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Verwendete Abkirzungen und Einheiten

VERWENDETE ABKURZUNGEN UND EINHEITEN

a1-AT a1-Antitrypsin

0a1-ACT a1-Antichymotrypsin

ADP Adenosindiphosphat

APS Ammoniumperoxodisulfat

BSA Bovines Serum-Albumin

ca® Calcium

CFT Clot Formation Time

CMK Chloromethylketon

CT Coagulation Time

CTI Corntrypsinihibitor

DIC Disseminated Intravascular Coagulation
E.Coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamin-N,N,N,N-tetraessigsaure
ELISA Enzyme-Linked-immunosorbent Assay
EPI Extrinsic Pathway Inhibitor

F Faktor

FITC Flouresceinisothiocyanat

fMLP N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine
GP Glucoprotein

HMW-Kininogen High Molecular Weight Kininogen

I.E. Internationale Einheiten

IgG Immunoglubulin G

kBp Kilobasenpaare

kDa Kilo Dalton

LACI Lipoprotein-associated coagulation inhibitor
LPS Lipopolysaccharid

Min. Minuten

MMP Matrix-Metalloproteinase

MW Mittelwert

m-RNA messenger RNA

PAP Plattchenarmes Plasma

PBS Phosphat buffered saline

PE Phycoerythrin

PL Phospholipide

PMA Phorbol 12-myristat 13-acetat

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PRP Plattchenreiches Plasma

RT Raumtemperatur

S Sekunden

S.D. Standardabweichung

SDS Sodiumdodecylsulfat

Std. Stunde(n)

TBS Tris buffered saline

TCA Trichloressigsaure

TEG Thrombelastograph

TEMED N,N,N;N-Tetramethylethylendiamin

TF Tissue Factor

TFPI Tissue Factor Pathway Inhibitor

TIMP Tissue Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen
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1. EINLEITUNG
1.1 Tissue Factor — das zentrale Starterprotein der Gerinnung

Seit Uber 100 Jahren ist bekannt, dal’ ein Gewebefaktor (Schmidt, 1892; Morawitz,
1905) existiert, der die Blutgerinnung auslost. Doch erst in den letzten 10-20 Jahren
wurde dieses Protein isoliert (Bach, 1981; Broze et al., 1985), charakterisiert und im
Rahmen einer einheitlichen Nomenklatur der Begriff Tissue Factor (Gewebe-
thromboplastin; CD142) gepréagt. Diese Bezeichnung beruht auf der Vorstellung, daf3
Tissue Factor im Gewebe lokalisiert ist und erst nach einer Gefal3verletzung in
Kontakt mit Blut kommit.

Die Grundlagen unserer Vorstellung vom Ablauf der Blutgerinnung beruhen auf den
1964 erschienenen Publikationen Uber die sogenannte Wasserfall-Theorie (Davie &
Ratnoff, 1964; Mac Farlane, 1964). Dieser Theorie liegt die Vorstellung zugrunde,
dalR in einer kaskadenartigen Reaktion Zymogene durch Serinproteasen und
Kofaktoren in aktive Enzyme Uberfihrt werden. Der Startprozess der Gerinnung fuhrt
zur Bildung von Faktor Xa, der Prothrombin aktiviert und somit zur Fibrinbildung
fuhrt. Das sogenannte extrinsische System der Gerinnung wird dabei auf exogenem
Wege durch den Tissue Factor gestartet, der im Gewebe vor allem in der Gefa3wand
und in Organkapseln lokalisiert ist (Drake et al., 1989), um im Falle einer
GefalRverletzung das Organ und den Koérper vor Blutverlusten zu schitzen. Das
intrinsische System, das sogenannte Kontaktaktivierungssystem, wird nach Kontakt
mit anionischen Oberflachen durch eine Aktivierung des Blutgerinnungsfaktors Xll
ausgelost, der im Blut, also intrinsisch, vorhanden ist.

Die Grenze zwischen intrinsischem und extrinsischem System kann heute allerdings
nicht mehr so strikt gezogen werden. Es konnte gezeigt werden, dal3 der
Gerinnungsfaktor IX des intrinsischen Systems durch den Tissue Factor/Faktor Vila
Komplex aktiviert wird (Osterud & Rappaport, 1977; Nemerson & Bach, 1982; Bom et
al., 1991; Rapaport & Rao, 1992). Thrombin ist aul3erdem in der Lage unabhangig
von einer Aktivierung des Faktors Xl den Faktor Xl zu aktivieren (Gailani & Broze,
1993; Naito & Fujikawa, 1991; Broze & Gailani, 1993; Abb.1). Die physiologische
Bedeutung des intrinsischen Systems, als eines Hauptaktivators der Fibrinbildung,
wird vollends in Zweifel gezogen, seitdem bekannt wurde, dal? bei Patienten mit
Defekten der Kontaktaktivierungsfaktoren (Faktor Xll, Prekallikrein, HMW-Kininogen)
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keine Blutungsneigungen vorliegen (Kienast & Ostermann, 1993). Das intrinsische
System spielt nach heutigen Kenntnissen vorwiegend eine Rolle bei Kontakt von Blut
mit kunstlichen Oberflachen, wie z. B. bei Bypass-Operationen. Defizienzen an
Faktoren des extrinsischen Systems wie Faktor VII, X, V und Il (Prothrombin) sind
dagegen meist letal. Patienten mit Mutationen des Tissue factor Gens sind bisher
nicht bekannt. All diese Hinweise fihrten zu einem neuen Gerinnungsschema, in
dem die Gewichtung der Initiation der Blutgerinnung auf Seiten des Tissue Factors
liegt. Der Tissue Factor der GefalBwand ist Rezeptor und Kofaktor (Bach, 1988;
Nemerson, 1988; Rapaport, 1991; Carson & Brozna, 1993) fur den Blutgerinnungs-
faktor VII oder den im Blut bereits aktiviert vorliegenden Faktor Vila (Abb. 1). Der
Tissue Factor/Faktor Vlla Komplex startet die Gerinnung durch die Aktivierung der
Zymogene Faktor 1X und Faktor X. Dadurch entstehen geringe Mengen Thrombin,
die zu einer teilweisen Aktivierung der Plattchen und einer quantitativen Umsetzung
der Kofaktoren V (Esmon, 1979) und VIl (Eaton, 1986) fuhren. In einem zweiten
Schritt wird (ber einen positiven Rulckkopplungsmechanismus die Gerinnung
verstarkt. Dabei bildet der Kofaktor VIlla mit dem Faktor IXa auf
Membranoberflachen einen Komplex, der zur Bildung einer 50- bis 100-fachen
gréReren Menge an Faktor Xa im Vergleich zum Tissue Factor/Faktor Vlla Komplex
fuhrt. Zusatzlich bildet Faktor Xa mit dem Kofaktor Va und Prothrombin den
sogenannten Prothrombinase-Komplex (Nemerson & Bach, 1982; Kalafatis, 1994),
der zu einer 25-fachen Verstarkung der Thrombinbildung und schlief3lich zur Bildung
eines stabilen Fibringerinnsels fuhrt. Es reichen also bereits geringe Mengen von
Tissue Factor aus, um ein Gefal? zu verschliel3en.

Neben der Initiation der physiologischen Blutgerinnung ist Tissue Factor auch an der
disseminierten intravaskularen Gerinnung (DIC) bei Sepsis (Rivers, 1992), sowie bei
postoperativen Thrombosen und in der Artherosklerose beteiligt (Landers, 1994,
Libby, 2000). In den letzten Jahren wurden weitere Funktionen des Tissue Factors in
der Angiogenese der Embryonalentwicklung (Carmeliet et al., 1996; Bugge, 1996),
der Tumorangiogenese (Zhang, 1994; Shoji, 1997) und fur die Migration bzw.
Transmigration von monozytaren Zellen durch Endothelzellen beobachtet (Randolph,
1998).
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Abb. 1: Die Initiationsphase der Blutgerinnung ist charakterisiert durch die Bildung
femto- bis picomolarer Mengen an Faktor Vlla, IXa, Xa, nanomolarer Mengen an
Thrombin, eine fast quantitative Aktivierung der Kofaktoren V und VIII und eine
teilweise Aktivierung der
quantitative Aktivierung von Prothrombin, eine vollstandige Aktivierung der Plattchen
und die Bildung eines stabilen Thrombus gekennzeichnet.
Rote Pfeile = positive Ruckkopplung; PL = Phospholipide

Plattchen.
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ist durch eine
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1.2 Struktur und Lokalisierung von Tissue Factor

Tissue Factor ist ein glykosyliertes, 47 kDa grol3es Protein, das aufgrund seiner
Tertiarstruktur der Familie der Cytokinrezeptoren (Interleukin 10, Interferon vy)
zugeordnet wird (Bazan, 1990). Tissue Factor ist ein Polypeptid, das aus 295
Aminosauren synthetisiert wird. Nach Abspaltung einer leader Sequenz besteht das
reife Protein aus 263 Aminosauren, das in einer extrazellularen Doméane mit 219
Aminosauren (Abb. 2), einer 23 Aminosauren langen membrangangigen Domaéne,
gefolgt von einer kurzen zytoplasmatischen Domane mit 21 Aminosauren organisiert
ist (Edgington, 1991). Die extrazellulare Domé&ne enthélt 2 Disulfidverbindungen und
3 Glykosylierungsstellen.

Abb. 2: Darstellung der extrazellularen Domane des humanen Tissue Factors
(Muller, 1996 ). Die extrazellulare Doméane besteht aus 2 Modulen mit Fibronectin IlI
Struktur. Die 3 a-helikalen Segmente wurden mit a 1-3, die [B-Faltblattstrukturen
wurden mit Bla-316g bezeichnet. Modul 1 beinhaltet die Segmente (la bis 79, das
zweite Modul beinhaltet f8a-16g. Die Struktur wurde in dem Programm Molscript
dargestellt (Kraulis, 1991).
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Die extrazellulare Domane des Tissue Factors besteht aus 2 Modulen (Fibronectin
Typ 1l Domanen) mit B-Faltblattstruktur, die einen Winkel von 120° einschlie3en und
an die der Faktor VIl/VIla gebunden ist (Muller, 1994; Harlos, 1994; Banner, 1996).
Die Bindung an Tissue Factor fuhrt zu einer allosterischen Aktivierung (Edgington,
1997) des Faktors Vlla und verstarkt somit die Hydrolyse von Faktor X um den
Faktor 2x10” im Vergleich zu Faktor Vlla alleine. AuRerdem steigert Tissue Factor
die Aktivierbarkeit des Faktors VIl durch die Faktoren Xa, 1Xa, Thrombin und den
Tissue Factor/Faktor Vila Komplex (Autoaktivierung) (Broze, 1980; Bajaj, 1981,
Davie, 1991). Die transmembranare Doméane von Tissue Factor ist fur eine
vollstandige funktionelle Aktivitat des Tissue Factor/Faktor Vlla Komplexes essentiell,
da sie die Bindungsaffinitat der Faktoren X und IX an den Tissue Factor/Faktor Vlla
Komplex erhoht (Paborsky, 1991). Die intrazellulare Doméane spielt moglicherweise
eine Rolle in einem Faktor Vlla bedingten intrazellularen Kalziuminflux, der mit der
proteolytischen Aktivitdit des Komplexes in Zusammenhang zu stehen scheint
(Versteeg, 2001; Camerer et al., 1996).

In immunologischen Untersuchungen wurde Gewebethromboplastin in hohen
Konzentrationen in Gehirn, Lunge, Plazenta und Niere gefunden (Astrup, 1965;
Drake, 1989), in Organen also, die auf Grund ihrer Wichtigkeit eines besonders
hohen Schutzes bediurfen. Genauere Untersuchungen der Gewebe zeigten eine
Lokalisation des Tissue Factors in den Fibroblasten der Adventitia, in Organkapseln,
im Epithel der Haut, in der Bowman schen Kapsel der Niere und in den Astrozyten
des Gehirns (Wilcox et al., 1990; Eddlestone et al., 1993; Mackmann et al., 1993).
Dieses Verteilungsmuster stimmt mit der Hypothese von Drake (Drake, 1989)
Uberein, der die Verteilung des Tissue Factors in Grenzflachen um Organe und in der
Gefallwand als einen sogenannten Haemostatic Envelope bezeichnete, der im Falle

einer Gefal3verletzung den Kérper vor Blutverlusten schitzt.

1.3 Das Tissue Factor Gen

Das menschliche Tissue Factor Gen umfal3t 12,4 kBp und ist auf dem Chromosom 1
lokalisiert (Carson et al.,, 1985; Kato et al., 1988). Die strukturelle Aufklarung des
humanen Tissue Factor Gens fand zusammen mit der Klonierung des Gens Ende
der 80er Jahre statt (Morrissey et al., 1987; Scarpati et al., 1987). Es besteht aus 6

Exons, die durch 5 Introns getrennt werden (Mackmann et al., 1989). Die Exons 2 bis
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5 kodieren dabei die extrazellulare Domane des Tissue Factors, wahrend Exon 6 den
zytoplasmatischen und den transmembranéren Teil des Tissue Factors kodiert. Exon
1 dagegen beinhaltet genetische Informationen fir die Initiation der Translation und
eine Sequenz, die fur die posttranslationale Prozessierung und das Einschleusen
von Tissue Factor in die Zellmembran verantwortlich ist.

Die Transkription des Gens fuhrt zu einer 2,3 kBp groRen m-RNA oder zu
Transkripten mit einer Grof3e von 3,1-3,4 kBp, die durch alternatives Splicing erzeugt
werden. Die letztgenannten Transkripte enthalten zusétzlich das erste Intron und
sind daher inaktiv (Brand, 1991).

Chromosom 1
0 Kb 5 Kb 10 Kb

—
N
[ %)
w
w
F
o

mRNA HEE L] L ] 2.3k
] ]
: : O Introns1-5
' ' B Exons 1-6
] ]
Protein ’
32 AS-Signaipeptid 4/
\J
Membranglykoprotein
O
extrazelluﬁ!; intrazellulér

Zellmembran

Abb. 3: Schematische Darstellung des Tissue Factor Gens, der m-RNA und des
Proteins (Edgington, 1991)

Wahrend der Tissue Factor in Zellen der GefalBwand konstitutiv exprimiert wird, ist
seit einigen Jahren bekannt, dal} die Expression des Tissue Factors in anderen
Zellen des GefalRsystems (Monozyten und Endothelzellen) induziert werden kann.

Die Induktion wird durch eine Stimulation mit Entzindungsmediatoren (u.a.
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Interleukine, Komplementfaktor C5a, PMA, Lipopolysaccharide) und Wachstums-
faktoren ausgelost (Geczy et al., 1981; Schwartz & Edgington, 1981; Bloem 1989).
Die Regulation der Tissue Factor Expression wird dabei auf der Transkriptionsebene
reguliert (Edgington, 1991). In der Promoterregion des Tissue Factor Gens konnten
Bindungsstellen fir verschiedene Transkriptionsfaktoren identifiziert werden
(Mackmann et al., 1990). Es handelt sich dabei um Erkennungssequenzen fur AP-1,
NF-kb, SP-1 und EGR-1. Die physiologische Bedeutung der Induktion der Tissue

Factor Expression ist bis heute aber ungeklart.

1.4 Regulation der Blutgerinnung

Die Blutgerinnung stellt einen Schutz - und Abwehrmechanismus des Kérpers dar,
der den Kdorper vor Blutverlusten schitzen soll. Eine Regulation der Blutgerinnung ist
unverzichtbar, um die Blutgerinnung nur auf den Bereich der GefalRRverletzung zu
begrenzen. Daher ist eine Vielzahl unterschiedlicher antikoagulatorischer
Mechanismen im Blut vorhanden. Die Gerinnung wird dabei durch eine Inhibierung
von aktivierten Gerinnungsfaktoren (Proteaseninhibitoren: Antithrombin 1ll, o2-
Macroglobulin, Tissue Factor Pathway Inhibitor) oder eine Inaktivierung der
aktivierten Faktoren reguliert (Protein C System). Wahrend Antithrombin Il dabei zur
Dissoziation des Tissue Factor/Faktor Vila Komplexes fuhrt (Rao, 1995), stabilisiert
Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) den Komplex, in dem es selbst einen
quaterndren Komplex mit Tissue Factor, Faktor Vila und Faktor Xa bildet (Dickinson,
1997). Zusatzlich vermittelt TFPI vermutlich auch eine Downregulation des Tissue
Factor/Faktor Vlla Komplexes durch eine Internalisierung und Degradierung des
Komplexes (Hamik, 1999; lakhiaev, 1999).

1.5 Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI)

TFPI ist einer der wichtigsten Inhibitoren der physiologischen Blutgerinnung, da er
bereits kurz nach der Initiierung der Gerinnung den Tissue Factor/Faktor Vlla
Komplex inhibiert. Bereits 1950 wurden Studien vero6ffentlicht, in denen ein
endogener Faktor des Blutes beschrieben wurde, der die extrinsische Gerinnung

hemmen sollte. Fir Verwirrung sorgten unterschiedliche Bezeichungen des Inhibitors
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wie extrinsic pathway inhibitor (EPI) oder lipoprotein-associated coagulation inhibitor
(LACI). 1988 wurde das Protein schliel3lich isoliert, charakterisiert (Wun, 1988) und
1991 durch die Internationale Gesellschaft fur Thrombose und Haemostase die

einheitliche Bezeichnung Tissue Factor Pathway Inhibitor eingefthrt.

1.6 Struktur und Lokalisierung von TFPI

TFPI besteht aus einem negativ geladenen N-Terminus, 3 hintereinander
geschalteten Kunitz-Typ-Domanen und einem basischen Carboxy-Terminus (Wun,
1988; Broze, 1990). Sobald geringe Mengen an Faktor Xa durch den Tissue
Factor/Faktor Vila Komplex gebildet wurden, inaktiviert TFPI mit seiner Kunitz-
Doméne 2 den Faktor Xa im aktiven Zentrum. Die Kunitz-Domé&ne 1 bindet
anschlieBend den Tissue Factor/Faktor Vlla Komplex und inhibiert Faktor Vila im
aktiven Zentrum (Girard, 1989; Broze, 1990). Die Kunitz-Doméane 3 ist nicht
funktionell inhibitorisch (Petersen, 1996). Sie ist fur die Vermittlung einer Zellbindung
und fur die Interaktion mit Heparin (Enjyoji, 1995) und Lipoproteinen (Valentin, 1993)
verantwortlich (Abb. 4). Der Carboxyterminus ist essentiell fir die antikoagulatorische
Aktivitat von TFPI (Nordfang, 1991) und fur eine vollstandige Inhibierung des Faktors
Xa (Wesselschmidt, 1992).

Abb. 4: TFPI bindet Faktor Vlla und Faktor Xa mit der Kunitz-Domé&ne 1 bzw. 2. Die
Bindung an Proteoglykane der Zelle wird durch eine Interaktion mit dem
carboxyterminalen Ende und der Kunitz-Domane 3 vermittelt (Kato, 2002)
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TFPI wird hauptsachlich von Endothelzellen, aber auch in stimulierten Monozyten
synthetisiert (Van der Logt, 1994). In einer Untersuchung unterschiedlicher Gewebe
mit Hilfe von Northern Blots fand man aul3erdem eine Expression von TFPI in der
Mikrovaskulatur von Lunge, Leber, Niere, Herz, Skelettmuskel und Gehirn (Bajaj,
1999). Im Gefald gibt es 3 verschiedene Pools an TFPI, die sich in ihrer Struktur und
damit in ihrer inhibitorischen Aktivitat unterscheiden (Broze, 1994). Der Hauptanteil
von TFPI ist an der Oberflache des Endothels lokalisiert. Die Bindung an das
Endothel wird durch eine unspezifische Assoziation mit heparansulfatierten
Proteoglykanen, wie Syndecanen oder Glypikanen vermittelt. AulRerdem wurde
endotheliales TFPI in glykolipidreichen Mikrodoméanen, den sogenannten Caveolae
gefunden (Lupu, 1997), die an Vorgdngen wie Endozytose und Transzytose
(Simionescu, 1991), Regulation der Oberflachen-assoziierten Proteolyse und der
Signaltransduktion (Anderson, 1993; Stahl, 1995) beteiligt sind. TFPI ist in den
Caveolae an Glykosylphosphatidylinositol verankerte Glypikane gebunden und
reguliert die proteolytische Funktion des Tissue Factor/Faktor Vila Komplexes
maoglicherweise durch Translokation des Tissue Factor/Faktor Vlila/Faktor Xa
Komplexes in Caveolae (Sevinsky, 1996; Lupu, 1997). Der TFPI des Endothels
besitzt seine volle Lange (45 kDa) und ist daher maximal inhibitorisch wirksam. Ein
weiterer Teil des TFPIs (70-85%) ist im Plasma an Lipoproteine (LDL>HDL>VLDL)
gebunden (Sanders, 1985; Broze, 1987). Das Molekulargewicht des Plasma-
assoziierten TFPIs ist heterogen (34-45 kDa). Die unterschiedlichen Molekular-
gewichte lassen sich auf unterschiedliche Spaltprodukte des Carboxyterminus, der
Kunitz-Doméane 3 und der Bildung unterschiedlicher Disulfidkomplexe mit Apo A I
zurUckfuhren (Novotny 1989; Broze, 1994). Plasma-TFPI besitzt daher nur eine
schwache inhibitorische Wirkung. Ca. 8% an TFPI im Vollblut ist aul3erdem in
Plattchen lokalisiert (45-47 kDa) und wird nach Stimulation mit Plattchenagonisten
(Thrombin, Kollagen) freigesetzt (Novotny, 1988). Der in den Plattchen gespeicherte

TFPI ist aufgrund seiner vollstandigen Lange maximal inhibitorisch wirksam.

1.7 Proteolytische Spaltung von TFPI

In Entzindungsreaktionen, bei der Wundheilung und bei Infektionen setzen
stimulierte Leukozyten Proteasen frei. In in vitro Experimenten konnte in den letzten

Jahren gezeigt werden, daf’ einige dieser Proteasen wie Elastase (Petersen, 1992;
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Higuchi, 1992), Cathepsin G (Petersen, 1992) oder Matrix-Metalloproteinasen
(Belaaouaj, 2000; Cunningham, 2002) in der Lage sind, TFPI zu spalten. Auch
Proteasen, die unmittelbar eine Rolle fir die Gerinnung spielen, wie Thrombin
(Ohkura, 1997), Faktor Xa (Salemink, 1998) und Plasmin (Stalboerger, 2001),
fuhrten zu TFPI Spaltprodukten (Abb. 5). Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dal
eine Spaltung von TFPI mit einem Verlust oder einer Verminderung der funktionellen
Inhibierung von Tissue Factor einher geht (Wesselschmidt, 1992; Higuchi, 1992;
Salemink, 1998). Dies stimmt auch mit den Ergebnissen iber eine geringe Aktivitat
des Plasma-assoziierten TFPIs Uberein, der vor allem am carboxyterminalen Ende
unvollstandig ist. Da diese Erkenntnisse aber vor allem auf in vivo Experimenten
beruhen, mul3 noch geklart werden, ob eine Inaktivierung von TFPI durch Proteolyse
in vivo fir physiologische oder pathologische Prozesse tatséachlich eine Rolle spielt.
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Abb. 5: Spaltung von TFPI durch Thrombin, Plasmin, Cathepsin G, Elastase und
Matrix-Metalloproteinasen (Cunningham, 2002)
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1.8 Zielsetzung

Aufgrund der unerwarteten Beobachtung, dal3 Tissue Factor nach Stimulation von
Vollblut mit fibrillarem Kollagen innerhalb von wenigen Minuten in Plattchen-
Leukozyten-Komplexen prasentiert wurde, sollten die folgenden Fragen geklart
werden:

1. Welches ist die Quelle des intravaskularen Tissue Factors?

2. Welche Rolle spielen hierbei Plattchen und zirkulierende Mikrovesikel?

3. Uber welchen Mechanismus wird der intravaskulare Tissue Factor funktionell

aktiviert?
4. Welche Bedeutung hat dabei TFPI, der physiologische Antagonist des Tissue

Factor initiierten Gerinnungsweges?
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2. MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und L6sungsmittel

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

BSA Fraktion V

Calciumchlorid
Phe-Phe-Arg-Chloromethylketon (CMK)
EDTA (freie Saure)

Ficoll Paque

Glucose

Glycin

HEPES

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Methanol

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Pferdeserum

Ponceau S

Quinacrin

TEMED

Trichloressigsaure (TCA)
Tri—Natriumcitrat Dihydrat
Tris

Triton X-100

Trypanblau

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat)

2.1.2 Fertiglésungen

Facs:
Lysing Solution
Cellfix

Western Blot:
BCA Protein Assay Reagens
Bradford Protein Assay Reagens
Rotiphorese 30

2.1.3 Gerate und Materialien

Materialien:

Western Blot:
Hyperfilm MP (18x24 cm RPN1675K)

Gel Blotting Papier (10426892)
Hybond ECL (Nitrocellulosemembran)

Zellisolation:
Microbeads Saulen MS 25*
Nalgene Ultra Plus (3430-1610)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Bachem (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)

Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Becton Dickinson (Heidelberg)

Biorad (Mlinchen)
Biorad (Miinchen)
Roth (Karlsruhe)

Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg)

Schleicher und Schuell (Dassel)
Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg)

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)
Beckmann (Miunchen)
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Gerate:

ELISA Reader Dynatech MR 7000 Dynatech Laboratories (Alexandria,

USA)
Multiphor Il (Blotting Anlage) Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg)
Coulter Counter Becton Dickinson (Heidelberg)
Laserscan LSM 410 Zeiss (Oberkochen)
FacsScan Flow Cytometer Becton Dickinson (Heidelberg)
Miniprotean 3 (GelgieR3stand) Biorad (Minchen)

Mini Macs Zellseparator
Photometer UV 1202

Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach)
Shimadzu (Duisburg)

Power Supply P25 Biometra (Gottingen)
Luminometer LB 9702 Berthold (Bundoora, Australien)
Thrombelastograph D Hellige (Freiburg)
Thrombelastograph RoTEG Dynabyte GmbH (Minchen)
Rotina 35 R Hettich (Tuttlingen)
Tischzentrifuge Mikro 22 R Hettich (Tuttlingen)

Ultrazentrifuge L8 60 M Beckmann (Miinchen)

2.1.4 Antikorper, Inhibitoren, Proteasen und Gerinnungsfaktoren

Antikorper:

Maus-anti-Human MMP-9 Antikdrper
Maus-anti-Human Tissue Factor VIC7

Maus-anti-Human Tissue Factor VD8

Calbiochem (Schwalbach)

PD Dr. Thomas Luther (Institut fir
Pathologie, TU Dresden)

PD Dr. Thomas Luther (Institut fir

Pathologie, TU Dresden)
American Diagnostica (Pfungstadt)
Prof. Dr. R. Kroscek (Berlin)

Maus-anti-Human (Mab) Tissue Factor (4504)
Maus-anti-Human CD40L

Maus-anti-Human CD62P (MA-6200) Endogen (Woburn, USA)

Maus IgG1 Negativ Kontrolle (M5284) Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Maus IgG1 Negativ Kontrolle (MCA928) Biozol (Eching)

Maus-anti-Human TFPI (4904) American Diagnostica (Pfungstadt)
Ziege-anti-Human SRBI Prof. Dr. H. Hauser (Schweiz)

Zellisolation:
Microbeads CD14 Antikorper (502-01)
Microbeads CD15 Antikdrper (466-01)
Western Blot:
Anti-Kaninchen IgG Peroxidasekonjugat
(401353) Calbiochem (Schwalbach)
Anti-Maus IgG Peroxidasekonjugat (401253) Calbiochem (Schwalbach)
Kaninchen-anti-Human (Polyklonal) TFPI (4901) American Diagnostica (Pfungstadt)
Laserscan:
Maus-anti-Human CD62P
Maus-anti-Human CD18
Maus-anti-Human CD162

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

Ancell (Lausen, Schweiz)
Calbiochem (Schwalbach)
Calbiochem (Schwalbach)

Fluoreszenz markierte Antikérper/Proteine fir die Flowcytomertrie/Cellsorter:
Annexin V FITC (MP13199) Mo Bi Tec (Goéttingen)

Maus IgG1 Negativ Kontrolle FITC (MCA928F) Biozol (Eching)
Maus IgG2a Negativ Kontrolle PE (MCA929PE) Biozol (Eching)
Maus-anti-Human CD15 PE (30575X) BD Pharmingen (Heidelberg)
Maus-anti-Human CD15 PE (LC160) Biotrend (Kdln)
Maus-anti-Human CD42b FITC (31134X) BD Pharmingen (Heidelberg)

Maus-anti-Human CD14 PE (LC156) Biotrend (Kdln)
Maus-anti-Human CD14 APC (555399) BD Pharmingen (Heidelberg)
Maus-anti-Human CD66b FITC (555724) BD Pharmingen (Heidelberg)
Maus-anti-Human TF FITC (9010-5079) Biotrend (Kdln)
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Maus-anti-Human TF FITC (4508) American Diagnostica (Pfungstadt)
Maus-anti-Human CD62P PE (MCA769PE) Biozol (Eching)
Ratte-anti-Human CD235a PE (MCAS506PE) Biozol (Eching)

Inhibitoren:
a-Antichymotrypsin Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
a-Antitrypsin (A-9024) Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Aprotinin Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Corn Trypsin Inhibitor Haemochrom Diagnostica (Essen)
Methoxy-o-succinyl-Ala-Ala-Pro-Val-CMK Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth (Karlsruhe)

Proteasen:
Apyrase Grade VII, Kartoffel Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Gerinnungsfaktoren:

Humaner Faktor Vlla, Novo Seven 120 Novo Nordisk (Bagsvaerd,
Danemark)
Beriplex PN 500 Behring (Marburg)

2.1.5 Marker, Standards, Stimulantien und Substrate

Marker:
Farbmarker (Wide range C3437) Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Standards:
Gamma Globulin Biorad (Miinchen)
Thromborel S Dade Behring (Marburg)
Thromboplastin Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Stimulantien:

Thrombin Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Lipopolysaccharid (LPS) E. Coli Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Kollagenreagens Horm Nycomed (Ismaning)

Kalziumionophor A23187 Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Substrate:

S 2222 Haemochrom Diagnostica (Essen)

0-Phenylendiamin Fluka (Neu-Ulm)

2.1.6 Antikoagulantien und Puffer

Antikoagulantien:

Natriumcitrat:
Tri-Natriumcitrat 3,689
In 100 ml destilliertem Wasser l6sen.
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Puffer:
PBS (Phosphate-buffered saline):
NaCl 8,00 g
KH,PO, 0,209
Na,HPO,x2 H,O 1,40 g
KCI 0,20 g

In 1000 ml destilliertem Wasser l6sen, pH 7,4 mit Salzsaure einstellen.

Resuspensionspuffer:

NaCl 4,03 ¢
KCI 0,10g
NaHCO; 0,50 ¢
NaH,PO, 0,039
MgCl,x6 H,O 0,10¢g
D-Glucose 0,45¢g
HEPES 0,60¢g

In 500 ml destilliertem Wasser l6sen, pH 7,35 mit Salzsaure einstellen.

Thrombelastographie:

CacCl,/Hepes Puffer:
10 mM Hepes 23,83 mg
100 mM CacCl, 147 mg
In 10 ml destilliertem Wasser l6sen.

Faktor Xa Bildung:

CaCl,-L6sung (8 mM):
CacCl, 9mg
In 2 ml destilliertem Wasser auflosen.

Beriplex (25 I.E./ml):
Vial I6sen in 13,6 ml destilliertem Wasser. In dem geldsten Vial betragt die Endkonzentration
des Faktors VII 25 |.E./ml.

S2222:
S2222 25 mg
In 12,5 ml destilliertem Wasser auflésen, zu 500 pl aliquotieren und bei —20°C einfrieren.

Thromborel:
Das Vial in 2 ml Wasser l6sen (100 U/ml).
Der Standard wurde zu je 100 pl (10 U/ml) aliquotiert und bei —20°C eingefroren.

Zellisolation:

Monozyten-Waschpuffer:
BSA 15049
Na,EDTA 140¢
In 1000 ml PBS lésen, pH 7,4.

Antikorper-Puffer:
EDTA (freie Saure) 0,15¢g
BSA 0,50 g
In 100 ml PBS l6sen, pH 7,4 einstellen. Vor Gebrauch entgasen.
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Thrombozyten-Waschpuffer:

NaCl 8,06 g
KCI 0,22 g
MgCl, 0,20 g
HEPES 3,579
EDTA 292¢
Glucose 0,90¢g
Tri-Natriumcitrat 1,89 g
Apyrase 0,059

In 1000 ml destilliertem Wasser lésen, pH 6,3 einstellen.
Western Blot:

Tris/EDTA Puffer:

Tris 121 mg
EDTA 29,50 mg
In 10 ml destilliertem Wasser lésen.
PMSF:
PMSF 14,57 mg
In 10 ml Ethanol lI6sen.
Lysepuffer:
Tris/EDTA Puffer 8,90 ml
Triton-X 100 10 % 1ml
PMSF/Ethanol 100 ul
Sammelgel 5 % (denaturierend):
Dest. Wasser 3,00 ml
Tris 0,5 mM pH 6,8 1,25 ml
SDS 10 % 0,05 ml
Rotiphorese 30 (Acrylamid/Bisacrylamid) 0,66 ml
APS 10 % 25 ul
TEMED 5ul
Trenngel 12 % (denaturierend):
Dest. Wasser 5ml
Tris 1,5 mM pH 8,8 3,75 ml
SDS 10 % 0,15 ml
Rotiphorese 30 (Acrylamid/Bisacrylamid) 6,00 ml
APS 10 % 75
TEMED 7,50 pl
Sammelgel 4 % (nativ):
Dest. Wasser 3,00 mi
Tris 0,5 mM pH 6,8 1,20 ml
Rotiphorese 30 (Acrylamid/Bisacrylamid) 0,66 ml
APS 10 % 25 ul
TEMED 5l
Trenngel 5 % (nativ):
Dest. Wasser 16,9 ml
Tris 1,5 mM pH 8,8 7,50 ml
Rotiphorese 30 (Acrylamid/Bisacrylamid) 5,00 ml
APS 10 % 75 ul
TEMED 7,50 pl

Tris 1,5 M, pH 8,8:
Tris 182 g
In 1000 ml destilliertem Wasser lésen, mit konzentrierter Salzsaure auf pH 8,8 einstellen.
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Tris 0,5 M, pH 6,8:
Tris 60,57 g
In 1000 ml destilliertem Wasser lésen, mit konzentrierter Salzsaure auf pH 6,8 einstellen.

Laufpuffer 5-fach (denaturierend):

Tris 6,05 g
Glycin 28,809
SDS 10 % 10ml

Ad 200 ml mit destilliertem Wasser. Vor Gebrauch mit destilliertem Wasser 1:5 verdiinnen.

Laufpuffer (nativ):
Tris 3,009
Glycin 14,40 g
In 1000 ml destilliertem Wasser losen.

Probenpuffer 4-fach:

Tris pH 6,8 2,50 ml
SDS 10 % 4 ml
Glycerol 4 ml
Bromphenolblau 0,1 % in Ethanol 2 mi

Probenpuffer 4-fach (nativ):

Glycerol 0,40g

Bromphenolblau 0,1 % in Ethanol 80 pl
Transferpuffer:

Tris 580¢

Glycin 2,90¢

SDS 10 % 3,70 ml

Methanol 100 ml

In 900 ml destilliertem Wasser l6sen.

Blocking Puffer:

NacCl 1,179
Tris 5mM, pH 7,5 5ml
BSA 39
Tween 20 0,05¢
Pferdeserum 10 % 10 ml

Mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufftllen.

Tris 5 mM, pH 7,5:
Tris 60,57 mg
In 100 ml destilliertem Wasser lésen, pH 7,5.

TBS 10-fach:
Tris 24,209
NacCl 8049

In 1000 ml destilliertem Wasser lésen, pH 7,6.

TBS/T 0,3 %:
TBS 10-fach 1:10 verdiinnen mit destilliertem Wasser. Zugabe von Tween 20 (3 ml/1000ml).

Luminol 250 mM:
Luminol 44,30 mg
in 1 ml DMSO l6sen.

Coumarsaure 90 mM:
Coumarsaure 14,80 mg
in 1 ml DMSO lésen.
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ECL 1:
Tris 1,5 mM, pH 8,5 3,30 ml
Luminol 250 mM 0,50 ml
Coumarsaure 90 mM 0,22 ml

Mit destilliertem Wasser auf 50 ml aufftllen.

ECL 2:
Tris 1,5 mM, pH 8,5 3,30 mi
H,0, 30 % 0,03 ml
Mit destilliertem Wasser auf 50 ml aufftllen.

Elektronenmikroskopie:

PBS/EDTA Puffer:
EDTA 14,61 mg
In 10 ml PBS I6sen. Losung mit Spritzenfilter 0,2 um steril filtrieren.

Phosphatpuffer 0,1 M:
KH,PO, 0,02g
Na,HPO, 01249
In 200 ml destilliertem Wasser l6sen, pH 7,4. Vor Gebrauch steril filtrieren.

Paraformaldehyd 2 % in 0,1 M Phosphatpuffer:
Paraformaldehyd 0,20¢g
In 10 ml 0,1 M Phosphatpuffer bei 65°C Iésen. Die Losung muf3 vor Gebrauch immer frisch
hergestellt werden.

Double Sandwich ELISA:

Tris/HCI 0,1M
NaCl 0,1M
Triton X-100 0,1%
EDTA 5mM

In destilliertem Wasser l6sen; pH 7,6.

Vila;

Hepes/NaCl Puffer
Hepes 2,389
NaCl 8,18 g
In 1000 ml destilliertem Wasser lésen, pH 7,4.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellisolierungen

2.2.1.1 Blutabnahme

Vendses Blut wurde von gesunden Spendern (Alter 20-35 Jahre) erhalten, die
mindestens 14 Tage vor der Blutspende keine blutgerinnungsbeeinflussende
Medikamente einnahmen. Das Blut wurde mit 3,18 %iger Tri-Natriumcitrat Lésung
antikoaguliert (1 ml Citrat/10 ml Blut) und bei 170xg fur 15 Min. zentrifugiert.
Hierdurch erhielt man eine obere plattchenreiche Schicht, das plattchenreiche
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Plasma (PRP), sowie eine weil3e Zwischenschicht, den sogenannten Buffy coat, in
dem die Leukozyten enthalten waren. In der unteren Schicht befanden sich

vorwiegend die Erythrozyten.

2.2.1.2 Monozytenisolierung

Fur die Isolierung der Monozyten wurde die Bindung eines Magnet-gekoppelten
Antikdrpers genutzt, der gegen einen monozyten-spezifischen Oberflachenrezeptor
(CD14) gerichtet war (Abb. 6). Je 15 ml des leukozytenreichen Buffy coats wurden in
einem 50 ml Falconréhrchen mit 5 ml PBS verdinnt und mit 13 ml Ficoll (d = 1,007)
unterschichtet. Anschlieend wurde bei 260xg fur 25 Min. (ohne Bremse)
zentrifugiert. Dabei bildete sich ein Gradient aus einer Plasmaschicht und einer
Interphase, die aufgrund ihrer geringeren Dichte auf der Ficollschicht lokalisiert war
und somit von dem Pellet aus Erythrozyten und Granulozyten getrennt werden
konnte. Die Plasmaschicht wurde verworfen. Die Interphase, in der sich die
mononukledren Leukozyten (vorwiegend Monozyten und Lymphozyten) befanden,
wurde in einem 50 ml Falconréhrchen gesammelt und mit Monozytenwaschpuffer bei
100xg fur 10 Min. gewaschen. Das gewonnene Pellet wurde in 400 ul
Antikorperpuffer aufgenommen. Nach Zugabe des anti-CD14 Microbeads Antikdrpers
wurde die Zellsuspension 15 Min. bei 4°C inkubiert und anschlieend mit dem
Antikdrperpuffer verdinnt. Die Zellsuspension wurde auf die gespulten Saulen
aufgetragen und dreimal mit je 500 pl Antikorperpuffer gespilt. Nach dem Entfernen
der Saulen aus dem Magnetfeld wurde die Saule mit je 2 ml Antikérperpuffer
aufgeflllt und die Monozyten mit einem Stempel aus der Saule eluiert. Die
Monozytensuspension wurde in einem Falconréhrchen mit Resuspensionspuffer
aufgeflllt und bei 170xg zentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 pl
Resuspensionspuffer aufgenommen und die Zellzahl und Viabilitat mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Reinheit der Monozyten wurde im
Lichtmikroskop anhand der morphologischen Merkmale der Zellen bestimmt und lag
durchschnittlich bei 90 %.
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2.2.1.3 Praparation der neutrophilen Granulozyten

Auch die Isolierung der neutrophilen Granulozyten (Neutrophile) erfolgte Uber die
Bindung an einen magnetisch-konjugierten Antikorper, der gegen einen
zellspezifischen Oberflachenrezeptor der Neutrophilen (CD15) gerichtet war (Abb. 6).
Der Buffy coat von 50 ml Vollblut wurde in einem Falconréhrchen gesammelt und
nach Zugabe des anti-CD15 Microbeads Antikdrpers fur 15 Min. im Kuhlschrank
inkubiert. Die Zellsuspension wurde mit Antikorperpuffer verdinnt und auf die
gespilten Saulen aufgetragen. Nach dreimaligem Spulen mit dem Antikoérperpuffer
wurden die Saulen aus dem Magnetfeld entfernt und die Neutrophilen mit 2 ml
Antikdrperpuffer aus den Saulen eluiert. Die Zellsuspension wurde in einem
Falconrohrchen mit Resuspensionspuffer aufgefullt und bei 170xg 10 Min.
zentrifugiert. Anschlieend wurde die Zellzahl und Viabilitat der Zellsuspension
mittels der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Reinheit der
Neutrophilenpréparation wurde anhand morphologischer Eigenschaften
lichtmikroskopisch bestimmt und lag durchschnittlich bei ca. 95 %.

1. 2. 3.
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1. Der magnetisch-konjugierte Antikorper wird Uber einen spezifischen Zellrezeptor
an eine Zelle gebunden.

2. Die gelabelten Zellen werden Uber ein Magnetfeld in der Saule gebunden.

3. Nach Entfernen der Saule aus dem Magnetfeld kdnnen die Zellen eluiert werden.

2.2.1.4 Isolierung der Plattchen

Die Blutplattchen (Thrombozyten) wurden aus dem Plattchenreichen Plasma (PRP)
isoliert. PRP wurde mit Apyrase (0,475 U/ml PRP) oder Apyrase und lloprost (10
ng/ml PRP) versetzt, um eine Plattchenaktivierung wahrend der Pr&paration zu
verhindern. Je 2 ml PRP wurden bei 170xg fur 10 Min. zentrifugiert. Das
Plattchenpellet wurde noch einmal mit Thrombozyten-Waschpuffer gewaschen oder

sofort in Resuspensionspuffer aufgenommen. Die Plattchenzahl wurde durch Zahlen



Methoden und Material 25

im Coulter Counter bestimmt. Die Verunreinigung der Thrombozyten mit Leukozyten

wurde unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Die Reinheit der Plattchen lag bei 99 %.

2.2.1.5 Mikrovesikelisolation

In dem Plasmaanteil des Blutes gesunder Probanden finden sich Mikrovesikel, die
Abschnirungen der Zellmembran (Mikropartikel) oder von intrazellularen Organellen
(Exosomen) der Zellen des Gefal3systems darstellen. Zur Isolierung der Mikrovesikel
wurde das plattchenreiche Plasma zunéachst bei 1.050xg fur 20 Min. zentrifugiert. Zur
vollstdndigen Entfernung der Plattchen wurde das Plasma ein weiteres Mal bei
1.050xg zentrifugiert. Anschlieend wurde das nun platichenfreie Plasma in
Ultrazentrifugenréhrchen (Nalgene Ultra Plus) abgeftillt und bei 160.000xg fir 4 Std.
bei 4°C zentrifugiert. Das mikropartikelfreie Plasma wurde verworfen und das die
Mikrovesikel enthaltende Pellet in 1 ml Resuspensionspuffer gelést. Um
auszuschlieBen, dald es sich bei dem Pellet um Zellbruchstiicke von Blutzellen
handelt, wurden die Mikrovesikel mit einem Elektronenmikroskop auf ihre

Morphologie analysiert (Abb. 7).

o > e

Abb. 7. Elektronenmikroskopische Aufnahme: aus dem Plasma gesunder Spender
isolierte zirkulierende Mikrovesikel. Die Durchmesser der Mikrovesikel dieser
Praparation lagen zwischen 100 - 250 nm.

2.2.1.6 Herstellung und Isolierung von Mikrovesikeln in vitro

Isolierte Plattchen (2x10% 2.1.1.4) wurden fir 30 Min. mit Kollagen (8 pg/ml) und
Thrombin (0,5 U/ml) bei 37°C stimuliert. Zur Abtrennung der Mikrovesikel von den



Methoden und Material 26

Plattchen wurde die Zellsuspension anschlieBend far 15 Min. bei 2.240xg
zentrifugiert. Zur Herstellung von in vitro Mikrovesikeln aus Neutrophilen, wurden
Neutrophile (5x10°% 2.1.1.3) mit dem neutrophilenspezifischen Stimulus fMLP
(100 pM) fuar 2 Std. bei 37°C inkubiert. Die Neutrophilen wurden bei 2.240xg
abzentrifugiert. Die mikrovesikelhaltigen Uberstande wurden mittels Western Blot auf

Tissue Factor Antigen untersucht.

2.2.1.7 Bestimmung der Zellzahl und Zellviabilitat

Die isolierten Blutzellen (Monozyten, Neutrophile) wurden 1:10 mit
Resuspensionspuffer verdinnt, mit dem gleichen Volumen Trypanblau gemischt und
auf eine Neubauer-Zdhlkammer aufgetragen. Unter dem Deckglaschen der
Zahlkammer sammelt sich ein definiertes Volumen der Zellsuspension an. Die
Anzahl der Zellen pro Mikroliter lielR sich durch Auszahlen von jeweils vier
Quadranten und der Multiplikation mit dem Verdinnungsfaktor und dem
melspezifischen Faktor 80 ermitteln. Zusatzlich konnte die Viabilitdt der Zellen
uberpruft werden, da tote Zellen durch die Aufnahme des Farbstoffes blau geféarbt

wurden.

2.2.2 Flowcytometrie

Die Flowcytometrie dient unter anderem zur Bestimmung der Oberflachenexpression
von Proteinen auf Zellmembranen. Dabei werden fluoreszenzmarkierte Antikorper
(z.B. FITC-, PE- oder APC-konjugierte Antikorper) verwendet, die an die Proteine der
Zellmembran binden. Nach Anregung mit einem Laser kann die
Fluoreszenzzunahme im Vergleich zu einer ungefarbten Probe (Leerwert) gemessen
werden. Da die genannten Fluoreszenzfarbstoffe ein unterschiedliches
Fluoreszenzmaximum aufweisen, koénnen auch Mehrfachfarbungen durchgefiihrt
werden, um z.B eine Zelle durch einen spezifischen Marker zu identizifieren und
gleichzeitig die Expressionsanderung eines Zellmembranproteins zu ermitteln. Die
Zellen kdonnen in der Flowcytometrie nicht nur durch spezifische Marker identifiziert
werden, sondern auch durch ihre Position in dem sogenannten Forward-Sideward
Scatter Dotplot. Nach dem Einsaugen der Probe fallt ein Laserstrahl auf die Zellen,

der je nach GroRRe der Zellen eine mehr oder weniger starke Ablenkung erfahrt.
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Zusatzlich kann der Laserstrahl je nach Granularitat der Zellen die Zelle besser oder
schlechter durchdringen. Aus diesen beiden Informationen wird ein
zweidimensionales Bild erstellt, in dem die Zellen als Punktewolken nach Granularitat
(sideward) und GrolR3e (forward) angeordnet sind.

2.2.2.1 Vollblut

100 pl citriertes Vollblut wurde mit oder ohne Stimulus im Wasserbad bei 37°C
inkubiert. Nach Entnahme aus dem Wasserbad wurde das Vollblut mit 1 ml
Lysingsolution versetzt und 30 Min. bei Raumtemperatur lysiert. Nach Zentrifugation
mit einer Tischzentrifuge bei 2.260xg fir 5 Min. wurde der Uberstand abdekantiert.
Das Pellet wurde in einem Restvolumen von 50 pl mit je 5 pl der anti-CD14- oder
anti-CD15-Antikorperldsung gefarbt und fur 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Danach
wurde der ungebundene Antikdrper mit 1000 pl PBS Lésung weggewaschen. Der
Uberstand wurde erneut abdekantiert und die Zellen in einem Volumen von 50 pl mit
5 ul (0,5 pg) der anti-TF-Antikdrperlésung gefarbt. Nach 15-mindtiger Inkubation im
Dunkeln wurde die Probe wiederum mit 1000 ul PBS L6sung aufgefillt. Nach der
Zentrifugation wurde das Pellet in 500 ul PBS gel6st und die Prasentation von Tissue
Factor auf der Zelloberflache in einem Flowcytometer bestimmt. Um zu untersuchen,
ob die Tissue Factor Prasentation von der Anwesenheit der Plattchen abhangt,
wurden die Plattchen aus dem Vollblut entnommen. Dafir wurde Vollblut bei 170xg
fur 15 Min. zentrifugiert (siehe 2.2.1.1). Aus dem plattchenreichen Plasma wurden die
Plattchen fur 10 Min. bei 1.000xg abzentrifugiert. Das plattchenarme Plasma wurde
anschlieend wieder mit dem restlichen Blut vermischt und wie oben beschrieben

weiterbehandelt.

2.2.2.2 Isolierte Plattchen

Die Plattchen wurden nach der Isolierung in einer Zellzahl von 3x10° Plattchen/ml
eingesetzt. Je 100 ul der Plattchensuspension wurde mit oder ohne Stimulus im
Wasserbad bei 37°C inkubiert und nach der Entnahme aus dem Wasserbad mit
900 pl Cellfix fur 30 Min. bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen
bei 2.260xg fir 5 Min. abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde

in einem Volumen von 50 pl PBS gelost und mit je 5 pl (0,5 pg) der jeweiligen
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Antikorperlésung gefarbt. Nach 15-mindtigem Inkubieren im Dunkeln wurde die
Probe mit 1000 pl PBS Losung gewaschen und das Pellet mit PBS auf 500 ul
aufgefullt.

2.2.2.3 Isolierte Mikrovesikel

Die Mikrovesikel wurden aus 25 ml PRP isoliert und in einem Volumen von 1 ml
Resuspensionspuffer resuspendiert. Je 50 ul der Mikrovesikelldsung wurden mit 5 pl
(0,5 pg) der Antikorperlésung im Dunkeln fur 15 Min. gefarbt. Anschliel3end wurde
die L6sung mit PBS auf 500 pl aufgefillt.

2.2.2.4 Mikrovesikel im Vollblut

5 pl Vollblut wurde mit 45 ul PBS verdinnt und mit 5 pl der Antikérperldsung gefarbt
(s.0.). AnschlieRend wurde die Probe auf ein Volumen von 2500 pl mit PBS aufgefullt

und je 500 pl der Lésung fur die Bestimmung im Flowcytometer vorbereitet.

2.2.3 Cellsorter

Bei dem Cellsorter handelt es sich um ein Flowcytometer, das mit der zusatzlichen
Funktion ausgestattet ist, unterschiedlich angefarbte Zellen durch Exposition in
einem elektrischen Feld voneinander zu trennen. Diese Methode wurde dazu
verwendet, um die im humanen Plasma befindlichen Mikrovesikel nach ihrem
zellularen Ursprung zu trennen. Mikrovesikel wurden aus 200 ml Vollblut isoliert
(2.2.1.5) und in 1 ml Resuspensionspuffer geldst. AnschlieRend wurden je 100 ul der
Mikrovesikelsuspension mit je 30 ul der Antikdrperlosungen (CD14 APC, CDG66b
FITC und CD42b PE) einfach angefarbt. Um eine Uberlappung der unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffe zu verhindern, wurden die Fluoreszenzintensitaten der einfach
gefarbten Proben untereinander abgeglichen. Das restliche Probenvolumen wurde
mit je 180 pl Antikdrperldsung 3-fach gefarbt (CD14 APC, CD66b FITC und CD42b).
Die Ansatze wurden 15 Min. im Dunkeln inkubiert und vor dem Messen wegen der
hohen Viskositat der Proben noch einmal 5-fach verdinnt. Die Messung erfolgte am
Cellsorter bei Herrn Dr. D. Busch, im Institut fir Mikrobiologie, Immunologie und

Hygiene des Klinikums Rechts der Isar, der TU Minchen.
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2.2.4 Proteinchemische Methoden
2.2.4.1 Zellaufarbeitung fir die SDS PAGE

Neutrophile und Plattchen wurden isoliert (2.2.1.3; 2.2.1.4) und in einer
Konzentration von 1x10°> Neutrophile/ul bzw. 1x10° Plattchen/pl  in
Resuspensionspuffer resuspendiert. Die Proben wurden mit Kollagen (12 pg/ml),
Thrombin (0,01 U/mL) unter Zugabe einer 15 mM CacCl, Ldsung fur 15 Min. bei 37°C
stimuliert. Anschlielend wurde bei 2.260xg zentrifugiert. Das Pellet wurde im
Lysispuffer unter Zugabe von 2000 U/ml Aprotinin aufgenommen, ca. 1 Std. auf Eis
geruihrt und die Zellsuspension bei 18.990xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach

der Proteinbestimmung zur Durchfihrung von Western Blots eingesetzt.

2.2.4.2 Proteinbestimmungen

Als Standard fur die Proteinbestimmung wurde y-Globulin der Firma Biorad in einer
Konzentration von 120 pg/100 ul in Aqua bidest. geldst.

Der Standard wurde in einer Verdinnungsreihe jeweils 1:1 mit doppelt destilliertem
Wasser auf 60 pg/100 pl, 30 pg/100 pl, 15 pg/100 pl und 7,5 pg/100 pl verdinnt.

Protein Bestimmung nach Bradford:

Jeweils 100 pl des Standards wurden in ein Reagenzglas gegeben. Das zu
bestimmende Protein wurde verdinnt und jeweils 100 pl der Verdinnung in ein
Reagenzglas gegeben. Das Bradford Reagens wurde 1:5 mit Aqua bidest. verdinnt
und 2,5 ml der Mischung zu den Standards und Proteinlésungen pipettiert. Nach
einer 15-minutigen Inkubation wurde die Absorption bei einer Wellenlange von
595 nm gemessen. Aus der Standard-Kurve und dem Verdinnungsfaktor des

Proteins wurde die Proteinkonzentration der Probe bestimmt.

Protein Bestimmung mit der BCA-Methode

Jeweils 5 pl des Standards und der Probe wurden in eine 96 Loch-Platte pipettiert
und 25 pl der Lésung A und 200 pl der Losung B des Biorad BCA

Proteinbestimmungsassays zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 15 Min.
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wurde die Absorption photometrisch bei einer Wellenlange von 700 nm gemessen.
Aus der Standard-Kurve und dem Verdinnungsgrad der Probe konnte der
Proteingehalt ermittelt werden.

2.2.4.3 SDS-Polyacrylamid Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese dient der Auftrennung von
Proteingemischen nach ihrem Molekulargewicht. Die Wanderungsgeschwindigkeit
eines Proteins im elektrischen Feld hangt neben der Grol3e des Proteins auch von
der Ladung ab. Bei der SDS-PAGE werden die Proteine mit Natriumdodecylsulfat
denaturiert und erhalten dadurch eine definierte negative Ladung. Um zusatzlich eine
scharfere Bandentrennung zu erreichen wird Uber dem Trenngel ein Sammelgel
gegossen, in dem die Proteine fokussiert werden. Da die zu trennenden Proteine ein
Molekulargewicht von 47 kDa aufweisen, wurde in den meisten Fallen ein Gel mit
12 % Acrylamid eingesetzt. Nach der Proteinbestimmung der aufgearbeiteten Proben
wurden jeweils 50 pg der Probe in einem Reaktionsgefdl3 mit einem Viertel des
Probenvolumens des 4-fach Probenpuffers gemischt, kurz zentrifugiert und 3 Min. bei
95°C denaturiert. Anschliel3end wurden die Proben in die Taschen des Sammelgels
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 140 Volt. Zur Bestimmung der
Molekulargewichte wurde ein Farbmarker verwendet, in dem Proteine mit definiertem

Molekulargewicht enthalten sind.

2.2.4.4 Western Blot

Der Western Blot dient der Identifizierung von Proteinen in komplexen
Proteingemischen mittels spezifischer Antikérper. Nach der Auftrennung der Proteine
durch die SDS PAGE (2.2.4.3) wurden diese auf eine Membran transferiert und
dadurch immobilisiert. Auf der Membran erfolgte der Nachweis des Proteins mit
einem spezifischen Antikorper, der mit Hilfe eines zweiten Peroxidase-gekoppelten
Antikorpers visualisiert werden konnte.

Das Gel wurde nach der Auftrennung der Proteine ca. 1 Min. im Transferpuffer
equilibriert. Das Filterpapier, das als lonenresevoir diente, sowie die
Nitrocellulosemembran wurden auf die Gréf3e des Gels zugeschnitten und ebenfalls
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in Transferpuffer (ca. 5 Min.) gegeben. AnschlieBend wurden die Bestandteile in

folgender Reihenfolge auf die Anode gelegt:

I Kathode

E—— Flterpapier
Gel
Nitrocellulose Membran

Transfer

Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte in der Regel innerhalb von
90 Min. bei 35 mA. Die Amperzahl des Transfers errechnete sich dabei aus dem
Produkt der Flache des Gels mit dem Faktor 0,7. Die Effizienz des Transfers wurde
durch eine Farbung mit Ponceau S-Losung uUberprift. Nach dem Entfarben der
Membran mit TBS/T wurden zum Verhindern von unspezifischen Bindungen die
Membran 90 Min. in Blocking Buffer gelegt. AnschlieRend wurde die Membran fir
weitere 90 Min. mit dem ersten Antikérper (10 pg/ml in Blocking Buffer) bei
Raumtemperatur inkubiert. Der ungebundene und unspezifisch gebundene
Antikdrper wurde durch 3-maliges Waschen mit TBS/T Puffer fur 10 Min. entfernt.
Der Peroxidase gebundene Sekundarantikbrper wurde 60 Min. mit der Membran
inkubiert und nach 3-maligem Waschen mit TBS/T in eine Plastikfolie gelegt. Zur
Visualisierung der spezifischen Proteinbanden wurde eine 1:1 Mischung aus ECL1
und ECL2 auf die Membran aufgetragen und nach 1 Min. aus der Plastikfolie
gestrichen. Anschlielend wurde ein Rontgenfilm fir 1-6 Min. auf die Folie gelegt und

im Filmentwicklungsgerat (Kodak) entwickelt.

2.2.4.5 Natives Gel

Die Polyacrylamid Gelelektrophorese und der Western Blot fur ein natives Gel
entsprechen den unter 2.2.4.3 und 2.2.4.4 angegebenen Bedingungen. Lediglich die
Zusammensetzung des Probenpuffers, des Laufpuffers und des Gels sind veréandert,
da kein SDS enthalten ist. Das Laufverhalten der Proteine im nativen Gel ergibt sich

daher aus der Ladung und dem Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine.
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2.2.5 Laserscan Mikroskopie

Bei dem Laserscan Mikroskop handelt es sich um ein Fluoreszenzmikroskop, das
gegenuber der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie in der Lage ist,
Fluoreszenzfarbstoffe in einzelnen Zellschichten anzuzeigen. Damit konnte u.a.
Uberpruft werden, ob ein Fluorophor auf der Zellmembran oder innerhalb der Zelle
lokalisiert ist. Wir haben Mikrovesikel, die aufgrund ihrer Grof3e teilweise nicht im
Lichtmikroskop zu erkennen sind, mit einem Fluoreszenzfarbstoff angefarbt um ihre
Adhésion an Zellen zu untersuchen. Mikrovesikel wurden aus 100 ml Blut isoliert
(2.2.1.5) und in 9 ml Resuspensionspuffer geldst. Um die Lipidmembran spezifisch
anzufarben wurde 1 ml einer 1 mM L&sung von Quinacrin zugesetzt und fur 1 Std.
bei 37°C inkubiert. Durch eine 1-stindige Zentrifugation bei 160.000xg und 4°C
wurde der Uberschissige Farbstoff entfernt. Die gefarbten Mikrovesikel wurden
anschlieBend in 200 ul Resuspensionspuffer geldst. Neutrophile und Plattchen
wurden isoliert (2.1.1.3; 2.1.1.4) und in einer Konzentration von 1x10°
Neutrophilen/ml bzw. 1x10’ Plattchen/ml resuspendiert. Um die Adhasion der
Mikrovesikel an die Zellen zu analysieren, wurden 40 ul der Mikrovesikelldsung zu
einigen Proben pipettiert. Alle Proben wurden auf ein Gesamtvolumen von 200 pl
gebracht. Zur Charakterisierung der beteiligten Adhasionsmolektile wurden die Zellen
vor Zugabe der Mikrovesikel mit Antikdrper gegen Adharenzrezeptoren fur 10 Min.
vorinkubiert. Die Proben wurden ohne oder mit Kollagen (12 pg/ml) fir 5 Min. bei
37°C im Wasserbad inkubiert und die ungebundenen Mikrovesikel in einer
Eppendorfzentrifuge bei 2.260xg abzentrifugiert. Jeweils 20 ul der Probe wurde auf
einen Objekttrager aufgetragen. Um die Adhasion der Zellen auf dem Untergrund
sicher zu stellen, wurden 20 pl einer 5 mM CaCl, Loésung zugegeben und mit einem
Deckglaschen fixiert. Die Proben wurden mit Hilfe eines Laserscanmikroskops
analysiert. Die Fluoreszenz von Quinacrin wurde bei einer Emissionswellenlange von

510 nm bestimmt.

2.2.6 Faktor Xa Bildung

Die funktionelle Aktivitat von Tissue Factor &3t sich aus der Bildung des aktivierten
Faktors X (Faktor Xa) bestimmen. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich, spaltet der Tissue
Faktor/Faktor Vlla Komplex den Faktor X entweder direkt oder indirekt Uber eine
Faktor IX Aktivierung. Der gebildete Faktor Xa spaltet das Substrat S2222. Dabei
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entsteht ein Produkt das bei 405 nm absorbiert und dadurch photometrisch bestimmt
werden kann.

Die Blutgerinnungsfaktoren wurden dabei in Form des Arzneimittels Beriplex
zugefigt, das neben den Gerinnungsfaktoren VII, X, IX zusatzlich auch die im Blut
enthaltenen anticoagulatorischen Proteasen Antithrombin und Protein C enthalt.
Somit werden entsprechend den Bedingungen im Vollblut nicht nur die
prokoagulatorischen, sondern auch die antikoagulatorischen Bedingungen
bericksichtigt. Die isolierten Blutzellen (vgl. 2.2.1.2-2.2.1.4) wurden zur Messung der
prokoagulatorischen Aktivitat in einem Verhaltnis entsprechend ihrer Konzentration
im Blut eingesetzt. Dabei wurden 1x10° Monozyten, 1x10° Neutrophile und 1,5x10’
Plattchen alleine oder in Kombination mit anderen Zellen in einem Gesamtvolumen
von 50 pl des Resuspensionspuffer aufgenommen. Im Falle der Zugabe von
Antikdrpern oder anderer Substanzen (Inhibitoren) wurden die Zellen fur 10-20 Min.
bei 37°C vorinkubiert. Im Allgemeinen wurden die Zellen fir 5 Min. bei 37°C im
Wasserbad mit 12 pg/ml Kollagen stimuliert. Nach Abschlul3 der Kollagen
Stimulierung wurden die Proben in eine 96 Loch Platte pipettiert. Zur Umrechnung
der optischen Dichte in Units/ml wurde bei jeder Messung eine Konzentrationsreihe
unter Verwendung eines rekombinanten humanen Tissue Factors ermittelt
(0,05 mU/ml, 0,1 mU/ml, 0,2 mU/ml, 0,4 mU/ml, 0,8 mU/ml und 1,6 mU/ml). Nach
Zugabe von je 50 pul CaCl, Loésung und 100 pl einer LOsung aus
Resuspensionspuffer, Substrat S2222 und Beriplex (3,375 ml Resuspensionspuffer,
400 ul S2222, 225 ul Beriplex) zu den Proben und den Standards wurde der Anstieg
der optischen Dichte Uber einen Zeitraum von 30 Min. mit einem ELISA Reader

photometrisch bei Raumtemperatur bestimmt.

2.2.7 Thrombelastographie

Die Thrombelastographie stellt gegenwartig die einzige anerkannte Methode zur
Bestimmung der Fibrinbildungsrate im Vollblut dar und erlaubt daher eine funktionelle
Erfassung des Blutgerinnungssystems unter Bedingungen, die der in vivo Situation
nahe kommt. Das Prinzip des Thrombelastographen beruht darauf, daf3 ein Stempel
der sich langsam vor und zuriick bewegt, in ein Gefald mit Vollblut taucht. Wird nun
durch einen Stimulus die Bildung von Fibrinpolymeren ausgel6st, so wird der
Bewegung des Stempels ein Widerstand entgegengesetzt, der sich in der
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Auslenkung eines Schreibers wiederspiegelt. Die Fibrinbildungsrate (coagulation
time; CT) und die Thrombuswachstumsrate (clot formation time; CFT) werden dabei

in Sekunden angegeben.
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Abb. 8: Links: Aufbau eines Thrombelastographen;

Rechts: Bestimmung der Gerinnungszeit (CT, clotting time; Zeit bis zum Beginn der
Gerinnselbildung) und der Gerinnselbildungszeit (CFT, clot formation time; Zeit ab
Beginn der Gerinnselbildung bis zum Erreichen der Amplitude von 20 mm)

Vollblut wurde in einer Spritze mit Citrat ohne oder mit Korntrypsininhibitor
(CTI; 32 pg/ml) abgenommen. 300 pl Blut wurden in ein TEG Cap pipettiert und
ohne/mit Kollagen (12 pg/ml) versetzt. Durch die Zugabe von 60 pl einer 100 mM
CaCl,/10 mM Hepes Losung wurde die Gerinnung gestartet. Der Zusatz von
Antikérpern und Inhibitoren erfolgte immer vor der Stimulation. Fur die LPS
Stimulation wurde das Vollblut zun&chst fir 3 Std. mit LPS in einer Konzentration von
1 pg/ml vorinkubiert und anschlie3end die CaCl,-Losung bzw. Kollagen zugegeben.
Im Falle der Leukozytenentnahme wurde das frisch gewonnene Blut bei 170xg
zentrifugiert und der Buffy coat entnommen. Die Mikrovesikel wurden aus dem Blut
durch Zentrifugation des mikrovesikelhaltigen Plasmas bei 200.000xg entfernt. Das
mikrovesikelfreie Plasma (2.2.1.5) wurde anschlielend wieder mit dem restlichen
Blut vermischt. Fur die Kontrolle (mikrovesikelhaltiges Blut) wurden die Mikrovesikel

vor der Zugabe zum Blut wieder im mikrovesikelfreiem Plasma geldst.
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Herstellung des im aktiven Zentrum inaktivierten Faktors Vlla (Vlla) fur TEG-
Messungen und Faktor Xa Bildung

Der Faktor Vlla (2,4 mg; Novoseven) wurden in 1,3 ml eines Hepes/NaCl Puffers
geldst und mit der 10-fachen molaren Menge von Phe-Phe-Arg-Chloromethylketon
(0,268 mg CMK) 1 Std. bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die
Losung in Centricons mit einem Ausschlussgewicht von 10 kDa bei 1.050xg
zentrifugiert, um freies CMK zu entfernen. Die Centricons wurden mehrfach mit dem
Hepes/NaCl Puffer gespult. Die Umsetzung des Faktors Vila zu dem im aktiven
Zentrum inhibierten Faktor Vlla (Vlla) erfolgt im Verhéltnis 1:1 und wurde

anschlielRend mit Hilfe der Thrombelastographie tberpruft.

2.2.8 Elektronenmikroskopie

Um die Durchmesser und Morphologie der im Blut befindlichen Mikrovesikel zu
analysieren (Abb. 7), wurden die Mikrovesikel aus 50 ml Vollblut isoliert und in 100 pl
PBS/EDTA Puffer gelost. Anschlieend wurden die Mikrovesikel mit dem gleichen
Volumen einer 2 %igen Paraformaldehydlosung Uber Nacht bei 4°C fixiert. Nach
Einbettung in Methylzellulose wurden die Mikropartikel im Elektronenmikroskop des
Anatomischen Instituts der LMU Minchen in Kooperation mit Frau Dr. Mechthild
Stockelhuber analysiert.

Mikrovesikel wurden auferdem im stimulierten Vollblut (Kollagen 12 pug/ml) auf eine
Tissue Factor Prasentation untersucht. Dafiir wurde das Blut nach einer 10-minutigen
Stimulation fur 30 Min. mit dem anti-Tissue Factor Antikdrper VIC7 (10 pg/ml)
inkubiert. Das Blut wurde mit Lysingsolution lysiert und fixiert. Der anti-Tissue Factor
Antikdrper wurde mit einem goldgelabelten Zweitantikdrper (& 10 nm) visualisiert und
mit Hilfe der Elektronenmikroskopie untersucht.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen unstimulierter Plattchen entstanden in
Kooperation mit Professor Dr. Eberhard Morgenstern, Medizinische Biologie der
Universitat des Saarlandes. Gewaschene isolierte Plattchen wurden mittels einer
Kryofixationseinheit auf einem  Metallspiegel fixiert und anschlielRend
gefriergetrocknet. Serielle Schnitte des Praparates wurden angefertigt. Das Praparat
wurde 1 Std. mit einem anti-Tissue Factor Antikdrper (VD8; 1 Std., 20°C) inkubiert

und mit einem goldgelabelten Zweitantikbrper (@ 6 nm; 20 pg/ml) visualisiert
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(1 Std., 20°C). Die Proben wurden mit einem Elektronenmikroskop EM 109

untersucht.

2.2.9 Chemilumineszenz Messung

Die Bestimmung der zellularen Bildung bzw. Freisetzung von Superoxidanion erfolgte
mittels Chemilumineszenz. Dabei wurde der Chemilumineszenz-Farbstoff L012
verwendet, der mit einer hohen Spezifitdt und Sensitivitdt Superoxidanion
nachweisen kann. Bei dieser Methode wird der Anstieg emittierter Photonen pro
Zeiteinheit (Relative light units = RLU/Sekunde) bei 550 nm mit Hilfe eines

Spektrophotometers gemessen. Neutrophile wurden isoliert (2.1.1.3) und in einer
Zellzahl von 50.000 Neutrophile/240 pl Resuspensionspuffer eingestellt. Nach
Zugabe von 30 pl einer 23 mM CaCl, Losung und 30 pl einer 1000 puM LO12-L6ésung
wurde die basale Superoxidanion Produktion der Zellen gemessen, bis sich ein
konstanter Wert einstellte. AnschlieBend wurden die Zellen mit Kollagen (12 pg/ml)

stimuliert.

2.2.10 Double Sandwich ELISA

Isolierte Monozyten (Cellsorter), Neutrophile (2.2.1.3) und Plattchen (2.2.1.4) wurden
durch wiederholtes einfrieren (-20°C) und auftauen lysiert und der enthaltene Tissue
Factor durch eine 30-minttige Inkubation (37°C) in einem 0,1 %igen Tritonpuffer
solubilisiert. Nach Bindung des Tissue Factor Antikorpers I1ID8 (10 pg/ml) an eine
Mikrotiterplatte wurden die Zelllysate fur 2 Std. mit dem Antikérper inkubiert. Nach 3-
maligem Waschen wurde der Peroxidase-gekoppelte Tissue Factor Antikoérper VIC7
zugegeben (2 Std.) und nach Zugabe des Substrates o-Phenylendiamin die
Absorption mit einem Photometer bei 492 nm gemessen. Die Tissue Factor
Konzentration wurde mit Hilfe einer Standardkurve aus humanem Tissue Factor

Protein bestimmt.
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2.2.11 Statistik

Die statistische Signifikanz *p wurde mit der Software Stat Win (Jandel Cooperation)
berechnet. Der Vergleich der Mittelwerte erfolgte mit Hilfe des t-Testes (bei
Normalverteilung) oder des Mann-Whitney-Rank-Sum-Tests (bei  Nicht-
normalverteilung der Werte). Die Werte sind als Mittelwerte £+ Standardabweichung

ausgedruckt. Die *p-Werte < 0,05 wurden als signifikant bezeichnet.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Schnelle Prasentation von Tissue Factor in Plattchen-Leukozyten-

Komplexen

Um den Einflul3 einer Langzeitstimulation von Monozyten auf den Gerinnungsstart
Uber den Tissue Factor zu untersuchen, wurde neben den bereits als aktivierend
bekannten Lipopolysacchariden auch der physiologische Stimulus Kollagen
analysiert. Zu diesem Zwecke wurde Vollblut bis zu 120 Min. mit Kollagen (Typ 1;
12 pg/ml) stimuliert und sofort fixiert. Im Vollblut wurden anschlieRend die
Leukozytenfraktionen auf einen Anstieg von Tissue Factor Antigen in der
Flowcytometrie analysiert. Dabei ergab sich unerwarteterweise innerhalb weniger
Minuten ein signifikanter Anstieg von Tissue Factor Antigen auf der Oberflache von
CD15- und CD14-positiven Blutkomponenten. Die CD15- und CD14-positiven Zellen
wurden nach ihrer GrolRe und Granularitdt als Neutrophile und Monozyten
identifiziert. Ein Maximum der Tissue Factor Prasentation auf der Oberflache der
Neutrophilenfraktion wurde bereits nach 5 Min. erreicht. Die Tissue Factor Exposition
auf den Monozyten zeigte ein Maximum nach 10-minttiger Stimulation mit Kollagen
(Abb. 9).
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Abb. 9: Vollblut wurde fir unterschiedliche Zeitintervalle mit Kollagen stimuliert,
fixiert und mit FITC gelabeltem anti-Tissue Factor Antikdrper (0,5 nug/50 ul) gefarbt.
Die Prasentation von Tissue Factor Antigen assoziiert mit Neutrophilen oder
Monozyten wurde in der Flowcytometrie gemessen. Die Werte wurden mit Hilfe der
Negativ-Kontrolle korrigiert. n=6; *p<0,05 (gegen 0 Min.-Wert)
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Um den optimalen Anstieg der Tissue Factor Prasentation zu erfassen, wurde in den
folgenden Versuchen jeweils 5 Min. mit Kollagen stimuliert, da nach diesem
Zeitintervall sowohl in der Monozyten- wie auch in der Neutrophilenfraktion ein

signifikanter Anstieg des Tissue Factor Antigens zu verzeichnen war.

3.2 Plattchenabhangigkeit der Prasentation von Tissue Factor auf Leukozyten

Da Kollagen ein starker Plattchenagonist ist, wurde die Rolle der Thrombozyten fur
die Prasentation des intravaskularen Tissue Factors untersucht. Plattchenarmes
Vollblut und plattchenreiches Vollblut wurde mit Kollagen inkubiert und die
Leukozytenfraktion auf das Tissue Factor Antigen mittels Flowcytometrie untersucht.
Eine Reduktion der Plattchenzahl im Blut verminderte die mit den Monozyten und

Neutrophilen assoziierte Tissue Factor Prasentation (Abb. 10).
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Abb. 10: Plattchenreiches und plattchenarmes Vollblut wurde fir 5 Min. mit Kollagen
(12 pg/ml) stimuliert und die Exposition von Tissue Factor in den
Leukozytenfraktionen untersucht. Kontrolle (plattchenreiches Blut) = 100 %; n=6;
*p<0,05 (gegen Kontrolle)
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3.3 Lokalisierung des Intravaskularen Tissue Factors

Aufgrund der kurzen Stimulationsperiode war eine de novo Synthese von Tissue
Factor auszuschlieRen. Wir gingen daher davon aus, daf} es sich bei dem auf der
Oberflache der Leukozyten préasentierten Tissue Factor um praformiert vorhandenes
Protein handelte. Um die Lokalisierung des praformierten Tissue Factors im Blut zu
erfassen, wurden Lysate von isolierten Plattchen, Neutrophilen und Monozyten auf
ihren Tissue Factor Gehalt mit Hilfe eines Double Sandwich ELISAs untersucht.
Wahrend in den Neutrophilen und den Monozyten kein Tissue Factor nachweisbar
war, enthielten die Plattchen Uberraschenderweise Tissue Factor in einer

Konzentration von 56 pg/mg Protein (Tab.1).

Tab. 1: Der Tissue Factor Gehalt isolierter Zellen wurde mit Hilfe des Double
Sandwich ELISAs ermittelt. Mittelwerte = Standardabweichung; n=4

Monozyten Neutrophile Plattchen

Tissue Factor

. <Detektionslimit | <Detektionslimit 56 +12
(pg/mg Protein)

Isolierte Plattchen und Neutrophile wurden auf3erdem in einem nativen Gel
aufgetrennt und auf Tissue Factor Antigen mit Hilfe eines Western Blots untersucht.
In Plattchen konnte unter Verwendung von zwei verschiedenen Antikdrpern, die
gegen verschiedene Epitope der extrazellularen Domane des Tissue Factors
gerichtet sind, Tissue Factor Antigen festgestellt werden. In Neutrophilen wurde

hingegen kein Tissue Factor gefunden (Abb.11).

Plattchen Neutrophile
- -
VIC7 VD8 VIC7

Abb. 11: Analyse der Anwesenheit von Tissue Factor in unstimulierten Plattchen und
Neutrophilen mittels Western Blot. Die Zellen wurden in einem nativen 5 % Gel
aufgetrennt und mit dem anti-Tissue Factor Antikorper VD8 (10 pg/ml) oder VIC7
(10 pg/ml) geféarbt. n=3
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Die intrazellulare Lokalisation des Tissue Factors in den unstimulierten
Thrombozyten wurde schlieBlich mittels Elektronenmikroskopie analysiert. Dabei
wurde Tissue Factor hauptséchlich in den a—-Granula (G) und dem open canalicular
system (OCS) gefunden (Abb. 12 a-d). Innerhalb der a-Granula war der Tissue
Factor mit der Membran assoziiert (Abb. 12 a) oder in der Matrix lokalisiert (12 c-d).
Ein Teil des Plattchen Tissue Factors wurde auf3erdem in Clustern an der
Plattchenoberflache (PO) nachgewiesen (Abb. 12 a, d). In den dichten Granula, den
Mitochondrien und im Cytoplasma der Plattchen war kein Tissue Factor vorhanden.
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Abb. 12: Gewaschene isolierte Plattchen wurden fixiert und Gefrierschnitte des
Praparates angefertigt. Die Schnitte wurden mit dem anti-Tissue Factor Antikdrper
VD8 (20 pg/ml) fur eine Stunde (20°C) inkubiert. Nach Zugabe des goldmarkierten
Zweitantikorpers (Partikel mit 6 nm Durchmesser; 20 pug/ml) wurden die Schnitte mit
Hilfe eines Elektronenmikroskops auf Tissue Factor Antigen untersucht.
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3.4 Tissue Factor isolierter intakter Plattchen ist funktionell inaktiv

Nachdem die Anwesenheit von Tissue Factor in den Plattchen durch verschiedene
Methoden nachgewiesen war, untersuchten wir ob der intravaskulare Tissue Factor
der Plattchen durch Stimulierung auf der Zellmembran prasentiert wird. Tatséchlich
fuhrte die Stimulation isolierter Plattchen zu einem Anstieg von Tissue Factor Antigen
auf der Plattchenoberflache (Abb. 13a). Das Ausmal} der Tissue Factor Prasentation
hing dabei vom Stimulus ab. ADP, ein schwacher Plattchenagonist, hatte nur einen
geringen EinfluR auf die Tissue Factor Prasentation. Kollagen und Thrombin
dagegen fihrten zu einem signifikanten Anstieg der Tissue Factor Exposition.
Parallel zu der genannten Exposition wurde der Aktivierungsgrad der Plattchen
anhand der P-Selektin Prasentation auf der Zellmembran der Plattchen bestimmt
(Abb. 13b).
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Abb 13: a) Tissue Factor Prasentation auf der Oberflache stimulierter Plattchen.
Isolierte Plattchen wurden mit ADP (10 pM), Kollagen (12 pg/ml), Thrombin
(0,1 U/ml) und Kollagen (5 pg/ml) + Thrombin (0,1 U/ml) stimuliert und die Tissue
Factor Exposition mit Hilfe der Flowcytometrie gemessen. b) Die P-Selektin
Exposition der Plattchen wurde durch die verschiedenen Agonisten auf &hnliche
Weise stimuliert wie die Tissue Factor Prasentation. n=6; *p<0,05
(gegen Kontrolle = unstimulierte Plattchen)
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Als nachstes Uberpriften wir, ob der auf der Oberflache der aktivierten Thrombozyten
prasentierte Tissue Factor funktionell aktiv war. Hierbei wurde ein einstufiger
Gerinnungstest verwendet, der auf der Aktivierung des Faktors X durch den Tissue
Factor/Faktor Vlla Komplex basiert. Die prokoagulatorische Aktivitat isolierter
Plattchen wurde vor und nach Stimulation mit Kollagen analysiert. Der Plattchen-
Tissue Factor erwies sich dabei als funktionell inaktiv. Erst eine Stimulation der
Thrombozyten mit dem Kalziumionophor A23187 fuhrte zu einer deutlichen
Steigerung der Faktor Xa Bildung. Die prokoagulatorische Aktivitat wurde zu 50 %
durch den anti-Tissue Factor Antikorper VIC7 gehemmt (Abb. 14).

*

[any
(&)
)

a)

[y
o
1

6]
1

Zunahme der Xa Bildung
(facher Anstieg gegen Kontrolle)

N .

Kontrolle Kollagen A23187 A23187
+ VIC7

Abb. 14: Isolierte Plattchen wurden stimuliert und die funktionelle Aktivitat des Tissue
Factors mit Hilfe der Faktor Xa Bildung untersucht. Eine 5-minutige Inkubation mit
Kollagen (12 pg/ml) fuhrte zu keinem Anstieg der prokoagulatorische Aktivitat. Erst
die Stimulation mit dem Kalziumionophor A23187 (3 puM) forderte die Faktor Xa
Bildung. Kontrolle = unstimulierte Plattchen; n=4; *p<0,05 a) vs. Kontrolle;
b) vs. A23187 stimulierte Plattchen

3.5. Leukozyten-assoziierter Tissue Factor |6st im Vollblut Fibrinbildung aus

Zur Untersuchung der funktionellen Aktivitat des Plattchen-assoziierten Tissue
Factors im Vollblut wurde die Auswirkung von Kollagen auf die Fibrinbildung mit Hilfe
der Thrombelastographie gemessen. Mittels Thrombelastographie kann die
Fibrinbildung im Vollblut unter nahezu physiologischen Bedingungen gemessen
werden. Die Zugabe von Kollagen (12 pg/ml) zum Vollblut erhéhte sowohl die
Fibrinbildungsrate (coagulation time; CT), als auch das Thrombuswachstum (clot
formation time; CFT) (Abb. 15; Tab. 2). Der im aktiven Zentrum inaktivierte Faktor
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Vila (Vllaj), der mit einer hoheren Affinitdt an Tissue Factor bindet als Faktor Vila,
wie auch der anti-Tissue Factor Antikérper VIC7 bewirkten eine Verzdgerung der
Fibrinbildung und des Thrombuswachstums im stimulierten Vollblut. Die Negativ-
Kontrolle hatte keinen Effekt auf die Fibrinbildung. Die Fibrinbildung konnte also
durch zwei voneinander unabh&ngige Inhibitoren des Tissue Factor/Faktor Vlla
Komplexes gehemmt werden. Die durch Kollagen induzierte Fibrinbildung wurde

demnach durch den Tissue Factor/Factor Vlla Komplex ausgelost.

CT CFT
I |
[ —
Kontrolle Kollagen+TF-Antikdrper
Kollagen Kollagen+Vlla;

Abb. 15: Fibrinbildungsrate (CT) und Thrombuswachstum (CFT) wurden im Vollblut
nach Recalcifizierung mit Hilfe der Thrombelastographie bestimmt. Der Anstieg der
Fibrinbildungsrate und des Thrombuswachstums nach Stimulation mit Kollagen
(22 pg/ml) wird durch den Tissue Factor/Faktor Vila Komplex ausgeldst, da sowohl
Vila; (500 nM) als auch der anti-Tissue Factor Antikérper VIC7 (20 pg/ml) die
Fibrinbildung und das Thrombuswachstum hemmen

Um sicher zu gehen, dald in der Thrombelastographie wirklich die Fibrinbildung
gemessen wird, wurde das Vollblut zusatzlich mit Hirudin (30 ng/ml) antikoaguliert.
Hirudin inhibiert selektiv Thrombin. Die Fibrinbildung konnte durch Hirudin vollstandig
gehemmt werden (Kollagen: CT=1223 s £ 195 s; Kollagen + Hirudin: CT>1800 s).
Eine 3-stindige Inkubation von Vollblut mit Lipopolysaccharid (LPS 1 pg/ml), das
eine transkriptionelle Aktivierung der Tissue Factor Expression bei Monozyten
bewirkt, fihrte zu einer &hnlichen Fibrinbildungsrate wie Kollagen. Die Zugabe von
Kollagen (12 pg/ml) zu LPS stimuliertem Vollblut fihrte zu einer zusatzlichen

Verstarkung der Fibrinbildung (Tab. 2).
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Tab. 2: Fibrinbildung und Thrombuswachstum nach Aktivierung von Vollblut mit
verschiedenen Stimuli. MW + S.D.;n=10; *p<0,05 (gegen Kollagen stimuliertes Blut)

Kontrolle |Kollagen |VIC7 Vilai LPS LPS+ |IgG
Kollagen
CT (s) 728+138*(414+98 |712+148*|648+86* |385+13 (272160 |426+83

CFT (s) |362+74 |206+88 |522+128*|422+138 [289+66 |370+59 |470+167

Der Kontakt von Blut mit kinstlichen Oberflachen fihrt im Allgemeinen zu einer
Aktivierung des intrinsischen Systems der Gerinnung. Um die Oberflachenaktivierung
zu hemmen, wurde das Blut mit Korntrypsininhibitor (CTI; 32 pg/ml), einem
spezifischen Inhibitor des Faktors Xlla, vorinkubiert. Auch nach Hemmung des
Kontaktaktivierungssystems bewirkte Kollagen eine Steigerung der Fibrinbildung. Die
Kollagen stimulierte Fibrinbildung wurde auch unter diesen Bedigungen durch den
anti-Tissue Factor Antikdrper VIC7 (20 ug/ml) gehemmt (Abb. 16; Tab. 3).

Kontrolle Kollagen Kollagen+
TF-Antikorper

Abb. 16: Vollblut wurde mit CTI (32 pg/ml) vorinkubiert, um das
Kontaktaktivierungssystem der Gerinnung zu hemmen. Kollagen (12 pg/ml) férdert
auch nach Hemmung des Kontaktaktivierungssystems die Fibrinbildung in der
Thrombelastographie.

Tab. 3: Mittelwert und Standardabweichungen der Thrombelastographie unter CTI
Bedingungen (32 pg/ml). n=5; *p<0,05 (gegen Kollagen stimuliertes Blut)

mit CTl |Kontrolle |Kollagen |VIC7

CT(s) [|1223+195*|858+189 [1262+179*
CFT (s) |647+143* |367+77 [521+105
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3.6 Leukozyten-Plattchen-Konjugate aktivieren den thrombozytaren Tissue
Factor

Da die aktivierten Plattchen alleine die Bildung von Faktor X nicht stimulierten, im
stimulierten Vollblut aber die Fibrinbildung ausldsten, muf3te der Plattchen-Tissue
Factor funktionell inhibiert sein. Die Lokalisation des Plattchen-Tissue Factors in
Plattchen-Leukozyten-Komplexen im Vollblut gab uns einen ersten Hinweis, dald
maoglicherweise Leukozyten eine Rolle in der Aktivierung des intravaskularen Tissue
Factors spielen. Isolierte Monozyten und Neutrophile alleine wiesen ebenfalls keine
prokoagulatorische Aktivitat nach Stimulation mit Kollagen auf. Jedoch kam es in
Suspensionen aus isolierten Neutrophilen und Plattchen bzw. isolierten Monozyten
und Plattchen zu einer deutlichen Steigerung der Faktor Xa Bildung nach Stimulation
mit Kollagen (Abb. 17). Bei Anwesenheit von Plattchen, Neutrophilen und Monozyten

war eine zusatzliche Verstarkung der Faktor Xa Bildung festzustellen.
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Abb. 17: Kollagen férdert die prokoagulatorische Aktivitat in Plattchen-Leukozyten-
Suspensionen. Isolierte Monozyten (1x10°) oder isolierte Neutrophile (1x10°) wurden
5 Min. mit oder ohne Kollagen (12 pg/ml) inkubiert. In weiteren Ansétzen der
Plattchen-Leukozyten-Suspensionen wurden isolierte Plattchen (1x107) vor der
Kollagen Stimulation zugegeben. n=10; *p<0,05 (gegen unstimulierte Plattchen)

Die in den Plattchen-Leukozyten-Suspensionen beobachtete Faktor Xa Bildung
konnte durch die spezifischen anti-Tissue Factor Antikdrper VIC7, VD8 und 4504
nahezu vollstandig gehemmt werden. Die Antikérper sind gegen verschiedene

Epitope der extrazellularen Domane im Tissue Factor gerichtet. Auch der im aktiven
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Zentrum inaktivierte Faktor Vlla (Vlla) inhibierte die Bildung des Faktors Xa fast
vollstdndig. Damit wurde gezeigt, dal’ der Tissue Factor/Faktor Vila Komplex fur die
Aktivierung des Faktors X in den Suspensionen aus Plattchen und Leukozyten
verantwortlich ist. (Abb. 18).
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Abb. 18: Die Faktor Xa Bildung in Kollagen (12 pg/ml) stimulierten Plattchen-
Leukozyten-Suspensionen wurde durch Vila; (10 nM) sowie durch die anti-Tissue
Factor Antikérper VIC7 (20 pg/ml), VD8 (20 pg/ml) und 4504 (20 pg/ml) gehemmt.
n=6; *p<0,05 (gegen Kontrolle = Plattchen-Leukozyten-Suspensionen)

In Anwesenheit eines Antikdrpers gegen P-Selektin, einem Plattchenrezeptor, der die
Adhasion der Thrombozyten an Neutrophile und Monozyten vermittelt, nahm die
Faktor Xa Bildung ab (Abb. 19). Nach Zugabe eines AntikGrpers gegen CD40L,
einem weiteren Adhasionsprotein der Plattchen, war die Faktor Xa Bildung
tendenziell vermindert. Der Kontroll-Antikérper zeigte keinen Effekt. Die Ergebnisse
lieBen vermuten, dalR eine Adhéasion der Plattchen an die Neutrophilen und
Monozyten fur die funktionelle Aktivierung des Plattchen-Tissue Factors essentiell
war. Um zu Uberprifen, ob dies auch im Vollblut der Fall war, wurde die
Fibrinbildungsrate und das Thrombuswachstum in Anwesenheit des anti-P-Selektin
Antikdrpers analysiert. In der Tat reduzierte der Antikérper die Fibrinbildung. Ein
ahnlicher Effekt wurde durch die Entnahme der Leukozyten aus dem Blut erzielt,
wogegen die Zugabe der Leukozyten zum Vollblut die Fibrinbildung wieder
beschleunigte (Abb. 20).



Ergebnisse 49

O Neutrophile
Kontrolle

*
Ant ol E
*
- q

0 50 100
% Xa Bildung der Kontrolle

B Monozyten

Abb. 19: Plattchen-Monozyten- und Plattchen-Neutrophilen-Suspensionen wurden
ohne bzw. mit anti-P-Selektin Antikdrper (10 pg/ml) vorinkubiert und mit Kollagen

(12 pg/ml) stimuliert. Kontrolle = Plattchen-Leukozyten-Suspensionen; n=5; *p<0,05
(gegen Kontrolle)

Kollagen . Anti-P-Selektin

-

Leukozytenentnahme Leukozytenzugabe

Abb. 20: EinfluR einer Hemmung der Plattchen-Leukozyten-Interaktion auf die
Fibrinbildung. Die Zugabe des anti-P-Selektin Antikdrpers (20 pug/ml) zu Kollagen
(12 pg/ml) stimulierten Vollblut sowie die Leukozytenentnahme verzégerten die
Fibrinbildung und die Gerinnselbildung. Nach Wiederzugabe des Buffy coats kommt
es zu einer Verkirzung der CT und CFT.
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3.7 Inhibitoren leukozytarer Proteasen vermindern die Faktor Xa Bildung

Nach den bisherigen Ergebnissen war davon auszugehen, dal3 der Plattchen-Tissue
Factor per se in einem funktionell inaktiven Zustand vorlag und erst durch die
Interaktion mit den Neutrophilen (und Monozyten) aktiviert wurde. Wir priften
zunachst, ob der in den Plattchen vorhandene Tissue Factor Pathway Inhibitor
(TFPI), der physiologische Inhibitor des Tissue Factors, an der Inaktivierung des
Tissue Factors beteiligt war. Stimulierte Plattchen setzen innerhalb weniger Minuten
nach ihrer Aktivierung TFPI frei (Novotny, 1988). Sobald Faktor X durch den Tissue
Factor/Faktor Vlla Komplex aktiviert wird, ist TFPI in der Lage diesen Komplex durch
Bildung eines quaterndren Komplexes zu inhibieren. Tatsachlich fuhrte die Zugabe
eines anti-TFPI Antikorpers zu isolierten Plattchen zu einer 7-fachen Erhdhung der
prokoagulatorischen Aktivitat. Auf3erdem ist bekannt, dal3 aktivierte Leukozyten
Proteasen sezenieren, die TFPI spalten kodnnen. Um zu U0Uberprifen, ob
Serinproteasen der Neutrophilen an der Aktivierung des Tissue Factors beteiligt
waren, wurden den Neutrophilen-Plattchen-Suspensionen spezifische Inhibitoren
gegen Serinproteasen zugegeben. In Anwesenheit von a;-Antitrypsin, einem Inhibitor
der neutrophilen Elastase, war die Xa Bildung um mehr als 50 %
gehemmt. a;—Antichymotrypsin, ein Inhibitor der Serinprotease Cathepsin G,

reduzierte die prokoagulatorischen Aktivitat nicht signifikant (Abb. 21).
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Abb 21: Gemische aus isolierten Neutrophilen und Plattchen wurden mit bzw. ohne
a-Antitrypsin - (10 pg/ml) bzw. a;—Antichymotrypsin (10 pg/ml) far 10 Min.
vorinkubiert und mit Kollagen stimuliert. n=4; *p<0,05
(gegen Kontrolle = Neutrophilen-Plattchen-Suspension)
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3.8 TFPI wird von leukozytéaren Proteasen gespalten

Um zu Uberprufen, ob die funktionelle Aktivierung des Plattchen-Tissue Factors
maoglicherweise Uber eine Inaktivierung von TFPI durch leukozytdre Proteasen
vermittelt wird, wurden Suspensionen aus Plattchen und Neutrophilen stimuliert und
mit Hilfe eines Western Blots auf Spaltprodukte des TFPIs untersucht. Als Kontrolle
wurden isolierte aktivierte Plattchen und Neutrophile eingesetzt. Wahrend in der
Fraktion der stimulierten isolierten Plattchen lediglich die Bande eines full length
TFPIs (47 kDa) vorhanden war, fanden sich in der aktivierten Suspension aus
stimulierten Plattchen und Neutrophilen Abbauprodukte des TFPIs. Neutrophile
wurden als Negativ-Kontrolle eingesetzt, da sie kein TFPI Protein enhielten
(Abb. 22).
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Abb. 22: Isolierte Plattchen und Plattchen-Neutrophilen-Suspensionen wurden mit
Kollagen (12 pg/ml) und Thrombin (0,01 U/ml) in einem kalziumhaltigen Puffer
(15 mM) stimuliert und mit Hilfe eines Western Blots auf TFPI untersucht. Die
Abbauprodukte des TFPI wurden mit einem polyklonalen anti-TFPI Antikoérper
(10 pg/ml) nachgewiesen. 1: stimulierte Plattchen; 2: stimulierte Plattchen-
Neutrophilen-Suspensionen; 3: stimulierte Neutrophile;

Inkubiert man die Plattchen-Neutrophilen-Suspensionen vor ihrer Stimulation mit
Antikdrpern gegen die Adhasionsrezeptoren P-Selektin, PSGL-1 und CD18, die die

Interaktion zwischen Plattchen und Neutrophilen vermittelten, so wurde der Abbau
von TFPI gehemmt (Abb 23).

47kDa— . -

1 2 3 4
Abb. 23: Plattchen-Neutrophilen-Suspensionen wurden vor der Kollagen Stimulation
mit je 20 pg/ml eines Antikdrpers gegen P-Selektin (2), PSGL-1 (3) und CD18 (4)
inkubiert. Als Kontrolle diente die Plattchen-Neutrophilen-Suspension alleine (1).
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Fur die Identifizierung der beteiligten Proteasen am Abbau von TFPI wurden die
aktivierten Plattchen-Neutrophilen-Suspensionen mit spezifischen Inhibitoren gegen
leukozytare Proteasen inkubiert. Als Inhibitoren der Elastase und von Cathepsin G
wurden CMK bzw. a;-Antitrypsin eingesetzt. Dabei bestatigte sich die Beteiligung der

Serinproteasen Elastase und Cathepsin G an der Inaktivierung von TFPI (Abb. 24).
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Abb. 24: Plattchen-Neutrophilen-Suspensionen (1) wurden mit Inhibitoren der
Elastase: 1mM CMK (2) und 20 pg/ml aj-Antitrypsin (3), sowie mit 20 pg/ml a-1-
Antichymotrypsin (4), einem Inhibitor von Cathepsin G, inkubiert.

Die Inkubation der Plattchen-Neutrophilen-Gemische mit TIMP-2, einem spezifischen
Inhibitor von Matrix-Metalloproteinasen, sowie mit Phenanthrolin, einem
unspezifischen Inhibitor von Matrix-Metalloproteinasen, hemmten ebenfalls den
Abbau von TFPI. Hieraus ergab sich, da3 auch Matrix-Metalloproteasen, an der

Inaktivierung von TFPI beteiligt sein konnten (Abb. 25).
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Abb. 25: Plattchen-Neutrophilen-Suspensionen (1 und 3) wurden mit 0,1 pg/ml
TIMP-2 (2) und 15 uM Phenantrolin (4) inkubiert
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3.9 Reaktive Sauerstoffspezies fordern die Tissue Factor Prasentation von
Plattchen

Stimulierte Leukozyten setzen neben Proteasen auch reaktive Sauerstoffspezies frei.
Um die sezernierten Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies abzuschéatzen, wurden
Neutrophile isoliert und die Menge an Superoxidanionen ohne und mit Kollagen
Stimulation mit Hilfe der Chemilumineszenz gemessen. Bei dieser Methode wird ein
Farbstoff (L012) durch die freigesetzten Superoxidanionen zur Fluoreszenz angeregt.
10 s nach Kollagen Zugabe stieg die Menge an Superoxidanionen betrachtlich an
(Abb. 26).

*

600000 -

400000 4

200000 -

O2-Bildung (RLU/s)

Kontrolle Kollagen

Abb. 26: Die Superoxidanion (O, )-Bildung isolierter Neutrophiler nach Zugabe von
Kollagen (12 pg/ml) wurde mittels Chemilumineszenz gemessen. Die
Standardabweichung der Kontrolle ist aufgrund der geringen Abweichung nicht
sichtbar. *p<0,05

Um zu testen, ob die Plattchen durch die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies
aktiviert wurden, wurden Plattchen mit Wasserstoffperoxid behandelt. Dies fuhrte zu
einem ausgepragten Anstieg der P-Selektin Freisetzung (Abb. 27a). Auch die Tissue
Factor Prasentation der mit Wasserstoffperoxid stimulierten Plattchen war deutlich
erhoht. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dal3 die reaktiven Sauerstoffspezies der

Neutrophilen die Tissue Factor Prasentation der Plattchen verstarken (Abb. 27b).
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Abb. 27: a) P-Selektin Exposition und b) Tissue Factor Prasentation nach
Stimulation isolierter Plattchen mit H,O, (1 mM) fur 5 Min. Die Plattchen wurden nach
der Stimulation fixiert und mit anti-P-Selektin Antikdrper (5 ul) bzw. anti-Tissue Factor
Antikorper (5 pl) gefarbt; n=4; p<0,05 (gegen Kontrolle = unstimulierte Plattchen)

3.10 Mikrovesikel sind konstitutiv im Blut vorhanden

Frihere Befunde lassen vermuten, daf3 von Blutzellen abgegebene Mikrovesikel
Tissue Factor enthalten konnten (Berckmans, 2001). Um dies zu uUberprifen,
analysierten wir, ob Blut gesunder Spender zirkulierende Mikrovesikel enthielt. Bei
der Analyse von Plasma mit Hilfe der Flowcytometrie wurde charakteristischerweise
in einem GroRenbereich, der unter demjenigen der Plattchen liegt, Strukturen
beobachtet, die Mikrovesikel darstellen konnten. Mikrovesikel sind Abschnirungen
der Zellmembran (Mikropartikel) oder von intrazellularen Organellen (Exosomen), die
vor allem von stimulierten Blutzellen abgegeben werden. Wir isolierten Mikrovesikel
mittels Ultrazentrifugation aus dem Plasma und farbten sie mit spezifischen
Oberflachenmarkern fur Blutzellen an, um die Herkunft der Mikrovesikel zu
bestimmen (Abb. 28). Die Mikrovesikel des von uns untersuchten Plasmas gesunder
Spender stammten in erster Linie aus Plattchen (P-Selektin positiv). Bekannterweise
sind Thrombozyten leicht aktivierbar und geben schnell Mikropartikel ab. Aul3erdem
wurden Mikrovesikel aus Monozyten (CD14 positiv), Neutrophilen (CD15 positiv) und
in geringeren Anzahl von Endothelzellen (E-Selektin positiv) gefunden. Zuséatzlich
wurden die Mikrovesikel noch mit Annexin V angefarbt, um den Grad der Exposition
von Phosphatidylserin zu bestimmen, ein Mal} fir die prokoagulatorische Aktivitat der

Mikrovesikel.
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Abb. 28: Mikrovesikel wurde durch Ultrazentrifugation aus dem Plasma isoliert und
mit  Antikorperlosungen (e 5 ul) gegen die angefuhrten spezifischen
Oberflachenrezeptoren bzw. exprimiertes Phosphatidylserin angefarbt. n=10; die
Oberflachenmolekile sind charakteristisch fir die folgenden Zellen: CD14:
vorwiegend Monozyten; CD15: Neutrophile; P-Sel: vorwiegend Plattchen; E-Selektin:
Endothelzellen

Um auszuschlieBen, daf3 die Mikrovesikel erst bei ihrer Isolation aus stimulierten
Zellen freigesetzt wurden, wurde die Zellspezifitdt der Mikrovesikel auch in Vollblut
untersucht. Dabei wurden vergleichbare Ergebnisse ermittelt, wie in den isolierten
Mikrovesikel-Suspensionen (Abb. 29). Zirkulierende Mikrovesikel sind damit

konstitutivim Plasma von gesunden Probanden vorhanden.
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Abb. 29: Mikrovesikel wurden im Vollblut mit je 5 ul der Antikérperlésungen gegen
spezifische Oberflachenmarker der Blutzellen angefarbt und mit Hilfe der
Flowcytometrie analysiert. n=10;



Ergebnisse 56

3.11 Mikrovesikel adhérieren nach Stimulation an Leukozyten und Pléattchen

Da zirkulierende Mikrovesikel die gleichen Oberflachenproteine wie ihre
Ursprungszellen prasentieren, untersuchten wir ob Mikrovesikel in der Lage sind, an
stimulierte Neutrophile und Plattchen zu adharieren. Die Mikrovesikel wurden nach
ihrer Isolierung mit einem fluoreszierenden Membranfarbstoff (Quinacrin) angefarbt
und zu isolierten Neutrophilen gegeben. Suspensionen aus Mikrovesikeln und
Neutrophilen wurden mit Kollagen stimuliert und die ungebundenen Mikropartikel
weggewaschen. Um die beteiligten Adhasionsproteine zu untersuchen wurden die
Mikrovesikel mit Antikdrpern gegen die Adhéasionsrezeptoren Mac-1, PSGL-1 und P-
Selektin vorinkubiert. Dabei fanden wir, dal3 die Zugabe der Antikdrper die Adhasion
der Mikrovesikel an die Neutrophilen deutlich hemmte (Abb. 30).

.
Abb. 30: a) Quninacrin-markierte Mikrovesikel (rot) wurden zu isolierten Neutrophilen
gegeben und die Suspension mit Kollagen (12 pg/ml) stimuliert. Mit Hilfe der
konfokalen Mikroskopie wurde die Adharenz der Mikrovesikel an Neutrophile
untersucht. Die verwendeten Antikorper waren: b) anti-P-Selektin (10 pg/ml), c) anti-

PSGL-1 (10 pg/ml) und d) anti-CD18 (Mac-1; 10 pg/ml). Die Fluoreszenz des
Membranfarbstoffes wurde bei 510 nm angeregt.
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Die isolierten Mikrovesikel adhéarierten dartberhinaus auch an isolierte Plattchen.
(Abb. 31).

Abb. 31: Isolierte Plattchen wurden mit Quniacrin-markierten Mikrovesikeln inkubiert
und mit Kollagen (12 pg/ml) stimuliert.

3.12 Zirkulierende Mikrovesikel enthalten Tissue Factor

Um zu untersuchen, ob zirkulierende Mikrovesikel Tissue Factor enthalten und aus
welchen Blutzellen die Tissue Factor-haltigen Mikrovesikel stammten, wurden die
zirkulierenden Mikropartikel aus dem Plasma isoliert und mit spezifischen
Oberflachenproteinen von Plattchen (CD42b) und Neutrophilen (CD66b) angefarbt.
Mit Hilfe des Cellsorters wurden die gefarbten Mikrovesikel von den restlichen
Mikrovesikeln abgetrennt (Abb. 32).
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Abb. 32: Plattchen-Mikrovesikel wurden mit einem Cellsorter aus dem Gesamtpool
der zirkulierenden Mikrovesikel des Blutes abgetrennt. In R1 befinden sich die
CD42b positven Zellen (Plattchen-Mikrovesikel).

Die CD42b- und CD66b-positiven Mikrovesikel wurden zusammen mit den in vitro
hergestellten Mikrovesikeln von Plattchen und Neutrophilen auf einem 12 % igen
SDS Gel aufgetrennt und mit einem Immuno-Western Blot auf die Anwesenheit von

Tissue Factor Protein untersucht. Tissue Factor war sowohl in den CD42b positiven
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zirkulierenden Mikrovesikeln, wie auch in den in vitro hergestellten Plattchen-
Mikrovesikeln vorhanden. Mikrovesikel aus Neutrophilen enthielten keinen Tissue
Factor (Abb. 33).
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Abb. 33: Nachweis von Tissue Factor in CD42b positiven Mikrovesikeln (Spur 1) und
in in vitro, durch Stimulierung von Plattchen gewonnenen Mikrovesikeln (Spur 2). Die
Immuno-Western Blots wurden unter Verwendung eines rabbit-anti-Tissue Factor
Antikodrpers untersucht. Aus dem Blut isolierte CD66b positive Mikrovesikel (Spur 3)
und Mikrovesikel stimulierter Neutrophile (Spur 4) wiesen keinen Tissue Factor auf

Im Kollagen (12 pg/ml) stimulierten Vollblut lie3 sich Tissue Factor
elektronenmikroskopisch ebenfalls auf der Oberflaiche von Mikrovesikeln
nachweisen. Die Bilayerstruktur der Mikrovesikelmembran ist deutlich sichtbar. Die

charakteristische Gro3e der Mikrovesikel liegt bei 200 - 600 nm (Abb. 34).
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Abb. 34: Stimuliertes Vollblut wurde mit dem anti-Tissue Factor Antikdrper VIC7
(10 pg/ml) angefarbt und einem goldkonjugierten Zweitantikérper (4 10 nm)
visualisiert. Tissue Factor ist an der Membran adharierender Mikrovesikel lokalisiert.



Ergebnisse 59

3.13 Mikrovesikel férdern die Fibrinbildung

Um die funktionelle Bedeutung der Mikrovesikel fur die Fibrinbildung zu untersuchen,
wurde mikrovesikelhaltiges Plasma mit der Ultrazentrifuge zentrifugiert und das so
erhaltene mikrovesikelfreie Plasma wieder mit den restlichen Blutkomponenten
vermischt. Das mikrovesikelfreie Blut wurde anschlieRend mit Kollagen und ADP
stimuliert und die Fibrinbildung mit Hilfe der Thrombelastographie ermittelt. Als
Kontrolle wurden dem mikrovesikelfreien Plasma vor der Stimulation die isolierten
Mikrovesikel wieder zugegeben. Dabei wurde beobachtet, dal? die Fibrinbildung nach

der Herausnahme der Mikrovesikel um ca. 30 % reduziert war (Abb 35).

Mikrovesikelfreies Blut Mikrovesikelhaltiges Blut

Abb. 35: Mikrovesikelfreies und mikrovesikelhaltiges Blut wurde mit Kollagen
(12 pg/ml) und ADP (5 upM) stimuliert und nach Rekalzifizierung wurde die
Fibinbildung gemessen.
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4. DISKUSSION
4.1 Intravaskuléarer Tissue Factor

Verschiedene Zelltypen der GefalRwand, wie Fibroblasten, glatte Gefaldmuskelzellen
und Perizyten exprimieren konstitutiv Tissue Factor, das zentrale Starterprotein der
Gerinnung. Die Lokalisierung des Tissue Factors in der GefalBwand verhindert
offensichtlich den Gerinnungsstart in einem intakten GefaR. In Ubereinstimmung mit
dieser Vorstellung wurde bisher kein konstitutiv exprimierter Tissue Factor auf
Blutzellen gefunden. Monozyten sind die einzigen Blutzellen, die im Rahmen einer
Langzeitstimulation mit Entziindungsmediatoren in der Lage sind Tissue Factor zu
synthetisieren (Osterud, 2001). Fur die Initiation der physiologischen Blutgerinnung
spielt der induzierbare monozytare Tissue Factor vermutlich keine Rolle, da in der
Haemostase eine schnelle Verfligbarkeit des Gerinnungsstarters essentiell ist.

Bei einer Gefallverletzung wird nach Zerstérung von Endothelzellen
subendotheliales Kollagen der Gefallwand (Kollagentyp I, 11, VI) freigelegt, das zu
einer Adhasion und Aktivierung von Plattchen fuhrt (Fitzsimmons & Barnes, 1985).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher Blut mit fibrillarem Kollagen (Typ ) stimuliert
und der Gerinnungsstart durch Tissue Factor untersucht. Unerwarteterweise fuhrte
die Stimulation von Vollblut mit Kollagen innerhalb von 3 bis 5 Min. zur Exposition
von Tissue Factor Antigen auf der Oberflache von Monozyten und Neutrophilen. Die
rasche Prasentation des Leukozyten-assoziierten Tissue Factors deutete auf eine
mdogliche Rolle des Membranproteins fir die physiologische Blutgerinnung hin.
Dieser Befund widersprach der bisherigen Meinung, dal3 der Blutzell-assoziierte
Tissue Factor nur nach Langzeitstimulation exprimiert wird und daher nur far
pathologische Prozesse von Bedeutung ist (u.a. Sepsis, chronische Entziindungen;
Osterud, 1998). Tatsachlich induzierte der durch Kollagenstimulation aktivierte
intravaskulare Tissue Factor innerhalb weniger Minuten die Fibrinbildung und das
Thrombuswachstum im Vollblut. Das Ausmald der Fibrinbildung unterschied sich
dabei nicht signifikant von einer Stimulation des Vollblutes mit Lipopolysacchariden,
dessen Bedeutung unter in vivo Bedingungen bei der disseminierten intravaskuléren
Gerinnung (DIC) wéahrend der Sepsis hinreichend dokumentiert ist (Osterud, 1998).
Eine Beteiligung des Kontaktaktivierungssystems an der Fibrinbildung konnte durch
Inhibierung des Faktors Xlla ausgeschlossen werden. In Ubereinstimmung mit
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unseren Ergebnissen wurde in einem Perfusionsmodell beobachtet, dal3 nach
Passage von humanem Vollblut Uber Kollagen beschichtetes Glas innerhalb von
wenigen Minuten ein Thrombus gebildet wurde, der grof3e Mengen an Tissue Factor
enthielt (Giesen, 1999). Auch hier wurde die Bildung des Thrombus auf einen

intravaskularen Tissue Factor (blood borne tissue factor) zurtickgefihrt.

4.2 Plattchen-Leukozyten-Interaktion

Im Verlauf der Thrombogenese, aber auch bei Entziindungen, werden sowohl
Plattchen als auch Leukozyten aktiviert, die durch Adh&sionsproteine untereinander
interagieren. Durch freigesetzte Proteasen, Chemokine und Sauerstoffradikale
kénnen sich Plattchen und Neutrophile (bzw. Monozyten) gegenseitig aktivieren. So
setzen aktivierte Plattchen nach ihrer Stimulation Degranulationsprodukte wie ADP,
Plattchenfaktor 4 (PF4) frei und bilden Thromboxan A2, Substanzen, die die
leukozytare Degranulation sowie die Adhasion der Leukozyten an das
GefalRendothel induzieren kénnen. In Neutrophilen wird durch eine Interaktion mit
Plattchen die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies geftérdert (Nagata, 1993; Moon,
1990). Auf diese Weise beeinflussen Thrombozyten Funktionen der Leukozyten wie
die Chemotaxis, Phagozytose und den sogenannten oxidative burst. Umgekehrt
beeinflussen aber auch leukozytare Produkte die Aktivierung der Plattchen (Bazzoni,
1991). Reaktive Sauerstoffspezies verstarken die Plattchenadhasion und kdnnen
zusammen mit leukozytdren Proteasen wie Elastase, Cathepsin G und dem
plattchen aktivierenden Faktor (PAF) die Aggregation und Sekretion der Plattchen
induzieren (Li, 2000). Die Interaktion zwischen Plattchen und Leukozyten wird Uber
eine Reihe von Adhé&sionsproteinen vermittelt. Der erste Kontakt wird durch den
Plattchenrezeptor P-Selektin vermittelt (Jungi, 1986; Lehr, 1994; Furie, 1995), der
nach Aktivierung der Plattchen aus den a-Granula an die Zelloberflache transloziert
wird und seinem leukozytdren Counterrezeptor PSGL-1 (McEver, 1997), der
konstitutiv auf der Leukozytenoberflache exprimiert ist. Die als tethering bezeichnete
Bindung ist relativ instabil und dissoziiert daher sehr schnell wieder. Zur
Stabilisierung der Interaktion wird deshalb eine weitere Interaktion benétigt (firm
adhesion), die Uber eine Fibrinogenbriicke zwischen dem aktivierten
Plattchenrezeptor GP llb/llla und dem leukozytdren Rezeptor Mac-1 (CD11b/CD18)

vermittelt wird (Spangenberg, 1993). Neben dieser Interaktion sind aber noch andere
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Adhasionsrezeptoren bekannt. Dazu gehort vor allem der Plattchenrezeptor CD40L
und sein leukozytarer Gegenpart CD40 (Abb. 36).

Proteasen,
reaktive
Mac-1 Sauerstoffspezies

j]Chemokine

Aktiviertes
Plattchen

P-Selektin

Fibrinogen

Abb. 36: Schematische Darstellung der an den Plattchen-Leukozyten-Interaktionen
beteiligten Molekiile.

Im stimulierten Vollblut wurde der intravaskulare Tissue Factor in den
Leukozytenfraktionen prasentiert. Wir vermuteten daher, dafl3 praformierter Tissue
Factor aus den aktivierten Leukozyten freigesetzt wird. Wahrend eine Stimulation der
Leukozyten mit Kollagen nur zu einer geringflgigen Aktivierung fuhrt (Li, 2000),
werden Plattchen Uber verschiedene Kollagenrezeptoren (GP VI, GP la/lla, CD36)
stark aktiviert (Clemetson, 1999). Daher untersuchten wir, ob die Leukozyten-
assoziierte Tissue Factor Prasentation tUber eine Interaktion mit aktivierten Plattchen
vermittelt wird. Nach Reduktion der Thrombozytenzahl war die Prasentation des
Tissue Factors auf der Oberflache der Leukozyten deutlich vermindert. Auch die
Fibrinbildung und das Thrombuswachstum verzégerten sich nach Wegnahme der
Plattchen aus dem Vollblut. Daher vermuteten wir, dal} Plattchen sowohl fir die
funktionelle Aktivitdt als auch die Prasentation des intravaskularen Tissue Factors
eine wichtige Rolle spielen. Die genauere Analyse der Tissue Factor positiven
Leukozyten des Vollblutes ergab aufl3erdem, dafld nur Leukozyten, die sich mit einem
Plattchenoberflachenmarker (CD41b) anfarben lieBen, auch Tissue Factor
prasentierten (Zillmann et al., 2001). Die Tissue Factor Prasentation war daher auf
Plattchen-Leukozyten-Komplexe beschrankt. Auch in Arbeiten zur Induktion der
Tissue Factor Expression in Monozyten wurde gezeigt, dal3 die Interaktion mit
Plattchen die prokoagulatorische Aktivitdt des monozytaren Tissue Factors erhoht.
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Fur die erhohte funktionelle Aktivitat des monozytaren Tissue Factors wurde die
Adhasion uber P-Selektin und die Freisetzungsprodukte der Plattchen verantwortlich
gemacht (Sissener-Engstadt, 1995; Lorenzet, 1998).

4.3 Lokalisierung des intravaskularen Tissue Factors in Thrombozyten

Da aufgrund der kurzen Stimulationsperiode (5-10 Min.) eine Neusynthese des
Tissue Factor Proteins auszuschlie3en war, nahmen wir an, dafd die Stimulation mit
Kollagen die Exposition eines praformierten Tissue Factors fordert. Dies veranlaldte
uns die einzelnen Komponenten der Plattchen-Leukozyten Aggregate auf ihren
Tissue Factor Gehalt zu untersuchen. Wéahrend in Neutrophilen und Monozyten kein
Tissue Factor Antigen vorhanden war, fanden sich erstaunlicherweise in Plattchen
betrachtliche Mengen an Tissue Factor Protein. Die Analyse gefriergetrockneter,
unstimulierter Plattchen mit Hilfe der Immunogold-Elektronenmikroskopie ergab
einen klaren Hinweis auf die intrazellulare Lokalisierung von Tissue Factor in
Plattchen. Tissue Factor Antigen war vor allem in den a-Granula und dem Open
Cannalicular System lokalisiert. Geringe Mengen waren auf der Plattchenoberflache
nachweisbar. Die Verteilung des Tissue Factors in den a-Granula zeigte neben einer
membrangebundenen Form auch eine Lokalisierung des Proteins in der Matrix der
Granula. Da es sich bei Tissue Factor um ein transmembranéares Protein handelt,
konnten die Befunde auf die Existenz eines ldslichen Tissue Factors hindeuten. Nach
Stimulation wird der Inhalt der a-Granula (u.a. Faktor V, Faktor VIII) schnell in das
extrazellulare Medium abgegeben. Dabei verschmilzt die Membran der a-Granula mit
der Zellmembran der Plattchen, wodurch integrale Membranproteine der a-Granula
in die Plattchenmembran integriert werden. Dies wuirde eine schnelle, regulierte
Freisetzung und Prasentation des Tissue Factors auf der Plattchenoberflache
ermdglichen. In der Tat fanden wir nach Stimulation mit verschiedenen
Plattchenagonisten, dald Tissue Factor auf der Plattchenoberflache prasentiert wird.
Bislang war bereits bekannt, dal3 alle wichtigen Teilschritte der Gerinnung
(Prothrombinase-Komplex, Tenase-Komplex) auf der Oberflache der Plattchen
ablaufen kénnen. Unsere Ergebnisse zeigen, dald aktivierte Plattchen auch in der
Lage waren, den Gerinnungsstarter Tissue Factor zu prasentieren. Die gesamte

Blutgerinnungskaskade kann somit auf der Plattchenmembran stattfinden. Unsere
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Befunde zur Lokalisierung von Tissue Factors in Plattchen wurde mittlerweile auch
von anderen Arbeitsgruppen bestatigt (u.a. Siddiqui, 2002). Uneinigkeit herrscht
momentan noch Uber die initiale Lokalisierung des Plattchen-assoziierten Tissue
Factors im Blut. In Northern Blot Analysen konnte keine m-RNA fur full length Tissue
Factor in Plattchen nachgewiesen werden. Da Megakaryozyten kein Tissue Factor
Protein und keine m-RNA fir Tissue Factor enthielten, konnte eine Ubernahme des
Tissue Factor Proteins aus den Vorlauferzellen der Thrombozyten ebenfalls
ausgeschlossen werden. Blutplasma enthalt unter physiologischen Bedingungen
Tissue Factor, der eine Quelle fur Plattchen-Tissue Factor darstellen kodnnte
(Albrecht, 1996; Misumi, 1998). Der Plasma Tissue Factor stammt mdglicherweise
von stimulierten Leukozyten, die Tissue Factor in Form von sogenannten
Mikrovesikeln auf Plattchen transferieren koénnten. Dies wurde kirzlich unter
Bedingungen einer Langzeitstimulation von Monozyten gezeigt (Rauch, 2000). Auch
fur andere prokoagulatorische Proteine der a-Granula, wie Fibrinogen und Faktor V,
wurde bereits gezeigt, dal3 sie von den Thrombozyten (oder deren Vorlauferzellen)
aus dem Plasma aufgenommen werden (Handagama, 1990; Camire, 1998).

Plattchen stellen somit einen intravaskuléren Speicher fur Tissue Factor dar.

4.4 Lokalisierung von Tissue Factor auf Mikrovesikeln

Nach selektiver Entfernung der auch bei gesunden Probanden im Plasma
vorhandenen Mikrovesikel (zirkulierende Mikrovesikel), war der Tissue Factor Gehalt
des Plasmas deutlich reduziert. Mikrovesikel stellen Abschnirungen von
Zellmembranen (Mikropartikel) und Zellorganellen (Exosomen) dar, die von
Blutzellen in Folge von Reifung, erhohten Scherraten oder anderen Stimuli
freigesetzt werden (Miyazaki, 1996; Satta, 1994; Heijnen, 1999). Uber die Abgabe
von Membranproteinen durch Mikrovesikel kénnten sich Zellen derjenigen Proteine
entledigen, die von der Zelle nicht mehr benétigt werden (Pan, 1983). Mittels
zellspezifischer Oberflachenproteine fanden wir, dal3 der Hauptanteil der
Mikrovesikel im Blut aus Plattchen stammte. Geringere Anteile waren leukozytaren,
endothelialen oder erythrozytaren Ursprungs. Die zirkulierenden Plasma-
Mikrovesikel gesunder Spender besalRen einen Durchmesser von 300 - 800 nm. In
friheren Arbeiten wurden erhohte Mengen an Mikrovesikeln vor allem bei Patienten

mit akuten koronaren Herzkrankheiten, Sepsis oder heparininduzierter
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Thrombozytopenien beobachtet (Warkentin, 1994; Holme, 1993; Monura, 1994).
Diese Patienten zeichnet ein erhOohtes thrombotisches Risiko aus. In
Ubereinstimmung damit fanden wir in unserer Arbeit nach Zugabe einer
physiologischen Menge an Mikrovesikeln zum mikrovesikelfreiem Vollblut eine
vermehrte Fibrinbildung. Mikrovesikel kénnten also auch in der physiologischen
Blutgerinnung eine wichtige Funktion haben. Tatsachlich leiden Patienten mit Scott
Syndrom, bei denen die Mikrovesikelbildung beeintrachtigt ist, an einem erhdhten
Blutungsrisiko (Castaman, 1997; Sims, 1989). In den zirkulierenden Mikrovesikeln
thrombozytaren Ursprungs konnten wir Tissue Factor nachweisen. Auch in den in
vitro produzierten Plattchen-Mikrovesikeln wurde Tissue Factor Antigen gefunden. Im
Gegensatz dazu war weder in den zirkulierenden, noch in den in vitro produzierten
Mikrovesikeln von Neutrophilen Tissue Factor enthalten. Fur die verstarkte
Fibrinbildung durch Mikrovesikel ist moglicherweise sowohl der Tissue Factor selbst
als auch die vermehrte Exposition negativ geladener Phospholipide verantwortlich
(Berckmans, 2001; Nieuwland, 1997). AulRerdem ist bekannt, das thrombozytare
Mikrovesikel auch eine optimale Oberflache fir verschiedene Faktoren der
Gerinnungskaskade aufweisen. So ist die Dichte an hochaffinen Rezeptoren fir die
Gerinnungsfaktoren des Tenase- und Prothrombinase-Komplexes im Vergleich zu
den Thrombozyten deutlich erhoht (Sims, 1988; Holme, 1995). Fur die
prokoagulatorische Aktivitat der Mikrovesikel scheint inre Adhasion an verschiedene
Blutzellen notwendig zu sein. Mikrovesikel adhéarieren an stimulierte Leukozyten und
Plattchen mit Hilfe derjenigen Rezeptoren, die Plattchen-Leukozyten-Interaktionen
vermitteln (u.a. P-Selektin, Mac-1 und PSGL-1). Erhéhte Plasma Konzentrationen an
Mikrovesikeln begtinstigen durch ihre verstarkte Interaktion mit Leukozyten und
Plattchen thrombotische und entzindliche Vorgéange. Erstaunlicherweise stellte die
Anwesenheit der Mikrovesikel im Vollblut gesunder Probanden keinen
nennenswerten prokoagulatorischen Stimulus dar. Eine Erklarung dafur bietet
vermutlich u.a. die Fahigkeit zirkulierender Mikrovesikel geringe Thrombinmengen zu
bilden, die zu einer Aktivierung von Protein C, einem antikoagulatorischen System
des Blutes, fuhren (Berckmans, 2001; Tans, 1991).
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4.5 Aktivierung des intravaskularen Tissue Factors

Die Aktivierung von Plattchen mit starken Plattchenagonisten fuhrt in der Regel zur
Sekretion der a-Granula und zur Préasentation von Proteinen der Granulamembran
auf der Zellmembran. Tatsachlich wurde Tissue Factor bereits nach kurzzeitiger
Stimulation mit Thrombin oder Kollagen auf der Plattchenmembran prasentiert. In
Gegenwart von ADP hingegen, einem schwachen Agonisten, wurde die Tissue
Factor Exposition nicht gesteigert. In Einklang damit wurde nach Stimulation mit ADP
auch nur eine geringe P-Selektin Exposition beobachtet, die auf eine unvollstandige
Degranulierung der Plattchen zurickzufihren war. Allerdings war der Plattchen-
Tissue Factor auch nach Stimulation mit dem starken Plattchenagonisten Kollagen
nicht in der Lage die Faktor Xa Bildung zu férdern und schien somit funktionell inaktiv
zu sein. Erst eine massive Aktivierung von Plattchen durch ein Kalziumionophor
steigerte die Faktor Xa Bildung. Die prokoagulatorische Aktivitat wurde zu 50 %
durch den anti-Tissue Factor Antikérper VIC7 gehemmt, was darauf hindeutet, daf3
der Plattchen-assoziierte Tissue Factor hauptsachlich fur die prokoagulatorische
Aktivitat verantwortlich ist. Im Hinblick auf die bevorzugte Lokalisierung des
Plattchen-Tissue Factors in Plattchen-Leukozyten Aggregaten (siehe 4.2) vermuteten
wir, da3 Neutrophile und Monozyten an der funktionellen Aktivierung des Tissue
Factors beteiligt waren. Auch unter in vivo Bedingungen binden innerhalb eines
Thrombus Plattchen an Leukozyten (McEver, 2001). Unter verschiedenen
experimentellen Bedingungen konnte aufRerdem gezeigt werden, dald Plattchen-
Leukozyten-Interaktionen die Fibrinbildung fordern (Palabrica, 1992; Goel, 2001).
Tatsachlich bewirkte die Zugabe von Neutrophilen zu den Plattchensuspensionen
einen starken Anstieg der prokoagulatorische Aktivitat. Da Neutrophile kein Tissue
Factor Antigen enthielten, konnten wir davon ausgehen, dal’3 der Plattchen-Tissue
Factor fur den Anstieg der Faktor Xa Bildung verantwortlich war. Auch Monozyten
erhéhten die funktionelle Aktivitat des Plattchen-assoziierten Tissue Factors. Hier
konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, dal3 wahrend der Isolierung der Zellen
monozytarer Tissue Factor gebildet worden war, der zu einem Anstieg der Faktor Xa
Bildung fuhren wirde. Die Inhibierung der Plattchen-Leukozyten-Interaktion durch
Zugabe von Antikdrper gegen Adhéasionsrezeptoren fuhrte zu einer verminderten
prokoagulatorischen Aktivitat von Tissue Factor. AuRerdem verzdgerte die selektive
Entfernung von Leukozyten aus dem Vollblut die Fibrinbildung und das

Thrombuswachstum. Im Einklang mit diesem Befund konnte in Tiermodellen gezeigt
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werden, dalR Plattchen-Leukozyten-Interaktionen fur die Bildung von Thrombosen
notwendig sind (Sakariassan, 1990; Kirchhofer, 1997). Die Bildung von Plattchen-
Leukozyten-Konjugaten schienen daher ein Schlisselereignis in der Bildung von
Thromben darzustellen. Aus dem engen Zell-Zell-Kontakt der Plattchen-Leukozyten-
Interaktion resultiert die Bildung eines sogenannten Microenvironments (Abb. 37),
einem interzellularen Bereich, der durch die Zellmembranen der Bindungspartner
begrenzt wird. Unter in vivo Bedingungen ist der Zugang von Plasmakomponenten
zu diesem Bereich nur begrenzt moglich (Evangelista, 1991). Das Microenvironment
bietet freigesetzten Proteasen daher Schutz vor einer Inaktivierung durch
plasmatische Antiproteasen (a-Antichymotrypsin, a-Antitrypsin; Evangelista, 1991).
Umgekehrt ist das Microenvironment gekennzeichnet durch hohe lokale
Konzentrationen parakriner und autokriner Faktoren, die von den beteiligten Zellen
sekretiert werden (De Gaetano, 1999). Im Falle der Neutrophilen sind dies vor allem
Proteasen, reaktive Sauerstoffspezies und Chemokine. Diese Sekretionsprodukte
der Neutrophilen konnten fir die Aktivierung des plattchengebundenen Tissue
Factors verantwortlich sein. In der Tat wurde latenter Tissue Factor glatter
Muskelzellen nach Stimulation mit reaktiven Sauerstoffspezies, die von aktivierten
Neutrophilen sekretiert werden, aktiviert (Penn, 1999). Wir fanden nach Stimulation
der Thrombozyten mit Wasserstoffperoxid einen Anstieg an Tissue Factor Antigen
auf der Plattchenoberflache. Neben den reaktiven Sauerstoffspezies werden eine
Reihe leukozytarer Serin- und Metallo-Proteasen freigesetzt, die zu einer Aktivierung
der prokoagulatorischen Aktivitat fuhrten. Insbesondere die neutrophile Elastase war

offensichtlich an der Aktivierung des Plattchen-Tissue Factors beteiligt (Abb. 37).

4.6 Leukozytare Proteasen inaktivieren TFPI

Plattchen enthalten neben den prokoagulatorischen Faktoren auch TFPI, den
physiologischen Antagonisten des durch Tissue Factor initiierten
Gerinnungsprozesses. TFPI wird von stimulierten Thrombozyten innerhalb weniger
Minuten freigesetzt und inhibiert initiale Reaktionen der Tissue Factor induzierten
Blutgerinnung durch Bildung eines quaternédren Komplexes mit Tissue Factor, Faktor
Vlla und Faktor Xa auf Membranoberflachen (Novotny, 1988; Petersen, 1996). In
den letzten Jahren wurden eine Reihe von Arbeiten verdffentlicht, in denen gezeigt

wurde, daf Proteasen in der Lage sind TFPI zu spalten. Die Spaltprodukte des TFPI
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weisen gegenuber dem Tissue Factor/Faktor Vlla/Faktor Xa Komplex eine deutlich
geringere inhibitorische Effizienz auf (Petersen, 1992). In den genannten Arbeiten
wurde rekombinanter TFPI mit Proteasen unter in vitro Bedingungen inkubiert und
mit Hilfe eines Western Blots die Spaltprodukte nachgewiesen. Die untersuchten
Proteasen waren vor allem Proteasen des Gerinnungsprozesses, wie Thrombin,
Plasmin, Faktor Xa, aber auch leukozytdre Proteasen wie Elastase und Matrix-
Metalloproteinasen. An zellularen Modellen wurde bisher noch keine Spaltung von
TFPI durch Proteasen nachgewiesen. Wir konnten nach einer Kkurzzeitigen
Inkubation stimulierter Thrombozyten mit Neutrophilen eine Reihe von
Spaltprodukten des TFPIs nachweisen. Stimulierte Plattchen allein zeigten diese
Spaltprodukte nicht. Eine Hemmung der Plattchen-Leukozyten-Interaktion durch P-
Selektin, PSGL-1 oder Mac-1 bewirkte eine vollstandige Inhibierung der Spaltung.
Dies lie3 uns vermuten, dal3 die von Neutrophilen sezernierten bzw.
membranstandigen Proteasen TFPI spalteten und damit die Inaktivierung von
Plattchen-assoziierten Tissue Factor verhinderten (Abb. 37). Um diese Hypothese zu
untersuchen, wurden den Plattchen-Neutrophilen-Suspensionen Inhibitoren der
Proteasen zugegeben. Tats&chlich wurde durch die Inhibitoren der neutrophilen
Elastase (CMK, AT) und von Cathepsin G (ACT) die Spaltung des TFPI deutlich
gehemmt. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen wurde zuvor gezeigt, daR
Elastase bzw. stimulierte Neutrophile rekombinanten TFPI inaktivieren und damit die
prokoagulatorische Aktivitdt von Tissue Factor fordern (Petersen, 1992; Higuchi,
1992). Da eine vollstandige Inhibierung der Spaltung des TFPI durch diese
Inhibitoren in unseren Experimenten nicht mdglich war, vermuteten wir eine
Beteiligung weiterer Sekretionsprodukte. Von besonderem Interesse waren fur uns
Matrix-Metalloproteinasen, die von Leukozyten unter Bedingungen sezeniert werden,
die mit einer erhohten prokoagulatorischen Aktivitdt und Fibrinablagerung
einhergehen, wie z.B. Entzindungsreaktion. Bisher konnten mehr als 23
verschiedene Matrix-Metalloproteinasen identifiziert werden, die sich in ihrer
Substratspezifitat und ihrer zellularen Lokalisierung unterscheiden. Matrix-
Metalloproteinasen existieren als Proform und mussen durch anderen Proteasen in
ihre aktive Form Uberfihrt werden. Matrix-Metalloproteinasen sind in vielen Fallen in
eine proteolytische Kaskade eingeschaltet, bei denen es u.a. auch zur Spaltung von
Serinproteasen kommt. Wir beobachteten, dal3 die TFPI Spaltung in Plattchen-

Neutrophilen-Suspensionen mit Hilfe von spezifischen (TIMP-2) als auch
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unspezifischen Inhibitoren (Phenanthrolin) der Matrix-Metalloproteinasen gehemmt
werden konnte. Die Identifizierung der hierfir verantwortlichen Metalloproteasen wird
ein Ziel der zukinftigen Forschung auf diesem Gebiet sein. Da eine Vielzahl von
Proteasen neben den Matrix-Metalloproteinasen in der Lage sind, TFPI zu spalten,
war aul3erdem nicht auszuschlieBen, dald die Proteasen additiv wirkten. Allerdings
hatte eine Koinkubation eines Elastase Inhibitors (CMK) mit TIMP-2, einem Matrix-
Metalloproteinaseninhibitor, keinen zuséatzlichen inhibitorischen Effekt auf die TFPI
Spaltung. Eine Erklarung fur dieses Ergebnis ergibt sich mdglicherweise aus der
Fahigkeit der Elastase, Proformen von Matrix-Metalloproteinasen in ihre aktive Form
zu Uberfihren (Shamamian, 2001).

4.7 Mechanismus der Aktivierung des intravaskularen Tissue Factors

Aus unseren bisherigen Beobachtungen kdnnen wir einen moglichen Mechanismus
fur die Aktivierung des intravaskularen Tissue Factors vorschlagen. Tissue Factor
wird nach einer Stimulation mit Kollagen oder einem anderen Plattchenagonisten auf
der Zellmembran von Thrombozyten préasentiert. Nach der Aktivierung von Faktor X
durch den so gebildeten Tissue Factor/Faktor Vlla Komplex kann der ternare
Komplex durch den Antagonisten TFPI, der ebenfalls von den Plattchen sezerniert
wird, funktionell inhibiert werden. Die von aktivierten Plattchen prasentierten
Adharenzrezeptoren interagieren mit Neutrophilen bzw. Monozyten. Dies fuhrt zur
Bildung eines Microenvironments, mit hohen lokalen Konzentrationen an Proteasen,
die in der Lage sind TFPI zu spalten und somit Tissue Factor zu aktivieren. Aktivierte
Plattchen sind auferdem in der Lage Tissue Factor-haltige Mikrovesikel
abzuschniren, die zusammen mit den zirkulierenden Mikrovesikeln an Blutzellen

adharieren und die prokoagulatorische Aktivitat erhohen (Abb. 37).
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Abb. 37: Mechanismus der Aktivierung des intravaskuléren Tissue Factors:

1) Prasentation des Tissue Factors auf der Oberflache aktivierter Plattchen und
thrombozytéarer Mikrovesikel nach Stimulation mit Kollagen.

2) Bildung eines Microenvironments in Folge von Plattchen-Leukozyten-
Interaktionen.

3) Freisetzung leukozytarer Proteasen in das Microenvironment. Inaktivierung des
TFPI durch Proteasen.

4) Aktivierung des intravaskuléaren Tissue Factors.

4.8 In vivo Relevanz des intravaskularen Tissue Factors

Allgemein wird davon ausgegangen, daf} die Startphase der Gerinnung sowohl
wahrend der physiologischen Hamostase als auch bei der arteriellen Thrombose
durch den Tissue Factor der GefalRwand induziert wird. Unsere in der vorliegenden
Arbeit dargestellten Beobachtungen zeigten, dal3 dem intravaskularen Tissue Factor
offensichtlich eine &hnlich wichtige Funktion bei dem Gerinnungsstart zukam. Nach
der bisherigen Vorstellung bildete der Tissue Factor der GefaRwand nach
GefalRverletzung einen katalytischen Komplex mit dem zirkulierenden Faktor Vila

und aktivierte dadurch den Faktor X. Dabei ist davon auszugehen, dal3 der gebildete
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Faktor Xa anschlieBend von den Tissue Factor exprimierenden Zellen der
Gefallwand zur Oberflache der aktivierten Plattchen diffundieren muf. In der Tat wird
Faktor Xa fur die Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin benétigt, einem Prozess
der vorwiegend auf der Oberflache der aktivierten Plattchen stattfindet. Damit hatte
der in der GefalRwand gebildete Faktor Xa eine betrachtliche Diffussionsstrecke
zurtckzulegen. Erschwerend fur die Diffussion ist aul3erdem eine Barriere der zum
selben Zeitpunkt gebildeten, an das subendotheliale Kollagen adhérierenden
Thrombozytenschicht. Es existieren Berechnungen, nachdem ein Protein in der
Grol3e eines Blutgerinnungsfaktors (50 kDa) ca. 3 Std. fur eine Diffusionsstrecke von
1 mm im Wasser bendtigt. (Nemerson, 2002). Diese Beobachtungen werfen
berechtigte Zweifel an dem Modell eines alleinigen Gerinnungsstarters in der
Gefallwand auf. Unsere Ergebnisse implizierten daher eine vollig neue Sicht der
physiologischen  Blutgerinnung und pathologischer Vorgange wie der
Thrombogenese. Wir vermuteten, dal3 der Tissue Factor der GefalBwand (vTF) nur
ein erstes Startsignal der Blutgerinnung darstellt. Nach Aktivierung der Pléattchen
durch das subendotheliale Kollagen und geringe Mengen an bereits gebildeten
Thrombin initiiert der intravaskuléare Tissue Factor (iTF) die Blutgerinnung innerhalb
des lumenseits wachsenden Thrombus (Abb 38). Dadurch wird ein Fibrinnetzwerk
gebildet, das den gesamten Thrombus umfaldt. Dies erfordert offensichtlich die
Fibrinbildung am Ort des Geschehens, was durch die Lokalisierung von Tissue
Factor auf den adhéarierenden Plattchen ermdglicht wird. Fir die Bedeutung des
intravaskularen Tissue Factors in Thrombozyten und thrombozytaren Mikrovesikeln
spricht auch die Fahigkeit dieser Blutkomponenten schnell gerinnungsaktive negativ
geladene Phospholipide auf ihrer Oberflache zu préasentieren. Dies ermdglicht den
Ablauf der gesamten Blutgerinnungskaskade, vom Gerinnungsstart durch den
Plattchen-Tissue Factor bis zu den thrombinbildenden Schritten der Gerinnung, auf
der Oberflache aktivierter Plattchen. In diesem Modell ist es daher nicht erforderlich,
Diffussionsvorgdnge von Faktoren der Gerinnungskaskade zwischen Zellen der
GefaRwand zu den Thrombozyten zu postulieren. In Ubereinstimmung mit dieser
Hypothese konnte in einem in vivo Diffussionsmodell, in dem der Anteil der
Blutkomponenten und der GefalRwand an der Thrombusbildung untersucht wurde,
gezeigt werden, dal} in erster Linie die Blutkomponenten fur das Thrombuswachstum

verantwortlich sind (Karnicki, 2002).
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Abb. 38: Initiation der Blutgerinnung und des Thrombuswachstums in Richtung des
Gefalllumens; iTF=intravaskularer Tissue factor; vTF= Tissue Factor der GefalRwand

4.9 Ausblick

In dieser Arbeit haben wir einen neuen Weg des Blutgerinnungsstartes durch einen
intravaskularen Tissue Factor vorgestellt. Im Verlauf der Arbeit ergaben sich
allerdings immer wieder neue Fragen, die Ziel zukinftiger Untersuchungen sein
werden. Insbesondere ist die in vivo Relevanz des intravaskuléaren Tissue Factors fur
die Thrombogenese zu klaren. Da Patienten mit einem Defekt im Tissue Factor Gen
nicht bekannt sind, ist die Etablierung eines Tiermodells unumgéanglich. Ein weiteres
Ziel ist die Klarung des Ursprungs des Plattchen-Tissue Factors, da weder Plattchen
noch deren Vorlauferzellen m-RNA fir Tissue Factor enthalten. Schlief3lich gilt es
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den Mechanismus, der fur die Aktivierung des Plattchen- und Mikrovesikel-

assoziierten Tissue Factors verantwortlich ist, im Detail zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Im Verlauf einer Gefal3verletzung wird die Endothelschicht geschadigt, wodurch das
subendothelial gelegene Membranprotein Tissue Factor in Kontakt mit den
Gerinnungsfaktoren des Blutes kommen kann. Dies ermdglicht die Bildung eines
Komplexes aus Tissue Factor und dem Ioslichen Faktor Vlla. Als Folge davon wird
die proteolytische Aktivitat von Faktor Vlla exzessiv gesteigert und die physiologische
Blutgerinnung initiiert. Die Lokalisierung des Tissue Factors in der GefalRwand
verhindert den Gerinnungsstart in einem intakten GefaR. In Ubereinstimmung damit
wurde bisher kein konstitutiv exprimierter Tissue Factor auf Blutzellen gefunden.

In der vorliegenden Arbeit beobachteten wir jedoch, dal3 nach einer 5-minltigen
Stimulation von Vollblut mit fibrillarem Kollagen Tissue Factor auf der Oberflache von
Plattchen-Neutrophilen- und Plattchen-Monozyten-Komplexen prasentiert wurde
(intravaskularer Tissue Factor). Die kurzzeitige Stimulationsdauer deutet darauf hin,
daR der intravaskulare Tissue Factor an der physiologischen Blutgerinnung beteiligt
ist. Tatsachlich war der Blut-assoziierte Tissue Factor in der Lage, die Fibrinbildung
im Blut auszulésen. Aufgrund der schnellen Prasentation des Tissue Factors im Blut,
konnte eine Neusynthese ausgeschlossen werden. Daher muf3te der intravaskulare
Tissue Factor bereits praformiert in Blutzellen vorliegen. In einer Analyse der
Komponenten der Plattchen-Leukozyten-Komplexe auf ihren Tissue Factor Gehalt
fanden wir unerwarteterweise betrachtliche Mengen an Tissue Factor Antigen in
Thrombozyten (60 pg/mg Protein), wahrend in frisch isolierten Neutrophilen und
Monozyten kein Tissue Factor Antigen nachweisbar war. Mit Hilfe der Immuno-
Elektronenmikroskopie wurde die intrazellulare Lokalisierung von Tissue Factor in
den Plattchen untersucht. Tissue Factor wurde vor allem in den a-Granula, dem
Open Cannalicular System und zu einem geringen Anteil auch an der
Plattchenoberflache gefunden. Eine kurzzeitige Stimulation der Thrombozyten fihrte
zur Prasentation von Tissue Factor auf der Oberflache von Plattchen. Eine Analyse
des Plasmaanteils des Blutes zeigte aul3erdem eine Lokalisierung von Tissue Factor
in  Mikrovesikeln. Mikrovesikel sind Abschnirungen von Zellmembranen
(Mikropartikel) und intrazellularen Organellen (Exosomen) stimulierter Zellen, die
konstitutiv im Plasma gesunder Spender (zirkulierende Mikrovesikel) vorhanden sind.
Die zirkulierenden Mikrovesikel wurden auf ihren zellularen Ursprung hin untersucht
und anschlieBend mit Hilfe ihrer zellspezifischen Oberflachenmarker aufgetrennt.

Dabei fanden wir, dal3 Mikrovesikel thrombozytaren Ursprungs den Hauptanteil der
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Mikrovesikel darstellten und den grof3ten Anteil von Tissue Factor Antigen enthielten.
Der Tissue Factor isolierter Plattchen und Mikrovesikel erwies sich allerdings als
funktionell inaktiv. Die prokoagulatorische Aktivitdt des Plattchen-Tissue Factors
wurde durch die Interaktion der Thrombozyten mit Neutrophilen bzw. Monozyten
ausgelost. Die Leukozyten inaktivierten dabei vermutlich TFPI (Tissue Factor
Pathway Inhibitor), den physiologischen Antagonisten des durch Tissue Factor
ausgelosten Gerinnungsweges. TFPI  wird zun&chst von den aktivierten
Thrombozyten freigesetzt und bildet einen stabilen quaternaren Komplex mit Tissue
Factor, Faktor Vila und Factor Xa, wodurch die Thrombinbildung verhindert wird.
Uber adhesive Interaktionen zwischen Plattchen und Neutrophilen kommt es durch
leukozytare Serinproteasen (Elastase, Cathepsin G) und Matrix-Metalloproteinasen
offensichtlich zu einer proteolytischen Inaktivierung von TFPI und letztendlich zu
einer Verstarkung der Initiation der Blutgerinnung. Dieser Mechanismus ermdglicht
vermutlich, dal3 die Initiation der Blutgerinnung auf den Bereich der Plattchen-
Leukozyten-Komplexe beschrankt bleibt. Aus unseren Ergebnissen ergibt sich ein
neues Modell fur einen intravaskularen Startmechanismus der Blutgerinnung. Nach
Aktivierung der Thrombozyten durch subendotheliales fibrillares Kollagen adharieren
diese im Bereich der Gefaldverletzung und fihren vorerst zu einem instabilen
Verschlul3 des GefalRes. Die Oberflache aktivierter Thrombozyten bildet nun
aufgrund ihres hohen Anteils an gerinnungsaktiven, negativ geladenen
Phospholipiden eine optimale Oberflache fur die Initiation der Blutgerinnung durch
den Plattchen-Tissue Factor, sowie auch fur die folgenden Schritte der
Thrombinbildung (Tenase-Komplex, Prothrombinase-Komplex). Die gesamte
Blutgerinnungskaskade kann somit auf der Oberflache aktivierter Plattchen
stattfinden. Die Fibrinbildung findet letztendlich am Ort des Geschehens statt und
fuhrt zu einer Stabilisierung des lumenwarts wachsenden Thrombus. Dieser
Mechanismus konnte unter pathologischen Bedingungen auch zur Bildung

intravaskularer thrombotischer Ereignisse fuhren.
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