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1 Einleitung

1.1 Physiologische Bedeutung von Tissue Factor

Tissue Factor (TF, CD142, Thromboplastin) ist der wichtigste Initiator der
Blutgerinnungskaskade in vivo (Butenas & Mann, 2002; Pawlinski et al., 2004).
Nach heutigen Vorstellungen wird eine zeitliche Abfolge von drei Gerinnungs-
phasen unterschieden: Initiierungsphase, Vorbereitungsphase und Propagations-
phase (Hockin et al., 2002; Mann et al., 2003; Weber et al., 2006).

In der Initiierungsphase (Abb. 1) kommt es durch Endothelverletzung zu einer
Interaktion von im Blut zirkulierenden aktivem FVII (FVIIa) mit dem in der
GefilBwand lokalisierten TF. Durch die Bindung des Cofaktors TF an FVIla
erhoht sich die Aktivitit der Protease um den Faktor 10°, der Komplex TE/FVIla
(extrinsischer Xase-Komplex) aktiviert in der Folge die Vitamin K-abhidngigen
Gerinnungsfaktoren IX (FIX) und X (FX). FXa aktiviert FV, mit dem er einen
gegeniiber Antithrombin geschiitzten Komplex bildet und zur Bildung kleiner
Mengen von Thrombin fiihrt. Diese initiale Aktivierung der Blutgerinnung wird
rasch durch Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI, im Komplex mit FXa)
beendet. Dabei reicht die in diesem Stadium gebildete Thrombinmenge fiir die
Bildung eines Thrombus nicht aus. Allerdings ist dieses Thrombin in der Lage, in
der Vorbereitungsphase die molekularen und zelluliren Voraussetzungen zu
schaffen, um groBe Mengen Thombin zu bilden. Dabei spielt die Co-Aktivierung
von Thrombozyten durch Thrombin (iiber Protease-aktivierte Rezeptoren, PAR)
und Kollagen eine ebenso wichtige Rolle wie die Aktivierung der
Gerinnungs(co)faktoren FV, FVIII und FXI. Der in der Initiierungsphase
gebildete FIXa wird nicht durch Antithrombin (AT) gehemmt und kann zu der
Thrombozytenoberfliche diffundieren. Diese Faktoren binden iiber ihr v-
Carboxyglutamat-reiches Ende an die durch Expression von Phosphatidylserin
und —ethanolamin negativ geladene Oberfliache aktivierter Thrombozyten und
stellen so die eigentliche ,,Thrombin-Bildungsmaschinerie“ dar. In der
anschlieenden Propagationsphase findet eine sequentielle Aktivierung von FIX
und FX statt. FXa bildet einen Komplex mit FVa, der gegen TFPI und AT
geschiitzt ist. Dieser Komplex fiihrt zu einer effizienten Bildung von Thrombin
und als Folge dessen zur Bildung eines Thrombus. Die zentrale Rolle von
Thrombin (FIla) in der Blutgerinnung zeigt sich an den Verstirkungs-
mechanismen in der Vorbereitungsphase, an der finalen Gerinnungsreaktion
(Fibrinpolymerisation und —deposition im Thrombus) und an der Quervernetzung
der Fibrinstringe durch Aktivierung von FXIII. Dariiber hinaus kann Thrombin,
nach Bindung an das endotheliale Thrombomodulin (TM) und nachfolgender
Aktivierung von Protein C (PC), auch wichtige antikoagulatorische Wirkungen
ausiiben (Hemmung von FVa und FVIla).
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Abb. 1:
Schema der Blutgerinnung. Adaptiert nach Weber et al. (2006).

Neben der Initiierung der Blutgerinnung erfiillt TF weitere wichtige biologische
und pathophysiologische Funktionen. TF-knockout-Miuse sterben bereits im
Embryonalstadium (Tag 8,5 bis Tag 10,5) aufgrund defizitdrer Gefaf3bildung und
—integritdt (Carmeliet et al., 1996; Toomey et al., 1996). Bei der Tumor-
assoziierten Angiogenese (Contrino et al., 1996), Wundheilung (Nakagawa et al.,
1998), Transmission intrazelluldrer Signale (Sorensen et al., 1999), Zelladhdsion
(Randolph et al., 1998) und bei Entziindungsreaktionen (Taylor et al., 1998)
scheint TF ebenfalls eine Rolle zu spielen.

Das humane TF-Protein besteht aus 263 Aminosiuren. 219 Aminosduren bilden
den hydrophilen extrazelluldren Teil, die hydrophobe transmembranidre Region
umfasst 23 Aminosduren und der zytoplasmatische Teil 21 Aminosduren.
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Rechnerisch ergibt sich ein Molekulargewicht von ca. 27 kD. Durch die posttrans-
lationale Glykosylierung von TF wird das Protein in SDS-Polyacrylamidgelen
allerdings mit einer GroBe von ca. 47 kD detektiert. Diese posttranslationale
Modifikation ist fiir die Aktivitit des Proteins ohne Bedeutung, da in Bakterien
hergestellter rekombinanter TF funktionell aktiv ist. Im extrazelluldren Teil
existieren vier Cysteinreste, die zwei intramolekulare Disulfidbriicken bilden und
wichtig fiir die Bindung des Faktors FVII bzw. FVIla sind (Ruf & Edgington,
1994).

TF ist normalerweise nicht in Zellen zu finden, die in direktem Kontakt mit der
Blutbahn stehen. Im Gegensatz dazu wird TF in der GefdBwand konstitutiv
exprimiert, vor allem in gefdflreichen Organen wie Plazenta, Gehirn, Herz, Niere
und Lunge findet sich viel TF. Die Expression von TF ist Zelltyp-spezifisch:
Fibroblasten, glatte GefdBmuskelzellen, Keratinozyten (Haut), Astrozyten
(Gehirn) und Myozyten (Herz) exprimieren TF (Ubersicht in Eilertsen & Osterud,
2004). Diese Zelltyp-spezifische Expression sorgt dafiir, dass Gefd3e unterhalb
des Endothels von einem ,hdmostatischen Umschlag®“ umgeben werden, der
sofort nach GefaBverletzung die Blutgerinnung initiieren kann.

Dieses lange Zeit giiltige Paradigma, dass TF ausschlieBlich in der GefiBwand
exprimiert wird, wurde in den letzten Jahren intensiv diskutiert, weil aktiver,
zirkulierender TF im Vollblut gesunder Menschen gefunden wurde (Giesen et al.,
1999).

1.2 Zirkulierender Tissue Factor — Zellulare Quellen

Die Arbeit von Giesen et al. (1999) hat erstmals zeigen konnen, dass TF auch
intravaskuldr zu finden und in dieser Form funktionell aktiv ist. In dieser Arbeit
wurden Collagen-beschichtete Glaspléttchen fiir 5 Min. mit humanem Blut
perfundiert. In den dadurch entstandenen Thromben konnten nach entsprechender
Farbung TF-positive Mikropartikel nachgewiesen werden. AuBlerdem fiihrten bei
der Perfusion eingesetzte TF-Antikorper zu einer Reduktion der Thrombusgrofe
um 70%. Aus dieser Arbeit wurde gefolgert, dass TF aus einer im Blut
existierenden Quelle in Thromben inkorporiert wird und dass dieser zirkulierende
TF eine existentielle Bedeutung fiir das Wachstum von Thromben hat.

Zirkulierender TF stand von nun an im Fokus des Interesses bei einer Vielzahl
von Publikationen, die sich mit der zelluliren Quelle dieses Proteins
beschiftigten. Als potentielle Quellen gelten Monozyten (Palmerini et al., 2004)
Thrombozyten (Siddiqui et al., 2002), SMC (Schecter et al., 2000) und
Endothelzellen (Parry & Mackman, 1995). Die wichtigsten Mechanismen der
Mikropartikel-Freisetzung aus diesen Zellen sind Zellaktivierung und Apoptose
(Freyssinet, 2003). Die Mehrheit der im Blutplasma befindlichen Mikropartikel
stammt aus Thrombozyten. Die Mikropartikel aus Erythrozyten, Granulozyten,
Monozyten, Lymphozyten und Endothelzellen zirkulieren in einer weitaus
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geringeren Anzahl (Diamant et al., 2004). Monozyten sind die einzigen
zirkulierenden Zellen, die nach Stimulation TF produzieren kénnen (Ott, 2003)
und es gilt als sicher, dass Monozyten eine Quelle fiir zirkulierenden TF sind.

Mehrere Arbeiten haben gezeigt, dass TF auch in bzw. auf Thrombozyten
lokalisiert ist und in Form von Mikropartikeln sezerniert werden kann (Siddiqui et
al., 2002). Andererseits erscheint unklar, woher TF auf Thrombozyten stammt, da
weder Thrombozyten noch Megakaryozyten TF-mRNA besitzen (Fink et al.,
2003). Es wird daher vermutet, dass TF aus anderen zelluliren Quellen auf
Thrombozyten iibertragen wird. So haben Rauch et al. (2000) gezeigt, dass TF aus
Leukozyten auf Thrombozyten iibertragen werden kann.

Inwiefern Endothelzellen in vivo TF produzieren und als mogliche zellulére
Quelle fiir zirkulierenden TF in Frage kommen, ist stark umstritten. In immun-
histochemischen Untersuchungen humaner Gewebe konnte kein TF im GefaB3-
endothel nachgewiesen werden. Verschiedene Autoren haben ebenfalls
beschrieben, dass im Endothel normaler und atherosklerotischer Gefia3e kein TF
nachweisbar ist (Ubersicht in Eilertsen & Osterud, 2004). Allerdings haben
Contrino et al. (1996) zeigen konnen, dass bei invasivem Brustkrebs TF im
Gefillendothel vorkommt und der Endotheloberfliche eine prokoagulatorische
Aktivitdt verleiht. Dariiber hinaus existiert eine Reihe kontroverser Publikationen,
ob Endothelzellen infolge einer Aktivierung mit Lipopolysaccharid (LPS) TF
exprimieren konnen. Eine mogliche Erkldrung fiir die Diskrepanz dieser Befunde
konnte sein, dass TF-positive Mikropartikel aus Monozyten iiber den P-Selectin-
Rezeptor PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand 1) mit endothelialem P-
Selectin interagieren und durch diese Wechselwirkung TF auf dem Geféf3endothel
nachgewiesen werden kann (Osterud & Bjorklid, 2006). Im Gegensatz dazu ist
unumstritten, dass Endothelzellen in vitro TF produzieren konnen.

SMC sind ein Teil des hdmostatischen Umschlags und exprimieren TF. In
gesunden Arterien ist das Expressionsniveau von TF in SMC gering. Nach einer
GefaBverletzung (z.B. durch Ballondilatation) kommt es aber zu einer raschen
Induktion von TF (Marmur et al., 1993). Besonders viel TF findet sich in SMC im
Bereich von atherosklerotischen Plaques (Tedgui & Mallat, 2000). Eine Arbeit
von Schecter et al. (1997) hat gezeigt, dass TF in SMC in drei verschiedenen
Kompartimenten vorhanden ist. In dieser Arbeit wurden humane SMC aus der
Aorta und aus Koronarien mit Wachstumsfaktoren (PDGF, Thrombin) inkubiert.
Die Stimulation fiihrte zu einer zeitabhéngigen Induktion von TF-mRNA und TF-
Protein. Der grofite Teil des Proteins wurde intrazelluldr gefunden (ca. 50%) und
ein weiterer Teil in einer latenten Form nahe der Plasmamembran (25-35%). Die
Expression von TF auf der Zelloberflache war transient und hatte zum Zeitpunkt
des Maximums (4 h PDGF) einen Anteil von 15-25%. Eine ergénzende Arbeit
dieser Autoren (Schecter et al., 2000) hat gezeigt, dass SMC in vitro TF-haltige
Mikropartikel in das Kulturmedium sezernieren. Die Sezernierung von TF aus
SMC scheint eine konstitutive Eigenschaft darzustellen, da die Zellen in dieser
Arbeit weder aktiviert wurden noch Apoptose nachgewiesen werden konnte.

Die wichtigsten Quellen fiir zirkulierenden TF scheinen dementsprechend
Monozyten und SMC zu sein.



Die meisten Publikationen, die zirkulierenden TF beschreiben, weisen das Protein
in einer Mikropartikel-gebundenen Form nach. Bogdanov et al. (2003) haben
erstmals eine Form von TF nachgewiesen, bei der durch alternatives Splicen die
transmembrandre Doméne fehlt (= 16slicher TF). Eine Suche in cDNA-Daten-
banken humaner Blutfraktionen ergab, dass Monozyten nachweisbare Mengen
alternativ-gespliceter TF-mRNA aufweisen. Alternativ-gespliceter TF wurde im
Blut von Probanden in einer Konzentration von ca. 20 pg/ml nachgewiesen.
Funktionelle Messungen haben zunéchst ergeben, dass diese Form von TF aktiv
ist. Dieser Befund konnte von einer anderen Arbeitsgruppe jedoch nicht bestitigt
werden (Butenas & Mann, 2004). Eine weitere Arbeitsgruppe hat die Aktivitét
von l6slichem TF mit Mikropartikel-gebundenem TF verglichen. Bei diesem
Vergleich war nur die Mikropartikel-gebundene Form aktiv (Sturk-Maquelin et
al., 2003). Eine neuere Arbeit lieferte jedoch wieder Hinweise darauf, dass
l6slicher TF aktiv sein konnte (Szotowski et al., 2005).

1.3 (Patho)-physiologische Bedeutung des zirkulierenden Tissue Factor

Zirkulierender Mikropartikel-gebundener TF wurde im Blut mit einer Konzentra-
tion von 100-150 pg/ml detektiert (Butenas & Mann, 2004). Die physiologische
Rolle dieses zirkulierenden TF in vivo ist weitgehend unklar. Einige Arbeiten
konnten jedoch demonstrieren, dass TF-positive Mikropartikel in in vitro erzeugte
Thromben integriert wird und einen Einfluss auf das Thrombuswachstum und die
Fibrindeposition haben (Brisset et al., 2003; Giesen et al., 1999; Rauch et al.,
2000). Eine kritische Rolle von TF fiir das Thrombuswachstum konnten auch
Himber et al. (2003) zeigen: in einem Thrombosemodell im Kaninchen fiihrte die
Infusion von Anti-TF-Antikorpern zu einer um ca. 90% verringerten Fibrinde-
position im Thrombus. TF scheint also von der luminalen Seite in Thromben
inkorporiert zu werden und somit durch Thrombin- und Fibrinbildung das
Wachstum zu propagieren.

Einen ersten Hinweis auf die Mechanismen, iiber die zirkulierender TF in
Thromben inkorporiert werden konnte, lieferte die Arbeit von Palabrica et al.
(1992). In dieser Arbeit fiihrte die Infusion von Antikdrpern gegen P-Selectin zu
einer verringerten Fibrindeposition im Thrombus. P-Selectin ist ein
Zelladhdsionsmolekiil, das auf stimulierten Thrombozyten und Endothelzellen
exprimiert wird und iber eine Interaktion mit PSGL-1 die Adhidsion von
Leukozyten vermittelt. PSGL-1 ist der wichtigste Rezeptor von P-Selectin und
wird auf der Oberfliche aller Leukozyten exprimiert (Cummings, 1999). Die
Arbeit von Palabrica et al. (1992) hat erstmals eine Beteiligung von P-Selectin an
Blutgerinnungsvorgingen gezeigt. Die iiber P-Selectin vermittelte Thrombus-
bildung und die Beteiligung von PSGL-1 wurde von Falati et al. (2003) in vivo
untersucht. In einem Tiermodell mit Wildtyp-, P-Selectin”- und PSGL-1"-
Maiusen wurde durch einen Laser eine GefdaBverletzung induziert und die
Akkumulation von TF, Fibrin und Thrombozyten mittels Fluoreszenzmikroskopie
detektiert. Bei Wildtyp-Tieren kam es nach der Gefalverletzung zu einer raschen
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Akkumulation von Thrombozyten, TF und Fibrin im Thrombus (Abb. 2). Bei P-
Selectin”- und PSGL-1"-Méusen kam es am Ort der GefiBverletzung zu einer
Anheftung von Thrombozyten, die Akkumulation von TF und Fibrin hingegen
war nur minimal. Diese Experimente zeigten, dass zirkulierender TF in vivo eine
wichtige Rolle fiir das Thrombuswachstum hat und dass der Einbau von TF in
wachsende Thromben in diesem Modell von P-Selectin und PSGL-1 abhingig ist.
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Abb. 2:

Intravitalmikroskopie der Deposition von Thrombozyten, TF und Fibrin in den
Thromben von Wildtyp-, P-Selectin”- und PSGL-1""-Miusen nach GefiBver-
letzung. Thrombozyten = rot, TF = griin, Fibrin = blau, Thrombozyten + TF =
gelb, TF + Fibrin = tiirkis, Thrombozyten + Fibrin = magenta, Thrombozyten +
TF + Fibrin = weil.

Die Arbeit von Falati et al. (2003) geht davon aus, dass leukozytire Mikropartikel
in vivo eine wichtige physiologische Funktion ausiiben. Diese Hypothese wird
kontrovers diskutiert. Diesbeziiglich existieren in der Literatur widerspriichliche
Ansichten. In zwei Arbeiten von Chou et al. (2004) und Day et al. (2004) wurde
der Einfluss von leukozytdren Mikropartikeln auf das Thrombuswachstum
untersucht. Chou et al. (2004) haben in ithrem Modell gezeigt, dass das Thrombus-
wachstum ausschlieBlich von leukozytirem TF abhéngig ist. Day et al. (2004)
zeigten, dass vor allem TF aus der GefiBwand und Mikropartikel aus
GefilBwandzellen eine wichtige Rolle bei Thrombusbildung und —wachstum
6



spielen. Obwohl diese Arbeiten gegensitzliche Ergebnisse lieferten, so konnten
sie zumindest erkldren, warum im Plasma gesunder Probanden zirkulierender TF
nachzuweisen ist: wenn zirkulierender TF so wichtig fiir das Thrombuswachstum
ist, dann hat sich zirkulierender TF in der Evolution eher als wichtiger Faktor fiir
die Hdmostase denn als pathogener Faktor, der die Thrombose vermittelt,
entwickelt.

Dennoch wird eine pathophysiologische Rolle des zirkulierenden TF intensiv
diskutiert. Mehrere Publikationen zeigten, dass zirkulierender TF ein wichtiger
Faktor in der Etiologie verschiedener Krankheiten sein konnte: ein erhohter TF-
Spiegel wurde im Plasma von Patienten mit akuten Koronarsyndromen (ACS,
Myokardinfarkt und unstabile Angina pectoris), Meningokokken-Sepsis, Dissemi-
nierter Intravaskuldrer Koagulation (DIC), Anti-Phospholipid-Antikdrper-Syn-
drom und Sichelzellandmie gemessen (Eilertsen & Osterud, 2004). In verschie-
denen Arbeiten wurde zwar die physiologische Rolle des TF bei der Propagierung
des Thrombus gezeigt, es ist aber nicht klar, wie das Thrombuswachstum
determiniert wird. Ein erhohter TF-Plasmaspiegel konnte daher ein tibermiBiges
Thrombuswachstum vorantreiben. In der Folge kommt es zum GefaB3verschluss
und zu einer ischdmischen Schéidigung. Einige Studien zeigten eine Korrelation
zwischen einem erhohten TF-Plasmaspiegel und einem erhohten Risiko fiir
kardiovaskuldre Ereignisse (Misumi et al., 1998; Soejima et al., 1999a; Seljeflot et
al., 2003). Beim Vergleich atherosklerotischer Plaques von Patienten mit
instabiler Angina pectoris im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectoris
wurde bei den Patienten mit instabiler Angina pectoris eine erhohte TF-
Expression festgestellt (Annex et al., 1995). Ferner haben immunhistochemische
Untersuchungen atherosklerotischer Plaques gezeigt, dass im Bereich der Plaques
eine Vielzahl apoptotischer Zellen lokalisiert ist. Apoptose wird bei verschiedenen
Zelltypen wihrend der Entwicklung atherosklerotischer Plaques beobachtet. Man
vermutet, dass die Apoptose von Endothelzellen die Atherosklerose initiiert und
die Apoptose von SMC und Makrophagen zu instabilen Plaques und der
entsprechenden Gefahr einer Plaqueruptur fithren kann (Stoneman & Bennett,
2004). Die klinischen Manifestationen einer Plaqueruptur umfassen den
plotzlichen Tod, Herzinfarkt und Schlaganfall infolge einer Thrombusbildung und
der damit einhergehenden GefiaBBverengung. Der verschlieBende Thrombus besteht
neben Thrombozyten unter anderem aus Fibrin, welches ein Indiz fiir eine
bedeutende Rolle der Gerinnungskaskade in diesem Krankheitsgeschehen ist. TF
als der wichtigste Initiator der Blutgerinnung scheint dementsprechend die
Thrombogenitét atherosklerotischer Plaques zu determinieren. Bei der Analyse
atherosklerotischer Plaques wurde eine starke TF-Expression in Makrophagen und
SMC gefunden (Moreno et al., 1996). Der azelluldre Kern der Plaques weist
jedoch die intensivste TF-positive Féarbung auf. Funktionelle Studien haben
dariiber hinaus gezeigt, dass dieser Teil auch die hochste Thrombogenitit aufweist
(Toschi et al., 1997). Mittlerweile ist bekannt, dass der TF im azelluldren Kern an
Mikropartikel gebunden ist, die vor allem aus apoptotischen Monozyten (Mallat et
al., 1999) und zu einem bisher unbekannten Anteil aus apoptotischen SMC
(Tedgui & Mallat, 2000) stammen.



Diese Studien zeigen, dass nach einer Plaqueruptur vermehrt TF-positive Mikro-
partikel in die Zirkulation freigesetzt werden und dann durch Foérderung
okklusiver Thromben zu Folgereaktionen wie Herzinfarkt oder Schlaganfall
fiihren (Mackman, 2004).

Die im Blut gesunder Probanden gemessenen TF-Plasmaspiegel von 150 pg/ml
entsprechen in etwa einer Konzentration von 3 pmol/l. Setzt man solche TF-Kon-
zentration bei in vitro-Assays ein, so kommt es zu einer spontanen Gerinnung des
Blutes (Butenas & Mann, 2004). Der zirkulierende TF muss also in irgendeiner
Form reversibel inaktiviert werden, damit spontane Gerinnungsvorginge verhin-
dert werden und trotzdem die Aktivitit des Proteins nach Inkorporation in einen
Thrombus gewihrleistet ist.

Der Begriff TF-,,Encryption® beschreibt die temporidre, reversible Inaktivierung
von TF durch bisher wenig verstandene Mechanismen (Eilertsen & Osterud,
2004). Schecter et al. (1997) haben die Lokalisation von TF in drei verschiedenen
Kompartimenten der SMC beschrieben, der GroBteil des an der Oberfliche der
Zelle lokalisierten TF ist jedoch inaktiv. Wie die Inaktivierung des TF an der
Zelloberflache erfolgt, wird kontrovers diskutiert. Mandal et al. (2005) haben an
Fibroblasten gezeigt, dass eine Verminderung des Cholesterolgehalts der
Zellmembran mit Methly-B-cyclodextrin zu einer verminderten TF-Aktivitét
fuhrt. Die Autoren vermuteten, dass Cholesterol die Tertidrstruktur von TF in der
Weise beeinflusst, dass FVIla und TF hochaffin interagieren konnen. Dietzen et
al. (2004) haben den Cholesterolgehalt von HEK293-Zellen (Zelllinie aus
humanen embryonalen Nierenzellen) ebenfalls mit Methyl-B-cyclodextrin
beeinflusst. Dies fiihrte jedoch zu einer erhohten TF-Aktivitdt. Aus dieser Arbeit
schlossen die Autoren, dass sog. ,lipid rafts“ (= Mikrodominen der
Plasmamembran, die mit Sphingolipiden und Cholesterol angereichert sind und so
zu einer spezifischen Ausdickung der Membran fiithren) fiir die Inhibierung der
TF-Aktivitdt wichtig sind. Eine Arbeit von Mulder et al. (1996) zeigte, dass TF in
SMC mit Caveolae assoziiert ist und dadurch in einem inaktiven Zustand gehalten
wird. Caveolae sind Membraneinstiilpungen, die auf der Zelloberfliche vieler
Zelltypen existieren und vermutlich aus ,lipid rafts* hervorgehen. Diese Arbeit
unterstiitzte dementsprechend die Beobachtungen von Dietzen et al. (2004). Es
gibt allerdings andere Arbeiten, die dieser Form der TF-,Encryption®
widersprechen: sollte allein die Lokalisation in Caveolae ausreichen, um TF zu
inaktivieren, dann sollte dort die Bildung eines aktiven TF/FVIIa-Komplexes
nicht moglich sein (Giesen & Nemerson, 2000). Zellfraktionierungs-Experimente
haben jedoch gezeigt, dass dieser Komplex in Caveolae gebildet wird. Allerdings
unterbleibt in diesen Sphingolipid-reichen Domidnen die Aktivierung von FX zu
FXa. Zur Aktivierung von FXa durch TF/FVIla ist die Gegenwart von
Phosphatidylserin-reichen Zellfraktionen erforderlich (Sevinsky et al., 1996).
Neben TF ist auch TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) in ,,lipid rafts* und
Caveolae lokalisiert. TFPI hemmt die Aktivitdt des TF/FVIla/FXa-Komplexes.
Die simultane Expression von TF und TFPI scheint nicht fiir die TF-Inhibierung
in Caveolae verantwortlich zu sein (Dietzen et al., 2003). In hdoheren
Konzentrationen kann TFPI jedoch an Clathrin-ummantelte Einstiilpungen, die
bei der Pinozytose eine wichtige Rolle spielen, binden. Als Folge dessen kann es
8



zu einer Internalisierung des TF/FVIla-Komplexes kommen (Hamik et al., 1999).
AuBlerdem gibt es Hinweise darauf, dass ein Ungleichgewicht der Sekretion von
TF und TFPI zu einer erhohten Aktivitidt von zirkulierendem TF fiihren kann
(Brisset et al., 2003; Ott et al., 2001).

Ferner wird hypothetisiert, dass eine Homodimerisierung von TF die Interaktion
mit FVIIa behindert (Bach & Moldow, 1997). Neuere Arbeiten aber lassen diesen
Mechanismus als unwahrscheinlich erscheinen (Donate et al., 2000).

Insgesamt sind daher die Mechanismen, die zu einer Aktivierung bzw.
Inaktivierung von TF fiihren, weitgehend ungeklért.



1.4 Fragestellung

TF ist der wichtigste Initiator der Blutgerinnung und wird vor allem in der GefaB3-
wand exprimiert, um den Organismus nach GefaB3verletzung vor Blutverlusten zu
schiitzen. Seit einigen Jahren ist bekannt, dass TF auch im Plasma gesunder
Probanden in einer physiologisch aktiven Form zirkuliert. Die TF-Plasmaspiegel
gesunder Probanden sind mit ca. 150 pg/ml so hoch, dass zirkulierender TF durch
bisher wenig verstandene Mechanismen inaktiviert werden muss.

Die wichtigsten Quellen fiir zirkulierenden TF sind Monozyten und SMC.
Monozyten exprimieren nach Stimulation mit Lipopolysaccharid TF und
sezernieren TF-haltige Mikropartikel. Bei SMC scheint die langsame TF-
Freisetzung eine konstitutive Eigenschaft der Zellen zu sein. Die langsame
Freisetzung von TF aus SMC erkliart jedoch nicht, warum es nach einer
Gefialverletzung durch PTCA zu einem schnellen Anstieg von TF-haltigen
Mikropartikeln im Plasma der Patienten kommt (Tutar et al., 2003).

Im Bereich von atherosklerotischen Plaques konnte eine Vielzahl von Mikro-
partikeln detektiert werden, die vermutlich von apoptotischen Monozyten und
SMC sezerniert wurden. Die Apoptose wird daher fiir die besondere Thrombo-
genitdt atherosklerotischer Plaques verantwortlich gemacht. Bisher existiert in
einem physiologischen System (z.B. ETP-Messung, s.u.) kein Vergleich der TF-
Aktivitdt zwischen Mikropartikeln, die aus nicht-apoptotischen Zellen freigesetzt
wurden, und solchen, die aus apoptotischen Zellen hervorgehen. Bei der am
haufigsten eingesetzten Methode zur Messung der TF-Aktivitit wird die Bildung
von Faktor Xa in Gegenwart von Faktor VIla evaluiert. Bei dieser Methode wird
Faktor VIla jedoch in einer Konzentration eingesetzt, die die physiologische
Konzentration dieses Enzyms um den Faktor 100 iiberschreitet. Aulerdem wird
der Einfluss antikoagulatorischer Proteine (z.B. AT, TFPI, Protein C) bei dieser
Methode nicht beriicksichtigt. Die Bildung des wichtigsten Produkts der
Blutgerinnung, Thrombin, wird ebenfalls nicht gemessen. Die Messung des
endogenen  Thrombinpotentials (ETP) bietet die Mdoglichkeit, die
Thrombinbildung in Abhéngigkeit von der TF-Konzentration zu messen. Bei
dieser Methode wird die Thrombinbildung in einem physiologischen System
(Blutplasma) gemessen. Die Thrombinbildung wird in diesem System in
Abhingigkeit von der TF-Konzentration induziert. Alle Enzyme und Co-Faktoren
der Gerinnungskaskade liegen bei dieser Methode in physiologischen Konzen-
trationen vor. Wenn TF-positive Mikropartikel als TF-Quelle eingesetzt werden,
so konnen aus den Ergebnissen dieser Methode sehr wahrscheinlich Riickschliisse
auf die Thrombogenitét dieser Mikropartikel in vivo gezogen werden.

Neben der Messung der Thrombogenitidt von TF-positiven Mikropartikeln ist es
auch wichtig abschétzen zu konnen, inwiefern die Mikropartikel in wachsende
Thromben inkorporiert werden kénnen. Als wichtigster Mechanismus, iiber den
zirkulierende Mikropartikel in Thromben inkorporiert werden kénnen, wird eine
Interaktion von P-Selectin und PSGL-1 postuliert (Falati et al., 2003). In der
Arbeit von Falati et al. (2003) wurden jedoch ausschlieBlich TF-positive
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Mikropartikel untersucht, die durch Zellaktivierung generiert wurden. Es gibt
jedoch auch Hinweise darauf, dass auch Mikropartikel zirkulieren, die aus
apoptotischen Monozyten freigesetzt wurden (Mallat et al., 1999). In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass die Extrakte atherosklerotischer Plaques hohe Spiegel
freigesetzter apoptotischer Mikropartikel enthalten. Rupturierte atherosklerotische
Plaques konnen dementsprechend zu einer Quelle zirkulierender TF-positiver
Mikropartikel werden (Rauch et al., 2001). Es ist unklar, ob diese Mikropartikel,
die zu einem Grofteil aus apoptotischen Monozyten stammen, auch iiber eine
Interaktion zwischen P-Selectin und PSGL-1 in Thromben inkorporiert werden
konnen, da keine Arbeiten beziiglich der Regulation von PSGL-1 unter
apoptotischen Bedingungen existieren.

Vor diesem Hintergrund sollen in der vorliegenden Arbeit folgende Frage-
stellungen bearbeitet werden:

1. Unter welchen Bedingungen konnen SMC zu einer funktionell
bedeutsamen zelluldiren Quelle fiir zirkulierenden TF werden?

2. Gibt es Unterschiede hinsichtlich der prokoagulatorischen Aktivitit
zwischen Mikropartikeln, die aus nicht-apoptotischen im Vergleich zu
apoptotischen Zellen freigesetzt werden und welche Mechanismen liegen

einer moglichen unterschiedlichen prokoagulatorischen Aktivitit zu
Grunde?

3. Gibt es eine Regulation von PSGL-1 in monozytaren Mikropartikeln bzw.
in monozytédren Zellen unter apoptotischen Bedingungen?

11



2 Material und Methoden

2.1 Substanzen

Alle nicht gesondert aufgefithrten Chemikalien und Losungsmittel wurden in
hochster verfligbarer Qualitit von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich

(Miinchen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

1,10-Phenanthrolin
Aktinomycin D

Aprotinin

Calpain-Inhibitor I

Caspase-1 Inhibitor I
Coomassie Brilliant-Blau R-250
Cycloheximid

Etoposid

Galardin

Hoechst 33342

Ioprost (Ilomedin® Infusionskonzentrat)
Leupeptin

MMP Inhibitor 11
MMP-2/MMP-9 Inhibitor II
MMP-3 Inhibitor 11

MMP-8 Inhibitor |
MMP-9/MMP-13 Inhibitor I
Na-EDTA

N-Ethylmaleimid

Pefabloc SC

Pepstatin A
Phorbol-12-myristat-13-acetat
Phosphoramidon

Ruthenium-Bathophenanthrolin-Disulfonat

Staurosporin

TAPI-0
Z-Gly-Gly-Arg-AMC
B-Sekretase Inhibitor IV
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Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
Calbiochem, San Diego, USA
Calbiochem, San Diego, USA
BioRad, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
Calbiochem, San Diego, USA
Sigma, Miinchen

Schering, Berlin

Sigma, Miinchen
Calbiochem, San Diego, USA
Calbiochem, San Diego, USA
Calbiochem, San Diego, USA
Calbiochem, San Diego, USA
Calbiochem, San Diego, USA
Calbiochem, San Diego, USA
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Axxora, Griinberg

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Biomol, Hamburg

Bachem, Bubendorf, Schweiz
Calbiochem, San Diego, USA



2.2 Puffer und Losungen

Die nachfolgend aufgelisteten Puffer und Losungen wurden, soweit nicht anders

vermerkt, mit entmineralisiertem Wasser hergestellt.

ACD:

85 mM Trinatriumcitrat x 2 H,O; 65 mM Citronensdure x H,O; 111 mM Glucose

Amido-Schwarz-Entfarbelosung:
25% Isopropanol; 10% Essigséure

Amido-Schwarz-Férbeldsung:
0,1% Amido-Schwarz; 25% Isopropanol; 10% Essigsaure

Annexin-V-Bindepuffer:
0,1 M Hepes pH 7,4; 1,4 M NaCl; 25 mM CaCl,

Blot-Puffer:
190 mM Glycin; 25 mM Tris; 20% Methanol

Coomassie-Blau-Farbeldsung:
0,2% Coomassie-Brilliant-Blau; 40% Methanol, 10% Essigsiure

Entfarbelosung (Ruthenium-Farbung):
40% Ethanol, 10% Essigsdure

Entwickler (Silber-Farbung):
2,5% Natriumcarbonat; 0,01% Formaldehyd

Equilibrierungspufter:
6 M Harnstoft; 30% Glycerol; 2% SDS in 0,05 M Tris/HCI pH 8,8

Fixierer (Silber-Farbung):
40% Ethanol; 10% Essigsédure

Fixierlosung (Rontgenfilm):
1% Kaliumdisulfit; 20% Natriumthiosulfat x 5 H,O

Fixierlosung (Ruthenium-Farbung):
30% Ethanol; 10% Essigsdure

FluCa:

Fluo-Puffer mit 100 mM CacCl, 5 Min. bei 37°C inkubieren; danach 50 pl des

fluorogenen Substrats hinzufiigen und die Losung 2 x vortexen.

Fluo-Puffer:
20 mM Hepes pH 7,35; 60 g/LL BSA

Fluorogenes Substrat:
100 mM Z-Gly-Gly-Arg-AMC in DMSO
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Hypotoner Puffer:
10 mM Tris/HCI pH 7,5; 250 mM Sucrose; 5 mM PMSF

Lammli-Puffer (1x):
62,5 mM Na,HPO4/NaH,PO4-Puffer (pH 7,0); 50 mM DL-Dithiothreitol; 10%
Glycerin; 2% SDS; 0,001% Bromphenolblau

Laufpuffer:
190 mM Glycin; 25 mM Tris pH 8,5; 0,1% SDS

Lysepuffer:
8,1 M Harnstoff; 1,1 M Thioharnstoff; 20 mM Tris pH 8.8; 4% CHAPS;
frisch zusetzen: 0,2% - 0,4% Biolyte 3-10 (5 - 10 pl/ml)

PBS:
137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH,POq; 8,3 mM Na,HPO,

Renaturierungspuffer:
50 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 mM CaCly; 1 uM ZnCly; 1% Triton X-100; 0,02%
NaN3

Stopplosung (Silber-Féarbung):
1,4% Dinatrium-EDTA

TBS:
10 mM Tris/HCI pH 7.,4; 150 mM NaCl

TBST:
TBS + 0,1% Tween 20

TBST-BSA:
TBST + 5% BSA

TBST-M:
TBST + 5% Magermilchpulver

Testmedium fiir Thrombozyten:
134 mM NaCl; 12 mM NaHCOs3; 2,9 mM KCI; 0,36 mM NaH,PO4x 2H,0; 1
mM MgCly; 5 mM Hepes pH 7,4

Transferpuffer:
190 mM Glycin; 25 mM Tris pH 8,5; 20% Methanol

Waschpuffer fiir Thrombozyten:
113 mM NacCl; 4 mM Na,HPO, x 2H,0; 24 mM NaH,PO,x 2H,0; 4 mM
KH,PO,4 pH 6,5
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2.3 Zellkultur

2.3.1 Isolation und Kultivierung humaner glatter GefaRmuskelzellen

Humane glatte GefaBmuskelzellen (SMC) wurden nach der Explant-Technik aus
der Arteria mammaria isoliert (Rabausch et al., 2005). Die Kultivierung erfolgte
in Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM; Gibco, Invitrogen, Karlsruhe)
mit 15% fotalem Kaélberserum (FCS), 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml
Streptomycin bei 37° C unter Begasung mit 5% CO,. Nach Erreichen der
Konfluenz wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA
(0,05%/0,5 mM) passagiert. Die Versuche wurden mit Zellen der Passagen 4-13
durchgefiihrt.

2.3.2 Kultivierung der monozytaren Zelllinie U937

Die Kultivierung der U937-Zellen (1593, ATCC, LGC Promochem, Wesel)
erfolgte in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) Glutamax Medium (Gibco,
Invitrogen, Karlsruhe), supplementiert mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin und 0,1
mg/ml Streptomycin, bei 37° C unter Begasung mit 5% CO,. Vor den
Experimenten wurden die Zellen 5 Min. bei 150 x g pelletiert und nach
Resuspension in serumfreiem RPMI Glutamax Medium mit 100 U/ml Penicillin
und 0,1 mg/ml Streptomycin 12 h inkubiert.

2.3.3 Isolation von Monozyten aus Vollblut

Venoses Vollblut wurde nach Vorlage von Citrat (ACD) im Verhéltnis 1:9
bezogen auf das Endvolumen gesammelt. AnschlieBend wurde das citrathaltige
Blut im Verhiltnis 1:1 mit PBS verdiinnt.

In einem 50 ml Falcon-R6hrchen wurden 20 ml Ficoll Paque Plus (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) vorgelegt und vorsichtig mit dem verdiinnten
Vollblut iiberschichtet. Danach erfolgte eine 30-miniitige Zentrifugation bei 400 x
g. Die obere Phase wurde vorsichtig abgesaugt, die Thrombozyten- und
Leukozyten-enthaltende Interphase wurde mit einer Pipette in ein frisches Gefdl3
iberfiihrt. Zur Abtrennung der Thrombozyten wurde die iiberfiihrte
Zellsuspension mit dem 3-fachen Volumen PBS verdiinnt und 10 Min. mit 100 x
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet erneut mit PBS
gewaschen. Abschlieend wurden die Zellen in RPMI Glutamax Medium mit 5%
FCS, 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin resuspendiert und in
Zellkulturschalen iiberfiihrt. Diese Zellsuspension enthielt ca. 10% Monozyten
und 90% Lymphozyten. Nach einer Stunde adhirierten die Monozyten am Boden
der Zellkulturschale, die Lymphozyten wurden durch Absaugen des Mediums und
durch Waschen mit PBS entfernt. Die Monozyten wurden danach wieder mit
RPMI Glutamax Medium mit 5% FCS, 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml
Streptomycin {iberschichtet und 12 h bis zum Versuchsbeginn inkubiert. Die

15



Monozyten wurden durchflusszytometrisch mittels Streulichteigenschaften und
Bindung von Anti-CD14-PE-Antikorpern (B-AS8, Diaclone, Milenia Biotech, Bad
Nauheim) identifiziert.

2.3.4 Kultivierung humaner Endothelzellen

Die Kultivierung von HUVEC (c-12200, Promocell, Heidelberg) erfolgte in
Endothelial cell basal medium (Promocell, Heidelberg) bei 37° C unter Begasung
mit 5% CO,. Nach erreichter Konfluenz wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA
(0,05%/0,5 mM) passagiert.

2.3.5 Préaparation gewaschener Thrombozyten

Als Quelle fiir die verwendeten Thrombozyten diente frisch hergestelltes buffy-
coat-Blut von Blutspendern. Das buffy-coat-Blut wurde aus dem Institut fiir
Hiamostaseologie und Transfusionsmedizin der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf (Direktor Prof. Dr. R.E. Scharf) bezogen.

Das buffy-coat-Blut wurde im Verhiltnis 1:7 mit ACD versetzt und fiir 10 Min.
bei Raumtemperatur und 300 x g zentrifugiert. Das derart gewonnene PRP wurde
abgehoben und nochmals mit ACD im Verhidltnis 1:10 versetzt. Zu dieser
Suspension wurde PGE; in einer Endkonzentration von 50 nM zugegeben, die
Thrombozyten wurden durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei 650 x g
pelletiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Thrombozytenpellet in 45
ml Waschpuffer + 50 nM PGE,; resuspendiert. Durch erneute Zentrifugation (650
x g, 10 Min.) wurden die Thrombozyten ein weiteres Mal pelletiert und
abschlieend im Testmedium (1,5-fache Menge des PRP) resuspendiert. Die
Suspensionen wurden aliquotiert bei -20° C gelagert.

2.4 Praparation und Analyse von RNA

2.4.1 Préaparation von Gesamt-RNA aus U937-Zellen

Gesamt-RNA aus U937-Zellen wurde mittels High Pure RNA Isolation Kit
(Roche Diagnostics, Mannheim) nach Angaben des Herstellers isoliert.

2.4.2 Quantifizierung von RNA

Die Konzentration und Reinheit der préparierten RNA wurde durch Messung der

Absorption einer 1:50 verdiinnten Losung bei 260 nm und 280 nm in einem

Genequant II DNA/RNA Calculator (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

bestimmt. Da das Absorptionsmaximum von Nukleinsiduren bei 260 nm und das
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von aromatischen Aminosduren bei 280 nm liegt, bietet der Quotient aus beiden
Absorptionswerten (ratio 260/280 nm) eine gute Abschéitzung der RNA-Reinheit
und sollte zwischen 1,5 und 2 liegen. 1 ODy¢p = 40 pg/ml RNA.

2.4.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die qPCR wurde in einem Zweischritt-Protokoll durchgefiihrt. Im ersten Schritt
wurde die cDNA aus 1 pg RNA nach Angaben des Herstellers (High Capacity
cDNA Archive Kit; Applied Biosystems, Darmstadt) synthetisiert. Die Synthese
erfolgte in einem Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg.

Im zweiten Schritt wurde die PCR mit 50 ng cDNA in einem Real-Time PCR
System 7300 (Applied Biosystems, Darmstadt) und mittels TagMan®-Technologie
durchgefiihrt. Die qPCR wurde mit den TagMan®-Assays Hs00356602 ml
(PSGL-1) sowie Hs99999905 m1 (GAPDH, endogene Kontrolle) und TaqMan®
Universal PCR Master Mix durchgefiihrt. Alle Produkte wurden von Applied
Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Darmstadt, bezogen. Die Daten wurden
mittels Sequence Detection Software v1.2.3. detektiert.

Die PCR erfolgte in Versuchsansitzen a 20 pl:

10 ul Mastermix
1 ul Assay-Mix
9 ul Probe

Die PCR-Bedingungen waren wie folgt:

2 Min., 50 °C

10 Min., 95 °C

15 Sekunden, 95 °C }

60 Sekunden, 60 °C J~ 0 Zyklen

Die TagMan®-Technologie zeichnet sich durch eine spezifische Detektion der
PCR Produkte aus. Eine fluoreszenzmarkierte Sonde (20-30 Nukleotide) bindet
spezifisch an eine Sequenz der Matrize. Der fluoreszierende Reporterfarbstoff
(FAM, 6-Carboxyfluorescein) ist kovalent an das 5-Ende der Sonde gekniipft.
Die Fluoreszenz dieses Farbstoffs wird durch einen Quencher (TAMRA, 6-
Carboxytetramethylrhodamin) unterdriickt, der sich am 3’-Ende der Sonde
befindet. Trifft die Ampli-Tag-DNA-Polymerase wéhrend der Extensionsphase
auf die Sonde, so wird die 5'-3"-Exonuklease-Aktivitidt der Polymerase aktiviert
und die Sonde hydrolysiert. Durch die Hydrolyse wird die rdumliche Nihe
zwischen dem Reporterfarbstoff und dem Quencher unterbrochen. Das dabei
gebildete Signal ist stark sequenzspezifisch, weil unspezifisch gebundene
Sondenmolekiile ohne Aktivierung der Exonukleaseaktivitit verdrdngt werden.
Nicht hydrolysierte Sondenmolekiile zeigen keine Fluoreszenz.
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2.5 Western-Blotting

Fiir die Untersuchungen mittels Western-Blot wurden die Zellen durch Zugabe
von 1 x Limmli-Puffer lysiert. Das Lysat wurde anschlieBend kurz sonifiziert und
5 Min. bei 90° C denaturiert. Die Proben wurden aliquotiert bei -20° C bis zur
Western-Blot-Analyse gelagert.

Zellulare Mikropartikel wurden durch Ultrazentrifugation (100000 x g, 60 Min.)
gewonnen. Der Uberstand nach der Zentrifugation wurde bis auf 30 ul abgesaugt
und mit 10 pl 4x Ldmmli versetzt. Die Proben wurden anschlieend 5 Min. bei
90° C denaturiert und bis zur Western-Blot-Analyse bei -20°C gelagert.

Die Auftrennung und Analyse der Proteine erfolgte mittels SDS-Polyacryamidgel-
Elektorphorese (PAGE). Die Acrylamidkonzentration im Sammelgel betrug 4%,
die Konzentration des Trenngels variierte je nach Grofe der zu untersuchenden
Proteine zwischen 8 und 15%. Die Auftrennung der Proteine erfolgte fiir 45-60
Min. bei 180 V (Mini-Protean 3 Cell, BioRad, Miinchen). Nach der Auftrennung
im Gel wurden die Proteine auf eine PVDF (Polyvinylidendifluorid)- Membran
(Immobilon-P, Millipore, Bedford, USA) iibertragen. Die PVDF-Membran wurde
in Methanol aktiviert, anschlieBend mit Wasser gespiilt (5 Min.) und in
Transferpuffer equilibriert. Der Transfer erfolgte in einer ,Semi-Dry’-Blot-
Apparatur (Biorad, Miinchen) bei 10 V fiir 50-60 min.

Proteine aus Zelllysaten wurden mittels ,,Lumi-Light Western Blotting Substrate®,
Proteine aus Mikropartikeln mittels ,,ECL Advance Western Blotting Detection
Kit* detektiert:

Detektion mit ,,Lumi-Light Western Blotting Substrate*:

Um die unspezifische Bindung von Antikérpern an die proteinbindenden
Membranen zu verhindern, wurden die Membranen nach dem Proteintransfer fiir
1-3 h in TSBT-M (5%) oder TBST-BSA (5%) inkubiert. Danach erfolgte die
Inkubation mit dem Erstantikdrper (Tabelle 1) fiir 1-2 h bei Raumtemperatur oder
alternativ iiber Nacht bei 4° C.

Nach 3-fachem Waschen mit TBST (3 x 15 Min.) erfolgte die Inkubation mit dem
Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper (1:3000) fiir 1 h. Vor der Detektion der
Proteine wurde die Membran erneut 3 x 15 Min. gewaschen. Die Proteine wurden
mit Hilfe des ,,Lumi-Light Western Blotting Substrate* (Roche Diagnostics,
Mannheim) nach Angaben des Herstellers detektiert. Bei dieser Methode wird das
Substrat (Luminol) durch die Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper mittels
H,O, oxidiert. Die entstehende Chemilumineszenz wird durch Exposition der
Membran auf einen Réntgenfilm (Hyperfilm™ ECL™, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) visualisiert.
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Name Quelle Verdiinn. | Hersteller Kat.-Nr.
Anti-ADAM-9 | Kaninchen | 1:1000 Biomol SA-376
Anti-ADAM-10 | Kaninchen | 1:1000 Calbiochem 422751
Anti-ADAM-17 | Kaninchen | 1:1000 Biomol SA-415
Anti-BACE Kaninchen | 1:1000 Calbiochem 195102
Anti-Caspase-1 | Kaninchen | 1:1000 Cell Signaling 2225
Anti-Caspase-3 | Kaninchen | 1:500 Cell Signaling 9662
Anti-GRP78 Maus 1:500 BD Biosciences 610978
Anti-PARP Kaninchen | 1:500 Cell Signaling 9542
Anti-PSGL-1 Maus 1:1000 BD Biosciences 556052
Anit-PSGL-1 Kaninchen | 1:1000 Santa Cruz sc-20929
Anti-TF Ziege 1:2000 American Diagnostica | 4501
Anti-TFPI Kaninchen | 1:500 American Diagnostica | 4901
Tabelle 1:

Antikdrper und AntikOrperverdiinnungen zur Detektion von Proteinen aus
Zelllysaten.

Detektion mit ,,ECL Advance Western Blotting Detection Kit*:

Bei der Detektion von Proteinen mittels ,,ECLL. Advance Western Blotting
Detection Kit“ (GE Healthcare, Miinchen) wird Lumigen®—TMA—6 durch die
Peroxidase oxidiert, dies fiihrt zu einer wesentlich starkeren Lumineszenz als die
Oxidation von Luminol.

Die proteinbeladenen Membranen wurden iiber Nacht mit einer speziellen
Blocklosung prahybridisiert. Die Inkubation mit dem Erstantikérper (1:5000)
erfolgte fiir 1,5 h, die Inkubation mit dem Zweitantikorper (1:20000) fiir 1 h. Die
Detektion der Proteine erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Die entwickelten Rontgenfilme wurden mit einem GS-800 Calibrated Densito-
meter (BioRad, Miinchen) eingescannt und anschlieBend mit Hilfe der Software
Quantity One® (BioRad, Miinchen) ausgewertet.

2.6 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Messung der Streulichteigenschaften, Isotyp- und
Antikorperfluoreszenzen wurde in einem EPICS XL (Beckman Coulter, Krefeld)
durchgefiihrt. Zellpopulationen wurden anhand ihrer Streulichteigenschaften
eingegrenzt. Mikropartikel wurden anhand ihrer Streulichteigenschaften
identifiziert. U937-Zellen wurden durch das Binden von Anti-CD45-PE-
Antikorpern (A07785, Beckman Coulter, Krefeld) und Thrombozyten durch das
Binden von Anti-CD61-FITC-Antikorpern (1758, Beckman Coulter, Krefeld)
validiert. Um eine unspezifische Bindung der Antikorper auszuschlie3en, wurden
sog. Isotyp-Kontrollen (Isotyp) mit fluoreszenzmarkierten Immunglobulinen (PE:
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IM0670, FITC: A07795 Beckman Coulter, Krefeld) durchgefiihrt. Die jeweilige
Isotyp-Kontrolle stammte aus der gleichen Spezies (Maus) und war an den
gleichen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt wie der jeweils eingesetzte Antikorper.
Die Detektion erfolgte bei logarithmischer Amplifikation. Es wurden 5000 bzw.
10000 Zellen oder Mikropartikel mit der System II-Software analysiert, die
Parameter ,Mittlere Fluoreszenzintersitit“ (Mnl) und ,Prozent positive
Ereignisse* wurden ausgewertet.

Der TF-Nachweis in Mikropartikeln von SMC erfolgte in den Perfusatfraktionen
durch Inkubation von 2 ul Anti-TF-FITC-Antikorper (BM 740, Acris Anitbodies,
Hiddenhausen) mit 100 pl Perfusat (30 Min.). Der TF-Nachweis auf U937-Zellen
und —Mikropartikeln erfolgte durch Inkubation von 5 pl Anti-TF-FITC-
Antikdrper (4508 CJ, American Diagnostica, Pfungstadt) mit 50 ul Zellsuspension
bzw. 50 ul zellfreiem Uberstand.

Der PSGL-1-Nachweis erfolgte durch einen Anti-PSGL-1-PE-Antikorper
(556055, BD Biosciences, Heidelberg). Dazu wurden 3 pl des Antikorpers mit 50
ul Zellsuspension fiir 30 Min. inkubiert.

Als Hinweis auf Apoptose wurden negativ geladene Phospholipide auf der
Membranoberfliche durch Bindung von Annexin-V gemessen. Dazu wurden 5 ul
Annexin-V-PE mit 50 pl Zellsuspension fiir 30 Min. inkubiert. Das Volumen
wurde anschlieBend mit 500 pl Annexin-V-Bindepuffer erginzt, um die
dauerhafte Annexin-V-Bindung zu gewihrleisten. Annexin bindet nur in
Gegenwart von Ca’ an negativ geladene Phospholipide. Eine Negativkontrolle
wurde daher bei Messung der Annexin-V-Bindung durch Zusatz von EDTA (5
mM) zum Annexin-V-Bindepuffer durchgefiihrt.

Die Aggregatbildung von U937-Zellen mit unstimulierten bzw. stimulierten
(PAR-1-aktivierendes Peptid, PAR-1-AP, 30 uM, 15 Min.) Thrombozyten wurde
nach einer 15-miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur und anschlieBenden
Antikorperfarbung der Zellen gemessen. 50 ul der Mischzell-Suspension wurden
mit je 5 ul Anti-CD61-FITC-Antikorper und Anti-CD45-PE-Antikorper versetzt.

2.7 Zymographie

Die Zymographie diente dem Nachweis der Gelatinase-Aktivitdt der Matrix-
Metalloproteinase 2 (MMP-2) sowie der MMP-9 im Zelliiberstand und in
Zelllysaten.

Zellen und Zelliiberstand wurden durch Zentrifugation bei 1000 x g fiir 1 Min.
voneinander getrennt. Die Zellen wurden 1 x mit PBS gewaschen und in einem
nicht-reduzierenden 1x Lammli-Puffer lysiert. Der Zelliiberstand wurde erneut
zentrifugiert (5 Min., 10000 x g) und anschlieBend mit 4 x Lammli-Puffer
(ebenfalls ohne DTT) versetzt. Die Proben wurden nicht durch Hitzeeinwirkung
denaturiert, weil dies zum Aktivititsverlust der Enzyme gefiihrt hétte.

Die Enzyme wurden in einem 7%-igen SDS-Polyacrylamidgel, das 0,7 mg/ml
Gelatin enthielt, aufgetrennt. Das Gel wurde bei 37° C {iiber Nacht im Re-
naturierungspuffer inkubiert und nachfolgend mit Coomassie-Blau geféarbt. Als
Zeichen der Aktivitdt erscheint eine ungefdrbte Negativbande auf Hohe des
entsprechenden Molekulargewichts der Gelatinase.
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2.8 Zweidimensionale Gelektrophorese

Das Proteom der Zellmembranen und Mikropartikel apoptotischer und nicht-
apoptotischer Zellen wurde mittels zweidimensionaler Gelektrophorese unter-
sucht. Die Zellmembranen wurden nach der Methode von (Barber & Jamieson,
1970) prépariert. 25 ml einer Suspension von U937 Zellen wurden 1 x mit PBS
gewaschen, auf ein Volumen von 2 ml konzentriert und vorsichtig liber einen
Glycerol/PBS-Gradienten (0—40%) geschichtet. Anschlieend erfolgte eine Zen-
trifugation fiir 30 Min. mit 1000 x g und danach fiir 15 Min. bei 3000 x g, um die
Zellen zu pelletieren. Die glycerolbeladenen, hyperosmolaren Zellen wurden nach
der Zentrifugation in einem hypotonen Puffer (3 ml) durch 10 vorsichtige Hiibe
im Glashomogenisator lysiert. Das Lysat wurde nachfolgend vorsichtig auf ein
Sucrose-Kissen (27% (m/v)) geschichtet und 120 Min. mit 70000 x g
zentrifugiert. Die Zellmembranen befanden sich als schmale Bande in der Inter-
phase, im Zentrifugationspellet befanden sich u.a. Zellkerne, Mitochondrien und
nicht-lysierte Zellen. Die Zellmembranen (ca. 1,5 ml) wurden isoliert, mit dem
hypotonen Puffer auf ein Volumen von 10 ml aufgefiillt und danach fiir 60 Min.
mit 70000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf 1 ml abgesaugt, in ein
1,5 ml Eppendorf-Cup tiberfiihrt und erneut ultrazentrifugiert. Das Pellet wurde in
300 ul Lysepuffer aufgenommen und bei -80 °C gelagert.

Mikropartikel wurden pro Versuchsgruppe aus 60 ml Zellsuspension isoliert. Die
Zellen wurden durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei 3000 x g abgetrennt.
Der zellfreie Uberstand wurde in 6 x 9 ml-Fraktionen durch Ultrazentrifugation
(100000 x g, 60 Min.) auf je 200 pl eingeengt und in einem 1,5 ml Eppendorf-
Cup vereinigt. Danach erfolgte wieder eine Ultrazentrifugation (100000 x g, 60
Min.), anschlieend wurde der Zelliiberstand vorsichtig komplett abgesaugt. Das
Pellet wurde in 200 ul Lysepuffer aufgenommen und bei -80 °C gelagert.

Die Proteinbestimmungen wurden nach der Methode von (Dieckmann-Schuppert
& Schnittler, 1997) durchgefiihrt. In der isoelektrischen Fokussierung (IEF)
sollten 200 — 500 pg analysiert werden.

Vor der IEF wurde den Proben DTT (20 mM) zugesetzt und dieser Ansatz 15
Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Probe wurde anschlieend in die IEF-
Kammer pipettiert, der IEF-Gelstreifen vorsichtig iiber die Probe gelegt und zum
Ausschluss von Luftsauerstoff mit Mineraldl {iberschichtet. Die Rehydratisierung
des IEF-Gelstreifens erfolgte fiir 14 h bei 50 V. Die anschlieBende IEF wurde
unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

150 V 30 Min.

300 V 30 Min.

1000 V 30 Min.

1000 V — 8000 V 1 h, linear; 60000 — 100000 Vh

Nach der IEF wurden die IEF-Gelstreifen bis zur Grof3enauftrennung der Proteine
bei -80 °C aufbewahrt. Vor der GroBenauftrennung wurde eine Reduktion der
Proteine im IEF-Gelstreifen durch Inkubation fir 2 x 10 Min. mit je 3 ml
Equilibrierungspufter/DTT (2,5% (m/v)) durchgefiihrt. Anschlieend wurden die
Proteine durch Inkubation fiir 2 x 10 Min. mit je 3 ml Equilibrierungspuffer/-
Iodacetamid (48 mg/ml) alkyliert. Danach wurden die IEF-Gelstreifen kurz mit

21



Laufpuffer gewaschen, liber das Trenngel (10% Polyacrylamid) gelegt und durch
Uberschichtung mit Agarose (1% in Laufpuffer + Bromphenolblau) fixiert. Die
Grofenauftrennung erfolgte fiir 45 Min. bei 45 V und 6-10 h bei 200 V.

Die Gele mit Proben aus Plasmamembranen wurden iiber Nacht fixiert und
danach 4 x 30 Min. in Ethanol (20%) gewaschen. Die Féarbung der Gele erfolgte
durch Inkubation mit Ruthenium-Bathophenanthrolin-Disulfonat (1 uM in H,O, 6
h). Danach wurden die Gele 3 x 15 Min. mit Wasser gewaschen und 15 h mit
Entfarbelosung entfirbt. Die Gele wurden erneut 2 x mit Wasser gewaschen und
die Proteine fluoreszenzspektrophotometrisch bei 532 nm Exzitationswellenlédnge
und 630 nm Emissionswellenlédnge detektiert.

Die Gele mit den Proteinproben aus Mikropartikeln wurden mittels Silberfarbung
detektiert. Dazu wurden die Gele zunichst liber Nacht fixiert. Die Gele wurden
anschlieBend 5 x 8 Min. mit demineralisiertem Wasser gewaschen und
nachfolgend mit einer 0,25%-igen Silbernitratlosung inkubiert. Die Gele wurden
danach 4 x 1 Minute mit demineralisiertem Wasser gewaschen und anschlieSend
entwickelt. Die Entwicklung wurde nach ca. 10 Min. gestoppt.

2.9 Bestimmung der prokoagulatorischen Aktivitat

Die Messung der Thombinbildung (Endogenes Thrombinpotential, ETP) ist eine
Methode, um die Funktion des Blutgerinnungssystems zu testen. Mit Hilfe dieser
Methode kann die Wirksamkeit verschiedener Anitkoagulanzien sowie Defizite in
der Bildung von Gerinnungsfaktoren analysiert werden. Hemker et al. (2002)
haben eine Methode etabliert, bei der die Thrombinbildung automatisiert und
kalibriert gemessen werden kann. Bei der Messung des endogenen
Thrombinpotentials wird Citrat-antikoaguliertes Plasma mit einer TF-Quelle und
negativ geladenen Phospholipiden inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe
eines Recalcifizierungspuffers (FluCa), der das fluorogene Thrombin-Substrat Z-
Gly-Gly-Arg-AMC (Bachem, Bubendorf, Schweiz) enthélt, gestartet. Nach
spezifischer proteolytischer Spaltung durch Thrombin wird der Fluoreszenz-
farbstoff AMC (7-Amino-4-methylcumarin) freigesetzt, dessen Fluroreszenz bei
390 nm Exzitations- und 460 nm Emissionswellenldnge gemessen werden kann.
Dieses Substrat wird nur sehr langsam durch Thrombin umgesetzt. Aus diesem
Grund erfolgt keine Erschopfung des Substrates, eine kontinuierliche
Aufzeichnung der pro Zeit gebildeten Thrombinmenge wird ermdglicht. Die
Thrombinaktivitdit wird durch einen Vergleich des Fluoreszenzsignals einer
thrombinbildenden Probe mit dem Signal eines Kalibrators mit einer stabilen
Thrombinaktivitdt als Funktion der Zeit errechnet. Als Kalibrator dient ein ol,-
Macroglobulin-Thrombin-Komplex, da dieser Komplex inert gegeniiber
antikoagulatorischen Plasmaproteinen ist. Durch diesen Vergleich wird durch die
Software das Fluoreszenzsignal der thrombinbildenden Probe in eine bestimmte
Thrombinkonzentration umgerechnet.

Das Standardprotokoll der Thrombin-Messung wurde dahingehend geéndert, dass
eine Detektion unterschiedlicher TF-Konzentrationen mdglich wurde. Bei der
modifizierten Messung wurden 60 pl einer TF-Quelle (Zellsuspensionen oder
Zelliiberstinde) mit 20 pl FluCa und 10 pl einer Suspension mit Thrombozyten-
membranen (vgl. 2.3.5) versetzt. In manchen Versuchen wurde auf den Zusatz der
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Thrombozytenmembranen verzichtet. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20
ul platchenarmem Plasma (PPP) gestartet. Das Plasma wurde aus Vollblut
gesunder Spender isoliert und durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei 3000 x g
von zelluldren Bestandteilen befreit. AnschlieBend wurde das Plasma sterilfiltriert,
um Mikropartikel zu entfernen. Die Lagerung erfolgte nach raschem Einfrieren in
fliissigem Stickstoff aliquotiert bei -80 °C.
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Abb. 3:

Messung des endogenen Thrombinpotentials (ETP), Originalkurven. @) Einfluss
unterschiedlicher TF-Konzentrationen. b) Analyseparameter.

Abb. 3 zeigt den Einfluss unterschiedlicher TF-Konzentrationen auf die ETP-
Kurven. Man kann bei dieser Methode vier Parameter auswerten: lag time, time to
peak (ttp), peak und ETP. Das ETP ist die Flidche unter der Kurve und beschreibt
die Kapazitit des Plasmas, Thrombin zu bilden. Je groBer der Wert fiir den
Parameter ETP ist, desto explosiver verlduft die Blutgerinnungskaskase. Alle vier
Parameter sind von der eingesetzten TF-Konzentration abhidngig, am sensibelsten
reagieren aber die drei Parameter lag time, ttp und peak auf unterschiedliche TF-
Konzentrationen.

Vor den ETP-Messungen wurden glatte GefaBmuskelzellen fiir 24 h bzw. U937-
Zellen fir 12 h zuziiglich der jeweiligen Versuchsdauer in serumfreiem
Kulturmedium inkubiert. U937-Zellen wurden vor der Messung kurz zentrifugiert
(1000 x g, 45 s). Die Zelliiberstinde wurden in ein neues Gefd3 {iberfithrt und
anschlieBend 5 Min. bei 3000 x g zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen. Das
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Zell-Pellet wurde wieder in dem Ausgangsvolumen des RPMI-Mediums
resuspendiert. Die Dauer der Messungen lag zwischen 60 und 100 Min.

2.10 Perfusion von humanen glatten Gefalimuskelzellen und Endothelzellen

Fiir die Perfusionsexperimente wurden HUVEC der Passagen 4 und 5 bzw. SMC
der Passagen 4-13 auf Glasplattchen (24 x 60 mm) kultiviert.

Vor Versuchsbeginn wurden die Zellen auf den Glasplittchen 1 x mit PBS
gewaschen und danach in die Durchflusskammer eingesetzt. Die Scherrate y
wurde mit Hilfe der folgenden Formel berechnet:

6-Q
B . h?

’Y:

Q = Flussrate in cm’/s

B = Kammerbreite in cm

h = Hohe der Kammer in cm
v = Scherrate in 1/s

Die Parallelflusskammer hatte in diesem Modell eine Breite von 1,54 cm.

Zur Perfusion der SMC wurde eine Flussrate von 2 ml/min gewihlt, durch Varia-
tion der Kammerhdhe wurden verschiedene Scherraten erreicht (10-1500 s™). Bei
den Versuchen zur Bestimmung des Einflusses der Scherrate und einzelner
Substanzen auf die Freisetzung von Mikropartikeln wurden Fraktionen zu je 10
ml gesammelt, bei Messung des zeitlichen Verlaufs der Mikropartikel-Freisetzung
wurden Fraktionen zu je 2 ml gesammelt.

Bei der Perfusion der HUVEC betrug die Flussrate 0,5 ml/min (0,0083 cm3/s), die
Kammer war 1,54 cm breit und 0,016 cm hoch. Daraus ergab sich eine Scherrate
von 125 s™'. Die U937-Zellen wurden zur visuellen Kontrolle der Adhision an
Endothelzellen vor Versuchsbeginn durch Inkubation mit Calcein-AM (3 uM, 30
Min.) markiert. Calcein-AM ist ein nicht-fluoreszierender, zellpermeabler Ester,
der durch Diffusion in das Zytoplasma von Zellen gelangt. Intrazellular wird
Calcein-AM durch Esterasen zum negativ geladenen, fluoreszierenden Calcein
hydrolysiert, das in der Zelle verbleibt. Die Fluoreszenz wird bei 495 nm angeregt
und hat ein Emissionsmaximum bei 517 nm. Die Adhésion der U937-Zellen an
Endothelzellen wurde fluoreszenzmikroskopisch detektiert (Mikroskop: IX50,
Olympus, Hamburg).
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2.11 Messung der P-Selectin Glycoprotein Ligand 1-Antikdrperfluoreszenz
im ZellUberstand

U937-Zellen wurden in 12-Loch-Platten fiir 12 h in serumfreiem Medium
inkubiert. Die Zellsuspension wurde danach auf ein Zehntel des Ursprungs-
volumens konzentriert (von 1000 pl auf 100 pl). Zu den verbleibenden 100 pl
wurden 10 pl des PE-gekoppelten Anti-PSGL-1-Antikorpers pipettiert und 30
Min. bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden danach 3 x mit PBS gewaschen und
in 500 pl serumfreiem RPMI-Medium resuspendiert. AnschlieBend wurden die
Zellen fiir 6 h mit oder ohne Zusatz von Staurosporin inkubiert. Danach wurden
die Zellen durch Zentrifugation entfernt (5 Min., 3000 x g) und die Fluoreszenz
des Uberstands bei 485 nm Exzitationswellenlinge und 580 nm
Emissionwellenldnge gemessen (Shimadzu Spectrofluorophotometer RS-510).

2.12 Immunfluoreszenzmikroskopie

Fiir den immunhistochemischen Nachweis von PSGL-1 wurden U937-Zellen in
serumfreiem RPMI Glutamax Medium mit 100 U/ml Penicillin und 0,1 mg/ml
Streptomycin in Nunc'™ Lab-Tek'-Kammern iiberfiihrt. Sofort danach wurde
die Apoptose durch Staurosporin (2 puM) induziert. Nach 6 h Inkubation wurde
das Medium abgesaugt und die Zellen mit eiskaltem Methanol fixiert (15 Min.).
Anschliefend wurden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen und mit Anti-PSGL-1-
Antikdrper (556052, BD Pharmingen, Heidelberg) inkubiert (1 h bei RT; 1:500 in
3% BSA/PBS). Danach wurden die Zellen erneut 3 x gewaschen und mit einem
Cy3-gekoppelten Anti-Maus-Antikdrper inkubiert (1 h bei RT; 1:600 in PBS). Die
Kernfiarbung erfolgte durch eine 2-miniitige Inkubation mit dem Farbstoff
Hoechst 33342 (1 pg/ml PBS) bei Raumtemperatur. Die Eindeckung der Zellen
wurde mit ,,VECTASHIELD mounting medium® (Vector, Axxora, Griinberg)
durchgefiihrt.

Fiir den Nachweis von TF auf der Zelloberfliche von SMC wurden die Zellen fiir
20 Min. mit frisch hergestellter Paraformaldehyd-Losung (3,7%) fixiert. Diese
nicht-permeabilisierten SMC wurden 1 Stunde mit 3% Ziegenserum priinkubiert.
Anschlieend erfolgte eine Inkubation mit einem monoklonalen Anti-TF-
Antikorper (MAB TFE280, Enzyme Research Laboratories, South Bend, USA;
1:100 in PBS/1% Ziegenserum) fiir 1 h und mit einem Cy3-gekoppelten
Sekundir-Antikdrper (1:200 in PBS) fiir 1 h. Die Zellen wurden zwischen den
Inkubationen mit PBS gewaschen, Zellkerne wurden mit Hoechst 33324 gefarbt
(s.0.). Die Detektion erfolgte mit einem Olympus-BX70-Mikroskop.

2.13 Kernfragmentierung

U937-Zellen bzw. SMC wurden mit eiskaltem Methanol 5 Min. fixiert und
anschlieBend an der Luft getrocknet. Die Kernfarbung erfolgte durch eine 5-
miniitige Inkubation mit dem Farbstoff Hoechst 33342 (2 ug/ml PBS). Nach 3-
fachem Waschen mit PBS wurden die Zellen mikroskopiert (Mikroskop: BX70,
Olympus, Hamburg).
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2.14 Statistik

Die Messdaten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
aus n unabhédngigen Experimenten angegeben. Das Signifikanzniveau P fiir o
wurde mit 0,05 festgelegt. Signifikante Unterschiede zwischen mehreren
Versuchsgruppen (> 3) wurden mittels One-Way Analysis of Variance (ANOVA)
und nachfolgendem Bonferroni-Test fiir multiple Vergleiche iiberpriift.
Unterschiede zwischen zwei Versuchsgruppen wurden mittels ungepaartem oder
gepaartem ,,Student’s t-Test* {berpriift. Lineare Zusammenhinge einer
metrischen abhéngigen Variablen y von einer metrischen unabhéngigen Variablen
x wurden mittels linearer Regression bestimmt. Die Giite der Regression wurde
anhand des BestimmtheitsmaBes r* bewertet. Das Konfidenzintervall fiir den
vorhergesagten Wert y wurde mit 95% festgelegt. Die statistische Auswertung der
Experimente erfolgte mit GraphPad Prism-Software (Version 4.00, GraphPad
Software, San Diego, USA) oder Microsoft Excel™ (Microsoft GmbH,
Frankfurt).
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3 Ergebnisse

3.1 Freisetzung von Tissue Factor aus humanen arteriellen glatten
Gefalimuskelzellen

3.1.1 Freisetzung von Tissue Factor aus humanen glatten GefalRmuskel-
zellen unter statischen Bedingungen

Die Freisetzung von TF-haltigen Mikropartikeln stellt eine konstitutive
Eigenschaft humaner SMC der Aorta dar. In der Arbeit von Schecter et al. (2000)
akkumulierte TF langsam im Zelliiberstand. In Vorversuchen wurde untersucht,
ob diese Beobachtung mit humanen SMC der Arteria mammaria reproduziert
werden konnte. Zu diesem Zweck wurden die SMC nach einem 24-stiindigen
Serumentzug mit frischem, serumfreiem Inkubationsmedium versetzt. Zu den
angezeigten Zeitpunkten wurden Proben entnommen und die prokoagulatorische
Aktivitit dieser Fraktionen durch Messung des endogenen Thrombinpotentials
bestimmt.
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Abb. 4:

TF-Freisetzung aus humanen SMC unter statischen Bedigungen. a)
Prokoagulatorische Aktivitdt im Zelliiberstand. b) Einfluss TF-inhibierender
Antikorper (10 upg/ml, 1 h) auf die prokoagulatorische Aktivitit des
Zelliiberstandes zum Zeitpunkt t = 6 h. ¢) Einfluss einer Ultrazentrifugation
(100000 x g, 1 h) auf die prokoagulatorische Aktivitit des Zelliiberstandes (Kon),
des Ultrazentrifugationsiiberstandes (US) und des Ultrazentrifugationsriickstandes
(Pellet). Quantitative Auswertung aus n = 6 Experimenten. *, p < 0,05 vs.
Kontrolle.
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Abb. 4 zeigt die Freisetzung von prokoagulatorischer Aktivitit in den Zell-
iiberstand unter statischen Bedingungen. Zu Beginn der Inkubation konnte nur
wenig Aktivitit im Uberstand gemessen werden. Im Verlauf von 6 Stunden kam
es zu einem deutlichen Anstieg der prokoagulatorischen Aktivitdt (Abb. 4 a). Der
Zelliiberstand wurde nach 6 Stunden Inkubation mit TF-inhibierenden
Antikorpern  inkubiert. Durch die Inhibierung von TF konnte die
prokoagulatorische Aktivitit auf das initiale Niveau (ttp” = 0,015 Min.”" zum
Zeitpunkt t = 0) gesenkt werden (Abb. 4 b). Kontroll-Immunglobuline hingegen
hatten keinen Einfluss auf die Thrombogenitit. Das bedeutet, dass die
prokoagulatorische Aktivitit des Zelliiberstandes auf TF zuriickzufithren war. In
einem weiteren Versuch wurde iberpriift, ob TF im Zelliiberstand in einer
16slichen Form oder in einer Mikropartikel-gebundenen Form vorlag. Dazu wurde
eine Ultrazentrifugation durchgefiihrt und die prokoagulatorische Aktivitdt des
Zelliiberstandes, des Ultrazentrifugationsiiberstandes und des Ultrazentrifuga-
tionspellets bestimmt. Das Ultrazentrifugationspellet wurde vor der Messung der
prokoagulatorischen Aktivitit in frischem DMEM resuspendiert. Das Volumen
zur Resuspension entsprach dem gleichen Volumen des Zelliiberstandes, das
ultrazentrifugiert wurde. Die prokoagulatorische Aktivitit des Zelliiberstandes
wurde durch Ultrazentrifugation nahezu vollstindig gesenkt (Abb. 4 c). Das
resuspendierte Ultrazentrifugationspellet wies die gleiche prokoagulatorischen
Aktivitdt wie der Zelliiberstand auf. Das bedeutet, dass TF im Zelliiberstand in
einer Mikropartikel-gebundenen Form vorlag.

Die Ergebnisse zeigten, dass der Befund von Schecter et al. (2000) auch mit SMC
der Arteria mammaria reproduzierbar war und diese Zellen daher als Zellsytem
geeignet waren, um die Freisetzung von TF unter Flussbedingungen zu
untersuchen.

3.1.2 Freisetzung von Tissue Factor aus humanen glatten
Gefalmuskelzellen unter Flussbedingungen

Zunichst sollte die Freisetzung von TF unter Flussbedingungen mit der
Freisetzung von TF unter statischen Bedingungen verglichen werden.

Abb. 5 a zeigt die prokoagulatorische Aktivitdit des Perfusats nach einer 5-
miniitigen Perfusion bei einer mittleren Scherrate von 500 s™ im Vergleich zu der
prokoagulatorischen Aktivitdt nach einer gleich langen Inkubation derselben
Zellen unter statischen Bedingungen. Die Einwirkung von Scherkriften fiihrte zu
einem starken Anstieg der prokoagulatorischen Aktivitdt. Die dabei gemessene
prokoagulatorische Aktivitdit war an Mikropartikel gebunden, weil nach einer
Ultrazentrifugation die gesamte prokoagulatorische Aktivitit im Zentrifugations-
pellet zu finden war und der Zentrifugationsiiberstand keine Aktivitdt mehr
aufwies (Abb. 5 b,c). Die Freisetzung der prokoagulatorischen Mikropartikel
korrelierte mit der Scherrate: bei Scherraten, wie sie im vendsen System vorliegen
(10 s' = 100 s™), war die Freisetzung gering und bei Scherraten, wie sie im
arteriellen System vorliegen (1000 s™' — 1500 s™), hoch (Abb. 5 d).
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Abb. 5:

Effekt von Fluss auf die Freisetzung prokoagulatorischer Mikropartikel aus SMC.
a) Vergleich der Thrombogenitit des Perfusats nach einer 5-miniitigen Perfusion
(Fluss, 500 s') mit der Thrombogenitit des Zelliiberstandes nach 5 Min. unter
statischen Bedingungen (Stase). b), ¢) Effekt einer Ultrazentrifugation (100000 x
g, 1 h) auf die Thrombogenitit des Perfusates. Kon = Zelliiberstand, Pellet =
Ultrazentrifugationsriickstand, US = Ultrazentrifugationsiiberstand (keine
prokoagulatorische Aktivitdt, parallel zur x-Achse). d) Einfluss der Scherrate auf
die Freisetzung prokoagulatorischer ~Mikropartikel. Lineare Regression
(durchgezogene Linie) und 95% Konfidenzintervall (gestrichelte Linien).
Représentative Originalmessungen und quantitative Auswertungen aus n = 6
Experimenten. *, p < 0,05 vs. Kontrolle.

In den nachfolgenden Versuchen wurde iiberpriift, ob die prokoagulatorische
Aktivitit auf TF zurlickzufiihren war. Abb. 6 a zeigt eine Western-Blot-Analyse
von Zelllysaten und deren korrespondierenden Mikropartikeln, die durch
Ultrazentrifugation (100000 x g, 1 h) aus Perfusaten isoliert wurden.
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Abb. 6:

Identifizierung von TF. a) Western-Blot, TF-Nachweis in Zelllysaten (SMC) und
in Mikropartikeln (MP) aus Perfusaten, n = 3. b), ¢) Einfluss TF-inhibierender
Antikoérper auf die Thrombogenitit des Perfusates, repréisentative
Originalmessung und quantitative Auswertung aus n = 6 Experimenten. *, p <
0,05 vs. Kontrolle. d), e) Durchflusszytometrische Analyse einer Perfusat-
Fraktion mit d) hoher und e€) niedriger prokoagulatorischer Aktivitit.
Reprédsentative Originalhistogramme und Originalmessungen aus n = 3
Experimenten.

In der Mikropartikelfraktion konnte TF als ca. 47 kD groBes Protein
nachgewiesen werden. Der Einfluss von TF auf die prokoagulatorische Aktivitét
wurde durch TF-inhibierende Antikorper iiberpriift (Abb. 6 b,c). Die prokoa-
gulatorische Aktivitdit wurde durch die Antikorper signifikant gesenkt. Zur
Kontrolle wurden die Zelliiberstdnde tliber den gleichen Zeitraum mit Kontroll-
Immunglobulinen inkubiert, um eine unspezifische Inhibierung von TF
auszuschliessen. Die Kontroll-Immunglobuline hatten keinen Einfluss auf die
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prokoagulatorische Aktivitdit des Zelliiberstandes. Das bedeutet, dass die
prokoagulatorische Aktivitit auf TF zuriickzufiihren war. Der Nachweis von TF
auf Mikropartikeln erfolgte aulerdem mittels Durchflusszytomtrie (Abb. 6 d,e). In
einer Perfusionsfraktion mit einer hohen prokoagulatorischen Aktivitdt konnte TF
auf Mikropartikeln nachgewiesen werden, wéhrend in Fraktionen mit einer
niedrigen prokoagulatorischen Aktivitit kein TF detektiert werden konnte.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Freisetzung von TF wihrend einer
lingeren Perfusion (40 Min.) untersucht. In den Originalkurven war eine schnell
abnehmende prokoagulatorische Aktivitit zu erkennen. Die Fraktionen, die zu
Beginn der Perfusion gesammelt wurden, wiesen eine starke prokoagulatorische
Aktivitdt auf. Die Perfusatfraktionen, die nach einer Perfusionsdauer von ca. 7
Min. gesammelt wurden, wiesen nur noch eine minimale prokoagulatorische
Aktivitiat auf (Abb. 7 a). Nach etwa 10 Min. wurde eine Talphase erreicht, die
auch bei einer weiteren Perfusion der Zellen nicht wieder anstieg (Abb. 7 b).
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Abb. 7:

Zeitverlauf der TF-Freisetzung unter Flussbedingungen (500 s™). a) Original-
messungen. b) Auswertung aus n = 6 Experimenten.

Daher wurde anschlieend iiberpiift, ob weiterhin TF-Protein nach einer 15-
miniitigen Perfusion auf der Zelloberfliche nachzuweisen war oder ob der
gesamte Zelloberflachen-TF in das Perfusat gespiilt wurde. Zur Bestimmung der
TF-Expression auf der Zelloberfliche wurden nicht-permeabilisierte Zellen
(Fixierung der Zellen durch Paraformaldehyd) immunhistochemisch untersucht.
Auf nicht-perfundierten Zellen konnte TF immunhistochemisch nachgewiesen
werden (Abb. 8 a). Die rote Farbung zeigte TF an. Zellkerne waren blau markiert.
Interessanterweise konnte auch eine positive TF-Férbung auf Zellen, die 15 Min.
lang perfundiert wurden, gezeigt werden (Abb. 8 b). Das gleiche Farbungsmuster
wurde auch bei Zellen beobachtet, die nach der Perfusion unter statischen
Bedingungen fiir 60 Min. inkubiert wurden (Abb. 8 c).
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Abb. 8:

Immunhistochemischer Nachweis von TF auf der Zelloberfliche nicht-
permeabiliserter Zellen (rot = TF, blau = Zellkern). a) Nicht-perfundierte Zellen.
b) Zellen nach einer 15-miniitigen Perfusion. €) Zellen nach einer 15-miniitigen
Perfusion und anschlieBender statischer Phase von 60 Min. Reprisentative
Darstellung von n = 3 Experimenten.

Da TF offensichtlich weiterhin auf der Zelloberflache exprimiert wurde, sollte in
anschlieBenden Versuchen geklart werden, ob es zu einer Reexposition von
freisetzbarem TF kommt. Dazu wurden SMC zunéchst bis zum Erreichen der
Talphase (15 Min.) perfundiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation iiber
verschiedene Zeitrdume unter statischen Bedingungen.
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Abb. 9:

Re-Exposition von freisetzbarem TF nach Flussunterbrechung. a) Kinetik zweier
aufeinanderfolgender Perfusionen mit angegebener Flussunterbrechung. b)
Einfluss der Dauer der Flussunterbrechung auf die Reexposition von
freisetzbarem TF. Quantitative Auswertungen aus n = 6 Experimenten. *, p < 0,05
vs. Kontrolle.
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Nach dieser Flussunterbrechung wurden die Zellen ein zweites Mal perfundiert.
Bei einer Flussunterbrechung von 60 Min. kam es zu einer signifikanten
Reexposition von freisetzbarem TF (Abb. 9 a,b). Die initialen Werte der ersten
Perfusion wurden wieder erreicht. Ahnlich wie bei der ersten Perfusion wurde TF
bei der zweiten Perfusion schnell, jedoch transient in das Perfusat freigesetzt.

Da bekannt ist, dass bei der klassischen Mikropartikelfreisetzung die Cystein-
protease Calpain und die intrazellulire Ca" -Konzentration eine wichtige Rolle
spielen (Zwaal & Schroit, 1997), wurden die Zellen in Kontrollveruchen mit
einem Calpain-Inhibitor (ALLN, Calpain Inhibitor I, 100 pM) und einem Chelator
intrazellulirer Ca™-Ionen (BAPTA-AM, 30 uM) perfundiert. Der Einfluss der
Zellaktivierung wurde durch Perfusion der Zellen mit Iloprost (Ilomedin, 100 nM)
untersucht. Bei diesen Versuchen wurden die Zellen in einer ersten Perfusion in
Anwesenheit des jeweiligen Inhibitors 15 Min. bis zum Erreichen der Talphase
perfundiert und danach in dem Inhibitor-haltigen Medium fiir 60 Min. unter
statischen Bedingungen inkubiert. Anschlieend erfolgte wieder eine 10-miniitige
Reperfusion. Keiner der Inhibitoren konnte die Reexposition von freisetzbarem
TF verhindern (Abb. 10). In Gegenwart des Ca'" -Chelators BAPTA kam es nicht
zu einer signifikanten Reexposition von TF. Allerdings war auch hier die
Thrombogenitit des Perfusats bei der Reperfusion deutlich stirker als gegen Ende
der ersten Perfusion, so dass ein Einfluss der intrazellulidren Ca-Konzentration
auf die Reexposition von freisetzbarem TF unwahrscheinlich war.
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Abb. 10:

Pharmakologische Beeinflussung der Reexposition von freisetzbarem TF mit
Calpain-Inhibitor I (ALLN, 100 uM), BAPTA-AM (BAPTA, 30 uM) und Iloprost
(Ilo, 100 nM). x-Achse: 1. Perfusion (Min.) und Reperfusion (Rep, Min.).
Quantitative Auswertung aus n = 4 Experimenten. *, p < 0,05 vs. 1. Perfusion (10-
15).
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3.2 Freisetzung von Tissue Factor aus apoptotischen Zellen

Da bekannt ist, dass im Bereich von atherosklerotischen Plaques Apoptose in
verschiedenen Zelltypen, insbesondere SMC und Makrophagen, nachgewiesen
werden kann und Apoptose ein sehr wichtiger Mechanismus zur Freisetzung von
Mikropartikeln ist, sollte der Einfluss der Apoptose auf die Thrombogenitit der
freigesetzten Mikropartikel aus SMC und der monozytiren Zelllinie U937
untersucht werden.

3.2.1 Freisetzung von Tissue Factor aus apoptotischen humanen glatten
GefalRmuskelzellen

Die Apoptose in SMC wurde durch den Proteinkinase C (PKC)-Inhibitor
Staurosporin (2 uM) induziert. Nach Induktion der Apoptose wurden die Zellen
fiir 24 h inkubiert, um eine addquate Akkumulation von Mikropartikeln zu
gewdhrleisten.

Die fiir apoptotische Zellen typische Kernfragmentierung wurde mittels

Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen, die ebenfalls typische Spaltung der
Caspase-3 mittels Western-Blot (Abb. 11).
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Abb. 11:

Nachweis der Staurosporin (Stauro, 2 uM, 24 h)-induzierten Apoptose arterieller
SMC durch a) Kernfragmentierung und b) Caspase-3 (Casp-3)-Spaltung.
Reprisentative Abbildungen fiir n = 3 Experimente.

Da die Thrombogenitdt der Mikropartikel untersucht werden sollte, wurden die
Mikropartikel apoptotischer und nicht-apoptotischer Zellen 24 h nach Induktion
der Apoptose durch Ultrazentrifugation (100000 x g, 1 h) pelletiert und zunéchst
mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Die densitometrische Auswertung der
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Western-Blots ergab, dass sich in den Mikropartikeln apoptotischer Zellen etwa
doppelt soviel TF befand wie in denen nicht-apoptotischer Zellen (Abb. 12 a,b).
Zur Quantifizierung der freigesetzten Mikropartikel wurde eine Proteinbestim-
mung des Ultrazentrifugationspellets durchgefiihrt.
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Abb. 12:

a) Western-Blot apoptotischer und nicht-apoptotischer Mikropartikel aus SMC.
b), ¢) Charakterisierung der Mikropartikel hinsichtlich TF- und Gesamtprotein-
gehalt. Die Apoptose wurde durch Staurosporin (Stauro, 2 uM, 24 h) induziert.
Kontrolle = Kon. Abbildung und quantitative Auswertung aus n = 4
Experimenten. *, p < 0,05 vs. Kontrolle.

Obwohl sich der TF-Gehalt der Mikropartikel unterschied, waren keine Unter-
schiede im Proteingehalt der freigesetzten Mikropartikel zu finden. Offensichtlich
wurden bei Apoptose gleich viele Mikropartikel sezerniert wie unter
Kontrollbedingungen. Die bei der Apoptose sezernierten Mikropartikel
unterschieden sich aber hinsichtlich ihres TF-Gehaltes von den Mikropartikeln,
die unter Kontrollbedingungen sezerniert wurden.

Die funktionellen Konsequenzen der Apoptose auf die Thrombogenitit der
Mikropartikel wurden durch ETP-Messungen bestimmt.

Bei diesen Messungen wurden die Mikropartikel in zwei verschiedenen
Versuchsansédtzen bestimmt: im ersten Ansatz wurde die prokoagulatorische
Aktivitdt der Mikropartikel mit Zusatz von Thrombozytenmembranen gemessen.
Im zweiten Versuchsansatz wurde die prokoagulatorische Aktivitit der
Mikropartikel ohne den Zusatz von Thrombozytenmembranen gemessen. In vivo
stellt die Oberflache aktivierter Thrombozyten die wichtigste Quelle fiir negativ
geladene Phospholipide dar. Dieser Versuchsaufbau sollte Aufschluss dariiber
geben, inwiefern die sezernierten Mikropartikel unabhidngig von zusétzlichen
negativ geladenen Membranoberflichen die Thrombinbildung initiieren und
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propagieren konnen. In Abb. 13 a sind die Messungen mit Zusatz von Thrombo-
zytenmembranen dargestellt. Die Mikropartikel der apoptotischen Zellen fiihrten
zu einer signifikant stirkeren Thrombinbildung als die Mikropartikel der
Kontrollzellen. Alle vier Parameter der ETP-Messung waren signifikant erhdht.
Noch deutlicher wurde der funktionelle Unterschied bei der ETP-Messung ohne
Zusatz von Thrombozytenmembranen (Abb. 13 b).
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Abb. 13:

Thrombogenitétsbestimmung von Mikropartikeln aus SMC durch ETP-Messung.
a) mit Zusatz von Thrombozytenmembranen bzw. b) ohne Zusatz von
Thrombozytenmembranen. Weille Balken = Kontrolle (Kon), schwarze Balken =
apoptotische (Stauro) Mikropartikel. Die Apoptose wurde durch Staurosporin
(Stauro, 2 uM, 24 h) induziert. Kontrolle = Kon. Reprisentative
Originalmessungen und quantitative Auswertung aus n = 4 Experimenten. *, p <
0,05 vs. Kontrolle.



Bei allen vier Parametern bestanden signifikante Unterschiede zwischen der
Kontrolle und der mit Staurosporin-behandelten Probe. Die Originalabbildungen
verdeutlichen den Unterschied hinsichtlich der prokoagulatorischen Aktivitat
zwischen apoptotischen und nicht-apoptotischen =~ Mikropartikeln.  Die
Mikropartikel der Kontrollzellen haben in Abwesenheit zusitzlicher negativ
geladener Phospholipide nur eine minimale Thrombinbildung induziert, wihrend
die Mikropartikel apoptotischer Zellen zu einer starken Thrombinbildung fiihrten.

In einem zweiten Zellsystem sollte getestet werden, ob der beobachtete Effekt
Zelltyp-spezifisch fiir SMC ist oder ob auch in anderen Zellen ein funktioneller
Unterschied zwischen apoptotischen und nicht-apoptotischen Mikropartikeln
besteht. Als wichtigste Quelle fiir zirkulierenden TF werden Monozyten
diskutiert, daher wurde die monozytire Zelllinie U937 als zweites Zellsystem
herangezogen.
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3.2.2 Freisetzung von Tissue Factor aus apoptotischen U937-Zellen

Die Apoptose in U937-Zellen wurde durch Zugabe von Staurosporin (2 pM) indu-
ziert und mittels Kernfragmentierung und Spaltung der Caspase-3 (Abb. 14 a,b)
nachgewiesen.
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Abb. 14:

Apoptose von U937-Zellen. Nachweis der Apoptose durch a) Kernfragmen-
tierung, b) Caspase-3 (Casp-3)-Western-Blot. Die Apoptose wurde durch
Staurosporin (Stauro, 2 uM, 24 h) induziert. Kontrolle = Kon. Reprisentative
Abbildungen aus n = 4 Experimenten.

Die Thrombogenitdt der freigesetzten Mikropartikel wurde durch Messung des
ETP bestimmt. Ahnlich wie bei der Messung der Mikropartikel aus SMC war die
Thrombogenitit der aus apoptotischen Zellen stammenden Mikropartikel
signifikant erhoht im Vergleich zu den Mikropartikeln aus Kontrollzellen.
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Abb. 15:

Thrombogenitét apoptotischer und nicht-apoptotischer U937-Zellen (Zellen) und
korrespondierender Mikropartikel (MP). a) ETP-Messungen mit Mikropartikeln
in Abwesenheit (- PL) oder Gegenwart (+ PL) zusétzlicher negativ geladener
Phospholipide. b) Statistische Auswertung der Thrombogenitit der Zellen und
Mikropartikel, dargestellt als ETP. Représentative Originalmessungen und
quantitative Auswertung aus n = 6 Experimenten. Die Apoptose wurde durch
Staurosporin (Stauro, 2 uM, 24 h) induziert. Kontrolle = Kon. *, p < 0,05 vs.
Kontrolle.

Abb. 15 zeigt die Originalabbildungen der ETP-Messungen mit Mikropartikeln
sowie die statistische Auswertung der ETP-Messungen mit Mikropartikeln und
Zellen. Ohne den Zusatz von Thrombozytenmembranen kam es bei den
Mikropartikeln aus Kontrollzellen nur zu einer sehr schwachen Thrombinbildung
(Abb. 15 a, oben, Kon). Die Mikropartikel, die aus den Zelliiberstinden
apoptotischer Zellen isoliert wurden, fiihrten ohne den Zusatz von
Thrombozytenmembranen zu einer starken Thrombinbildung (Abb. 15 a, oben,
Stauro). Durch den Zusatz von Thrombozytenmembranen wurde die
prokoagulatorische Aktivitdt der Mikropartikel aus Kontrollzellen stark erhdht
(Abb. 15 a, unten). Die prokoagulatorische Aktivitit der Mikropartikel aus
apoptotischen Zellen wurde unter diesen Bedingungen nur schwach gesteigert.
Die statistische Auswertung dieser Versuchsansitze zeigte eine signifikante
Erh6éhung der prokoagulatorischen Aktivitdt apoptotischer Mikropartikel im
Vergleich zu nicht-apoptotischen Mikropartikeln sowohl bei der ETP-Messung
ohne Zusatz von negativ geladenen Phospholipiden als auch mit Zusatz von
negativ geladenen Phospholipiden. Bei der ETP-Messung mit Zellen wurden
dhnliche Ergebnisse beobachtet: in Abwesenheit von zusidtzlichen negativ
geladenen Phospholipiden vermochten Kontrollzellen nur eine schwache
Thrombinbildung auszuldsen, apoptotische Zellen fiihrten wunter diesen
Bedingungen zu einer starken Thrombinbildung. Durch den Zusatz von negativ
geladenen Phospholipiden wurde der Unterschied zwischen nicht-apoptotischen
und apoptotischen Zellen hinsichtlich der Thrombogenitét aufgehoben (Abb. 15
b).
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Zellaktivierung und Apoptose sind die wichtigsten Mechanismen zur Freisetzung
von Mikropartikeln. Da in den vorangegangen Versuchen gezeigt wurde, dass die
Apoptose zu einer erhohten prokoagulatorischen Aktivitit flihrt, wurde der
Einfluss der Zellaktivierung auf die Thrombogenitit der Mikropartikel untersucht.
Als Stimulus zur Zellaktivierung wurde Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA, 100
nM) verwendet.

Die Zellaktivierung fiihrte zu einer schwachen, statistisch jedoch nicht signifi-
kanten Erhohung der Thrombogenitit der Mikropartikel (Abb. 16). Aus diesem
Grund wurden in den nachfolgenden Versuchen nur Mikropartikel aus
unstimulierten Zellen mit denen aus apoptotischen Zellen verglichen.
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Abb. 16:

Thrombogenitit der Zelliiberstinde von unstimulierten (Kon, 24 h), PMA (PMA,
100 nM, 24 h)-aktivierten und apoptotischen (Stauro, 2 puM, 24 h) Zellen.
Quantitative Auswertung aus n = 6 Experimenten. *, p < 0,05 vs. Kontrolle.

Es ist bekannt, dass die Expression von negativ geladenen Phospholipiden (z.B.
Phosphatidylserin und —ethanolamin) auf der Zelloberfliche zu einer Aktivierung
von TF fiihrt (Kunzelmann-Marche et al., 2000). Die Expression negativ
geladener Phospholipide kann durch die Bindung von Annexin-V gemessen
werden. Daher wurden Zellen und Mikropartikel durchflusszytometrisch hinsicht-
lich der Expression von TF und der Bindung von Annexin-V analysiert. Abb. 17
zeigt die Streulichtabbildungen der durchflusszytometrischen Messungen. In der
linken Spalte sind die Streulichteigenschaften von Zellen (schmales Rechteck)
und Mikropartikeln (breites Rechteck) nicht-apoptotischer und apoptotischer
Zellen dargestellt. Die Abbildungen in der Mitte und rechts zeigen die
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Fluoreszenz von Zellen und Mikropartikeln. CD45 ist ein Protein, das auf der
Oberflaiche  aller Leukozyten exprimiert wird. Da  Mikropartikel
Membranabschniirungen darstellen, wurden die Mikropartikel als CD45-positives
Ereignis definiert. Aus diesem Grund wurde eine Doppelfarbung von Zellen und
Mikropartikeln mit einem FITC-markierten Anti-TF-Antikérper und einem PE-
gekoppelten Anti-CD45-Antikdrper durchgefiihrt.

Im gelben Feld befinden sich CD45-positive Ereignisse. Im gelb schraffierten
Feld befinden sich Ereignisse, die sowohl TF-positiv als auch CD45-positiv sind.
Bei den Kontrollzellen konnten nur wenige TF-positive Ereignisse beobachtet
werden (Abb. 17 a,b). Bei den apoptotischen Zellen wurde TF auf etwa der Halfte
aller Zellen nachgewiesen (Abb. 17 a,b). Hinsichtlich der Expression von TF
bestand ein signifikanter Unterschied zwischen nicht-apoptotischen und
apoptotischen Zellen. Nach der Inkubation der Zellen mit PE-gekoppeltem
Annexin-V konnten bei den apoptotischen Zellen signifikant mehr Annexin-V-
positive Ereignisse beobachtet werden als bei nicht-apoptotischen Zellen (Abb. 17
b). Bei der Analyse der Mikropartikel wurden auf apoptotischen und nicht-
apoptotischen Mikropartikeln etwa gleich viele TF-positive Ereignisse registriert
(Abb. 17 a,b). Hinsichtlich der Expression negativ geladener Phospholipide
bestanden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen nicht-
apoptotischen und apoptotischen Mikropartikeln. Die Anzahl der Mikropartikel
(dargestellt als Mikropartikel pro 100 Zellen) wurde durch Induktion der
Apoptose im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen leicht erhoht. Der
Unterschied in der Anzahl der Mikropartikel war jedoch statistisch nicht
signifikant. In Kontrollversuchen wurde die Menge der Mikropartikel nicht-
apoptotischer und apoptotischer Zellen auf die gleiche Anzahl eingestellt. Bei den
ETP-Messungen weiterhin eine signifikant erhohte prokoagulatorische Aktivitét
(Daten nicht gezeigt).

Das bedeutet, dass die erhohte Thrombogenitéit apoptotischer Zellen durch die
gleichzeitige Expression von TF und negativ geladenen Phospholipiden auf der
Zelloberfliche erklirt werden kann. Bei den Mikropartikeln bestand hinsichtlich
der Expression von TF und negativ geladenen Phospholipiden kein Unterschied.
Das bedeutet, dass andere Eigenschaften als die TF-Expression oder die Fahigkeit,
Annexin-V zu binden, die hohe prokoagulatorische Aktivitdt der Mikropartikel
apoptotischer Zellen determinieren.
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Abb. 17:

Durchflusszytometrische Bestimmung der Expression von TF und negativ
geladenen Phospholipiden auf der Oberfliche von U937-Zellen und
Mikropartikeln. Die Apoptose wurde durch Staurosporin (Stauro, 2 puM, 24 h)
induziert. Kontrolle = Kon. a) Reprisentative Originalmessungen (SS,
Seitwirtsstreulicht; FS, Vorwirtsstreulicht) und b) quantitative Auswertung aus n
= 6 Experimenten. *, p < 0,05 vs. Kontrolle.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Mikropartikel von nicht-apopto-
tischen und apoptotischen Zellen mittels Western-Blot hinsichtlich der Expression
von TF untersucht. Die Detektion von TF erfolgte mittels ,,ECL Advance Western
Blotting Detection Kit*“. In den Lysaten der Mikropartikel der Kontrollzellen
konnte TF mit einem Molekulargewicht von 47 kD detektiert werden (Abb. 18).
In den Lysaten der Mikropartikel der apoptotischen Zellen wurde eine 47 kD
grofle Bande sowie eine etwa 27 kD grofle Bande detektiert. Die 47 kD grof3e
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Bande entsprach der Grofle der vollstindig glykosylierten Form von TF, die 27
kD groBBe Bande enstprach der Grofle der unglykosylierten Form des Proteins.
Alternativ konnte diese kleinere Bande auch alternativ gesplicetem TF
entsprechen.

TF (47 kD) »

TF (27 kD) ™

Kon
Kon

Stauro

Abb. 18:

Detektion von TF in Mikropartikeln (MP) und Zelllysaten (Zellen) mittels
Western-Blot. Die Apoptose wurde durch Staurosporin (Stauro, 2 pM, 24 h)
induziert. Reprisentative Darstellung von n = 6 Experimenten.

Die Mikropartikel apoptotischer Zellen fiihrten zu einer signifikant stirkeren
Thrombinbildung (Abb. 15), unterschieden sich bei der durchflusszytometrischen
Analyse aber nicht hinsichtlich der Expression von TF oder der Bindung von
Annexin-V (Abb. 17). Die in Abb. 18 detektierte TF-Bande mit der Grofe von 27
kD konnte eine Erkldrung fiir die erhohte prokoagulatorische Aktivitit der
apoptotischen Mikropartikel sein, da diese Bande nicht in Lysaten nicht-
apoptotischer Mikropartikel detektiert werden konnte. Es wére vorstellbar, dass
die 27 kD grof3e TF-Form eine erhohte prokoagulatorische Aktivitit im Vergleich
zu der 47 kD groBBen TF-Form aufweist. Die erhdhte prokoagulatorische Aktivitét
wire dementsprechend direkt auf TF zuriickzufiihren. Andererseits konnte die
erhohte prokoagulatorische Aktivitidt apoptotischer Mikropartikel auch durch
indirekte Mechanismen hervorgerufen worden sein. Der Begriff TF-,,Encryption*
beschreibt die temporére, reversible Inaktivierung von TF durch bisher wenig
verstandene  Mechanismen. Die erhohte prokoagulatorische — Aktivitét
apoptotischer Mikropartikel im Vergleich zu nicht-apoptotischen Mikropartikeln
konnte also auch dadurch erkldrt werden, dass bei den nicht-apoptotischen
Mikropartikeln eine Inaktivierung (TF-,,Encryption”) vorlag und dass diese
Inaktivierung bei den apoptotischen Mikropartikeln aufgehoben war. Die zwei
wichtigsten Proteine, die im Zusammenhang mit TF-,Encryption® diskutiert
werden, sind Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) und Glucose Regulated
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Protein 78 (GRP 78). Der Einfluss dieser beiden Proteine sollte in weiteren
Versuchsreihen untersucht werden.

3.2.3 Expression von Tissue Factor Pathway Inhibitor und Glucose
Regulated Protein 78

Es gibt Hinweise darauf, dass ein Ungleichgewicht des Expressions-Verhéltnisses
TF:TFPI fiir eine erhohte Thrombogenitit zellularer Mikropartikel verantwortlich
sein kann (Brisset et al., 2003; Ott et al., 2001).

GRP78 (glucose regulated protein 78) konnte ebenfalls bei der TF-,,Encryption*
der nicht-apoptotischen Mikropartikel beteiligt sein. GRP78 ist ein Protein, das
normalerweise im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist und dort fiir die
richtige Faltung neu synthetisierter Proteine sowie Vermeidung der Bildung von
Proteinaggregaten verantwortlich ist (Lee, 2001). Eine Arbeit von Watson et al.
(2003) hat gezeigt, dass die Uberexpression von GRP78 zu einer verminderten
prokoagulatorischen Aktivitdt in Zellen fiihrt. Diese Untersuchung wurde durch
eine Arbeit von Bhattacharjee et al. (2005) erweitert, in der die Autoren
demonstrieren konnten, dass auf der Oberfliche exprimiertes GRP78 zu einer
direkten Hemmung der prokoagulatorischen Aktivitét fiihrt.

3.2.3.1 Tissue Factor Pathway Inhibitor

Zunichst wurde die Expression von TFPI in Zelllysaten sowie in Ultrazentrifuga-
tionsiiberstainden und Ultrazentrifugationsriickstinden mittels Western Blot
untersucht (Abb. 19 a). In den Zelllysaten konnte TFPI detektiert werden. Sowohl
in den Ultrazentrifugationsiiberstinden als auch den —riickstinden konnte kein
TFPI nachgewiesen werden. Das bedeutet, dass TFPI im Zelliiberstand weder in
einer 16slichen Form noch in einer Mikropartikel-gebundenen Form vorlag bzw.
das Expressionsniveau von TFPI im Zelliiberstand und in Mikropartikeln
unterhalb der Nachweisgrenze des Western-Blots lag.

Der in den Western-Blot-Versuchen eingesetzte Anti-TFPI-Antikdrper vermag
TFPI funktionell zu inhibieren. Daher wurde in Kontrollversuchen dieser
Antikorper mit Mikropartikeln nicht-apoptotischer Zellen inkubiert, um den
funktionellen Einfluss von TFPI auf die Thrombogenitdt nicht-apoptotischer
Mikropartikel zu bewerten. Die Inkubation der Mikropartikel mit Anti-TFPI-Anti-
korper fiihrte zu keiner Erhdhung der prokoagulatorischen Aktivitdt (Abb. 19 b).
Das bedeutet, dass TFPI unter diesen Versuchsbedingungen nicht zu einer TF-
,»Encryption” flihrte. Die erhohte prokoagulatorische Aktivitdt apoptotischer
Mikropartikel kann nicht durch ein Ungleichgewicht des Verhéltnisses TF:TFPI
erklart werden, weil TFPI keinen Einfluss auf die prokoagulatorische Aktivitdt der
Mikropartikel nicht-apoptotischer Zellen besal.
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Abb. 19:

Einfluss von TFPI auf die Thrombogenitét der Zelliiberstdnde nicht-apoptotischer
Zellen. a) Western-Blot. Zelllysate = Zellen. US = Ultrazentrifugationsiiberstand.
Pellet = Ultrazentrifugationsriickstand. b) TF-Aktivitdtsbestimmung im
Zelliiberstand durch Messung des ETP. Bewertung des Einflusses von TFPI auf
die prokoagulatorische Aktivitdt der Mikropartikel durch Inkubation mit Anti-
TFPI-Antikorpern (10 pg/ml, 1 h). Reprédsentative Originalabbildungen und
quantitative Auswertung aus n = 4 Experimenten. *, p < 0,05 vs. Kontrolle.
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3.2.3.2 Glucose Regulated Protein 78

Die Expression von GRP78 wurde zunéchst in U937-Zelllysaten mittels Western-
Blot untersucht (Abb. 20 a). Im Western-Blot wurde eine Doppelbande detektiert.
Mittels linearer Regression wurde das Molekulargewicht dieser Banden ermittelt.
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Abb. 20:

Nachweis von GRP78 und Thrombogenititsbestimmung in apoptotischen und
nicht-apoptotischen Zellen. a) Western-Blot aus Zelllysaten (ohne und mit Zusatz
von Staurosporin, 2 uM, 24 h). b) Western-Blot, zeitabhidngige Regulation von
GRP78 durch Staurosporin-induzierte Apoptose (Stauro, 2 uM). ¢) Thrombogeni-
tatsbestimmung gewaschener nicht-apoptotischer (Kon) und apoptotischer
(Stauro, 2 uM) U937-Zellen durch Messung des ETP. Reprisentative Original-
messungen aus n = 2 Experimenten.

Die obere Bande (GRP78) entsprach dem erwarteten Molekulargewicht von 78
kD, die untere Bande hatte ein Molekulargewicht von 73 kD (p73). Die obere
dieser Banden wurde durch Apoptose nicht reguliert, die untere Bande wurde
durch Apoptose herabreguliert. Um das Verschwinden der unteren Bande mit der
Thrombogenitit der U937-Zellen zu korrelieren, wurden die Zellen 3 h, 6 h bzw.
12 h nach Induktion der Apoptose gewaschen und die Thrombogenitit der
gewaschenen Zellen durch ETP-Messung bestimmt. Ein Teil der Zellen wurde zur
GRP78-Bestimmung mittels Western-Blot verwendet. Die unteren Bande (p73)
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wurde zeitabhingig durch Induktion der Apoptose herabreguliert. Nach ca. 6 h
kam es zu einer vollstindigen Herabregulation dieser Bande (Abb. 20 b). Die
obere Bande (GRP78) wurde durch Induktion der Apoptose nicht beeinflusst.
Gleichzeitig mit der schwicher werdenden unteren Bande stieg die Thrombo-
genitét apoptotischer Zellen (Abb. 20 c). Diese Ergebnisse deuteten darauf hin,
dass die p73-Bande unter den gewdihlten Versuchsbedingungen eine wichtige
Rolle bei der TF-,,Encryption* nicht-apoptotischer Mikropartikel spielen kdnnte.

In weiteren Untersuchungen wurde daher versucht, GRP78 in Mikropartikeln zu
detektieren. AuBlerdem wurde zur Kontrolle die Regulation von GRP78 durch
Inkubation der Zellen mit PMA (100 nM, 24 h) untersucht. Die Zellaktivierung
mit PMA fiihrte zu keiner Erhohung der Thrombogenitét der Mikropartikel (Abb.
16) und der Zellen (Daten nicht gezeigt). Sollte die Regulation der unteren Bande
eine wichtige Rolle bei der Inaktivierung von TF spielen, so miisste sie in den
PMA-behandelten Zellen oder aber in den Mikropartikeln zu finden sein.

Interessanterweise kam es in den PMA-stimulierten Zellen zu einer &hnlichen
Herabregulation der unteren GRP78-Bande wie in Stauroporin-behandelten Zellen
(Abb. 21 a). In zelluldren Mikropartikeln konnte GRP78 jedoch nicht nachge-
wiesen werden (Abb. 21 b).
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Abb. 21:

Nachweis von GRP78. a) Zelllysate. Kon = unbehandelte Zellen, PMA = 24 h
PMA (100 nM), Stauro = 24 h Staurosporin (2 uM). b) Korrespondierende
Mikropartikel aus Zelliiberstdnden. n = 2.

Das bedeutet, dass wahrscheinlich keine Regulation der prokoagulatorischen
Aktivitdt nicht-apoptotischer Mikropartikel durch GRP78 erfolgt. Nach Akti-
vierung der Zellen mit PMA kam es zu einer Herabregulation der unteren GRP78-
Bande. Diese Herabregulation stellte einen Gegensatz zu der fehlenden Steigerung
der Thrombogenitit PMA-aktivierter Zellen (Daten nicht gezeigt) dar. Die
Mikropartikel von Kontrollzellen und PMA-aktivierten Zellen hatten keine so
grofle prokoagulatorische Aktivitit wie die Mikropartikel apoptotischer Zellen.
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Die fehlende Detektion von GRP78 in Western-Blot-Analysen zeigte, dass eine
Beteiligung von GRP78 an einer mdglichen TF-,,Encryption® der Mikropartikel
aus Kontrollzellen und PMA-aktivierten Zellen unwahscheinlich war.

3.2.4 Proteomische Analyse von Zellmembranen und Mikropartikeln

Nach den bisherigen Ergebnissen musste die Regulation der prokoagulatorischen
Aktivitdit der Mikropartikel durch GRP78 bzw. TFPI als unwahrscheinlich
angesehen werden.

Daher wurde in einem globaleren Ansatz (2D-Gelektrophorese) das Proteom der
Zellmembranen bzw. Mikropartikel apoptotischer und nicht-apoptotischer Zellen
analysiert. Da Mikropartikel aus Zellmembranen hervorgehen, wurden Plasma-
membranen nach der Methode von Barber & Jamieson (1970) pripariert.

Die Auftrennung der Proteine mittels 2D-Gelektrophorese lieferte eine Vielzahl
unterschiedlich regulierter Proteine. In Abb. 22 ist exemplarisch ein Gel einer
apoptotischen Probe dargestellt. Unterschiedlich regulierte Proteine sind farbig
markiert. Unter dem Gel finden sich ebenfalls exemplarisch drei ausgewéhlte
regulierte Proteine, um den Unterschied zwischen apoptotischen und nicht-
apoptotischen Zellmembranen zu verdeutlichen. Die regulierten Proteine wurden
ausgestanzt und zur massenspektrometrischen Analyse vorbereitet.

Da die Proteinmenge der isolierten Mikropartikel deutlich geringer war als die der
isolierten Plasmamembranen, musste bei der Firbung der Gele auf eine
wesentlich sensitivere Silberfairbung zuriickgegriffen werden. Die hohere
Sensitivitdt birgt jedoch die Schwierigkeit, dass unterschiedlich regulierte
Proteine schwieriger erkannt werden kénnen. Daher konnten in den Gelen der
Mikropartikel weniger unterschiedlich regulierte Proteine detektiert werden (Abb.
23). Die regulierten Punkte wurden ebenfalls ausgestanzt und zur massenspektro-
metrischen Analyse vorbereitet.

Die Sequenzierung der regulierten Proteine der Zellmembranen und Mikropartikel

wird im Institut fiir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie durchgefiihrt
werden und stellt die Grundlage fiir ein Folgeprojekt dar.
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Abb. 22:
2D-Gelelektrophorese von  Zellmembranen. Reprédsentatives Gel einer
apoptotischen Probe aus je n = 3 Gelen mit Proben apoptotischer und nicht-
apoptotischer Zellen. blau = Herabregulation in apoptotischen Zellen, rot =
Heraufregulation in apoptotischen Zellen. 1), 2), 3) exemplarische regulierte
Proteine.
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Abb. 23:

2D-Gelelektrophorese von Mikropartikeln. Reprisentatives Gel einer nicht-
apoptotischen Probe aus je n = 3 Gelen mit Proben apoptotischer und nicht-
apoptotischer Mikropartikel. blau = Herabregulation in apoptotischen
Mikropartikeln, rot = Heraufregulation in apoptotischen Mikropartikeln. 1), 2), 3)
exemplarische regulierte Proteine.



3.3 Regulation von P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 unter apoptotischen
Bedingungen

3.3.1 Apoptose-induzierte Herabregulation von P-Selectin Glycoprotein
Ligand 1

PSGL-1 ist wichtig flir den Einbau von TF-haltigen Mikropartikeln in wachsende
Thromben. Es ist bekannt, dass die Zellaktivierung durch PMA zu einer
Reduktion von PSGL-1 auf der Oberfliche monozytérer Zellen fiihrt (Davenpeck
et al., 2000). Daher wurde zunichst die Regulation von PSGL-1 durch Apoptose
mit der durch PMA verglichen.
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Abb. 24:

PSGL-1-Expression auf U937-Zellen a) nach Stimulation mit PMA (100 nM) und
b) nach Induktion der Apoptose mit Stausporin (Stauro, 2 pM). Représentative
Originalhistogramme und quantitative Auswertung aus n = 6 Experimenten. *, p <
0,05 vs. Kontrolle (Kon).

In Kontrollversuchen wurde zunichst iiberpriift, ob der Effekt von Davenpeck et
al. (2000) auch mit U937-Zellen reproduzierbar war. Dazu wurden U937-Zellen
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I h bzw. 12 h mit PMA (100 nM) inkubiert und die PSGL-1-Expression
durchflusszytometrisch bestimmt.

Die Inkubation mit PMA fiihrte zu einer schnellen Abnahme der PSGL-I1-
Expression (ca. 20 — 30%), die jedoch auch nach ldngerer Inkubation nicht weiter
abnahm (Abb. 24 a).

Die Behandlung der Zellen mit Staurosporin fiihrte nach einer 1-stiindigen Inku-
bation zu keiner Abnahme der PSGL-1 Expression (Abb. 24 b). Bei einer 12-
stiindigen Inkubation kam es jedoch zu einer vollstdndigen (> 90%) Abnahme der
PSGL-1-Expression.

Um die Relevanz der Befunde, die in einer monozytiren Zelllinie erhoben
wurden, zu bewerten, wurde eine mogliche Regulation von PSGL-1 bei Apoptose
auch bei Monozyten, die aus frischem Vollblut isoliert wurden, untersucht.
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Abb. 25:

Regulation der PSGL-1-Expression bei Apoptose von Monozyten. a)
Identifizierung der Monozyten mittels Anti-CD14-Antikorpern. b) PSGL-1-
Expression unter dem Einfluss von Staurosporin (Stauro, 2 uM). ¢) Nachweis der
Apoptose mittels Annexin-V-Bindung.

Monozyten wurden anhand der Streulichteigenschaften und CD14-Expression
identifiziert (Abb. 25 a). Durch Behandlung der Monozyten mit Staurosporin fiir
12 h kam es zu einer vollstindigen Herabregulation von PSGL-1 (Abb. 25 b).
Eine 1-stiindige Inkubation der Monozyten mit Staurosporin hatte keinen Einfluss
auf die PSGL-1-Expression. Die abnehmende PSGL-1-Expression korrelierte mit
der Apoptose (Annexin-V-Bindung) (Abb. 25 c). Das bedeutet, dass die Apoptose
nicht nur in U937-Zellen, sondern auch in humanen Monozyten zu einer voll-
standigen Herabregulation von PSGL-1 fiihrt.

In Abb. 26 a ist die Abnahme der PSGL-1-Expression zu verschiedenen Zeit-
punkten nach Induktion der Apoptose dargestellt. Auf der Seite rechts neben dem
Trennstrich befinden sich PSGL-1-positive Zellpopulationen, auf der linken Seite
PSGL-1-negative Populationen. Auffillig war, dass nach Induktion der Apoptose
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keine allméhliche Linksverschiebung der PSGL-1-Fluoreszenz erfolgte, sondern
dass die PSGL-1-positive Population in dem MaBle abnahm, wie die PSGL-1-
negative Population zunahm. Das bedeutet, dass die Herabregulation von PSGL-1
nicht auf allen Zellen gleichzeitig ablief. Zundchst war PSGL-1 nur auf einigen
Zellen herabreguliert, im Laufe der Zeit nahm die Anzahl der Zellen zu, auf denen
PSGL-1 herabreguliert war.
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Abb. 26:

Kinetik der PSGL-1-Herabregulation in U937-Zellen. a) Originalhistogramme der
durchflusszytometrischen PSGL-1-Expressionsbestimmung nach Induktion der
Apoptose mit Staurosporin (Stauro, 2 puM, 0-24 h). +, PSGL-I1-positive
Population; -, PSGL-1-negative Population. b) Korrelation der PSGL-1-
Expression mit der Apoptose (Annexin-V-Bindung). c), d) Kinetik der
Staurosporin-induzierten Apoptose, nachgewiesen durch Caspase-3-Spaltung und
PARP-Spaltung. Représentative Originalabbildungen und quantitative Aus-
wertung aus n = 4 Experimenten.

Die zeitliche Abnahme der PSGL-1-Expression korrelierte mit dem Grad der
Apoptose. Je mehr Zellen Annexin-V binden konnten, desto geringer wurde die
Zahl der PSGL-1-positiven Zellen (Abb. 26 b). Die Kinetik der Apoptose wurde
zusdtzlich zur Annexin-V-Bindung durch Caspase-3-Spaltung und PARP-
Degradierung demonstriert. Auch hier korrelierte die Zunahme der Apoptose mit
einer Abnahme der PSGL-1-Expression. Diese Versuche zeigten, dass die
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Expression von PSGL-1 auf der Zelloberfliche vom Grad der Apoptose abhing. Je
weiter die Apoptose fortgeschritten war, desto geringer wurde die Expression von
PSGL-1.

Um einen substanzspezifischen Effekt auszuschlieen, wurden aufler mit Stauro-
sporin Kontrollexperimente mit zwei weiteren Apoptose-Induktoren durchgefiihrt.
Die Inkubation der Zellen mit Aktinomycin D (1 pg/ml) und Etoposid (10 puM)
filhrte ebenfalls zu einer fast vollstindigen Herabregulation der PSGL-1-

Expression (Abb. 27).
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Abb. 27:

PSGL-1 Expression auf U937-Zellen nach Inkubation mit a) Aktinomycin D (Akt
D, 1 pg/ml) und b) Etoposid (Etop, 10 uM). Représentative Originalhistogramme
und quantitative Auswertung aus n =4 Experimenten. *, p < 0,05 vs. Kontrolle.

Durch Induktion der Apoptose war PSGL-1 nicht mehr auf der Oberfliche
apoptotischer Zellen nachzuweisen. Daher sollte in nachfolgenden Experimenten
geklart werden, Uber welchen Mechanismus PSGL-1 durch Apoptose
herabreguliert wurde. Dazu wurde zundchst eine Analyse der PSGL-1-Expression
mittels Western-Blot und Immunfluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt. Die Ver-
suche sollten kldren, ob PSGL-1 internalisiert wurde und daher nicht mehr auf der
Oberfldche nachzuweisen war. In diesem Fall miisste PSGL-1 in Zelllysaten und
permeabilisierten Zellen detektiert werden konnen.
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Abb. 28:

Nachweis von PSGL-1 in U937-Zellen in Gesamtzellextrakten und intrazelluldren
Kompartimenten. a)-c) Western Blot, PSGL-1 in Zelllysaten nach Inkubation mit
a) Staurosporin (Stauro, 2 uM), b) PMA (100 nM, 1 h), ¢) Aktinomycin D (Akt
D, 1 pg/ml) und Etoposid (Etop, 10 uM). d) Immunfluoreszenzmikroskopie mit
Methanol-permeabilisierten Zellen nach Inkubation mit Staurosporin (Stauro, 2
uM). Antikorper: PL-1 (556052, BD Biosciences, Heidelberg). Rot = PSGL-1,
blau = Zellkerne. Kontrolle = Kon. Reprisentative Darstellung von n = 3
Experimenten.
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Nach Induktion der Apoptose wurde eine zeitabhidngige, komplette Herabregula-
tion von PSGL-1 in den Gesamtzellextrakten Staurosporin-behandelter Zellen
beobachtet (Abb. 28 a). Es wurden zwei Banden detektiert. Die obere detektierte
Bande entsprach der erwarteten Grofe von 120 kD (PSGL-1-Monomer). Die
untere Bande entsprach einem Molekulargewicht von 65 kD (p65). Die p65-Form
wurde durch Induktion der Apoptose ebenfalls reguliert. Eine solche Form wurde
bisher noch nicht in der Literatur beschrieben. Das PSGL-1-Dimer (240 kD)
konnte vermutlich wegen der Lysebedingungen nicht detektiert werden.

Die Behandlung der Zellen mit Aktinomycin D und Etoposid fiihrte ebenfalls zu
einer vollstindigen Herabregulation des zelluliren PSGL-1-Gehalts (Abb. 28 c).
In Ubereinstimmung mit den durchflusszytometrischen Daten (Abb. 24) konnte
eine schwache Reduktion der PSGL-1-Expression durch Behandlung der Zellen
mit PMA beobachtet werden (Abb. 28 b).

Zusitzlich zu der Western-Blot-Analyse wurde die Reduktion des zelluldren
PSGL-1-Gehalts mittels Immunfluoreszenzmikroskopie bestétigt (Abb. 28 d). In
diesen Versuchen konnte eine zeitliche Abnahme der PSGL-1-Fluoreszenz in
Methanol-permeabilisierten Zellen beobachtet werden. PSGL-1 akkumulierte
nicht in intrazelluliren Kompartimenten. Das bedeutet, dass durch Apoptose
PSGL-1 in der gesamten Zelle herabreguliert wurde. Die Herabregulation von
PSGL-1 auf der Zelloberfldche erfolgte nicht durch Internalisierung des Proteins.

Zusitzlich zu diesen Experimenten wurde untersucht, ob sich die Herabregulation
von PSGL-1 durch Inhibitoren lysosomaler Enzyme verhindern ldsst. Dazu
wurden die Zellen 12 h mit Ammoniumchlorid (25 mM) bzw. Chloroquin (100
uM) inkubiert und anschlieBend die Apoptose induziert. Die PSGL-1-Expression
wurde 3 h bzw. 6 h nach Induktion der Apoptose durchflusszytometrisch
gemessen. Durch Vorinkubation der Zellen mit Ammoniumchlorid kam es zu
einer starken Verminderung der PSGL-1-Herabregulation (Abb. 29). Chloroquin
hatte keinen Einfluss auf die Staurosporin-induzierte Herabregulation von PSGL-
1. In einem Kontrollversuch wurde untersucht, ob die beiden Substanzen mit der
Apoptose interferierten. Ammoniumchlorid fiihrte zu einer verzogerten Apoptose,
unter diesen Bedingungen entsprach die Inaktivierung von PARP nach 6 h der
Inaktivierung von PARP nach 3 h unter Kontrollbedingungen (Abb. 29). Dies
entsprach auch der gemessenen PSGL-1-Expression: in den Ammoniumchlorid-
vorbehandelten Zellen entsprach die PSGL-1-Expression 6 h nach Induktion der
Apoptose der PSGL-1-Expression 3 h nach Induktion der Apoptose in
unbehandelten Zellen.

Ein lysosomaler Abbau von PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen galt daher
als unwahrscheinlich. Der hemmende Effekt von Ammoniumchlorid auf die
Herabregulation von PSGL-1 war auf die antiapoptotischen Eigenschaften dieser
Substanz zuriickzufiihren.
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Abb. 29:
PSGL-1-Fluoreszenz nach Inkubation der U937-Zellen mit Ammoniumchlorid

(25 mM, 12 h) und Chloroquin (100 uM, 12 h) und anschlieBender Induktion der
Apoptose mit Staurosporin (2 uM). Oben = Durchflusszytometrische Bestimmung
von PSGL-1, unten = Einfluss der Lysosomen-Inhibitoren auf die Apoptose.
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3.3.2 Transkriptionelle Regulation von P-Selectin Glycoprotein Ligand 1
bei Apoptose

Eine mogliche transkriptionelle Regulation von PSGL-1 wurde mittels
quantitativer PCR untersucht. Nach 3 h Inkubation mit Staurosporin war das
Niveau der PSGL-1-mRNA-Expression auf ca. 50% gesenkt, nach weiteren 3 h
lag nur noch 40% der initialen Kopienzahl vor (Abb. 30 a).

Um bewerten zu konnen, ob durch diese signifikante Abnahme der PSGL-1-
mRNA-Expression die komplette Herabregulation des PSGL-1-Proteins durch
Apoptose erkliart werden konnte, wurde die Halbwertszeit des PSGL-1-Proteins
bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit dem Proteinsynthese-Inhibitor
Cycloheximid inkubiert und die Expression von PSGL-1 zu verschiedenen
Zeitpunkten (0-12 h) durchflusszytometrisch bestimmt. Nach einer 12-stiindigen
Inkubation mit Cycloheximid kam es zu einer 40%-igen Reduktion der PSGL-1
Expression (Abb. 30 b).

Das bedeutet, dass die Abnahme der PSGL-1-mRNA allenfalls eine
Mitbeteiligung auf die Proteinexpression hatte, da PSGL-1 eine lange Halbwerts-
zeit (t,, > 12 h) besitzt (Abb. 30 b). Durch Apoptose wurde PSGL-1 innerhalb von
6-12 h jedoch komplett abgebaut. Die Herabregulation von PSGL-1 unter
apoptotischen Bedingungen musste sehr wahrscheinlich durch andere
Mechanismen ausgelost worden sein als durch eine transkriptionelle Herabregu-
lation.
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Abb. 30:

Transkriptionelle Regulation von PSGL-1 und Bestimmung der Halbwertszeit des
PSGL-1-Proteins. a) Quantitative PCR. Die Apoptose wurde durch Staurosporin
(Stauro, 2 uM) induziert. b) Durchflusszytometrische Bestimmung der PSGL-1-
Expression nach Inhibition der Proteinsynthese mit Cycloheximid (10 pg/ml).
Quantitative Auswertung von n = 3 Experimenten. *, p < 0,05 vs. Kontrolle.
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3.3.3 Proteolytische Abspaltung von P-Selectin Glycoprotein Ligand 1
durch Apoptose

Da eine transkriptionelle Herabregulation von PSGL-1 als moglicher Grund fiir
das Verschwinden des Proteins von der Zelloberfliche unwahrscheinlich war,
wurde tiberpriift, ob eine proteolytische Freisetzung von PSGL-1 aus der
Membran erfolgte. Zu diesem Zweck wurde zundchst nach proteolytischen
Fragmenten von PSGL-1 in den Zelliiberstinden (enthalten Mikropartikel-
gebundene und 16sliche Fragmente) gesucht. Um Mikropartikel-gebundene
Fragmente von 16slichen Fragementen unterscheiden zu konnen, wurden
zusitzlich zu den Zelliiberstinden Ultrazentrifugationsiiberstinde und
Ultrazentrifugationsriickstinde untersucht (Abb. 31 a). In den Zelliiberstinden
von Kontrollzellen konnte eine l8sliche, nicht-Mikropartikel-gebundene Form
detektiert werden (p65). Natives PSGL-1 (Monomer und Dimer) wurde in der
Mikropartikelfraktion im Ultrazentrifugationsriickstand gefunden. Die Freisetzung
PSGL-1-haltiger Mikropartikel scheint dementsprechend eine konstitutive
Eigenschaft monozytarer Zellen darzustellen. Nach einer 1-stiindigen Stimulation
der Zellen mit PMA wurde eine schwache Abnahme der Expression des nativen
PSGL-1 (Monomer und Dimer) in der Mikropartikelfraktion detektiert. Die
Expression des p65-Fragments war ebenfalls reduziert. Interessanterweise konnte
ein Mikropartikel-gebundenes Fragment mit einem Molekulargewicht von 40 kD
nach Stimulation der Zellen mit PMA detektiert werden. In Staurosporin-
behandelten Zellen wurde ebenfalls eine schwache Reduktion des nativen PSGL-1
(Monomer und Dimer) sowie des p65-Fragments beobachtet. Es konnten jedoch
keine anderen proteolytischen Fragmente als das p65-Fragment in den
Zelliiberstdnden gezeigt werden. Auch in der Mikropartikelfraktion wurden keine
proteolytischen Fragmente detektiert. Daher wurde in einem weiteren Versuch
iiberpriift, ob in den Zelllysaten nicht-apoptotischer und apoptotischer Zellen ein
residuales Spaltprodukt von PSGL-1 zu erkennen war (Abb. 31 b). In den Proben
nicht-apoptotischer Zellen konnte das PSGL-1-Monomer detektiert werden.
Ebenso wurde in den Kontrollzellen das p65-Fragment nachgewiesen. Zusétzlich
konnte ein ca. 97 kD grofles Fragment von PSGL-1 in den nicht-apoptotischen
Zellen detektiert werden. Aus vorangegangen Versuchen war bekannt, dass
PSGL-1 in der nativen Form (Monomer und Dimer) nicht mehr in apoptotischen
Zellen detektierbar war. Interessanterweise konnte in den Lysaten apoptotischer
Zellen aber auch kein PSGL-1-Spaltprodukt nachgewiesen werden.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus Abb. 31 a wurde mittels Durchfluss-
zytometrie eine Reduktion von Mikropartikel-gebundenem PSGL-1 im
Zelliiberstand apoptotischer Zellen gemessen (Abb. 31 c¢). Die Mikropartikel der
PMA-stimulierten Zellen zeigten im Vergleich zur Kontrolle eine erhohte PSGL-
1-Expression. Diese signifikante Erhohung der PSGL-1-Fluoreszenz reflektierte
moglicherweise das p40-Fragment in der Mikropartikelfraktion PMA-stimulierter
Zellen.

Weil keine proteolytischen Fragmente von PSGL-1 in den Zelliiberstinden
apoptotischer Zellen detektiert werden konnten, wurden U937-Zellen in einer
weiteren Versuchsreihe mit einem PE-gekoppelten Anti-PSGL-1-Antikorper
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vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte die Induktion der Apoptose und eine 6-
stiindige Inkubation. Die Zellen wurden durch Zentrifugation von den
Zelliiberstinden abgetrennt; die Fluoreszenz des Uberstandes wurde mit einem
Fluoreszenzspektrophometer und die der Zellen mittels Durchflusszytometrie
gemessen. Im Fall einer proteolytischen PSGL-1-Abspaltung sollten die
Zelliiberstdnde apoptotischer Zellen eine stirkere Fluoreszenz aufweisen als die
Uberstéinde nicht-apoptotischer Zellen. Nach Induktion der Apoptose kam es im
Vergleich zum Zelliiberstand der Kontrollzellen zu einer signifikanten Zunahme
der PE-Fluoreszenz im Zelliiberstind apoptotischer Zellen (Abb. 31 d). Das
bedeutet, dass die Behandlung der Zellen mit Staurosporin zu einer
proteolytischen Abspaltung von der Zelloberfldche fiihrte und somit auch zu einer
Freisetzung PSGL-1-gebundener Anti-PSGL-1-Antikorper. Interessanterweise
kam es durch die Vorinkubation der Zellen mit dem Anti-PSGL-1-Antikérper zu
einer deutlichen Reduktion der Staurosporin-induzierten Herabregulation von
PSGL-1 (Abb. 31 e). Das bedeutet, dass der Antikérper moglicherweise an einer
Stelle bindet, an der die Proteolyse von PSGL-1 erfolgt. Dies wiirde auch
erkldren, warum keine proteolytischen Fragmente von PSGL-1 im Zelliiberstand
detektiert werden konnten.

60



a) Kon PMA Stauro b)

T 11 11 1 _ PSGL-1
, < Dimer
PSGL-1
«
® > = | Dimer PSGL-1
- <« PSGL-1 1 Monomer
Monomer — e < p97
| —— —— . — - < p65 < p65
; ﬂ « p40
E W B E VY ©®»® E © B
S 2 5 3 2 375 2 2P 3 c o ¢ o
2 a8 o g a e 3 <2 3
| 1 = | ] 1 ] & &
100,000xg  100,000xg  100,000xg
c
) 48 5 a
~
S 4
0] » 7
2 3
g) g 3 4
i - 24
-
3
a 11
o

10t 100 10t 102 10%

PSGL-1-PE
d) 200 1 T e) 76
Isotyp Stauro

=160 1

% § 57 7 r ‘J ﬁ Kon

N120 5 (k U‘

2 ©

$ 80 w

(o]

=2

%40 1

o0-
Kon Stauro 102 100 10t 102 103
PSGL-1-PE

Abb. 31:

Nachweis von PSGL-1 wund proteolytischen PSGL-1-Fragmenten in
Mikropartikeln unbehandelter (Kon)-, PMA (100 nM, 12 h)- und Staurosporin
(Stauro, 2 uM, 12 h)-behandelter Zellen. @) Western-Blot des Zelliiberstandes
(Medium) sowie dessen Ultrazentrifugationsiiberstandes (US) und —riickstandes
(Pellet). Antikorper (556052, BD Biosciences). b) Western-Blot der Zelllysate.
Antikérper (H-300, Santa Cruz). ¢) Durchflusszytometrische Bestimmung der
PSGL-1-Expression auf Mikropartikeln. d) Fluoreszenz im zellfreien Uberstand
Anti-PSGL-1-PE-markierter Zellen nach Inkubation mit Staurosporin (2 uM, 6 h).
e) Durchflusszytometrische Bestimmung der PSGL-1-Expression Anti-PSGL-1-
PE-markierter Zellen nach Inkubation mit Staurosporin (2 uM, 6 h).
Originalhistogramme und quantitative Auswertung aus n = 3 Experimenten. *, p <
0,05 vs. Kontrolle.
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3.3.4 Approximative ldentifizierung der bei Apoptose P-Selectin
Glycoprotein Ligand 1 herabregulierenden Protease

Basierend auf den bisherigen Beobachtungen wurde in den folgenden Versuchen
der Effekt verschiedener Protease-Inhibitoren auf die Apoptose-induzierte
Abspaltung von PSGL-1 untersucht. In einer ersten Annéherung wurde postuliert,
dass die verantwortliche Protease ein Membran-gebundenes Enzym ist. Diese
Hypothese wurde dadurch unterstiitzt, dass die zeitabhidngige Reduktion von
PSGL-1 auf der Zelloberfldche nicht simultan erfolgte, sondern eher nach einem
»Alles oder nichts“-Prinzip (vgl. Abb. 26). Bei einer simultanen Reduktion kéme
es zu einer gleichartigen Abnahme der Fluoreszenzintensitdt der Zellen. Bei der
hier beobachteten Reduktion konnten jedoch distinkte PSGL-1-positive und
PSGL-1-negative Populationen gemessen werden. Konsistent mit dieser
Hypothese fiihrte die Inkubation von Kontrollzellen in Zelliiberstinden
apoptotischer Zellen zu keiner Verminderung der PSGL-1-Expression in den
Kontrollzellen (Daten nicht gezeigt).

Um die fiir die Abspaltung von PSGL-1 verantwortliche Protease zu
identifizieren, wurden Inhibitoren vier verschiedener Gruppen von Proteasen

eingesetzt:

Serin-Protease-Inhibitoren:

Pefabloc SC 0,25 mM
Aprotinin 0,3 uM
Cystein-Protease-Inhibitoren:

E-64 10 uM
N-Ethylmaleimid 1 mM
Aspartat-Protease-Inhibitor:

Pepstatin A 2 uM
Metalloproteinase-Inhibitoren:

EDTA 10 mM
1,10-Phenanthrolin 5 mM
Galardin (GM 6001) 10 uM
Phosphoramidon 10 uM

Um eine Interferenz der Substanzen mit Staurosporin zu verhindern, wurde
zunéchst die Apoptose induziert, und erst 3 h danach wurden die Inhibitoren zum
Kulturmedium gegeben. Der Zeitpunkt 3 h wurde deswegen gewihlt, weil aus
vorherigen Experimenten bekannt war, dass nach 3 h die Caspase-Kaskade bereits
aktiviert, die PSGL-1-Expression auf der Oberflidche jedoch kaum beeinflusst war
(vgl. Abb. 26 und Abb. 32 a).

In Abb. 32 a ist der zeitliche Verlauf der PSGL-1-Expression wéhrend der Apop-
tose dargestellt. Zum Zeitpunkt der Inhibitor-Zugabe (3 h Stauro) war die PSGL-
I-Expression kaum beeinflusst. Zum Endpunkt der Versuche (6 h Stauro) war
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PSGL-1 fast vollstandig von der Oberfliche der Zellen abgespalten. Die Inhibito-
ren der Serin (Pefabloc, Aprotinin)-, Cystein (E-64)- und Aspartat (Pepstatin A)-
Proteasen fiihrten zu keiner Hemmung der Staurosporin-induzierten PSGL-1-
Abspaltung (Abb. 32 b).

Danach wurde der Einfluss von Metalloprotease-Breitspektrum-Inhibitoren
(EDTA, 1,10-Phenanthrolin, Galardin) auf die Apoptose-induzierte PSGL-1-
Abspaltung untersucht. Interessanterweise fiihrte die Inkubation der Zellen mit
EDTA (Abb. 32 c¢) und mit Phenanthrolin (Daten nicht gezeigt) zu einer
verringerten Expression von PSGL-1 auf der Zelloberfliche, wiahrend Galardin
keinen direkten Einfluss auf die PSGL-1-Expression hatte. EDTA, 1,10-Phenan-
throlin und Galardin fiihrten zu einer fast vollstindigen Hemmung der Apoptose-
induzierten PSGL-1-Abspaltung (Abb. 32 d). Interessanterweise fiihrte der
Cystein-Protease-Inhibitor N-Ethylmaleimid (NEM), dhnlich wie die Metallopro-
tease-Inhibitoren (EDTA, 1,10-Phenanthrolin und Galardin), ebenfalls zu einer
signifikanten Senkung der PSGL-1-Abspaltung (Abb. 32 f). Durch N-Ethyl-
maleimid allein kam es zwar zu einer deutlichen Abnahme der PSGL-1-
Fluoreszenz (Abb. 32 e), die weitere Prozessierung von PSGL-1 durch die
gesuchte Protease wurde aber in Abhidngigkeit von der Konzentration fast
vollstdndig verhindert (Abb. 32 f). Auch wenn mit NEM ein Cysteinprotease-
Inhibitor wirksam war, deuteten die Ergebnisse insgesamt darauf hin, dass PSGL-
1 vermutlich durch eine Metalloprotease (z.B. MMP oder ADAM) abgespalten
wird.

Phosphoramidon ist ein schwacher Inhibitor von Collagenasen (MMP-1, -8, -13, -

18) und hatte keinen Einfluss auf die Abspaltung von PSGL-1 unter apoptotischen
Bedingungen (Abb. 32 b).
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Abb. 32:

Effekte von Protease-Inhibitoren auf die Abspaltung von PSGL-1. a) Effekt von
Staurosporin (Stauro, 2 uM). b) Effekt von E-64 (10 uM), Pepstatin A (2 uM),
Phosphoramidon (Phosph., 10 uM), Aprotinin (0,3 M) und Pefabloc (250 uM).
c) Effekt einzelner Substanzen auf die PSGL-1-Fluoreszenz am Beispiel EDTA
(10 mM, 3 h). d) Effekt von EDTA (10 mM), Phenanthrolin (Phen., 5 mM) und
Galardin (10 uM). e) Verminderung der PSGL-1-Expression durch N-
Ethylmaleimid (NEM, 100 nM). f) Hemmung der PSGL-1-Abspaltung durch
NEM in Abhiéngigkeit von der Konzentration. Reprisentative Originalhisto-
gramme und quantitative Auswertung aus n = 6 Experimenten. *, p < 0,05 vs.
Kontrolle.
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Weil Phosphoramidon als schwacher Inhibitor von Collagenasen keinen Einfluss
auf die Abspaltung von PSGL-1 hatte, wurde zundchst eine Zymographie
durchgefiihrt. Eine Zymographie dient dem Aktivititsnachweis von Gelatinasen.

MMP-9, Zellen MMP-2, Zellen
Pro-MMP-9 > Pro-MMP-2 >
MMP-9 » MMP-2 »
I 0 1 3 6 |
Stauro (h) Stauro (h)
MMP-9, US MMP-2, US
v . S >
MMP-9 » MMP-2 »
| 0 1 3 6 | | 0 1 3 6 |
Stauro (h) Stauro (h)

Abb. 33:

Zymographie, Nachweis der Gelatinasen MMP-2 und -9 in Zelllysaten (Zellen)
und zellfreien Uberstinden (US) nach Inkubation mit Staurosporin (Stauro, 2
uM). Rot = aktive Form der jeweiligen MMP. Représentative Darstellung aus n =
3 Experimenten.

Durch Induktion der Apoptose kam es in den Zellen zu einer Abnahme der
aktiven Form der MMP-9, die MMP-2 blieb unverindert inaktiv (Abb. 33). In den
Zelliiberstinden kam es zu einem leichten Anstieg der proteolytischen Aktivitét
der MMP-9, die aktive Form der MMP-2 konnte nicht detektiert werden.

PSGL-1 wird vermutlich durch eine Protease abgespalten, die sich auf der
Oberfliche der Zellen befindet. Da die aktive Form der MMP-9 in den Zelllysaten
jedoch herabreguliert wurde, galt eine Beteiligung der MMP-9 an der
Herabregulation von PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen als unwahrschein-
lich. Die Zymographie-Daten zeigten auBerdem, dass eine Beteiligung der MMP-
2 an der Abspaltung von PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen ebenfalls
unwahrscheinlich war.

In den nachfolgenden Versuchen wurden verschiedene spezifische Inhibitoren
(Hydroxamséure-Derivate) von Matrix-Metallo-Proteasen (MMP) untersucht. Bei
diesen Versuchen wurden die Konzentrationen der Inhibitoren so gewéhlt, dass
sie etwa dem 3-fachen ICso-Wert entsprachen (Abb. 34). Die Proteine TIMP-1
(Tissue inhibitor of metalloproteinases-1) und TIMP-3 sind ebenfalls MMP-
Inhibitoren und wurden in sehr hohen Konzentrationen eingesetzt (TIMP-1 bzw.
TIMP-3 inhibieren eine Vielzahl von MMP in einem Konzentrationsbereich von
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nmol/l bzw. ng/ml). Keiner dieser Inhibitoren konnte bei diesen Konzentrationen
die Apoptose-induzierte Abspaltung von PSGL-1 verhindern (Abb. 34).
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Abb. 34:

Einfluss verschiedener MMP-Inhibitoren auf die PSGL-1-Abspaltung unter
apoptotischen Bedingungen. Eingesetzte Inhibitoren (Inhibitor): MMP-3-Inh. II
(300 nM), MMP-8-Inh. I (10 nM), MMP-2/-9-Inh. II (50 nM), MMP-9/-13-Inh. II
(3 nM), MMP-Inh. 1T (100 nM), TIMP-1 (1 uM), TIMP-3 (3 pg/ml).
Reprisentative Originalhistogramme und quantitative Auswertung von n = 4
Experimenten. *, p < 0,05 vs. Kontrolle.

Die fehlende Wirksamkeit der spezifischen Inhibitoren der MMP-2 und -9 (MMP-
2/-9-Inhibitor und MMP-9/-13-Inhibitor) bestétigte die Schlussfolgerungen aus
den Zymographieversuchen, dass weder MMP-2 noch MMP-9 an der Abspaltung
von PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen beteiligt sind.

Interessanterweise kam es bei Einsatz der verschiedenen MMP-Inhibitoren auf
Hydroxamsdure-Basis in unspezifisch hohen Konzentrationen (> 10 x 1Csp) zu
einer Hemmung der Apoptose-induzierten Abspaltung von PSGL-1 (Abb. 35).
Diese Daten stimmten daher mit der Hypothese iiberein, dass die Protease, die fiir
die Abspaltung von PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen verantwortlich ist,
aus der MMP- oder der ADAM-Familie stammen musste.

Aus dem Spektrum der bisher eingesetzten Inhibitoren erschien es als unwahr-

scheinlich, dass die MMP-1, -2, -3, -8, -9 oder -13 an der Abspaltung von PSGL-1
bei der Apoptose beteiligt waren.
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Abb. 35:

Einfluss verschiedener MMP-Inhibitoren in unspezifisch hohen Konzentrationen
auf die PSGL-1-Abspaltung. MMP-8-Inh. I (100 nM), MMP-2/-9-Inh. II (1 pM),
MMP-9/-13-Inh. 1T (1 uM), MMP-Inh. IT (1 pM). Quantitative Auswertung von
n =3 Experimenten. *, p < 0,05 vs. Kontrolle.

ADAM-10 und -17 sind membrangebundene Proteasen, die bei der Abspaltung
einer Vielzahl von Zelloberflichen-Proteinen eine Rolle spielen (Ludwig et al.,
2005). ADAM-10 ist in der Lage, PSGL-1 von der Zelloberfliche abzuspalten
(Lichtenthaler et al., 2003). ADAM-10 kann durch TIMP-1 und TIMP-3 gehemmt
werden, wihrend ADAM-17 nur durch TIMP-3 gehemmt wird. In
vorangegangenen Versuchen (Abb. 34) hatte weder TIMP-1 noch TIMP-3 eine
Hemmwirkung auf die Staursporin-induzierte Abspaltung von PSGL-1. Daher
konnte eine Beteiligung von ADAM-10 und -17 bei der Abspaltung von PSGL-1
unter apoptotischen Bedingungen ausgeschlossen werden. In Kontrollversuchen
wurde der Einfluss von Anti-ADAM-10- und Anti-ADAM-17-Antikérpern auf
die Abspaltung von PSGL-1 sowie die Regulation von ADAM-10 und -17 auf
Proteinebene bei Apoptose mittels Western-Blot untersucht.

Der Anti-ADAM-10-Antikorper war gegen das katalytische Zentrum der ADAM-
10 gerichtet. Interessanterweise konnten beide aktiven Formen der ADAM-10 in
Zelllysaten nicht-apoptotischer und apoptotischer Zellen detektiert werden (Abb.
36 a). Die Inkubation von apoptotischen U937-Zellen mit dem Anti-ADAM-10-
Antikorper fithrte jedoch zu keiner Hemmung der Apoptose-induzierten
Abspaltung von PSGL-1 (Abb. 36 c¢). Das bedeutet, dass eine Beteiligung von
ADAM-10 an der Apoptose-induzierten Herabregulation von PSGL-1
unwahrscheinlich war. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass weder
TIMP-1 noch TIMP-3 einen Hemmeffekt auf die Abspaltung von PSGL-1 hatten.
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Abb. 36:

Regulation von ADAM-10 und -17 auf Proteinebene und Einfluss von Anti-
ADAM-10- und -17-Antikérpern auf die Abspaltung von PSGL-1 unter
apoptotischen Bedingungen. Die Apoptose wurde durch Staurosporin (Stauro, 2
uM) induziert. a), b) Western-Blot. Kontrolle = Kon, Staurosporin = Stauro (2
uM, 6 h). Rot = GroBe der aktiven Enzymform. ¢) Einfluss von Anti-ADAM-10-
und -17-Antikérpern (Konz. 1:50, 3 h) auf die Abspaltung von PSGL-1 unter
apoptotischen Bedingungen (Stauro, 2 pM). Originalabbildung und quantitative
Auswertung von n = 2 Experimenten.

Das Expressionsniveau von ADAM-17 war in den U937-Zellen sehr gering (Abb.
36 b). Nur nach sehr langer Exposition des Rontgenfilms konnte eine diinne
Bande bei ca. 80 kD detektiert werden, die ADAM-17 entsprach. Die kleineren
Banden bei ca. 40 kD waren vermutlich unspezifische Banden. Ein Unterschied
zwischen den Banden apoptotischer und nicht-apoptotischer Zellen konnte in
diesem Versuch nicht detektiert werden. Die Inkubation der Zellen mit einem
Anti-ADAM-17-Antikérper filhrte zu keiner Hemmung der Staurosporin-
induzierten PSGL-1-Abspaltung (Abb. 36 c¢). Das bedeutet, dass auch eine
Beteiligung von ADAM-17 an der PSGL-1-Abspaltung unter apoptotischen
Bedingungen unwahrscheinlich war.

Die Protease ADAM-9 und wird durch TIMP-Proteine nicht inhibiert (Amour et
al. 2002) Die aktive ADAM-9 ist eine membrangebundene Protease, fiir die eine
Beteiligung an der Abspaltung von HB-EGF (Izumi et al., 1998) beschrieben
wurde. Weil ADAM-9 durch den Metalloprotease-Inhibitor TAPI-0 inhibiert
werden kann, wurden mogliche Effekte dieses Inhibitors auf die Apoptose-
induzierte Abspaltung von PSGL-1 untersucht.

Die Inkubation apoptotischer Zellen mit TAPI-0 (100-300 nM) fiihrte zu einer
signifikanten Hemmung der Abspaltung von PSGL-1 (Abb. 37 a).
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Abb. 37:

Effekte von ADAM-9 auf die Abspaltung von PSGL-1 unter apoptotischen
Bedingungen. Die Apoptose wurde durch Staurosporin (Stauro, 2 pM) induziert.
Kontrolle = Kon. a) Durchflusszytometrische Bestimmung der Effekte des
Metalloprotease-Inhibitors TAPI-0 (100 nM, 300 nM). Reprisentative Original-
histogramme und quantitative Auswertung von n = 3 Experimenten. *, p< 0,05 vs.
Kontrolle. b) Western-Blot. Regulation von ADAM-9 unter apoptotischen
Bedingungen.

Die Protein-Expression von ADAM-9 wurde in nicht-apoptotischen und
apoptotischen Zellen mittels Western-Blot untersucht. Interessanterweise konnte
sowohl in Kontrollzellen als auch in apoptotischen Zellen die aktive Form (p85)
von ADAM-9 detektiert werden (Abb. 37 b). Bei der Expression der inaktiven
Form (p100) war eine Herabregulation in apoptotischen Zellen im Vergleich zu
Kontrollzellen zu erkennen. Das bedeutet, dass ADAM-9 bei der Abspaltung von
PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen beteiligt sein konnte.

Eine weitere Protease, die an der Herabregulation von PSGL-1 beteiligt sein
konnte, war die membrangebundene Aspartatprotease BACE-1 (B-site amyloid
precursor protein Cleaving enzyme 1). Lichtenthaler et al. (2003) haben eine
Herabregulation von PSGL-1 durch BACE-1 beschrieben. Durch Inkubation der
Zellen mit einem spezifischen Inhibitor der BACE-1 (BACE-1-Inhibitor IV) kam
es zu keiner Hemmung der Apoptose-induzierten Abspaltung von PSGL-1 (Abb.
38). Der BACE-1-Inhibitor IV inhibiert BACE-1 bereits in nanomolaren Bereich
(ICso =900 pM). Die bei diesen Versuchen eingesetzte Konzentration (1 pM) war
sehr hoch. Der fehlende Effekt des BACE-Inhibitors stimmte mit den
Beobachtungen aus vorhergegangen Versuchen {berein, in denen der
Aspartaprotease-Inhibitor Pepstatin A keine Wirkung auf die Abspaltung von
PSGL-1 hatte (Abb. 32 b).
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Abb. 38:

Einfluss des BACE-1-Inhibitor IV (Inhib., 1 uM) auf die PSGL-1-Abspaltung
unter apoptotischen Bedingungen. Reprisentative Originalhistogramme und
quantitative Auswertung von n = 3 Experimenten.

Noch eine weitere Protease, die an der Abspaltung von PSGL-1 unter
apoptotischen Bedingungen beteiligt sein konnte, ist die Cysteinprotease Caspase-
1. Die Peptidsequenz von PSGL-1 wurde mit Hilfe der Datenbank ,,Peptide
Cutter (http://www.expasy.org/tools/peptidecutter/) analysiert. In der Datenbank
sind die in Tab. 2 aufgelisteten Enzyme und Substanzen katalogisiert. Enzyme
und Substanzen, die zu einer Spaltung von PSGL-1 fithren konnen, sind rot
markiert.

Die einzige Protease dieser Liste, die als Kandidat fiir die Abspaltung von PSGL-
1 als wahrscheinlich erschien, war die Caspase-1. Die anderen Proteasen
stammten entweder aus der Familie der Serinproteasen (z.B. Trypsin) oder
Aspartatproteasen (z.B. Pepsin) und waren wegen der fehlenden Wirksamkeit der
Inhibitoren dieser Familien (Abb. 32 b) unwahrscheinlich, oder aber es handelte
sich um bakterielle Proteasen (z.B. Staphylokokken-Peptidase 1). Der Cystein-
protease-Inhibitor E-64 hatte zwar auch keinen Effekt auf die Abspaltung von
PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen, aber der Cysteinprotease-Inhibitor
NEM fiihrte zu einer fast vollstdindigen Hemmung der Herabregulation von
PSGL-1 bei Apoptose. Daher wurde in einer weiteren Versuchsreihe der Einfluss
der Cysteinprotease Caspase-1 untersucht.

70



Arg-C-Protease
Asp-N-Endopeptidase
Caspasel
Caspase2
Caspase3
Caspase4
Caspase5
Caspase6
Caspase7
Caspase8
Caspase9
Caspasel0
Chymotrypsin

Glutamyl-Endopeptidase
Granzym B

Hydroxylamin
Iodobenzoesdure

Lys-C

Lys-N

NTCB (2-Nitro-5-thiocyanobenzoe-
sdure)

Pepsin (pH 1,3)

Pepsin (pH > 2)
Prolin-Endopeptidase
Proteinase K
Staphylokokken-Peptidase |

Clostripain (Clostridiopeptidase B) Thermolysin
Enterokinase Thrombin
Factor Xa Trypsin
Ameisensdure

Tab. 2:

Katalogisierte Substanzen und Enzyme der Datenbank ,,Peptide Cutter. Rot =
Spaltung von PSGL-1 in der extrazelluliren Doméne, schwarz = keine Spaltung

von PSGL-1.

Die Inkubation der U937-Zellen mit dem spezifischen Caspase-1-Inhibitor I
konnte die Apoptose-induzierte Abspaltung von PSGL-1 nicht hemmen (Abb. 39
a). Bei Untersuchung der Caspase-1-Expression mittels Western-Blot konnte
keine Regulation der Caspase-1 in apoptotischen Zellen im Vergleich zu nicht-
apoptotischen Zellen detektiert werden (Abb. 39 b). Das bedeutet, dass die
Caspase-1 wahrscheinlich nicht an der Abspaltung von PSGL-1 unter

apoptotischen Bedingungen beteiligt war.
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Abb. 39:

Einfluss der Caspase-1 auf die PSGL-1-Abspaltung unter apoptotischen
Bedingungen. Die Apoptose wurde durch Staurosporin induziert (Stauro, 2 uM).
Kontrolle = Kon. a) Effekt des Caspase-1-Inhibitor I (Inh., 3 uM) auf die
Staurosporin-induzierte PSGL-1-Abspaltung. b) Nachweis der Caspase-1 mittels
Western-Blot in Lysaten nicht-apoptotischer (Kon) und apoptotischer (Stauro, 2
uM, 6 h) Zellen. Représentative Originalabbildung und quantitative Auswertung
aus n = 3 Experimenten.

Zusammentfassend konnte aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass die
Protease, die an der Abspaltung von PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen
beteiligt war, vermutlich aus der Familie der Metalloproteasen stammte. Die
Protease konnte auBerdem durch NEM inhibiert werden. Einen mdglichen
Kandidaten konnte ADAM-9 darstellen.
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3.3.5 Zellulare Kontrolle der P-Selectin Glycoprotein Ligand 1-Abspaltung
bei Apoptose

Der Einfluss verschiedener Inhibitoren von Signaltransduktionswegen auf die
Apoptose-induzierte PSGL-1-Abspaltung wurde in einer weiteren Versuchsreihe
untersucht. Die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) ist ein wichtiger
intrazelluldrer Mechanismus bei der Abspaltung von Zelloberflachen-Proteinen
(Dello Sbarba & Rovida, 2002). Da jedoch der PKC-Inhibitor Staurosporin zu
einer vollstindigen Herabregulation von PSGL-1 fiihrte, erschien es
unwahrscheinlich, dass iiber eine Aktivierung der PKC die Apoptose-induzierte
Abspaltung von PSGL-1 reguliert wurde. Es gibt mehrere PKC-unabhingige
Mechanismen, die bei der Abspaltung von Zelloberflachen-Proteinen eine Rolle
spielen. Diese Mechanismen laufen unter Beteiligung der Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAPK) oder Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) ab. Auch
eine erhohte intrazellulire Ca™ -Konzentration kann zu einer Abspaltung von
Proteinen der Zelloberfldche fithren (Dello Sbarba & Rovida, 2002). Daher wurde
als Inhibitor des MAPK-Weges PD98059 eingesetzt, als Inhibitor des p38-Weges
SB202190. Eine Erhdhung der intrazelluliren Ca’ -Konzentration wurde mittels
BAPTA-AM unterdriickt. All diese Inhibitoren fiihrten zu keiner Verminderung
der PSGL-1-Abspaltung unter apoptotischen Bedingungen (Abb. 40).
Interessanterweise fiihrte die Inkubation der Kontrollzellen mit BAPTA-AM zu
einer starken Senkung der PSGL-1-Fluoreszenz. Dieser Effekt konnte dadurch
erklart werden, dass BAPTA-AM evtl. selbst die Apoptose in U-937-Zellen
induzierte und zu einer Abspaltung von PSGL-1 fiihrte. Eine Regulation der
PSGL-1-Abspaltung unter apoptotischen Bedingungen durch eine Erhdhung der
intrazelluliren Ca'"-Konzentration galt daher als unwahrscheinlich.
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BAPTA Stauro
PD 98 Kon
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Abb. 40:

Durchflusszytometrische Bestimmung der PSGL-1-Expression nach Inhibition
verschiedener Signaltransduktionswege. BAPTA-AM (30 uM), PD98059 (PD9S,
30 uM), SB202190 (3 uM). Inhibitoren wurden dem Kulturmedium 30 Min. vor
Induktion der Apoptose hinzugefiigt. Die Apoptose wurde durch Staurosporin
(Stauro, 2 uM) induziert. Kontrolle = Kon.
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3.3.6 Funktion von P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 unter apoptotischen
Bedingungen

PSGL-1 ist der spezifische Rezeptor fiir P-Selectin, das auf Endothelzellen und
aktivierten Thrombozyten exprimiert wird. In einer weiteren Versuchsreihe sollte
daher iberpriift werden, welche funktionellen Konsquenzen die Apoptose-
induzierte Herabregulation von PSGL-1 auf die Interaktion zwischen P-Selectin
und PSGL-1 hat.

Dazu wurden in einem ersten Versuchsansatz U937-Zellen mit ruhenden
Thrombozyten bzw. mit aktivierten Thrombozyten (30 uM PAR-1-AP) unter
statischen Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wurde die Aggregatbildung
zwischen U937-Zellen und Thrombozyten durchflusszytometrisch analysiert.
U937-Zellen wurden durch Anti-CD45-Antikorper detektiert, Thrombozyten
durch Anti-CD61-Antikorper. Bei Inkubation der U937-Zellen mit unstimulierten
Thrombozyten konnten keine Aggregate zwischen den beiden Zelltypen gemessen
werden. Wurden nicht-apoptotische U937-Zellen hingegen mit aktivierten
Thrombozyten inkubiert, so konnte eine deutliche Aggregatbildung beobachtet
werden. Bei der Inkubation apoptotischer U937-Zellen mit aktivierten
Thrombozyten blieb die Aggregatbildung vollkommen aus (Abb. 41 a).

Im zweiten Versuchsansatz wurden apoptotische und nicht-apoptotische U937-
Zellen mit Calcein-AM fluoreszenzmarkiert und in einer Parallelflusskammer
iiber Endothelzellen perfundiert. Bei Perfusion der Kontrollzellen kam es zu einer
Anheftung einer Vielzahl von Zellen an die Endothelzellen, wéihrend apoptotische
Zellen unter diesen Versuchsbedingungen nicht an die Endothelzellen adhérierten
(Abb. 41 b).

Die Versuche zeigten, dass die Herabregulation von PSGL-1 unter apoptotischen
Bedingungen zu einem volligen Funktionsverlust des Proteins fiihrt.
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Abb. 41:

Bestimmung der PSGL-1-Funktion unter apoptotischen Bedingungen. a)
Interaktion zwischen nicht-apoptotischen (Kon) und apoptotischen (Stauro) U937-
Zellen (CD45-PE) und Thrombozyten (CD61-FITC). Linke Seite, unstimulierte
Thrombozyten; rechte Seite, stimulierte Thrombozyten (PAR-1-AP, 30 uM, 15
Min.). b) Adhésion nicht-apoptotischer (Kon) und apoptotischer (Stauro) U937-
Zellen (griin) an HUVEC unter Flussbedingungen (125 s, 0,5 ml/min, 10 Min.).
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die prokoagulatorische Aktivitit von Mikropartikeln aus
U937-Zellen und SMC untersucht.

Insbesondere wurden die Mechanismen untersucht, durch die SMC zu einer
bedeutenden pathophysiologischen Quelle fiir zirkulierenden TF werden konnen.

Dariiber hinaus wurde systematisch untersucht, inwiefern die Apoptose die
Thrombogenitit apoptotischer Mikropartikel im Vergleich zu nicht-apoptotischen
Mikropartikeln beeinflusst und welche Mechanismen dafiir verantwortlich sind.

4.1 Freisetzung von Tissue Factor aus humanen glatten GefaRmuskelzellen

In dieser Arbeit wurde die Freisetzung von TF aus SMC unter Flussbedingungen
untersucht. Verglichen mit der Freisetzung von TF unter statischen Bedingungen
kam es unter Flussbedingungen zu einer schnellen Freisetzung von TF-positiven
Mikropartikeln. Die Freisetzung von TF war jedoch transient und bereits nach
etwa 10 Minuten wurde nur noch eine basale prokoagulatorische Aktivitdt im
Perfusat gemessen. Nach einer Inkubation bereits perfundierter Zellen unter
statischen Bedingungen kam es zu einer Reexposition von freisetzbarem TF.

Bisher ging man davon aus, dass die meisten TF-haltigen Mikropartikel in der
Zirkulation aus Leukozyten stammen. Das liegt mdglicherweise daran, dass die
Identifikation leukozytirer Mikropartikel anhand spezifischer Oberflichenmarker
erfolgen kann. Ein gleichwertiger Nachweis zur Identifizierung von Mikropar-
tikeln aus SMC ist nicht mdglich, da fiir diese Zellart keine spezifischen
Oberflichenmarker existieren. Die Arbeit von Schecter et al. (2000) hat zwar die
Freisetzung von TF aus SMC zeigen konnen, allerdings erfolgt die Freisetzung
langsam iiber einen Zeitraum von Stunden bis Tagen. Ein schneller Anstieg von
zirkulierendem TF, wie er nach PTCA beobachtet wird, kann daher durch diese
langsame Freisetzung nicht erkldrt werden. Eine Freisetzung von TF aus
Monozyten kann unter diesen Bedingungen ebenfalls nicht erkldrt werden, da
Monozyten erst nach mehrstiindiger Stimulation (z.B. mit LPS) TF produzieren
(Eilertsen & Osterud, 2004). In klinischen Situationen, die mit einer
Endothelschddigung einhergehen, kommen SMC in direkten Kontakt mit der
Blutbahn. Eine schnelle Freisetzung von TF aus SMC unter diesen Bedingungen
konnte eine Erkldrung fiir den schnellen Anstieg des TF-Plasmaspiegels sein.
Interessanterweise deutete eine Arbeit an isolierten Arterien der Ratte darauf hin,
dass Scherstress fiir eine schnelle Freisetzung von TF aus der GefiaBwand
verantwortlich sein konnte (Giesen et al., 2000).

Daher wurde eine systematische Untersuchung des Einflusses von Fluss auf die
TF-Freisetzung aus SMC durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit der Arbeit von
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Schecter et al. (2000) konnte auch hier eine langsame (Stunden) Freisetzung von
prokoagulatorischer Aktivitdt unter statischen Bedingungen beobachtet werden.
Beim Vergleich der Freisetzung von prokoagulatorischer Aktivitit aus SMC unter
statischen Bedingungen mit der unter Flussbedingungen konnte innerhalb weniger
Minuten ein deutlicher Anstieg der prokoagulatorischen Aktivitdt im Perfusat,
verglichen mit dem Zelliiberstand, gezeigt werden. Mittels Durchflusszytometrie,
Western-Blot und mit inhibierenden Antikorpern wurde nachgewiesen, dass die
prokoagulatorische Aktivitit in diesen Versuchen auf TF zurlickzufiihren war. Die
TF-Freisetzung korrelierte mit der Scherrate und war bei Scherraten, wie sie im
arteriellen System vorliegen (ca. 1500 s'), am hochsten. Bei einer lingeren
Perfusion der SMC nahm die TF-Freisetzung schnell ab, nach 10 Min. wurde nur
noch eine geringe prokoagulatorische Aktivitdt des Perfusats gemessen. Diese
Beobachtungen sind konform mit der Arbeit von Giesen et al. (2000), bei der eine
schnelle, transiente Freisetzung von TF nach Endothelverletzung gezeigt wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen nach einer 15-miniitigen Perfusion
mittels Western-Blot und Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Weder hin-
sichtlich der TF-Expression in der Zelle noch der TF-Expression an der Zellober-
fliche konnte ein Unterschied zwischen perfundierten und nicht-perfundierten
Zellen gemessen werden. Anscheinend héngt die transiente Freisetzung von TF
nur bedingt mit der Expression dieses Proteins an der Zelloberfliche zusammen
und nur eine kleine Fraktion des TF an der Zelloberfliche kann nach Einwirkung
von Scherstress von der Zelloberfldche freigesetzt werden. Die Mechanismen, die
dazu fiihren, dass TF von der Oberfldche freisetzbar ist, sind weitgehend unklar.
Klassische Mechanismen der Mikropartikelfreisetzung scheinen bei SMC jedoch
keine Rolle zu spielen. Normalerweise unterliegt die Mikropartikelfreisetzung
einem geregelten Mechanismus: negativ geladene Phospholipide werden durch
eine membranstindige Translokase unter ATP-Verbrauch zur zytoplasmatischen
Seite der Plasmamembran transportiert. Unter dem Einfluss einer erhohten intra-
zelluliren Ca™-Konzentration wird diese Translokase jedoch gehemmt und
Calpain aktiviert. Durch den Verlust der Membranasymmetrie und die Calpain-
induzierte lokale Degradierung des Zytoskeletts kommt es zu einer Sezernierung
von Mikropartikeln (Diamant et al., 2004; Zwaal & Schroit, 1997). Zellakti-
vierung und Apoptose gelten als die wichtigsten Mechanismen zur Aktivierung
dieses Mikropartikelfreisetzungsweges (Freyssinet, 2003). Da die Perfusionen nur
iber einen kurzen Zeitraum durchgefiihrt wurden (1-2 h) und selbst der Apoptose-
Induktor Staurosporin in diesem Zeitraum keine Apoptose in SMC induzieren
konnte, gilt die Apoptose als Mechanismus fiir die Freisetzung von TF unter den
gewahlten Versuchsbedingungen als sehr unwahrscheinlich.

Iloprost als Inhibitor der Zellaktivierung, der Calpain-Inhibitor ALLN und der
Ca""-Chelator BAPTA-AM vermochten weder die Mikropartikel-Freisetzung
noch die -Reexposition zu verhindern. Diese Befunde unterstiitzen die Hypothese
von Schecter et al. (2000), dass es sich bei der Freisetzung TF-haltiger
Mikropartikel aus SMC um eine konstitutive Eigenschaft dieser Zellen handelt.
Moglicherweise werden unter Flussbedingungen TF-haltige Mikropartikel durch
die einwirkenden mechanischen Krifte abgeschniirt, ohne dass intrazelluldre
Mechanismen involviert sind. Fiir einen solchen Freisetzungsmechanismus spricht
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die beobachtete Abhéngigkeit der Mikropartikel-Freisetzung von der Scherrate.
Auch wenn die Mechanismen der Mikropartikel-Freisetzung in der vorliegenden
Arbeit nicht definitiv gekldrt werden konnten, so haben diese Experimente
gezeigt, dass SMC zu einer pathophysiologisch relevanten Quelle fiir TF werden
konnen, sobald sie in direkten Kontakt mit der Blutbahn gelangen.

Die schnelle Reexposition von freisetzbarem TF kann bei zyklischen
Flussvariationen eine wichtige Rolle spielen: bedingt durch operative Eingriffe
zur Revaskularisierung des Herzens (Katheterintervention, Bypasschirurgie) kann
es zu einer Verletzung der GefiBwand kommen. Dies filihrt dann sehr
wahrscheinlich zu einer schnellen Freisetzung von TF in die Blutbahn.
Gleichzeitig kann es zu einer Adhdsion von Thrombozyten an die verletzte
Gefialwand kommen. Der Thrombozytenthrombus vergréfert sich und kann zu
einer tempordren Stenose eines Gefdlles fiihren. Wihrend dieser Zeit konnte es
nach den beobachteten Ergebnissen dieser Arbeit zu einer Reexposition von
freisetzbarem TF kommen. Dieser Thrombus ist jedoch nicht stabil und wird
hiufig in die Blutbahn fortgeschwemmt (Folts, 1991). Dies fiihrt zwar einerseits
zu einer Wiederherstellung des Blutflusses, andererseits kommt es durch den
abreiflenden Thrombus zu einer erneuten Exposition von SMC hin zur Blutbahn.
Dementsprechend kann es dann wieder zu einer Freisetzung von TF-haltigen
Mikropartikeln aus SMC in die Blutbahn kommen. Durch die héufige
Wiederholung solcher Mechanismen (tempordre Stenose und nachfolgende
Wiederherstellung des Blutflusses) konnen TF-haltige Mikropartikel aus SMC in
der Zirkulation akkumulieren. In der Folge kann TF von der luminalen Seite in
Thromben akkumulieren und so zu einer Iniitierung der Blutgerinnung beitragen.
Durch die Thrombin- und Fibrinbildung wird der Thrombus stabilisiert. Somit
kann es schlieBlich zur Bildung stabiler okklusiver Thromben kommen.
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4.2 Regulation der prokoagulatorischen Aktivitat bei Apoptose

Der azellulire Kern atherosklerotischer Plaques weist die hochste
prokoagulatorische Aktivitit der Plaques auf. Im azelluldren Kern befindet sich
eine Vielzahl von Mikropartikeln, die vermutlich aus apoptotischen Monozyten
und apoptotischen SMC sezerniert wurden (Mallat et al., 1999). Nach einer
Plaqueruptur kann es zu einer Freisetzung dieser Mikropartikel in die Zirkulation
kommen. Obwohl bekannt ist, dass der azelluldre Kern der Plaques die hochste
prokoagulatorische Aktivitdit aufweist, gibt es bisher keinen systematischen
Vergleich zwischen Mikropartikeln, die aus nicht-apoptotischen und
apoptotischen Zellen sezerniert wurden. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit
der Einfluss der Apoptose auf die Thrombogenitit nicht-apoptotischer und
apoptotischer Mikropartikel untersucht.

Zundchst wurde der Effekt der Apoptose auf die Mikropartikel aus SMC
untersucht. Proteinbestimmungen isolierter Mikropartikel haben gezeigt, dass
apoptotische Zellen etwa gleich viele Mikropartikel sezernieren wie nicht-
apoptotische Zellen. In Western-Blot-Analysen wurde jedoch etwa doppelt so viel
TF in den Mikropartikeln apoptotischer Zellen wie in denen nicht-apoptotischer
Zellen detektiert. Das bedeutet, dass die Mikropartikel apoptotischer Zellen
vermutlich mehr TF pro Mikropartikel exprimieren. Bei den funktionellen
Messungen zeigten die Mikropartikel apoptotischer Zellen eine deutlich hohere
prokoagulatorische Aktivitdt als die Mikropartikel nicht-apoptotischer Zellen. Die
erh6hte Thrombogenitét der apoptotischen Mikropartikel konnte durch die erhohte
Expression von TF in den Mikropartikeln erkldrt werden. Dies konnte auch
zundchst bei der durchflusszytometrischen Analyse nicht-apoptotischer und
apoptotischer U937-Zellen bestdtigt werden: analog zu den Mikropartikeln aus
SMC, die durch Apoptose eine hohere TF-Expression pro Mikropartikel
aufwiesen, konnte eine erhdhte TF-Expression auf apoptotischen U937-Zellen im
Vergleich zu nicht-apoptotischen U937-Zellen gemessen werden. In funktionellen
Messungen zeigten apoptotische U937-Zellen im Vergleich zu nicht-
apoptotischen Zellen ebenfalls eine deutlich erhdhte prokoagulatorische Aktivitit.
Zusitzlich war auf apoptotischen U937-Zellen die Expression negativ geladener
Phospholipide ebenfalls erhoht. Es ist bekannt, dass die Apoptose zu einer
vermehrten Expression von TF und negativ geladener Phospholipide fiihrt (Wang
et al., 2001). Insofern war die beschriebene Beobachtung nicht iiberraschend. Der
Einschluss von TF in Membraneinstiilpungen, in den sogenannten Caveolae, fiihrt
zu einer erniedrigten Aktivitit des Proteins (Mulder et al., 1996). Durch den
Untergang der Membranasymmetrie wéhrend der Apoptose kann es zur
Prasentation negativ geladener Phospholipide an der Zelloberfliche kommen,
ebenso zu einer Ausstlilpung der Membraneinschliisse. In der Folge kommt es
dann zu einer gleichzeitigen Expression von TF und negativ geladenen
Phospholipiden auf der Zelloberfldche. Es ist bekannt, dass die Expression negativ
geladener Phospholipide (v.a. Phosphatidylserin) in rdumlicher Ndhe zu TF zu
einer erhohten Aktivitit dieses Proteins fiihrt (Kunzelmann-Marche et al., 2000).
AuBlerdem ist die Expression negativ geladener Phospholipide auf der
Zelloberfliche von Thrombin- und Kollagen-aktivierten Thrombozyten
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notwendig, damit die Blutgerinnung mit maximaler Geschwindigkeit ablaufen
kann (Szasz & Dale, 2003).

Durch die simultane Expression von TF und negativ geladenen Phospholipiden
kann also eine erhohte Thrombogenitit apoptotischer Zellen im Vergleich zu
nicht-apoptotischen Zellen durchaus erklart werden. Die Expression negativ
geladener Phospholipide hatte aber vermutlich einen gréferen Einfluss auf die
Thombogenitit der Zellen als die Expression von TF. Der Zusatz von negativ
geladenen Phospholipiden (Thrombozytenmembranen) fiihrte zu einer starken
Erhohung der Thrombogenitit der nicht-apoptotischen Zellen. Dies zeigte, dass
die Expression negativ geladener Phospholipide auf den apoptotischen Zellen eine
wichtige Rolle fiir die prokoagulatorische Aktivitit spielte. Dies ldsst sich dadurch
erkldren, dass TF prinzipiell sehr aktiv ist. TF-Quellen, bei denen keine TF-
»~Encryption® vorliegt (z.B. rekombinanter TF), fiihren bereits im subpicomolaren
Bereich zu einer schnellen Thrombinbildung. TF-Konzentrationen im niedrigen
picomolaren Bereich sind bereits so stark prokoagulatorisch aktiv, dass eine
weitere Steigerung der TF-Konzentration kaum noch die Thrombinbildung
beschleunigt. Das heilit, dass die vorliegende TF-Konzentration weniger
bedeutsam ist als die Regulation der TF-Funktion durch TF-,,Encryption®. Die
Expression negativ geladener Phospholipide stellt daher einen wahrscheinlichen
Mechanismus fiir die Erhohung der prokoagulatorischen Aktivitit auf apopto-
tischen Zellen dar.

Bei der Analyse der zelluldren Mikropartikel der U937-Zellen zeigten sich jedoch
iiberraschende Befunde. Bei der Aktivititsmessung der Mikropartikel der U937-
Zellen ergab sich zunichst ein dhnliches Bild wie bei den vorherigen Messungen:
die Mikropartikel apoptotischer Zellen wiesen eine deutlich hohere Aktivitit auf
als die Mikropartikel nicht-apoptotischer Zellen. Die Mikropartikel wurden dann
hinsichtlich der Expression negativ geladener Phospholipide und TF untersucht.
Anders als bei SMC konnte bei der durchflusszytometrischen Messung dieser
Faktoren kein Unterschied zwischen apoptotischen und nicht-apoptotischen
Mikropartikeln festgestellt werden. Hinsichtlich der Expression negativ geladener
Phospholipide ist dies auch nicht iiberraschend. Mikropartikel werden héufig als
Annexin-V-positive Ereignisse definiert (Biro et al., 2003; Diamant et al. 2004).
Diese Definition ergibt sich aus dem klassischen Mechanismus der Mikropartikel-
Freisetzung. Vor der Freisetzung der Mikropartikel erfolgt bei diesem
Mechanismus ein Verlust der Membranasymmetrie. Daher kommt es meist zu
einer Expression negativ geladener Phospholipide auf der Oberfliche von
Mikropartikeln.

Ein geringer Unterschied zwischen den Mikropartikeln apoptotischer und nicht-
apoptotischer Zellen bestand in der Anzahl der sezernierten Mikropartikel. Die
Anzahl der Mikropartikel war bei den apoptotischen Proben leicht erhoht (um ca.
20%). Daher wurde in Kontrollversuchen die Menge der Mikropartikel in den
Zelliiberstanden apoptotischer und nicht-apoptotischer Zellen auf die gleiche
Anzahl eingestellt. Bei nachfolgenden ETP-Messungen zeigten die Uberstinde
apoptotischer Zellen weiterhin eine signifikant erhohte prokoagulatorische
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Aktivitidt. Daher ist es unwahrscheinlich, dass die Anzahl der Mikropartikel die
deutlichen Unterschiede hinsichtlich der Thrombogenitit erklart.

Aus diesen Ergebnissen kann jedoch gefolgert werden, dass andere Eigenschaften
als die Expression von TF und die Prédsentation negativ geladener Phospholipide
die prokoagulatorische Aktivitit der monozytiren Mikropartikel determinieren.
Bereits in vorangegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass die Expression negativ
geladener Phospholide nicht der einzige Mechanismus zur Aktivierung von TF
sein kann: eine Aktivierung von Monozyten und Fibroblasten mit dem Calcium-
Ionophor A23187 fiihrte zu einem starken Anstieg der prokoagulatorischen
Aktivitdt (Wolberg et al., 1999). Die Inkubation dieser Zellen mit séttigenden
Annexin-V-Konzentrationen miisste zu einer vollstindigen Hemmung der
A23187-induzierten vermehrten prokoagulatorischen Aktivitit filhren, weil alle
negativ geladenen Phospholipide quantitativ gebunden werden. In der Arbeit von
Wolberg et al. (1999) aber war die prokoagulatorische Aktivitdt in A23187-
stimulierten und mit Annexin-V-inkubierten Zellen im Vergleich zu unstimu-
lierten Zellen immer noch ca. 5-fach erhoht. Es muss also neben der Expression
von negativ geladenen Phospholipiden noch andere Mechanismen geben, die zu
einer erhohten prokoagulatorischen Aktivitét fiihren.

In der eigenen Arbeit wurde bei der Analyse der Mikropartikel nicht-
apoptotischer und apoptotischer U937-Zellen mittels Western-Blot zusitzlich zu
der 47 kD groflen eine etwa 27 kD grof3e Bande mit einem Anti-TF-Antikorper
detektiert. Die 47 kD groBe Bande konnte der vollstindig glykosylierten Form
von TF entsprechen, die 27 kD grof3e Bande der unglykosylierten Form von TF.
Es ist bekannt, dass diese Form funktionell aktiv ist. Es ist jedoch bisher nicht
bekannt, ob die posttranslationale Glykosylierung zu einer Verminderung der
prokoagulatorischen Aktivitét fiihrt. Die 27 kD grof3e Bande, die moglicherweise
unglykosyliertem TF entspricht, konnte in diesem Fall die erhohte
prokoagulatorische Aktivitit der apoptotischen Mikropartikel zumindest theore-
tisch erkldren. Alternativ konnte diese Bande auch alternativ gespliceten TF
(asTF) darstellen. Bei asTF fehlt die transmembranidre Domine, so dass dieses
Protein eigentlich 16slich ist. Es ist bisher nicht beschrieben worden, ob asTF
moglicherweise in einer Mikropartikel-gebundenen Form existiert. Es wiére
jedoch vorstellbar, dass asTF iiber eine unspezifische Bindung an die Oberflidche
der Mikropartikel bindet und daher in den Mikropartikeln nachzuweisen war.

In der Literatur gibt weitere Hinweise darauf, dass andere Mechanismen als die
Expression negativ geladener Phospholipide die prokoagulatorische Aktivitét
bestimmen konnten. Eine Arbeit von Brisset et al. (2003) hat gezeigt, dass aortale
SMC der Ratte unter dem Einfluss des endogenen Apoptose-Induktors Fas-Ligand
stark prokoagulatorische Mikropartikel in das Kulturmedium sezernieren. Die
Autoren dieser Arbeit haben diese erhohte Thrombogenitit einem
Ungleichgewicht zwischen der Sezernierung von TF und TFPI (Tissue factor
pathway inhibitor) zugeschrieben. Wahrend die Freisetzung von TFPI in der
Arbeit von Brisset et al. (2003) unverdndert blieb, stieg die Sezernierung von TF
im Verlauf der Apoptose an.
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In der vorliegenden Arbeit wurde daher auch der Einfluss von TFPI auf die
Aktivitdt der TF-haltigen Mikropartikel untersucht. Bei Versuchen mit TFPI-
inhibierenden Antikorpern konnte in diesem System kein Einfluss des TFPI
festgestellt werden. TFPI konnte zwar in Zellen detektiert werden, der Nachweis
gelang jedoch nicht auf zelluldren Mikropartikeln und im Zelliiberstand. Diese
Beobachtung ist konsistent mit Literaturdaten (McGee et al., 1994; Rana et al.,
1988). Insgesamt muss der Einfluss von TFPI aus SMC und Makrophagen auf die
Thrombogenitit der aus diesen Zellen sezernierten Mikropartikel daher als
unwahrscheinlich angesehen werden. Auch die Zelltyp-spezifische Expression
von TFPI spricht gegen eine relevante Bedeutung dieses Inhibitors fiir die
prokoagulatorische Aktivitdt monozytdrer Mikropartikel. Die wichtigste Quelle
fiir TFPI und zirkulierenden TFPI sind Endothelzellen; Monozyten und SMC
dagegen produzieren selbst nach Stimulation mit Endotoxinen oder Serum nur
geringe Mengen TFPI (Bajaj et al., 2001).

Einen weiteren moglichen Mechanismus fiir die Regulation der
prokoagulatorischen  Aktivitdit der Mikropartikel nicht-apoptotischer und
apoptotischer Zellen stellt die Expression des ,,Glucose-regulated protein 78
(GRP78) dar. Verschiedene Publikationen haben gezeigt, dass GRP78 die
Prozessierung und Sekretion verschiedener Gerinnungsfaktoren beeinflussen kann
(Pozza & Austin, 2005) und dass eine Uberexpression von GRP78 die
prokoagulatorische Aktivitdt verringert (Watson et al., 2003). Die letztgenannte
Arbeit hat gezeigt, dass die Uberexpression von GRP78 in einer humanen
Blasenkrebs-Zelllinie (T24/83) und in humanen SMC der Aorta weder zu einer
verdnderten TF-Synthese gefiihrt hat, noch dass es zu einer verdnderten TF-
Expression auf der Zelloberfliche gekommen ist. Es ist bekannt, dass TF durch
Erhéhung der intrazelluliren Ca'-Konzentration (z.B. durch Inkubation von
Zellen mit dem Calcium-Ionophor A23187) aus einem inaktiven Zustand in einen
aktiven iiberfiihrt werden kann (Wolberg et al., 1999). Watson et al. (2003) haben
vermutet, dass GRP78 als Ca' -bindendes Protein durch Senkung der freien
intrazelluldren Ca'™ -Konzentration zu einer Verminderung der Ca' -induzierten
TF-Aktivierung gefiihrt hat. Neben der Expression von GRP78 im endoplasma-
tischen Retikulum konnte auch gezeigt werden, dass GRP78 auf der
Zelloberfliche verschiedener Zelltypen exprimiert wird (Delpino & Castelli,
2002). Der Mechansimus der Translokation auf die Zelloberfliche muss jedoch
noch aufgekldrt werden: GRP78 verfiigt iiber eine C-terminale KDEL-Retentions-
sequenz, die durch Interaktion mit spezifischen KDEL-Rezeptoren in der
Membran des endoplasmatischen Retikulums die Lokalisation verschiedener
Proteine im endoplasmatischen Retikulum determiniert. Das in der
Plasmamembran lokalisierte GRP78 verfiigt jedoch immer noch {iber diese
KDEL-Retentionssequenz. Daher ist unklar, wie GRP78 dem Retentionsmecha-
nismus entkommen kann (Pozza & Austin, 2005).

Bhattacharjee et al. (2005) haben an ApoE”-Miusen gezeigt, dass GRP78 in
murinen Endothelzellen und in murinen Monozyten auf der Zelloberfliche
exprimiert wird. Die Autoren haben anschliefend den Effekt von GRP78 auf die
LPS-stimulierte prokoagulatorische Aktivitit in einer murinen Endothelzelllinie
(bEND.3-Zellen) und einer murinen Makrophagen-artigen Zelllinie (RAW-
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Zellen) untersucht. Antikorper gegen GRP78 fiihrten zu einer Verdopplung der
prokoagulatorischen Aktivitit. Die Autoren konnten auBerdem zeigen, dass TF
durch eine direkte, physikalische Interaktion mit GRP78 inhibiert wird.

Der Nachweis von GRP78 in U937-Zellen mittels Western-Blot ergab eine
Doppelbande. Die obere dieser Banden entsprach mit einem Molekulargewicht
von 78 kD der erwarteten GroBe von GRP78. Die untere Bande hatte ein
Molekulargewicht von 73 kD (p73). GRP78 selbst wurde durch Induktion der
Apoptose nicht reguliert. Die p73-Bande konnte ein Spaltprodukt von GRP78
darstellen. Die p73-Bande wurde durch die Apoptose zeitabhidngig herabreguliert
und diese Regulation korrelierte mit einer steigenden prokoagulatorischen
Aktivitdt von U937-Zellen. So deuteten diese Ergebnisse zundchst darauf hin,
dass die prokoagulatorische Aktivitit durch die p73-Bande negativ reguliert sein
konnte. In einer weiteren Versuchsreihe konnte jedoch gezeigt werden, dass die
p73-Bande auch durch Behandlung der Zellen mit PMA herabreguliert wird.
Allerdings fiihrte die Inkubation der Zellen mit PMA nicht zu einer gesteigerten
prokoagulatorischen Aktivitdit der Zellen. Dies zeigte, dass die p73-Bande
wahrscheinlich keinen FEinfluss auf die prokoagulatorische Aktivitit hat.
SchlieBlich konnte GRP78 auch nicht in zelluldren Mikropartikeln nachgewiesen
werden. Daher muss eine TF-,Encryption® durch GRP78 als unwahrscheinlich
angesehen werden.

Das bedeutet, dass die beiden wahrscheinlichsten Kandidaten (TFPI und GRP78),
die zu einer partiellen Inaktivierung von TF auf nicht-apoptotischen Mikropar-
tikeln hétten fiihren konnen, vermutlich nicht an einer Beeinflussung der prokoa-
gulatorischen Aktivitét beteiligt waren.

Als Fazit bleibt aber die Beobachtung bestehen, dass die Apoptose zu einer
deutlichen Erhéhung der prokoagulatorischen Aktivitdt fiihrt. Das bedeutet, dass
es in Situationen, die mit einer Freisetzung apoptotischer Mikropartikel oder auch
apoptotischer Zellen (z.B. nach Plaqueruptur) einhergehen, zu einer Freisetzung
von hochprokoagulatorischem Plaquematerial kommen kann. Die funktionellen
Messungen der apoptotischen Mikropartikel und apoptotischen Zellen zeigen,
dass das Vorhandensein von zuédtzlichen negativ geladenen Membranen nicht
notwendig ist, um grofle Mengen Thrombin zu bilden. Die ,,Thrombinbildungs-
maschinerie* ist normalerweise auf aktivierten Thrombozyten lokalisiert. Die
apoptotischen Zellen und Mikropartikel bieten aber eine ebenso geeignete
Oberflache, um eine schnelle Thrombinbildung zu fordern. Das bedeutet
wiederum, dass eine effektive thrombozytenaggregationshemmende Wirkung
nicht ausreichen wiirde, um nach der Plaqueruptur einen sicheren Schutz gegen
thrombotische GefaBverschliisse zu bieten. Die Hemmung der Gerinnung durch
TF-inhibierende MaBnahmen (vgl. Kap. 4.4) zusétzlich zu einer antikoagulato-
rischen Heparintherapie konnte einen wichtigen therapeutischen Ansatz bei
Patienten mit instabiler Angina pectoris darstellen. Wenn die Mechanismen, die
zu der erhohten prokoagulatorischen Aktivitidt der apoptotischen Mikropartikel
beitragen, identifiziert werden konnen, so wiirde auch die Hemmung dieser
Mechanismen  einen  therapeutischen  Ansatz  zur  Hemmung  der
prokoagulatorischen Aktivitdt darstellen.
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Da anscheinend weder TFPI noch GRP78 an diesen Mechanismen beteiligt sind,
wurde eine proteomische Analyse durchgefiihrt. Hierzu wurden Mikropartikel
apoptotischer und nicht-apoptotischer U937-Zellen isoliert und mittels 2D-Gelel-
ektrophorese analysiert. Membranen wurden untersucht, weil Oberfldchen-
Proteine fiir die prokoagulatorische Aktivitét bei der Thrombildung wichtig sind
und weil Mikropartikel aus der Zelloberfliche abgeschniirt werden. Durch die
Fluoreszenzfiarbung konnten quantitative Unterschiede in der Expression
einzelner Proteine gut erfasst werden. Ein solcher proteomischer Ansatz der
Mikropartikelanalyse apoptotischer und nicht-apoptotischer Zellen ist bisher in
der Literatur nicht beschrieben worden. Bei der Analyse der Plasmamembranen
sind 15 unterschiedlich regulierte Protein-,,Spots* identifiziert worden. Die
Analyse der Mikropartikel ergab sieben unterschiedlich regulierte Protein-
,Spots“. Uberraschenderweise war eine Vielzahl dieser Protein-,,Spots® in den
Membranen und Mikropartikeln apoptotischer Zellen heraufreguliert.

Die Erwartung war urpriinglich, dass in den Membranen apoptotischer Zellen im
Vergleich zu den Membranen der Kontrollzellen einige Proteine herabreguliert
werden, dhnlich wie dies bei der unteren GRP78-Bande der Fall war.

Vorstellbar ist jedoch, dass die durch Apoptose vermeintlich heraufregulierten
Proteine proteolytische Fragmente groferer Proteine darstellen. Wiahrend der
Apoptose wird eine Reihe von Proteasen aktiviert, unter anderem
Cysteinproteasen der Caspase-Familie und Matrix-Metalloproteinasen (Mannello
et al., 2005), von denen bekannt ist, dass sie an der Prozessierung von Proteinen
an der Zelloberfliche beteiligt sind. Unter dem Einfluss dieser und anderer
Proteasen konnte es zu einem Verdau groferer Proteine kommen, deren
Fragmente in den Gelen apoptotischer Proben als heraufregulierte Proteine
erscheinen. Die massenspektrometrische (MALDI-TOF) Analyse der regulierten
Proteine wird von Herrn Dr. T. Grosser durchgefiihrt werden, sobald die
notwendige apparative Ausstattung im Institut fiir Pharmakologie und Klinische
Pharmakologie vorhanden ist und stellt die Grundlage fiir ein Folgeprojekt dar.
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4.3 Regulation von P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 bei Apoptose

Die Interaktion zwischen P-Selectin und PSGL-1 ist ein wichtiger Mechanismus,
iiber den TF in wachsende Thromben eingebaut werden kann (Falati et al., 2003;
del Conde et al., 2005). Mikropartikel aus apoptotischen Zellen wiesen bei ETP-
Messungen in Gegenwart und Abwesenheit zusitzlicher negativ geladener
Phospholipide eine groBere prokoagulatorische Aktivitdt als nicht-apoptotische
Mikropartikel auf. Eben weil auch eine groBere prokoagulatorische Aktivitét
apoptotischer Mikropartikel in Gegenwart von Thrombozytenmembranen bestand,
wurde untersucht, ob auf apoptotischen Mikropartikeln eine erhohte Expression
von PSGL-1 zu finden ist. PSGL-1 ist der wichtigste Rezeptor fiir P-Selectin. P-
Selectin wird vor allem auf aktivierten Thrombozyten und aktivierten
Endothelzellen exprimiert. PSGL-1 wird auf der Oberfliche aller Leukozyten
exprimiert. Eine Rolle dieser beiden Interaktionspartner bei der Blutgerinnung
wurde erstmals durch Palabrica et al. (1992) gezeigt: in einem Tiermodell wurden
P-Selectin inhibierende Antikorper eingesetzt, die das Wachstum eines experi-
mentell induzierten Thrombus verhindert haben. Falati et al. (2003) haben die
Rolle von PSGL-1 bei der Akkumulation TF-positiver Mikropartikel in
wachsende Thromben mit Hilfe von PSGL-1"- und P-Selectin”-Miusen
untersucht. Die Autoren konnten zeigen, dass die GroBe des Thrombus und die
Fibrinbildung im Thrombus in beiden knockout-Modellen im Vergleich zum
Wildtyp reduziert waren. AuBlerdem wurden in dieser Arbeit Mikropartikel, die
aus einer monozytdren Zelllinie (WEHI) nach Fluoreszenzmarkierung mit Calcein
und Inkubation mit dem Calciumionophor A23187 generiert wurden, in Wildtyp-
und P-Selectin”-Miuse injiziert. Nach Endothelverletzung akkumulierten diese
Mikropartikel in den wachsenden Thromben der Wildtyp-Méuse, jedoch nicht in
denen der P-Selectin”-Miuse. Die Autoren haben damit eindrucksvoll gezeigt,
dass die Interaktion zwischen PSGL-1 und P-Selectin wichtig flir das
Thrombuswachstum ist und haben aus ihrer Arbeit gefolgert, dass die Inhibierung
dieser beiden Proteine eine neue Moglichkeit in der antithrombotischen Therapie
darstellen konnte. Allerdings haben die Autoren die Rolle dieser Interaktion
hinsichtlich einer pathogenen Thrombusbildung im Rahmen der Atherosklerose
nicht beriicksichtigt. Mallat et al. (1999) haben gezeigt, dass vor allem
Mikropartikel aus apoptotischen Leukozyten fiir thrombotische Komplikationen
nach Plaqueruptur verantwortlich sind.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Hypothese aufgestellt, dass
apoptotische Mikropartikel im Vergleich zu nicht-apoptotischen Mikropartikeln
eine erhohte Expression von PSGL-1 aufweisen. Diese erhohte Expression von
PSGL-1 wiirde eine verbesserte Interaktion der Mikropartikel mit
Thrombozytenmembranen ermdglichen. Die daraus folgende direkte Lokalisation
von TF auf Thrombozytenmembranen konnte die sehr schnelle Thrombinbildung,
induziert durch apoptotische Mikropartikel, erkliren. Uberraschenderweise kam
es jedoch durch Induktion der Apoptose nicht zu einer Heraufregulation, sondern
zu einer kompletten Herabregulation von PSGL-1. PSGL-1 konnte weder auf der
Zelloberfliche noch in Zelllysaten detektiert werden. Auch auf Mikropartikeln
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apoptotischer Zellen kam es zu einer signifikanten Herabregulation von PSGL-1.
Durch Induktion der Apoptose wurde PSGL-1 vermutlich proteolytisch von der
Zelloberfliche abgespalten. Diese proteolytische Abspaltung fiihrte zu einem
kompletten Funktionsverlust von PSGL-1.

Zu der Regulation von PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen existierten
bisher keine Untersuchungen. Der Einfluss der Zellaktivierung auf die Expression
von PSGL-1 wurde durch Davenpeck et al. (2000) untersucht. Nach Aktivierung
von Leukozyten (Neutrophile, Monozyten, Eosinophile) mit PMA (10 ng/ml) oder
PAF (100 nM) fiir 10 Min. wurde die PSGL-1-Expression auf der Zelloberfliche
um ca. 20-30% gesenkt. Dieser Befund konnte in der eigenen Arbeit reproduziert
werden. Die Inkubation der Zellen mit PMA fiihrte auBlerdem zu einer
signifikanten Erhohung der Anzahl PSGL-1-positiver Mikropartikel. In Western-
Blot-Analysen der Mikropartikel PMA-stimulierter Zellen wurde vor allem eine
ca. 40 kD groBBe Bande detektiert, aber nur eine schwache Bande auf Hohe des
nativen PSGL-1. Die Funktion dieses 40 kD grof3en Bruchstiickes ist unbekannt.

Im Gegensatz zu der schnellen, jedoch relativ geringen (20-30% in 1 h) Herabre-
gulation von PSGL-1 in PMA-aktivierten Zellen kam es durch Induktion der
Apoptose mit Staurosporin zu einer langsamen, jedoch vollstandigen (>90% in 12
h) Herabregulation von PSGL-1. Um den Effekt einer mdglichen unspezifischen
Aktivierung der Zellen durch Staurosporin auszuschlieBen, wurde die PSGL-1
Expression nach einer 1-stiindigen Inkubation mit Staurosporin untersucht. Diese
kurzzeitige Inkubation der Zellen mit Staurosporin hatte keinen Einfluss auf die
PSGL-1-Expression. In weiteren Versuchen mit zwei anderen Apoptose-
Induktoren (Aktinomycin D und Etoposid) kam es auch zu einer kompletten
Herabregulation von PSGL-1. AuBBerdem bestand ein zeitlicher Zusammenhang
zwischen dem Grad der Apoptose (gemessen durch Caspase-3- und PARP-
Spaltung sowie Annexin-V-Bindung) und der Expression von PSGL-1 auf der
Zelloberfliche. Das bedeutet, dass PSGL-1 durch einen Apoptose-abhdngigen
Mechanismus von der Zelloberfldche herabreguliert wird. Um die Relevanz der an
U937-Zellen beobachteten Ergebnisse bewerten zu konnen, wurde die Expression
von PSGL-1 auf der Oberfliche von Monozyten, die aus frischem Vollblut isoliert
wurden, analysiert. Eine 12-stiindige Inkubation isolierter Monozyten mit
Staurosporin fiihrte ebenfalls zum vollstindigen Abbau von PSGL-1. Die an
U937-Zellen gewonnenen Erkenntnisse lassen daher sehr wahrscheinlich
Riickschliisse auf die in vivo vorliegende Regulation von PSGL-1 auf
apoptotischen Monozyten zu.

Da diese Versuche gezeigt haben, dass PSGL-1 nach Induktion der Apoptose
nicht mehr auf der Zelloberfliche zu detektieren ist, wurde in weiteren Versuchen
mittels Western-Blot untersucht, ob die verminderte Expression auf der
Zelloberflache auf eine Internalisierung des Proteins zuriickzufiihren ist. Auch in
diesen Versuchen wurde eine komplette Herabregulation der PSGL-1-Expression
nach Induktion der Apoptose mit Staurosporin, Aktinomycin D oder Etoposid
beobachtet. Die Reduktion des zelluliren PSGL-1-Gehaltes wurde auch mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. PSGL-1 konnte nicht in intrazelluldren
Kompartimenten detektiert werden. Diese Versuche deuteten ebenfalls nicht auf
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eine Internalisierung des Proteins hin. AnschlieBend wurde untersucht, ob PSGL-
1 durch einen lysosomalen Verdau abgebaut wird (Carpenter & Cohen, 1976).
Lysosomen sind intrazellulire membrandre Kompartimente, die eine Vielzahl
saurer Hydrolasen beinhalten und fiir den kontrollierten Verdau von
Makromolekiilen verantwortlich sind. Lysomale Enzyme entfalten ihre optimale
Aktivitdt bei pH-Werten um pH = 5,0 und kénnen durch basische Amine wie
Ammoniumchlorid oder Chloroquin inhibiert werden (Koh et al., 2005). Durch
Vorinkubation der Zellen mit Ammoniumchlorid und anschlieBende Induktion der
Apoptose kam es zu einer leichten Retention des PSGL-1-Abbaus, Chloroquin
hatte unter diesen Bedingungen keinen Einfluss auf den Abbau von PSGL-1. Die
Wirkung von Ammoniumchlorid war jedoch darauf zuriickzufiihren, dass die
Substanz einen anti-apoptotischen Effekt auf die Zellen ausiibte. Dies wurde
durch die Hemmung der PARP-Spaltung nachgewiesen. Die antiapoptotische
Wirkung von Ammoniumchlorid wurde bereits beschrieben (Ogawa et al., 2004).
Das bedeutet, dass PSGL-1 nach Induktion der Apoptose vermutlich nicht durch
eine Internalisierung und lysosomalen Abbau herabreguliert wird.

Auch die transkriptionelle Herabregulation von PSGL-1 scheint fiir das
Verschwinden des Proteins von der Zelloberflache eine untergeordnete Rolle zu
spielen. Durch Induktion der Apoptose kam es zu einer signifikanten Reduktion
der PSGL-1-mRNA. Jedoch konnte in Versuchen mit dem Proteinsyntheseinhibi-
tor Cycloheximid eine lange Halbwertszeit (> 12 h) des Proteins gezeigt werden.
Daher kann die komplette Herabregulation von PSGL-1 bei Apoptose
wahrscheinlich nicht iiber einen transkriptionellen Mechanismus erklart werden.

Da PSGL-1 vermutlich nicht durch einen lysosomalen Abbau oder durch einen
transkriptionellen Mechanismus herabreguliert wird, wurde eine mdgliche
proteolytische Abspaltung des Proteins untersucht. Zundchst wurden dazu die
Mikropartikel-haltigen Zelliiberstinde nicht-apoptotischer und apoptotischer
Zellen untersucht. Um eine Unterscheidung zwischen Mikropartikel-gebundenen
und 16slichen PSGL-1-Fragmenten machen zu kénnen, wurden zusédtzlich zu den
Zelliberstinden die Ultrazentrifugationsiiberstinde und —pellets untersucht. In
den Western-Blots der Zelliiberstinde apoptotischer Zellen konnten keine
Spaltprodukte von PSGL-1 nachgewiesen werden. Zwar konnte in den
apoptotischen Mikropartikeln immer noch PSGL-1 (Monomer und Dimer)
gefunden werden, jedoch wurden diese Mikropartikel sehr wahrscheinlich vor
Induktion der Apoptose sezerniert. Vor Induktion der Apoptose wurden die Zellen
12 h lang in serumfreiem Medium inkubiert. Dieses Medium wurde vor Induktion
der Apoptose nicht gegen frisches Medium ausgetauscht, weil eine unspezifische
Aktivierung der Zellen durch den Mediumwechsel vermieden werden sollte. Das
in den apoptotischen Mikropartikeln nachgewiesene PSGL-1-Monomer und —
Dimer stammte wahrscheinlich aus dieser 12-stiindigen Vorinkubation der Zellen
und den ersten Stunden der Staurosporin-Inkubation, die noch zu keiner
Herabregulation von PSGL-1 fiihrten. Dass jedoch in den Zelliiberstanden keine
PSGL-1-Spaltprodukte nachgewiesen werden konnten, sprach zunéchst nicht fiir
eine proteolytische Abspaltung des Proteins von der Zelloberfliche. Mit einem
zweiten Antikorper, der das zytosolische C-terminale Ende von PSGL-1
detektiert, wurden Western-Blot-Analysen der Zelllysate nicht-apoptotischer und
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apoptotischer Zellen durchgefiihrt. Bei einer proteolytischen Abspaltung von
PSGL-1 hitten kleinere Fragmente von PSGL-1 in den Zelllysaten detektierbar
sein miissen. Es konnten jedoch auch mit diesem Antikorper keine Spaltprodukte
von PSGL-1 detektiert werden. Diese Ergebnisse lieBen zunichst
unwahrscheinlich erscheinen, dass PSGL-1 durch eine proteolytische Abspaltung
von der Zelloberfliche herabreguliert wird. Dennoch wurde in einer weiteren
Versuchsreihe indirekt nachgewiesen, dass PSGL-1 vermutlich doch durch
Proteolyse von der Zelloberfliche abgespalten wird. In dieser Versuchsreihe
wurden die Zellen mit einem Phycoerythrin-gekoppelten Anti-PSGL-1-Antikorper
fluoreszenzmarkiert. Nach einer 6-stiindigen Inkubation der Zellen ohne und mit
Zusatz von Staurosporin wurde die Fluoreszenz des Zelliiberstindes gemessen.
Durch die Apoptose kam es zu einem starken Anstieg der Fluoreszenz des
Zelliiberstandes. Das bedeutet, dass PSGL-1 vermutlich proteolytisch von der
Zelloberfliche abgespalten wird. Interessanterweise kam es durch die
Vorinkubation der Zellen mit dem Antikorper zu einer deutlich Reduktion der
PSGL-1-Abspaltung. Das zeigt, dass der Antikorper moglicherweise in einer
Region im PSGL-1-Molekiil bindet, in der die proteolytische Spaltung des
Proteins erfolgt. Dies konnte auch erkldren, warum keine proteolytischen
Fragmente im Zelliiberstand apoptotischer Zellen gefunden werden konnten.

Damit wurde indirekt gezeigt, dass die Herabregulation von PSGL-1 vermutlich
doch durch proteolytischen Abbau erfolgt. Dieses Phdnomen ist als Protein-
Ectodoménen-Abspaltung bekannt (Arribas & Borroto, 2002). Die Protein-
Ectodoménen-Abspaltung erfolgt durch Endoproteasen auf der Zelloberfldche.
Durch die Aktivitit dieser Enzyme, auch Convertasen, Sheddasen oder Sekretasen
genannt, kommt es zu einer Abspaltung eines groBen Fragments eines
Substratproteins, manchmal sogar der gesamten extrazelluliren Doméne
(Ectodomine) (Blobel, 2000; Dello Sbarba & Rovida, 2002). Die Regulation
durch Ectodoménen-Abspaltung erfolgt bei einer iiberraschend groflen Anzahl
von Proteinen, bei den meisten dieser Proteine unter dem Einfluss einer
Metalloprotease (Dello Sbarba & Rovida, 2002; Schlondorff & Blobel, 1999).

In initialen Versuchen wurde daher der Einfluss von Inhibitoren verschiedener
Protease-Klassen auf die Abspaltung von PSGL-1 unter apoptotischen
Bedingungen untersucht. Die Konzentrationen der jeweiligen Inhibitoren
entsprachen nach Angaben des Herstellers iiblichen in Zellkultur gebrduchlichen
Werten (Sigma, Miinchen). Als Serinprotease-Inhibitoren wurden Aprotinin,
Pefabloc SC und Leupeptin eingesetzt. Cysteinproteasen wurden durch Zugabe
von E-64 und N-Ethylmaleimid gehemmt. Die Hemmung von Aspartatproteasen
erfolgte durch Zugabe von Pepstatin A.

Mit Ausnahme von N-Ethylmaleimid fiihrte keiner dieser Inhibitoren zu einer
Hemmung der Staurosporin-induzierten Abspaltung von PSGL-1. Die Wirkung
von N-Ethylmaleimid wird am Ende dieses Abschnitts diskutiert.

Metalloproteasen wurden durch EDTA, 1,10-Phenanthrolin, Galardin und
Phosphoramidon inhibiert. EDTA, 1,10-Phenanthrolin und Galardin fithrten zu
einer signifikanten Hemmung der Apoptose-induzierten PSGL-1-Abspaltung.
Diese Versuche haben damit noch einmal bestitigt, dass PSGL-1 vermutlich
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durch proteolytischen Abbau von der Zelloberfliche herabreguliert wird.
Phosphoramidon hatte keine inhibitorische Wirkung in diesem System. Phosphor-
amidon ist ein starker Inhibitor von Metalloendoproteasen, Thermolysin und
Elastasen, aber nur ein schwacher Inhibitor von Collagenasen (MMP-1, MMP-8
und MMP-13). EDTA und 1,10-Phenanthrolin hemmen Metalloproteasen durch
eine unspezifische Bindung zweiwertiger Kationen. Galardin ist ein potenter,
zellpermeabler Breitspektrum-MMP-Inhibitor, der als Zink-bindende Gruppe
einen Hydroxamat-Rest enthélt. Galardin inhibiert viele MMP bereits im
nanomolaren Bereich (Calbiochem, San Diego, USA). MMP-Inhibitoren auf
Hydroxamsiure-Basis sind kleine Molekiile und weisen nur eine begrenzte Selek-
tivitdt auf. Durch gezielte Verdanderungen der Seitenketten kann man eine Selekti-
vitdt fir die S1-Tasche bestimmter MMP erzeugen (Hanessian et al., 2001). Die
Selektivitét fiir bestimmte MMP ist jedoch stark konzentrationsabhingig, hohere
Konzentrationen einzelner Substanzen hemmen unspezifisch eine Reihe weiterer
MMP (Rao, 2005). AuBlerdem zeigten einige Arbeiten, dass Inhibitoren auf
Hydroxamsdure-Basis neben MMP auch Proteasen der ADAM-Familie sehr
wirksam inhibieren (Seals & Courtneidge, 2003). Die Freisetzung von PSGL-1
erfolgte daher vermutlich durch eine Metalloprotease aus der MMP- bzw.
ADAM-Familie. Zur Identifizierung der verantwortlichen Metalloprotease wurde
eine Vielzahl spezifischer MMP-Inhibitoren getestet. Die Konzentrationen der
MMP-Inhibitoren wurden so gewéhlt, dass sie anndhernd dem dreifachen 1Cso-
Wert entsprachen. Bei diesen Konzentrationen wurde die PSGL-1-Abspaltung
durch keinen der Inhibitoren beeinflusst. Bei Zugabe dieser Inhibitoren in
unspezifischen Konzentrationen (> 10 x ICsp) wurde die Abspaltung von PSGL-1
durch alle Substanzen gehemmt.

Diese Ergebnisse bestétigten die Schlussfolgerungen aus den initialen Versuchen,
dass die gesuchte Protease aus der MMP- bzw. ADAM-Familie stammen muss.
Durch den Einsatz der speziellen Inhibitoren war eine Beteiligung der Proteasen
MMP-1, -2, -3, -8, -9 und -13 an der Abspaltung von PSGL-1 unter apoptotischen
Bedingungen als unwahrscheinlich anzusehen.

MMP-7 spielt bei der Abspaltung von E-Cadherin (McGuire et al., 2003) sowie
bei der Freisetzung von Syndecan-1 (Li et al., 2002) eine wichtige Rolle. Da aber
der MMP-Inhibitor II, der unter anderem MMP-7 inhibiert, keine Wirkung in
diesem System zeigte, galt eine Beteiligung dieser Metalloprotease an der
Regulation von PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen als unwahrscheinlich.

Weitere Hinweise auf die gesuchte Convertase ergaben sich aus einer
Interpretation der durchflusszytometrischen Ergebnisse. Nach Induktion der
Apoptose und beginnender PSGL-1-Abspaltung fielen zwei distinkte Popula-
tionen im Histogramm auf: eine PSGL-1-positive Population und eine PSGL-1-
negative Population. Dieses Muster deutete darauf hin, dass PSGL-1 durch eine
membranstéindige Protease moduliert wurde, denn bei einer sezernierbaren
Protease wiirde PSGL-1 gleichzeitig auf allen Zellen moduliert werden. Die Folge
wire eine Linksverschiebung im Histogramm. Ein dhnlicher PSGL-1-Abbau, wie
er unter apoptotischen Bedingungen stattfindet, ist von Lichtenthaler et al. (2003)
beschrieben worden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass PSGL-1 durch die
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membranstidndige Aspartylprotease BACE-1 abgebaut wird. BACE-1 spielte bei
der Abspaltung von PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen jedoch keine
Rolle, weil eine Hemmung der Freisetzung weder durch den BACE-Inhibitor IV
und noch durch BACE-1-Antikorper erreicht wurde. Zu den membransténdigen
Metalloproteasen gehdren ebenfalls Proteasen der ADAM-Familie und der MT-
MMP-Familie.

Die transmembranéren Proteasen ADAM-10 und ADAM-17 sind bei der Ectodo-
minen-Freisetzung einer Reihe von Proteinen beteiligt (Ludwig et al., 2005).
Lichtenthaler et al. (2003) zeigten eine Modulation von PSGL-1 durch ADAM-
10. Weder ADAM-10 noch ADAM-17 waren an der Staurosporin-induzierten
Freisetzung von PSGL-1 beteiligt: ADAM-10 wird sowohl durch TIMP-1 als
auch TIMP-3 inhibiert (Amour et al., 2000), ADAM17 durch TIMP-3 (Amour et
al., 1998). Weder TIMP-1 noch TIMP-3 hatten eine inhibitorische Wirkung auf
die Modulation von PSGL-1, Antikorper gegen diese beiden Proteasen hatten
ebenfalls keinen Einfluss. Die fehlende Wirkung von TIMP-1 und TIMP-3
deutete auch darauf hin, dass Metalloproteasen der MT-MMP-Familie nicht an
der PSGL-1-Abspaltung unter apoptotischen Bedingungen beteiligt waren (Zhao
et al., 2004).

Die enzymatische Aktivitdt der Proteasen ADAM-8 und ADAM-9 wird durch
TIMP-Proteine nicht reguliert (Amour et al., 2002). Izumi et al. (1998) haben
gezeigt, dass ADAM-9 an der HB-EGF-Ectodoménen-Abspaltung beteiligt ist.
ADAM-9 ist in der aktiven Form auf der Zelloberfliche lokalisiert (Seals &
Courtneidge, 2003) und wiirde damit der gesuchten membranstindigen Protease
entsprechen. In Western-Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass die inaktive
Form von ADAM-9 in den Zelllysaten apoptotischer Zellen stark reduziert war.
Allerdings wurde sowohl in apoptotischen als auch in nicht-apoptotischen Zellen
eine starke Bande auf Hohe der aktivierten ADAM-9 detektiert. Nach Angaben
des Herstellers kommt es bei der Zelllyse zu einer raschen Aktivierung der
latenten Form, womit die Detektion der aktiven Form auch bei den Kontrollzellen
erkliart werden konnte. ADAM-9 wird durch den Metalloprotease-Inhibitor TAPI-
0 inhibiert (ICso = 17 nM). Die Inkubation der Zellen mit TAPI-0 (100 nM) fiihrte
zu einer signifikanten Hemmung der Apoptose-induzierten Abspaltung von
PSGL-1. Diese Befunde wiesen darauf hin, dass ADAM-9 an der Abspaltung von
PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen beteiligt sein konnte.

Auch ADAM-8 konnte fiir die Freisetzung von PSGL-1 verantwortlich sein: Naus
et al. (2004) haben gezeigt, dass ADAM-8 an der Ectodoménen-Freisetzung des
Zelladhésionsmolekiils CHL1 (,,close homologue of L1) beteiligt ist. Allerdings
ist unklar, ob die Metalloprotease-Doméne von ADAM-8 membranstindig ist
oder infolge einer Autoaktivierung sezerniert wird (Schlomann et al., 2002).

Die bisherigen Versuche haben gezeigt, dass zumindest sehr wahrscheinlich eine
Metalloprotease an der Abspaltung von PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen
beteiligt ist. Die Limitation der Identifizierung der verantwortlichen Protease
bestand darin, dass spezifische Inhibitoren fiir eine Vielzahl von Proteasen nicht
verfiigbar sind.
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Um weitere Hinweise auf die gesuchte Protease zu bekommen, wurde eine
Analyse der PSGL-1-Peptidsequenz mittels der Datenbank ,Peptide Cutter*
(http://www.expasy.org/tools/peptidecutter/) auf potentielle Prozessierung durch
verschiedene Proteasen durchgefiihrt. Die Analyse der Peptidsequenz lieferte
jedoch auch keinen Hinweis auf die gesuchte Protease. Zum einen ist nur eine
limitierte Anzahl von Proteasen in dieser Datenbank aufgelistet, zum anderen
waren die Proteasen, die PSGL-1 schneiden konnten, nicht an der PSGL-1-
Abspaltung unter apoptotischen Bedingungen beteiligt.

Die Cysteinprotease Caspase-1 wird in humanen Monozyten unter anderem auf
der Zelloberflache exprimiert und ist dort an der Maturation des Interleukin-1f3
beteiligt (Singer et al., 1995). Jedoch scheint sie nicht an der PSGL-1-Abspaltung
beteiligt zu sein, da weder die Inkubation der Zellen mit einem spezifischen
Caspase-1-Inhibitor noch mit einem Anti-Caspase-1-Antikérper zu einer
Verminderung der PSGL-1-Abspaltung fiihrten. Die anderen potentiellen
Ergebnisse der ,,Peptide Cutter“-Analyse mussten insofern nicht weiter untersucht
werden, als es sich bei den Proteasen entweder um bakterielle Enzyme oder um
Proteasen aus der Familie der Serin- und Aspartylproteasen handelte. Mit den
Inhibitoren entsprechender Gruppen konnte keine Hemmung der PSGL-1-
Abspaltung erzielt werden.

Somit bleibt abschlieBend die Wirkung von N-Ethylmaleimid zu erwdhnen. N-
Ethylmaleimid scheint die PSGL-1-Freisetzung in zwei verschiedenen Systemen
zu beeinflussen: einerseits fiihrte die Zugabe von N-Ethylmaleimid zu einer
Abspaltung von PSGL-1 und einer Verminderung der PSGL-1-Fluoreszenz.
Andererseits wurde die PSGL-1-Abspaltung durch die Apoptose-aktivierte
Protease von der Zelloberfliche vollstindig durch N-Ethylmaleimid gehemmt.
Die Abnahme der PSGL-1-Fluoreszenz kann durch das ,,cysteine switch“~-Modell
der Aktivierung von Metalloproteasen (Amit et al., 2001) erkliart werden. Im
inaktiven Zustand koordiniert ein konservierter freier Cysteinrest mit dem Zinkion
der katalytischen Domine der Metallorotease. Durch Alkylierung wird die
koordinative Bindung dieses Cysteinrests mit dem Zinkion aufgehoben und die
Protease aktiviert. Gleichzeitig scheint diese Alkylierung die Abspaltung von
PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen zu inhibieren. Diese Beobachtung lésst
zwei Riickschliisse zu: a) N-Ethylmaleimid inhibiert die Protease durch
Alkylierung. b) N-Ethylmaleimid alkyliert das Substrat (PSGL-1) und verhindert
die Abspaltung. Im extrazelluliren Teil von PSGL-1 existiert jedoch nur ein
Cystein-Rest, liber den das Protein dimerisiert (McEver & Cummings, 1997).
Eine Alkylierung des Substrates unter nicht-reduzierenden Bedingungen ist
zumindest nicht sehr wahrscheinlich. Daher wird vermutlich die Protease
alkyliert. ADAM-Proteasen sind Cystein-reiche Proteine (MCD; metallo-
proteinase, disintegrin, cysteine rich) (Dello Sbarba & Rovida, 2002). Fiir einige
ADAM-Proteasen ist eine Aktivierung durch N-Ethylmaleimid beschrieben
worden. Eine Inhibierung von ADAM-Proteasen durch N-Ethylmaleimid werden
ist denkbar, aber bislang noch nicht beschrieben worden.

Somit kann aus den Versuchen mit den Inhibitoren verschiedener Protease-
Klassen das Fazit gezogen werden, dass PSGL-1 unter apoptotischen
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Bedingungen vermutlich durch eine Metalloprotease abgespalten wird, die durch
N-Ethylmaleimid hemmbar ist. Mdgliche Kandidaten konnten ADAM-8 und
ADAM-9 darstellen.

Dello Sbarba & Rovida (2002) beschreiben verschiedene bekannte Signaltrans-
duktionswege, die zu einer Aktivierung der Protein-Ectodomédnen-Abspaltung
fiihren konnen (Abb. 42).
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Abb. 42:

Signaltransduktionswege, die zu einer Aktivierung der Protein-Ectodoménen-
Abspaltung filhren konnen. RTK = Rezeptor-Tyrosin-Kinase, PKS = Protein-
Kinase C, MAPK = Mitogen-aktivierte Proteinkinase, ERK = extrazellulir-
regulierte Kinase.

Die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) war der erste beschriebene
Mechanismus, der zu einer Abspaltung von Protein-Ecotodoménen fiihren kann.
Dieser Weg kann iiber eine Aktivierung der Phospholipase C zur Abspaltung
verschiedener Proteine von der Zelloberfliche fithren (z.B. Interleukin-2 (IL-2)
und IL-4) (Rovida et al., 2001). Die PKC kann durch Staurosporin inhibiert
werden. In der eigenen Arbeit fiihrte die Inkubation der Zellen mit Staurosporin
zu einer vollstindigen Herabregulation von PSGL-1. Daher ist es unwahrschein-
lich, dass die PKC an der Herabregulation von PSGL-1 unter apoptotischen Be-
dingungen beteiligt ist.

Neben der Aktivierung der PKC existieren einige PKC-unabhidngige Mecha-
nismen, die zu einer Aktivierung von Convertasen und einer nachfolgenden
Abspaltung von Protein-Ectodoménen fiihren konnen. Einer dieser Mechanismen
ist der Mitogen-aktivierte-Proteinkinase (MAPK)-Weg, der meist durch Akti-
vierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren ausgelost wird. Dieser Weg kann durch
den Inhibitor PD98059 gehemmt werden. Die Inkubation der Zellen mit PD98059
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fithrte jedoch zu keiner Hemmung der PSGL-1-Abspaltung unter apoptotischen
Bedingungen.

Ein Anstieg der intrazelldren Ca" -Konzentration sowie eine Aktivierung des p38-
Weges stellen weitere Mechanismen zur Aktivierung von Convertasen dar. Die
Inhibition dieser Mechanismen mit BAPTA-AM und SB202190 (Abb. 42) fiihrte
ebenfalls zu keiner Hemmung der Apoptose-induzierten Abspaltung von PSGL-1.

Dies zeigt, dass es sich bei der Abspaltung von PSGL-1 unter apoptotischen
Bedingungen um einen bisher nicht beschriebenen Mechanismus handelt, dessen
Aufkldrung es weiterer Arbeiten bedarf. Moglicherweise handelt es sich bei der
Abspaltung von PSGL-1 unter apoptotischen Bedingungen nicht um eine
klassische Form der Ectodoménen-Abspaltung. Bei der klassischen Abspaltung
wird ein groBer Teil der extrazelluliren Doméne abgespalten. Das Spaltprodukt
lasst sich dann meist im Zelliiberstand nachweisen und ist hdufig noch funktionell
aktiv. Bei der Aktivierung der U937-Zellen mit PMA konnte eine solche
klassische Ectodoménen-Abspaltung beobachtet werden. Nach Inkubation der
Zellen mit PMA konnte in den Mikropartikeln ein 40 kD groB3es Spaltprodukt von
PSGL-1 detektiert werden. In den Uberstinden apoptotischer Zellen dagegen
konnte weder in der ldslichen Fraktion noch in den Mikropartikeln ein
Spaltprodukt detektiert werden. Dennoch waren verschiedene Proteaseinhibitoren
in der Lage, die Herabregulation von PSGL-1 zu verhindern. Diese Ergebnisse
konnten dadurch erklirt werden, dass evtl. eine initiale Abspaltung durch eine
membranstindige Endoprotease erfolgt. Durch diese initiale Spaltung werden
moglicherweise Schnittstellen flir eine 16sliche Exoprotease im Zelliiberstand
freigelegt. Die Exoprotease konnte einen schnellen, kompletten Abbau von
PSGL-1 im Zelliiberstand verursachen. Das residuale Stiick des PSGL-1-Proteins
in der Zellmembran konnte moglicherweise internalisiert und dann lysosomal
abgebaut werden. Dies wiirde erkldren, warum auch mit dem Anti-PSGL-1-
Antikorper (H-300), der das C-terminale Ende von PSGL-1 erkennt, kein PSGL-1
in den Zelllysaten apoptotischer Zellen detektiert werden konnte.

SchlieBlich wurde untersucht, ob die Herabregulation von PSGL-1 zu einer
Verdnderung der Funktion des Proteins fiihrt. Dazu wurde die Interaktion von
U937-Zellen mit P-Selectin-exprimierenden Thrombozyten und Endothelzellen
tiberpriift. Durch Induktion der Apoptose unterblieb die Aggregatbildung
zwischen stimulierten Thrombozyten und apoptotischen U937-Zellen vollstindig.
Nach der Perfusion apoptotischer Zellen iiber Endothelzellen konnten keine
adhdrenten U937-Zellen detektiert werden. Das bedeutet, dass keine Interaktion
zwischen P-Selectin und PSGL-1 stattfand. Die Apoptose fiihrte zu einem
vollstdndigen Funktionsverlust von PSGL-1.

Dieser Funktionsverlust von PSGL-1 kann als ein durchaus sinnvoller
Mechanismus angesehen werden. Nach Induktion der Apoptose wird eine
intrazelluldre Maschinerie (Capase-Kaskade) aktiviert, die zu einem geordneten
Zusammenbruch des Zytoskeletts und einer Fragmentierung der DNA fiihrt
(Fischer & Schulze-Osthoff, 2005). Durch die Expression negativ geladener
Phospholipide auf der Zelloberfliche werden apoptotische Zellen durch
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Makrophagen erkannt und kénnen phagozytiert werden (Matsura et al., 2002).
Dieser organisierte Ablauf ermdglicht, dass der apoptotische Zelltod ohne eine
Schiadigung anderer Zellen bzw. eine entziindliche Reaktion erfolgt. Damit grenzt
sich die Apoptose von der Nekrose ab, bei der die Zellen anschwellen, platzen
und ihren gesamten Inhalt freisetzen (Proskuryakov et al., 2005).
Dementsprechend werden bei der Nekrose auch benachbarte Zellen beschédigt.
Eine solche Beschiddigung benachbarter Zellen wire auch moglich, wenn
apoptotische Monozyten weiterhin PSGL-1 auf der Zelloberfliche exprimieren
wiirden. Durch Expression von PSGL-1 auf der Zelloberfliche kann es iiber P-
Selectin zu einer Adhdsion von Thrombozyten kommen. Thrombozyten
exprimieren eine Vielzahl von Entziindungsmediatoren und Wachstumsstimuli
(z.B. Platelet derived growth factor, PDGF; Transforming growth factor, TGF;
Insulin-like growth factor, IGF; Epidermal growth factor, EGF; CD40-Ligand;
ADP; Serotonin; Thromboxan)  (Weber & Schror, 1999). Wiéren also
Thrombozyten auf der Oberflidche apoptotischer Monozyten lokalisiert, so kiime
es bei der Phagozytose zu einer Akkumulation der thrombozytiren
Entziindungsmediatoren in den Makrophagen. Als Folge dessen wiirden weitere
Makrophagen rekrutiert werden, wie es bei Entziindungen der Fall ist. Aulerdem
gewdhrleistet der Funktionsverlust von PSGL-1, dass keine apoptotischen
Monozyten an das Endothel binden konnen. Lokale Entziindungsreaktionen
werden somit verhindert. Apoptotische Monozyten zirkulieren daher solange, bis
sie schlieBlich in der Milz phagozytiert werden.
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4.4 Funktionelle und therapeutische Konsequenzen

In dieser Arbeit konnte eine hohe Thrombogenitit zelluldrer Mikropartikel in
einem physiologischen System (ETP-Messung) gezeigt werden. Die funktionellen
Messungen der prokoagulatorischen Aktivitit wurden in zwei verschiedenen
Versuchsansétzen durchgefiihrt, und zwar wurde die prokoagulatorische Aktivitét
in Gegenwart und in Abwesenheit zusitzlicher negativ geladener Phospholipide
(Thrombozytenmembranen)  durchgefiihrt. Die  Mikropartikel, die aus
apoptotischen Zellen hervorgingen, induzierten auch in Abwesenheit negativ
geladener Phospholipide eine starke Thrombinbildung. Die Mikropartikel aus
nicht-apoptotischen Zellen fiihrten nur in Gegenwart von Thrombozytenmembra-
nen zu einer deutlichen Thrombinbildung. Das bedeutet, dass Mikropartikel apop-
totischer Zellen in vivo vermutlich in der Lage sind, unabhingig von der
Thrombozytenaktivierung zu einer starken Thrombinbildung zu fithren, wéhrend
die Thrombogenitdt nicht-apoptotischer Mikropartikel von einer Thrombozyten-
aktivierung abhingig ist. Aber auch in Gegenwart zuséatzlicher negativ geladener
Phospholipide fiihrte apoptotische Mikropartikel zu einer stirkeren Thrombin-
bildung als nicht-apoptotische Mikropartikel. Obwohl mehrere in Frage
kommende Mechanismen untersucht wurden, konnten die genauen Mechanismen,
die zu der erh6hten prokoagulatorischen Aktivitét der apoptotischen Mikropartikel
filhrten, in dieser Arbeit nicht definitiv geklart werden.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass SMC unter Flussbedingungen zu einer
wichtigen Quelle fiir zirkulierenden TF werden konnen. Es ist bekannt, dass TF an
zyklischen Flussvariationen, wie sie nach PTCA auftreten kdnnen (Sunamura et
al., 1996), beteiligt ist. Es ist jedoch unbekannt, iiber welchen Mechanismus TF-
positive Mikropartikel aus SMC in Thromben inkorporiert werden konnen.
Bisherige Arbeiten gehen davon aus, dass leukozytire Mikropartikel iiber eine
Interaktion von P-Selectin und PSGL-1 in Thromben inkorporiert werden.
Allerdings wurde in diesen Arbeiten nicht beriicksichtigt, dass es unter
apoptotischen Bedingungen zu einerm voélligen Funktionsverlust von PSGL-1
kommt. Dennoch scheinen apoptotische Mikropartikel besonders nach einer
Plaqueruptur fiir thromboembolische Komplikationen zu sorgen (Soejima et al.,
1999a; Mallat et al., 1999).

In der Arbeit von Falati et al. (2003) wurde gezeigt, dass bei P-Selec-
tin"-Miusen iiberhaupt keine Akkumulation von TF in den Thrombus stattfindet.
Bei PSGL-17-Miusen ist die Inkorporation von TF in den Thrombus stark
vermindert, aber es findet dennoch eine Akkumulation von TF statt. Kritisch in
der Betrachtung der Autoren konnte der gewahlte Beobachtungszeitraum sein, da
der Einbau von TF in den Thrombus nur in den ersten 25-100 Sekunden nach
Gefallverletzung untersucht wurde. Vielleicht ist die Interaktion zwischen PSGL-
1 und P-Selectin fiir einen schnellen Einbau von TF in Thromben verantwortlich,
bei Abwesenheit von PSGL-1 kénnen evtl. andere, langsamere Mechanismen eine
Rolle spielen. Fiir die Existenz anderer Mechanismen gibt es zwei besonders
wichtige Arbeiten: Day et al. (2004) und Brisset et al. (2003). In der Arbeit von
Day und Kollegen fand nach Gefdlverletzung auch in Abwesenheit leukozytirer
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Mikropartikel-Quellen ein ganz normales Thrombuswachstum statt. Das bedeutet,
dass in dieser Arbeit zelluldre Mikropartikel entweder keine Rolle gespielt haben
oder aber dass Mikropartikel aus anderen Quellen als Leukozyten und somit
unabhédngig von PSGL-1 das Thrombuswachstum propagierten. Die letztere
Hypothese wird durch die Arbeit von Brisset und Kollegen unterstiitzt. In dieser
Arbeit wurde Blut gesunder Probanden iiber Collagen-beschichtete Glasplattchen
perfundiert und die Fibrin- und Thrombozytendeposition gemessen. Wurde das
Blut mit Mikropartikeln aus apoptotischen SMC versetzt, so kam es zu einer 3-
fach erhohten Fibrin- und einer 2-fach erhéhten Thrombozytenablagerung. Dies
bedeutet, dass es andere wichtige Mechanismen auBler der Interaktion zwischen P-
Selectin und PSGL-1 fiir die Akkumulation von TF in wachsende Thromben
geben muss, die der weiteren Aufklarung bediirfen.

So lange die Mechanismen, iiber die zirkulierender TF in Thromben inkorporiert
werden kann, nicht vollstindig verstanden sind, scheint ein therapeutischer Ansatz
mit einer direkten Inhibierung der TF/FVIla-Aktivitit bei Patienten, die eine
erhohte Konzentration TF-positiver Mikropartikel im Plasma haben (z.B. ACS,
Sepsis, PTCA) die sinnvollste MaBBnahme zu sein.

In klinischen Priifungen sind drei Substanzen evaluiert worden, die die Aktivitdt
des TF/FVIla-Komplexes beeinflussen (Hirsh et al., 2005):

- rekombinanter TFPI
- Nematoden-antikoagulatorisches-Peptid (NAPc2)
- inaktivierter FVIIa (FVIlai)

Rekombinanter TFPI wurde zur Behandlung der Sepsis in klinischen Studien der
Phase-2 und Phase-3 mit Placebo verglichen. Die vielversprechenden Ergebnisse
der Phase-2 (Senkung der relativen Letalitit um 20%) (Abraham et al., 2001)
konnten in der nachfolgen Phase-3-Studie (Abraham et al., 2003) nicht bestitigt
werden.

NAPc2 ist ein Polypeptid, das urpriinglich aus dem Hakenwurm Anclystoma
caninum isoliert worden ist und mittlerweile durch rekombinante Herstellung in
Hefekulturen gewonnen wird (Hirsh et al., 2005). NAPc2 bindet an die nicht-
katalytische Domidne von FX und FXa und inhibiert dann im Komplex
TF/FVIla/FXa/NAPc2 die katalytische Aktivitit von FVIla (Cappello et al.,
1995). NAPc2 wurde in einer klinischen Studie der Phase-2 Patienten, die einer
Kniearthroplastie unterzogen wurden, postoperativ appliziert (Lee et al., 2001).
Die Sicherheit von NAPc2 wurde in einer randomisierten, doppelblinden,
Plazebo-kontrollierten klinischen Studie an 154 Patienten, bei denen eine
Koronarangiographie durchgefiihrt wurde, evaluiert (Moons et al., 2003). Als
Ergebnis zeigte die Studie, dass die Inhibition von TF mit NAPc2 in einer
Dosierung von maximal 7,5 pg/kg in Kombination mit Acetylsalicylsdure,
Clopidogrel und unfraktioniertem Heparin zu einer deutlichen Reduktion der
Thrombinbildung fiihrt. Die Anwendung von NAPc2 in dieser Dosierung erwies
sich als sicher.
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Der antikoagulatorische Effekt von FVIlai entsteht durch kompetitive Hemmung
des FVIIa hinsichtlich der Bindung an TF. In einer Phase-2-Studie an 491
Patienten wurde FVIlai allein bzw. in Kombination mit Heparin gegen die
alleinige Gabe von Heparin verglichen. Beide Gruppen waren der alleinigen Gabe
von Heparin jedoch nicht iiberlegen (Hirsh et al., 2005).

Neben der antikoagulatorischen Wirkung ist die Inhibierung von TF bzw. TF/VIla
auch aus anderen Gesichtspunkten sinnvoll. Viele Enzyme der Gerinnungs-
kaskade iiben tiber die Aktivierung besonderer G-Protein-gekoppelter-Rezeptoren
(GPCR) auch zelluldire Wirkungen aus. Das besondere an diesen GPCR ist, dass
sie im extrazelluliren Teil einen inaktiven, endogenen Liganden exprimieren.
Durch Einwirkung bestimmter Proteasen wird ein Teil dieses Liganden
abgeschnitten und fiihrt damit zur Aktivierung des Rezeptors. Diese Rezeptoren
werden daher als Protease-aktivierte-Rezeptoren (PAR) bezeichnet, von denen
vier verschiedene Subtypen charakterisiert worden sind (PAR 1-4). PAR gelten
heute als die wichtigsten Determinanten Koagulationsfaktor-abhangiger Signale
und Funktionen auf vaskuldren Zellen (Ruf et al., 2003). In atherosklerotisch
verdanderten Geweben (Nelken et al., 1992) und nach Gefalverletzung (Wilcox et
al., 1994) kénnen PAR in SMC nachgewiesen werden. Eine Bedeutung von PAR
fiir die Entstehung und Progression der Atherosklerose und Restenose nach PTCA
konnte in mehreren Arbeiten gezeigt werden (Ubersicht in Baykal et al., 1995).

Fir den Komplex TF/VIla konnte eine Aktivierung des PAR-2 gezeigt werden
(Riewald & Ruf 2001). Die PAR-2-vermittelte Signaltransduktion dieses bindren
Komplexes  scheint bei  verschiedenen  pathologischen  Vorgéingen
(Entziindungsprozesse, Tumorangiogenese und —metastase, Atherosklerose) eine
wichtige Rolle zu spielen (Ubersicht in Rao & Pendurthi, 2005). Kiinftige Studien
werden zeigen, ob die Inhibierung der PAR-vermittelten Wirkungen des TF/VIla-
Komplexes durch spezifische PAR-inhibierende Peptide (Covic et al., 2002;
Stampfuss et al., 2003) oder aber direkte Inhibierung des Komplexes einen
Benefit bei diesen Krankheiten bringen kann. Neben diesen spezifischen
Inhibitoren ist fiir eine Reihe von Substanzen, die in der Behandlung
kardiovaskuldrer Erkrankungen erfolgreich eingesetzt werden, ein Einfluss auf die
prokoagulatorische Aktivitit gezeigt worden. ACE-Inhibitoren (Soejima et al.,
1999b) und AT-1-Blocker (Koh et al., 2004) reduzieren die prokoagulatorische
Aktivitit im Plasma hyptertensiver Patienten. In ApoE”-Méusen verhinderte die
Gabe des HMG-CoA-Reduktase-Inhibitors Simvastatin die Expression von TF in
atherosklerotischen Plaques (Bea et al., 2003). Die Hemmung der TF-Expression
durch Statine scheint eine Gruppeneigenschaft darzustellen. All diese Substanzen
werden mit einer lebensverlingernden Wirkung in Zusammenhang gebracht. Dies
ist zwar nicht nur auf die Verringerung der TF-Expression im Plasma
zuriickzufithren, aber dieser Effekt konnte einen Teil zu der Wirkung dieser
Substanzen beitragen.

Ein therapeutischer Ansatz mit einer alleinigen Inhibition von TF wird allerdings
nicht als sinnvoll angesehen. In verschiedenen Studien hat sich eine TF-
inhibierende Strategie zwar zundchst als vielversprechend erwiesen, aber
besonders beziiglich der Anwendung von TFPI gab es keine Hinweise fiir einen
therapeutischen Nutzen in einer Phase-3-Studie. Die Hemmung der Blutgerinnung
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wird bei operativen Eingriffen und postoperativ weiterhin in erster Linie durch
Heparin erfolgen. Allerdings konnte eine zusitzliche Therapie mit einer TF-
inhibierenden Strategie in besonderen klinischen Situationen einen therapeuti-
schen Nutzen darstellen. Dies konnte besonders in den Situationen der Fall sein,
in denen es zu einer erhohten Freisetzung von TF in die Zirkulation kommen
kann. So fiihrt die mechanische Schéidigung des Endothels bei einer PTCA zu
einer Freisetzung von SMC hin zur Blutbahn. Eine temporire, periprozedurale
TF-inhibierende Therapie in Kombination mit Heparin wire in der Lage, neben
einer allgemeinen Koagulationshemmung gezielt in einen fiir diese Situation
typischen Aktivierungsvorgang (zirkulierender TF) einzugreifen.
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5 Zusammenfassung

Tissue Factor (TF) ist der wichtigste Initiator der Blutgerinnung in vivo. TF ist ein
transmembranéres Glykoprotein, das in der GefaBwand exprimiert wird, um dort
nach einer GefdaBverletzung die Blutgerinnung zu initiieren und den Organismus
so vor Blutverlusten zu schiitzen. Lange Zeit galt das Paradigma, dass TF
ausschlieSlich in Zellen lokalisiert ist, die nicht in direktem Kontakt mit der
Blutbahn stehen. Allerdings ist seit einigen Jahren bekannt, dass TF auch im
Plasma gesunder Probanden zirkuliert. Dieser zirkulierende TF ist meist an
zelluldre Mikropartikel gebunden. Die wichtigsten zelluldren Quellen fiir TF-
haltige Mikropartikel sind Monozyten und glatte GefdaBmuskelzellen.
Verschiedene Arbeiten haben in den letzten Jahren gezeigt, dass zirkulierender TF
funktionell aktiv ist und eine bedeutende Rolle fiir das Wachstum von Thromben
nach GefaBlverletzung hat. Eine erhohte Konzentration des zirkulierenden TF
wurde bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom sowie bei Patienten, bei denen
eine Ballondilatation durchgefiihrt wurde, gemessen. Die erhohte Konzentration
des zirkulierenden TF wird mit thromboembolischen Komplikationen bei diesen
Patienten in Verbindung gebracht.
In dieser Arbeit wurde die prokoagulatorische Aktivitit von Mikropartikeln aus
der humanen monozytiren Zelllinie U937 und aus humanen glatten GefaBmuskel-
zellen der Arteria mammaria (SMC) untersucht, da bekannt ist, dass Monozyten
und SMC die wichtigsten zelluldren Quellen fiir zirkulierenden TF sind.
Insbesondere wurden die Mechanismen untersucht, durch die SMC zu einer
bedeutenden pathophysiologischen Quelle fiir zirkulierenden TF werden kdnnen.
Unter statischen Bedingungen sezernieren SMC langsam (Stunden bis Tage) TF-
haltige Mikropartikel in den Zelliiberstand. Unter der Einwirkung von Fluss
kommt es jedoch zu einer schnellen (Minuten) Freisetzung von funktionell
aktivem TF aus diesen Zellen. Die Freisetzung TF-haltiger Mikropartikel unter
Flussbedingungen ist transient. Bereits nach einer 10-miniitigen Perfusion werden
nur noch basale Mengen von TF in das Perfusat freigesetzt. Allerdings kommt es
nach einer 60-miniitigen flussfreien Phase wieder zu einer signifikanten
Reexposition von funktionell aktivem TF. Das bedeutet, dass SMC unter
Flussbedingungen, beispielsweise nach einer Endothelverletzung durch
Ballondilatation und damit einhergehender Exposition von SMC hin zur Blutbahn,
zu einer bedeutenden Quelle fiir TF-haltige Mikropartikel werden kénnen.
Eine weitere Quelle fiir zirkulierende TF-haltige Mikropartikel stellen atheroskle-
rotische Plaques dar. Aus Extrakten atherosklerotischer Plaques, die aus einer
Vielzahl von Mikropartikeln bestehen, die aus apoptotischen Zellen abgeschniirt
wurden, werden Mikropartikel mit einer sehr groflen prokoagulatorischen
Aktivitdt freigesetzt. Deshalb wurde systematisch untersucht, inwiefern die
Apoptose die Thrombogenitit apoptotischer Mikropartikel im Vergleich zu nicht-
apoptotischen Mikropartikeln beeinflusst und welche Mechanismen dafiir
verantwortlich sind.
Die Apoptose fiihrte zu einer deutlichen Erhéhung der prokoagulatorischen
Aktivitdt der aus SMC und U937-Zellen freigesetzten Mikropartikel. Die erhohte
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prokoagulatorische Aktivitit der Mikropartikel aus apoptotischen SMC kann mit
einer erhohten Expression von TF pro Mikropartikel erkldrt werden. Die
Mechanismen, die zu der erhohten prokoagulatorischen Aktivitit der
Mikropartikel aus apoptotischen U937-Zellen fiihrten, konnten nicht definitiv
geklart werden. Bekannte Mechanismen, die zu einer Beeinflussung der TF-
Aktivitat fiihren (Expression negativ geladener Phospholipide; Expression von
Tissue factor pathway inhibitor, TFPI, und Glucose regulated proein, GRP78),
scheinen keinen Einfluss auf die erhohte prokoagulatorische Aktivitidt der
Mikropartikel aus apoptotischen U937-Zellen zu haben. Ein weiteres Protein, das
zu einer Beeinflussung der TF-Aktivitdt filhren konnte, ist P-Selectin Glyco-
protein Ligand 1 (PSGL-1), da TF-haltige Mikropartikel iiber eine Interaktion
zwischen thrombozytirem P-Selectin und PSGL-1 in wachsende Thromben
eingebaut werden konnen. Daher wurde untersucht, ob die Apoptose zu einer
Heraufregulation von PSGL-1 auf den Mikropartikeln apoptotischer U937-Zellen
filhrte. Die Apoptose fiihrte nicht zu einer Heraufregulation, sondern zu einer
vollstindigen Herabregulation von PSGL-1 und zu einem volligen Funktions-
verlust des Proteins.

Die hohe prokoagulatorische Aktivitit der Mikropartikel aus nicht-apoptotischen
und apoptotischen Zellen war immer auf TF zurlickzufiihren und bietet die
Moglichkeit fiir eine therapeutische Intervention. Die Hemmung der Blutge-
rinnung wird bei operativen Eingriffen und postoperativ zwar weiterhin in erster
Linie durch Heparin erfolgen. Allerdings konnte eine zusdtzliche Therapie mit
einer TF-inhibierenden Strategie in besonderen klinischen Situationen einen thera-
peutischen Nutzen darstellen. Dies konnte besonders in den Situationen der Fall
sein, in denen es zu einer erhohten Freisetzung von TF in die Zirkulation kommen
kann. So fiihrt die mechanische Schadigung des Endothels bei einer PTCA zu
einer Freilegung von SMC hin zur Blutbahn. Eine temporére, periprozedurale TF-
inhibierende Therapie in Kombination mit Heparin wére in der Lage, neben einer
allgemeinen Koagulationshemmung gezielt in einen fiir diese Situation typischen
Aktivierungsvorgang (zirkulierender TF) einzugreifen.
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