die Aktinpolymerisation, die der Filopodienbildung aktivierter
Plattchen zu Grunde liegt (siehe Abb. 7 A bis C). In Abbildung 7 A ist zum Vergleich ein
aktiviertes Blutplattchen mit zahlreichen Filopodien abgebildet, die sich in Lange, GréBe
und Verteilung auf der Zelle deutlich von den passiv gebildeten Tethern unterscheiden.
Auch in Hinsicht auf die Flussrichtung unterschieden sie sich von Filopodien, da Tether
immer in Flussrichtung verliefen, wobei der DAP stromaufwéarts und der Thrombozyt
stromabwérts lag. Kleine Abweichungen waren dabei mdglich (siehe Abb. 6 B).
Dahingegen sind Filopodien keine Folge aus einer direkten Interaktion von VWF und der
Zellmembran, sondern formen sich in alle Richtungen, als kleine, frei bewegliche
Membranaussttlpungen aus dem Zellkérper.

Eine Tetherbildung konnte in unseren Versuchen nur beobachtet werden, wenn
entweder niedrige Scherraten (<1000 s”) mit niedrigen Konzentrationen der
Oberflachenbeschichtung mit dVWFA1 (1 oder 5 pg/ml) einher gingen, oder wenn
umgekehrt die Blutplattchen bei héheren Beschichtungskonzentrationen (10-20 pg/ml)
auch héheren Scherraten (20000-40000 s™') ausgesetzt waren. In letzterem Fall wurden
von weit mehr als 50% aller interagierenden Plattchen ein oder mehrere Tether gebildet
(siehe Abb. 4 A und B).

Dem Blutstrom folgend bewegten sich die Plattchen stets in eine Richtung, auch die
Tether zeigten generell in die gleiche Richtung, wenn auch kleine Abweichungen zur
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Flussrichtung méglich waren. Knickbildungen innerhalb eines Tethers waren mdglich wenn
sich in dessen Mitte eine weitere Haftstelle mittels eines DAPs ausbildete, der wenig von
der exakten Strémungsrichtung abwich (siehe Abb. 6 B). Die Kinetik der Tetherbildung
verlief fast linear, bis es entweder zu einer Ablésung des Tethers und folglich zur
Wiedereingliederung der Membran in den Thrombozyten, oder zum AbreiBen des
Thrombozyten und somit zur eigenstéandigen Fortbewegung des Tethers im Blutfluss kam
(siehe Abb. 4 D).

Tether erreichten eine Lange von bis zu 30 pm. Sie entstanden sowohl bei
Perfusionsversuchen Uber dA1VWF, als auch Uber multimeren VWEF, als auch Uber
Kollagen (siehe Abb. 7 E, 6 B und 8).

Bei Scherraten von 6000 s und mehr konnte sich der Plattchenkdrper vom Tether
I6sen (siehe Abb. 5 A). Der abgetrennte Thrombozyt bewegte sich dann unter Verlust der
Membrananteile wieder mit dem Blutstrom fort. Der Tether blieb entweder an dem DAP, an
dem er entstanden war, verankert, wodurch der restliche Tether im Blutstrom hin und her
flottierte. Auf diese Weise konnten neue DAPs entstehen und der abgetrennte Tether
konnte sich als einzelnes, schlauchartiges Platichenteil durch die herrschenden
Strdmungen weiter Uber die Oberflache mittels Rezeptorinteraktionen innerhalb der DAPs
fortbewegen. Oder es war mdglich, dass es zu einer ZerreiBung im Bereich des Tethers
kam (siehe Abb. 7 D und E). Bei Scherraten (iber 10000 s erhdhte sich der Anteil der so
abgetrennten Tether deutlich. Durch mehrere kleine Teilstlicke eines Tethers, die nach
Teilung eine spharische Form bildeten, entstanden Mikropartikel. Diese waren entweder
tropfen- oder kugelférmig. Der Durchmesser betrug 70-100 nm, was der Breite eines
Tethers entsprach (siehe Abb. 5 A, sowie 7 D und E). Nach ihrer Entstehung bewegten
sich die so gebildeten thrombozytaren Mikropartikel entweder unabhangig von den
Plattchen, aus denen sie hervorgegangen waren, Uber die VWF Oberflache fort. Oder
aber die GPIb/VWF Bindungen I8sten sich nicht und die Mikropartikel blieben an die
reaktive Oberflache gebunden (siehe Abb. 5 A).

Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu denen, die Dopheide et al.
(Dopheide et al.) machten. Die Forschungsgruppe berichtete, dass es in ihren
Experimenten nicht vorkam, dass ein Plattchenkérper von dem aus ihm gebildeten Tether
abgetrennt wurde. Ganz im Gegensatz dazu kam dies in unseren Versuchsreihen
regelmasig vor und stellte durch Ab- oder Durchtrennung von Tethern einen Mechanismus
dar, durch den unter Bedingungen mit hohen Scherraten thrombozytare Mikropartikel
biophysikalisch entstanden sind. Diese Differenzen kénnten zum einen an den

unterschiedlichen Versuchsaufbauarten, zum anderen aber auch an der verwendeten
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Beschichtung oder einer unterschiedlichen Beschichtungskonzentration liegen. Auch
kommt die Verwendung unterschiedlicher Scherraten als Ursache in betracht, da die
Abtrennung der Tether von den Blutplattchen auch in unseren Versuchen mit den
verwendeten Scherraten korrelierte und bei hdheren Scherraten wesentlich 6fter vorkam.
Eine weitere Mdglichkeit ist, dass die von Dopheide et al. verwendete und deutlich
geringer auflésende Mikroskoptechnik eine klare Darstellung isolierter Tether einschrankte.

In unseren Experimenten kam es regelmaBig vor, dass ein mit der adhasiven
Oberflache interagierender Thrombozyt mehrere, voneinander unabhangige DAPs auf
seiner Membran ausbildete. So kam es dazu, dass unter Einfluss der auf das
Blutplattchen wirkenden Scherkrafte mehrere Tether gleichzeitig aus dieser einen Zelle
herausgezogen wurden (siehe Abb. 7 B und E). Meist waren die Tether dabei in etwa
gleich lang.

Bei Scherraten zwischen 10000 s und 40000 s' waren die Anteile der
Thrombozyten, die Tether und Mikropartikel bildeten, am héchsten, und zwar in folgendem
Verhéltnis: 0,75 Mikropartikel : 1 abgetrennter Tether : 1 translozierender Thrombozyt. Da
sowohl Tether als auch Mikropartikel jeweils den gleichen Durchmesser von etwa 0,1 pm
oder weniger besaBen, unterschieden wir sie durch die Definierung der unterschiedlichen
Langen, das heiBt Mikropartikel waren kirzer und Tether langer als 0,5 um (siehe Abb. 7 D
und E).

Als Kontrollexperiment zu unseren Versuchsreihen haben wir Vollblut mit
Scherraten von 40000 s' (ber unbeschichtetes Glas, an das sich dann das Plas-
mafibrinogen anhaftet (Reininger et al. 2000), strémen lassen. Dabei zeigte sich in den
Echtzeitaufnahmen keinerlei Tether- oder Mikropartikelentstehung. Auch in den per
Durchflusszytometer analysierten Proben dieser Experimente zeigte sich kein Anstieg der
Mikropartikelbildung im Vergleich zur Nativprobe.
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Abbildung 7
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Abbildung 7

Scanning-elektronenmikroskopische Analyse von Mikropartikeln und Tethern:

Die Bilder (B) bis (E) wurden angefertigt, indem mit Natriumzitrat antikoaguliertes Blut (mit 250000
Thrombozyten /ul) Gber eine Beschichtung mit der rekombinanten A1 Doméne des VWF bei Scherraten
von 30000 s™' perfundiert wurde.

(A) zeigt eine Scanning-elektronenmikroskopische Aufnahme eines zum Vergleich dargestellten,
aktivierten, perfusionsfixierten Thrombozyten. Es soll veranschaulicht werden, wie ein aktivierter
Thrombozyt Filopodien in verschiedene Richtungen aktiv bildet, die sich in Form, Gr68e und Anzahl
deutlich von den passiv gebildeten Tethern unterscheiden.

In (B) ist ein nicht aktiviertes, Gber GPIb an VWF adhérierendes Plattchen zu sehen. Es sind eine glatte
Membranoberflache und ein langer, schmaler Tether zu erkennen. Die zwei mit Pfeilen gekennzeichneten
Membranausbuchtungen sind Tether am Beginn ihrer Entstehung.

(C) VergréBerung eines in (B) markierten Bildausschnittes: es zeigt eine Vielzahl kleiner diinner Tether,
die den Plattchenkdrper an der reaktiven Oberflache verankern.

(D-E) Einzelne Mikropartikel und von Plattchen abgetrennte Tether.

Modifiziert nach (Reininger et al. 2006)




4.4. Zusammenwirken von VWF A1-Domane und GPlba als Voraussetzung fur
Spreading

Bei Flussversuchen mit nicht inhibierten Thrombozyten {ber multimerem,
immobilisiertem VWF wurden die Thrombozyten nach der ersten Interaktion zwischen
GPlba und immobilisiertem VWF in ihrer Vorwartsbewegung verlangsamt. So konnte nach
Aktivierung der Thrombozyten durch diese erste transiente GPIlb-VWF Bindung die
nachfolgende, mit langsamerer Bindungskinetik ablaufende Integrin allbB3 Interaktion mit
VWEF greifen. Dies ermdglichte die permanente Adh&sion von Thrombozyten an der mit
VWEF beschichteten Oberflache und ihr flachiges Ausbreiten (Spreading).

Durch Blockierung eines der beiden Reaktionspartner der initialen Interaktion, also
entweder von GPlba oder dVWFA1, mit einem spezifischen, monoklonalen Antikérper
wurde die Anhaftung der Plattchen an VWF vollstdndig verhindert. Es kam nicht zu
Spreading oder einer Aktivierung der Thrombozyten, da ohne die initiale Bindung von GPlb
und VWF die nachfolgenden Schritte nicht mdglich waren. Sie ist essentielle
Voraussetzung flr die Bindung von Integrin allb@3.

4.5. VWF-vermittelte Tetherbildung an Kollagenfibrillen

Auch wenn als Oberflachenbeschichtung Kollagen, ein Hauptbestandteil
thrombogenen Materials der extrazellularen Matrix (Savage et al. 1998) sowie von
artheriosklerotischen Plaques (Penz et al.) verwendet wurde, konnte die Bildung von
Tethern beobachtet werden (siehe Abb. 8). Diese entstanden dabei nicht direkt durch die
Interaktion zwischen Plattchen und VWF, sondern der im Plasma vorhandene VWF band
an das freiliegende Kollagen, so dass anschlieBend die Plattchen mit dem auf diese Weise
immobilisierten, plasmatischen VWF Verbindungen eingehen konnten. Ohne VWF als
Zwischensubstrat z.B. in gewaschenem Blut war eine Mikropartikel- und Tetherbildung
insofern nicht méglich.

Wie Abbildung 8 zeigt, kam es auch auf kollagenbeschichteten Deckglasern zur
Ausbildung von Tethern. Wir konnten allerdings weder optisch noch messtechnisch eine
signifikante Bildung thrombozytarer Mikropartikel nachweisen.
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Abbildung 8
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Abbildung 8

Eine gewaschene Blutsuspension unter Zugabe von 20 pg/ml aufgereinigtem VWF, wurde Uber
Kollagenfibrillen vom Typ | mit Scherraten von 40000 s™ perfundiert. Die Anzahl der Thrombozyten in der
Suspension wurde auf 11000/ul eingestellt, um die Interaktionen auf der thrombogenen Oberflache zu
reduzieren, und so eine bessere Visualisierung zu gewahrleisten. Um eine Aktivierung der Plattchen zu
verhindern wurde 10 uM PGE1 zugegeben. Gezeigt wird ein Thrombozyt, der durch einen Tether an einer
Kollagenfibrille verankert ist. Die Interaktion erfolgte nach initialer Adh&sion von plasmatischem VWF an
der Kollagenfibrille.

Modifiziert nach (Reininger et al. 2006)

4.6. Verteilung von GPlba auf DAPs und Tethern

Die Morphologie der abgetrennten Tether und Mikropartikel in der Transmissions-
Immun-Elektronenmikroskopie bestatigte die bereits mit Hilfe der Reflexions-Interferenz-
Kontrast-Mikroskopie gesehenen Echtzeitaufnahmen: Knopfartige Ausstllpungen am
oberen (stromaufwarts) gelegenen Ende zeigten die Lage der in der RICM beobachteten
DAPs. Auch in den mittleren Abschnitten der Tether konnten teilweise solche
Verbreiterungen nachgewiesen werden, was wiederum der Beobachtung entspricht, dass
auch in der Tethermitte DAPs vorkamen (siehe Abb. 6 B). Bifurkationen von Tethern
entstanden ebenfalls meistens an Punkten, an denen die Plattchenmembran mit der
dVWFA1 Oberflache interagierte, und somit ein DAP entstanden war (siehe Abb. 9 E).

Die Transmissions-Immun-elektronenmikroskopische Analyse der als Ganzes, d.h.
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nicht geschnittenen, ,whole-mount® fixierten Praparate zeigte, dass die Verteilung von
GPIba auf den Tethern nicht gleichmaBig war, sondern sich Bereiche mit hohen
Konzentrationen des Rezeptors mit solchen mit niedrigeren oder nicht nachweisbaren
abwechselten. Die mit Gold markierten GPIb Rezeptoren waren vor allem im Bereich der
peripheren, auBeren, unteren Enden der Tether nachzuweisen, also genau in den
Kontaktbereichen mit der adhasiven Oberflache, den DAPs. Im Vergleich dazu konnte auf
der entfernten Seite der Kontakiflache eine geringere Dichte der Rezeptoren

nachgewiesen werden (siehe Abb. 9 B, C und F sowie 10 B, C und F).
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Abbildung 9
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Abbildung 9

Mit Natriumzitrat antikoaguliertes Blut wurde mit Scherraten von 30000 s tber EM-Gitter (als
Partikelpraparate), die zuvor bereits mit rekombinanter VWFA1-Domane beschichtet waren,
perfundiert. AnschlieBend erfolgte eine Perfusionsfixierung. Die entnommenen Gitter wurden mit Anti-
GPIb Antikérpern markiert, die dann wiederum mit an Protein A gebundenen 10 nm groBen
Goldpartikeln gekoppelt wurden (GPIb 10).

(A-C) Beispiele von verankerten Tethern, auf denen tubulare und globuldre Doméanen zu erkennen
sind, wobei letztere die sogenannten DAPs darstellen (mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet). (B-D)
Auf dem knopfartig aufgeweiteten Tetherende (DAP) ist vor allem peripher und nicht in den zentralen
Bereichen der Rezeptor GPIb zu finden. (E) zeigt einen aufgespaltenen Tether, der auch im Bereich
der Bifurkation (einem DAP &hnlichen Bereich) eine randstédndige GPlb Verteilung aufweist. (F) Auf
diesem abgetrennten, tubuldren Tether sind einzelne Bereiche mit sehr unterschiedlicher GPIb
Verteilung zu sehen.

Modifiziert nach (Reininger et al. 2006)
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Auch durch die Transmissions-Immun-elektronenmikroskopische Analyse von

Schnitten fixierter Proben nach Perfusionsversuchen Uber melaminbeschichteten
Deckgléasern (siehe Abb. 10 A-F) konnten die einzelnen markierten Rezeptorkomplexe
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lokalisiert werden. Sie befanden sich zum GroBteil in dem engen Zwischenraum zwischen
der beschichteten Oberflache und der abluminalen Membran des Thrombozyten, also
genau in dem Bereich, in dem die Interaktion von GPIb und VWF stattfindet.

Diese Bereiche mit hoher GPIb Dichte sind héchstwahrscheinlich die Aquivalente
der mit RICM als schwarz nullter Ordnung abgebildeten Bereiche, und damit wirde es
sich um DAPs handeln. Nicht nur im Bereich der DAPs, sondern auch auf den diinnen
Tethermembranen und der Oberflache der Thrombozyten konnte der Rezeptor GPlba
nachgewiesen werden (siehe Abbildungen 9 D-F und 10 D-F).

Ebenfalls war im offenen kanalikularen System der Thrombozyten eine hohe
Rezeptordichte von GPlb erkennbar (siehe Abb. 10 A-C). Dies bewies zum einen die
adaquate Funktion der Immunmarkierungen — eine zuféllige Verteilung oder Artefakte sind
mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen. Zum anderen erklart es auch, wie an
ausgestilpten Tethern eine funktionell hohe Konzentration der GPlb Rezeptoren vorliegen
kann. Das offene kanalikuldre System dient bei der Tetherbildung als Membranreservoir,
aus denen die Zellmembran fir die langen Membranschlauche ,rekrutiert” wird. Deshalb
beinhaltet die Membran der Tether die gleichen Rezeptoren und Membranbestandteile, die
die Membranen des offenen kanalikularen Systems charakterisieren.
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Abbildung 10
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Abbildung 10
Transmissions-Immun-elekironenmikroskopische Analyse von
Tethern und angeschnittenen DAPs: Die Flussexperimente GPIb1O
wurden Uber melaminbeschichteten Deckglasern, auf denen
zusatzlich dVWFA1 aufgebracht wurde, durchgefiihrt. Die
Immunmarkierungen entsprechen den im Text zu Abbildung 9
beschriebenen. Auf den Bildern sind DAPs verschiedener
GroBen (A-C) sowie quer angeschnittene Tether (D-F), die an
der dVWFA1 Domane haften, zu sehen.

(A-B) Im Querschnitt erscheinen die DAPs als dunklere
Membranbereiche die sich in direktem Kontakt zur reaktiven
Oberflache befinden. In diesen Anteilen der Membranen ist
eine sehr hohe Konzentration von GPIb vorhanden, die
Rezeptorkomplexe sind durch schwarze Pfeile
gekennzeichnet. Auch im offenen kanalikularen System kann
GPIlb nachgewiesen werden. (C) Ein DAP liegt an der
reaktiven Oberflache direkt an, wahrend sich der Rest der
Membran davon abhebt. Es handelt sich um einen gerade neu
entstehenden Tether. (D-F) Darstellung von GPlb auf quer
angeschnittenen Tethern.

Modifiziert nach (Reininger et al. 2006)

4.7. Adhasionsrezeptoren und prokoagulatorische Molekiile auf Plattchen, DAPs
und Tethern

GPIba konnte nicht nur im Bereich der Plattichenkérper, sondern auch auf den
Membranen der Tether und Mikropartikel nachgewiesen werden (siehe Abb. 9 A-F). Dies
bietet eine Erklarung daflir, dass es mdglich ist, dass Tether und Mikropartikel weiter mit
der mit VWF beschichteten Oberflache interagieren, und sich weiter Uber sie fortbewegen,
obwohl sie bereits von den Thrombozyten, aus denen sie entstanden waren, abgetrennt
wurden (siehe Abb. 7 D).

Ebenfalls konnte - wenn auch in geringem AusmalB - Tissue Factor auf den
konfokalmikroskopischen Bildern (siehe Abb. 12) nachgewiesen werden. Wie zu erwarten
war, konnte auch das Vorhandensein von Integrin allof3 mit durchflusszytometrischen
Analysen gezeigt werden. (Daten nicht verdffentlicht)

F-Aktin, das in unstimulierten Thrombozyten das Zytoplasma ausfllt, und damit die
Zellmembran stabilisiert, konnte mittels Immunfluoreszenzmarkierung in den Plattchenkor-
pern dargestellt werden. Teilweise konnte es auch in schmalen Abschnitten der Tether so-
wie in deren knopfartigen Erweiterungen nachgewiesen werden (siehe Abb. 11 A und B).

In Mikropartikeln und Tethern, die aus zuvor mit Cytochalasin D inkubierten
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Thrombozyten entstanden waren, war es nicht méglich Aktin nachzuweisen (siehe Abb. 11
C-D). Durch die Zugabe von Cytochalasin D wurde die Aktinpolymerisation in den Zellen
verhindert.

Abbildung 11

Immunfluoreszenzbasierte konfokale Mikroskopie: Analyse von GPIb und F-Aktin in perfusionsfixierten Thrombozyten,
Tethern und Mikropartikeln:

Wie bereits beschrieben wurde Blut Uber eine mit immobilisiertem dVWFA1 beschichtete Oberflache perfundiert. Es
wurden Scherraten von 30000 oder 40000 s™' gewahlt.

Modifiziert nach (Reininger et al. 2006)

(A-B) Die zwei obersten schwarz/weiBen Bilder wurden mit RICM aufgenommen, die Bilder der mittleren und unteren
Reihe wurden mit Immunfluoreszenzmarkierter, konfokaler Mikroskopie erstellt, wobei die linke Spalte (A) mit Anti GPIb,
die rechte Spalte (B) mit Phalloidin (zur Darstellung von F-Aktin) markiert wurde. Bei den beiden Bildern der untersten
Reihe handelt es sich um eine Ubereinanderlagerung der zwei Bildarten. Die weiBen Pfeile zeigen auf Tether und
Mikropartikel, wohingegen die Pfeilspitzen Thrombozyten markieren. Mit Phykoerythrin (PE) gekoppelte Antikdrper gegen
GPIb (A) zeigen an der Membranoberflache vorhandene Rezeptoren. Es stellen sich einige Abschnitte von Tethern und
Mikropartikeln dar, an denen kein GPlb nachweisbar ist (schwarze Pfeile). Dies impliziert eine heterogene Verteilung der
Rezeptoren, was auf eine Umverteilung in Form von Rezeptorbiindelung (Clustering) schlieBen lasst. Die gewonnenen
Erkenntnisse stimmen mit denen aus der Transmissions-Immun-EM (Abbildungen 9 und 10) dberein. (B) PE
Fluoreszenzmarkierungen mit Phalloidin, zur Darstellung von F-Aktin, zeigen trotz niedriger Signalintensitaten eine
Ubereinstimmung der angefarbten Bereiche mit den in der RICM zu erkennenden Mikropartikeln und Tethern.
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Phalloidin

CD14- PE

Abbildung 11

(C und D)

Auf mit Cytochalasin D behandelten Thrombozyten und deren Tethern und Mikropartikeln ist GPlb (Cy3)
deutlich zu erkennen (C). Dahingegen kann die Markierung von F-Aktin mit Phalloidin (Rhodamin) (D) nur
im Zellkérper und nicht in den Tethern nachgewiesen werden. (E) Der spezifische Monozytenmarker CD14
konnte auf Thrombozyten, Tethern und Mikropartikeln nicht gefunden werden. Sie zeigten nur ein leichtes
unspezifisches Signal. (F) zeigt ein Differential-Interferenz-Kontrast Bild (DIC) des in (C-E) gezeigten
Sichtfeldes.

Modifiziert nach (Reininger et al. 2006)

Zur Kontrolle der Antikdrpermarkierungen fuhrten wir zum Vergleich auch
Markierungen mit dem Monozytenmarker CD 14 durch. Dieser konnte in sehr geringem
AusmalB auf Plattchen, Tethern und Mikropartikeln nachgewiesen werden. Dies wurde von
uns aber aufgrund der sehr geringen Intensitat als unspezifisches Signal, und nicht als
tatsachlich vorliegende monozytare Antigene auf Thrombozyten gewertet.

Die Markierung der Proben mit Anti-TF Antikdrpern zeigte eine, wenn auch geringe,
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Fluoreszenz auf Plattchen, Tethern und Mikropartikeln (siehe Abb. 12 A und B). Aufgrund
zahlreicher durchgeflihrter Versuche und bestatigender Hinweise in der Literatur (Arbeiten
der Forschungsgruppe von Andy Weyrich) gehen wir jedoch davon aus, dass es sich bei
den Immunmarkierungen um einen Nachweis geringer Mengen TF auf Thrombozyten und
den aus ihnen hervorgehenden Strukturen handelt.

Abbildung 12

Abbildung 12

Vergleichende Fluoreszenzmarkierung von Thrombozyten sowie deren Tethern und Mikropartikeln
mit Fluorescein-lsothiocyanat markierten Antikdrpern gegen GPlb (B) sowie gegen Tissue Factor
(A). Ein starkeres Fluoreszenzsignal fiir GPlb (B) im Vergleich zu dem fir TF (A) ist deutlich zu
erkennen.

Modifiziert nach (Reininger et al. 2006)

4.8. Scherkraftinduzierte Bildung von Mikropartikeln

Auch in nativen Blutproben gesunder Probanden ist eine geringe Anzahl von
Mikropartikeln enthalten. (Bretelle et al.) Gerade deshalb war es flr die quantitativen
Analysen der Mikropartikelentstehung unter Vollblutstrdomung essentiell, die Ergebnisse
mit solchen von Analysen aus Nativblut zu vergleichen.

Der Nachweis erfolgte neben den bereits beschriebenen visuellen Darstellungen
auch durchflusszytometrisch. Dabei konnten wir feststellen, dass die Anzahl der
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gemessenen Thrombozyten und Mikropartikel Gber mehrere Stunden stabil war. Die in den
Flussexperimenten Uber immobilisiertem VWF gebildeten Mikropartikel konnten nach dem
Versuch jeweils in dem durch die Kammer geflossenen Blut gesammelt werden. Aufgrund
des Versuchsaufbaus war das verwendete Vollblut nach Durchfihrung des Experiments in
geringer Menge mit Puffer verdinnt. Dies wurde durch Hinzufligen von exakt der gleichen
Menge desselben Puffers zu dem nativen Vergleichsblut ausgeglichen.

Bei der durchflusszytometrischen Auswertung mittels Fluoreszenzmarkierungen der
Thrombozyten und Mikropartikel zeigten sich folgende Verédnderungen: Wahrend die
Anzahl der Thrombozyten sich nach Durchfihrung der Experimente nur geringflgig
anderte, nahm die Zahl der Mikropartikel deutlich zu. Sie betrug nach Durchfluss durch die
Strdmungskammer flr je eine Minute 5,3 bis 8,6 mal soviel wie die Ausgangswerte der
Mikropartikel in nativem Blut. Diese Bandbreite der unterschiedlichen Werte ergab sich vor
allem dadurch, dass zur Detektierung der Mikropartikel zwei verschiedene Antikérper
verwendet wurden, zum einen Antikérper gegen GPIb, zum anderen solche gegen Integrin
allbB3 (siehe Abb. 13).

Bereits vor Durchflhrung der Experimente lagen deutlich unterschiedliche
Ausgangswerte von Mikropartikeln vor, wahrend sich die Werte nach Perfusion nur
innerhalb eines Prozentpunktes unterschieden. Grund daflir kénnten die interindividuellen
Schwankungen oder die Verwendung unterschiedlicher Rezeptor-Antikérper sein.
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Abbildung 13

Teilchenanzahl [10°]

Mengen von Tissue Factor auf ihrer Oberflache, nach Fluss ergab sich eine leicht
geringere, jedoch nicht signifikant unterschiedliche Anzahl (siehe Abb. 13). Die Anzahl der
Tissue Factor tragenden Mikropartikel betrug nach Kammerdurchfluss die 4,4-fache
Menge der zuvor gemessenen Werte. Insgesamt konnte auf 44% der GPIb- oder Integrin
allbp3-tragenden und damit thrombozytaren Mikropartikel ebenfalls Tissue Factor
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Vor den Flussexperimenten zeigte anndhernd die Halfte aller Blutplatichen geringe

nachgewiesen werden.
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Abbildung 13
Durchflusszytometrische Analyse
der scherkraftinduzierten Bildung
prokoagulatorischer Mikropartikel:
In dem mit Natriumzitrat
antikoagulierten Blut erhéhte sich
die Anzahl der Mikropartikel, aber
nicht die der Plattchen nach Fluss
Uber die dVWFA1 beschichtete
Oberflache mit Scherraten von
30000 s”'. Die FACS Analysen
wurden nach Zentrifugation des
Blutes mit PRP durchgefiihrt.
Durch Markierung von Integrin
allbB3 oder GPlb wurden die
Mikropartikel  identifiziert,  zur
weiteren Analyse erfolgte eine
Markierung mit Anti-TF-
Antikérpern.  Die  Anzahl der
Mikropartikel, die TF auf ihrer
Membran enthielt, betrug etwa die
Halfe aller thrombozytaren
Mikropartikel.

Modifiziert nach (Reininger et al.
2006)



5. Diskussion

5.1. Discrete Adhesion Points (DAPs) als ,,Quantum Unit*“ der Plattchenadhéasion
sowie der Mikropartikel- und Tetherentstehung

Unsere Experimente ermdglichten die kleinste strukturelle und funktionelle Einheit
der  Plattchenadhasion an immobilisiertem  VWF  bei  sehr  schnellen
Strdomungsgeschwindigkeiten zu definieren, die wir als DAP (Discrete Adhesion Point)
bezeichneten. Diese morphologische Region ist der Bereich, der im Rahmen der
Interaktion eines Thrombozyten mit von Willebrand Faktor die kleinste Entfernung zu den
adhésiven Oberflachen besitzt, und damit den Bereich darstellt, der fir die Bindung eines
Plattchens an reaktiven GefaBoberflachen verantwortlich ist.

Abbildung 10 C zeigt den Beginn einer Tetherentstehung. Durch die Verankerung
eines kleinen Membrananteils innerhalo eines DAPs und das Einwirken der
hydrodynamischen Strémung des Blutes auf den Thrombozyten ergibt sich ein
Mechanismus, der durch Dehnen der Membran Tether, und schlieBlich bei
AuseinanderreiBen der Zellmembran, Mikropartikel entstehen lasst (siehe Abb. 7 D und E).
Dieses Phanomen tritt insbesondere bei hohen Scherraten auf, also vor allem in GefaBen,
die bereits pathologisch verandert sind.

Fir die Bildung von Tethern in Bereichen mit geschadigtem Endothel und somit
freiliegenden, subendothelialen Strukturen ist die Bindung von VWF an GPlba
Voraussetzung. Um Tether bei Scherraten von 10000 s nachweisen zu kénnen, muss die
Dichte des aufgetragenen VWF auf der Glasoberflache in etwa 1000 Molekile pro um?
betragen, um eine Thrombozytenadhasion in unseren Strébmungsexperimenten zu
ermoglichen. Dies entspricht etwa 50 VWF-Molekulen auf einer Flache von 0,05 bis 0,1
um?2 — was der durchschnittlichen Kontaktflache eines DAPs entspricht.

Wenn man annimmt, dass 25000 GPlba Rezeptoren (Lopez) gleichmaBig auf der
Oberflache eines ruhenden Thrombozyten mit einem maximalen Durchmesser von etwa 4-
5 um (errechnet flr ein vollkommen ausgebreitetes Plattchen, ohne Membranoberflache
im offenen kanalikularen System) verteilt sind (White et al.), enthéalt ein DAP von 0,05 bis
0,1 um?2 somit etwa 60-100 GPIlba Molekile. Diese Anzahl kann durch Zusammenlagerung
(Clustering) von Rezeptoren noch erhéht werden. Die Plattichenadhasion wirde durch
eine erhdhte Rezeptorendichte beglnstigt. (Ruggeri et al. 1999)

Die errechnete Anzahl von GPlba Rezeptoren in einem DAP ist gut vereinbar mit
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der funktionellen Dichte von VWFA1, die bendtigt wird, um Thrombozyten bei hohen
BlutflieBgeschwindigkeiten abzubremsen. In einem Stromgebiet, in dem Scherraten von
40000 s’ vorherrschen, kann ein DAP Kraften bis zu 160 pN standhalten, was demnach
pro Bindung 1,6 pN entsprechen wirde, wenn man von 100 gleichzeitig ausgebildeten
Bindungen ausgeht. Dieser Wert wiederum rangiert in der gleichen GréBenordnung wie
die Bindungsstarken zwischen 6,5 pN und 8,8 pN, die fiir eine einzelne GPlba—VWF
Bindung ermittelt wurden. Die genannten Vergleichswerte stammen aus einer Publikation
von Arya et al., in denen die Krafte bestimmt wurden, die nétig sind, um mit VWF
Uberzogene Perlen von GPlba exprimierenden ovariellen Zellen chinesischer Hamster zu
I6sen. (Arya et al.)

Bei den Strémungsexperimenten Uber mit Kollagen beschichteten Oberflachen
konnten wir zwar eine deutliche Bildung von Tethern, jedoch keine signifikante Entstehung
von Mikropartikeln beobachten. Grund dafir kénnte zum Beispiel die geringe
Konzentration von Kollagenfasern als reaktive Oberflache sein, die jedoch notwendig ist
um mikroskopische Analysen durchfihren zu kénnen. Auch ist es méglich, dass zwar eine
relevante Mikropartikelbildung stattfindet, diese aber aufgrund der Verwendung nur
geringer Mengen Blut und aufgrund des zwischengeschalteten Schrittes des
plasmatischen VWF nicht signifikant ist, da nicht genug Interaktionen zwischen den
Thrombozyten und Kollagen stattfinden.

5.2. DAPs und Tether verandern die KraftgroBen der Thrombozytenadhasion
5.2.1. Kraftediagramm der Mikropartikel- und Tetherentstehung

Abbildung 14 zeigt die Veranderung der wirkenden Kréafte im Rahmen der
Mikropartikelentstehung. Fs stellt die Scherkraft dar, die bei der initialen Interaktion an den
am DAP angehafteten Thrombozyten angreift. Der Kraftvektor entsteht aus der Scherkraft,
die auf der x-Achse aufgetragen ist und dem Vektor der y-Achse. Letzterer ergibt sich aus
dem Drehmoment, das auf den Plattchenkdrper einwirkt.

Durch DAPs und Tetherbildung andert sich das Drehmoment und damit auch die
Kraft, die in der y-Achse wirkt. Somit andert sich der Winkel in dem der Kraftvektor auf die
interagierenden Zellen wirkt, er greift die Zelle dadurch in anderer Richtung an. Die parallel
zur x-Achse wirkende Scherkraft erhalt eine gréBere Bedeutung, die Rotationsbewegung
der Zelle ist weniger bedeutend. Dadurch wird die Zelle direkter mit dem Blutstrom
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bewegt, dies begunstigt die Tetherbildung.

Nach der Bindung der Zelle an einem DAP wirken somit zunachst starke
Rotationskrafte, die auch bei der Translokation der Zellen eine entscheidende Rolle
spielen (siehe Abb. 6 A). Nach der Entstehung von Tethern werden diese Rotationskrafte
relativ geringer, die Scherkréafte parallel zur Flussrichtung erhalten mehr Bedeutung, die y-
Komponente des Kraftvektors ist geringer.

Sobald der Plattchenkérper von dem verankerten DAP getrennt ist entfallt das

Drehmoment. Der Kraftvektor verlauft parallel zur x-Achse.
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Abbildung 14

C ]
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Abbildung 14

Im Rahmen der Tether- und Mikropartikelentstehung wirkt jeweils ein Kraftvektor auf die Zelle, der sich
aus dem Drehmoment und der wirkenden Scherkraft ergibt. Dieser verandert sich durch Verankerung der
Zelle an einem DAP (Initial Interaction), Tetherbildung (Tethered DAP) und auch durch
Mikropartikelentstehung nach Abtrennung des Tethers (Severed DAP). Mit Abnahme des Drehmoments
wird der Kraftvektor zur x-Achse geneigt.

(Nach Reininger AJ, nicht publiziert)




5.2.2. Veranderung der Rezeptorendichte innerhalb der DAPs

Die Verteilung der hohen Adhasionskrafte Uber mehrere Bindungen kdnnte eine
Voraussetzung daflr sein, dass Plattchen unter arteriellen Flussgeschwindigkeiten
adhérieren kénnen. DAPs stellen dabei die strukturelle Einheit dar, innerhalb derer die
Koordination der multivalenten GPlba—VWF Interaktionen stattfinden. Die zusammenwir-
kenden Adhéasionskrafte von einem oder mehreren DAPs kdénnen so den dynamischen
FlieBkraften zumindest zeitweise standhalten und ein im Blutstrom flieBendes Plattchen far
einige Zeit an einem Ort gebunden halten (siehe Abb. 6 A). Wenn die hydrodynamischen
Krafte starker sind als diejenigen, welchen ein oder mehrere DAPs standhalten kdnnen,
wird der Thrombozyt mit dem Strom mitgetragen, wenn es nicht zuvor schon an einer
anderen Stelle ebenfalls zu einem weiteren adhésiven Kontakt zwischen dem Plattchen
und der VWF-Oberflache gekommen ist. So kann sich ein Thrombozyt rollend Gber die mit
VWEF beschichtete Oberflache fortbewegen, was sowohl bei niedrigen, als auch bei hohen
Scherraten auftritt.

Alternativ zu der rollenden Fortbewegung kann es zur Bildung von Tethern
kommen, wenn jedoch die wirkenden Scherkrafte die Dehnféhigkeit der
Thrombozytenmembran Ubersteigen, dann erfolgt der Abriss oder die ZerreiBung des
Tethers und es kdnnen Mikropartikel entstehen.

Es ist nicht klar, ob die maximale Bindungsfahigkeit eines Plattchens an VWF nur
innerhalb bestimmter Bereiche, also innerhalb der oben beschriebenen DAPs, liegt, oder
ob prinzipiell an jeder Stelle der Membran durch Verlagerung der entsprechenden GPlba
Rezeptoren ein Funktionsbereich eines DAPs entstehen kann. Eine mégliche Erklarung fur
das vermehrte Vorkommen dieser Rezeptoren innerhalb eines DAPs ware, dass diese
keine feste Verankerung am Zytoskelett der Zelle besitzen und die DAPs deshalb eine
selektiv erhdhte prozentuale Verteilung der aneinander gelagerten GPlba Molekile
besitzen. Diese Umverteilung von Bindungsproteinen, die auch als Rezeptorclustering
bezeichnet wird, wurde bereits zuvor als Ursache fir eine erhdhte Bindungskapazitat an
VWEF beschrieben. (Fox; Englund et al.) Bei diesem Rezeptorclustering handelt es sich um
ein Zusammenlagern mehrerer Rezeptoren in einem bestimmten Bereich der
Plasmamembran, bei der die zellulare Integritat jedoch gewahrt wird. Dies reduziert die
Krafte, die auf eine einzelne Bindung einwirken. Auch kann die in den
elektronenmikroskopischen Bildern gezeigte hohe Dichte von Rezeptorkomplexen im
offenen kanalikuldren System der Thrombozyten ein Reservoir darstellen, mit dem im
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Bedarfsfall die Rezeptorendichte erhéht werden kann.

Es ist auch méglich, dass die Zugkrafte, die auf die Rezeptoren innerhalb der DAPs
einwirken, auch auf jene Membrananteile verteilt werden, die nicht durch Aktin stabilisiert
werden. Deshalb miissen hdhere Scherraten als 6000 s erreicht werden, damit Tether
aus den Platichen herausgezogen werden, da dann die wirkenden Scherkrafte die
elastische Nachgiebigkeit der Membran Ubertreffen. Da sich fir die Tetherbildung die
Zellmembran des Thrombozyten vom Zytoskelett I6sen muss, beglnstigt das
Rezeptorclustering somit die Trennung des Thrombozyten von dem aus ihm entstehenden
Tether und somit auch die Bildung thrombozytarer Mikropartikel. Wenn sich jedoch zuvor
die Ligandenbindungen innerhalb des DAPs diskonnektieren, dann kann es nicht zu dieser
Abtrennung aus der Zelle kommen, der Tether lést sich dann von der adhasiven
Oberflache ab und wird wieder in den Zellkérper des Thrombozyten integriert.

Wir haben beobachtet, dass die Tether- und Mikropartikelbildung neben den
Scherkraften auch stark von der jeweiligen Beschichtungsendkonzentration der reaktiven
Oberflache abhangt. So kann es sein, dass bei manchen Kontakten in der kurzen Zeit der
Interaktion nicht genligend Bindungen innerhalb eines DAPs eingegangen werden
kénnen, und so den wirkenden, starken Scherkraften nicht standgehalten werden kann
und sich der Thrombozyt deshalb auf der adhdsiven Oberflache weiter fortbewegt.

5.3. Die Tetherentstehung findet unabhéngig vom zytoskelettaren F-Aktin statt

Von groBem Interesse ist die Rolle, die das Zytoskelett bei der Tetherbildung spielt.
Anhand von Erythrozyten wurde bereits das Zusammenspiel von Zellmembranen und dem
Zytoskelett der jeweiligen Zelle untersucht. Man geht davon aus, dass die Membran Uber
das Zytoskelett gleitet und spéater aufgrund des starren Zytoskeletts rupturiert oder voll-
standig disloziert wird. (Hochmuth et al.) Die Entstehung von Tethern aus rollenden
Plattchen setzt weder Veranderungen der Aktin- noch der mikrotubularen Strukturen des
Zytoskeletts voraus. Auch ist sie unabhangig von der Mobilisierung von Kalziumionen und
anderen Mechanismen oder Folgen der Thrombozytenaktivierung. (Dopheide et al.)

Das Ausdehnen der Membran in Form von Tethern mag dazu dienen, die Belastung
auf spezielle Bindungen zu reduzieren, und damit die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen, dass
rollende Zellen stabile Bindungen eingehen kdnnen. (Dopheide et al.) Auch wenn sie
morphologisch &hnlich sind, sind die durch passive Kréafte entstehenden Tether klar von

Filopodien zu unterscheiden, die durch einen aktiven Prozess mittels intrazellularer

72



Aktinpolymerisation in aktivierten Plattchen entstehen. Die &uBere Oberflache von
inaktiven Platichen ist glatt. Die auf ihnen im aktivierten Zustand zu findenden
Pseudopodien kommen nicht auf ruhenden Zellen vor. (George und Colman)

Wir konnten in den entstandenen Tethern mittels Phalloidin geringe Mengen von F-
Aktin nachweisen (siehe Abb. 11 B). Die Geschwindigkeit, mit der die Tether aus den
Thrombozyten entstehen, ist jedoch mit 1 um pro 50 bis 150 ms in etwa sieben Mal so
schnell, wie die Geschwindigkeit, in der F-Aktin polymerisieren kann. (Pollard et al.) Die
Experimente sprechen daher fir einen unabhangig von F-Aktin stattfindenden Prozess.

Diese Annahme wird auch dadurch erklart, dass bei Verhinderung der
Aktinpolymerisation und -depolymerisation durch Cytochalasin D die Tetherbildung in
gleichem AusmafB stattfindet. Im Gegensatz zu Versuchen ohne Cytochalasin D erhéhte
sich die maximale Tetherlange jedoch nach Cytochalasin D Behandlung um das 3-fache
bei vergleichbaren Zeitintervallen. Es handelt sich also ebenfalls um einen Hinweis darauf,
dass F-Aktin dem Langenwachstum von Tethern entgegenwirkt. F-Aktin kann zwar auch in
DAPs nachgewiesen werden, aber die verhaltnismaBig geringe Konzentration in Tethern
fihrt dazu, dass deren Entstehung, vermutlich durch die fehlende Starrheit des
Zytoskeletts, begtinstigt wird.

Hingegen war die Bildung von Mikropartikeln unter dem Einfluss von Cytochalasin
D racklaufig. Eine mdégliche Erklarung hierfir ist, dass Cytochalasin D die Anteile der
Membran, die innerhalb der Zelle nicht mit dem Zytoskelett verbunden sind, erhéht. Da
das Ablésen von Tethern und damit auch die Mikropartikelentstehung vermehrt an Stellen
stattfindet, an denen die Scherkrafte an Membrananteilen mit Verbindung zum Zytoskelett
wirken kénnen, verhalt sich dies nach Cytochalasin D Exposition umgekehrt. In unseren
Versuchen zeigte sich allerdings, dass auch nach Zugabe von Cytochalasin D die GréBe
der entstehenden Mikropartikel unverandert blieb. Demnach scheint diese unabhangig von
der Integritat des Zytoskeletts zu sein, sondern hauptsachlich von dem Durchmesser des
Membrananteils des DAPs abzuhangen, durch den der Mikropartikel aus dem

Thrombozyten herausgeldst wird.
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5.4. Die hamodynamisch induzierte Mikropartikel- und Tetherbildung ist einzig von
GPlb und VWF abhéngig

Die Bildung von Tethern in Abhangigkeit einer GPIba-VWF Interaktion und die
detaillierte Visualisierung der Entstehung von Tethern und Mikropartikeln durch
Scherkrafte in Echtzeit wurde von uns zum ersten Mal beschrieben (Reininger und
Ruggeri). Wir fdahrten eine weitere Analyse per konfokaler Mikroskopie und
Elektronenmikroskopie durch. Es war zuvor nicht klar, dass im Rahmen der Tetherbildung
auch ein biophysikalischer Mechanismus der Mikropartikelentstehung stattfindet. Die
Entstehung von Mikropartikeln ist vollkommen von der Interaktion zwischen GPIba und
VWEF abhangig. Von einer Aktivierung der Platichen und deren Aggregation ist sie
hingegen unabhangig. Die passive, biofluidmechanische Entstehung von Mikropartikeln ist
klar zu differenzieren von einer Entstehung von Mikropartikeln durch biochemische Stimuli.
Daher stimmen die von uns ermittelten Daten mit denen anderer Arbeitsgruppen (Haga et
al.) Uberein: Die Tetherbildung nach Bindung an die A1 Domane des VWF resultiert
spezifisch aus der Interaktion mit GPlba, da durch eine Blockierung dieser Bindung mit
einem Anti-GPlba-Antikérper die Tether- und Mikropartikelbildung komplett verhindert
werden konnte. So zeigte die Perfusion von Plattchen Gber immobilisiertem VWEF in
Anwesenheit blockierender Antikdrper, dass die Entstehung von Tethern ausschlieBlich
von der VWF-=GPIba, und nicht von Integrin allb3 abhangt. (Dopheide et al.) Dies deckt
sich mit der von uns gemachten Beobachtung, dass Tetherbildung auch stattfindet wenn
EDTA als Antikoagulans verwendet wird. Da dieses divalente Kationen bindet, die somit fir
die Bindung nicht zur Verfligung stehen, ware eine Integrin allof3 abhangige
Tetherbildung unter diesen Versuchsbedingungen nicht méglich.

5.5. Mikropartikel in der Zirkulation — besondere Stromungseigenschaften
aufgrund ihrer GroBe

Die Bildung von Mikropartikeln in vivo kann zur Ablagerung von
prokoagulatorischen  Zellteilen  auf reaktivem  GeféaBendothel flhren. Die
Wahrscheinlichkeit, dass zirkulierende Mikropartikel in den Wirbelbildungen des
Blutstroms, die vermehrt an bereits atherosklerotisch veranderten Endothelbereichen

vorkommen, akkumulieren, kdnnte so das weitere Fortschreiten einer bereits vorhandenen
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Arteriosklerose beglnstigen. (Holme et al. 1997) Dadurch kann das Risiko einer
thrombotischen Komplikation bei bereits bestehenden Schadigungen des Endothels weiter
erhéht werden. Die in unseren Experimenten deutliche Mikropartikelbildung bei hohen
Scherraten und damit in Bereichen mit verengten GefaBabschnitten kdnnte ebenfalls dazu
beitragen, dass in genau diesen Bereichen die pathologische Verengung weiter
fortschreitet. Aufgrund der geringen GréBe der Mikropartikel und deren adhasiven
Eigenschaften wirden sie nicht mit dem Blutstrom fortgetragen werden, auch dann nicht,
wenn auBergewdhnlich hohe Scherraten in hochgradig stenosierten Koronararterien
vorliegen wirden. (Holme et al. 1997) So hétten sie einen gr6Beren Einfluss auf die
bereits flr weitere prothrombotische Komplikationen préadestinierten Stellen. Eine
Akkumulation von thrombozytéren Mikropartikeln in diesen Bereichen kdnnte aber auch
dazu beitragen, dass in Bereichen des GefaBsystems, in denen Wirbelbildungen
vorkommen, wie auch an GefaBbifurkationen, atherosklerotische Veranderungen erst
entstehen kénnen. (Barry et al. 1998)

Auf diese Weise kénnten DAPs Uber die Mikropartikelbildung die adhé&siven und
prokoagulatorischen Eigenschaften von Thrombozyten beeinflussen und z.B. im Rahmen
einer pathologischen Thrombusbildung eine entscheidende Rolle spielen.

5.6. Tissue Factor auf Thrombozyten, Mikropartikeln und Tethern

Ob der Tissue Factor, den wir in geringen MaBen auf Plattchen und Mikropartikeln
nachweisen konnten, in einer aktiven, entschlisselten Form, oder in einer verschllisselten
Form vorlag, und ob er damit einen Einfluss auf die Thrombingenerierung hatte, konnte mit
den von uns verwendeten Antikdérpern nicht unterschieden werden. Im Gegensatz zu
anderen Arbeitsgruppen konnten wir nicht feststellen, welchen Ursprungs der von uns
nachgewiesene TF ist. (Falati et al.; Del Conde et al.) Es gibt verschiedene Studien zu
dem auf thrombozytaren Mikropartikeln bzw. Thrombozyten gefundenen TF.

Eine Forschungsgruppe untersuchte den Transfer zwischen Plattchen und
Monozyten und fand heraus, dass thrombozytaren Mikropartikeln dabei eine
Vektorfunktion zukommt. In Anwesenheit thrombozytérer Mikropartikel (im Mittel 16%
davon TF-positiv) erhéhte sich die Anzahl TF-positiver Monozyten signifikant. Eine
entscheidende Rolle scheint dabei CD 62P (P-Selektin) zuzukommen, da unter
Blockierung dieses Glykoproteins mit einem spezifischen Antikérper keine Zunahme TF-
positiver Monozyten nachgewiesen werden konnte. (Scholz et al.)
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Eine andere Forschungsgruppe fand heraus, dass ein GroBteil des plasmatischen
TFs in den im Plasma vorhandenen Mikropartikeln enthalten ist. Den wichtigsten Anteil
vertraten dabei Mikropartikel thrombozytaren Ursprungs. Dieser aus den a-Granula und
dem offenen kanalikularen System der Thrombozyten stammende TF leistet nach ihren
Erkenntnissen einen relevanten Beitrag der Gesamtaktivitdt von TF im Blut. (Mdller I. et
al.)

TF-pre-mRNA konnte von Schwertz et al. in ruhenden Thombozyten nachgewiesen
werden. Die Expression von TF dieser nicht aktivierten Thrombozyten war nicht relevant.
Nach Aktivierung exprimierten die Zellen sowohl TF-m-RNA als auch das bioaktive TF-
Protein. Nachdem in Mausmodellen (Knockout-Mausen), in denen die TF Expression
(Chou et al.) bzw. die VWF und Fibrinogen Expression (Ni et al.) vermindert waren, der
Nachweis einer nur instabilen Thrombenbildung gelang, vermutet die Arbeitsgruppe einen
relevanten Beitrag von thrombozytarem TF am Wachstum und an der Stabilisierung von
Thromben. (Schwertz et al.)

Der Nachweis von TF in Thrombozyten gelang in den beschriebenen Studien
jeweils in aktivierten Thrombozyten oder Mikropartikeln, in unseren Experimenten handelt
es sich jedoch um einen biophysikalischen Mechanismus und damit um nicht aktivierte
Thrombozyten. Inwieweit sich damit der sehr geringe Nachweis von TF auf Thrombozyten,
Tethern und Mikropartikeln erklart, bleibt offen.

5.7. Klinische Relevanz, Forschungsstand und potentielle Therapieoptionen

5.7.1. Pathologische Wirkung thrombozytarer Mikropartikel

Unsere Experimente lassen darauf schlieBen, dass Bereiche des GeféaBsystems, in
denen sowohl hohe Scherraten, als auch immobilisierter VWF vorkommen, die
Generierung von prokoagulatorischen Mikropartikeln durch GPIba—VWF Interaktionen
triggern kdnnen. Dies ware z.B. in stenosierten Koronararterien, die durch Plaquebildung
weiter verengt sind, der Fall. Insbesondere herrschen diese Bedingungen in den
GefaBsystemen von Patienten mit einer bereits bestehenden Kkardiovaskularen
Erkrankung, z.B. solche mit koronaren Herzerkrankungen. Durch prokoagulatorische
Mikropartikel aus Thrombozyten wirde sich das Risiko einer Eskalation der Erkrankung
z.B. in Form eines Infarktes noch erhéhen. Aus diesem Grund kénnte die Intervention bei
der Entstehung dieser Mikropartikel ein Baustein sein, um die Gefahrdung durch
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kardiovaskulare Erkrankungen - den haufigsten Todesursachen in der Welt — zu

verringern.

5.7.2. Klinische Relevanz der prokoagulatorischen Aktivitat von Mikropartikeln

Mikropartikel scheinen einerseits eine entscheidende, prokoagulatorische Rolle bei
der Pathogenese diverser Erkrankungen zu spielen. Andererseits spricht einiges dafur,
dass unter anderem Patienten mit autoimmuner Thrombozytopenie von der
prokoagulatorischen Aktivitdt der zirkulierenden Mikropartikel profitieren, was eine
Erklarung dafir sein koénnte, dass diese Patienten trotz sehr niedriger
Thrombozytenzahlen im Blut ein noch relativ niedriges Blutungsrisiko besitzen. (Jy et al.
1992; Piccin et al.) Mittlerweile werden isolierte Mikropartikel auch als Ersatz far
Thrombozytenkonzentrate in klinischen Studien mit thrombozytopenischen Patienten
getestet. (Blajchman)

5.7.3. Mikropartikel fungieren als Vektoren zwischen Zellen

Man nimmt an, dass Mikropartikel auch als Vektoren fungieren kénnen, die tber
Liganden-Rezeptorverbindungen Informationen weitergeben kdénnen. So konnte bereits
gezeigt werden, dass es nach Interaktion von thrombozytaren Mikropartikeln mit
Leukozyten oder Monozyten zu einer Verdnderung der Exprimierung von
Adhéasionsmolekilen und zur Veranderung der Ausschittung von Interleukinen gekommen
ist. (Nomura et al. 2001) Dies kann die Zellfunktionen maBgeblich beeinflussen, die
klinische Relevanz diesbezliglich ist bisher jedoch noch nicht geklart.

Entscheidend kénnen dabei auch die besonderen Flusseigenschaften von
Mikropartikeln sein. So kénnen sie durch ihre kleine GroBe auch Stellen im GefaBsystem
erreichen, an die gréBere Zellen nicht gelangen kédnnen. Auch das beschriebene Verhalten
in Wirbelbildungen kann dazu fuhren, dass Mikropartikel durch Interaktionen mit
verschiedenen Zellen zu Veradnderungen der Zellfunktionen beitragen koénnten, die

anderweitig an bestimmten Stellen nicht verfligbar waren.
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5.7.4. Mikropartikel als Parameter — Korrelation der Anzahl von Mikropartikeln mit
der Schwere von Erkrankungen

Auch als kennzeichnend fir bestimmte Krankheitsaktivitdten oder -risiken haben
sich Mikropartikel bereits herausgestellt. So konnte gezeigt werden, dass im Rahmen von
ausgepragtem Hypertonus die Anzahl der Mikropartikel mit dem AusmaB des
Bluthochdrucks korrelierte. (Preston et al.) Auch konnte festgestellt werden, dass die
Diagnose einer venésen Thrombose mit der Anzahl der im Blut vorhandenen Mikropartikel
- zusammen mit dem Niveau von D-Dimeren und P-Selektin - korreliert. (Rectenwald et
al.) So ergibt sich die Méglichkeit, dass eine friihe Diagnosestellung erleichtert wird, was

die Prognose einer Erkrankung positiv beeinflussen kann.

5.7.5. Probleme der Forschung an Mikropartikeln

Es bestehen Schwierigkeiten bei der Vergleichbarkeit und damit auch der
Interpretation von Studien: Bisher wird keine einheitliche Methode zur Gewinnung von
Mikropartikeln verwendet. So variieren z.B. allein die Zentrifugationsschritte sehr stark.
Dies wiederum verhindert oder erschwert die Analyse ansonsten vergleichbarer,
quantitativer Studien. In unseren Experimenten konnten wir feststellen, dass durch die
Waschprozedur des Blutes die Mikropartikelanzahl deutlich erhéht wurde. Dies zeigt, dass
unterschiedliche methodische Ansatze und Verfahren hier sehr leicht zu unterschiedlichen
Resultaten fihren kénnen, was eine einheitliche Bewertung der erzielten Ergebnisse oft
sehr erschwert. Perspektivisch missen einheitliche Kriterien der Mikropartikelgewinnung
gefunden werden, um so einheitliche Kriterien zu erhalten, die fir diagnostische oder
therapeutische Zwecke verwendet werden kénnen.

Auch sind in den zahlreichen Publikationen sehr unterschiedliche Definitionen eines
Mikropartikels in Bezug auf dessen GréBe angegeben. Diese deutlichen Differenzen
erschweren die Forschung und die Vergleichbarkeit der Arbeiten. Im Gegensatz zu
Versuchsreihen anderer Forschungsgruppen, in denen ein Mikropartikel als ein Teilchen
definiert ist, welches kleiner ist als ein Plattchen, haben wir die Grenzen bei unserer
durchflusszytometrischen Auswertung auf 0,1 um Durchmesser festgelegt.
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5.7.6. Nachste Schritte der Forschung

Es bleibt zu untersuchen, welche Rolle die antikoagulatorisch wirkenden Proteine
auf Mikropartikeln haben, inwieweit diese eine Rolle spielen und ob ein bestimmter
Mechanismus existiert, mithilfe dessen die jeweils pro- oder antikoagulatorisch wirkenden
Proteine exprimiert werden kénnen. Es wird zu erforschen sein, inwieweit
prokoagulatorische Mikropartikel klinisch relevant sind und ob es mdéglich wird, einen
neuen Therapieansatz flr Patienten mit erhdhter Thromboseneigung bzw. auch einer
erhéhten Blutungsneigung zu finden. Ein mdglicher Ansatz ist die Blockierung des
Rezeptors GPlb, was konsekutiv zu einer Reduktion einer Thrombophilie durch Reduktion

der thrombozytaren Mikropartikel fihren kénnte.
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6. Zusammenfassung

Seit ihrer Entdeckung 1967 (Wolf) wurden erhdhte Mikropartikelkonzentrationen im
Blut bei vielen Erkrankungen nachgewiesen, die von Krebs bis akutem Myokardinfarkt
reichen. Trotz der hohen Aktualitdt und Relevanz besonders thrombozytarer Mikropartikel
konnte ihr Entstehungsmechanismus in vivo nicht geklart werden. In vitro wurden
verschiedene  biochemische und physikalische Ausléser fir eine  aktive
Mikropartikelbildung aus unterschiedlichen Zellen beschrieben. In der vorgelegten Arbeit
wird nun erstmals ein passiver, scherabhangiger Mechanismus der Entstehung von
Mikropartikeln sowie Tethern aus Thrombozyten unter Blutfluss aufgezeigt, der alleinig von
der Bindung des Thrombozytenrezeptor GPIb an seinen Liganden von Willebrand Faktor
abhangig ist. Wir konnten auBerdem erstmalig zeigen, dass diese Interaktion auf die
kleinste strukturelle und funktionelle Einheit der Thrombozytenmembran, die sogenannten
Discrete Adhesion Points (DAPs), konzentriert ist.

Unter Vollblutstrémung binden die Thrombozyten reversibel an immobilisierten VWF
und es werden, abhangig von der Héhe der Scherkraft, Mikropartikel und Tether ohne
Aktivierung der Thrombozyten als Membranfragmente generiert. Ebenso wie die
Ausgangszelle besitzen sie Thrombozytenrezeptoren, wie GPlb und Integrin allb3, tber
die sie an VWF und andere thrombogene Strukturen binden kénnen.

Die Kinetik der Tetherbildung ist abhangig von der Scherrate sowie von der
Beschichtungskonzentration der reaktiven Oberflache. Die biophysikalische Entstehung
von Tethern findet unabhangig von einer Aktinpolymerisation oder einer —depolymerisation
statt, dies konnte in Versuchsreihen mit Cytochalasin D ermittelt werden.

In Flussexperimenten mit Kollagen als reaktive Oberflache zeigte sich ebenfalls
eine relevante Tetherbildung. Eine signifikante Mikropartikelbildung konnte nicht
nachgewiesen werden. Die Interaktion zwischen GPIb und Kollagen wird dabei tber den
plasmatischen VWF vermittelt.

Tissue Factor konnte von uns morphologisch in geringer Menge in passiv
entstandenen, nicht aktivierten Thrombozyten, Tethern und Mikropartikeln nachgewiesen
werden. Die gerinnungsaktive Wirkung von scherabhdngig generierten Mikropartikeln
konnte ebenfalls gezeigt werden. (Reininger et al. 2006)

Bei zahlreichen Erkrankungen konnten thombozytare Mikropartikel nachgewiesen
werden, bei einer Vielzahl dieser Beispiele konnten sie bereits als Marker der
Krankheitsaktivitat oder als Verlaufsparameter definiert werden.
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Inwieweit thrombozytare Mikropartikel therapeutisch eingesetzt werden kénnen und
sie einen Angriffspunkt fir mdgliche neue Medikamente zur Behandlung einer
thrombotischen bzw. hamorrhagischen Gerinnungsstdérung darstellen muss weitere

klinisch-experimentelle Forschung ergeben.
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