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Einleitung

|. EINLEITUNG

.1 ZELLULARE MIKROPARTIKEL

Mikropartikel wurden erstmals 1967 in humanem Serum als Membranfragmente oder
sogenanntes Platelet dust beschrieben (Wolf 1967). In den letzten Jahrzehnten wur-
de deutlich, dass Mikropartikel von vielen verschiedenen Zellarten abgegeben wer-
den kdonnen und dies nicht nur ein zufalliger Nebeneffekt von zellularen Prozessen
ist, sondern dass sie eine wichtige Rolle bei vielen physiologischen und pathophysio-
logischen Prozessen spielen. Mikropartikel sind kleine Membranvesikel, die sowohl
Membranbestandteile als auch zytoplasmatische Elemente der Ursprungszelle ent-
halten und per Definition 0,1-1 um grof sind. Verschiedene Triggermechanismen wie
mechanischer Stress (Diehl, Nagy et al. 2008), Apoptose (Barry, Pratico et al. 1997),
(Mallat, Hugel et al. 1999) und Zellaktivierung (Beaudoin and Grondin 1991) kénnen

zur Freisetzung von Mikropartikeln fuhren.

Die Mehrzahl der im Blut gesunder Probanden vorkommenden Mikropartikel ent-
stammt Thrombozyten. Deren Freisetzung findet nach Aktivierung mittels Thrombin,
Kollagen oder mechanischem Stress statt (George, Thoi et al. 1982). Auch andere
Zellen des vaskularen Systems wie Erythrozyten, Granulozyten, Monozyten, Lym-
phozyten und Endothelzellen sind in der Lage Mikropartikel zu bilden (VanWijk,
VanBavel et al. 2003), (Morel, Hugel et al. 2004). Vermutlich kann jede Zelle in je-
dem Differenzierungsstadium Stimulationen ausgesetzt sein, die zu einem Abschni-
ren ihrer Plasmamembran fihren und in Folge dessen die Freisetzung von Mikropar-
tikeln induzieren. Diese Fragmente der Membran mit intracytoplasmatischem

Material werden in den extrazellularen Raum freigesetzt.

Bis heute ist der Mechanismus der Vesikelfreisetzung nicht vollstandig aufgeklart. Da
Mikropartikel aus bestimmten Membranregionen der Ursprungszelle abgeschnurt
werden, die durch einen hohen Anteil an Cholesterin charakterisiert sind, sogenannte
Llipid rafts* (Jy, Jimenez et al. 2002), (Biro, Akkerman et al. 2005), scheint deren Bil-
dung ein gerichteter Prozess zu sein (VanWijk, VanBavel et al. 2003).

In der Literatur werden diverse Zellmolekile beschrieben, die zumindest zu einem

gewissen Grad zur Mikropartikel-Bildung beitragen, z.B. kontraktile Proteine (Dainiak,
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Riordan et al. 1988). Fur die Bildung der Mikropartikel ist auch eine Trennung der
Plasmamembran von dem darunter lokalisierten Zytoskelett notwendig. Stark metas-
tatische Zellen, bei denen nur eine geringe Bindung zwischen der Plasmamembran
mit dem Zytoskelett (Aktin und Vinkulin) vorliegt (Raz and Geiger 1982), setzen im
Vergleich zu nicht metastatischen Zellen vermehrt Vesikel frei (Barz, Goppelt et al.
1985).

Wabhrscheinlich spielt bei der Mikropartikel-Bildung ein durch zellspezifische Stimuli
ausgeloster intrazellularer Ca2+-Anstieg in der Elternzelle eine entscheidende Rolle
(Barry, Pratico et al. 1997), (VanWijk, VanBavel et al. 2003), (Frey and Gaipl 2011).
Wahrend der Zellaktivierung und auch in der terminalen Phase der Apoptose lost
sich die asymmetrische Verteilung der Plasmamembran und es kommt zu einer
Translokation von PS von der zytoplasmatischen zur extrazellularen Seite (Pasquet,
Dachary-Prigent et al. 1996) (Abbildung 1). Darauf folgt die Bildung von kleinen Vesi-
keln, die von der Plasmamembran abgeschnirt werden (Bevers, Wiedmer et al.
1992), (Dachary-Prigent, Pasquet et al. 1995)

Die Vesikelbildung von Mikropartikeln benétigt drei Schliisselenzyme, die die Memb-
randistribution der Phospholipide modifizieren (Sims and Wiedmer 2001):

-Eine fur PS und PE spezifische Flippase (Hugel, Martinez et al. 2005), die diese
Phospholipide von der duf3eren zur inneren Plasmamembran bewegt und die Phos-
pholipidasymmetrie in inaktivierten Zellen aufrecht erhalt;

-eine Floppase, die dieselben Lipide von der inneren Seite zu der dul3eren Seite der
Membran transportiert, wenn Zellen aktiviert sind oder in die Apoptose gehen;

-und eine Scramblase, die verantwortlich flr unspezifische Neuverteilungen von Lipi-
den innerhalb der beiden Membranblatter verantwortlich ist (sog. scrambling).

In der Tat scheint die Bildung von Mikropartikeln eng mit der Oberflachenexposition

von PS assoziiert zu sein (Frey and Gaipl 2011).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Phospholipid-Transporter in der Zytoplasma-Membran.
(Frey and Gaipl 2011).

Ein ausschlieRlich unilateraler Transport erfolgt durch die Flippase (von auRen nach innen) und die Floppa-
se (von innen nach aufen). Beide Transporter sind ATP-abhangig. Die bidirektionale Ca2+-abhangige

Scramblase ist ATP-unabhangig.

Die Exposition von PS auf der Plasmamembran ist ein wichtiger Schritt fir die Blut-
gerinnung (Zwaal and Schroit 1997) und stellt ein Erkennungssignal (eat-me-Signal)
fur die Phagozytose apoptotischer Zellen dar (Fadok, Voelker et al. 1992).

Die Membranen von Mikropartikeln bestehen hauptséchlich aus Lipiden und Protei-
nen. Deren Zusammensetzung hangt maf3geblich davon ab, von welchen Zellen sie
abstammen und welcher zellulare Prozess ihre Bildung triggert (VanWijk, VanBavel
et al. 2003), (Muralidharan-Chari, Clancy et al. 2010) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Mikropartikel-Bildung und Membranstruktur
(Muralidharan-Chari, Clancy et al. 2010)

Mikropartikel entstehen nach Aktivierung der Elternzelle durch das Ausstilpen der Plasmamembran. Dabei
werden negativ geladene Phospholipide auf die &uf3ere Seite der Zellmembran transloziert und in die gebil-
deten Mikropartikel eingebaut. Die Topologie der Plasmamembran-Proteine entspricht dann derjenigen der
Ursprungszelle. Ein Teil der Plasmamembran-Proteine wie z.B. Wachstumsfaktor-Rezeptoren, Integrin-
Rezeptoren, MHC | Molekile und lésliche Proteine wie Proteasen und Zytokine und Nukleinséduren finden

sich auch in der Membran der Mikrpartikel.

Mikropartikel bestehen aus einem intravesikularen Teil, der u.a. Nukleinsduren wie
miRNA’s und l6sliche Proteine beinhaltet (Muralidharan-Chari, Clancy et al. 2010),
sowie einer sie umgebenden Phospholipid-Bilayer-Membran, in deren Aul3enseite
sich negativ geladene Phospholipide wie PS befinden (VanWijk, VanBavel et al.
2003), (Zwaal, Comfurius et al. 2005), (Hugel, Martinez et al. 2005). Zudem prasen-
tieren sie Antigene und andere zellspezifische Merkmale ihrer Herkunftszelle wie z.B.
CD14 auf monozytaren Mikropartikeln (Falati, Liu et al. 2003) oder CD42b und den
Fibrinogen-Rezeptor GPIllb-llla auf Thrombozyten-Mikropartikeln (Sabatier, Roux et
al. 2002), (Martinez, Tesse et al. 2005).

Da Mikropartikel aus bestimmten Membranregionen entstehen, entspricht die
Zusammensetzung der Proteine auf ihrer Membran nicht derjenigen der allgemeinen
Ursprungszelle, sondern ist in Richtung der Proteinkonzentration von ,Lipid Rafts”
verschoben (Del Conde, Shrimpton et al. 2005; Pendurthi and Rao 2008).
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Zellulare Mikropartikel haben entsprechend ihrer Herkunft diverse Funktionen. Sie
prasentieren unter anderem Adhasionsmolekile von aktivierten Plattchen (z.B. P-
Selektin) und von Leukozyten (z.B. PSGL-1) sowie flr die Hamostase entscheidende
Proteine wie TF und TFPI (Muller, Klocke et al. 2003), (Diamant, Tushuizen et al.
2004), (Morel, Toti et al. 2006), (Steppich, Mattisek et al. 2005). Mikropartikel, die im
Rahmen der Zellaktivierung entstehen, weisen Eigenschaften einer aktivierten Zell-
membran auf (Freyssinet 2003).

Mikropartikel sind involviert bei der Gerinnungsaktivierung, bei Entziindungsreaktio-
nen und beeinflussen die Gefal3funktion. Da die genannten Prozesse fur die Entste-
hung von Atherosklerose entscheidend sind, wird angenommen, dass Mikropartikel
eine erhebliche Bedeutung fur die Entstehung und die Progression von kardiovasku-
laren Erkrankungen wie Myokardinfarkt und Apoplex haben (Mallat, Benamer et al.
2000), (Liu and Williams 2012), (Falati, Liu et al. 2003).

Die klinische Relevanz von Mikropartikeln wurde durch Messungen von Mikroparti-
kel-Konzentrationen im Plasma untersucht. Hierbei zeigte sich, dass Patienten mit
einem verstarkten Risiko fur Atherosklerose im Vergleich zu gesunden Individuen
erhohte Mikropartikel-Fraktionen im Blutkreislauf aufwiesen (George, Pickett et al.
1986), (Berckmans, Neiuwland et al. 2001). So konnte in den letzten Jahren bestétigt
werden, dass Erkrankungen wie z.B. Diabetes Mellitus, starker Bluthochdruck oder
Nierenversagen (Diamant, Nieuwland et al. 2002), (Sabatier, Darmon et al. 2002) mit
einem erhohten Level an Mikropartikeln einhergehen. Das Gleiche gilt auch bei Er-
krankungen, die mit arteriellen oder vendsen Thrombosen gekoppelt sind wie bei-
spielsweise Karzinom-assoziierte tiefe Venenthrombose (Tesselaar, Romijn et al.
2007), Anti-Phospholipid-Antikérper-Syndrom (Combes, Simon et al. 1999), dissemi-
nierte intravasale Gerinnung, Heparin-induzierte Thrombozytopenie (Lee, Warkentin
et al. 1996) und thrombotisch-thrombozytopenische Purpura (Kelton, Warkentin et al.
1992). Die wichtige hamostatische Rolle von Mikropartikeln wird auch durch die Blu-
tungstendenz von Patienten mit Scott-Syndrom deutlich. Diese Erkrankung ist eine
seltene genetische Gerinnungsstorung. Sie kommt dadurch zustande, dass eine un-
genugende Oberflachenpréasentation von PS zu einer gestorten Vesikelbildung von
Plattchen und anderen Blutzellen fuhrt (Zwaal, Comfurius et al. 2004),(VanWijk,
VanBavel et al. 2003).
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.2  TRANSFER VON PLASMAMEMBRANKOMPONENTEN

Unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen werden Oberfla-
chenmolekile wie z.B. Rezeptoren kontinuierlich und spontan von diversen Zellen
des Organismus freigesetzt (Vickers and Remaley 2012). Es wird vermutet, dass
Mikropartikel bioaktive Molekile wie Cytokine, RNAs etc. auf Zielzellen transferieren
und dadurch als Vektor fur Signale und Informationen von einer Zelle zur anderen
dienen. Weil Mikropartikel bereits im Blut zirkulieren, kdnnten sie nicht nur lokal, son-
dern auch an entfernten Stellen des Entstehungsortes wirken.

Im Rahmen einer HIV-Infektion kénnen Transmembranproteine wie Nef oder der
Chemokinrezeptor CCR5 in Form von Mikropartikeln an andere Zellen transferiert
werden und so zu einem Progress der Erkrankung fiihren (Raymond, Campbell-Sims
et al. 2011), (Mack, Kleinschmidt et al. 2000). Einige Studien konnten zeigen, dass
die Freisetzung von Mikropartikeln aus malignen Zellen mdglicherweise das Fort-
schreiten von Tumorerkrankungen begunstigt (Muralidharan-Chari, Clancy et al.
2010), (Antonyak, Li et al. 2011).

Eine intramikropartikulare Komponente hat in diesem Zusammenhang in letzter Zeit
besonders an Bedeutung gewonnen: miRNAs. Dies sind kurze nicht-kodierende
RNAs, die post-transkriptional die Genexpression von mRNAs regulieren, indem sie
an die 3’untranslierte Region binden und entweder die Hemmung oder den Abbau
ihrer Zielgene bewirken. Es konnte gezeigt werden, dass extrazellulare miRNAs
durch Akzeptorzellen aufgenommen werden und so zu einer Genmodulation in die-
sen Zellen fuhren (Zhang, Liu et al. 2010), (Kosaka, Iguchi et al. 2010). Da miRNAs
im Plasma gesunder Individuen nachweislich teilweise an Exosomen, apoptotischen
Zellkorpern, Lipoproteinen und Mikropartikeln gebunden sind, wird eine wichtige
Transportfunktion dieser miRNAs durch lipidreiche Vesikel vermutet (Mause and
Weber 2010), (Vickers and Remaley 2012). Dieser Mechanismus kdnnte helfen, den
Einfluss von miRNAs im Bereich der Hamostase, im Lipid-und Cholesterinstoffwech-
sel und bei der Entstehung von kardiovaskularen und malignen Erkrankungen zu er-
klaren (Najafi-Shoushtari, Kristo et al. 2010), (Schroen and Heymans 2012),
(Muralidharan-Chari, Clancy et al. 2010).
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.3 DIE ROLLE VON MIKROPARTIKELN BElI MALIGNEN
ERKRANKUNGEN

Neuere Studien konnten zeigen, dass die Freisetzung von Mikropartikeln aus Tumor-
zellen eine entscheidende Rolle fir das Fortschreiten einer malignen Erkrankung
spielen kénnte (Muralidharan-Chari, Clancy et al. 2010), (Antonyak, Li et al. 2011).
Maligne Mikropartikel enthalten miRNAs und mRNAs (Cocucci, Racchetti et al.
2009). Die Aufnahme von Tumor-Mikropartikeln durch gesunde Stroma-Zellen kénn-
te beispielsweise proangiogenetische Eigenschaften von malignen auf gesunde Zel-
len Gbertragen (Hong, Cho et al. 2009; Kosaka, Iguchi et al. 2010; Kawamoto, Ohga
et al. 2012). Es wird angenommen, dass Tumor-Mikropartikel auch die extrazellulare
Matrixinvasion unterstitzen kénnen (Ginestra, La Placa et al. 1998). Durch in vitro-
Versuche konnte gezeigt werden, dass Erythrozyten-Mikropartikel voribergehend die
Phagozytose durch neutrophile Granulozyten und die Sekretion von TNF-alpha und
IL-8 hemmen (Sadallah, Eken et al. 2008). Die Regulation und Stimulation des hé&-
matopoetischen Systems durch Mikropartikel konnte insofern das Uberleben malig-
ner Zellen beeinflussen, indem eine Erkennung durch das Immunsystem verhindert
wird (Valenti, Huber et al. 2007).

.4  DIE ROLLE VON MIKROPARTIKELN BEI DER BLUTGERINNUNG

Die am besten beschriebene Eigenschaft von Mikropartikeln ist ihre prokoagulatori-
sche Aktivitat (Berckmans, Neiuwland et al. 2001), (Nieuwland, Berckmans et al.
1997). Das gerinnungsaktive Potential verschiedener Mikropartikel-Populationen wird
hauptséachlich auf TF zurlickgefiihrt (Berckmans, Neiuwland et al. 2001; Biro, Sturk-
Magquelin et al. 2003), (Muller, Klocke et al. 2003). Mikropartikel présentieren TF auf
ihrer Oberflache und kdnnen durch Interaktion mit Monozyten die prokoagulante Ak-
tivitat von TF verstarken (Eilertsen and Osterud 2005), (Sabatier, Roux et al. 2002).
Zusatzlich beeinflussen sie auch die Blutgerinnung indem sie zahlreiche weitere fur
die Hamostase relevante Rezeptoren und Effektoren wie Selektine, VWF, GPIlIb/lla,
Gplb, TXA2, Arachidonsaure etc. auf ihrer Oberflache prasentieren.

Die Blutgerinnung bendtigt nicht nur (aktivierte) Gerinnungsfaktoren und Calciumio-
nen, sondern auch Membranen mit negativ geladenen Phospholipiden wie PS. Durch
die Préasentation von PS auf der Oberflache von Mikropartikeln (Zwaal and Schroit
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1997), wird die Bindung von aktivierten Gerinnungsfaktoren an der Membran erleich-
tert, wodurch die Bildung des Tenase (FVllla, FIX, FX,PS)-Komplexes sowie Pro-
thrombinase (FVa, FXa, FIlI,PS)-Komplexes erméglicht wird (Sims, Wiedmer et al.
1989), (Gilbert, Sims et al. 1991).

Neben ihren direkten Effekten scheinen Mikropartikel auch indirekt das Gerin-
nungssystem zu beeinflussen. Da sie aus Membranregionen von Monozyten entste-
hen, die reich an Lipid-Rafts sind und PSGL-1 enthalten, adharieren sie an aktivierte
Plattchen in Thromben und bilden eine Molekulbriicke zwischen PSGL-1 auf Mikro-
partikeln und P-Selektin auf Plattchen (Falati, Liu et al. 2003). Durch anschlieRende
Fusion von Mikropartikeln mit Plattchen kdnnten dabei Proteine und Lipide auf die
Plattchenmembran tGbertragen werden (Del Conde, Shrimpton et al. 2005). Des wei-
teren triggern P-selectin-prasentierende Plattchen die Expression von TF durch Mo-
nozyten (Celi, Pellegrini et al. 1994). Da P-selectin héaufig auf Plattchen-
Mikropartikeln vorhanden ist, kbnnten Mikropartikel so die Expression von TF in Mo-
nozyten fordern. Auf der anderen Seite exprimieren Mikropartikel auch antikoagulato-
rische Proteine wie TFPI (Steppich, Mattisek et al. 2005), Protein C (Satta, Toti et al.
1994) und Protein S.

.5 MIKROPARTIKEL UND TF

TF ist ein glykosyliertes 47 kDa grol3es integrales Zellmembranprotein der Zytokin-
Rezeptor-Superfamilie und ist der wichtigste Initiator der physiologischen Blutgerin-
nung. Es wurde lange Zeit angenommen, dass TF vor allem in der Intima (Fibroblas-
ten) und Media (glatte Muskelzellen) der GefalBwand exprimiert wird (Drake,
Morrissey et al. 1989), (Camerer, Kolsto et al. 1996). Eine Gefal3verletzung fuhrt sehr
schnell zu einer Aggregation von Plattchen mit dem Subendothel, woraus sich ein
Thrombus bildet. Parallel initiiert der aus der GefaBwand frei gewordene TF mit dem
Faktor Vlla die Gerinnungsaktivierung.

Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom oder Diabetes Mellitus wurden erhdhte
Konzentrationen an TF im Plasma gefunden (Zumbach, Hofmann et al. 1997),
(Suefuji, Ogawa et al. 1997), (Misumi, Ogawa et al. 1998). Eine Reihe neuerer Beo-
bachtungen demonstrierte, dass auch im Blut gesunder Probanden TF-Antigen vor-
handen war (Koyama, Nishida et al. 1994), (Albrecht, Kotzsch et al. 1996),
(Zumbach, Hofmann et al. 1997), (Giesen, Rauch et al. 1999). Interessanterweise
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konnte der im Blut vorhandene, sogenannte intravasale TF auf der Oberflache von
Blutzellen und Mikropartikeln nachgewiesen werden (Giesen, Rauch et al. 1999),
(Zillmann, Luther et al. 2001), (Camera, Frigerio et al. 2003), (Engelmann, Luther et
al. 2003), (Muller, Klocke et al. 2003). Einen kleineren Anteil scheint der im Mikropar-
tikel-freien Plasma l6sliche TF auszumachen. Diese Variante unterscheidet sich je-
doch strukturell von der auf Zelloberflachen exprimierten Form. Léslicher TF besitzt
nur einen Grof3teil der extrazellularen, nicht jedoch die membrandse TF-Doméane und
entsteht durch alternatives Splicing (Bogdanov, Balasubramanian et al. 2003). Die
funktionell aktive Form scheint dagegen die full length-Variante zu sein, die auf Zell-
oberflachen und Mikropartikeln exprimiert ist (Zillmann, Luther et al. 2001), (Muller,
Klocke et al. 2003), (Giesen, Rauch et al. 1999).

Unter physiologischen Bedingungen sind Monozyten frei von TF. 15 Minuten nach
Aktivierung mit LPS kann jedoch bereits mRNA fur TF in Monozyten nachgewiesen
werden (Osterud and Bjorklid 2001). In humanem Blut sind Monozyten die wichtigs-
ten Zellen, die befahigt sind, TF nach transkriptioneller Aktivierung de novo zu syn-
thetisieren. (Osterud and Bjorklid 2001). Nachdem in Plattchen keine mRNA fur TF
gefunden werden konnte (Zillmann, Luther et al. 2001), wird angenommen, Plattchen
konnten dieses Protein von anderen Zellen internalisieren. Es wurde die Hypothese
aufgestellt, dass der Transfer von TF von Monozyten auf Plattchen durch Mikroparti-
kel erfolgt (Rauch, Bonderman et al. 2000). Andererseits kdonnte die TF-Synthese in
Plattchen nach Zellaktivierung durch Splicing aus TF pra-mRNA erfolgen (Schwertz,
Tolley et al. 2006). Der plattchenassoziierte TF ist vorwiegend in den alpha-Granula
und dem offenen kanalikularen System gespeichert (Muller, Klocke et al. 2003).
Nach Aktivierung mit Kollagen und Thrombin kdnnen Plattchen TF sehr schnell auf
der Zelloberflache prasentieren. Eosinophile Granulozyten speichern TF in spezifi-
schen Granula und weisen unter allen unstimulierten Blutzellen den héchsten Gehalt
an TF auf (Moosbauer, Morgenstern et al. 2007).

Auf der Oberflache von aktivierten Zellen und Mikropartikeln scheint TF zum Grof3teil
in einer inaktiven, der sogenannten encrypted form vorzuliegen (Muller, Klocke et al.
2003), (Bach 2006). Er bindet den Faktor Vlla, kann jedoch kaum die Gerinnung ini-
tiieren. Es ist anzunehmen, dass unter physiologischen Bedingungen die Verschlis-
selung des intravasalen TF eine uUberschieRende Gerinnungsaktivierung verhindert.
Neueste Erkenntnisse lassen vermuten, dass die Konversion von TF von einer kryp-

tischen und inaktiven Form in eine prokoagulatorische Form durch die Bildung einer
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Disulfidbriicke zwischen Cys186 und Cys209 vermittelt wird. Dieser Prozess wird in
vivo von durch Plattchen und Endothelzellen freigesetzte Protein-Disulfid-lsomerase
erleichtert (Reinhardt, von Bruhl et al. 2008).

.6 CLEARANCE VON MIKROPARTIKELN

Plattchen haben eine Lebensdauer von ca. 10 Tagen, hingegen konnten schon 30
min nach der Infusion von Plattchen-Mikropartikeln in Mause diese nicht mehr im Blut
nachgewiesen werden (Flaumenhaft 2006).

Eine erhdhte Zahl von Mikropartikeln geht mit einem erhéhten thrombotischen Po-
tenzial einher. Ein Beispiel fur diese Beobachtung ist, dass splenektomierte Patien-
ten mit ITP hohere Mikropartikel-Level im Plasma und eine kirzere aPTT aufweisen
(Fontana, Jy et al. 2008). Ebenfalls konnte nachgewiesen werden, dass splenekto-
mierte Mause eine defekte Clearance von zuvor infundierten Tumor-Zell-
Mikropartikeln besalRen und sich eine hdhere Morbiditat und Mortalitat als in nicht
splenektomierten Kontrollen zeigte (Davila, Amirkhosravi et al. 2008). Diese Studien
zeigen, wie wichtig es ist, den Mechanismus, die Einflussfaktoren und die Unter-
schiede der Mikropartikel-Clearance zwischen verschiedenen Individuen besser zu
verstehen.

Einer Hypothese zufolge erfolgt die Clearance der Mikropartikel Gber einen passiven
Prozess der Membranfusion mit den Akzeptorzellen (Whale, Beskorwayne et al.
2006). Interessanterweise wurde in anderen Arbeiten postuliert, dass Mikropartikel
mittels Endozytose aufgenommen werden (Kawamoto, Ohga et al.
2012),(Flaumenhaft 2006). Neueste Erkenntnisse sprechen auch flr eine Aufnahme
Uber rezeptorvermittelte Phagozytose, wobei PS-reiche Mikropartikel ahnlich wie
apoptotische Zellkérper an Lactadherin gebunden und durch Makrophagen phagozy-

tiert werden (Dasgupta, Abdel-Monem et al. 2009), (Rautou and Mackman).
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.7 INTERNALISIERUNG VON EXTRAZELLULAREM MATERIAL
DURCH ENDOZYTOSE

Ende des 19. Jahrhunderts beobachtete Metchnikoff, dass Litmuspartikel, die von
Zellen aufgenommen worden waren, sich von blau nach rot verfarbten, was bezeug-
te, dass diese Zellen die Partikel in saure Kompartimente eingeschlossen hatten
(Lewis 1931).

Die Internalisierung durch Endozytose/Phagozytose ist ein fundamentaler Prozess in
eukaryotischen Zellen. Hierbei nimmt die Zelle Plasmamembrankomponenten, asso-
Ziierte Liganden und Flussigkeit auf, indem sie das Material mit ihrer Membran um-
hallt und es in Vesikel (Endosomen) einschliel3t. Kleine Zellorganellen, die (saure)
hydrolytische Enzyme besitzen, sogenannte Lysosomen, verschmelzen anschlie-
Bend mit den Vesikeln, um das aufgenommene Zellmaterial zu verdauen. Als sol-
ches hat die Endozytose eine Schlisselrolle in vielen unterschiedlichen Gebieten der
Zellbiologie, angefangen mit der Nahrungsaufnahme bis hin zur Regulierung von in-
terzellularer Signalvermittlung. In der Tat kdnnen die aufgenommenen Molekile sehr
unterschiedlich sein und es ist wichtig, die verschiedenen Mechanismen der Interna-

lisierung und deren Regulationsmechanismen zu verstehen.

[.7.1 Clathrin-abhangige Endozytose

Der bekannteste und vermutlich bis heute am besten verstandene Mechanismus der
Endozytose ist die rezeptorvermittelte Endozytose uber Clathrin-coated pits. Dieser
Prozess wurde erstmals 1964 von Roth und Porter anhand von elektronenmikrosko-
pischen Analysen beschrieben.

Die Bildung von clathrin-coated-vesicles erfolgt tber 3 mechanisch definierte Schrit-
te: (1) die Anordnung von Clathrin zu einem polygonalen Netz und die Bildung von
coated pits, (2) die Invagination des coated pit und (3) die Abtrennung des Vesikels
von der Plasmamembran. Die Clathrin-abhangige Endozytose erfolgt an spezialisier-
ten Orten (coated-pit zones), an denen die konzentrierte Anordnung spezieller, fur
die Internalisierung erforderlicher Proteine zu einer komplexen Struktur (sog. coated
pits) stattfindet. Eine Schlusselrolle in diesem Prozess spielen (neben Clathrin)

Adaptorproteine (AP) und die groRe GTPase Dynamin.



12

Einleitung

Die Hulle (coat) besteht hauptsachlich aus dem Protein Clathrin, wobei die grundle-
gende Struktur ein Clathrin-Trimer (Triskelion) ist. Dieses Protein ist wahrscheinlich
nicht die treibende Kraft der Vesikelbildung, sondern hat vielmehr die Funktion sich
bildende Vesikel zu stabilisieren. Assembly oder accessory Proteine (AP) befinden
sich direkt unter der Clathrinmembran. lhre Funktion besteht unter anderem darin,
das Clathringertst zusammenzubauen, es an die Membran zu binden, spezielle Lig-
anden fur die Internalisierung zu erkennen und diese zu sortieren. AP-2 kooperiert
mit Clathrin an der Membran und scheint in fast alle Schritte der Clathrin-abh&ngigen
Vesikelbildung involviert zu sein. Die Funktion von Dynamin besteht in der Abtren-
nung des reifen Vesikels von der Plasmamembran. Rezeptorvermittelte Endozytose
kann konstitutiv oder durch Signaltransduktion erfolgen. Spezielle Rezeptoren wie
der LDL-Rezeptor oder der EGF-Rezeptor kdnnen ihre Liganden auf der Zelloberfla-
che erkennen und die Endozytose vermitteln.

Anschlie3end werden viele dieser Uber clathrin-coated pits internalisierten Liganden
in spaten Endosomen oder Lysosomen in einzelne Molekile degradiert. Hierdurch
konnen die Rezeptoren bis zu hunderte von Malen wiederverwendet werden. Diese
Recycling-Mechanismen sind essentiell fur die Aufrechterhaltung der Zusammenset-
zung verschiedener Organellen und tragen dazu bei, Molekile mit spezifischen

Funktionen zu ihren entsprechenden Kompartimenten zurickzufthren.

[.7.2 Clathrin-unabhéngige Endozytose

Lange Zeit wurde angenommen, Clathrin ware der entscheidende Faktor fur die
Vesikelbildung an der Plasmamembran und Endozytose kdnnte ohne die Anwesen-
heit dieses Proteins nicht stattfinden. Es gibt jedoch gute Belege dafir, dass Sauge-
tierzellen multiple Proteine besitzen, die in der Lage sind, die Bildung von endozytoti-
schen Vesikeln unabhéngig von Clathrin zu vermitteln. Viele verschiedene
Mechanismen der Clathrin-unabh&ngigen Endozytose wurden identifiziert. Sie unter-
scheiden sich in der Art der Liganden und in den fur den Prozess bendtigten Protei-
nen. Die Regulationsmechanismen sind sehr komplex und bis heute nicht gut ver-
standen. Obwohl bislang keine zufriedenstellende Klassifizierung existiert, haben
Mayor und Pagano eine vereinfachte Einteilung erstellt, die eine tbersichtliche Dar-
stellung ermdglicht (Mayor and Pagano 2007) (Abbildung 3). Sie unterschieden zwei
grol3e Kategorien der Clathrin-unabhangigen Endozytose: Dynamin-abhéngige (DD)
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und Dynamin-unabh&ngige (DI). Weiterhin unterteilten sie die verschiedenen Formen
nach den kleinen GTPasen, die Schlusselrollen in den unterschiedlichen Endozyto-
sewegen haben. Somit ergaben sich die Gruppen: RhoA-reguliert, cdc42-reguliert,
Arfé-reguliert und die Aufnahme tber Caveolae. Hierbei sind die Proteine nicht spezi-
fisch flr einen einzigen Internalisierungsmechanismus, sondern kénnen in unter-
schiedliche Prozesse involviert sein.

Als wichtige Unterformen der Clathrin-unabhangigen Endozytose seien die Makro-
pinozytose und die Aufnahme Uber Caveolae genannt. Die Makropinozytose beinhal-
tet die Bildung von grof3en endozytotischen Vesikeln (Makropinosomen), die durch
Aktin-gesteuerte Einschnirungen der Plasmamembran generiert werden. Sie erlaubt
Zellen, groRe Mengen an extrazellularer Flussigkeit, Antigene und Pathogene aufzu-
nehmen. Die Aufnahme Uber Makropinozytose ist nicht Rezeptor-vermittelt und rela-
tiv unspezifisch.

Caveolae sind charakteristischerweise 50-100nm kleine, regelmafRiige Invaginationen
der Plasmamembran. Sie stellen eine spezielle Form der lipid rafts" dar und beste-
hen aus cholesterin- und glycosphingolipidreichen Membrandomé&nen. Anhand elekt-
ronenmikroskopischer Untersuchungen wurde beobachtet, dass die meisten dieser
Caveolae eine Verbindung mit der Oberflache besitzen. So kénnten Caveoleae
bspw. eine Rolle bei der Transzytose von Endothelzellen spielen (van Deurs,
Roepstorff et al. 2003). Unter normalen Bedingungen sind Caveolae in keinem wich-
tigen Ausmal} in die Endozytose involviert. Im Gegensatz zur Clathrin-vermittelten
Endozytose, bei der die Internalisierung nach ca. 15 min abgeschlossen ist, lauft die
Endozytose durch Caveolen wesentlich langsamer (10-20h) ab (Mayor and Pagano
2007).
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Abbildung 3: Verschiedene Formen der Endozytose (Mayor Pagano 2007)

Partikel konnen entweder Clathrin-abh&ngig oder Clathrin-unabhéngig aufgenommen werden. Wichtigste
Formen der Clathrin-unabhé&ngigen Endozytose sind die Phagozytose, die Makropinozytose und die Auf-
nahme uiber Caveolae. Uber vesikulare oder tubuldre Intermedidre werden die aufgenommenen Ladungen

den frithen Endosomen zugefihrt.

Endosomen nutzen nach ihrer Bildung verschiedene intrazellulare Wege. Die meis-
ten aufgenommenen Ladungen werden (ber vesikulare (clathrin oder caveolin-
umhdullte Vesikel) oder tubulare Intermediare (von der Membran abstammende Clath-
rin-und Dynamin-independent carriers, sogenannte CLICs) zu frihen Endosomen-
transferiert. Von hier aus kénnen sie z.B. zur Plasmamembran rezyklieren oder auch
mittels Transzytose durch die Zelle zur gegenuberliegenden Zellmembran wandern

und an spate Endosomen weitergegeben werden.

.8 PHAGOZYTOSE

Die Phagozytose ist ein Clathrin-unabhéngiger Prozess und vermittelt die Internali-
sierung grél3erer Partikel von min. 0,5um wie beispielsweise Bakterien, Viren, Parasi-
ten, groRere Immunkomplexe oder apoptotische Zellkorper.

Bei Saugetieren ist die Phagozytose ein Kennzeichen von Makrophagen, dendriti-

schen Zellen und polymorphkernigen Neutrophilen, waobei diese Zellen eine ent-
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scheidende Rolle in Entzindungs- und Immunantworten spielen (Aderem 2003),
(Greenberg and Grinstein 2002).

Das Anheften an Phagozyten kann durch unspezifische Bindungskrafte oder unter
Beteiligung von Rezeptormolekiilen auf der Plasmamembran stattfinden. Zu den
spezifischen Phagozytose-Rezeptoren gehoren u.a. der LPS-Rezeptor CD14, Re-
zeptoren fur Immunglobulin G, Rezeptoren fir Komplementkomponenten, Fib-
ronektin-Rezeptoren und Rezeptoren fur das C-reaktive Protein (Huber, Polley et al.
1968), (Reynolds, Kazmierowski et al. 1975).

Fur die Erkennung und/oder Aufnahme von apoptotischen Vesikeln sind neben dem
LPS-Rezeptor CD14 auch R1 Integrine, Scavenger Rezeptoren der Klasse A und B,
(u.a. CD36), Lektine, ein Tyrosin-Kinase-Rezeptor (MER) und ein spezifischer Phos-
phatidylserin-Rezeptor auf der Phagozytenmembran beteiligt (Fadok and Chimini
2001), (Savill and Fadok 2000). Damit jedoch der Phagozyt zwischen apoptotischen
und nicht-apoptotischen Zellen unterscheiden kann, bedarf es spezifischer Merkma-
le. Dazu gehéren u.a. die Translokation von PS in das &uf3ere Membranblatt der
Zellmembran, Veranderungen des Glykosylierungsmusters und weitere Veranderun-
gen der Zelloberflachen (Savill and Fadok 2000), (Platt, da Silva et al. 1998)

Es ist bekannt, dass Thrombozyten ebenfalls zur Phagozytose befahigt sind. Platt-
chen konnen Latexpartikel, Viren und Bakterien tUber Endozytose aufnehmen bzw.
Liposomen Uber ihr offenes canalikul&res System (OCS) internalisieren (White 1972).
Das OCS entsteht durch Invagination der Plasmamembran und dient der Zelle als

Membranreserve im Inneren des Thrombozyten (Nishiya and Toma 2004).

.9 ,EAT-ME“-SIGNALE ZUR ERKENNUNG APOPTOTISCHER
ZELLEN

Die Clearance apoptotischer Zellen durch Phagozyten ist ein sehr effizienter Pro-
zess. Selbst in Geweben mit einer hohen Anzahl an apoptotischen Zellen wie z.B.
Knochenmark ist es schwierig, die Apoptose mit traditionellen Methoden nachzuwei-
sen, weil diese Zellen sehr schnell von Makrophagen aufgenommen werden. Die
Oberflachenprasentation von PS, die wahrend des programmierten Zelltodes ge-
schieht, ist das bekannteste Erkennungssignal fur Makrophagen (eat-me-signal). Es
konnten verschiedene Rezeptoren auf Makrophagen identifiziert werden, die die
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Clearance apoptotischer Zellen direkt oder indirekt vermitteln (Fadok and Chimini
2001).

Bestimmte Marker auf apoptotischen Zellen dienen hierbei Phagozyten diese als sol-
che zu erkennen und anschlie3end zu internalisieren. Als Beispiel sogenannter ,eat-
me*“-Signale seien PS, Annexin | oder auch Veranderungen der Oberflachenmolekile
ICAM-3 und CD31, sowie Anderungen in der Ladung der Zelloberflache genannt
(Fadok, Bratton et al. 2001), (Savill, Dransfield et al. 2002), (Franc 2002), (Moffatt,
Devitt et al. 1999), (Brown, Heinisch et al. 2002).

Indirekte ,eat-me“-Signale entstehen durch spezifische Interaktionen von Serumpro-
teinen mit der Oberflache von apoptotischen Zellen (Fadok, Bratton et al. 2001),
(Savill, Dransfield et al. 2002), (Franc 2002). Diese extrazellularen Brickenmolekile
wie milk-fat-globule-EGF-factor 8, beta2-Glycoprotein 1, serum protein S und growth
arrest-specific 6 binden Phospholipide wie PS auf apoptotischen Zellen und machen
sie dadurch, dass sie vermehrte Erkennungsorte flir Phagozytenrezeptoren bilden,
anfalliger fur Phagozytose (Hanayama, Tanaka et al. 2002), (Nagata, Ohashi et al.
1996). Aber auch veranderte Glykosylierungsmuster auf der Oberflache von apopto-
tischen Zellen kdnnen die Erkennung und die anschliel3ende Internalisierung erleich-
tern. So interagieren extrazellulare Brickenmolekile auf der Oberflache apoptoti-
scher Zellen wie surfactant protein A und -D, Mannose-binding-protein und die erste
Komponente der klassischen Komplementkaskade C1g mit dem loslichen Molekiil
Calreticulin (CRT), bevor Calreticulin an das LDL-receptor-related protein auf dem
Phagozyten bindet (Ogden, deCathelineau et al. 2001), (Vandivier, Ogden et al.
2002), (Paidassi, Tacnet-Delorme et al. 2011).

Des Weiteren kbnnen lebende Zellen ihre Internalisierung aktiv verhindern, indem sie
Phagozyten sogenannte ,don’t-eat-me“-Signale prasentieren. Als solche sind bei-
spielsweise CD31 auf Leukozyten und CDA47 auf Erythrozyten bekannt (Brown,
Heinisch et al. 2002), (Oldenborg, Zheleznyak et al. 2000). Uber einen bisher unbe-
kannten Mechanismus konnen diese Marker nach dem Zelltod ihre Fahigkeit zur Ab-
stolung von Phagozyten verlieren und sogar als Anziehungsmarker fungieren
(Brown, Heinisch et al. 2002).

Diese ,eat-me*“- und ,don’t-eat-me“-Signale finden allerdings nur Anwendung, wenn
Phagozyten und apoptotische Zellkorper in unmittelbarer Néhe lokalisiert sind. Neue-

re Erkenntnisse weisen darauf hin, dass spezifische ,come-get-me*“-Signale wie bei-
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spielsweise Lysophosophatidylcholin die Migration von Phagozyten zum Ort der

apoptotischen Zellen férdern (Lauber, Bohn et al. 2003).

.10 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Mikropartikel sind im Blut gesunder Individuen nachzuweisen. Einige Erkrankungen
gehen mit erhdhten Blutkonzentrationen dieser Mikropartikel einher. Es ist bislang
unklar, ob hierbei zu viele Mikropartikel gebildet oder zu wenige eliminiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Mechanismus der Internalisierung von Mikroparti-
keln durch Akzeptorzellen genauer untersucht und der Transfer der Mikropartikel auf

andere Zellen auf molekularer Ebene analysiert werden.

Dabei ergaben sich einige grundlegende Fragestellungen:

1.) Durch welche Mechanismen werden Mikropartikel von Akzeptorzellen internali-
siert? Spielt hierbei die Fusion mit der Plasmamembran der Akzeptorzelle oder die
Endozytose die entscheidende Rolle?

2.) Mikropartikel besitzen auf ihren Membranen die Oberflachenmolekile PS und PE,
wie sie auf apoptotischen Zellen zur Erkennung durch Phagozyten prasentiert wer-
den. Kénnen Mikropartikel wie apoptotische Zellpartikel von professionellen Pha-
gozyten erkannt und phagozytiert werden?

3.) Thrombozyten kénnen nach Zellaktivierung TF auf der Membranaul3enseite pra-
sentieren. Ist die Internalisierung von Mikropartikeln an der Ubertragung von TF auf

Thrombozyten beteiligt?
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Il. MATERIAL UND METHODEN

1.1  MATERIAL

[1.L1.1 Chemikalien und Lésungsmittel

Calciumchlorid Sigma (Deisenhofen)

EDTA (freie Saure)
D-Glucose

Glucose

Glycin

HEPES

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Methanol

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Salzsaure
Tri-Natriumcitrat Dihydrat (TNC)
Trypanblan

11.1.2 Puffer

PBS:

NacCl, 137 mM

KCI, 2,7 mM
NaH;PO4x2H,0, 8 mM
KH2POy4, 1,5 mM

in Aqua bidest, pH 7,4

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



Material und Methoden

19

Resuspuffer:

NaCl, 138 mM

KCI, 2,7 mM

NaHCO3, 12 mM
NaH,PO4x2H,0, 0,4 mM
D-Glucose, 5 mM
MgCl,x6H,0, 1mM
Hepes, 5 mM

in Aqua bidest, pH 7,4

Thrombozytenwaschpuffer mit Apyrase:

NaCl, 138 mM

KCI, 2,7 mM

MgCl,, 1 mM

Hepes, 15 mM

EDTA, 2,1 mM
D-Glucose, 5 mM
Tri-Natriumcitrat, 14 mM
Apyrase, 200 U

in Aqua bidest, pH 6,3

Kalibrierungspuffer:
Hepes, 10 mM

KCI, 140 mM

MgCl,, 1mM

in PBS

[1.1.3 Materialien zur vendsen Blutentnahme

Tri-Natriumcitrat TNC

Revasc (Desirudin)
Einmalspritzen 5, 10, 20 ml
Butterfly, 21 G x 3/4" , 0,8 x19 mm

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Braun (Melsungen)

Braun (Melsungen)
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[1.1.4 Chemikalien zur Mikropartikel- und Zellpraparation

ADP

Annexin V

Apyrase Grade VI, Kartoffel
BCECF-AM

BSA Bovines Serum Albumin

Calciumchlorid (CaCl,)

Calcein-AM

Anti-Calreticulin-AK

Cytochalasin B

DCF 5- carboxyfluorescin Diacetate suc-
cimidyl ester

Dextran T 500 (MW 500000)

DMSO

Fibrinogen

Ficoll-Paque Plus (Dichte 1.077g/ml)
HANKS B.S.S-Medium

lloprost

Kollagen Typ | (Kollagenreagenz Horm)
Lipofectamine 2000
Lipopolysaccharide from E.coli (LPS)
Methanol

Nigericin

PBS

Pen/Strep

Polylysin

Thrombin

Trypanblau

Vybrant DID

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Sigma (Deisenhofen)
Molecular
USA)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (Deisenhofen)

probes/Invitrogen  (Oregon,

Molecular probes (Oregon, USA)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland)

Novartis/Rhone (Rhone-Polenc Rorer,
Frankreich)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland)
Schering AG Berlin

Nycomed Amersham (Ismaning)
Schering AG (Berlin)

Nycomed Amersham (Ismaning)

Roth (Karlsruhe)

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

Molecular probes (Oregon, USA)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Molecular probes (Oregon, USA)
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[1.1.5 Eukaryontische Zellen

Bezeichnung Bestell-Nr. Bezugsquelle
THP-1 Zellen CCL-61 ATCC

U-937 Zellen CRL-1593.2 ATCC
CHO-Zellen CCL-61 ATCC

[1.1.6 Plasmide

TF-CFP-Plamid AG Engelmann

Dynamin2 K44A-Plasmid Hospital for sick children

11.1.7 Kultur-und Einfriermedien

Hanks BSS Medium Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland)
RPMI 1640 Medium with L-Glutamin mit Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland)
10% FBS

und Pen / Strep PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
11.1.8 Gerate

Axiovert 100 Mikroskop Zeiss (Oberkochen)

Coulter counter Amersham Biosciences (Freiburg)
Laserscan LSM Zeiss (Oberkochen)

Feinwaage SBC 21 Scaltec(Heiligenstadt)
PH-Glaselektrode HI 1131 Hanna Instruments (Kehl a. Rhein)
PH-Meter HI 221 Hanna Instruments (Kehl a. Rhein)
Spektrophotometer UV-1202 Shimadzu (Duisburg)

Neubauer Zahlkammer Hecht KG (Sondheim)
Ultraschall-Gerat Branson Sonifier Heinemann (Schwéabisch-Gmuind)

Cell disrupter B-15
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Vortex Genie 2
Waage MC1 LC 620 S
Wasserbad GFL 1083
Zentrifuge Mikro 32 R
Zentrifuge Rotina 35 R

Zentrifuge Universal 32

11.1.9 Verbrauchsmaterial

BD disgard Il Spritzen

Bulk Diamond Tips

Cutasept F Hautdesinfizienz

Deckglaser D, 12 mm

Ecoflo Perfusionsbesteck

Eppendorf Reaktionsglas

Eppendorf Reaktionsglas 3810X, 1,5ml,
rot

Falcon blue max jr. R6hrchen

Gewebekulturflaschen

250 ml

750 ml

Mikroktvetten 101-QS
Schichtdicke 10 mm Quarzglas
Mikrotest, Gewebekulturplatte 12 Well
Pasteurpipetten

Polypropylene conical tubes 10 mL
Pipetman Pipetten

Pipetus Akku Pipetierhilfe

Sterile glass bottom dishes,
35x19x22 mm

Stripette 5 ml, 10 ml
Zentrifugenrdéhrchen
Zellkulturflasche 50 mL

Bender und Hebei (Zirich, Schweiz)
Sartorius (Gottingen)
Amersham-Buchler (Braunschweig)
Hettich (Tuttlingen)

Hettich (Tuttlingen)

Hettick (Tuttlingen)

Becton, Dickinson (Heidelberg)
Gilson (Bad Comberg)

BODE Chemie (Hamburg)

Roth (Karlsruhe)

Dispomed Witt (Gelnhausen)
Eppendorf-Netheler-Hinz (Hamburg)
Eppendorf-Netheler-Hinz (Hamburg)

Greiner Labortechnik (Kremsmiinster, Os-
terreich)
Schubert und Weiss (Minchen)

Hellma (Mullheim/Baden)

Becton Dickinson (Heidelberg)

Brand (Wertheim)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Abimed-Langenfeld

Abimed-Langenfeld

Harry Fein world Precision Instruments
(Berlin)

Corning (Munchen)

Sarstedt (NUmbrecht)

Becton Dickinson (Heidelberg)
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1.2 METHODEN

[1.2.1 Probanden und Blutabnahme

Die vendse Blutentnahme erfolgte an gesunden Spendern, die eine Einverstandnis-
erklarung abgegeben und mindestens 2 Wochen vor der Blutentnahme keine anti-
thrombozytar-wirksamen Praparate eingenommen hatten. 20 ml-Spritzen wurden mit
TNC (Endkonzentration 0,38%) und 1 pg/ml Desirudin geflllt, bevor nach ausrei-
chender Hautdesinfektion mit einer ,Butterfly“-Kanile das vendse Blut aus einer
Armbeuge abgenommen wurde. AnschlieRend wurde das Blut auf Zentrifugenréhr-
chen verteilt. Die Isolierung der einzelnen Blutkomponenten wird in den Protokollen
[1.2.2.1 bis 11.2.2.4 beschrieben.

[1.2.2 Zellpraparationen

[1.2.2.1 Isolierung von Thrombozyten aus Vollblut

Das citrierte Vollblut (siehe Protokoll 11.2.1) wurde zur Gewinnung von reinem Plasma
15 min lang bei bei 268 x g und 24° C zentrifugiert. Zwei Drittel des Uberstandes
(sogenanntes PRP) wurde abgenommen und jeweils mit Apyrase 0,1U/ml und dem
Prostacyclin-Analogon lloprost (1 ng/ml) versetzt. PRP wurde dann fir 10 min bei
268 x g und 24°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Plattchen-
pellet in 1 ml Thrombozytenwaschpuffer resuspendiert, bevor es erneut fir 10 min
bei 268 x g zentrifugiert wurde. Die Plattchen wurden in der gewlnschten Menge
Resuspensionspuffer aufgenommen und anschlieBend wie im Protokoll 11.2.3.2 be-

schrieben ausgezahilt.

[1.2.2.2 Mikropartikel-Bildung aus Thrombozyten

Die Thrombozyten wurden nach dem oben beschriebenen Protokoll (11.2.2.1) isoliert.
Durch Inkubation von 2 x 10® Thrombozyten mit 0,1 U/ml Thrombin und 8 pg/ml Kol-
lagen fiir 30 min bei 37°C wurde die Produktion von ca. 1 x 10" Mikropartikeln pro
Ansatz angeregt. Das hatten Vorversuche mittels Durchflusszytometrie (Flu-

orescence activated cell sorting-FACS) gezeigt. Anschlie3end wurden die Zellen fur
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15 min bei 3215 x g bei 24°C zentrifugiert, der komplette Mikropartikel-reiche Uber-
stand abgenommen und das Zellpellet verworfen. Jeweils 250 pl des Uberstandes
wurden dann in ein lichtdichtes, rotes Eppendorf-Reaktionsgefal3 gegeben und 30
min bei 17740 x g und 24°C zentrifugiert. Dann wurden 225 pl Uberstand vorsichtig
abgenommen, das in den ubrigen 25 pl verbliebene Mikropartikel-Pellet wurde in 225
ul PBS aufgenommen und erneut bei 17740 x g, 24°C fur 30 min zentrifugiert. Zuletzt
wurde der Uberstand komplett abgenommen, die sich am GefalRboden befindlichen

Mikropartikel wurden in 25 pl Resuspuffer resuspendiert.

11.2.2.3 Mikropartikel-Isolierung aus Vollblut

Zur Mikropartikel-Bildung wurde citriertes Vollblut nach dem unter 11.2.1 beschriebe-
nen Protokoll enthommen. Das Blut wurde in 10 ml Reagenzglaser Uberfuhrt und fur
15 min bei 263 x g und 24°C zentrifugiert. Anschlie3end wurden zwei Drittel des
Uberstandes (sogenanntes PRP) abgenommen und mit 1 pl/ml lloprost versetzt.
Nach zweimaligem Zentrifugieren fur jeweils 20 min bei 1430 x g konnte das PAP als
Uberstand vom Zellsediment getrennt werden. Aus dem Sediment des PAPs erhielt
man nach zweifacher Zentrifugation fur jeweils 30 min bei 17750 x g das Mikroparti-
kel-Pellet. Die Mikropartikel wurden anschlieBend in die gewlnschte Menge an Re-

suspensionspuffer aufgenommen.

11.2.2.4 Isolierung von neutrophilen Granulozyten nach der Dextran-Methode

Die Isolierung von neutrophilen Granulozyten erfolgte nach dem modifizierten Proto-
koll von Boyum (1968) aus citriertem Vollblut. Mittels Dextran-Sedimentation wurde
das Vollblut von Erythrozyten gereinigt. Die Neutrophilen-Anreicherung konnte durch
anschlieBende Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation erreicht werden. Fur die Sedi-
mentation der Erythrozyten wurde Vollblut mit Dextran (3% in HBSS, 2:1) gemischt.
Nach etwa 30-45 min erfolgte die Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (1:1, 160 x g,
30 min) zur weiteren Separation aus dem Uberstand. Dabei setzten sich Granulozy-
ten, Erythrozyten und tote Zellen als Sediment ab. Nach dem Waschvorgang mit
HBSS bei 110 x g fur 10 min wurden die verbliebenen Erythrozyten mit 1ml Aqua
bidest lysiert. AnschlieRend wurde erneut in HBSS bei 110 x g fur 10 min zentrifu-
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giert. Die Neutrophilen wurden dann in Resuspentionspuffer aufgenommen. Durch

diese Methode wurde eine ca. 95%ige Reinheit der Neutrophilen erzielt.
[1.2.3 Zellkultur

Die Kultivierung der monozytaren Suspensionszellinien THP-1 und U937 erfolgte in
einem Zellkulturschrank bei 37°C unter 5% CO,-Begasung. Die Zellen wurden in 10
ml Kulturmedium (RPMI 1640 mit Penicillin/Streptomycin) in liegenden Zellkulturfla-
schen mit 50 ml Gesamtvolumen aufgenommen. Alle 2-3 Tage wurde das Medium
gewechselt. Um eine Zelldichte von etwa 5-10x10° Zellen/ml aufrechtzuhalten, wur-
den die Zellen in regelméafigen Abstanden nach der in 11.2.3.2 beschriebenen Me-
thode gezahlt und bei Uberschreitung der Zelldichte im Verhdltnis 1:1 geteilt. Die

Entnahme der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen unter der Flow.

11.2.3.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die in RPMI/Pen/Strep-Medium kultivierten Zellen wurden 10 min lang bei 150 x g
und 24°C zentrifugiert. Nach Auszéhlung der Zellen mittels Zahlkammer wurden je 1x
10° Zellen/ml in 1 ml kaltem (4°C) Einfriermedium (5%DMSO in RPMI) resuspendiert
und in Kryoréhrchen dberfuhrt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C, nachdem die Zellen
in einem Cryo-freezing-Container eingefroren worden waren.

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch langsames Erwéarmen der Zellsuspension im
Wasserbad bis auf 37°C. AnschlieBen wurden die Zellen in Kulturflaschen mit auf
37°C temperiertem RPMI/Pen/Strep- Medium Uberfuhrt. Nach 24 Stunden wurden
die Reste des DMSO durch einen Mediumwechsel entfernt.

11.2.3.2 Zahlen der Zellen

Fur die Zahlung wurde eine 1:10-Verdiunnung der Zellsuspension mit Rhesuspuffer
hergestellt und mit dem gleichen Volumen an 0,05%iger Trypanblau-Lésung ge-
mischt. Anschliel3end wurden 2 ul des Gemisches zur Auszahlung mit einer Neuge-
bauer-Zahlkammer verwendet. Mit dem Mikroskop wurden immer 4 Quadranten der

Zahlkammern ausgezahlt. Unter Bertcksichtigung des Verdinnungsfaktors konnte
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anhand des definierten Volumens die Zellzahl der Ausgangssuspension ermittelt

werden. AulRerdem ermdglichte die Mikroskopie die Beurteilung der Zellvitalitét.

11.2.3.3 Transfektion der Zellen

Fur die Transfektion der Zellen wurde 1 pg DNA(Plasmid) mit 2,5 pl Lipofectamine
und 100 pl RPMI fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 4 x 10° Zellen wurden
nach den 30 min mit dem Transfektionsansatz und weiteren 400 pl RPMI aufge-
nommen und in Zellkulturflaschen in den Zellkulturschrank gegeben. Nach funf Stun-
den wurden 5 ml RPMI (mit 20% FBS) zugegeben und fur weitere 24 Stunden im

Zellkulturschrank kultiviert.

11.2.3.4 Mikropartikel-Bildung aus THP-1 oder U-937 Zellen

Vorversuche mittel Durchflusszytometrie (Fluorescence activated cell sorting-FACS)
zeigten, dass 3,2 x 10" stimulierte THP-1 Zellen ca. 1 x 10’ Mikropartikel abgeben.
Firr die Gewinnung von 1 x 10” Mikropartikel aus THP-1 oder U-937 Zellen wurden
3,2 x 107 Zellen gez&hlt und in lichtdichte Eppendorf Tubes gegeben. Die Zellen wur-
den mit 100 ng/ml LPS fur 16 Stunden bei 37° C im Zellkulturschrank angeregt.

Anschlie3end wurden die Zellen fir 15 min bei 3215 x g bei 24°C zentrifugiert und
der mikropartikelreiche Uberstand abgenommen. Jeweils 250 pl des Uberstandes
wurden dann in ein Eppendorf-Reaktionsgefal tberfihrt und 30 min bei 17740 x g
und 24°C zentrifugiert. Dann wurden 225 pl Uberstand vorsichtig abgenommen, das
in den Ubrigen 25 pl Gbrig gebliebene Mikropartikel-Pellet in 225 pl PBS gewaschen
und erneut bei 17750 x g, 24°C fur 30 min zentrifugiert. Zuletzt wurde der Uberstand
komplett abgenommen, und die sich am Gefal3boden befindlichen Mikropartikel wur-

den in Resuspensionspuffer aufgenommen.
[1.2.4 Transfer von Mikropartikeln auf Akzeptorzellen

Die Aufnahme von Mikropartikeln durch Akzeptorzellen wurde durch Koinkubation
von isolierten Mikropartikeln mit THP-1 Zellen, U-937 Zellen, neutrophilen Granulozy-
ten oder Thrombozyten bestimmt. Um die Einflisse verschiedener Reagenzien und

Antikdrper sowie die genetische Modulation durch Plasmidtransfektion auf den
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Transfer zu untersuchen, wurden unterschiedliche Versuchsanséatze ausgefuhrt. Ei-
nerseits wurden die Akzeptorzellen oder die Mikropartikel mit hemmenden Substan-
zen vorinkubiert, zum anderen wurden die Akzeptorzellen auch mit Plasmiden trans-
fiziert, die den Ablauf bestimmter molekularer Prozesse beeinflussen sollten.

Die Mikropartikel-Suspension wurde zu einer zuvor praparierten Zelldsung der unter-
schiedlichen Akzeptorzellen hinzugefiigt, dazu wurden immer 1 x 10° Mikropartikel
mit 1 x 10° Akzeptorzellen pro Ansatz verwendet.

Um den Einfluss verschiedener Substanzen auf die Internalisierung zu messen, wur-

den verschiedene Substanzen zum Mikropartikel-Zell-Gemisch hinzugefigt:

(a) Zugabe von 1,5 pl/100 pl Cytochalasin B

(b) Zugabe von 0,5 uM Duramycin

(c) Zugabe von 1 puM Annexin V+1,5 mM CacCl,

(d) Zugabe von 10 pg/ml Anti-Calreticulin-Antikorper

Alternativ wurden U-937 Zellen mit dem Plasmid Dynamin-K44 A transfiziert (Analog

Protokoll 11.2.3.3), bevor die Mikropartikel-Suspension hinzugefiigt wurde.

Das Zellsuspension-und Mikropartikelgemisch wurde anschlieBend in lichtdichten
Eppendorftubes bei 37°C im Wasserbad koinkubiert. In unterschiedlichen Zeitab-
standen (0 min, 10 min, 30 min) wurden die Ansatze aus dem Wasserbad entnom-
men und bei 268 x g, 24°C, 10 min lang zentrifugiert. Dieser Zentrifugationsschritt
genugt, um die Zellen zu sedimentieren, ist aber nicht ausreichend, um die leichten
Mikropartikel zu pelletieren. Dazu ware eine Zentrifugation bei 17740 x g fir 30 min
notig. Somit war gewahrleistet, dass nur die Mikropartikel, die auch an THP-1 Zellen
gebunden waren, erfasset werden. Die ungebundenen Mikropartikel wurden mit dem

Uberstand verworfen und das Pellet in 1ml PBS aufgenommen.
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[1.2.5 Messung mittels PH-Methode

[1.2.5.1 Prinzip

Die Vorstellung, dass Mikropartikel von Akzeptorzellen durch Endozytose internali-
siert werden, liel3 darauf schlie3en, dass diese in Endosomen eingeschlossen wer-
den, die anschliel3end mit Lysosomen verschmelzen. Diese Lysosomen besitzen lyti-
sche Enzyme und einen niedrigen pH (ca. 5,5). Somit misste, im Falle einer
Endozytose, der pH der Mikropartikel nach der Internalisierung sinken.

Eine Moglichkeit, den intrazellularen pH zu bestimmen, besteht darin, Zellen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff BCECF zu markieren, der abhangig vom pH fluoresziert. Die

Fluoreszenz kann dann im Spektrofluorophotometer gemessen werden.

11.2.5.2 BCECF

BCECF ist ein ungeladener Ester des Farbstoffs (27,7 -bis(2-carboxyethyl)-5,6-
Carboxyfluorescein acetoxymethyl ester, BCECF-AM), der selbst vier polare Car-
boxylgruppen tragt und deswegen biologische Membranen schlecht passieren kann.
Durch die Bindung an ein Azetoxymethylester entsteht ein unpolares Molekul. Solan-
ge BCECF-AM ungeladen ist, diffundiert es durch die Zellmembran und gelangt so-
mit in die Zelle. BCECF-AM fluoresziert selbst kaum. Innerhalb der Zelle spalten je-
doch unspezifische Esterasen die Ester-Bindung und setzen BCECF frei (Draper,
Martell et al. 1997), (Hirohashi, Terasaki et al. 1997), (Allen, Harpur et al. 1990). Die-
ser Farbstoff leuchtet dann abhangig vom pH-Wert.

11.2.5.3 Labeln der Mikropartikel mit BCECF

Die Isolierung von Mikropartikeln aus Thrombozyten erfolgte wie oben beschrieben.
Anschlieend wurden 16 pumol/l BCECF-AM hinzugefigt und die Suspension im
lichtdichten Eppendorf-Reaktionsgefald fur 30 min bei 37° C im Wasserbad inkubiert.
Um den uberschissigen Farbstoff zu eliminieren, wurden sie dann fur 30 min mit
17740 x g bei 24°C zentrifugiert, das Mikropartikel-Pellet in PBS gewaschen, erneut
fur 30 min bei 17740 x g zentrifugiert, in Resuspuffer aufgenommen und schlief3lich

mit den entsprechenden Zellen laut Protokoll 11.2.4 koinkubiert.
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11.2.5.4 pH-Messung

Die Intensitat der Fluoreszenz von BCECF wurde mit einem Spektrofluorophotometer
mit einer Exzitations-Wellenlange von 490/440 nm und einer Emissionswellenlange
von 516 gemessen. Der Quotient der Fluoreszenz von BCECF bei 490-440 nm ist
eine Funktion des pH-Wertes. Die Kuvette wurde wahrend der Messung im Wasser-

bad bei 37° C temperiert. Der Fluoreszenzquotient wurde mit Excel berechnet.

[1.2.5.5 Kalibrierung

Die Kalibrierung erfolgte mit der Kalium-Nigericin-Methode. Hierbei wurden 1x10’
Mikropartikel mit 16 pmol/l BCECF gefarbt und mit 10 pl Nigericin und 3 ml Kalibrie-
rungspuffer in der Messkivette suspendiert. Nigericin kann als lonophor den Aus-
tausch von monovalenten Kationen Uber biologische Membranen katalysieren und so
einen raschen Ausgleich von extra-und intramikropartikularem pH vermitteln. Der
Kalibrierungspuffer hatte in etwa den gleichen Kaliumgehalt wie intrazellular. Die Ni-
gericin-Mikropartikel-Suspension wurde fir 15 min bei 37°C aquilibriert. Danach wur-
de der pH mittels einer Glaselektrode gemessen. Der Fluoreszenzquotient wurde fur
pH-Werte im Spektrum von 5,6 bis 7,7 im Spektrofluorophotometer gemessen. Die
Einstellung der unterschiedlichen pH-Werte geschah durch die Zugabe verschiede-
ner Konzentrationen von 1 Mol NaOH oder 1 Mol HCI und im Wasserbad bei 37°C.
Wahrend der gesamten Kalibrierung wurden die BCECF-gefarbten Mikropartikel vom

Licht abgeschirmt.

[1.2.6 Prinzip der Darstellung von Mikropartikeln in der konfokalen Laserscan-

mikroskopie

Der Vorteil der konfokalen Laserscanmikroskopie (LSM) liegt darin, Fluorophore se-
lektiv in einer einzigen Ebene zu erfassen. Die Lochblenden sorgen dafiur, dass
samtliches Licht, das nicht aus dieser Ebene stammt, von dem Detektor ausgeblen-
det, also nicht registriert wird (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Prinzip der konfokalen Laserscanmikroskopie

Eine dreidimensionale Darstellung entsteht dadurch, dass das Verschieben der Fo-
kusebene verschiedene optische Schnittbilder fotografiert, die anschlieBend mit der
entsprechenden Software zusammengesetzt werden kdnnen. So ermdglicht uns die
Laserscan-Mikroskopie nicht nur die Darstellung der sehr kleinen Mikropartikel, son-
dern auch die Lokalisation der fluoreszierenden Partikel in Bezug auf die koinkubier-
ten Zellen. In unserem Fall war hierbei die Fragestellung von besonderer Bedeutung,
ob die fluoreszenzmarkierten Mikropartikel auf der Zellmembran der Akzeptorzellen

haften oder bereits internalisiert wurden.

11.2.6.1 Farbung der Mikropartikel mit DCF

Mikropartikel wurden laut Protokoll 11.2.2.2 aus Thrombozyten isoliert und mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DCF, der eine Emissionswellenlange von 534 nm besitzt, mar-
kiert. Zu 100 pl Mikropartikel-Suspension wurden 2 ul einer DCF-L6sung gegeben
und bei Dunkelheit fir 10 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Anschliel3end wur-
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den die Proben bei 17740 x g, 24°C 30 min lang zentrifugiert, der Uberstand abge-
nommen, das Mikropartikel-Pellet mit PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand komplett abgenommen und das Mikropartikel-

Pellet in 120 pl Resuspendierungspuffer aufgenommen.

11.2.6.2 Farbung der Akzeptorzellen mit Vybrant DiD

Zur Farbung von THP-1 Zellen oder Thrombozyten mit Vybrant DiD wurden zu 800 pl
Zellsuspension 4 ul der Vybrant DiD-Lésung gegeben und bei Dunkelheit fir 15 min
im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden die Proben bei 268 x g,
24°C fir 15 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Zellpellet mit PBS
resuspendiert. Danach erfolgte eine zweite Zentrifugation fur 15 min bei 268 x g und
24°C. Der Uberstand wurde dann komplett abgenommen und das Zellpellet in Re-

suspendierungspuffer aufgenommen.

11.2.6.3 Erstellung von TF-CFP positiven Mikropartikeln aus CHO-Zellen

Fur die Erstellung von TF-positiven Mikropartikeln wurden CHO-Zellen wie im Proto-
koll 11.2.3.3 transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Transfektionsschalen aus dem
Kulturschrank entnommen, das Medium komplett abpipettiert und die Schalen jeweils
mit 2 ml PBS beschichtet. Durch die Verwendung eines Ultraschall-Gerates wurde
dann bei den adhéarenten Zellen mechanischer Stress ausgeubt. Anschliel3end wurde
der Uberstand mit einer Pipette abgezogen und von der Suspension wurden jeweils
250 pl in ein Eppendorfgefald geflllt und bei 17740 x g, 24°C fur 30 min zentrifugiert.
Dann wurden 225 pl Uberstand vorsichtig abgenommen, das Mikropartikel-Pellet in
225 pl PBS aufgenommen und erneut bei 17740 x g, 24°C fur 30 min zentrifugiert.
Zuletzt wurde der Uberstand komplett abgenommen, die sich am GefalRRboden be-
findlichen Mikropartikel in 25 pl Resuspensionspuffer resuspendiert und in den ver-

schiedenen Assays eingesetzt.

[1.2.7 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2000 zur

Ermittlung der Mittelwerte, Standardabweichungen und Prozentzahlen weiterverar-
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beitet. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +/- Standardabweichung (SD) angegeben.

Zur Berechnung der Signifikanz wurde der one way ANOVA-Test der Software Sig-

maStat verwendet. Bei den durchgefiihrten statistischen Tests wurde eine Irrtums-

wahrscheinlichkeit von 5% (p<0,05) zu Grunde geleqgt.
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IIl. ERGEBNISSE

1.1 KALIBRIERUNGSKURVE

Um die Mikropartikel-Aufnahme in Akzeptorzellen zu erfassen, wurde eine Methode
entwickelt, die es ermdglicht mittels mikropartikel-assoziierter pH-Veréanderungen
deren zellulare Internalisierung zu erfassen.

Mikropartikel wurden mit BCECF angefarbt und die Fluoreszenzintensitat bei unter-
schiedlichen vesikularen pH-Werten im Spektrofluorophotometer gemessen. Aus den
dabei erhaltenen Fluoreszenzquotienten wurde eine Kalibrierungskurve erstellt. Da-
bei zeigte sich, dass die zur Ermittlung des pH-Wertes erforderlichen Fluores-
zenzquotienten in einem pH-Bereich zwischen 6,2 bis 7,4 weitgehend eine lineare
Abhangigkeit von dem intravesikularen pH aufwiesen (Abbildung 5). Daher konnten
diese Kalibrierungskurven zur Auswertung und Analyse der nachfolgenden Experi-

mente verwendet werden.

16
14
12 13,33
10 11,43

3 9,65

6 7,55
6,39

Fluoreszenzquotient

6,2 6,5 6,8 7,1 7,4
pH

Abbildung 5: Kalibrierungskurve; pH-abhangige Fluoreszenz BCECF-markierter Plattchen-
Mikropartikel

pH-Wert versus Fluoreszenz-Ratio, entsprechend dem Quotienten Fu490/Fu440 (Emission gemessen bei
516 nm, Exzitation bei 490 bzw. 440 nm). Der genaue Versuchsaufbau ist den Protokollen 11.2.5.3 bis

11.2.5.5 zu entnehmen. Mittelwerte +/-SD, n=3-5
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1.2 MESSUNG DES PH-WERTES IN ISOLIERTEN MIKROPARTIKELN

Um den physiologischen pH-Wert der isolierten Mikropartikel zu bestimmen (pHi),
wurden Thrombozyten-Mikropartikel isoliert und mit BCECF markiert. Anhand der in
Abbildung 6 dargestellten Kalibrierungskurve wurde anschlieend der pHi mittels des
Fluoreszenzquotienten bestimmt. Der dabei ermittelte Fluoreszenz-Quotient von
11,87 (Abbildung 6) entspricht einem pHi von 7,2.

[any
(9]

11,87

= = =
o N N

Fluoreszenzquotient
(o]

Mikropartikel

Abbildung 6: Fluoreszenz-Quotient isolierter BCECF-gefarbter Thrambozyten-Mikropartikel
Die Mikropartikel wurden laut Protokoll 11.2.5.3 mit BCECF markiert, anschlieRend in 3 ml Resuspensions-
puffer gelést und in Quartzkivetten Uberfuhrt. Der Fluoreszenzquotient der Probe wurde nach 60-

sekiindiger Erwarmung auf 37°C im Spektrofluorometer gemessen. Mittelwerte +/- SD, n=5
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1.3 PH-MESSUNG IN ABHANGIGKEIT VON DER INKUBATIONSZEIT
BEI 37°C

Um die Interaktion der Mikropartikel mit Akzeptorzellen zu erfassen, wurden Throm-
bozyten-Mikropartikel flr unterschiedliche Zeitintervalle mit THP-1 Zellen koinkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal gewaschen, bevor die Ansatze in Quartz-
kuvetten uUberfuhrt wurden und der zell-assoziierte Fluoreszenzquotient im Spektro-
fluorometer gemessen wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass der intravesikulare pH

nach 10 min signifikant abnimmt und nach 30 min weiter abfallt (Abbildung 7).

16 10,75
11,26

14 * 9,41

12

10

Fluoreszenzquotient
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2
0
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Abbildung 7: pHi in Thrombozyten-Mikropartikeln nach Inkubation mit THP-1 Zellen
Nach Koinkubation von 1 x 10° BCECF-markierten Thrombozyten-Mikropartikeln mit 1 x 10° THP-1-Zellen
bei 37°C ist ein Abfall des pHi nachweisbar. Mittelwerte +/-SD, n=3-5,*p<0,05 vs. Kontrolle (O min)

Unser Ergebnis lasst vermuten, dass der pH-Abfall durch die Endozytose von Mikro-
partikeln durch die THP-1 Zellen bedingt ist, da anzunehmen ist, dass der pH-Wert
abnimmt, wenn die aufgenommenen Mikropartikel mit endosomalen bzw. lysosoma-

len Kompartimenten fusionieren.
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1.4 PH-MESSUNG IN ABHANGIGKEIT VON DER INKUBATIONSZEIT
BEI 4°C

Alle bekannten Wege der Endozytose sind bei niedrigen Temperaturen stark beein-
trachtigt. Aus diesem Grund fihrten wir die Inkubation von Thrombozyten-
Mikropartikeln mit THP-1 Zellen bei 4°C durch.

14
11,54 11,60 11,64

12

10

Fluoreszenzquotient

0 min 10 min 30 min
Zeit

Abbildung 8: pHi in Thrombozyten-Mikropartikeln nach Inkubation mit THP-1 Zellen
Nach Koinkubation von 1 x 10’ BCECF-markierten Thrombozyten-Mikropartikeln mit 1 x 10° THP-1-Zellen
bei 4°C ist kein Abfall des pHi nachweisbar. Mittelwerte +/-SD, n=3

Es konnte nach 10- und 30-minutiger Koinkubation von THP-1 Zellen und Mikroparti-
keln keine Abnahme des pH-Wertes festgestellt werden (Abbildung 8).

Somit konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei um einen regulierten Prozess
handelt.
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1.5 INTERNALISIERUNG VON MIKROPARTIKELN IN THP-1 ZELLEN

Um die Internalisierung der Mikropartikel zu visualisieren und festzustellen in wel-
chen Kompartimenten der Akzeptorzellen sich die Mikropartikel anreichern, wurden
zunachst Vybrant DID gefarbte THP-1 Zellen mit DCF-markierten Mikropartikeln
koinkubiert. Anschlie3end wurden die Uberschiissigen Mikropartikel weggewaschen,
die THP-1 Zellen mit Poplylysin auf Fluorodishes eingebettet und in der konfokalen
Mikroskopie untersucht (Abbildung 9). Die Nullkontrolle entspricht der Koinkubation
von Mikropartikeln mit THP-1 Zellen, gefolgt von einer sofortigen Zentrifugation mit
anschlieBendem Waschen der THP-1 Zellen (Abbildung 9 a).

(@)




38
Ergebnisse

(b)

Abbildung 9: Vybrant DiD gefarbte THP-1 Zelle nach Aufnahme von DCF gefarbten Thrombozyten-
Mikropartikeln
Z-Stapel durch eine THP-1 Zelle, Schichtdicke:1 pm

Rot=Markierung der THP-1 Zellenmembran mit Vybrant DiD
Grun=Markierung der Mikropartikel mit DCF

a) Nullkontrolle
b) Nach 30 min Koinkubation bei 37°C

Die THP-1 Zellen, die sofort nach Koinkubation mit Mikropartikeln gewaschen wur-
den, zeigten im konfokalen Mikroskop ausschlief3lich eine Rotfarbung der Membra-
nen, im Zellinneren war keine Grunfarbung sichtbar (Abbildung 9a)

Nach 30 min Koinkubation (Abbildung 9b) sind im Inneren der THP-1 Zellen teilweise
grune kreisrunde Strukturen zu erkennen, die <1 um grof3 sind und eine Mikroparti-
kel-spezifische Farbung aufweisen. Andererseits ist auch eine diffuse Grunfarbung
im Inneren der Zelle sichtbar. Es ist daher anzunehmen, dass der wasserldsliche
Farbstoff nach Mikropartikel-Internalisierung sich teilweise auf verschiedene intrazel-
lulare Kompartimente verteilt. Die Farbung ist in verschiedenen Schichten innerhalb
der THP-1 Zelle zu sehen. Somit wird deutlich, dass die Mikropartikel in das Cytosol

der Akzeptorzellen gelangen.
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1.6 HEMMUNG DER MIKROPARTIKEL-INTERNALISIERUNG DURCH
CYTOCHALASIN B

Cytochalasin B ist ein Pilz-Metabolit, der an Aktin bindet und so die Polymerisation
des Aktin-Zytoskeletts verhindert. Durch diese Hemmung der Aktinpolymerisation
werden verschiedene Endozytosewege beeintrachtigt (Merrifield 2004).

Nach Zugabe von Cytochalasin B zu isolierten THP-1 Zellen und Koinkubation mit
Mikropartikeln wurde im Gegensatz zur Kontrolle kein vesikularer pHi-Abfall beo-
bachtet (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Messung von pHi in Thrombozten-Mikropartikeln nach Inkubation mit THP-1 Zellen
und Zugabe von Cytochalasin B

Nach Zugabe von Cytochalasin B (10 pg/ml), war kein pHi-Abfall der vesikularen Fluoreszenz festzustellen.
Mittelwerte +/- SD, n=3 *p<0,05 vs. Kontrolle
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Fur den visuellen Nachweis des Einflusses von Cytochalasin B auf die Mikropartikel-
Internalisierung wurden THP-1 Zellen und Thrombozyten-Mikropartikel fir 30 min mit
Cytochalasin B koinkubiert und daraufhin im konfokalen Mikroskop angesehen (Ab-
bildung 11).

a)

Abbildung 11: Koinkubation von Vybrant DiD gefarbten THP-1 Zellen und DCF geféarbten Plattchen-
Mikropartikeln; Hemmung der Internalisierung nach Zugabe von Cytochalasin B.

THP-1 Zellen mit Thrombozten-Mikropartikeln. Visualisierung mittels konfokaler Mikroskopie.

Rot=Markierung der THP-1 Zellmembran mit Vybrant DiD
Grin=Markierung der Mikropartikel mit DCF

a) Nach 30 min Koinkubation bei 37°C
b) Nach Zugabe von Cytochalasin B und 30 min Koinkubation bei 37°C

In der Kontrolle zeigte sich nach Koinkubation von Thrombozyten-Mikropartikeln mit
THP-1 Zellen eine deutliche Grunfarbung der THP-1 Zellen.

Nach Vorinkubation der THP-1 Zellen mit Cytochalasin B war dagegen die Grunfar-
bung der Zelle reduziert. Somit ist von einer reduzierten Internalisierung der Mikro-

partikel in Gegenwart von Cytochalasin B auszugehen.



41

Ergebnisse

1.7  ZIRKULIERENDE MIKROPARTIKEL UND NEUTROPHILE
GRANULOZYTEN

Um sicherzustellen, dass die zellulare Internalisierung der Mikropartikel sich, abge-
sehen von THP-1 Zellen, auch auf andere Phagozyten Ubertragen lasst und nicht
spezifisch fur eine Zellart ist, wurden neutrophile Granulozyten und zirkulierende Mik-
ropartikel von gesunden Spendern eingesetzt.

Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie wurde die Interaktion von neutrophilen Gra-
nulozyten mit den zirkulierenden Mikropartikeln visualisiert. Hierzu wurden DCF ge-

farbte zirkulierende Mikropartikel mit Vybrant DiD markierten Neutrophilen koinku-

biert. Derselbe Versuch wurde mit Zugabe von Cytochalasin B wahrend der
Koinkubation durchgefuhrt (Abbildung 12).
a) b)

Abbildung 12: Internalisierung von zirkulierenden Mikropartikeln in neutrophile Granulozyten

Verminderte Internalisierung der zirkulierenden Mikropartikel durch neutrophile Granulozyten nach Zugabe
von Cytochalasin B.

Rot=Markierung der Neutrophilen-Zellmembran mit Vybrant DiD
Grun=Markierung der Mikropartikel mit DCF

a) Neutrophile Granulozyten und zirkulierende Mikropartikel nach 30-minitiger Koinkubation bei 37°C
b) Neutrophile Granulozyten und zirkulierende Mikropartkel nach 30-minitiger Koinkubation mit Cytocha-
lasin B bei 37°C.

Nach Koinkubation von neutrophilen Granulozyten mit zirkulierenden Mikropartikeln
zeigte sich eine deutliche Grunfarbung im Inneren der neutrophilen Granulozyten und
somit eine Internalisierung der Mikropartikel. Nach Vorinkubation mit Cytochalasin B,

war die Grunfarbung der Neutrophilen geringer ausgepragt.
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1.8 AUFNAHME TF-CFP POSITIVER MIKROPARTIKEL IN THP-1
ZELLEN

In einem nachsten Schritt wurden die Membrankomponenten der Mikropartikel an-
stelle des wasserloslichen inneren Kompartiments markiert.

Hierzu transfizierten wir CHO-Zellen mit einem Plasmid, in dem das Gen fir das
Membranprotein TF mit CFP markiert worden war (Abbildung 13). Hieraus generier-
ten wir TF-CFP positive Mikropartikel (Abbildung 14).

TF- CFP Hind Il
pcDNA3 transformation
Baml-l mycHls —»
sequencing
x _/

Abbildung 13: TF-CFP; Herstellung der pcDNA

Abbildung 14: TF-CFP positive Mikropartikel aus TF-CFP-transfizierten CHO-Zellen
Transfektion von CHO-Zellen mit TF-CFP wie in 11.2.3.3 beschrieben. Anschlieende Generierung von Mik-
ropartikeln aus den transfizierten CHO-Zellen. Darstellung der TF-CFP positiven Mikropartikel mittels kon-

fokaler Mikroskopie.

Um die Interaktion der TF-CFP markierten Mikropartikeln mit THP-1 Zellen zu analy-
sieren, wurden Vybrant DiD gefarbte THP-1 Zellen mit TF-CFP positiven Mikroparti-
keln koinkubiert. Anschliel3end wurden die Uberschiissigen Mikropartikel weggewa-
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schen, die THP-1 Zellen mit Polylysin auf Fluorodishes eingebettet und fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht.

Auf der Ebene der Zellmembran und im Inneren der THP-1 Zellen ist eine durch TF-
CFP induzierte Blaufarbung zu sehen (Abbildung 15). Dies zeigt, dass eine Internali-
sierung der Mikropartikel in THP-1 Zellen auch nachgewiesen werden kann, wenn

die Mikropartikel in ihrem Membranteil markiert wurden.

(@)

(b)

Abbildung 15: THP-1 Zellen und TF-CFP positive Mikropartikel nach 30 min Koinkubation, Z-Stapel,
Schnittfihrung von oben nach unten, Schichtdicke: 0,6pm.
Assoziation der Mikropartikel mit der Zellmembran und mit dem Zytosol der THP-1 Zellen

Gelb=Markierung der THP-1-Zellmembran mit Vybrant DiD
Blau=TF-CFP positive Mikropartikel

a) Nullkontrolle
b) Nach 30 min Koinkubation bei 37°C
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1.9 DYNAMIN-K44A

In weiteren Experimenten wurde durch Transfektion der Akzeptorzellen mit der Dy-
namin-Mutante pcDNA3-Dynamin-K44A die Clathrin-abhéngige (van der Bliek,
Redelmeier et al. 1993) und die Caveolae-induzierte Endozytose gehemmt (Dessy,
Kelly et al. 2000). Hierzu wurden anstelle der THP-1 Zellen U-937 Zellen eingesetzt,
die besser transfizierbar sind.

Auch U-937 Zellen nahmen schnell thrombozytare Mikropartikel auf (Abbildung 16a).
Hingegen zeigte sich in den mit Dynamin K44A-transfizierten U-937 Zellen keine
Aufnahme der Thrombozyten-Mikropartikel (Abbildung 16b).

a) b)

Abbildung 16: Internalisierung von Thrombozyten-Mikropartikeln in U-937 Zellen
a) Kontrolle mit wt U-937 Zellen, 30 min Koinkubation bei 37°C
b) Dynamin K44A-transfizierte U-937 Zellen, 30 min Koinkubation bei 37°C

Rot=Markierung der U-937 Zellmembran mit Vybrant DiD
Grin=Markierung der Mikropartikel mit DCF
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[11.10 BEEINFLUSSUNG DER INTERNALISIERUNG DURCH
ERKENNUNGSMARKER FUR DIE PHAGOZYTOSE
APOPTOTISCHER ZELLEN

[11.10.1 Annexin V

Annexin V ist ein 35 kD Protein mit der Eigenschaft, Ca*-abhangig an negative
Phospholipide zu binden, und hat dementsprechend eine sehr hohe Affinitat zu PS
(Raynal and Pollard 1994). Es ist bekannt, dass die Bindung von Annexin V an PS
auf der Oberflache von apoptotischen Zellkérpern deren Phagozytose hemmen kann
(Callahan, Williamson et al. 2000),(Krahling, Callahan et al. 1999). Wir vermuteten,
dass PS auf der Oberflache der Mikropartikel als Erkennungssignal fir die Internali-
sierung durch Akzeptorzellen darstellen kdnnte.

Nach Zugabe von Annexin V und CaCl, war die anhand des pH-Abfalls gemessene
Internalisierung thrombozytarer Mikropartikel in THP-1 Zellen inhibiert

(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Koinkubation von THP-1 Zellen und Thrombozyten-Mikropartikeln; Hemmung der
zelluldren Aufnahme durch Annexin V

Die Zugabe von Annexin V und Cacl, verhindert den pHi-Abfall. Mikropartikel wurden mit Annexin V (1 uM)
und CacCl, (1,5 mM) 10 min lang bei 37°C vorinkubiert. Nach Hinzufigen der THP-1 Zellen erfolgte die
Koinkubation fir weitere 10 min, bevor die Fluoreszenzintensitat im Spektrofluorophotometer gemessen
wurde. Mittelwerte +/- SD, n=3 *p<0,05 vs. Kontrolle
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[11.10.2 Duramycin

Neben PS wird auf der Oberflache von Mikropartikeln auch PE prasentiert. Das po-
lypeptidische Antibiotikum Duramycin stellt einen spezifischen Marker fir PE dar
(Navarro, Chabot et al. 1985).

Wir vermuteten, dass PE auf der Oberflache der Mikropartikel die Erkennung fiir die
Internalisierung durch Akzeptorzellen beeintrachtigen kénnte und fihrten daher eine
Vorinkubation der Mikropartikel mit Duramycin durch.

Nach Zugabe von Duramycin war die anhand des pH-Abfalls gemessene Internalisie-
rung thrombozytarer Mikropartikel in THP-1 Zellen inhibiert

(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Koinkubation von THP-1 Zellen und Thrombozyten-Mikropartikeln; Hemmung der
zellularen Aufnahme durch Duramycin

Die Zugabe von Duramycin verhindert den pHi-Abfall. Mikropartikel wurden mit Duramycin 10 min lang bei
37°C vorinkubiert. Nach Hinzufiigen der THP-1 Zellen erfolgte die Koinkubation flr weitere 10 min, bevor
die Fluoreszenzintensitat im Spectrofluorophotometer gemessen wurde. Mittelwerte +/- SD, n=3 *p<0,05 vs.

Kontrolle.
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111.10.3 Anti-Calreticulin-AK

Das extrazellulare Brickenmolekul Calreticulin tritt wahrend der Apoptose vermehrt
und neu verteilt auf Membranoberflachen von Zellen auf. Durch die Interaktion von
Calreticulin mit der Oberflache von apoptotischen Zellen kann es deren Glykosilie-
rungsmuster verandern und dadurch die Erkennung fir Phagozyten erleichtern. So-
mit kdnnte Calreticulin bei der Entfernung apoptotischer Zellen als ,eat-me-signal”
wirken (Gardai, McPhillips et al. 2005).

Im Photometer-Versuch war der Abfall der Fluoreszenzintensitat durch die Zugabe
von Anti-Calreticulin-AK geringer als in der Kontrolle (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Koinkubation von THP-1 Zellen und Plattchen-Mikropartikeln; Hemmung der Endozy-
tose durch Anti-Calreticulin-AK
Die Zugabe von Anti-Calreticulin-AK fiihrte zu einer Aufhebung des pHi-Abfalls, welcher nach Inkubation

der Mikropartikel mit THP-1 Zellen zu sehen war. Mittelwerte +/- SD, n=3 *p<0,05 vs. Kontrolle

Um die Bedeutung von PS und Calreticulin bei der Aufnahme der Mikropartikel in-
THP-1 Zellen zu visualisieren, wurden DCF-markierte Mikropartikel mit Annexin V
und CaCl, bzw. Anti-Calreticulin-AK vorinkubiert, bevor Vybrant DID gefarbte THP-1
Zellen dazu gegeben wurden und das komplette Mikropartikel-THP-1 Zellen-
Gemisch bei 37°C 30 min lang koinkubiert wurde. AnschlieBend wurden die Uber-
schissigen Mikropartikel weggewaschen, die THP-1 Zellen mit Polylysin auf Fluoro-

dishes eingebettet und fluoreszenz-mikroskopisch untersucht (Abbildung 20).
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a)

Abbildung 20: Koinkubation von Vybrant DiD gefarbten THP-1 Zellen und DCF gefarbten Thromboy-
ten-Mikropartikeln; Hemmung der Internalisierung durch Zugabe von Anti-Calreticulin-AK oder An-

nexin V
THP-1 Zellen mit Thrombozten-Mikropartikeln. Darstellung der Proben mittels konfokaler LSM. Die THP-1

Zellen sind adharent auf Polylysin-gecoateten Fluorodishes

Rot=Markierung der THP-1 Zellmembran mit Vybrant DiD
Grun=Markierung der Mikropartikel mit DCF

a) Kontrolle; 30 min Koinkubation bei 37°C
b) Zugabe von Anti-Calreticulin-AK; 30 min Koinkubation bei 37°C
¢) Zugabe von Annexin V und CacCl,; 30 min Koinkubation bei 37°C

In der Kontrolle war der griine Farbstoff der DCF-gefarbten Mikropartikel im Inneren
der THP-1 Zellen nach 30 min Koinkubation gut sichtbar. Dagegen zeigte sich in An-
wesenheit von Annexin V und des Anti-Calreticulin-Antikorpers eine deutlich schwa-
chere Grunfarbung im Zellinneren. Dies deutet auf eine verminderte Aufnahme von

Mikropartikeln in Anwesenheit von Annexin V und Anti-Calreticulin-AK hin.
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[11.11 INTERNALISIERUNG VON MIKROPARTIKELN DURCH
THROMBOZYTEN

Thrombozyten besitzen eine geringe Endozytose-Kapazitat. Mit Hilfe der konfokalen
Mikroskopie wurde die Interaktion von Thrombozyten mit THP-1 Mikropartikeln visua-
lisiert. Hierzu wurden DCF gefarbte THP-1-Mikropartikel mit ADP-aktivierten und
Vybrant DiD markierten Thrombozyten koinkubiert. Der gleiche Versuch wurde mit
durch Cytochalasin B vorinkubierten Thrombozyten durchgefuhrt (Abbildung 21c).
Die Kontrolle entspricht der Koinkubation von ADP-aktivierten Thrombozyten mit
THP-1 Zellen, gefolgt von einer Zentrifugation mit anschlieBendem Waschen der
Thrombozyten (Abbildung 21a).

a)
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b)
c)

Abbildung 21: Koinkubation von Thrombozyten und THP-1 Mikropartikeln; Hemmung der Internali-

sierung durch Zugabe von Cytochalasin B

Koinkubation von Thrombozyten mit THP-1-Mikropartikeln bei 37° C. Darstellung der Proben mittels konfo-
kaler Mikroskopie. Z-Stapel, Schnittflihrung von oben nach unten, Schichtdicke:< 1 um. Die Thrombozyten
sind adharent auf Fibrinogen gecoateten Fluorodishes

Rot=Markierung der Thrombozyten-Zellmembran mit Vybrant DiD
Grun=Markierung der Mikropartikel mit DCF

a) ADP-aktivierter Thrombozyt, Waschung direkt nach Zugabe der Mikropatrtikel

b) ADP-aktivierte Thrombozyten nach 30-minitiger Koinkubation mit THP-1 Mikropartikeln

c) ADP-aktivierte Thrombozyten mit Cytochalasin B und 30-minutiger Koinkubation mit THP-1 Mikroparti-
keln
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Direkt nach Koinkubation von ADP-aktivierten Thrombozyten mit den Mikropartikeln
waren die Plattchen zum gro3ten Teil ruhend und rund. Man sieht, dass bei den
Thrombozyten nach 30-minitiger Inkubation die bekannten Phdnomene der Filopo-
dienausbreitung und Spreading auftraten, es zeigte sich ebenfalls eine diffuse Grin-
farbung im Inneren der Thrombozyten.

Bei den mit Cytochalasin B prainkubierten und anschliel3end stimulierten Thrombozy-
ten blieben diese in ihrer ruhenden Form, eine Grinfarbung in ihrem Inneren konnte

nicht beobachtet werden.

Um sicherzugehen, dass die Mikropartikel tatsachlich von Thrombozyten internalisiert
wurden und nicht der wasserl6sliche Farbstoff ins Innere der Zelle dissoziiert war,
wiederholten wir den Versuch mit einer membranstandigen Farbung der Mikroparti-
kel. Dafur transfizierten wir CHO-Zellen mit TF-CFP und generierten anschliel3end
Mikropartikel aus den TF-CFP positiven CHO-Zellen. AnschlielRend wurden Throm-
bozyten und TF-CFP positive Mikropartikel koinkubiert und fluoreszenzmikroskopisch
untersucht (Abbildung 22).
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b)

Abbildung 22: Interaktion von Thrombozyten mit TF-CFP positiven Mikropartikeln

Thrombozyten mit TF-CFP positiven-Mikropartikeln aus CHO-Zellen. Darstellung der Proben mittels konfo-
kaler LSM. Die Thrombozyten sind adharent auf Fibrinogen gecoateten Fluorodishes, Schichtdicke 0,4 pm

Rot=Markierung der Thrombozyten-Zellmembran mit Vybrant DiD
Blau=TF-CFP positive Mikropartikel

a) Ruhender Thrombozyt, der nach Koinkubation mit TF-CFP positiven Mikropartikeln gewaschen wurde
b) ADP-aktivierte Thrombozyten nach 30 min Koinkubation mit TF-CFP positiven Mikropartikeln

In der Nullkontrolle, bei der die Thrombozyten direkt nach der Zugabe der Mikroparti-
keln gewaschen wurden, sind keine Mikropartikel im Zellinneren sichtbar. Nach 30-
minutiger Koinkubation von Thrombozyten mit TF-CFP positiven CHO Zellen sind

hingegen die TF-CFP positiven Mikropartikel im Inneren der Thrombozyten zu sehen.
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Allerdings lasst sich aufgrund der flachen Struktur der aktivierten Thrombozyten
selbst in der Laserscan-Mikroskopie keine eindeutige Aussage Uber die Lokalisation
der Mikropartikel in Bezug auf die Thrombozyten treffen. Bei einer Auflésung von 0,4
um ist jedoch mit groRer Wahrscheinlichkeit von einer Internalisierung der Mikro-

partikel auszugehen.
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IV.DISKUSSION

Mikropartikel sind kleine (0,1-1 um) lipidreiche Vesikel, die durch diverse Mechanis-
men wie mechanischen Stress (Diehl, Nagy et al. 2008), Apoptose (Barry, Pratico et
al. 1997), (Mallat, Hugel et al. 1999) und Zellaktivierung (Beaudoin and Grondin
1991) von Plasmamembranen vielfaltiger Zellen abgegeben werden kénnen. Sie ha-
ben vermutlich viele (patho)-physiologische Funktionen z.B. im Bereich der Ha-
mostase und bei der Entstehung und Progression von Erkrankungen wie Atheroskle-
rose und Malignomen (Barry and FitzGerald 1999), (Diamant, Tushuizen et al. 2004),
(Muralidharan-Chari, Clancy et al. 2010).

Die Mechanismen, die die Internalisierung der Mikropartikel durch andere Zellen re-
gulieren sind bis heute weitestgehend unbekannt. Veranderungen der Mikropartikel-
Clearance konnten fur erhdhte Mikropartikel-Gesamtkonzentrationen im Plasma ver-
antwortlich sein, die unter anderem mit einer erhohten Thromboseneigung korrelie-
ren (Martinez, Tesse et al. 2005), (Faure, Dou et al. 2006). Auch scheinen maligne
Erkrankungen mit einer erhéhten Zahl an Mikropartikeln im zirkulierenden Blut ein-
herzugehen (Toth, Nieuwland et al. 2008; Muralidharan-Chari, Clancy et al. 2010).
Um ein verbessertes Verstandnis der Physiologie der Mikropartikel zu gewinnen,
sind Bestimmungen der Baseline-Levels in gesunden Populationen, Fluktuationen
dieser Level Uber die Zeit und die Lebensdauer von Mikropartikeln erforderlich. In
vivo-Versuche, wobei Plattchen-Mikropartikel in Hasenblut injiziert wurden, zeigten
keinen Anstieg der Mikropartikel-Zahl, wohingegen die Zugabe dieser Mikropartikel in
Hasenblut, unter Bedingungen unter denen ihre Clearance gehemmt war, zu einem
signifikanten Anstieg des Mikropartikel-Levels fuhrte (Rand, Wang et al. 2006). Die
Maoglichkeit, dass endogene Mikropartikel rasch von der Zirkulation entfernt werden,
setzt auch voraus, dass sie kontinuierlich gebildet werden, um ein Basislevel auf-
rechtzuerhalten.

Verschiedene potenzielle Mechanismen der Clearance werden derzeit diskutiert.
Einerseits wurde eine ungerichtete Elimination von Mikropartikeln beschrieben. So
konnten Mikropartikel Gber die Aktivitat von zirkulierenden Phospholipasen wie der
sekretorischen Phospholipase A2 zerstort werden (Fourcade, Simon et al. 1995)

Da Mikropartikel Membranproteine von einer Zelle zur anderen transferieren kénnen,
(Mack, Kleinschmidt et al. 2000), (Kawamoto, Ohga et al. 2012), ist anzunehmen,

dass es sich um einen gerichteten Prozess handelt.



55

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit ging es darum, den Mechanismus der Internalisierung
von Mikropartikeln durch Akzeptorzellen zu analysieren und somit ein Verstandnis

uber moégliche Wege der Mikropartikel-Clearance auf zellularer Ebene zu gewinnen.

IV.1 ENDOZYTOSE DER MIKROPARTIKEL

Die Endozytose ist ein fundamentaler Prozess der Internalisierung von extrazellula-
rem Material in eukaryontischen Zellen, der von der Nahrungsaufnahme bis zur Sig-
nalvermittlung reicht. Hierbei wird extrazellulares Material von der Zellmembran um-
hallt und in Vesikel, sogenannte Endosomen verpackt. Intrazellular verschmelzen
diese Einschlusskdrperchen unter Umstadnden mit Lysosomen, die saure hydrolyti-
sche Enzyme beinhalten und das aufgenommene Material zersetzen kénnen.

Wenn man annimmt, dass Mikropartikel von den Akzeptorzellen durch Endozytose
aufgenommen werden, gelangen diese Uber die Zeit in Endosomen, Caveosomen
oder Lysosomen. In allen diesen Kompartimenten liegt ein geringerer pH-Wert vor
als dies im Inneren des Zytosols der Fall ist.

Daher entwickelten wir eine Methode, mittels derer der intravesikulare pH der Mikro-
partikel gemessen werden kann. Die Thrombozyten-Mikropartikel wurden mit dem
pH-sensitiven Farbstoff BCECF markiert. Dieser Farbstoff kann durch die Plasma-
membran diffundieren und so ins Zytoplasma der Elternzelle gelangen, aus der die
markierten Mikropartikel freigesetzt werden (Draper, Martell et al. 1997), (Hirohashi,
Terasaki et al. 1997).

Im Fluoreszenz-Photometer wurde der Farbstoff bei 2 unterschiedlichen Wellenlan-
gen angeregt. Bei der Anregung von 440 nm ist die bei 516 nm freigesetzte Emissi-
onsintensitat pH-unabhangig. Bei einer Exzitation von 490 nm hingegen ist sie pH-
abhangig. BCECF wurde kurz hintereinander mit den Wellenlangen 440 nm und 490
nm angeregt, so dass der Quotient der beiden Emissionsintensitaten proportional
zum intramikropartikularen pH ist.

Da die freigesetzten Mikropartikel intravesikulare zytoplasmatische Komponenten
enthalten, ist anzunehmen, dass der intravesikulare pH dem intrazellularen pH der
Ursprungszelle gleicht. In der Tat fanden wir ein dem Zytoplasma entsprechender pH
der Mikropartikel von 7,2.

Der pHi der BCECF-markierten Mikropartikel fiel nach Koinkubation mit monozytaren
THP-1 Zellen bei 37°C schon nach kurzer Zeit (10 min) ab. Dies spricht fur eine En-
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dozytose mit anschlieRender Verschmelzung von Mikropartikeln mit sauren endoso-
malen Kompartimenten. Dagegen war bei 4°C kein Abfall des pHi's festzustellen.
Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass Mikropartikel durch einen aktiven Prozess wie
Endozytose aufgenommen werden und dieser Vorgang relativ schnell ablauft.

So wurde beobachtet, dass integrale Membranproteine wie beispielsweise Major his-
tocompatibility Complex (MHC) Klasse Il und CD3 von Mikropartikeln auf polymorph-
kernige Neutrophile innerhalb kurzer Zeit sowohl bei 37° C als auch bei 4° C transfe-
riert wurde. Daraus wurde gefolgert, dass es sich somit um einen passiven Prozess
handeln misse (Whale, Beskorwayne et al. 2006). Mdglicherweise sind die von uns
untersuchten Interaktionen der Mikropartikel mit monozytaren Zellen anders als die
Interaktionen der Mikropartikel mit neutrophilen Granulozyten.

Um die Aufnahme von Mikropartikeln in Akzeptorzellen gualitativ nachzuweisen, vi-
sualisierten wir die Interaktion von Mikropartikeln und THP-1 Zellen mittels La-
serscanmikroskopie (LSM). Fur die Darstellung wurden Plasmamembranen isolierter
THP-1 Zellen mit Vybrant DID gelabelt. Danach wurden die Vybrant DiD-gefarbten
THP-1 Zellen mit DCF-gelabelten Mikropartikeln inkubiert. Nach einer Inkubationszeit
von 30 min ergab sich eine intrazellulare Grinfarbung der THP-1 Zellen, was auf ei-
ne Internalisierung der Mikropartikel hinweist. Um sicherzustellen, dass diese Inter-
nalisierung der Mikropartikel sich, abgesehen von THP-1 Zellen, auch auf andere
phagozytosekompetente Zellen Ubertragen lasst und nicht spezifisch fir eine Zellart
ist, wurde der Versuch mit neutrophilen Granulozyten und zirkulierenden Mikroparti-
keln von gesunden Spendern wiederholt. Auch hier konnte eine Mikropartikel-
spezifische Grunfarbung im Inneren der neutrophilen Granulozyten nach kurzer Zeit
beobachtet werden. Insofern sind verschiedene Phagozyten in der Lage Mikroparti-

kel schnell zu internalisieren.

IV.2 DIE ROLLE DER AKTIN-POLYMERISATION UND VON DYNAMIN
BEI DER MIKROPARTIKEL-ZELL-INTERAKTION

Aktin ist eine wichtige treibende Kraft bei der Bildung von Vesikeln wahrend der En-
dozytose. Es hat eine entscheidende Funktion in der Abschnirung von endozytoti-
schen Vesikeln und bei deren Translokation ins Zytoplasma (Merrifield, Davids et al.
2004). Cytochalasin B ist ein Pilz-Metabolit, der die Aktin-Polymerisation und Pha-
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gozytose inhibiert, indem es an die schnell wachsenden Enden der Aktin-Filamente
(F-Aktin) bindet (Ryning and Remington 1978), (Davis, Estensen et al. 1971). Nach
Hemmung der Aktin-Polymerisation durch Cytochalasin B war die Mikropartikel-
Internalisierung deutlich reduziert. Auch in Thrombozyten verhindert Cytochalasin B
den Anstieg von filamentésem F-Aktin, welcher eine Aktivierung von Thrombozyten
begleitet (White, Burris et al. 1995). In konfokalmikroskopischen Untersuchungen
konnten wir die Aufnahme der THP-1 Mikropartikel durch Thrombozyten nach Zuga-
be von Cytochalasin B inhibieren. Zusammenfassend deuten alle Ergebnisse darauf-
hin, dass eine durch Cytochalasin B vermittelte Hemmung der Aktinpolymerisation

die Internalisierung von Mikropartikeln durch verschiedene Akzeptorzellen hemmt.

Dynamin vermittelt unter anderem die Abschnirung des endozytotischen Vesikels
von der Plasmamembran bei verschiedenen Formen der Endozytose (z.B. Clathrin-
und Caveolae-abhangig). Das Dynamin-Gen ist ein ca 100 kDa grofR3es Protein und
besteht aus 3 GTPase Doménen. Durch die gerichtete Mutagenese kann Lysin an
Position 44 durch Alanin ersetzt werden und es entsteht die Dynamin-Mutante pc
DNA3-Dynamin-K44A, welche die Ausbildung funktionsfahiger Dynamin-
Helixstrukturen blockiert.

U-937 Zellen sind Makrophagen-Abkdmmlinge mit einer hohen Phagozytosekapazi-
tat. In der konfokalen Laserscanmikroskopie konnten wir nachweisen, dass U-937
Zellen, die zuvor mit der Dynamin-Mutante K44A transfiziert worden waren im Ver-
gleich zur Kontrolle fast keine Mikropartikel aufnahmen. Somit ist anzunehmen, dass
Dynamin eine wichtige Rolle in der Aufnahme von Mikropartikeln durch Phagozyten

spielt.

IV.3 PHAGOZYTOSE VON MIKROPARTIKELN UBER DIE
ERKENNUNG VON ,EAT-ME"-SIGNALEN

Die Bildung von Mikropartikeln geht mit der Externalisierung von anionischen Pho-
pholipiden wie PS durch die Translokation des Phospholipids von der inneren auf die
aulRere Plasmamembranseite einher. In der Tat haben Mikropartikel gemeinsame
Eigenschaften mit apoptotischen Zellkdrpern und sie kbnnen auch wéhrend des Vor-

gangs des programmierten Zelltodes entstehen. Apoptotische Zellen kdnnen durch
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Phagozytose entfernt werden. Dabei erkennen Phagozyten PS- tragende Zellfrag-
mente entweder direkt durch PS-Rezeptoren oder indirekt Gber Rezeptoren, die Pro-
teine erkennen, die die Partikel zuvor opsonisiert haben (u.a. Protein S, Lactadherin,
GASSH). Diese Rezeptoren kdnnten daher moglicherweise auch an der Clearance von

Mikropartikeln beteiligt sein.

Nach Hemmung von bestimmten Oberflachenmolekilen, die fur die Erkennung von
apoptotischen Zellen durch Phagozyten von Bedeutung sind, beobachteten wir eine
Reduktion der Mikropartikel-Aufnahme durch die Akzeptorzellen.

Annexin V ist ein 35-36 kD groRes Protein, das Ca**-abhangig PS binden kann. Es
ist bekannt, dass die Bindung von Annexin V an PS auf der Oberflache von apoptoti-
schen Zellkdrpern deren Phagozytose hemmen kann (Callahan, Williamson et al.
2000), (Krahling, Callahan et al. 1999). Wir konnten zeigen, dass durch Prainkubati-
on von Thrombozyten-Mikropartikeln mit Annexin V zusammen mit CacCl, die Interna-

lisierung dieser Mikropartikel durch THP-1 Zellen inhibiert wurde.

Extrazellulare Brickenmolekile wie Calreticulin konnen durch die Interaktion mit der
Oberflache von apoptotischen Zellen deren Glykosylierungsmuster verandern und
dadurch die Erkennung fir Phagozyten erleichtern. Calreticulin bindet die Komple-
mentkomponente C1g und mannose binding lectin (MBL) auf apoptotischen Zellen.
Durch die zusatzliche Verknupfung von Calreticulin mit CD91 (auch alpha-2-
macroglobulin Rezeptor genannt) auf Makrophagen wird die Inkorporierung der
apoptotischen Zellen durch Makrophagen stimuliert (Ogden, deCathelineau et al.
2001).

In unseren Versuchen konnten wir nachweisen, dass die Internalisierung von PIlatt-
chen-Mikropartikeln durch THP-1 Zellen durch die Zugabe von Anti-Calreticulin-AK
deutlich inhibiert wurde, was daflr spricht, dass auch die Aufnahme von Mikroparti-

keln durch Calreticulin vermittelt wird.

Das polypeptidische Antibiotikum Duramycin wird aus Streptomyces cinnamomeus
forma azacoluta gewonnen. Es erkennt eine bestimmte Membrankonformation, die
durch die Anwesenheit von Phosphatidylethanolamin oder Monogalactosy! diglyceri-
de bestimmt wird (Navarro, Chabot et al. 1985). Durch die Zugabe von Duramycin
wurde die Aufnahme der Mikropartikel in Akzeptorzellen gehemmt, was darauf hin-



59

Diskussion

deutet, dass Phosphatidylethanolamin fur die Erkennung von Mikropartikeln durch
Phagozyten mitverantwortlich ist.

Diese Ergebnisse bestarken die Hypothese, dass Mikropartikel durch Phagozyten
erkannt und anschlieBend lber rezeptorvermittelte Endozytose internalisiert werden

kdnnen.

IV.4 INTERNALISIERUNG VON TF IN PLATTCHEN DURCH
ENDOZYTOSE TF-POSITIVER MIKROPARTIKEL

Nach der Aktivierung von Plattchen sind diese fahig, TF auf ihrer Oberflache zu pra-
sentieren (Muller, Klocke et al. 2003), (Perez-Pujol, Aras et al. 2005). Dieser von
Plattchen prasentierte TF konnte eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von
Thrombosen spielen.

Lange Zeit dachte man, TF ware ausschlief3lich intramural im BlutgefaRsystem ex-
primiert, jedoch mehren sich die Beweise daflr, dass auch im Blut funktionell aktiver
TF vorhanden ist, der eine intravasale Gerinnungsaktivierung moglich macht (Muller,
Klocke et al. 2003), (Giesen, Rauch et al. 1999), (Mackman 2004). Dieser intravasale
TF (iTF) wird auf der Oberflache verschiedener aktivierter Blutzellen wie Monozyten
und neutrophilen Granulozyten, vor allem jedoch auf zirkulierenden Mikropartikeln
exprimiert (Nieuwland, Berckmans et al. 1997).

Mehrere Forschungsergebnisse zeigten, dass aktivierte Blutplattchen ebenfalls funk-
tionell aktiven TF prasentieren konnen, obwohl sie selbst nicht in der Lage sind ihn
herzustellen (Muller, Klocke et al. 2003), (Camera, Frigerio et al. 2003).

Es ist bekannt, dass Plattchen verschiedene Liganden internalisieren konnen, inklu-
sive fremder Partikel (White and Clawson 1982), Bakterien (White 2005), Immunglo-
buline (Morgenstern, Ruf et al. 1992) und andere (White and Clawson 1981),
(Behnke 1987). Interessanterweise kénnen Plattchen ebenfalls intravends injizierte
Lipidvesikel internalisieren (Jarnvig, Naesh et al. 1990).

Moglicherweise erfolgt die Ubertragung von TF auf Plattchen iber die Endozytose
TF-positiver Mikropartikel, die z.B. von Monozyten generiert wurden.

Andererseits wird postuliert, dass Plattchen auch funktionellen TF selbst synthetisie-
ren und prasentieren konnten (Panes, Matus et al. 2007).

Durch konfokale Mikroskopie konnten wir die Interaktion von TF-positiven Monozy-

ten-Mikropartikeln mit Plattchen analysieren.
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Hierzu wurden zunachst die Plasmamembranen isolierter Thrombozyten mit Vybrant
DID gefarbt. Diese wurden anschlieRend mit DCF-gefarbten Mikropartikeln aus THP-
1 Zellen inkubiert. Nach 30 min bei 37° ergab sich eine intrazellulare Grinfarbung
der Thrombozyten. Diese diffuse Grunfarbung der Zelle sprache am ehesten fir eine
Fusion, wobei denkbar ist, dass der wasserlgsliche Farbstoff nach Internalisierung im
Cytosol verdunnt wird. Um dies auszuschliel3en, wiederholten wir den Versuch mit
einer membranstandigen Farbung der Mikropartikel. Hierzu generierten wir Mikropar-
tikel aus TF-CFP transfizierten CHO-Zellen. Wir konnten sehen, dass die TF-CFP-
positiven Mikropartikel im Zytoplasma der Plattchen angereichert wurden. Dies deu-
tet daraufhin, dass die Mikropartikel durch Endozytose internalisiert wurden.

Trotz der Durchfihrung von sogenannten Z-Stapeln (dreidimensionale Darstellung
eines ausgewdahlten Thrombozyten durch Schnittebenen im kleinstmdglichen Ab-
stand von <1 um) kann nicht abschlie3end beurteilt werden, ob die Mikropartikel von
innen oder aulR3en auf der Membran aufgelagert sind. Hierzu wére es interessant den
Versuch mit einer noch héheren Bildauflosung bspw. mittels Elektronenmikroskopie
zu wiederholen.

Eine Arbeitsgruppe fand heraus, dass TF-reiche Lipid-Mikrovesikel von Plattchen in
Kanale des offenen kanalikularen Systems (OCS) endozytiert werden und im Zyto-
plasma und gelegentlich in den Alpha-Granula akkumulieren (White and Escolar
1991), (Escolar and White 2000), (White 1993), (Escolar, Lopez-Vilchez et al. 2008).
Andererseits konnte anhand von dual color flow cytometry techniques ermittelt wer-
den, dass TF-tragende Mikropartikel mit aktivierten Plattchen fusionieren (Del Conde,
Shrimpton et al. 2005).

Genauerer Aufschluss Uber den Vorgang der Mikropartikel-Plattchen-Interaktion
konnte auch dadurch erbracht werden, dass die Beteiligung bestimmter Rezeptoren
und Liganden untersucht wirden, die diese Prozesse vermitteln kénnen.
Beispielsweise kénnte CD15 im Transfer von Leukozyten-Partikeln auf Plattchen in-
volviert sein (Falati, Gross et al. 2004), (Falati, Liu et al. 2003), (Rauch, Bonderman
et al. 2000), (Lopez, Kearon et al. 2004).
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IV.5 VERSCHIEDENE WEGE DER ZELLULAREN INTERNALISIERUNG
VON MIKROPARTIKELN

Zusammenfassend deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass die Clearance von
Mikropartikeln tUber verschiedene Wege der Endozytose/ Phagozytose erfolgt und
bestimmte Oberflachenmarker, die die Erkennung apoptotischer Zellen vermitteln,
auch bei der zellularen Internalisierung von Mikropartikeln von Bedeutung sind. Dies
wird bestatigt durch Kawamoto et al., die ebenfalls eine Internalisierung von Mikro-
partikeln durch Endozytose beobachteten (Kawamoto, Ohga et al. 2012). Durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen konnte eine Kolokalisierung von Tumor-
Mikropartikeln an eingestilpten Plasmamembranen von Endothelzellen nachgewie-
sen werden. FACS-Analysen zeigten, dass Dynasore, ein spezifischer Dynamin-
Inhibitor, die Internalisierung von Mikropartikeln durch die Akzeptorzellen hemmt.
Weiterhin konnten Mikropartikel durch das Immunsystem erkannt und anschlie3end
uber rezeptorvermittelte Endozytose von Makrophagen internalisiert werden. Lactad-
herin ist ein Makrophagen-Opsonin, das die Clearance von apoptotischen Lymphozy-
ten vermittelt. Es wurde postuliert, dass Lactadherin auch ein Mediator fir die Pha-
gozytose von PS-prasentierenden Plattchen-Mikrovesikeln sein kénnte (Dasgupta,
Abdel-Monem et al. 2009), (Rautou and Mackman).

Plattchen-Mikropartikel werden moglicherweise von der Komplement-Komponente
C3b opsonisiert, bevor sie an Erythrozyten binden und schlie3lich Phagozyten in Le-
ber und Lunge transferiert werden (Flaumenhaft 2006). AnschlieRend kdnnten sie
uber Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Zellen aufgenommen werden (Hess and
Schifferli 2003). Die Exposition von PS auf der Oberflache von Mikropartikeln kénnte
hierbei die Opsonisierung Uber C3 unterstitzen und somit die Komplementkaskade
aktivieren (Flaumenhaft 2006). AuRerdem kdnnten Mikropartikel auch mit apoptoti-
schen Zellen um die PS-Rezeptoren auf Makrophagen konkurrieren. Demnach wr-
de eine erhthte Anzahl an Mikropartikeln zu einer verringerten Phagozytose von
apoptotischen Zellkorpern fiihren (Antwi-Baffour, Kholia et al. 2010).

Des Weiteren kdnnte beta2-Glycoprotein | wichtig fur die Clearance von Zellmemb-
ranen mit prokoagulatorisch wirksamen anionischen Phospholipiden sein, indem es
die Bindung von negativ geladenen Oberflachen inklusive anionischen Phospholipid-
Vesikeln, Plattchen, apoptotischen Zellen und Plattchen-Mikrovesikeln mit THP-1

Zellen stimuliert. Der Komplex aus anionischen Phopholipid-Vesikeln und beta2-
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Glykoprotein | wird von Oberflachenrezeptoren auf Makrophagen erkannt und tber
einen Rezeptor-vermittelten Weg aufgenommen. Diese Bindung geht einher mit der
Inkorporierung von Phospholipiden in die Zellmembran und Internalisierung von be-
ta2-Glykoprotein | (Thiagarajan, Le et al. 1999). Bei Patienten mit Anti-Phospholipid-
Antikoérper-Syndrom sind die meisten Antikérper gegen beta2-Glycoprotein | gerich-
tet. Die Bindung von beta2-Glycoprotein | an PS-tragende Plattchen-Mikropartikel
konnte ihre Clearance durch Phagozytose begunstigen und Antikérper gegen beta2-
Glycoprotein konnten somit indirekt die Gerinnungsaktivitat erh6hen kénnten (Abdel-
Monem, Dasgupta et al. 2010).

In vitro zeigte sich eine groRe Redundanz der Phagozytenrezeptoren in Saugetieren,
weil auch die Hemmung multipler Rezeptoren zu keiner kompletten Inhibierung der
Aufnahme von extrazellularem Material fuhrte (Scott, McMahon et al. 2001), (Fadok,
Bratton et al. 2001), (Henson, Bratton et al. 2001), (Savill, Dransfield et al. 2002).
Mdglicherweise sind multiple Rezeptor-Ligand-Interaktionen fir eine vollstéandige
Phagozytose erforderlich. Diese Mechanismen variieren jedoch vermutlich je nach
Phagozytenzelltyp und nach deren Aktivierungszustand.

Zusatzlich zur Interaktion von Mikropartikeln durch Endozytose/Phagozytose kénnte
die Internalisierung der Mikropartikel auch durch Fusion erfolgen (Whale,
Beskorwayne et al. 2006).

Maglicherweise gibt es verschiedene Wege der Mikropartikel-Internalisierung in Zel-
len, abhangig von der Art der Mikropartikel und ihrer Entstehung unter verschiedenen
pathophysiologischen Gegebenheiten. Es ware denkbar, dass dementsprechend un-
terschiedliche Signalwege Uber das Schicksal der verschiedenen Mikropartikel-

Populationen entscheiden.

IV.6 AUSBLICK

Eine defekte Clearance von Mikropartikeln kann eine Vielzahl biologischer Nebenef-
fekte nachziehen, so z.B. eine Suppression des Immunsystems und eine erhéhte
Thrombosetendenz.

Unsere Erkenntnisse Uber die Entstehung und die Clearance von Mikropartikeln
konnten daher nicht nur zur Aufklarung der Pathogenese kardiovaskularer Erkran-
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kungen beitragen, sondern auch Konsequenzen fur Pravention, Diagnostik und The-
rapie diverser Erkrankungen haben (Diamant, Tushuizen et al. 2004).
Kardiovaskulare Erkrankungen gehen mit einer erhéhten Zahl an Mikropartikeln im
zirkulierenden Blut einher. Es ist daher prinzipiell mdglich, die Zahl und die zellulare
Parvenienz der Mikropartikel als Biomarker fur kardiovaskulare Pathologien der Pati-
enten beziehungsweise als Indikatoren des individuellen thrombotischen Risikos zu
nutzen (Morel, Morel et al. 2006).

Einige der aktuell verwendeten Medikamente beeinflussen bekanntermalien die Ge-
nerierung von Mikropartikeln. So ist der Glycoprotein Illb-llla- Rezeptor-Antagonist
Abciximab, derzeit als ein Plattchenaggregationshemmer verwendet, auch ein star-
ker Inhibitor der Plattchen-Vesikelbildung in vitro (Reverter, Beguin et al. 1996).
Demnach kénnte dessen antithrombotischer Effekt zusatzlich zu der Plattchenaggre-
gationshemmung uber eine verminderte Mikropartikel-Bildung zustande kommen
(Aupeix, Toti et al. 1996; Aupeix, Toti et al. 1996)). Ein Mangel an Cholesterin redu-
ziert die Aktivitat Raft-assoziierter Proteine, inklusive TF, und setzt die Freisetzung
von Mikropartikeln herab. Somit konnte Uber eine Hemmung der Mikropartikel-
Freisetzung moglicherweise die antithrombotische Wirkung von Statinen erklart wer-
den (Del Conde, Shrimpton et al. 2005).

Der Transfer von TF positiven Leukozyten-Partikeln auf Plattchen ist abhangig von
der Interaktion von CD15 mit Plattchen und TF selbst. Ein neuer therapeutischer An-
satz kbnnte den Transfer von TF auf Plattchen inhibieren, indem die Interaktion von
CD 15 mit P-Selektin sowie die Interaktion mit TF selbst antagonisiert wirde (Rauch,
Bonderman et al. 2000). Andererseits kénnte auch die Transfusion von Mikroparti-
keln bei Patienten mit hamorrhagischer Diathese an Bedeutung gewinnen. Auch in
der Onkologie spielen Mikropartikel eine entscheidende Rolle. Die Mikropartikel-
Level korrelieren mit der Tumorgrof3e, somit konnten sie beispielsweise beim
Mammakarzinom zukiinftig eine relevante Bedeutung als Biomarker fur verschiedene
Tumorstadien erhalten (Toth, Nieuwland et al. 2008).

TF auf Tumoren und Mikropartikeln fordert sowohl das Uberleben als auch das
Wachstum des Tumors (Coughlin and Camerer 2003). Daher kbnnen TF-hemmende
Antikdrper in Mausen mit Tumoren die Tumorgréf3e und die Anzahl an Metastasen
deutlich reduzieren (Yu, May et al. 2008).
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V. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die zellulare Internalisierung von Mikropartikeln un-
tersucht, die aus Blutzellen gewonnen wurden.

Um zu prifen, ob Mikropartikel Gber Endozytose internalisiert werden, wurde eine
Methode angewandt, die es ermdglichte, den intravesikularen pH zu messen. Hierbei
zeigte sich ein Ausgangs-pH-Wert der Mikropartikel von 7,2. Dieser Wert entspricht
dem zytosolischen pH-Wert der Ursprungszelle. Nach Inkubation der Mikropartikel
mit THP-1 Zellen kam es zu einer Reduktion des intravesikularen pH-Wertes. Diese
pH-Abnahme spricht dafiir, dass Mikropartikel mit sauren zytosolischen Komparti-
menten wie Endosomen oder Lysosomen in der Akzeptorzelle verschmelzen.

Durch die Zugabe von Cytochalasin B, das die Endozytose hemmt, konnte eine Re-
duzierung der pH-Abnahme festgestellt werden. Auch war die pH-Abnahme bei 4°C
inhibiert. Somit zeigte sich, dass Mikropartikel durch endozytotische Prozesse in Ak-
zeptorzellen aufgenommen werden.

Mittels konfokaler Laserscanmikroskopie wurden die Interaktionen von Mikropartikeln
mit Empfangerzellen visualisiert. Auch hier konnten wir eine Internalisierung von Mik-
ropartikeln durch THP-1 Zellen feststellen. Diese Aufnahme konnte durch den Endo-
zytose-Hemmstoff Cytochalasin B inhibiert werden.

Zusétzlich beobachteten wir, dass es nach Zugabe von Inhibitoren gegen Oberfla-
chenmarker von apoptotischen Zellen (Anti-Calreticlin-AK, Duramycin und Annexin
V), zu einer geringeren Internalisierung der Mikropartikel durch Makrophagen kam.
Daher ist anzunehmen, dass Mikropartikel durch ihre Oberflachenveranderungen von
professionellen Phagozyten erkannt und aufgenommen werden kénnen.

Die Visualisierung der Interaktion von Thrombozyten mit Mikropartikeln mittels La-
serscanmikroskopie zeigte, dass die Mikropartikel mit hoher Wahrscheinlichkeit in die
Thrombozyten aufgenommen werden. Dies wurde durch den Endozytosehemmer
Cytochalasin B gehemmit.

Die Ergebnisse deuten zusammenfassend darauf hin, dass die zellulare Clearance
von Mikropartikeln Uber verschiedene Wege der Endozytose/ Phagozytose erfolgt
und durch Oberflachenmarker wie Calreticulin und die Exposition von Aminophos-

pholipiden vermittelt wird.
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