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Einleitung 

Riordan et al. 1988). Für 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). 

 

Wahrscheinlich spielt bei der Mikropartikel-Bildung ein durch zellspezifische Stimuli 

ausgelöster intrazellulärer Ca2+-Anstieg in der Elternzelle eine entscheidende Rolle 

(Barry, Pratico et al. 1997), (VanWijk, VanBavel et al. 2003), (Frey and Gaipl 2011). 

Während der Zellaktivierung und auch in der terminalen Phase der Apoptose löst 

sich die asymmetrische Verteilung der Plasmamembran und es kommt zu einer 

Translokation von PS von der zytoplasmatischen zur extrazellulären Seite (Pasquet, 

Dachary-Prigent et al. 1996) (Abbildung 1). Darauf folgt die Bildung von kleinen Vesi-

keln, die von der Plasmamembran abgeschnürt werden (Bevers, Wiedmer et al. 

1992), (Dachary-Prigent, Pasquet et al. 1995)  

Die Vesikelbildung von Mikropartikeln benötigt drei Schlüsselenzyme, die die Memb-

randistribution der Phospholipide modifizieren (Sims and Wiedmer 2001): 

-Eine für PS und PE spezifische Flippase (Hugel, Martinez et al. 2005), die diese 

Phospholipide von der äußeren zur inneren Plasmamembran bewegt und die Phos-

pholipidasymmetrie in inaktivierten Zellen aufrecht erhält; 

-eine Floppase, die dieselben Lipide von der inneren Seite zu der äußeren Seite der 

Membran transportiert, wenn Zellen aktiviert sind oder in die Apoptose gehen;  

-und eine Scramblase, die verantwortlich für unspezifische Neuverteilungen von Lipi-

den innerhalb der beiden Membranblätter verantwortlich ist (sog. scrambling).  

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

von PS assoziiert zu sein (Frey and Gaipl 2011).  
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Zelluläre Mikropartikel haben entsprechend ihrer Herkunft diverse Funktionen. Sie 

präsentieren unter anderem Adhäsionsmoleküle von aktivierten Plättchen (z.B. P-

Selektin) und von Leukozyten (z.B. PSGL-1) sowie für die Hämostase 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 Entzündungsreaktio-

nen und beeinflussen die Gefäßfunktion. Da die genannten Prozesse für die Entste-

hung von Atherosklerose entscheidend sind, wird angenommen, dass Mikropartikel 

eine erhebliche Bedeutung für die Entstehung und die Progression von kardiovasku-

lären 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 verstärkten Risiko für Atherosklerose im Vergleich zu gesunden Individuen 

erhöhte Mikropartikel-Fraktionen im Blutkreislauf aufwiesen (George, Pickett et al. 

1986), (Berckmans, Neiuwland et al. 2001). So konnte in den letzten Jahren bestätigt 

werden, dass Erkrankungen wie z.B. Diabetes Mellitus, starker Bluthochdruck oder 

Nierenversagen (Diamant, Nieuwland et al. 2002), (Sabatier, Darmon et al. 2002) mit 

einem erhöhten Level an Mikropartikeln einhergehen. Das Gleiche gilt auch bei Er-

krankungen, die mit arteriellen oder venösen Thrombosen gekoppelt sind wie bei-

spielsweise Karzinom-assoziierte tiefe Venenthrombose (Tesselaar, Romijn et al. 

2007), Anti-Phospholipid-Antikörper-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 hämostatische Rolle von Mikropartikeln wird auch durch die Blu-

tungstendenz von Patienten mit Scott-Syndrom deutlich. Diese Erkrankung ist eine 

seltene genetische Gerinnungsstörung. Sie kommt dadurch zustande, dass eine un-

genügende Oberflächenpräsentation von PS zu einer gestörten Vesikelbildung von 

Plättchen und anderen Blutzellen führt (Zwaal, Comfurius et al. 2004),(VanWijk, 

VanBavel et al. 2003).  
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konnte der im Blut vorhandene, sogenannte intravasale TF auf der Oberfläche 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 lösliche TF auszumachen. Diese Variante unterscheidet sich je-

doch strukturell von der auf Zelloberflächen exprimierten Form. Löslicher TF besitzt 

nur einen Großteil der extrazellulären, nicht jedoch die membranöse TF-Domäne 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-

oberflächen 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 für TF in Monozyten nachgewiesen 

werden (Osterud and Bjorklid 2001). In humanem Blut sind Monozyten die wichtigs-

ten Zellen, die befähigt sind, TF nach transkriptioneller Aktivierung de novo zu syn-

thetisieren. (Osterud and Bjorklid 2001). Nachdem in Plättchen keine mRNA für TF 

gefunden werden konnte (Zillmann, Luther et al. 2001), wird angenommen, Plättchen 

könnten dieses Protein von anderen Zellen internalisieren. Es wurde die Hypothese 

aufgestellt, dass der Transfer von TF von Monozyten auf Plättchen durch Mikroparti-

kel erfolgt (Rauch, Bonderman et al. 2000). Andererseits könnte die TF-Synthese in 

Plättchen nach Zellaktivierung durch Splicing aus TF prä-mRNA erfolgen (Schwertz, 

Tolley et al. 2006). Der plättchenassoziierte TF ist vorwiegend in den alpha-Granula 

und dem offenen kanalikulären System gespeichert (Muller, Klocke et al. 2003). 

Nach Aktivierung mit Kollagen und Thrombin können Plättchen TF sehr schnell auf 

der Zelloberfläche präsentieren. Eosinophile Granulozyten speichern TF in spezifi-

schen Granula und weisen unter allen unstimulierten Blutzellen den höchsten Gehalt 

an TF auf (Moosbauer, Morgenstern et al. 2007). 

Auf der Oberfläche von aktivierten Zellen und Mikropartikeln scheint TF zum Großteil 

in einer inaktiven, der sogenannten encrypted form vorzuliegen (Muller, Klocke et al. 

2003), (Bach 2006). Er bindet den Faktor VIIa, kann jedoch kaum die Gerinnung  ini-

tiieren. Es ist anzunehmen, dass unter physiologischen Bedingungen die Verschlüs-

selung des intravasalen TF eine überschießende 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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Die Hülle (coat) besteht hauptsächlich 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. Ihre Funktion besteht unter anderem darin, 

das Clathringerüst zusammenzubauen, es an die Membran zu binden, spezielle Lig-

anden für die Internalisierung zu erkennen und diese zu sortieren. AP-2 kooperiert 

mit Clathrin an der Membran und scheint in fast alle Schritte der Clathrin-abhängigen 

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 können ihre Liganden auf der Zelloberflä-

che erkennen und die Endozytose vermitteln.  

Anschließend werden viele dieser über clathrin-coated pits internalisierten Liganden 

in späten Endosomen oder Lysosomen in einzelne Moleküle degradiert. Hierdurch 

können die Rezeptoren bis zu hunderte von Malen wiederverwendet werden. Diese 

Recycling-Mechanismen sind essentiell für die Aufrechterhaltung der Zusammenset-

zung verschiedener Organellen und tragen dazu bei, Moleküle mit spezifischen 

Funktionen zu ihren entsprechenden Kompartimenten zurückzuführen.  

I.7.2 Clathrin-unabhängige Endozytose 

Lange Zeit wurde angenommen, Clathrin wäre der entscheidende Faktor für die 

Vesikelbildung an der Plasmamembran und Endozytose könnte ohne die Anwesen-

heit dieses Proteins nicht stattfinden. Es gibt jedoch gute Belege dafür, dass Säuge-

tierzellen multiple Proteine besitzen, die in der Lage sind, die Bildung von endozytoti-

schen Vesikeln unabhängig von Clathrin zu vermitteln. Viele verschiedene 

Mechanismen der Clathrin-unabhängigen Endozytose wurden identifiziert. Sie unter-

scheiden sich in der Art der Liganden und in den für den Prozess benötigten 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 übersichtliche Dar-

stellung ermöglicht (Mayor and Pagano 2007) (Abbildung 3). Sie unterschieden zwei 

große Kategorien der Clathrin-unabhängigen Endozytose: Dynamin-abhängige (DD) 
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und Dynamin-unabhängige (DI). Weiterhin unterteilten sie die verschiedenen Formen 

nach den kleinen GTPasen, die Schlüsselrollen in den unterschiedlichen Endozyto-

sewegen haben. Somit ergaben sich die Gruppen: RhoA-reguliert, cdc42-reguliert, 

Arf6-reguliert und die Aufnahme über Caveolae. Hierbei sind die Proteine nicht spezi-

fisch für einen einzigen Internalisierungsmechanismus, sondern können in unter-

schiedliche Prozesse involviert sein.  

Als wichtige Unterformen der Clathrin-unabhängigen Endozytose seien die Makro-

pinozytose und die Aufnahme über Caveolae genannt. Die Makropinozytose beinhal-

tet die Bildung von großen endozytotischen Vesikeln (Makropinosomen), die durch 

Aktin-gesteuerte Einschnürungen der Plasmamembran generiert werden. Sie erlaubt 

Zellen, große Mengen an extrazellulärer Flüssigkeit, Antigene und Pathogene aufzu-

nehmen. Die Aufnahme über Makropinozytose ist nicht Rezeptor-vermittelt und rela-

tiv unspezifisch. 

Caveolae sind charakteristischerweise 50-100nm kleine, regelmäßige Invaginationen 

der Plasmamembran. Sie stellen eine spezielle Form der „lipid rafts“ dar und beste-

hen aus cholesterin- und glycosphingolipidreichen Membrandomänen. Anhand elekt-

ronenmikroskopischer Untersuchungen wurde beobachtet, dass die meisten dieser 

Caveolae eine Verbindung mit der Oberfläche besitzen. So könnten 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 Ausmaß in die Endozytose involviert. Im Gegensatz zur Clathrin-vermittelten 

Endozytose, bei der die Internalisierung nach ca. 15 min abgeschlossen ist, läuft die 

Endozytose durch Caveolen wesentlich langsamer (10-20h) ab (Mayor and Pagano 

2007).  
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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 anschließend zu internalisieren. Als Beispiel sogenannter „eat-

me“-Signale seien PS, Annexin I oder auch Veränderungen der Oberflächenmoleküle 

ICAM-3 und CD31, sowie Änderungen in der Ladung der Zelloberfläche 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 Oberfläche von apoptotischen Zellen (Fadok, Bratton et al. 2001), 

(Savill, Dransfield et al. 2002), (Franc 2002). Diese extrazellulären Brückenmoleküle 

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 für Phagozytenrezeptoren bilden, 

anfälliger für Phagozytose (Hanayama, Tanaka et al. 2002), (Nagata, Ohashi et al. 

1996). Aber auch veränderte Glykosylierungsmuster auf der Oberfläche von apopto-

tischen Zellen können die Erkennung und die anschließende Internalisierung erleich-

tern. So interagieren extrazelluläre Brückenmoleküle auf der Oberfläche apoptoti-

scher Zellen wie surfactant protein A und -D, Mannose-binding-protein und die erste 

Komponente der klassischen Komplementkaskade C1q mit dem löslichen Molekül 

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 können lebende Zellen ihre Internalisierung aktiv verhindern, indem sie 

Phagozyten sogenannte „don´t-eat-me“-Signale präsentieren. Als solche sind bei-

spielsweise CD31 auf Leukozyten und CD47 auf Erythrozyten bekannt (Brown, 

Heinisch et al. 2002), (Oldenborg, Zheleznyak et al. 2000). Über einen bisher unbe-

kannten Mechanismus können diese Marker nach dem Zelltod ihre Fähigkeit zur Ab-

stoßung 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 Zellkörper in unmittelbarer Nähe lokalisiert sind. Neue-

re Erkenntnisse weisen darauf hin, dass spezifische „come-get-me“-Signale wie bei-



Einleitu

spielsw

apopto

 

I.10

Mikropa

gehen 

unklar, 

Im Rah

keln du

andere

 

Dabei e

1.) Dur

siert? S

Endozy

2.) Mik

wie sie

den. K

gozyten

3.) Thr

sentiere

Thromb

ung 

weise Lyso

tischen Ze

 ZIELS0

artikel sind

mit erhöh

ob hierbei

hmen diese

urch Akzep

e Zellen auf

ergaben si

rch welche

Spielt hierb

ytose die e

ropartikel b

e auf apop

Können Mi

n erkannt u

rombozyten

en. Ist die 

bozyten be

ophosopha

ellen förder

SETZUNG

d im Blut g

ten Blutko

i zu viele M

er Arbeit so

ptorzellen g

f molekula

ch einige g

e Mechani

bei die Fu

entscheide

besitzen a

ptotischen 

kropartikel

und phago

n können 

Internalisi

eteiligt? 

atidylcholin

rn (Lauber,

G DER AR

gesunder 

onzentratio

Mikropartik

ollte der M

genauer un

rer Ebene 

grundlegen

ismen wer

sion mit d

nde Rolle?

uf ihren Me

Zellen zur

l wie apop

ozytiert wer

nach Zella

ierung von

n die Migr

, Bohn et a

RBEIT 

Individuen

onen diese

kel gebildet

Mechanism

ntersucht u

analysiert

nde Frages

rden Mikro

der Plasma

? 

embranen 

r Erkennun

ptotische Z

rden? 

aktivierung

n Mikropar

ration von 

al. 2003). 

 nachzuwe

er Mikropa

t oder zu w

us der Inte

und der Tr

t werden. 

stellungen

opartikel vo

amembran 

die Oberfl

ng durch P

Zellpartike

TF auf de

tikeln an d

Phagozyt

eisen. Eini

rtikel einhe

wenige elim

ernalisierun

ransfer der

:  

on Akzept

der Akzep

lächenmole

Phagozyten

l von prof

er Membra

der Übertra

yten zum 

ige Erkran

er. Es ist 

miniert werd

ng von Mik

r Mikropart

torzellen in

ptorzelle o

eküle PS u

n präsentie

fessionelle

anaußense

agung von

17 

Ort der 

nkungen 

bislang 

den.  

kroparti-

tikel auf 

nternali-

oder die 

und PE, 

ert wer-

en Pha-

eite prä-

 TF auf 



Materia

II. M

II.1

II.1.1 C

Calcium

EDTA (

D-Gluco

Glucose

Glycin 

HEPES

Kaliumc

Kaliumh

Magnes

Methan

Natrium

Natrium

Natrium

Salzsäu

Tri-Natr

Trypanb

 

II.1.2 P

PBS: 

NaCl, 1

KCl, 2,7

NaH2P

KH2PO

in Aqua

 

 

al und Meth

ATERIAL

 MATE1

Chemikali

mchlorid 

(freie Säure

ose 

e 

S 

chlorid 

hydrogenp

siumchlorid

nol 

mchlorid 

mhydrogen

mhydrogen

ure 

riumcitrat D

blan 

Puffer 

137 mM 

7 mM 

O4x2H2O, 

O4, 1,5 mM 

a bidest, p

hoden 

L UND M

ERIAL 

ien und Lö

e) 

phosphat 

d 

carbonat 

phosphat 

Dihydrat (T

8 mM 

H 7,4 

ETHODE

ösungsmi

TNC) 

EN 

ittel 

Sigm

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

ma (Deisen

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

h (Karlsruh

nhofen) 

e) 

e) 

e) 

e) 

e) 

e) 

e) 

e) 

e) 

e) 

e) 

e) 

e) 

e) 

e) 

18 



19 

Material und Methoden 

Resuspuffer: 

NaCl, 138 mM 

KCI, 2,7 mM 

NaHCO3, 12 mM 

NaH2PO4x2H2O, 0,4 mM 

D-Glucose, 5 mM 

MgCl2x6H2O, 1mM 

Hepes, 5 mM 

in Aqua bidest, pH 7,4 

 

Thrombozytenwaschpuffer mit Apyrase: 

NaCl, 138 mM 

KCl, 2,7 mM 

MgCl2, 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 

KCl, 140 mM 

MgCl2, 1mM 

in PBS 

II.1.3 Materialien zur venösen Blutentnahme 

Tri-Natriumcitrat TNC  Roth (Karlsruhe) 

Revasc (Desirudin) Roth (Karlsruhe) 

Einmalspritzen 5, 10, 20 ml  Braun (Melsungen) 

Butterfly, 21 G x 3/4" , 0,8 x19 mm Braun (Melsungen) 
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II.1.4 Chemikalien zur Mikropartikel- und Zellpräparation 

ADP Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Annexin V Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Apyrase Grade VII, Kartoffel Becton Dickinson (Heidelberg) 

BCECF-AM Sigma (Deisenhofen) 

BSA Bovines Serum Albumin Molecular probes/Invitrogen (Oregon, 

USA) 

Calciumchlorid (CaCl2) Roth (Karlsruhe) 

Calcein-AM Sigma (Deisenhofen) 

Anti-Calreticulin-AK Molecular probes (Oregon, USA) 

Cytochalasin B Sigma (Deisenhofen) 

DCF 5- carboxyfluorescin Diacetate suc-

cimidyl ester 

Sigma (Deisenhofen) 

Dextran T 500 (MW 500000) Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland) 

DMSO Novartis/Rhone (Rhone-Polenc Rorer, 

Frankreich) 

Fibrinogen Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Ficoll-Paque Plus (Dichte 1.077g/ml) Amersham Biosciences (Freiburg) 

HANKS B.S.S-Medium Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland) 

Iloprost Schering AG Berlin 

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

Lipofectamine 2000 Schering AG (Berlin) 

Lipopolysaccharide from E.coli (LPS) Nycomed Amersham (Ismaning) 

Methanol Roth (Karlsruhe) 

Nigericin Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland) 

PBS Sigma (Deisenhofen) 

Pen/Strep Molecular probes (Oregon, USA) 

Polylysin Sigma (Deisenhofen) 

Thrombin Sigma (Deisenhofen) 

Trypanblau Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 

Vybrant DID Molecular probes (Oregon, USA) 
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II.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 

 

II.1.6 Plasmide 

TF-CFP-Plamid                                             AG Engelmann 

Dynamin2 K44A-Plasmid                            Hospital for sick children 

 

II.1.7 Kultur-und Einfriermedien  

Hanks BSS Medium      Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland) 

RPMI 1640 Medium with L-Glutamin  mit 

10% FBS   

Invitrogen/Gibco (Paisley, Schottland) 

 

und Pen / Strep                PAA Laboratories (Pasching, Österreich) 

 

II.1.8 Geräte 

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 Zählkammer  Hecht KG (Sondheim) 

Ultraschall-Gerät Branson Sonifier  

Cell disrupter B-15 

Heinemann (Schwäbisch-Gmünd) 
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Vortex Genie 2 Bender und Hebei (Zürich, Schweiz) 

Waage MC1 LC 620 S Sartorius (Göttingen) 

Wasserbad GFL 1083 Amersham-Buchler (Braunschweig) 

Zentrifuge Mikro 32 R Hettich (Tuttlingen) 

Zentrifuge Rotina 35 R Hettich (Tuttlingen) 

Zentrifuge Universal 32 Hettick (Tuttlingen) 

II.1.9 Verbrauchsmaterial 

BD disgard II Spritzen Becton, Dickinson (Heidelberg) 

Bulk Diamond Tips Gilson (Bad Comberg) 

Cutasept F Hautdesinfizienz BODE Chemie (Hamburg) 

Deckgläser D, 12 mm Roth (Karlsruhe) 

Ecoflo Perfusionsbesteck Dispomed Witt (Gelnhausen) 

Eppendorf Reaktionsglas Eppendorf-Netheler-Hinz (Hamburg) 

Eppendorf Reaktionsglas 3810X, 1,5ml, 

rot 

Eppendorf-Netheler-Hinz (Hamburg) 

Falcon blue max jr. Röhrchen Greiner Labortechnik (Kremsmünster, Ös-

terreich) 

Gewebekulturflaschen 

250 ml 

750 ml 

Schubert und Weiss (München) 

Mikroküvetten 101-QS  

Schichtdicke 10 mm Quarzglas 

Hellma (Müllheim/Baden) 

Mikrotest, Gewebekulturplatte 12 Well Becton Dickinson (Heidelberg) 

Pasteurpipetten Brand (Wertheim) 

Polypropylene conical tubes 10 mL Becton Dickinson (Heidelberg) 

Pipetman Pipetten Abimed-Langenfeld 

Pipetus Akku Pipetierhilfe Abimed-Langenfeld 

Sterile glass bottom dishes,  

35x19x22 mm 

Harry Fein world Precision Instruments 

(Berlin) 

Stripette 5 ml, 10 ml Corning (München) 

Zentrifugenröhrchen Sarstedt (Nümbrecht) 

Zellkulturflasche 50 mL Becton Dickinson (Heidelberg) 
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15 min bei 3215 x g bei 24°C zentrifugiert, der komplette Mikropartikel-reiche Über-

stand abgenommen und das Zellpellet verworfen. Jeweils 250 µl des Überstandes 

wurden dann in ein lichtdichtes, rotes Eppendorf-Reaktionsgefäß gegeben und 30 

min bei 17740 x g und 24°C zentrifugiert. Dann wurden 225 µl Überstand vorsichtig 

abgenommen, das in den übrigen 25 µl verbliebene Mikropartikel-Pellet wurde in 225 

µl PBS aufgenommen und erneut bei 17740 x g, 24°C für 30 min zentrifugiert. Zuletzt 

wurde der Überstand komplett abgenommen, die sich am Gefäßboden befindlichen 

Mikropartikel wurden in 25 µl Resuspuffer resuspendiert.  

II.2.2.3 Mikropartikel-Isolierung aus Vollblut 

Zur Mikropartikel-Bildung wurde citriertes Vollblut nach dem unter II.2.1 beschriebe-

nen Protokoll entnommen. Das Blut wurde in 10 ml Reagenzgläser überführt und für 

15 min bei 263 x g und 24°C zentrifugiert. Anschließend wurden zwei Drittel des 

Überstandes (sogenanntes PRP) abgenommen und mit 1 µl/ml Iloprost versetzt. 

Nach zweimaligem Zentrifugieren für jeweils 20 min bei 1430 x g konnte das PAP als 

Überstand vom Zellsediment getrennt werden. Aus dem Sediment des PAPs erhielt 

man nach zweifacher Zentrifugation für jeweils 30 min bei 17750 x g das Mikroparti-

kel-Pellet. Die Mikropartikel wurden anschließend in die gewünschte Menge an Re-

suspensionspuffer aufgenommen.    

II.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 

anschließende Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation erreicht werden. Für 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 Überstand. Dabei setzten sich Granulozy-

ten, Erythrozyten und tote Zellen als Sediment ab. Nach dem Waschvorgang mit 

HBSS bei 110 x g für 10 min wurden die verbliebenen Erythrozyten mit 1ml Aqua 

bidest lysiert. Anschließend wurde erneut in HBSS bei 110 x g für 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.  

II.2.3 Zellkultur 

Die Kultivierung der monozytären Suspensionszellinien THP-1 und U937 erfolgte in 

einem Zellkulturschrank bei 37°C unter 5% CO2-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 5-10x105 Zellen/ml aufrechtzuhalten, wur-

den die Zellen in regelmäßigen Abständen nach der in II.2.3.2 beschriebenen Me-

thode gezählt und bei Überschreitung der Zelldichte im Verhältnis 1:1 geteilt. Die 

Entnahme der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen unter der Flow. 

II.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 Auszählung der Zellen mittels Zählkammer wurden je 1x 

106  Zellen/ml in 1 ml kaltem (4°C) Einfriermedium (5%DMSO in RPMI) resuspendiert 

und in Kryoröhrchen überführt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C, nachdem die Zellen 

in einem Cryo-freezing-Container eingefroren worden waren.  

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch langsames Erwärmen der Zellsuspension im 

Wasserbad bis auf  37°C. Anschließen wurden die Zellen in Kulturflaschen mit auf 

37°C temperiertem RPMI/Pen/Strep- Medium überführt. Nach 24 Stunden wurden 

die Reste des DMSO durch einen Mediumwechsel entfernt. 

II.2.3.2 Zählen der Zellen  

Für die Zählung wurde eine 1:10-Verdünnung der Zellsuspension mit Rhesuspuffer 

hergestellt und mit dem gleichen Volumen an 0,05%iger Trypanblau-Lösung ge-

mischt. Anschließend wurden 2 µl des Gemisches zur Auszählung mit einer Neuge-

bauer-Zählkammer verwendet. Mit dem Mikroskop wurden immer 4 Quadranten der 

Zählkammern ausgezählt. Unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors konnte 
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anhand des definierten Volumens die Zellzahl der Ausgangssuspension ermittelt 

werden. Außerdem ermöglichte die Mikroskopie die Beurteilung der Zellvitalität.  

II.2.3.3 Transfektion der Zellen 

Für die Transfektion der Zellen wurde 1 µg DNA(Plasmid) mit 2,5 µl Lipofectamine 

und 100 µl RPMI für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 4 x 105  Zellen wurden 

nach den 30 min mit dem Transfektionsansatz und weiteren 400 µl RPMI aufge-

nommen und in Zellkulturflaschen in den Zellkulturschrank gegeben. Nach fünf Stun-

den wurden 5 ml RPMI (mit 20% FBS) zugegeben und für weitere 24 Stunden im 

Zellkulturschrank kultiviert.  

II.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 107 stimulierte THP-1 Zellen ca. 1 x 107 Mikropartikel abgeben. 

Für die Gewinnung von 1 x 107 Mikropartikel aus THP-1 oder U-937 Zellen wurden 

3,2 x 107 Zellen gezählt und in lichtdichte Eppendorf Tubes gegeben. Die Zellen wur-

den mit 100 ng/ml LPS für 16 Stunden bei 37° C im Zellkulturschrank angeregt.  

Anschließend wurden die Zellen für 15 min bei 3215 x g bei 24°C zentrifugiert und 

der mikropartikelreiche Überstand abgenommen. Jeweils 250 µl des Überstandes 

wurden dann in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 30 min bei 17740 x g 

und 24°C zentrifugiert. Dann wurden 225 µl Überstand vorsichtig abgenommen, das 

in den übrigen 25 µl übrig gebliebene Mikropartikel-Pellet in 225 µl PBS gewaschen 

und erneut bei 17750 x g, 24°C für 30 min zentrifugiert. Zuletzt wurde der Überstand 

komplett abgenommen, und die sich am Gefäßboden befindlichen Mikropartikel wur-

den in Resuspensionspuffer aufgenommen. 

II.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 Einflüsse verschiedener Reagenzien und 

Antikörper sowie die genetische Modulation durch Plasmidtransfektion auf den 



27 

Material und Methoden 

Transfer zu untersuchen, wurden unterschiedliche Versuchsansätze ausgeführt. 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 präparierten Zellösung der unter-

schiedlichen Akzeptorzellen hinzugefügt, dazu wurden immer 1 x 107 Mikropartikel 

mit 1 x 105 Akzeptorzellen pro Ansatz verwendet.  

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

den verschiedene Substanzen zum Mikropartikel-Zell-Gemisch hinzugefügt:  

 

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

(b) Zugabe von 0,5 µM Duramycin 

(c) Zugabe von 1 µM Annexin V+1,5 mM CaCl2 

(d) Zugabe von 10 µg/ml Anti-Calreticulin-Antikörper 

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

Protokoll II.2.3.3), bevor die Mikropartikel-Suspension hinzugefügt wurde. 

 

Das Zellsuspension-und Mikropartikelgemisch wurde anschließend in lichtdichten 

Eppendorftubes bei 37°C im Wasserbad koinkubiert. In unterschiedlichen Zeitab-

ständen (0 min, 10 min, 30 min) wurden die Ansätze aus dem Wasserbad entnom-

men und bei 268 x g, 24°C, 10 min lang zentrifugiert. Dieser Zentrifugationsschritt 

genügt, um die Zellen zu sedimentieren, ist aber nicht ausreichend, um die leichten 

Mikropartikel zu pelletieren. Dazu wäre eine Zentrifugation bei 17740 x g für 30 min 

nötig. Somit war gewährleistet, dass nur die Mikropartikel, die auch an THP-1 Zellen 

gebunden waren, erfasset werden. Die ungebundenen Mikropartikel wurden mit dem 

Überstand verworfen und das Pellet in 1ml PBS aufgenommen.  
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II.2.5 Messung mittels PH-Methode 

II.2.5.1 Prinzip 

Die Vorstellung, dass Mikropartikel von Akzeptorzellen durch Endozytose internali-

siert werden, ließ darauf schließen, dass diese in Endosomen eingeschlossen wer-

den, die anschließend mit Lysosomen verschmelzen. Diese Lysosomen besitzen lyti-

sche Enzyme und einen niedrigen pH (ca. 5,5). Somit müsste, im Falle einer 

Endozytose, der pH der Mikropartikel nach der Internalisierung sinken. 

Eine Möglichkeit, den intrazellulären pH zu bestimmen, besteht darin, Zellen mit dem  

Fluoreszenzfarbstoff BCECF zu markieren, der abhängig vom pH fluoresziert. Die 

Fluoreszenz kann dann im Spektrofluorophotometer gemessen werden.  

II.2.5.2 BCECF 

BCECF ist ein ungeladener Ester des Farbstoffs (2´,7´-bis(2-carboxyethyl)-5,6-

Carboxyfluorescein acetoxymethyl ester, BCECF-AM), der selbst vier polare Car-

boxylgruppen trägt und deswegen biologische Membranen schlecht passieren kann. 

Durch die Bindung an ein Azetoxymethylester entsteht ein unpolares Molekül. 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 abhängig vom pH-Wert.  

II.2.5.3 Labeln der Mikropartikel mit BCECF 

Die Isolierung von Mikropartikeln aus Thrombozyten erfolgte wie oben beschrieben. 

Anschließend wurden 16 µmol/l BCECF-AM hinzugefügt und die Suspension im 

lichtdichten Eppendorf-Reaktionsgefäß für 30 min bei 37° C im Wasserbad inkubiert. 

Um den überschüssigen Farbstoff zu eliminieren, wurden sie dann für 30 min mit 

17740 x g bei 24°C zentrifugiert, das Mikropartikel-Pellet in PBS gewaschen, erneut 

für 30 min bei 17740 x g zentrifugiert, in Resuspuffer aufgenommen und schließlich 

mit den entsprechenden Zellen laut Protokoll II.2.4 koinkubiert.  



29 

Material und Methoden 

II.2.5.4 pH-Messung 

Die Intensität der Fluoreszenz von BCECF wurde mit einem Spektrofluorophotometer 

mit einer Exzitations-Wellenlänge von 490/440 nm und einer Emissionswellenlänge 

von 516 gemessen. Der Quotient der Fluoreszenz von BCECF bei 490-440 nm ist 

eine Funktion des pH-Wertes. Die Küvette wurde während der Messung im Wasser-

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

II.2.5.5 Kalibrierung 

Die Kalibrierung erfolgte mit der Kalium-Nigericin-Methode. Hierbei wurden 1x107 

Mikropartikel mit 16 µmol/l BCECF gefärbt und mit 10 µl Nigericin und 3 ml Kalibrie-

rungspuffer in der Messküvette suspendiert. Nigericin kann als Ionophor den Aus-

tausch von monovalenten Kationen über biologische Membranen katalysieren und so 

einen raschen Ausgleich von extra-und intramikropartikulärem pH vermitteln. Der 

Kalibrierungspuffer hatte in etwa den gleichen Kaliumgehalt wie intrazellulär. Die Ni-

gericin-Mikropartikel-Suspension wurde für 15 min bei 37°C äquilibriert. Danach wur-

de der pH mittels einer Glaselektrode gemessen. Der Fluoreszenzquotient wurde für 

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 HCl und im Wasserbad bei 37°C. 

Während der gesamten Kalibrierung wurden die BCECF-gefärbten Mikropartikel vom 

Licht abgeschirmt. 

II.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 dafür, dass 

sämtliches 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 anschließend mit der 

entsprechenden Software zusammengesetzt werden können. So ermöglicht 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. 

II.2.6.1 Färbung der Mikropartikel mit DCF 

Mikropartikel wurden laut Protokoll II.2.2.2 aus Thrombozyten isoliert und mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff DCF, der eine Emissionswellenlänge von 534 nm besitzt, mar-

kiert. Zu 100 µl Mikropartikel-Suspension wurden 2 µl einer DCF-Lösung gegeben 

und bei Dunkelheit für 10 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Anschließend wur-
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den die Proben bei 17740 x g, 24°C  30 min lang zentrifugiert, der Überstand abge-

nommen, das Mikropartikel-Pellet mit PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. 

Anschließend wurde der Überstand komplett abgenommen und das Mikropartikel-

Pellet in 120 µl Resuspendierungspuffer aufgenommen. 

II.2.6.2 Färbung der Akzeptorzellen mit Vybrant DiD 

Zur Färbung von THP-1 Zellen oder Thrombozyten mit Vybrant DiD wurden zu 800 µl 

Zellsuspension 4 µl der Vybrant DiD-Lösung gegeben und bei Dunkelheit für 15 min 

im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Proben bei 268 x g, 

24°C für 15 min zentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Zellpellet mit PBS 

resuspendiert. Danach erfolgte eine zweite Zentrifugation für 15 min bei 268 x g und 

24°C. Der Überstand wurde dann komplett abgenommen und das Zellpellet in Re-

suspendierungspuffer aufgenommen. 

II.2.6.3 Erstellung von TF-CFP positiven Mikropartikeln aus CHO-Zellen 

Für die Erstellung von TF-positiven Mikropartikeln wurden CHO-Zellen wie im Proto-

koll II.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-Gerätes wurde 

dann bei den adhärenten Zellen mechanischer Stress ausgeübt. Anschließend wurde 

der Überstand mit einer Pipette abgezogen und von der Suspension wurden jeweils 

250 µl in ein Eppendorfgefäß gefüllt und bei 17740 x g, 24°C für 30 min zentrifugiert. 

Dann wurden 225 µl Überstand vorsichtig abgenommen, das Mikropartikel-Pellet in 

225 µl PBS aufgenommen und erneut bei 17740 x g, 24°C für 30 min zentrifugiert. 

Zuletzt wurde der Überstand komplett abgenommen, die sich am Gefäßboden be-

findlichen Mikropartikel in 25 µl Resuspensionspuffer resuspendiert und in den ver-

schiedenen Assays eingesetzt.  

II.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 durchgeführten statistischen Tests wurde eine Irrtums-

wahrscheinlichkeit von 5% (p<0,05) zu Grunde gelegt.  

 

  



Ergebn

III. ER

III.

Um die

entwick

deren z

Mikropa

schiedl

dabei e

bei ze

zenzqu

Abhäng

diese K

mente 

Abbildun

Mikropa

pH-Wert 

516 nm, 

II.2.5.5 z

nisse 

RGEBNIS

 KALIB1

e Mikropar

kelt, die e

zelluläre In

artikel wur

ichen vesi

erhaltenen

igte sich, 

uotienten in

gigkeit von

Kalibrierun

verwendet

ng 5: Kal

rtikel 

versus Fluor

Exzitation b

u entnehmen

SSE 

BRIERUNG

rtikel-Aufna

es ermögli

nternalisier

rden mit B

kulären pH

 Fluoresze

dass die 

n einem p

n dem intra

ngskurven 

t werden.  

ibrierungsku

reszenz-Ratio

bei 490 bzw. 

n. Mittelwerte 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Fl
u
o
re
sz
e
n
zq
u
o
ti
e
n
t

GSKURV

ahme in Ak

icht mittels

ung zu erfa

BCECF ang

H-Werten i

enzquotien

zur Erm

pH-Bereich

avesikuläre

zur Auswe

                

urve; pH-ab

o, entspreche

440 nm). D

+/-SD, n=3-5

6,39

6,2

VE 

kzeptorzel

s mikropa

fassen. 

gefärbt un

m Spektro

nten wurde

ittlung des

h zwischen

en pH aufw

ertung und

  

bhängige F

end dem Quo

Der genaue V

5

7,55

9,65

6,5 6,8

pH

len zu erfa

artikel-asso

d die Fluo

ofluorophot

e eine Kali

s pH-Wer

n 6,2 bis 7

wiesen (A

d Analyse 

Fluoreszenz 

otienten Fu49

Versuchsaufb

5

11,43

7,1

assen, wur

oziierter pH

oreszenzint

tometer ge

brierungsk

tes erford

7,4 weitgeh

bbildung 5

der nachf

 

BCECF-m

90/Fu440 (Em

bau ist den P

 

13,33

7,4

rde eine M

H-Verände

tensität be

emessen. A

kurve erste

derlichen F

hend eine 

5). Daher k

folgenden 

arkierter P

mission geme

Protokollen II

33 

Methode 

erungen 

ei unter-

Aus den 

ellt. Da-

Fluores-

lineare 

konnten 

Experi-

Plättchen-

essen bei 

.2.5.3 bis 



Ergebn

III.2

Um de

wurden

Abbildu

Fluores

11,87 (

Abbildun

Die Mikro

puffer ge

sekündig

 

 

nisse 

 MESS2

en physiolo

n Thrombo

ung 6 darg

szenzquoti

(Abbildung

ng 6:  Fluore

opartikel wur

elöst und in

ger Erwärmun

SUNG DE

ogischen p

ozyten-Mikr

gestellten K

ienten bes

 6) entspri

eszenz-Quot

den laut Prot

n Quartzküve

ng auf 37°C im

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Fl
u
o
re
sz
e
n
zq
u
o
ti
e
n
t

S PH-WE

pH-Wert d

ropartikel i

Kalibrierung

stimmt. D

cht einem 

ient isolierte

tokoll II.2.5.3 

etten überfüh

m Spektrofluo

ERTES IN 

er isolierte

isoliert und

gskurve w

er dabei 

pHi von 7,

 

er BCECF-ge

mit BCECF 

hrt. Der Fluo

orometer gem

11,8

Mikropa

ISOLIER

en Mikropa

d mit BCE

urde ansch

ermittelte 

,2. 

efärbter Thro

markiert, ans

oreszenzquot

messen. Mitte

7

rtikel

TEN MIK

artikel zu 

CF markie

hließend d

Fluoresze

ombozyten-M

schließend in

tient der Pro

lwerte +/- SD

ROPART

bestimme

ert. Anhand

der pHi mitt

enz-Quotie

 

Mikropartikel

n 3 ml Resus

obe wurde 

D, n=5 

34 

IKELN 

n (pHi), 

d der in 

tels des 

ent von 

 

pensions-

nach 60-



Ergebn

III.3

Um die

bozyten

Anschl

küvette

fluorom

nach 10

Abbildun

Nach Ko

bei 37°C 

Unser 

partike

abnimm

len Kom

Fl
u
o
re
sz
e
n
zq
u
o
ti
e
n
t

nisse 

 PH-M3

BEI 37

e Interaktio

n-Mikropar

ießend wu

en überfüh

meter geme

0 min sign

ng 7: pHi in T

oinkubation vo

ist ein Abfall

Ergebnis lä

ln durch d

mt, wenn d

mpartimen

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Fl
u
o
re
sz
e
n
zq
u
o
ti
e
n
t

ESSUNG

7°C 

on der Mik

rtikel für un

urden die Z

rt wurden 

essen wur

ifikant abn

Thrombozyt

on 1 x 107 BC

 des pHi nach

ässt vermu

ie THP-1 

die aufgeno

ten fusioni

11,26

0 min

 IN ABHÄ

ropartikel 

nterschied

Zellen zwe

und der z

rde. Die E

nimmt und 

en-Mikropar

CECF-markie

hweisbar. Mit

uten, dass

Zellen bed

ommenen 

ieren. 

ÄNGIGKE

mit Akzept

liche Zeitin

eimal gewa

zell-assozii

Ergebnisse

nach 30 m

rtikeln nach I

erten Thromb

ttelwerte +/-S

s der pH-A

dingt ist, d

Mikropart

10,75

10 mi

Zeit

*

EIT VON 

torzellen z

ntervalle m

aschen, be

ierte Fluor

 zeigen, d

min weiter a

Inkubation m

bozyten-Mikro

SD, n=3-5,*p<

bfall durch

a anzuneh

ikel mit en

5

in

t

DER INK

zu erfassen

mit THP-1 Z

evor die A

eszenzquo

dass der in

abfällt (Abb

mit THP-1 Ze

opartikeln mit 

<0,05 vs. Kon

h die Endoz

hmen ist, d

ndosomale

 

9

30

KUBATION

n, wurden 

Zellen koin

Ansätze in 

otient im S

ntravesiku

bildung 7). 

ellen 

t 1 x 105 THP

trolle (0 min) 

zytose von

dass der p

n bzw. lys

9,41

0 min

*

35 

NSZEIT 

Throm-

nkubiert. 

Quartz-

Spektro-

läre pH 

 

P-1-Zellen 

 

n Mikro-

pH-Wert 

sosoma-



Ergebn

III.4

Alle be

trächtig

Mikropa

Abbildun

Nach Ko

bei 4°C is

Es kon

keln ke

Somit 

handelt

nisse 

 PH-M4

BEI 4°

ekannten W

gt. Aus d

artikeln mi

ng 8: pHi in T

oinkubation vo

st kein Abfall 

nte nach 1

eine Abnah

konnte ge

t.  

0

2

4

6

8

10

12

14

Fl
u
o
re
sz
e
n
zq
u
o
ti
e
n
t

ESSUNG

°C 

Wege der E

diesem G

t THP-1 Ze

Thrombozyt

on 1 x 107 BC

des pHi nach

10- und 30

hme des pH

ezeigt werd

11,5

0 m

 IN ABHÄ

Endozytos

rund führ

ellen bei 4

en-Mikropar

CECF-markie

hweisbar. Mit

0-minütiger

H-Wertes f

den, dass 

 

54

min

ÄNGIGKE

se sind bei

rten wir 

°C durch. 

rtikeln nach I

erten Thromb

ttelwerte +/-S

r Koinkuba

festgestellt

es sich h

11,6

10 mi

Zeit

EIT VON 

 niedrigen

die Inkub

Inkubation m

bozyten-Mikro

SD, n=3  

ation von T

t werden (A

hierbei um

60

in

t

DER INK

Temperat

bation von

mit THP-1 Ze

opartikeln mit 

HP-1 Zelle

Abbildung 

m einen reg

11,64

30 min

KUBATION

turen stark

n Thromb

 

ellen 

t 1 x 105 THP

en und Mik

8).  

gulierten P

36 

NSZEIT 

k beein-

bozyten-

P-1-Zellen 

kroparti-

Prozess 



Ergebn

III.5

Um die

chen K

zunäch

koinkub

die TH

Mikrosk

von Mi

anschli

 

(a) 

 

 

 

nisse 

 INTER5

e Internalis

Kompartime

hst Vybran

biert. Ansc

P-1 Zellen

kopie unte

kropartike

eßendem 

RNALISIE

sierung de

enten der 

nt DiD gef

chließend w

n mit Poply

ersucht (Ab

ln mit THP

Waschen 

ERUNG VO

er Mikropa

Akzeptorz

färbte TH

wurden die

ylysin auf 

bbildung 9

P-1 Zellen,

der THP-1

ON MIKR

artikel zu v

zellen sich 

P-1 Zellen

e überschü

Fluorodish

9). Die Nul

, gefolgt v

1 Zellen (A

OPARTIK

visualisiere

die Mikro

n mit DCF

üssigen M

hes eingeb

lkontrolle 

von einer s

bbildung 9

KELN IN T

en und fes

partikel an

F-markierte

ikropartike

bettet und 

entspricht 

sofortigen 

9 a).  

THP-1 ZE

stzustellen 

nreichern, 

en Mikrop

el weggewa

in der kon

der Koink

Zentrifuga

 

37 

LLEN 

in wel-

wurden 

partikeln 

aschen, 

nfokalen 

kubation 

tion mit 



38 

Ergebnisse 

(b) 

 

Abbildung 9: Vybrant DiD gefärbte THP-1 Zelle nach Aufnahme von DCF gefärbten Thrombozyten-

Mikropartikeln 

Z-Stapel durch eine THP-1 Zelle, Schichtdicke:1 µm 

Rot=Markierung der THP-1 Zellenmembran mit Vybrant DiD 
Grün=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 ausschließlich eine Rotfärbung der Membra-

nen, im Zellinneren war keine Grünfärbung sichtbar (Abbildung 9a) 

Nach 30 min Koinkubation (Abbildung 9b) sind im Inneren der THP-1 Zellen teilweise 

grüne kreisrunde Strukturen zu erkennen, die <1 µm groß sind und eine Mikroparti-

kel-spezifische Färbung aufweisen. Andererseits ist auch eine diffuse Grünfärbung 

im Inneren der Zelle sichtbar. Es ist daher anzunehmen, dass der wasserlösliche 

Farbstoff nach Mikropartikel-Internalisierung sich teilweise auf verschiedene intrazel-

luläre Kompartimente verteilt. Die Färbung 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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Für den visuellen Nachweis des Einflusses von Cytochalasin B auf die Mikropartikel-

Internalisierung wurden THP-1 Zellen und Thrombozyten-Mikropartikel für 30 min mit 

Cytochalasin B koinkubiert und daraufhin im konfokalen Mikroskop angesehen (Ab-

bildung 11). 

 

a)                                                  b)                                                

    

 

Abbildung 11: Koinkubation von Vybrant DiD gefärbten THP-1 Zellen und DCF gefärbten Plättchen-

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 
Grün=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 Grünfärbung der THP-1 Zellen.  

Nach Vorinkubation der THP-1 Zellen mit Cytochalasin B war dagegen die Grünfär-

bung der Zelle reduziert. Somit ist von einer reduzierten Internalisierung der Mikro-

partikel in Gegenwart von Cytochalasin B auszugehen.  
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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 Blaufärbung 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.  

(a) 

 

(b) 

 

Abbildung 15: THP-1 Zellen und TF-CFP positive Mikropartikel nach 30 min Koinkubation, Z-Stapel, 

Schnittführung von oben nach unten, Schichtdicke: 0,6µm. 

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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III.10.2 Duramycin 

Neben PS wird auf der Oberfläche von Mikropartikeln auch PE präsentiert. Das po-

lypeptidische Antibiotikum Duramycin stellt einen spezifischen Marker für PE dar 

(Navarro, Chabot et al. 1985).  

Wir vermuteten, dass PE auf der Oberfläche der Mikropartikel die Erkennung für die 

Internalisierung durch Akzeptorzellen beeinträchtigen könnte und führten daher eine 

Vorinkubation der Mikropartikel mit Duramycin durch.  

Nach Zugabe von Duramycin war die anhand des pH-Abfalls gemessene Internalisie-

rung thrombozytärer Mikropartikel in THP-1 Zellen inhibiert  

(Abbildung 18). 

 

 
 

Abbildung 18: Koinkubation von THP-1 Zellen und Thrombozyten-Mikropartikeln; Hemmung der 

zellulären Aufnahme durch Duramycin 

Die Zugabe von Duramycin verhindert den pHi-Abfall. Mikropartikel wurden mit Duramycin 10 min lang bei 

37°C vorinkubiert. Nach Hinzufügen der THP-1 Zellen erfolgte die Koinkubation für weitere 10 min, bevor 

die Fluoreszenzintensität im Spectrofluorophotometer gemessen wurde. Mittelwerte +/- SD, n=3 *p<0,05 vs. 

Kontrolle. 
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III.10.3 Anti-Calreticulin-AK 

Das extrazelluläre Brückenmolekül Calreticulin tritt während der Apoptose vermehrt 

und neu verteilt auf Membranoberflächen von Zellen auf. Durch die Interaktion von 

Calreticulin mit der Oberfläche von apoptotischen Zellen kann es deren Glykosilie-

rungsmuster verändern und dadurch die Erkennung für Phagozyten erleichtern. So-

mit könnte Calreticulin bei der Entfernung apoptotischer Zellen als „eat-me-signal“ 

wirken (Gardai, McPhillips et al. 2005). 

Im Photometer-Versuch war der Abfall der Fluoreszenzintensität durch die Zugabe 

von Anti-Calreticulin-AK geringer als in der Kontrolle (Abbildung 19).  

 

 

Abbildung 19: Koinkubation von THP-1 Zellen und Plättchen-Mikropartikeln; Hemmung der Endozy-

tose durch Anti-Calreticulin-AK 

Die Zugabe von Anti-Calreticulin-AK führte 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 CaCl2 bzw. Anti-Calreticulin-AK vorinkubiert, bevor Vybrant DiD gefärbte THP-1 

Zellen dazu gegeben wurden und das komplette Mikropartikel-THP-1 Zellen-

Gemisch bei 37°C 30 min lang koinkubiert wurde. Anschließend wurden die über-

schüssigen Mikropartikel weggewaschen, die THP-1 Zellen mit Polylysin auf Fluoro-

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

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Koinkubation von Vybrant DiD gefärbten THP-1 Zellen und DCF gefärbten 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 adhärent auf Polylysin-gecoateten Fluorodishes  

Rot=Markierung der THP-1 Zellmembran mit Vybrant DiD 

Grün=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 

c) Zugabe von Annexin V und CaCl2; 30 min Koinkubation bei 37°C 

 

In der Kontrolle war der grüne Farbstoff der DCF-gefärbten 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-Antikörpers eine deutlich schwä-

chere Grünfärbung im Zellinneren. Dies deutet auf eine verminderte Aufnahme von 

Mikropartikeln in Anwesenheit von Annexin V und Anti-Calreticulin-AK hin. 
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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, Schnittführung von oben nach unten, Schichtdicke:< 1 µm. Die Thrombozyten 
sind adhärent auf Fibrinogen gecoateten Fluorodishes 

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

a) ADP-aktivierter Thrombozyt, Waschung direkt nach Zugabe der Mikropartikel 
b) ADP-aktivierte Thrombozyten nach 30-minütiger Koinkubation mit THP-1 Mikropartikeln 
c) ADP-aktivierte Thrombozyten mit Cytochalasin B und 30-minütiger Koinkubation mit THP-1 Mikroparti-
keln 
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Direkt nach Koinkubation von ADP-aktivierten Thrombozyten mit den Mikropartikeln 

waren die Plättchen zum größten Teil ruhend und rund. Man sieht, dass bei den 

Thrombozyten nach 30-minütiger Inkubation die bekannten Phänomene der Filopo-

dienausbreitung und Spreading auftraten, es zeigte sich ebenfalls eine diffuse Grün-

färbung im Inneren der Thrombozyten.  

Bei den mit Cytochalasin B präinkubierten und anschließend stimulierten Thrombozy-

ten blieben diese in ihrer ruhenden Form, eine Grünfärbung in ihrem Inneren konnte 

nicht beobachtet werden.  

 

Um sicherzugehen, dass die Mikropartikel tatsächlich von Thrombozyten internalisiert 

wurden und nicht der wasserlösliche Farbstoff ins Innere der Zelle dissoziiert war, 

wiederholten wir den Versuch mit einer membranständigen Färbung der Mikroparti-

kel. Dafür transfizierten wir CHO-Zellen mit TF-CFP und generierten anschließend 

Mikropartikel aus den TF-CFP positiven CHO-Zellen. Anschließend wurden Throm-

bozyten und TF-CFP positive Mikropartikel koinkubiert und fluoreszenzmikroskopisch 

untersucht (Abbildung 22). 

 a) 
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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 adhärent auf Fibrinogen gecoateten Fluorodishes, Schichtdicke 0,4 µm  

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- 

minütiger 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 lässt sich aufgrund der flachen Struktur der aktivierten Thrombozyten 

selbst in der Laserscan-Mikroskopie keine eindeutige Aussage über die Lokalisation 

der Mikropartikel in Bezug auf die Thrombozyten treffen. Bei einer Auflösung von 0,4 

µm ist jedoch mit großer Wahrscheinlichkeit von einer Internalisierung der Mikro-

partikel auszugehen.  
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IV. DISKUSSION 

Mikropartikel sind kleine (0,1-1 µm) 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 vielfältiger Zellen abgegeben werden können. Sie ha-

ben vermutlich viele (patho)-physiologische Funktionen z.B. im Bereich der Hä-

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. Veränderungen der Mikropartikel-

Clearance könnten für erhöhte Mikropartikel-Gesamtkonzentrationen im Plasma ver-

antwortlich sein, die unter anderem mit einer erhöhten Thromboseneigung korrelie-

ren (Martinez, Tesse et al. 2005), (Faure, Dou et al. 2006). Auch scheinen maligne 

Erkrankungen mit einer erhöhten Zahl an Mikropartikeln im zirkulierenden Blut ein-

herzugehen (Toth, Nieuwland et al. 2008; Muralidharan-Chari, Clancy et al. 2010).  

Um ein verbessertes Verständnis der Physiologie der Mikropartikel zu gewinnen, 

sind Bestimmungen der Baseline-Levels in gesunden Populationen, Fluktuationen 

dieser Level über die Zeit und die Lebensdauer von Mikropartikeln erforderlich. In 

vivo-Versuche, wobei Plättchen-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 führte (Rand, Wang et al. 2006). Die 

Möglichkeit, 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 

könnten Mikropartikel über die Aktivität von zirkulierenden Phospholipasen wie der 

sekretorischen Phospholipase A2 zerstört werden (Fourcade, Simon et al. 1995) 

Da Mikropartikel Membranproteine von einer Zelle zur anderen transferieren können, 

(Mack, Kleinschmidt et al. 2000), (Kawamoto, Ohga et al. 2012), ist anzunehmen,  

dass es sich um einen gerichteten Prozess handelt.  
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Phagozytose entfernt werden. Dabei erkennen Phagozyten PS- tragende Zellfrag-

mente entweder direkt durch PS-Rezeptoren oder indirekt über Rezeptoren, die Pro-

teine erkennen, die die Partikel zuvor opsonisiert haben (u.a. Protein S, Lactadherin, 

GAS6). Diese Rezeptoren könnten daher möglicherweise auch an der Clearance von 

Mikropartikeln  beteiligt sein.  

 

Nach Hemmung von bestimmten Oberflächenmolekülen, die für 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 großes Protein, das Ca2+-abhängig PS binden kann. Es 

ist bekannt, dass die Bindung von Annexin V an PS auf der Oberfläche von apoptoti-

schen Zellkörpern deren Phagozytose hemmen kann (Callahan, Williamson et al. 

2000), (Krahling, Callahan et al. 1999). Wir konnten zeigen, dass durch Präinkubati-

on von Thrombozyten-Mikropartikeln mit Annexin V zusammen mit CaCl2 die Interna-

lisierung dieser Mikropartikel durch THP-1 Zellen inhibiert wurde.  

 

Extrazelluläre Brückenmoleküle wie Calreticulin können durch die Interaktion mit der 

Oberfläche von apoptotischen Zellen deren Glykosylierungsmuster verändern und 

dadurch die Erkennung für Phagozyten erleichtern. Calreticulin bindet die Komple-

mentkomponente C1q und mannose binding lectin (MBL) auf apoptotischen Zellen. 

Durch die zusätzliche Verknüpfung 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 Plätt-

chen-Mikropartikeln durch THP-1 Zellen durch die Zugabe von Anti-Calreticulin-AK 

deutlich inhibiert wurde, was dafür 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 Monogalactosyl 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-
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Hierzu wurden zunächst die Plasmamembranen isolierter Thrombozyten mit Vybrant 

DiD gefärbt. Diese wurden anschließend mit DCF-gefärbten Mikropartikeln aus THP-

1 Zellen inkubiert. Nach 30 min bei 37° ergab sich eine intrazelluläre Grünfärbung 

der Thrombozyten. Diese diffuse Grünfärbung der Zelle spräche am ehesten für eine 

Fusion, wobei denkbar ist, dass der wasserlösliche Farbstoff nach Internalisierung im 

Cytosol verdünnt wird. Um dies auszuschließen, wiederholten wir den Versuch mit 

einer membranständigen Färbung 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 Plättchen angereichert wurden. Dies deu-

tet daraufhin, dass die Mikropartikel durch Endozytose internalisiert wurden. 

Trotz der Durchführung von sogenannten Z-Stapeln (dreidimensionale Darstellung 

eines ausgewählten Thrombozyten durch Schnittebenen im kleinstmöglichen Ab-

stand von <1 µm) kann nicht abschließend beurteilt werden, ob die Mikropartikel von 

innen oder außen auf der Membran aufgelagert sind. Hierzu wäre es interessant den 

Versuch mit einer noch höheren Bildauflösung bspw. mittels Elektronenmikroskopie 

zu wiederholen.  

Eine Arbeitsgruppe fand heraus, dass TF-reiche Lipid-Mikrovesikel von Plättchen in 

Kanäle des offenen kanalikulären 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 Plättchen fusionieren (Del Conde, 

Shrimpton et al. 2005). 

Genauerer Aufschluss über den Vorgang der Mikropartikel-Plättchen-Interaktion 

könnte auch dadurch erbracht werden, dass die Beteiligung bestimmter Rezeptoren 

und Liganden untersucht würden, die diese Prozesse vermitteln können. 

Beispielsweise könnte CD15 im Transfer von Leukozyten-Partikeln auf Plättchen 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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kungen beitragen, sondern auch Konsequenzen für Prävention, Diagnostik und The-

rapie diverser Erkrankungen haben (Diamant, Tushuizen et al. 2004). 

Kardiovaskuläre Erkrankungen gehen mit einer erhöhten Zahl an Mikropartikeln im 

zirkulierenden Blut einher. Es ist daher prinzipiell möglich, die Zahl und die zelluläre 

Parvenienz der Mikropartikel als Biomarker für kardiovaskuläre Pathologien der Pati-

enten beziehungsweise als Indikatoren des individuellen thrombotischen Risikos zu 

nutzen (Morel, Morel et al. 2006). 

Einige der aktuell verwendeten Medikamente beeinflussen bekanntermaßen die Ge-

nerierung von Mikropartikeln. So ist der Glycoprotein IIb-IIIa- Rezeptor-Antagonist 

Abciximab, derzeit als ein Plättchenaggregationshemmer verwendet, auch ein star-

ker Inhibitor der Plättchen-Vesikelbildung in vitro (Reverter, Beguin et al. 1996). 

Demnach könnte dessen antithrombotischer Effekt zusätzlich zu der Plättchenaggre-

gationshemmung über eine verminderte Mikropartikel-Bildung zustande kommen 

(Aupeix, Toti et al. 1996; Aupeix, Toti et al. 1996)). Ein Mangel an Cholesterin redu-

ziert die Aktivität Raft-assoziierter Proteine, inklusive TF, und setzt die Freisetzung 

von Mikropartikeln herab. Somit könnte über eine Hemmung der Mikropartikel-

Freisetzung möglicherweise die antithrombotische Wirkung von Statinen erklärt wer-

den (Del Conde, Shrimpton et al. 2005). 

Der Transfer von TF positiven Leukozyten-Partikeln auf Plättchen ist abhängig von 

der Interaktion von CD15 mit Plättchen und TF selbst. Ein neuer therapeutischer An-

satz könnte den Transfer von TF auf Plättchen inhibieren, indem die Interaktion von 

CD 15 mit P-Selektin sowie die Interaktion mit TF selbst antagonisiert würde (Rauch, 

Bonderman et al. 2000). Andererseits könnte auch die Transfusion von Mikroparti-

keln bei Patienten mit hämorrhagischer Diathese an Bedeutung gewinnen. Auch in 

der Onkologie spielen Mikropartikel eine entscheidende Rolle. Die Mikropartikel-

Level korrelieren mit der Tumorgröße, somit könnten sie beispielsweise beim 

Mammakarzinom zukünftig eine relevante Bedeutung als Biomarker für verschiedene 

Tumorstadien erhalten (Toth, Nieuwland et al. 2008).  

TF auf Tumoren und Mikropartikeln fördert sowohl das Überleben als auch das 

Wachstum des Tumors (Coughlin and Camerer 2003). Daher können TF-hemmende 

Antikörper in Mäusen mit Tumoren die Tumorgröße und die Anzahl an Metastasen 

deutlich reduzieren (Yu, May et al. 2008). 
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V. ZUSAMMENFASSUNG 

In der vorliegenden Arbeit wurde die zelluläre Internalisierung von Mikropartikeln un-

tersucht, die aus Blutzellen gewonnen wurden.   

Um zu prüfen, ob Mikropartikel über Endozytose internalisiert werden, wurde eine 

Methode angewandt, die es ermöglichte, den intravesikulären 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 intravesikulären pH-Wertes. Diese 

pH-Abnahme spricht dafür, 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 Empfängerzellen 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.   

Zusätzlich beobachteten wir, dass es nach Zugabe von Inhibitoren gegen Oberflä-

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 Oberflächenveränderungen von 

professionellen Phagozyten erkannt und aufgenommen werden können.  

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 gehemmt. 

Die Ergebnisse deuten zusammenfassend darauf hin, dass die zelluläre Clearance 

von Mikropartikeln über verschiedene Wege der Endozytose/ Phagozytose erfolgt 

und durch Oberflächenmarker wie Calreticulin und die Exposition von Aminophos-

pholipiden vermittelt wird.  
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