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| Einleitung

1.1 Hdmostase
Die Hamostase bewahrt den Organismus nach Verletzungen vor lebensgefahrlichen
Blutverlusten. Stérungen hierbei konnen einerseits zu bedrohlichen Blutungskomplikationen

und andererseits zu Thrombosen und Infarkten fiihren.

1.1.1 Physiologie der extrinsischen Himostase
Bei einer Verletzung der vaskuldren Integritdit kommt das subendothelial exprimierte
Glykoprotein Tissue Factor (TF) in Kontakt mit der im Plasma geldsten, aktivierten

Serinprotease Faktor Vlla (FVIla) (Abb. 1).

Fibrinogen ‘ Fibrin

FXI Ell FV FMII

@ Frotease
@ Coactivator

FX Iyrnagen
= Activation of coagulatian

— Zymagen actvation

Abbildung 1: Ubersicht liber die plasmatische Himostase

Subendothelialer TF bildet mit FVIla den Aktivatorkomplex TF-Vila. Dieser aktiviert Faktor X (FX) einerseits
direkt (extrinsischer Weg; blauer Rundpfeil und rechte Bildhdlfte), andererseits indirekt Gber die Aktivierung
von Faktor IX (FIX) (intrinsischer Weg; griiner Rundpfeil und linke Bildhdlfte) zu Faktor Xa (FXa). Zusammen mit
dem Koaktivator Faktor Va (FVa) bildet FXa den Prothrombinasekomplex, der Prothrombin (Fll) in Thrombin
(Flla) spaltet. Flla ist dann wiederum in der Lage vorgeschaltete Koaktivatoren, die Faktoren V, VIl und XI (nicht
abgebildet), zu aktivieren. AuRerdem spaltet es Fibrinogen in Fibrin, das sich durch den fibrinstabilisierenden

Faktor Xl (nicht abgebildet) zu einem festen Netzwerk verbindet (modifiziert nach Ott12011).



FVlla entsteht durch Autokatalyse und macht etwa 1% der FVII-Gesamtmenge im Plasma aus
(Morrissey JH et al. 1993). TF und FVIla bilden den Aktivatorkomplex (extrinsische Xase), der
drei natirliche Substrate hat: Er aktiviert die Vitamin-K abhangigen Faktoren X (FX) und IX
(FIX), sowie FVII selbst. FVII und FVIla aktivieren FX 2-10’-fach stirker mit TF als ohne TF
(Butenas S et al. 2002). Der TF/FVII-Komplex vermittelt die Bildung von FVlla. Zusatzlich kann
Faktor Xa (FXa) auch alleine FVII aktivieren. Dies ermoglicht eine auf die GefaBverletzung
fokussierte Aktivierung von Gerinnungsfaktoren, weil FVlla lokal in einer erhdhten

Konzentration bereitgestellt wird (Ott 1 2011; Fiore MM et al. 1993).

Den TF-abhdngigen Teil der FX-Aktivierung bezeichnet man als extrinsischen - durch die
GefiRwand ausgelésten - Weg der Hamostase (Mackman N et al. 2007). Uber die
Aktivierung von Faktor IX in Faktor IXa (FIXa) greift der Initiatorkomplex in den intrinsischen
Weg der Himostase ein. In der Tat induziert der Komplex aus FIXa und Faktor Villa (FVIlia)
(intrinsische Xase) die FX-Aktivierung ebenfalls durch limitierte Proteolyse. Hierdurch kommt
es zu einer 50-mal hoheren FX-Aktivierung als durch den Initiatorkomplex (Butenas S et al.
1997). Die Bildung des intrinsischen Xase-Komplexes wird durch Phospholipide, vor allem
Phosphatidylserin, und Ca**-lonen stabilisiert (Zwaal RF et al. 1998; Morrisey JH et al. 2009).
Dieser Verstarkungsweg fir die FXa-Bildung ist bei einem X-chromosomal-rezessiv vererbten
FVIII- oder FIX-Mangel gestort und kann daher bei Patienten mit Himophilie A oder B schon

in der frihen Kindheit zu schweren Muskel- und Gelenkeinblutungen fiihren.

Gemeinsam mit Faktor Va (FVa) bildet FXa unter erneuter Stabilisierung durch Phospholipide
und Ca’*-lonen den Prothrombinasekomplex. Initial setzt er nur eine kleine, pikomolare
Menge Prothrombin zur Serinprotease Thrombin um (Brummel KE 2002). Thrombin aber
erhoht seine eigene Konzentration durch die Aktivierung der vorgeschalteten
Gerinnungsfaktoren Faktor V (FV), FVIII und Faktor XI (FXI) im Sinne von positiven
Rickkopplungsschleifen. AuRerdem komplettiert es die Thrombozytenaktivierung tber den

Protease-aktivierten Rezeptor 1 (PAR1) (Butenas S et al. 2002; Keuren JF 2005).

Die zentrale Aufgabe von Thrombin besteht in der Abspaltung der beiden Fibrinopeptide A
und B von Fibrinogen. Die so entstandenen Fibrinmonomere werden zunachst nur durch
hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbildung als Protofibrillen
zusammengehalten (Hermans J et al. 1982). Gleichzeitig aktiviert Thrombin den

fibrinstabilisierenden Faktor XIII (FXIIl) zu Faktor Xllla (FXIlla), der als eine Transglutaminase
8



ein stabiles und unl6sliches Fibrinpolymer durch kovalente &-y-Glutamyllysin-

Isopeptidbindungen ausbildet (Siebenlist KR et al. 2005).

Alternativ kann Thrombin auch Uber die Aktivierung von Faktor XlI (FXIl, Hagemann-Faktor)
entstehen, der das Kontaktsystem der Blutgerinnung stimuliert und dartber den
intrinsischen Gerinnungsweg aktiviert. Faktor Xlla (FXlla) entsteht zu einem kleinen Teil
autokatalytisch und wird hauptsachlich durch die Serinprotease Kallikrein gebildet. Dariliber
hinaus kann auch eine Kontaktaktivierung mit negativ geladenen Oberflaichen wie
Polyphosphaten aus Thrombozyten, RNA und DNA-Histon-Komplexen stattfinden
(Brinkmann V et al. 2004; Ashish N Rao et al. 2015; Miiller F et al. 2009; Ruiz FA et al. 2004).
In einem Rickkopplungsmechanismus kann FXlla Prakallikrein zu Kallikrein spalten, welches
wiederum FXII aktiviert. Uber die nachfolgende Bildung von FXla und FIXa miinden der
intrinsische und extrinsische Gerinnungsweg in die Aktivierung von FX. Die physiologische
Bedeutung des Kontaktsystems ist unklar, da Organismen mit einem selektiven FXII-Mangel
keinen Phanotyp mit erhohter Blutungsneigung zeigen (Woodruff RS et al. 2011). Diskutiert
wird unter anderem eine Beteiligung bei der Bildung von Thrombosen (Girolami A et al.

2004; Renné T et al. 2005) und der Aktivierung von Plasminogen (Kluft C et al. 1987).

1.1.2 Kontrollmechanismen der Hamostase

Nach einer Verletzung muss das Blut abgesehen von der Verletzung flissig bleiben, da eine
GefaRokklusion verhindert werden muss, die eine Gewebsischamie induzieren kann.
Zugleich ist ein zuverldssiger Verschluss des Gefalllecks unabdingbar, um einen
lebensgefahrlichen Blutverlust zu verhindern. Deswegen ist die Hamostase ein komplex

regulierter Prozess mit subtilen Kontrollmechanismen.

Bindet Thrombin dquimolar an das endotheliale Transmembranprotein Thrombomodulin
(TM), so kann dieser dimere Komplex Protein C (PC) bis zu 1500-fach, in Gegenwart von
Phospholipidmembranen sogar bis 10000-fach, starker aktivieren als Thrombin allein.
Thrombin hat eine weitaus hohere Affinitat zu TM als zu Fibrinogen, weswegen sich im
Verlauf der Hamostase seine Hauptaufgabe von einem prokoagulatorischen zu einem
antikoagulatorischen Enzym verschiebt (Salem HH et al. 1984; Lane DA et al. 2005). Das nach
Abspaltung eines Dodekapeptids aus Protein C aktivierte Protein C (aPC) inaktiviert die
Kofaktoren der Gerinnungskaskade FVa und FVllla, was eine verminderte Thrombinbilung

zur Folge hat. Bei der autosomal-rezessiv vererbten Faktor-V-Leiden-Mutation kann aPC
9



aufgrund einer Punktmutation FV nicht mehr ausreichend proteolytisch spalten. Die so
entstandene Resistenz des FVa gegen seinen proteolytischen Abbau durch aPC (APC-
Resistenz) fihrt bei den Betroffenen zu thrombembolischen Komplikationen (Kujovich JL

2011).

Der Kofaktor Protein S, der in Anwesenheit von Ca**-lonen eine stirkere Bindung von aPC an
Membranphospholipide vermittelt, stellt eine enge Interaktion mit FVa und FVllla her und
verstarkt deren proteolytische Degradation (Danese S et al. 2010; Andersson HM et al.
2010). AuBerdem scheint Protein S eine aktivierende Funktion auf den Tissue Factor
Pathway Inhibitor (TFPI) zu haben, um somit dessen Funktion als Inhibitor des extrinsischen
Initiatorkomplexes TF-FVlla zu verstarken (Hackeng TM et al. 2006). TFPI wird hauptsachlich
von GefdaBendothelzellen gebildet und dort zu 80% gebunden. In seiner physiologischen
Funktion hemmt die Kunitz-Typ Protease TFPI den Aktivatorkomplex unter Bildung eines
Dimers mit FXa, der sich anschliefend mit TF und FVIla zum aktiven Heterotetramer
komplettiert (Kasthuri RS et al. 2010). Dabei geht die erste der drei Kunitz-Doméanen eine
Verbindung mit FVlla, die zweite mit FXa ein (Morrissey JH 2001).

Auch Antithrombin, ein Serpin, wirkt bedingt durch die Hemmung von Thrombin und FXa
antikoagulatorisch. Bedeutsam ist diese Eigenschaft von Antithrombin in der Klinik dadurch,
dass seine Aktivitat durch Heparine vertausendfacht wird und so in der Prophylaxe und
Therapie der tiefen Beinvenenthrombose und Lungenembolie eingesetzt werden kann

(Rodgers GM 2009; Patnaik MM und Moll S 2008).
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.2 TF

1.2.1 Vorkommen und Verteilung im menschlichen Organismus

Als ein zentraler Initiator des extrinsischen Gerinnungsweges ist TF in stark vaskularisierten
Geweben und Organkapseln exprimiert, wo er eine prokoagulatorische Schutzhille bildet
(Butenas S et al. 2009). Das groRtenteils subendothelial lokalisierte Glykoprotein, dessen
Genlokus sich auf Chromosom 1 p21-p22 befindet (Kao FT et al. 1988), kommt
normalerweise nicht mit dem Blut in Kontakt. Ein Hauptexpressionsort stellen Fibroblasten
der Adventitia dar (Wilcox JN et al. 1989). Es wird physiologischerweise nicht in
Endothelzellen exprimiert. Jedoch kdnnen auch Endothelzellen unter gewissen Bedingungen
TF synthetisieren. So zeigen sie unter dem Einfluss von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a),
Histamin, Thrombin und oxidiertem LDL erh6hte TF-Aktivitaten (Breitenstein A et al. 2010).
Periphere Blutzellen wie Lymphozyten und Erythrozyten zeigen keine TF-Aktivitat (Drake TA
et al. 1989). Dagegen sind periphere Blutmonozyten in der Lage, TF nach Stimulation mit
bakteriellen Lipopolysacchariden (LPS) zu synthetisieren und auf ihrer Zellmembran zu
prasentieren (Drake TA et al. 1989). Inaktive Thrombozyten besitzen pre-mRNA fir TF, die
bei Aktivierung in reife mRNA gespleiRt und dann translatiert wird (Schwertz H et al. 2006).
So koénnte sich auch das Vorkommen von TF auf thrombozytaren Mikropartikeln erklaren
(Muller | et al. 2003). Dabei handelt es sich um Plasmamembranvesikel, die in humanem Blut
zu 70 — 90% von Thrombozyten abstammen und bei Zellaktivierung und Apoptose in den
Blutstrom freigegeben werden. Mikropartikel kommen dennoch bei gesunden Individuen
vor, sind aber in erhohter Konzentration bei verschiedenen Erkrankungen vorzufinden.
Erhohte Mikropartikel-Level im Blut gehen mit einem gesteigerten thrombembolischen
Risiko und einem reduzierten Uberleben bei Tumorerkrankungen einher (Flaumenhaft R et
al. 2009; Morel O et al. 2006; Cimmino G et al. 2011; Geddings JE et al. 2016; Hisada Y et al.
2018).

Verschiedene Organe zeigen eine unterschiedliche TF-Expression (Abb. 2). So werden
beispielsweise Gehirn, Plazenta, Niere und Herz durch eine erhdhte TF-Expression vor

bedrohlichem Blutverlust besonders abgesichert.
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Organ Organteil Expressionsgrad
Haut Epidermis +++
Dermis -
Darm Mucosa +++
Submucosa -
Gefalle Intima -
Media V(+)
Adventitia ++
Herz Myokard +++
Endokard -
Lunge Mucosa ++
Submucosa -
Gehirn Kortex +++
Niere Glomeruli +++
Skelettmuskulatur Myozyten -
Leber Hepatozyten +
Gallengangsepithel -

Abbildung 2: TF-Expression in menschlichen Organen
-, keine; +, schwache; ++, moderate; +++, starke Expression; V, variable Expression, Starke der Expression, wenn

vorhanden, in Klammern (modifiziert nach Drake TA et al. 1989)

Neben dem Konzept des parenchymgebundenen TF hat sich auch das des intravaskuldren TF,
dem sogenannten blood borne TF, durchgesetzt. So konnte TF in neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten nachgewiesen werden (Moosbauer C et al. 2007; Maugeri N und

Manfredi AA 2015).

1.2.2 Struktureller Aufbau von TF

Das Typ-1 Transmembranprotein TF ist ein 47 kDa Glykoprotein und besteht aus einer
Polypeptidkette mit 263 Aminosduren. Die Aminosauren 1-219 bilden den extrazellularen N-
Terminus, 220-242 die Transmembrandomane und 243-263 den zytosolischen C-Terminus
(Daubie V et al. 2007). Der extrazellulare Anteil umfasst zwei Fibronektin-Typ-lll-Domanen,
die gelenkartig miteinander verbunden sind. Sie kommen typischerweise in extrazellularen
Proteinen, Enzymen und Adhésionsproteinen vor (Steward A et al. 2002). Das Protein weist

zudem eine enge Homologie zu Interferon-y-Rezeptoren auf, weshalb es als Klasse-II-Typ
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Zytokinrezeptor klassifiziert wird. Die extrazellulaire Domane kann an drei Stellen N-
glykosyliert sein. AuBerdem besitzt sie die beiden Disulfidbriicken Cys**-Cys®’ und Cys'®°-
Cys®®. Der Carboxyterminus besitzt ein einziges Cystein, Cys**, das mit einem Palmitinsdure-
oder Stearinsdurerest assoziiert ist und das stabilisierende Funktionen durch eine
verbesserte Membranverankerung erfillt. AuRBerdem hat TF drei Serinreste, von denen
Ser® durch die Proteinkinase Ca und Ser®*® durch die Proline-directed-Kinase phosphoryliert
werden kann. Die erste Phosphorylierung wird durch die zweite bedingt. Wird Cys** mutiert,
so kommt es aufgrund der fehlenden Palmitoylierung zu einer verstarkten Phosphorylierung
von Ser®® (Versteeg HH und Ruf W 2006; Harlos K et al. 1994; Butenas S et al. 2009, Eilertsen
KE und @sterud B 2004, Dorfleutner A und Ruf W 2003).

Neben dem membranstiandigen TF ist darliber hinaus noch eine natirliche, im Plasma
I6sliche Isoform bekannt, die ein alternatives SpleiRprodukt des 12,4 kb F3-Gens auf
Chromosom 1 darstellt. Bei diesem sogenannten alternatively spliced human TF (asHTF), der
die zweite Quelle fir intravaskuldaren TF darstellt, wird das Exon 6 direkt an das Exon 4
gespleilt (Bogdanov VY et al. 2003). Das die transmembranése Doméane enthaltende Exon 5
entfallt, worauf ein I6sliches Protein entsteht, das 206 Aminosauren umfasst und in seinen
ersten 166 Aminosdauren der extrazelluldren Domadne von TF entspricht. Die

prokoagulatorische Funktion von asHTF ist fraglich.

1.2.3 Aufgaben und Funktion

Die Hauptaufgabe von TF liegt in der Funktion als essentieller Kofaktor von FVII/FVIla bei der
Hamostase. TF positioniert FVII/FVIla und fungiert dadurch als allosterischer Aktivator (Rand
KD et al. 2006), hat aber eine hohere Affinitat zu FVlla als zu FVII. FVIla erlangt seine volle
proteolytische Aktivitat durch die Anlagerung an TF, verweilt also zunachst in einem
zymogenahnlichen Zustand. Das einkettige Zymogen FVII wird bei der Aktivierung in eine
leichte und eine das katalytische Zentrum tragende schwere Kette mit neuem N-Terminus
Uberfahrt. Nur durch die Interaktion mit TF gelingt aber die fiir seine Aktivitat essentielle

13 und Asp®® in der Aktivierungstasche

Bildung einer intramolekularen Verbindung von lle
von FVlla. Durch diese Kofaktorabhangigkeit nimmt FVII eine Sonderstellung in der Familie
der trypsinahnlichen Serinproteasen ein, in denen diese Aktivierung typischerweise spontan

ablauft (Olsen OH et al. 2007; Olsen OH et al. 2008; Minazzo AS et al. 2009).
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AuBBerdem kontaktiert der N-terminale Anteil von TF die proteolytische Doméane von FVlla
und vermindert deren Flexibilitat. Dabei richtet er diese den Zielsubstraten entgegen, indem
das katalytische Zentrum moglichst weit von der Membranverankerung absteht (McCallum
CD et al. 1996; Kirchhofer D et al. 2000). Stabilisierung erféhrt der bindre Komplex aus der
Bindung an die erste Epidermal-Growth-Factor-Domane (EGF1) von TF und der y-

Glutaminsdure-Doméne von FVlla (Osterlund M et al. 2005).

Durch seine Strukturhomologie zu Interferonrezeptoren kann TF nicht nur als Kofaktor zur
Hamostase agieren, sondern auch als echter Rezeptor mit intrazelluldrer Signaltransduktion.
Darauf weisen auch die beiden zytoplasmatischen Phosphorylierungsstellen hin. So konnte
einerseits gezeigt werden, dass FVlla nur in Anwesenheit von TF in der Lage ist, den
proinflammatorisch wirkenden G-Protein gekoppelten Protease-aktivierten Rezeptor 2
(PAR2) zu aktivieren (Camerer E et al. 2000; Coughlin SR et al. 2003). Andererseits Ubt der
intrazellulare Carboxyterminus kontrollierende Funktionen auf PAR2 aus. Denn ist der
zytoplasmatische Anteil deletiert, so kommt es zu einer beschleunigten Angiogenese. Dieser
TF-PAR2 Signalweg soll bei einer Verletzung die vaskuldre Integritdt in Gegenwart von
Zytokinen und Entziindungsmediatoren wiederherstellen. PAR2 induziert auch die
Phosphorylierung von TF, wodurch die angiogene Funktion in Gang gesetzt wird (Belting M

et al. 2004).

1.2.4 Aktivierung von TF

Nach heutiger Auffassung liegt das TF-Molekiil in zwei funktionell unterschiedlichen
Zustanden vor. Als encrypted TF bezeichnet man die koagulatorisch unwirksame Form,
wohingegen decrypted TF gerinnungsaktiv ist. Dabei spielt das intramolekulare Cysteinpaar

186_cys?® eine zentrale Rolle. Im reduzierten Zustand mit freien Thiolen an Cys™® und

Cys
Cys®® verliert TF seine prokoagulatorische Potenz, behilt aber seine Signalfunktionen. Die
Oxidation zur Disulfidbriicke erfolgt nach Zellschadigung beispielsweise durch die Protein-
Disulfid-Isomerase (PDI), einer Oxidoreduktase des endoplasmatischen Retikulums (ER), und

fUhrt zur TF-Aktivierung (Reinhardt C et al. 2008).

Da PDI normalerweise intrazellular lokalisiert ist, liegt der Verdacht nahe, dass bei einer
Zellschadigung, wie sie schon bei einer Bagatellverletzung auftritt, das Protein aus seinem
urspringlichen Funktionsbereich herausgel6st wird. So kommt dessen katalytische oder

allosterische Aktivitat in Kontakt mit neuen Interaktionspartnern. Im Gedankenmodell ist die
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Einzelzelle zwar verloren, aber ihre Ausstattung an Proteinen, Nukleinsauren und anderen
Bestandteilen kann dem (brigen Organismus noch nitzlich sein, indem sie den
entstandenen Schaden durch Initiation und Beschleunigung der Himostase in Grenzen halt.
Dieser Idee folgend wurden daher fiir die Erstellung dieser Arbeit Lysate humaner und
muriner Zellen auf deren prokoagulatorische Potenz im Sinne einer TF-Aktivierung
untersucht. Der prokoagulatorisch wirksame Bestandteil des Lysates wurde dann mittels
hemmender Antikorper identifiziert. Des Weiteren wurden defiziente Zellen mit

Wildtypzellen oder Retransfektanten verglichen.

Da schon fiir PDI TF-aktivierende Eigenschaften gezeigt werden konnten (Reinhardt C et al.
2008; Manukyan D et al. 2008), riickten vor allem Proteine des ER ins Zentrum des
Interesses. Dabei lag der Schwerpunkt auf den Mitgliedern des Peptide-Loading Complex
(PLC), zu dessen Aufbau unter anderem PDI und das verwandte ERp57 gehort (Santos SG et
al. 2007).

1.3 Der PLC

Physiologie der Peptidbeladung im PLC und Antigenprasentation:

Der PLC ist eine multimere Funktionseinheit im ER und erfillt in dessen Lumen zwei wichtige
physiologische Aufgaben. Einerseits erhoht er die Stabilitdat des noch nicht beladenen MHC
Klasse | und vermittelt andererseits dessen Beladung mit Peptidfragmenten. Diese
Peptidfragmente entstammen dem 26S-Proteasom, das mit seiner regulierenden Domane
ubiquitinylierte Strukturproteine, Transkriptionsfaktoren, sowie fehlgefaltete und pathogene
Proteine in eukaryotischen Zellen erkennt und proteolysiert (Bedford L et al. 2010). Die
entstandenen Peptidfragmente werden Uber den Transporter associated with Antigen
Processing (TAP) in das ER-Lumen geschleust und von den ER-Aminopeptidasen 1 und 2
(ERAP1 und 2) auf die Lange von acht bis zehn Aminosaduren geklrzt. TAP assoziiert mit dem
Chaperon Tapasin und bildet das Zentrum des PLC. Dieser TAP-Tapasin-Komplex rekrutiert
die Lektine Calnexin (CNX) und dessen losliches Analogon Calreticulin (CRT), sowie PDI und
ERp57 als enzymatische Komponente, so dass die Bindetasche von MHC Klasse | erfolgreich
mit den Antigen-Peptidfragmenten beladen werden kann (Abb. 3) (Rgder G et al. 2008). Der
beladene MHC Klasse |-Komplex dissoziiert vom PLC, verldsst das ER und wandert an die

Zelloberflache (Paulsson KM et al. 2004).
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Abbildung 3: Der PLC
(Wearsch PA et al. 2008)

CNX und ERp57 wirken unterstiitzend auf die Bildung von Disulfidbriicken innerhalb des
Histocompatibility Complex (HC), der sich anschlieBend mit B2-Mikroglobulin (B2M) zu
einem Heterodimer verbindet. Dieser wird bis zur Beladung mit den Peptidfragmenten durch
Tapasin, ERp57 und CRT stabilisiert. Durch TAP1 und TAP 2 werden die vom Proteasom
stammenden Peptidfragmente eingeschleust und von ERAAP/ERAP1 und ERAP2 bis zu der
geeigneten GrolRe weiter prozessiert, um dann auf den leeren MHC Klasse | geladen zu

werden (Wearsch PA et al. 2008).

Die einzelnen Komponenten des PLC, deren Untersuchung hinsichtlich der TF-Aktivierung

Teil dieser Arbeit waren, werden im Folgenden naher charakterisiert.

MHC Klasse | und B2M:

Das MHC Klasse | besteht aus einer membrangebundenen schweren a-Kette, einer 16slichen
Komponente in Form von B2M, und dem in der Bindetasche der schweren Kette befindlichen
Peptidfragment. Die schwere Kette wird aus der al-, a2-, und der a3-Untereinheit

zusammengesetzt. Letztere vermittelt die Membranbindung, wohingegen sich die
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Bindetasche fiir das Peptidfragment zwischen der al- und der a2-Untereinheit befindet
(Apostolopoulos V et al. 2008). Jedes dieser Peptidfragmente reprasentiert ein zytosolisches
Protein dieser Zelle, so dass liber MHC Klasse | das gesamte aktuelle Wirtsproteom
zytotoxischen T-Zellen prisentiert wird. Zytotoxische CD8" T-Zellen tasten die Peptide stetig
ab und beantworten jede Abweichung in Form von viralen, fehlgefalteten oder
Tumorproteinen mit der Zerstorung der Wirtszelle (Panter MS et al. 2012; Sijts EJ et al.

2011).

Das 99 Aminosdauren umfassende, nicht kovalent gebundene B2M besteht aus sieben
antiparallelen B-Faltblattern, von denen die Faltbldtter D und E die Bindung an die schwere
a-Kette von MHC Klasse | vermitteln. AuRerdem nimmt es stabilsierende Funktionen
innerhalb des PLC wahr. B2M spielt bei der Amyloidose (Eichner T et al. 2011) eine

bedeutende Rolle und kann z.B. beim multiplen Myelom erhéht sein (Barlogie B et al. 1989).

PDIl und ERp57:

Durch die Proteinausstattung des ER werden neu synthetisierte Proteine durch korrekte
Faltung und posttranslationale Modifikationen in ihren Funktionszustand Gberfiihrt. PDI und
ERp57 haben Oxidase-, Reduktase- und Isomeraseaktivitdt, so dass sie Disulfidbriicken
herstellen, spalten und modifizieren kénnen. Der Aufbau von PDI und ERp57 ist mit den
beiden katalytischen, jeweils ein CXXC-Motiv umfassenden Domanen a und a‘, sowie den
dazwischenliegenden nicht-katalytischen Domanen b als Strukturelement und b‘, das
peptidbindende Funktionen aufweist, ahnlich. Die c-Domdne am C-Terminus besteht bei PDI
aus zahlreichen sauren Aminosduren, bei ERp57 jedoch vermehrt aus basischen

Aminosduren (Ellgaard L et al. 2005).

ERp57 hat trotz dem PDI-ahnlichen Aufbau unterschiedliche physiologische Funktionen. Die
b‘-Doméane von ERp57 bindet beispielsweise die P-Doméane der Lektine CNX und CRT,
wodurch es besonders fir die Qualitatskontrolle von Glykoproteinen wichtig ist (Hatahet F et
al. 2009). AuRerdem kann ERp57 kovalent an Tapasin gebunden sein (s. u.) und kann das
27.7 kDa Protein ERp27 Uber einen dhnlichen Mechanismus wie CRT binden (Alanen Hl et al.
2006).
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Die Abb. 4 zeigt den strukturellen segmentalen Aufbau von drei Mitgliedern der PDI-Familie,

PDI, ERp57 und ERp27.

a b b’ a’
OB PDI
d | Il - ERpS7
d = ERp27

Abbildung 4: PDI-Familienmitglieder PDI, ERp57 und ERp27
PDI und sein strukturahnlichstes Analogon ERp57 sind jeweils mit den katalytischen Domanen a und a‘ sowie
mit den Strukturdoméanen b und b‘ ausgestattet. ERp27 besitzt nur die beiden Strukturdomanen (Alanen HI et

al. 2006).

CNX und CRT:

Das 90 kDa schwere CNX ist ein Typ | Transmembranprotein des ER, das einen
zytoplasmatischen C-Terminus und einen luminalen N-Terminus besitzt. Das strukturanaloge
60 kDa schwere CRT ist als l0sliches Protein im ER-Lumen lokalisiert (Williams DB 2006). Neu
synthetisierte Proteine werden bei der Einschleusung in das ER mit einem Glykan aus drei
Glukose-, neun Mannose- und zwei N-acetyl-Glukosaminmolekilen ausgestattet (Hebert DN
et al. 2007), welches ein spezifisches Bindemotiv fir CNX und CRT darstellt. Beide Chaperone
konnen auch mit Polypeptidmustern nicht-glykosylierter Proteine interagieren (lhara Y et al.
1999). CNX und CRT bestehen aus einer globuldren Lektindomane und einer ausladenden,
prolinreichen P- oder Armdomane, die ERp57 an ihrer Spitze bindet. Zusammen mit anderen
Chaperonen bilden CNX, CRT und ERp57 den Calnexinzyklus, der die Faltung und
Qualitatskontrolle fir N-glykosylierte Proteine (ibernimmt (Kozlov G et al. 2010). Dabei
verhindern sie die Aggregation der neuen Proteine und ermoglichen so die ungestorte Arbeit
der beteiligten Enzyme wie der Oxidoreduktase ERp57. Diese stabilisierende Funktion wird
von einem Ca”**-lon der Lektindomane ermdglicht (Pocanschi CL et al. 2011), wohingegen die
ERp57-Bindung durch die Anwesenheit von Zn**-lonen unterstiitzt wird (Leach MR et al.

2002).
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Tapasin:

Tapasin ist ein 428 Aminosauren umfassendes Transmembranprotein des ER, das zur Ig-
Superfamilie gehort (Ortmann B et al. 1997). Als zentrales Chaperon des PLC vermittelt es
die Verbindung zwischen TAP und dem noch leeren MHC Klasse |, weswegen es auch TAP-
bindendes Protein (TAPBP) genannt wird. Dabei stabilisiert es MHC Klasse | und hélt es bis
zur Beladung mit dem Peptidfragment Uber sein doppeltes Lysinmotiv KKKAE am
zytoplasmatischen C-Terminus im ER fest (Li S et al. 1997). AuBerdem entsteht aus Cys®> von
Tapasin und Cys>’ von ERp57 ein ber eine Disulfidbriicke gebundenes Heterodimer. Auf
diese Weise werden eine Oxidoreduktase und indirekt Lektine mit dem PLC assoziiert
(Raghavan M et al. 2008; Panter MS et al. 2012). Eine Disulfidbriicke zwischen Tapasin und
PDI, das der Struktur von ERp57 am ahnlichsten ist, wurde nicht beobachtet (Dong G et al.
2009). Eine fehlerhafte oder fehlende Expression von Tapasin fihrt zu einer herabgesetzten

Prasentation von MHC Klasse | an der Zelloberflache (Garbi N et al. 2000).

1.4 Ziel der Forschungsarbeit

TF stellt einen zentralen prokoagulatorischen Kofaktor und inflammatorischen Mediator dar.
Seine zentrale Stellung in physiologischen und pathologischen Prozessen fiihrte zu der
Hypothese, dass TF selbst einem Kontroll- und Aktivierungsmechanismus unterworfen sein

muss, der unmittelbar nach einer traumatischen Gewebsverletzung initiiert wird.

Daher bestand das Ziel dieser Arbeit darin, die Beteiligung von Proteinen des
endoplasmatischen Retikulums, insbesondere des PLC, bei der posttranslationalen
Aktivierung von TF zu analysieren und damit friihe Initiatoren und neue Aktivatoren des
extrinsischen Gerinnungsweges zu charakterisieren. AuBerdem wurde auch der Einfluss von

Temperatur und pH-Wert untersucht.
Folgende Fragen wurden vor Durchfihrung der Experimente formuliert:

1. Fihrt eine Zelllyse zur Aktivierung von TF?
2. Tragen die PDI-Analoga ERp57 und ERp27 zur TF-Aktivierung bei?
3. Welche Bedeutung haben Proteine des PLC bei der TF-Aktivierung?

4. Welche Rolle spielen Temperatur und pH-Wert bei der TF-Aktivierung?
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Il Material und Methoden

1.1 Material

11.1.1 Gerdte

ELISA-Reader MR7000 Dynatech Laboratories (Alexandria, USA)
Lichtmikroskop Axiovert100 Zeiss (Jena, D)

Mini-MACS-Trennsaulen Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, D)
pH-Glaselektrode Hanna Instruments (Kehl a. Rhein, D)
pH-Meter Hanna Instruments (Kehl a. Rhein, D)
Photometer Spectra Rainbow TECAN (Crailsheim, D)
Schittler Typ KS 250 basic IKA-Labortechnik (Staufen, D)
Spritzenfilter 0.2um Roth (Karlsruhe, D)

Ultraschallgerat Branson Sonifier Cell Heinemann (Schwdbisch Gmiind, D)
Disrupter B-15

Vortex Genie-2 Scientific Industries (Bohemia, USA)
Zellkulturbank Heraeus, LaminAir, HLB 2472 (Hanau, D)
Zentrifugen: Rotina 35R/Universal 32, Hettich (Tuttlingen, D)

Mikro 22R

11.1.2 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller

Falcon-Réhrchen 15 ml, 50 ml Becton Dickinson (Heidelberg, D)
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Mikrotiterplatten 6, 12, 96 Vertiefungen Becton Dickinson (Heidelberg, D)

Parafilm American Can Company (Greenwich, USA)
Pasteurpipetten Brand (Wertheim, D)

Pipettenspitzen D10, D200, D1000 Gilson (Limburg-Offheim, D)

Stripetten 5 ml, 10 ml Corning (Lowell, USA)

Vakuumfiltrationsaufsatze 2,0 um, 500 ml  Hartenstein Laborbedarf GmbH (Wirzburg, D)

Zellkulturflaschen 25 cm?, gerader Hals Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Zellkulturflaschen 75 cm?, gerader Hals Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Zellkulturflaschen 175 cm?, gerader Hals Becton Dickinson (Heidelberg, D)

11.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Substrate

Chemikalien, Reagenzien und Substrate Hersteller

BC von Willebrand-Reagenz Dade Behring (Marburg, D)

Blutserum, Kaninchen Rockland (Gilbertsville, USA)

Ficoll-Paque PLUS GE Healthcare Europe GmbH (Freiburg, D)
Geneticin (G-418) Invitrogen (Karlsruhe, D)

Innovin® Dade Behring (Marburg, D)

Lipofectamine™ 2000 Invitrogen (Karlsruhe, D)

LPS (Lipopolysaccharid) Sigma (Deisenhofen, D)
Penicillin/Streptomycin PAA-Laboratories (Pasching, A)

Privigen® CSL Behring GmbH (Hattersheim am Main, D)
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Protein Assay Reagent A Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, D)
Protein Assay Reagent B Bio-Rad Laboratories GmbH (Minchen, D)
RecombiPlasTin Instrumentation Laboratory (Lexington, USA)
$2222™ Haemochrom Diagnostica GmbH (Essen, D)
Salzsdure 37% Roth (Karlsruhe, D)

Trypanblau Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

Trypsin EDTA PAA-Laboratories (Pasching, A)

11.1.4 Puffer und Losungen
Alle Chemikalien zur Herstellung der Puffer wurden von den Firmen Sigma-Aldrich

(Deisenhofen, D), Roth (Karlsruhe, D) und Merck (Darmstadt, D) bezogen und sind nicht

gesondert aufgefiihrt.

Puffer und Losungen Zusammensetzung/Hersteller

Antikorperpuffer 5 mM EDTA; 0,5% BSA; in PBS; pH 7,4
Monozytenwaschpuffer 1 mM EDTA; 0,15% BSA; in PBS; pH 7,4

PBS Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

Gelatine 2% Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Resuspensionspuffer 138 mM NaCl; 12 mM NaHCOs3; 5 mM D-Glucose; 5

mM Hepes; 2,7 mM KCI; 1 mM MgCl,6H,0; 0,4
mM NaH,P042H,0; in aqua bidest; pH 7,35

TRIS-Puffer 100 mM NaCl; 10 mM TRIS; in aqua bidest; pH 7,4
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11.1.5 Antikdrper und Proteine

Antikorper und Proteine

Calreticulin

Hersteller/Bezugsquelle

Biomol (Hamburg, D)

Zielantigen

ERp27, ERp27 Domane 1,
ERp27 (Cys:Ala)

Prof. Lloyd Ruddock (Oulu,
FIN)

Faktor X

Calbiochem/Merck
(Darmstadt, D)

Kaninchen anti-Calnexin

(SPA-860)

Biomol (Hamburg, D)

C-Terminus Calnexin

Kaninchen anti-Calnexin

(SPA-865)

Biomol (Hamburg, D)

N-Terminus Calnexin

Kaninchen anti-ERp57

Abcam (Cambridge, UK)

ERp57

Kaninchen Isotypkontrolle

IgG

Zymed®Laboratories

(San Francisco, USA)

B2M

AbD Serotec (Oxford, UK)

Maus anti-B2M IgG2a

Acris (Herford, D)

B2-Mikroglobulin

Maus anti-B2M IgG2b

Acris (Herford, D)

B2-Mikroglobulin

Maus anti-Calreticulin 1gG1 BD Biosciences Europe Calreticulin
(Erembodegem, BE)

Maus anti-MHC Klasse | Dr. Frangois Lemonnier MHC Klasse |

B9.12.1 (Paris, F)

Maus anti-MHC Klasse | Dr. med. G. Moldenhauer MHC Klasse |

W6/32 1gG2a

(Heidelberg, D)
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Maus anti-PDI IgG2a Affinity BioReagents PDI
(Golden, USA)

Maus anti-TF VIC7, Maus Dr. Sybille Albrecht Humaner TF
anti-TF VIC12 (Dresden, D)
Maus Isotypkontrolle IgG1 Invitrogen (Karlsruhe, D)

Maus Isotypkontrolle IgG2a Invitrogen (Karlsruhe, D)

Maus Isotypkontrolle IgG2b  Acris (Herford, D)

NovoSeven® Novo Nordisk Pharma

GmbH (Mainz, D)

PDI Labor Prof. Engelmann

sTF214, sTF218 Labor Prof. Engelmann

11.1.6 Zellkulturmedien

Zellkulturmedium Hersteller

D-MEM 1,0 g/L Glucose Invitrogen (Karlsruhe, D)
D-MEM 4,5 g/L Glucose Invitrogen (Karlsruhe, D)
ECGM PromoCell (Heidelberg, D)
FBS Invitrogen (Karlsruhe, D)
Freezing Medium ibidi (Martinsried, D)
MEM-a Invitrogen (Karlsruhe, D)
Opti®MEM Invitrogen (Karlsruhe, D)
RPMI 1640 Invitrogen (Karlsruhe, D)
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Wasser fir Zellkultur Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

11.1.7 Zelllinien
CHO CCL-61, American Type Culture Collection
Daudi Peter Cresswell, Ph.D. (New Haven, USA)
Daudi + B2M Peter Cresswell, Ph.D. (New Haven, USA)
HEK-293 Prof. Dr. Marius Ueffing (Miinchen, D)
HUVEC PD Dr. Stefan Linder (Miinchen, D)
LCL.220B*4402 Peter Cresswell, Ph.D. (New Haven, USA)
LCL.220B*4402 + TPN Peter Cresswell, Ph.D. (New Haven, USA)
K562 PD Dr. Frank Momburg (Heidelberg, D)
K562.A2 PD Dr. Frank Momburg (Heidelberg, D)
MEF K41 Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH)
MEF K42 (CRT'/’) Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH)
MEF 22175tag Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH)
MEF 2175.C10 577 Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH)
MEF WTM1C (sCNX) Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH)
MEF KO mix Dr. Maurizio Molinari (Bellinzona, CH)
THP-1 DSMZ ACC 16, Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(Braunschweig, D)
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1.2 Methoden

11.2.1 Grundsatzlicher Versuchsaufbau

Die komplexen Abldaufe der Hamostase wurden groftenteils in einem vereinfachten
Wundmodell simuliert. So wurden die durch eine Verletzung zerstorten Zellen durch
unterschiedliche Zelllysate reprasentiert. Die unmittelbar nach der Verletzung eintretende
Hamostase wurde auf verschiedene Tissue Factor-Proteine (siehe unten) und die isolierten
Gerinnungsfaktoren FVlla und FX reduziert. Wie schon erwadhnt bildet TF mit diesen beiden

Faktoren die Achse der extrinsischen Hamostase.

11.2.2 TF
Als TF-Spezies wurden folgende Proteine, Reagenzien und lebende Zellen herangezogen:

— Loslicher TF mit 214 und 218 Aminosauren ohne Transmembrandoméne (soluble TF;
sTF214 und sTF218) in einer Konzentration von 20 ng/ml bzw. 40 ng/ml.

— Innovin®, ein TF-haltiges Reagenz, das zur Bestimmung der Prothrombinzeit
diagnostische Relevanz hat. Dabei ist TF in Lipidvesikeln rekonstituiert. Es
reprasentiert full length TF (fITF).

— THP-1, eine monozytare Leukdamiezelllinie

— Humane Monozyten, die nach der Isolation aus Vollblut mit LPS zur verstarkten
Expression von inaktivem TF angeregt wurden.

11.2.3 Zellkultur

[1.2.3.1 Durchflihrung der Zellkultur

Der folgende Ablauf gilt flr alle verwendeten Zelllinien. Besonderheiten in der Kultur
einzelner Zelllinien werden weiter unten erldutert. Alle Verbrauchsgegenstinde,
Chemikalien und Medien fiur die Zellkultur waren steril. Die Arbeitsschritte fanden unter
einer Zellkulturbank mit laminarem Luftzug statt. Nach dem Auftauen und Zentrifugieren des
Einfriermediums wurden die Zellen im jeweiligen Medium resuspendiert und in die
Zellkulturflaschen gegeben. Im Brutschrank wurden sie bei 37°C, 5%CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert, bis die Konfluenz bei adhdrenten, beziehungsweise bis ein Anstieg
der Zellpopulation bei nicht-adhdrenten Zellen, erreicht war. Kontrollinspektionen auf
Wachstum und etwaige Kontamination erfolgten téglich. Der erste Mediumwechsel erfolgte
am nachsten Tag, danach alle zwei Tage. Adharente Zellen wurden geerntet, indem zunachst

das Medium entfernt und der Zellrasen mit PBS gespilt wurde. Nachdem die Zellen durch
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Zugabe von Trypsin-EDTA von dem Flaschenboden gel6st waren, wurde die Trypsinaktivitat
durch Zugabe von FBS gestoppt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit einer Stripette
in ein Falcon-Réhrchen Uberfiihrt und zentrifugiert. Nach dem AbgieRen des Uberstandes
wurden die Zellen gewaschen, indem das zentrifugierte Zellpellet zweimal mit Puffern oder
Medium resuspendiert wurde. Danach waren die Zellen bereit fir die Versuche oder wurden
gesplittet bzw. fir spatere Zwecke mit Einfriermedium eingefroren. Dazu wurde das
jeweilige Zellpellet in Einfriermedium aufgenommen und zunachst bei - 80° C eingefroren,

bis es nach ein paar Tagen in den Sickstofftank liberfiihrt wurde.

[1.2.3.2 Spezielle Zellkulturbedingungen der verschiedenen Zelllinien
CHO: CHO-Zellen wurden in 90% MEM-a, 9% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin inkubiert.

Das Abloésen des Zellrasens nach Konfluenz erfolgte mit PBS/EDTA.

THP-1 und HEK-293: Diese Zelllinien wurden in 90% RPMI 1640, 9% FBS und 1%

Penicillin/Streptomycin inkubiert.

HUVEC: HUVEC wurden in 50% Promocell ECGM, 40% D-MEM (1g/L Glucose), 9% FBS und
1% Penicillin/Streptomycin inkubiert. Die leeren Kulturflaschen erhielten zunachst einen
Boden aus 0,2% Gelatine. Nach halbstindiger Inkubation bei 37°C wurde die Ubrige
Gelatinelé