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Abkiirzungen

ADP Adenosin-diphosphat

AK Antikorper

CaP Calciumpuffer

CiP Citratpuffer

EMP Endotheliale Mikropartikel
FACS Fluorescent Activated Cell Sorting
FITC Fluoreszein-Isocyanat

FSC Forward-Scatter

FSH Follikelstimulierendes Hormon
IL1 Interleukin 1

IUGR Intrauterine growth restriction
LH Luteinisierendes Hormon

LMP Leukozytare Mikropartikel

MP Mikropartikel

NO Nitritoxid

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung
PE Phycoerythrin

PGI, Prostacyclin

PMP Thrombozytare Mikropartikel
PS Phosphatidylserine

PSGL-1 P-Selektin-Bindungsprotein
ROCK I Rho-assoziierte Kinase

SSC Side-Scatter

TF Tissue factor

TNFa Tumor-Nekrose-Faktor alpha

TVT

Tiefe Beinvenenthrombose




1 Einleitung

Mikropartikel (MP) wurden erstmals 1967 von Wolf beschrieben (128). Er
zeigte thrombozytare Membranfragmente auf, die er als ,platelet dust"
bezeichnete (15,121). Dieser ,Thrombozytenstaub® beinhaltete kleinste
Bestandteile mit weniger als 0,1 um Durchmesser. Diese MP weisen eine
prokoagulatorische Potenz auf und koénnen bei vermehrtem Auftreten als

Indikator fur Verletzung, Stress, Thrombosen und Entziindung dienen (121).

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Darstellung von Mikropartikeln (114).

1.1 Entstehung von Mikropartikeln

Zirkulierende Blutzellen (Thrombozyten, Leukozyten, Erythrozyten) sowie
Endothelzellen und glatte Muskelzellen sind in der Lage MP zu bilden und
freizusetzen (118,120,121). Eine Freisetzung erfolgt zumeist bei der
Aktivierung oder bei der Apoptose (physiologischer Zelltod) der Zellen
(29,68,42). Ferner kénnen partielle oder komplette Lyse (z.B. komplement-
induziert) sowie oxidativer- oder Scher-Stress zur Bildung von MP filhren
(10,11,13,16).

Eine Aktivierung von Zellen kann durch verschiedene Agonisten ausgelést
werden (bei Plattchen durch Thrombin, Calciumionophor oder Adenosin-

diphosphat (ADP) plus Kollagen; bei Monozyten, Endothelzellen und glatten
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Muskelzellen durch bakterielle Lipopolysaccharide, Tumor-Nekrose- Faktor
alpha (TNFa) oder Interleukin 1 (IL1)) (121,128). Getriggert durch einen
Agonisten kommt es Zu einer Erhéhung der zytosolischen
Calciumkonzentration aus intrazelluldren Calciumspeichern (dense Tubuli) oder
aus dem Plasma (13,15). Der Anstieg des zytosolischen Calciums flhrt zu einer
Aktivierung von Kinasen und Calpain sowie zu einer Hemmung von
Phospatasen (9,26,39,80,781,126,130). Die Bildung von MP ist ebenfalls auf
die Erhéhung des zytosolischen Calciums zurlckzuflihren. Eine Reduktion des
extrazelluldaren Calciums durch EGTA, welche die Steigerung des zytosolischen
Calciums verhindert, kann auch die Entstehung von MP blockieren (19,30,79).
Eine Veranderung der Enzymaktivitat in der Zelle bewirkt die Auflésung der
Zellskelettstruktur, die eine Stabilitatsminderung der Zellmembran zur Folge
hat und damit die Bildung von MP beginstigt (20,27,41,56,61). Der genaue
Mechanismus bleibt noch ungeklart. Wissenschaftlich bewiesen ist, dass durch
die Aktivitatszunahme von Calpain Talin, ein wichtiger Bestandteil des
Zellskeletts verandert wird (30,47,48,112). Der bedeutendste
Fibrinogenrezeptor auf Thrombozyten (Glykoprotein IIb/IIIa-Rezeptor) kann im
aktivierten Zustand durch Bindung von Fibrinogen ebenfalls zur Entstehung
von MP fihren (66,68,86,87).

Auch der physiologische Zelltod ist durch Bildung von MP gekennzeichnet, die
sich allerdings in Form, GréBe und Aufbau von den MP, die bei Zellaktivierung
gebildet werden, unterscheiden kdénnen (121). Durch Zellkontraktionen und
Instabilitat der Zellmembran bei der Apoptose sowie durch Fragmentation des
genetischen Materials werden MP freigesetzt (24,47,48,94). Die verminderte
Stabilitdt der Zellmembran resultiert aus einer Aktivierung der Rho-
assoziierten Kinase (ROCK I) aufgrund einer Aktivitatssteigerung von zellularen
Caspasen (19,28,64). ROCK I verandert die Struktur des Zellskeletts durch
Anheftung der Aktin-Myosin-Filamente an die Zellmembran (121). In die
entstehenden Apoptosekdrperchen kénnen durch die verstarkte Enzymaktivitat
DNA-Fragmente aus dem Kern transportiert werden (3,15,59,87). Daher

kdnnen MP, die durch Apoptose entstehen, Teile der zellularen DNA enthalten



(121). Laut Berckmans et al. (10) stammt der gréBte Teil der zirkulierenden
MP von Thrombozyten (thrombozytare MP, PMP).

1.2 Aufbau von Mikropartikeln

Der Aufbau der MP hangt stark von der Ursprungszelle ab (15,74). MP sind
umgeben von einer Phospholipidmembran (121). Aktivierung bzw. Apoptose
von Zellen fihren zu Strukturanderungen im Aufbau der Zellen. Negativ
geladene Phospholipide, wie Phosphatidylserine (PS), die normalerweise auf
der Innenseite der Zellmembran zu finden sind, kommen auf der
Membranoberflache der MP zu liegen (11,15,74).

Diese negativ geladenen Phospholipide an der Membranoberflache sind
Bindungsstellen fir Gerinnungsfaktoren sowie fir Annexin V (10,124). Annexin
V besitzt eine wesentlich hdhere Affinitdat zu den Phospholipiden als
Gerinnungsfaktoren, wie tissue factor (TF) oder Faktor VIII (124). Daher
kdnnen PS-positive MP durch die Bindungsfahigkeit von farbstoffmarkiertem
Annexin V im Durchflusszytometer detektiert werden.

Die Zusammensetzung der MP-Zellmembran variiert abhangig von der Zellart
der Ursprungszelle oder der Art der auslésenden Stimuli (Entziindung,
Apoptose, Aktivierung, etc.) sehr stark (121). PMP beinhalten aktivierte
Gerinnungsfaktoren, wie Faktor IXa, VIIIa, Xa und Va (46,54,55,63,109). Nicht
alle MP tragen negativ geladene PS auf ihrer AuBenseite. Berckmans et al. (11)
beschrieben synoviale leukozytare MP (LMP) bei entzliindlicher Arthritis, die auf
ihrer MembranauBBenseite vermehrt Lysophosphatidylcholine,
Lysophosphatidylethanolamine, Sphingomyelin sowie weitere
Lysophospholipide tragen, allerdings nur wenig PS (13,16,59,61). Diese MP
zeigen aufgrund der verminderten PS eine geringere prokoagulatorische Potenz
auf (11). PS-positive MP werden vor allem von Thrombozyten, Endothelzellen,

Monozyten und Erythrozyten freigesetzt (11).

MP tragen auf ihrer Oberflache -unabhangig von der Art der Entstehung-

zumindest einige der spezifischen Antigene ihrer Ursprungszellen (13,57,74).



Dies ermdéglicht eine Subtypisierung der MP (durch Antikdérper gegen diese
spezifischen Antigene) im Durchflusszytometer. Zudem kénnen Proteine an der
AuBenseite der MP exprimiert werden, welche durch Apoptose oder Aktivierung
der Ursprungszelle vom Zellinneren nach auBen transloziert werden
(66,68,104,113).

1.3 Einfluss der Mikropartikel auf die Gerinnung

Die Exprimierung von TF auf der Zelloberflache (z.B. von Monozyten) fuhrt zur
Aktivierung der Gerinnungskaskade. Durch Protolyse wird die Umwandlung der
Gerinnungsfaktoren Uber Feedback-Mechanismen initilert und  der
Gerinnungsablauf  beschleunigt. Die Aktivierung des Tenase- und
Prothrombinase-Komplexes fuhrt zur Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin

(33). In Abbildung 2 ist die Freisetzung von MP schematisch dargestellt.
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Abbildung 2: Freisetzung von Mikropartikeln. Monozyten setzen nach Aktivierung durch einen Stimulus
MP frei, welche an ihrer Oberflache P-Selektin Bindungsproteine aufweisen, womit sie an P-Selektin
exprimierende Thrombozyten binden.

Die maBgebliche Funktion von TF wurde in mehreren Studien bestatigt. Diese
wiesen nach, dass TF frei im Blut zirkuliert sowie in LMP gespeichert und
transportiert wird (10,34,41). Eine Stimulation von Monozyten fuhrt zur
Bildung und Exprimierung von TF (siehe Abb. 2). Zudem synthetisieren die
Monozyten MP, welche TF und P-Selektin-Bindungsprotein (PSGL-1) auf ihrer



Oberflache prasentieren (10). P-Selektin ist ein Membranprotein, das in
Thrombozyten (a-Granula) und Endothelzellen (Weibel-Palade Koérperchen)
gespeichert wird.

Diese MP zirkulieren im Blutkreislauf in relativ niedrigen Konzentrationen. TF
ist somit entweder inaktiv oder zu sehr verdinnt, um die Gerinnung zu
aktivieren. Im Rahmen einer GefaBverletzung akkumulieren Blutplattchen und
exprimieren P-Selektin. MP docken an PSGL-1 auf stimulierten Blutplattchen an
und beférdern TF zu dem wachsenden Thrombus. Nachdem TF eine kritische
Konzentration Uberschritten hat, triggert er den weiteren Ablauf der
Gerinnungskaskade (33). Ca 2/3 der TF Aktivitat wird in PMP transportiert
(25,84). Zudem kann ein Einfluss auf die Hemmung der Fibrinolyse durch PMP,
welche Plasminogen activator inhibitor I exponieren, dargestellt werden
(25,98). Abbildung 3 stellt die bislang bekannten Funktionen der MP

schematisch dar.
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Abbildung 3: Bislang bekannte Funktionen der Mikropartikel (121).

Zusatzlich werden durch MP bioaktive Moleklle in andere Zellen transportiert
(siehe Abb. 3), welche zur Bildung von TF, Zytokinen, Zelladhasions- und
Wachstumsfaktoren fihren und die Funktion von Endothelzellen beeinflussen
(12,31,86,93).



Eine neue Studie von Nieuwland zeigt, dass Patienten mit gastrointestinalen
oder gynakologischen Malignomen erhéhte Plasmalevel von TF exponierenden
Vesikeln aufweisen (88). So kann, zumindest teilweise, die erhdhte
Gerinnungsaktivitat bei Patienten mit gastrointestinalen oder gyndkologischen

Malignomen erklart werden (32,88).

1.4 Geschlechts-spezifische Unterschiede in der
Gerinnungsphysiologie

Junge Frauen (bis 45 Jahre) weisen ein dreifach hdheres Risiko auf eine vendse
Thrombose zu entwickeln als altersentsprechende Manner (89,97,101,112).
Dieses erhohte Risiko wird durch orale Kontrazeption, Schwangerschaft,
Wochenbett und Hormonersatztherapie teilweise erklart. Weitere Gefahren sind
Nikotinkonsum, hereditare Thrombophilie sowie ein niedriger
soziobkonomischer Status (97). Auch die Herkunft der Menschen spielt in der
Genese einer tiefen Beinvenenthrombose (TVT) eine Rolle. So haben
Afroamerikaner ein hdheres Risiko eine TVT zu entwickeln als Kaukasier (125).
Der genaue Mechanismus, durch welchen weibliche Steroidhormone das
Thromboserisiko erhéhen, ist bislang ungeklart. Als bekannt gilt jedoch, dass
zahlreiche Faktoren der plasmatischen Gerinnung durch Steroidhormone
beeinflusst werden (18). Die meisten der prothrombotischen Wirkungsweisen
werden den Ostrogenen zugeschrieben. Gestagene gewinnen erst in der letzten
Zeit durch zahlreiche Publikationen zunehmend an Bedeutung. Sie belegen ein
erhdhtes Gerinnungsrisiko bei Anwenderinnen oraler Kontrazeption der dritten
Generation (gestagen-betont) (21,23,102).

Im Gegensatz zu Mannern besitzen Frauen einen thrombogenen Grundstatus.
Schreiber et al. (106) zeigten, dass Frauen kurz nach einer Verletzung eine
hoéhere Hyperkoagulabilitat aufweisen als Manner. Dies kann als
Selektionsvorteil gewertet werden. Denn aus der héheren Hyperkoagulabilitat

der Frauen nach Verletzungen resultiert eine kirzere Blutungszeit, die einen



verminderten Blutverlust bei Trauma, Geburt und Menstruation zur Folge hat
(100).

Steroidhormone entfalten ihre Wirkung Uber die Bindung an spezifische
Rezeptoren. Der Ostrogenrezeptor reguliert Transkriptionsprozesse, welche
eine nukledre Translokation und Bindung an spezifische Antwortelemente
beinhalten. Des Weiteren fihren diese Transkriptionsprozesse zur Regulation
der Expression von Zielgenen (119), die den Progesteronrezeptor und den
Gerinnungsfaktor XII codieren. Unter dem Einfluss von Ostrogenen wird die

Expression der zugehérigen Proteine erhéht (107).

Daruber hinaus wurden neue, sogenannte nicht-transkriptionale Mechanismen
identifiziert, wie z.B. steroidinduzierte Veranderungen von zytoplasmatischen
und membrangebundenen Regulationsproteinen (83).

Endothelzellen besitzen eine essentielle Funktion in der Regulation von
Hamostase und vaskularer Reaktivitat (107). Durch die Freisetzung von
vasodilatatorischen oder vasokonstiktiven Stoffen tragen sie mafBgeblich zum
GefaBtonus bei. Zu den wichtigsten Vasodilatatoren gehdéren Nitritoxid (NO)
und Prostacyclin (PGI;) (107).

An der GefaBwand dominieren nicht-transkriptionale Wirkungsweisen.
Ostrogene und Glukokortikoide triggern die Vasodilatation iber eine Induktion
von NO-Synthase in Endothelzellen. Dies erfolgt Uber eine 6strogenrezeptor-
abhangige Aktivierung der Proteinkinase und der Phosphatidylinositol 3-OH
Kinase (83). Einige Studien bestatigten allerdings keinen relevanten
geschlechts-spezifischen Zusammenhang in der Entstehung von

thrombembolischen Ereignissen (65,91,101).

Durch Plattchen induzierte Thrombosen finden sich bei Mannern signifikant
haufiger als bei Frauen (52,71). Die Funktion der Plattchen in vivo ist bei
Mannern im Vergleich zu Frauen gesteigert. Manner weisen eine kirzere

Blutungszeit auf als Frauen (7,92). Thrombozyten von gesunden Mannern



produzieren mehr Thromboxan A2 und haben einen héheren Cholesterinanteil
in der Membran als Thrombozyten von gesunden Frauen (60). Allerdings zeigt
sich die Plattchenreaktivitat bei einer in vitro Plattchenaggregation auf die
Plattchen-Agonisten ADP, Epinephrin und Serotonin bei Mannern niedriger als
bei Frauen (60). Keinen geschlechts-spezifischen Unterschied zeigte die
Plattchenaggregation auf Norepinephrin, Arachnodonsaure und Kollagen (60).
Plattchen von gesunden Mannern sind in vivo hamostatisch aktiver aufgrund
einer gesteigerten Fahigkeit zur Adharenz an arterielles Subendothelium (60).
Thrombozyten gesunder Frauen reagieren auf ADP als ein Aggregationsagent
empfindlicher als Manner (131). Faraday et al. (36) belegten bei Frauen eine
héhere Anzahl von fibrinogen-bindenden GPIIb-IIIa Rezeptoren pro Plattchen
als bei Mannern. Bei der totalen Anzahl der GPIIb-IIIa Rezeptoren konnte kein

geschlechts-spezifischer Unterschied aufgezeigt werden.

1.5 Menstruationszyklus-abhdngige Unterschiede in der
Gerinnungsphysiologie

Der Menstruationszyklus wird unterteilt in die Follikularphase (zwischen dem
Eintritt der Menstruation und dem Eisprung) und in die Lutealphase (zwischen
dem Eisprung und dem Beginn der Menstruation). Im Verlauf der
Follikularphase steigt die Konzentration an Ostrogen kurz vor dem Eisprung
rasch an, um dann unmittelbar danach abzufallen. Wahrend der Lutealphase
folgt eine langsame Zunahme des Ostrogenspiegels, der bei Eintritt der
Menstruation abfallt. Einen Anstieg von Progesteron beobachtet man erst nach
dem Eisprung in der Lutealphase. Dieses fallt mit Beginn der Menstruation
wieder ab.

Einige Studien belegten keine menstruationszyklus-abhangigen Unterschiede in
der Anzahl der verschiedenen Gerinnungsfaktoren (131). Allerdings
beschrieben Turksoy et al. (115) eine Zunahme von Fibrinogen, Plasminogen
und fibrinolytischen Inhibitoren 10 bis 17 Tage vor der Menstruation und im
pramenstruellen Status. Zudem wird ein Abfall der fibrinolytischen Aktivitat in

der Woche vor der Menstruation festgestellt (131). Innerhalb des



Menstruationszyklus unterliegt die Anzahl der Plattchen Schwankungen, nicht
aber die Adharenzfahigkeit der Plattchen oder die elektrophoretische Mobilitat
(131). So beschrieben Pepper et al. (95) eine Zunahme der
Thrombozytenanzahl in der Mitte des Menstruationszyklus sowie einen Abfall
der Plattchenlevel wahrend der Menstruation. Zum Zeitpunkt der Ovulation
fanden Zahavi et al. (131) eine gesteigerte Plattchenaggregation. Auch die
GPIIb-IIa Rezeptor- reaktivitdat unterliegt einer menstruationszyklus-
abhangigen Schwankung und ist bei pramenopausalen Frauen hdher als bei

jungen Mannern (bis 45 Jahre) (36).

1.6 Fragestellung

Die Bestimmung der Expression sowie der Subtypisierung der MP korreliert mit
verschiedenen Krankheitsbildern (68,87,121). Es ergaben sich Hinweise, dass
die Anzahl der MP als Indikator flr die Aktivitat autoimmuner Krankheitsbilder
wie chronisch entzindliche Darmerkrankungen (Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa), rheumatoide Arthritis oder multiple Sklerose dienen kann (4,66,79).
Erhdhte PMP-Werte wurden bei Erkrankungen wie Diabetes mellitus,
Hypertonie, Myokardinfarkt und Sepsis gefunden (86,94,113,121). Ein Anstieg
der endothelialen MP (EMP) zeigte sich beim akuten Koronarsyndrom, beim
Anti-Phospholipid-Syndrom, bei der multiplen Sklerose, bei Patientinnen mit
Praeklampsie sowie bei der thrombotisch thrombozytopenischen Purpura
(13,19,30,47,48,61,79,104). Ferner konnte bei Patientinnen mit
rezidivierenden Spontanaborten erhdhte Plasmalevel an PMP und EMP
nachgewiesen werden. Allerdings beschrieben Salomon et al. (104), dass die
Anzahl der zirkulierenden MP in der 25. Schwangerschaftswoche keinen
pradiktiven Aussagewert flr eine Entwicklung von schwangerschafts-
induzierten Komplikationen (Bluthochdruck, Prae-klampsie, intrauterinen
growth restriction (IUGR)) hat.

Bisher fehlen Untersuchungen zu grundsatzlichen geschlechts-spezifischen und
menstruationszyklus-abhangigen Unterschieden in der Expression und

Subtypisierung von MP.
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Diese Arbeit beschaftigt sich mit quantifizierbaren Unterschieden in der
Expression und Subtypisierung von MP bei gesunden Frauen im Vergleich zu
altersentsprechenden gesunden Mannern. Zudem wurde der Frage
nachgegangen, ob menstruationszyklus-abhangige Unterschiede in der MP-
Expression und MP-Subtypisierung bestehen. Diese gewonnenen Daten kdnnen
maoglicherweise weitere Informationen dartber liefern, warum gesunde Frauen
im Vergleich zu altersentsprechenden Mannern ein héheres Thromboserisiko

aufweisen.
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2 Material und Methode

2.1 Verwendete Materialien und Gerate

Kanule

Monovette, 20 g

Sarstedt AG&Co.KG,
Kehlheim, Deutschland

Zitratrohrchen

5 ml Coagulation

Sarstedt AG&Co.KG,
Kehlheim, Deutschland

EDTA-R&hrchen 2.3 ml EDTA Sarstedt AG&Co.KG,
Kehlheim, Deutschland
Steril-Pipetten 5ml, 10 mi Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland
Styrolréhrchen BD Falcon 5 ml BD Bioscience,
Heidelberg, Deutschland
Mikroschraubréhrchen 1.5 ml Sarstedt AG&Co.KG,

Kehlheim, Deutschland

Pipetten 0.5-20 ul, 2-200 pl, |Eppendorf AG,
50-1000 pl Hamburg, Deutschland
Pipettenspitzen 0.5-20 ul, 2-200 pl, |Eppendorf AG,
50-1000 pl Hamburg, Deutschland
HCL, NaOH Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland
Spritzen 10 ml, 20 ml BD BD Bioscience,
Discardit Heidelberg, Deutschland
Filter Minisart Santorius Goéttingen,
Deutschland
Blaues Schraubrohr 50 ml Becton Dickinson Labware
Polyprophylene Europe,
Conical Tube Le Pont De Claix, France
Eppendorf Cups 0.5 ml Safe-Lock Eppendorf AG,

Tubes

Hamburg, Deutschland

FACS-Ro6hrchen 5 ml BD Bioscience,
Heidelberg, Deutschland
Erlenmeyerkolben 50 ml, 500 ml Schott AG,
Becherglas 50 ml Mainz, Deutschland
CaCl2 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH,
Steinheim, Deutschland
NaCl Sigma-Aldrich Chemie
GmbH,
Steinheim, Deutschland
Citrat Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland
Phosphat Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland
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Destilliertes Wasser Ampuva® Fresenius Kabi AG,
Bad Homburg,
Deutschland
Natriumhypochloritldsung Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland
FACSafe 20 | BD Bioscience,
Heidelberg, Deutschland
FACS Flow 20 | BD Bioscience,
Heidelberg, Deutschland
FACS Rinse 201 BD Bioscience,

Heidelberg, Deutschland

Tabelle 1: Verwendete Materialien.

Zentrifuge gross

Heraeus-Omnifuge
2.0 RS

Heraeus GmbH,
Werheim/Taunus,
Deutschland

Tischzentrifuge

Mikro 22 R, Rotor
24 fach

Andreas Hettich
GmbH&Co, Tuttlingen,
Deutschland

PH-Meter WTW STH 600, WTW Wissenschaftlich-
Microprocessor Technische Werkstatten
PH-Meter GmbH,
Weilheim, Deutschland
Vortex Genie 2 Bender&Hobein AG,
Zurich, Schweiz
Durchfluss-zytometer FACScan Becton Dickinson,

Heidelberg, Deutschland

Tabelle 2: Verwendete Gerate.
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2.2 Studiendesign

2.2.1 Ethikkomission und Aufklarungsbogen

Die Ethikkomission erkannte dieser Studie am 20.11.2003 die ethisch-
rechtliche Unbedenklichkeit an. Die Probanden wurden vor der Teilnahme an
der Studie von der betreuenden Arztin oder der medizinischen Doktorandin
Uber den Ablauf, die Bedingungen der Studie sowie Uber ihr Ricktrittsrecht
aufgeklart. Zudem dokumentierten die Studienteilnehmer ihr Einverstandnis

durch eine Unterschrift auf dem Aufklarungsbogen.

2.2.2 Probandenkollektiv

Die Studienteilnehmer setzten sich aus freiwilligen Probanden zusammen. Die
Untersuchung umfasste 24 weibliche sowie 17 mannliche Personen. Beide
Untersuchungsgruppen waren bezuglich des Alters homogen und somit
vergleichbar. Das Durchschnittsalter betrug bei den weiblichen Probanden 31
Jahre, bei den mannlichen Probanden 29 Jahre. Alle Probanden waren
Kaukasier. Zu den Ausschlusskriterien fir eine Studienteilnahme zahlten:

» Nikotinabusus

» chronische oder akute Erkrankungen

» bekannte Gerinnungsstérungen

» regelmaBige Medikamenteneinnahme

= Einnahme von gerinnungs-beeinflussenden Mitteln

» orale Kontrazeption

» Alter <18 Jahre und >35 Jahre.
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2.2.3 Probengewinnung und Lagerung

Das Blut flir die Untersuchung entnahm immer dieselbe erfahrene Person mit
einer weitlumigen Kanule aus den Cubitalvenen der Probanden. Um den
Einfluss auf den Aktivierungsgrad der Thrombozyten zu minimieren, achteten
wir auf einen geringen Stauungsdruck (ca. 40 mmHg) sowie eine kurze
Stauungszeit (wenige Sekunden). Drei Blutrohrchen wurden entnommen: flr
die Bestimmung der MP und des D-Dimer ein Zitratréhrchen (5 ml), ein
Serumrdhrchen fur die Hormonbestimmung (Estradiol, Progesteron,
Follikelstimulierendes Hormon (FSH), Luteinisierendes Hormon (LH)) sowie ein
EDTA-RA6hrchen fur die Thrombozytenanzahl (2.3 ml). Die Blutentnahme
erfolgte bei allen Probanden jeweils morgens (8 Uhr), da es Schwankungen der
MP-Level im Tagesverlauf gibt, wobei die Anzahl der MP morgens und abends
am hochsten ist (vgl. Kapitel 2.6.1, Grundlagenversuche zur Methode,
Tagesquerschnitt- und Langsschnittverlaufe der MP-Anzahl). Die
Weiterverarbeitung des entnommenen Blutes erfolgte innerhalb von 15 min,
um Anderungen der MP-Anzahl bei ldngerem Stehen zu verhindern (vgl Kapitel
2.6.2, Grundlagenversuche zur Methode, Lagerung des enthommenen Blutes

auf Eiswasser versus Lagerung bei Raumtemperatur).

Die abgenommenen Zitratrohrchen fur die Untersuchung von geschlechts-
spezifischen und menstruationszyklus-abhangigen Unterschieden in der MP-
Expression wurden 20 min mit 3000 RPM (rounds per minute, Anzahl der
Umdrehungen pro Minute) bei 20°C zentrifugiert (Hereaus Omnifuge). Danach
wurde das Uberstehende Plasma (Platelet Pure Plasma) vorsichtig abpipettiert,
wobei der letzte cm im Zitratrohrchen stehen blieb, um Verunreinigungen
durch die Blutzellen zu vermeiden. Das abpipettierte Plasma kam in ein
Styrolréhrchen, wurde gut gevortext und schlieBlich zu je 250 ul in
Mikroschraubrohrchen abgeflllt (vgl. Kapitel 2.6.3, Grundlagenversuche zur
Methode, Unterschiedliche Verteilung von MP in den verschiedenen

Plasmaschichten im zentrifugierten Zitratréhrchen).
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Die Mikroschraubréhrchen wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren, um
einer moglichen Kristallbildung entgegen zu wirken, welche bei langsamem
Einfrieren auftritt und zu einer Verfalschung der MP-Werte fuhren kann (vgl.
Kapitel 2.6.4, Grundlagenversuche zur Methode, Unterschiede in der MP-
Anzahl bei schockgefrorenen versus nichtschockgefrorenen Proben).

AnschlieBend erfolgte das Tiefgefrieren bei —80°C.

2.2.4 Laborwerte und Thrombozytenzahl

Bei allen Probanden wurde die Thrombozytenzahl bestimmt, da die Anzahl der
PMP in Abhéangigkeit zur Thrombozytenzahl steht. Voraussetzung fir die
Aufnahme in die Studie war ein unauffdlliges kleines Blutbild und ein
Differentialblutbild. Zur Erfassung des Hormonstatus der weiblichen Probanden
wurden neben Ostradiol und Progesteron zusétzlich die FSH- und LH- Werte
untersucht. Die Konzentrationsbestimmung der Hormone im Serum erfolgte
mit Hilfe des automatischen Immunassay Systems (Roche Elecsys 2010, Roche
Diagnostics; Mannheim, Germany). Die Bestimmung der D-Dimerkonzentration
im Serum war notwendig, um feststellen zu kénnen, ob grundsatzlich eine

Aktivierung der Gerinnung vorlag.

2.2.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte durch das SPSS-Programm (Statistical
Package for Social Science, Windows Version 16.0, Chicago, Illinois, USA).
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem nicht-parametrischen
Kruskal-Wallis-Test analysiert, die unabhangigen Variablen durch den nicht-
parametrischen Mann-Whitney-U-Test. Alle statistischen Tests waren

zweiseitig. P-Werte von <0.05 wurden als statistisch signifikant angenommen.
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2.3 Durchfiihrung der Methode

2.3.1 Vorbereitung der Pufferarbeitslosungen

Die Zubereitung der Pufferarbeitslésungen erfolgte taglich frisch. Hierzu
wurden flUr die Arbeitslésung des Citratpuffers (CiP) Phosphat-gepufferte
Salzlésung (PBS) und Citratgrundlésung im Verhaltnis 10:1, fur die
Arbeitsldsung des Calciumpuffers (CaP) PBS und Calciumgrundlésung im
Verhaltnis 40:1 vermischt (vgl. Tabelle 3). Nach Zusammenfligen der jeweils
zwei Komponenten erfolgte eine Einstellung der beiden Arbeitslésungen mit
dem pH-Meter (WTW STH 600, Microprocessor pH-Meter, WTW GmbH,
Weilheim, Deutschland) auf einen pH-Wert im Bereich von 7.36-7.44. Dies
geschah, indem den Ldsungen, je nach dem ob sie zu basisch oder zu sauer
waren, geringe Mengen an HCl (Salzsaure) bzw. NaOH (Natronlauge)
zugegeben wurden. Bei Erreichen des korrekten pH-Wertes, wurde die

Pufferlésung in eine 20 ml Spritze aufgezogen, durch einen Filter gedruckt und

abgefllit.
PBS-Puffer 0.25 g Phospat, 9.0 g 1-2 Wochen bei
NaCl, 1000 ml Raumtemperatur
destilliertes Wasser haltbar
Citratgrundlésung 1.6 g Citrat , 50 ml 4-12 Wochen bei 2-8°C
destilliertes Wasser haltbar
Calciumgrundlésung 1.47 g CaCl2, 100 ml 8 Monate bei 2-8°C
destilliertes Wasser haltbar

Tabelle 3: Puffergrundlésungen.
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2.3.2 Vorbereitung der Antikorper und des Annexin V

Die Antikérper und das Annexin V (vgl. Kapitel 2.5) erfuhren eine Verdinnung
durch die Calciumarbeitslésung. Nach dieser Prozedur wurden alle Antikérper
zentrifugiert ((Tischzentrifuge, Andreas Hettich GmbH&Co, Deutschland), 5
min, 20°C, 13000 RPM, Bremse 0). Um spater das Pellet wiederzufinden,
wurden die Cups zuvor markiert. Nach der Zentrifugation wurde die obere
Halfte abpipettiert, in ein frisches Cup gegeben und zur Detektion der MP

weiter verwendet. Die untere Halfte wurde verworfen.

2.3.3 Aufbereitung der Proben

Die MP wurden nach dem von Berckmans et al. (10) beschriebenen Verfahren
isoliert. Zum Auftauen (ca. 1 Stunde) stellten wir die Proben senkrecht in Eis,
so dass sie vollstandig mit Eis bedeckt waren. Nach dem Auftauen der Proben
wurden diese in der Tischzentrifuge (13000 RPM, 20°C, Bremse 1) 30 min
geschleudert. Vor der Zentrifugation erfolgte die Markierung der Cups am
Deckel (siehe oben). Nach der Zentrifugation wurden die Cups vorsichtig aus
der Zentrifuge herausgeholt, die Markierung wurde nach unten gedreht.
AnschlieBend pipettierten wir 2x100 pl und 1x25 pl langsam ab. Im Cup
verblieben 25 pl, die mit 225 ul CiP resuspendiert und vermischt wurden.
Danach erfolgte die 2. Zentrifugation (30 min, 13000 RPM, 20°C, Bremse 1).
Zwischen der ersten und der zweiten Zentrifugation bereiteten wir die
Antikérper und das Annexin V vor (vgl. Kapitel 2.3.2) und stellten sie bis zur
Weiterverarbeitung in den Kihlschrank. Nach der zweiten Zentrifugation
wurden erneut 2x100 pl und 1x25 pl vorsichtig abpipettiert und mit 75 ul CiP
resuspendiert. GemaB dem Pipettierschema (siehe Tabelle 4) wurden 9
verschiedene Cups mit je 35 ul Puffer geflillt. Dabei gaben wir jeweils 35 ul CiP
in die beiden Cups mit den Leerproben fiur Annexin V-FITC und Annexin V-PE

sowie 35 pl CaP in jedes der uUbrigen 7 Cups. AnschlieBend wurden je 5 pl
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Pellet sowie jeweils 5 ul Antikérper und Annexin V aufgetragen und

anschlieBend fir 15 min im Dunkeln inkubiert.

Cup 1 Cup 2 Cup 3 Cup 4 Cup 5 Cup 6 Cup 7 Cup 8 Cup 9
35 i 35 i 35 pl 35 pl 35 i 35 i 35 pl 35 pl 35 i
Cip CaP CaP CaP CaP CaP CiP CaP CaP
5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul
Pellet Pellet Pellet Pellet Pellet Pellet Pellet Pellet Pellet
5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul
Annexin | Annexin |Annexin |Annexin |Annexin |Annexin |[Annexin |Annexin |Annexin
V-FITC V-FITC V-FITC V-FITC V-FITC V-FITC V-PE V-PE V-PE
5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul
Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
IgG1-PE |CD61-PE |CD62P- |CD63-PE | CD62E- IgG1- CD144-
PE PE FITC FITC

Tabelle 4: Pipettierschema. 9 Cups wurden mit je 35 ul Puffer gefillt, dann wurden pro Cup
5 ul Pellet, 5pl Antikdérper und 5ul Annexin V aufgetragen und inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Reaktion mit 900 pl CaP gestoppt bzw. flir die
beiden Annexin V Leerproben wurde 900 pl CiP in ein FACS-R6hrchen pipettiert
und im Durchflusszytometer eingelesen (vgl. Kapitel 2.6.5,
Grundlagenversuche zur Methode, Stabilitat der MP-Anzahl bei langerem

Stehen der verarbeiteten Proben).

2.4 Durchflusszytometrie

2.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie bei Mikropartikeln

Durch die Durchflusszytometrie ist es mdglich, mit Hilfe von Antikérpern und
Farbstoffen MP zu messen und ihre Herkunft liber bestimmte Membranproteine

an der Oberflache zu bestimmen (123).

Das Verfahren der Durchflusszytometrie analysiert Zellen oder Partikel, die
beim Durchfliessen an einem fokussierten Laserstrahl mit Hilfe von

fluoreszenzmarkierten AK und Farbstoffen detektiert werden (123). Hierbei
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erfassen spezifische Dioden die Fluoreszenzintensitdt sowie das Streulicht
(85,123). Dies ermoglicht Aussagen zur GroBe der Zellen oder Partikel durch
den Forward-Scatter (FSC, Vorwartsstreulicht des Lasers), zur Granularitat
durch den Side-Scatter (SSC, Seitwartsstreulicht des Lasers) sowie zu
bestimmten Membranstrukturen durch fluoreszierende AK oder Farbstoffe (FL1
bzw. FL2 Kanal). Der verwendete Durchflusszytometer, der FACScan (Becton
Dickinson, Heidelberg, Deutschland), beinhaltet einen Argonlaser mit einer
fluores-zenzanregenden Wellenlange von 488 nm. Damit kénnen bis zu drei
verschiedene Fluoreszenzen synchron erfasst werden, vorausgesetzt sie
unterscheiden sich in den emittierenden Wellenlangen. Fir Kanal 1 liegt die
Wellenlange bei 530 nm, fir Kanal 2 bei 585 nm und flr Kanal 3 bei 650 nm.
Flr diese Studie wurden folgende Fluoreszenzfarbstoffe genutzt: Fluoreszein-
Isocyanat (FITC) mit einer mittleren Emissionswellenlange von 525 nm (Kanal
1) sowie Phycoerythrin (PE) mit einer mittleren Emissionswellenlange von 575

nm (Kanal 2).

2.4.2 Gerateeinstellung

Die aufbereiteten Proben (vgl. Kapitel 2.3.3) wurden mit der
Einzugseinstellung “high" flir eine Minute in das Durchflusszytometer
eingelesen. Die genaue Einzugsmenge des FACS-Gerates variierte sehr stark
von Tag zu Tag. Daher war es nétig, den Einzug jeden Tag neu zu messen.
Hierzu wurde in einem FACS-R6hrchen eine bestimmte Menge destillierten
Wassers abgewogen, flir 10 min eingelesen und danach erneut abgewogen.
Daraufhin erfolgte die Umrechnung der Differenz der beiden Werte in ml/h.

Zur Reduzierung der eingezogenen Datenmenge wurde im FSC bei 52 eine
Schwelle (threshold) gelegt, um Verunreinigungen oder Luftblasen bei der
Messung nicht mit zu erfassen. Sowohl fir den FSC als auch fir den SSC
wahlten wir die logarithmische Darstellung. Zur Kalibrierung des FACS-Gerates
wurde einmal eine Messung mit Beads durchgeflihrt.

Tagliche Beads-Kontrollen waren flr unsere Messungen nicht nétig, da keine

quantitativen Werte pro MP bendtigt wurden. Wichtig fur unsere Messungen
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war die Aussage, ob die gemessenen MP gegenlber einer Negativkontrolle
positiv sind oder nicht. Die absolute MP-Anzahl pro Probensatz wurde mit

unserer Rechenformel bestimmt (vgl. Kapitel 2.4.3).

2.4.3 Auswertung der Messungen

Die MP Analyse Maske wurde im Computerprogramm Cell Quest (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) erstellt. Abbildung 4 zeigt die von uns erstellte
Auswertungsmaske. Zur Abgrenzung der MP von der Plattchenpopulation lasen
wir zu Beginn Vollblut ins FACS-Gerat ein. Die Thrombozytenpopulation konnte
aufgrund ihrer spezifischen GréBe und Granularitdt im FSC und SSC
identifiziert werden. Der Anteil links der Plattchenwolke wurde im Diagramm
mit R1 markiert und genau analysiert, da in diesem Gebiet die MP zu erwarten
waren.

Die gesamten Annexin-positiven MP wurden anhand der Fluoreszenz und der
Granularitat aufgezeigt (FITC-positive Events (FL1) bzw. PE-positive Events
gegen Granularitat (SSC)). Abbildung 4(B) zeigt schlieBlich die gut
abgrenzbare MP-Wolke im oberen rechten Bereich, die sowohl Annexin V als

auch AK positiv war.

Nach Erhalt der entsprechenden Events aus der Auswertungsmaske
errechneten wir die Anzahl der sich im Plasma befindenden MP gemaB der
Formel N/I=Ex(100/5)x(950/X)x(10%/250). ,E“ beschreibt die Anzahl der
gemessenen Events aus der Auswertungsmaske. Da von den 100 pl
zentrifugierten Plasmas nur 5 pl verwendet wurden, erscheint der Bruch
(100/5) in dieser Formel. Das Endvolumen im FACS-Rdhrchen betrug nach
Stoppen der Reaktion mit 900 pl Puffer 950 pl. Die in einer Minute eingelesene
Menge hangt stark von der taglich neu gemessenen Einzugsmenge (siehe
Kapitel 2.4.2) des Durchflusszytometers ab. Um die exakte eingelesene Menge
zu berlcksichtigen, wurde diese mit (950/X) in die Formel eingebracht. Die

|\\

Umrechnung der 250 pl Plasmaprobe auf die Einheit ,,pro I' erfolgte schlieBlich

mit dem Formelteil (10%/250).
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Abbildung 4: Auswertungsmaske zur Analyse der MP. Im Vollblut sind im Bereich R1 die MP zu erwarten,
welche kleiner sind als Thrombozyten (A). Eine CD61 positive MP-Wolke im plattchenfreiem Plasma (B).

2.5 Antikérper und Annexin V

Zur Bestimmung der Anzahl und Herkunft der MP kamen verschiedene
Antikdérper (AK) und Farbstoffe (Fluoreszein-Isocyanat (FITC), Phytcoerythrin
(PE)) zur Anwendung. Tabelle 5 stellt die Firmenubersicht der verwendeten
Antikérper und Farbstoffe dar. Fur alle Antikdérper und Annexin V wurden in
Vorversuchen an unserem Durchflusszytometer
Konzentrationsbestimmungskurven angefertigt und auf Basis dieser Ergebnisse
die optimalen Verdinnungen gewahlt (vgl. Promotionsarbeit von Meike Kern,
~Mikropartikel als Risikofaktor bei Frauen mit rezidivierenden

Spontanaborten®).
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Annexin V-FITC Immuno Quality Products,
Groningen, Niederlande
Annexin V-PE Immuno Quality Products,
Groningen, Niederlande
Anti-IgG1-AK-FITC Immunotech,
Marseille, Frankreich
Anti-IgG1-AK-PE Immuno Quality Products,
Groningen, Niederlande
Anti-CD61-AK-PE BD Bioscience,
Heidelberg, Deutschland
Anti-CD62E-AK-PE BD Bioscience,
Heidelberg, Deutschland
Anti-CD62P-AK-PE BD Bioscience,
Heidelberg, Deutschland
Anti-CD63-AK-PE BD Bioscience,
Heidelberg, Deutschland
Anti-CD144-AK-FITC Acris,
Hiddenhausen, Deutschland

Tabelle 5: Firmenubersicht der verwendeten Antikérper und Farbstoffe.

2.5.1 AnnexinV

Annexine sind Zellproteine, die physiologischerweise in samtlichen
Lebensformen (Ausnahme Bakterien) vorkommen. Die Gruppe der Annexine ist
in eine Vielzahl zelluldrer Aktivititen involviert, die mit Anderungen der
Zellstruktur einhergehen, wie Apoptose, Endo- und Exocytose, und andere
(44). Klinisch relevant sind z.B. Annexin I als wichtiger Marker in der anti-
inflammatorischen Reaktion (99) sowie in der proapoptotischen Reaktion (6).
Annexin V ist ein Protein, welches physiologischerweise in Anwesenheit von
Calcium-Ionen an der Oberfldiche des Syncytiotrophoblasten in der Plazenta
bindet und groBe antikoagulatorische Potenz besitzt (124). Allgemein ist
Annexin V ein wichtiger Bestandteil der Gerinnungsphysiologie (44). Wie
bereits erwahnt, bindet Annexin V mit einer hohen Affinitat an PS, die durch
Aktivierung oder Apoptose auf der Zellmembran der MP exprimiert werden. Die
optimale Verdinnung wurde fir Annexin-FITC mit 1:10, fir Annexin-PE mit
1:20 festgelegt.
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2.5.2 Anti-IgG1-Antikorper

Da die verwendeten AK alle der IgGl-Klasse angehdéren, wurden filr die
Leerkontrolle AK dieser Klasse gewahlt. CD61-AK binden beispielsweise zu
20% an unspezifische Strukturen der MP. IgG1l decken diese unspezifischen
Strukturen ab. Die Verdlnnung fir Anti-IgG1-FITC sowie flur Anti-IgG1-PE
betrug 1:10.

2.5.3 Anti-CD61-Antikorper

Der Glykoprotein IIb/IIla Rezeptor (CD61) ist der haufigste Fibrinogen-
rezeptor auf der Oberflache der Thrombozyten und PMP (43,121). Durch die
Bindung von Fibrinogen am aktivierten CD61 wird die Bildung von PMP
geférdert (vgl. Kapitel 1.1). Zur Detektion von PMP im Durchflusszytometer
wurden PE-markierte Anti-CD61-Antikérper in der Verdinnung 1:10

verwendet.

2.5.4 Anti-CD62P-Antikorper

P-Selektin (CD62P) wird auf aktivierten Thrombozyten aus den alpha-Granula
an der Oberflache exprimiert und férdert das “rolling" der Leukozyten und
Plattchen an den Endothelzellen sowie die Migration und die Extravasion der
Neutrophilen und Makrophagen (5,40,75,122). Die Quantitdt von CD62P-
positiven PMP spiegelt die in vivo Aktivierung von Thrombozyten wider
(77,116). Durch PE-markierte Anti-CD62P-Antikérper (Verdinnung 1:10)

wurden die PMP gemessen, die von aktivierten Plattchen stammen.
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2.5.5 Anti-CD63-Antikorper

Der Rezeptor CD63 wird bei hdhergradiger Aktivierung von Thrombozyten,
Endothelzellen, Granulozyten und anderen Zellarten (Fibroblasten,
Osteoklasten, glatte Muskelzellen, Synovialzellen, periphere Nerven) aus
intrazellularer Granula an der Oberflache freigesetzt (90,110,117). Analog zu
der Bestimmung der Exprimierung von CD62P auf MP kann auch durch die
Expression von CD63 eine Aussage Uber die Plattchenaktivierung in vivo

gewonnen werden (117). Die Verdliinnung von Anti-CD63-AK-PE war 1:2.

2.5.6 Anti-CD62E-Antikorper

E-Selektin (CD62E) wird auf stimulierten Endothelzellen exprimiert und flhrt
bei entzlindlichen Prozessen zum Leukozyten-rolling an den aktivierten
Endothelzellen (14,70). Die Anzahl an zirkulierenden CD62E- positiven EMP
spiegelt die endotheliale Aktivierung wider (1). Die optimale Verdinnung fir
Anti-CD62E-AK-PE betrug 1:10.

2.5.7 Anti-CD144-Antikorper

VE-Cadherin (CD144) ist ein Protein im interzelluldren Bereich von
Endothelzellen und dient dort der Adhasion. Anti-CD144-AK eignen sich daher
zum Nachweis von EMP (67). Anti-CD144-AK-FITC wurde in der Verdlinnung

1:2 verwendet.
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2.6 Grundlagenversuche zur Methode

2.6.1 Tagesquerschnitt- und Monatslangsschnittverlaufe der
MP- Anzahl

Um mogliche Schwankungen der Gesamtzahl der MP im Tages- bzw. im
Zyklusverlauf feststellen zu kénnen, wurden von je vier weiblichen und vier
mannlichen Probanden Tagesquerschnitt- und Langsschnittstudien angefertigt.
Bei den Tagesverlaufen erfolgte eine Blutentnahme jeweils um 8 Uhr, 12 Uhr,
16 Uhr und 20 Uhr. Die Langsschnittstudie verlief Uber vier Wochen, wobei
jede Woche zur gleichen Zeit eine Blutentnahme durchgeflihrt wurde. Bei den

weiblichen Probanden wurde der Zyklustag genau vermerkt.

2.6.2 Lagerung des entnommenen Blutes auf Eiswasser
versus Lagerung bei Raumtemperatur

Vorversuche zeigten, dass die Weiterverarbeitung des Blutes nach der
Entnahme innerhalb von 15 Minuten erfolgen sollte. Ziel dabei war es, eine
Autoaktivierung der Thrombozyten mit resultierender Erhéhung der MP-Anzahl
bzw. eine Reduktion der MP-Anzahl mittels Phagozytose durch Makrophagen zu
verhindern. Um vom AusmaB der Erhéhung bzw. der Reduktion der MP-Anzahl
einen Eindruck zu bekommen, erfolgten folgende Versuchsreihen: Nach
Abnahme des Blutes eines Probanden kam ein Teil der Blutréhrchen auf
Eiswasser, der andere Teil der Réhrchen blieb bei Raumtemperatur stehen.
Nun wurden nach 30 min, 60 min, 2h, 4h, 6h und 24h je ein Eiswasser- und

ein Raumtemperaturréhrchen weiterverarbeitet und untersucht.
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2.6.3 Unterschiedliche Verteilung von MP in den
verschiedenen Plasmaschichten im zentrifugierten
Zitratrohrchen

Da unterschiedliche Verteilungen der MP in den verschiedenen Schichtungen
des Plasmas im Zitratrohrchen nicht auszuschlieBen sind, wurde dies bei drei
Probanden untersucht. Dazu wurde das Plasma Schicht flr Schicht direkt aus

dem zentrifugierten Zitratréhrchen aliquotiert.

2.6.4 Unterschiede in der MP-Anzahl bei schockgefrorenen
versus nichtschockgefrorenen Proben

Um mogliche Unterschiede in der MP Anzahl zwischen schockgefrorenen und
nicht schockgefrorenen Proben festzustellen, wurde hierzu bei drei Probanden
von der gleichen Blutprobe ein Teil des Blutes schockgefroren (in flissigem
Stickstoff) und bei -80°C gelagert. Der andere Teil der Proben wurde

nichtschockgefroren bei -80°C eingefroren.

2.6.5 Stabilitatsmessungen der MP-Anzahl bei langerem
Stehen der verarbeiteten Proben

Wir flahrten bei 5 Probanden Stabilitatsmessungen durch, um madgliche
Veranderungen der Gesamtzahl der MP nach langerem Stehen zu untersuchen.
Die Messung der Proben im Durchflusszytometer erfolgte sofort nach

Aufbereitung sowie nach 15 min, 30 min, 45 min und 60 min.
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3 Ergebnisse

Alle Messungen erfolgten durch den gleichen Untersucher und waren in

zahlreichen Vorversuchen reproduzierbar. Die maximale Abweichung bei

Messungen der gleichen Probe betrug 10%.

3.1 Grundlagenversuche zur Methode

3.1.1 Tagesquerschnitt- und Monatslangsschnittverlaufe der
MP- Anzahl

Es zeigte sich, dass die MP-Anzahl im Tagesverlauf morgens (8 Uhr) und
abends (20 Uhr) am groBten war. Dies hatte zur Folge, dass wir flr die
Untersuchung der geschlechts-spezifischen und menstruationszyklus-
abhangigen Unterschiede in der Expression von MP ausschlieBlich Blutproben
verwendeten, welche den Probanden morgens (8 Uhr) entnommen wurden.
Zudem zeigten sich starke Schwankungen der MP-Anzahl im Zyklusverlauf. Bei
den Abnahmen wahrend der Lutealphase waren die Gesamtzahlen der MP bei
allen weiblichen Probanden hdher als wahrend der Follikularphase. Da die
Ergebnisse der MP-Anzahl wahrend der Menstruation nicht von denen der
Follikularphase abwichen, wurde die Menstruation definitionsgemaB der

Follikularphase zugeordnet (vgl. Kapitel 1.5).

Tabelle 6 gibt einen Uberblick tiber die Zyklusphasen der Probandinnen bei den

einzelnen Abnahmen.

1. Abnahme | 2. Abnahme | 3. Abnahme | 4. Abnahme
Person 1 Follikular Follikular Luteal Luteal
Person 2 Follikular Follikular Luteal Follikular
Person 3 Follikular Luteal Luteal Follikular
Person 5 Luteal Follikular Follikular Luteal

Tabelle 6: Zyklusphase der weiblichen Probanden bei den wéchentlichen Abnahmen.

Nachfolgende Diagramme stellen die Langsschnittstudienergebnisse graphisch

dar.
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Abbildung 4: Langsschnittstudie Frauen. Uber 4 Wochen einmal pro Woche eine Blutentnahme, morgens
um 8 Uhr. Die Gesamtzahl der MP wahrend der Lutealphase des Menstruationszyklus ist héher als die
Gesamtzahl der MP wahrend der Follikularphase.
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Abbildung 5: Langsschnittstudie Madnner. Uber 4 Wochen einmal pro Woche eine Blutentnahme, morgens
um 8 Uhr. Auch bei einigen mannlichen Probanden kann man gewisse Schwankungen der Gesamtzahl der
MP (ber einen vierwéchigen Zeitraum beobachten.
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3.1.2 Lagerung des entnommenen Blutes auf Eiswasser versus
Lagerung bei Raumtemperatur

Die Ergebnisse der Messreihe zeigten, dass die Gesamtzahl der MP nach 40
min bei den Eiswasserrohrchen anstieg, wahrend sie bei den
Raumtemperaturrohrchen abfiel. In Abbildung 6 sieht man die Anderungen der
MP-Anzahl im Zeitintervall bei Proben, die auf Eiswasser und bei Proben, die
bei Raumtemperatur gelagert wurden. Bei den Proben, die auf Eiswasser
gelagert wurden, kommt es erst zu einem Anstieg und dann spater im Verlauf
(nach ca 1 Stunde) zu einem Abfall der MP-Level. Die Verlaufskurve der MP-
Zahlen bei Proben, die bei Raumtemperatur gelagert wurden, verhalt sich
gegensatzlich zu der Eiswasserkurve. Um homogene Ergebnisse zu erzielen,
erfolgte die Weiterverarbeitung des entnommenen Blutes deshalb in den ersten

15 min nach Abnahme.

Raumtemperatur versus Eiswasser
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N
I

—— Raumtemperatur

/ —~ Eiswasser
_

Zeit zwischen

w w w Blutentnahme
20min  40min  60min 2h 4h 6h 24h und Untersuchung

Gesamtzahl der MP x10°
o N N [e)) [00] 8

Abbildung 6: Raumtemperatur vs. Eiswasser. Nach der Blutentnahme wurde das Blut der Probandin zu
einem Teil auf Eiswasser gestellt, der andere Teil bei Raumtemperatur gelagert. Nach 20 min, 40 min, 60
min, 2h, 4h, 6h, 24h wurden die Proben untersucht. Nach ca. 40 min beobachtet man einen Anstieg der
MP-Anzahl bei den Proben, die auf Eiswasser gelagert waren und einen Abfall der MP-Anzahl bei den
Proben, die bei Raumtemperatur gelagert wurden.
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3.1.3 Unterschiedliche Verteilung von MP in den verschiedenen
Plasmaschichten im zentrifugierten Zitratrohrchen

Tatsachlich  konnten  unterschiedliche  Gesamtzahlen innerhalb  der
verschiedenen Plasmaschichten nachgewiesen werden. Abbildung 7 zeigt die
starken Variationen der MP-Level in den verschiedenen Schichtungen des
Plasmas. Bei einem Probanden (Reihe 2) sind die Schwankungen sehr
ausgepragt, wahrend die anderen Probanden (Reihe 1 und 3) eher moderate
Unterschiede in der MP-Anzahl in den verschiedenen Plasmaschichten zeigen.
Um einheitliche Ergebnisse zu erhalten, wurde deshalb das gesamte
gewonnene Plasma eines Probanden abpipettiert, als Ganzes vermischt und

somit homogenisiert.

Schichtung
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9000
8000
7000 ~
6000 - —Reihel

5000 A —Reihe2
4000 - /\ Reihe3

3000 ~
2000 ~
1000 A

0 T T T T T T
lcm 2cm 3cm 4cm 5cm  6cm  7cm

Gesamtzahl der MP x10°

Zahl der aliauotierten cm

Abbildung 7: Schichtung. Bei 3 Probanden wurde das Blut cm fiir cm aliquotiert.
Die Gesamtzahl der MP ist in den verschiedenen Plasmaschichten sehr unterschiedlich.

3.1.4 Unterschiede in der MP-Anzahl bei schockgefrorenen
versus nichtschockgefrorenen Proben

Um mogliche Unterschiede in der MP-Anzahl bei schockgefrorenen und nicht
schockgefrorenen Proben festzustellen, wurde hierzu bei drei Probanden von

der gleichen Blutprobe ein Teil des Blutes schockgefroren und ein anderer Teil
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nicht. Bei den Proben, bei denen kein Schockgefrieren stattfand, war die
Gesamtzahl der MP geringer als bei den schockgefrorenen Proben des gleichen
Probanden (vgl. Abbildung 8). Um eine Homogenisierung der Proben zu

erreichen, wurden alle vor Lagerung bei -80°C schockgefroren.

Schockgefroren versus Nichtschockgefroren
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o 2000
o
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Abbildung 8: Schockgefroren versus Nichtschockgefroren. Bei 3 Probanden wurde ein Teil der gleichen
Blutprobe schockgefroren und ein Teil nicht. Die Proben, die nicht schockgefroren wurden, haben eine
geringere Gesamtzahl der MP als die schockgefrorenen Proben.

3.1.5 Stabilitatsmessungen der MP-Anzahl bei langerem Stehen
der verarbeiteten Proben

Zur Detektion mdglicher Veranderungen in der Gesamtzahl der MP nach
ldangerem Stehen, fihrten wir bei 5 Probanden Stabilitdtsmessungen durch. Die
Messung im Durchflusszytometer erfolgte sofort nach Aufbereitung der Proben
sowie nach 15 min, 30 min, 45 min und 60 min. Es zeigte sich, dass sich die
Anzahl der MP bei allen 5 Probanden nach 60 min deutlich verringert hatte.
Abbildung 9 stellt den Abfall der MP-Anzahl bei Proben, die sofort nach
Aufbereitung sowie in 15 mindtigen Abstanden gemessen wurden, graphisch
dar. Um diese Schwankungen in der MP-Anzahl durch léangeres Stehen zu
vermeiden, wurden alle Proben innerhalb von 15 min nach der Aufbereitung

gemessen.

32



Stabilitatsmessung
7
[¢)] 6 )
o
‘_' .|
x 5 —— Person1
o
s 4 — Person2
o Person3
© 3 i
= — Person4
E 2 — Personb5
€
& 1
!
0
nach Omin nach 15min nach 30min nach 45min nach 60 Vergangene min
. bis zur Messung
min nach Aufbereitung

Abbildung 9: Stabilitdtsmessung. Bei 5 Probanden wurden die Proben sofort nach Aufbereitung, nach 15
min, 30 min, 45 min und 60 min gemessen. Es zeigt sich eine deutliche Reduktion der Gesamtzahl der MP
nach 60 min.

3.2 Mikropartikelanalyse

3.2.1 Probandencharakteristika

Das Durchschnittsalter der weiblichen Probanden betrug 26+ 8.4 Jahre
(Mittelx Standardabweichung) und bei den mannlichen Probanden 29+ 3.2
Jahre flr die Untersuchung der geschlechts-spezifischen Unterschiede. Fur die
Untersuchung der menstruationszyklus-abhangigen Unterschiede belief sich
das Durchschnittsalter der Frauen auf 31 Jahre. Bezuglich des
Menstruationszyklus befanden sich 14 Frauen in der follikularen und 10 in der
lutealen Phase. Die weiblichen Probanden zeigten eine hdhere Anzahl an
Thrombozyten auf  als die mannlichen. Zudem variierte die
Thrombozytenanzahl wahrend des Menstruationszyklus signifikant, wobei die
héchsten Werte in der Lutealphase zu finden waren (p=0.01). Leukozyten wie
auch Hadmoglobin und D-Dimer anderten sich wahrend des Menstruationszyklus

nicht. Die Frauen zeigten signifikant hohere D-Dimer-Werte als die Manner
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(p<0.001). Die Hamoglobin-Werte waren bei den Mannern hdher als bei den

Frauen (p<0.001). Tabelle 7 stellt die Probandencharakteristika tabellarisch

dar.
Geschlecht Frauen p-Wert | Frauen Méanner p-Wert
Menstruations | follikular luteal follikular | (total) Frauen
-zyklus n=14 n=10 versus versus
(Phase) luteal M&nner
Alter 29+8.4 33+8.6 p=0.2 31+8.6 29+3.2 p=0.99
(Jahre)
Hamoglobin 13.7£0.9 13.8+1.2 p=1.0 13.7£0.9 15.7+0.9 p<0.001%*
(g/dl)
Leukozyten 6.5+1.3 7.0+1.7 p=0.4 6.7+1.4 6.6+1.0 p=0.90
(g/1)
Plattchen 247+50.2 | 314+63.6 p=0.01* | 273+63.9 251+46.6 p=0.38
(g/1)
D-Dimer 0.54+0.5 0.75+0.5 p=0.46 0.30+0.2 0.15+0.09 | p<0.001%*
(ng/ml)

Tabelle 7: Studienpopulation mit Charakteristika (Alter, Zyklusphase, Hdmoglobin-, D-Dimer-, Plattchen-
und Leukozytenkonzentration im Plasma). Daten prasentiert als mittlere Werte £Standardabweichung. *
p-Wert: p<0.05 signifikant.

3.2.2 Annexin V-positive MP

Die Gesamtanzahl der Annexin V-positiven MP zeigte sich bei den Frauen
(5.1x10%/L £2.3) héher als bei den Mannern (3.7x10°/L £2.3; p=0.01). Auch
die Anzahl der Glykoprotein IIla exponierenden PMP war bei den weiblichen
Probanden signifikant héher (3.7x10°/L £2.3) als bei den maénnlichen
(2.2x10°/L £2.3; p=0.07). Die aktivierten P-Selektin-positiven PMP wiesen bei
den Frauen statistisch hohere Level auf als bei den Mannern (0.05x109/L +0.06
versus 0.02x10°/L +£0.02; p=0.007). Eine Expression von CD63-positiven MP
als Indikator flir eine hohe Plattchenaktivierung trat haufiger bei
weiblichen (0.08x10°/L +0.2) als bei den maénnlichen (0.05x10°/L +0.6;

p=0.3) Studienteilnehmern auf.

den
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Abbildung 10 zeigt, dass -im Vergleich zu den Mannern- die Anzahl der
Annexin V-positiven MP bei den Frauen insgesamt erhdht war (6.4 x10°/L
versus 3.5 x10%/L; p=0.01). Dieser Unterschied erwies sich noch ausgeprégter
im Vergleich mit Frauen in der Lutealphase des Menstruationszyklus
(8.1x10°/L; p=0.001). Denn die Anzahl der Annexin V-positiven MP war bei
Frauen in der Lutealphase deutlich héher als bei Frauen in der Follikularphase
(4.7x10°/L; p=0.02). Fast 80% der MP der Frauen waren thrombozytdren
Ursprungs (versus 67% bei den Mannern), 15% waren endothelialer Herkunft

(versus 16% bei den Mannern).
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Abbildung 10: Geschlechts-spezifische (Frauen und Manner) und menstruationszyklus-abhangige
(Follikel- und Lutealphase) Unterschiede in der Anzahl der Annexin V-positiven MP prasentiert als Median
+Quartilenabstand; p-Wert: p<0.05 ist signifikant.

3.2.3 CD61-positive MP

Bei den CD61-positiven PMP zeigte sich sowohl ein geschlechts-spezifischer als
auch ein menstruationszyklus-abhangiger Unterschied (Abbildung 11). Frauen
verzeichneten im Vergleich zu den Mannern erhdhte PMP-Werte (3.7x10°/L

versus 2.3x10%/L; p=0.03), allerdings wurden nur in der Lutealphase
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signifikant hdhere PMP-Werte im Vergleich zu den Mannern gefunden
(p=0.001).

Im Bezug auf den Menstruationszyklus war bei den Frauen in der Lutealphase
eine hohere PMP-Anzahl als bei den Frauen in der Follikularphase zu finden
(6.0x10%/L versus 2.7x10%/L; p=0.001).
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Abbildung 11: Geschlechts-spezifische (Frauen und Madnner) und menstruationszyklus-abhangige
(Follikel- und Lutealphase) Unterschiede in der Anzahl der CD61-positiven PMP; prasentiert als
MedianxQuartilenabstand; p-Wert: p<0.05 ist signifikant. Probanden (durch Kreise markiert) mit einer
MP-Anzahl oberhalb des Quartilenabstandes: 35 (mannlicher Proband), 5 und 9 (weibliche Probanden in
der follikuldren Phase).

3.2.4 CD62P-positive und CD63-positive MP

P-Selektin-positive (Abbildung 12) oder CD63-positive (Abbildung 13) PMP
wiesen bei den Frauen hdhere Werte auf als bei den Mannern, allerdings war
der Unterschied nur bei den P-Selektin-positiven PMP signifikant (0.06x10°/L
versus 0.02x10°/L; p=0.003).

Im Durchschnitt zeigten die P-Selektin-positiven PMP bei den Frauen zweifach
hohere Werte als bei den Mannern (1.6% versus 0.9% der gesamten PMP).
Wahrend der Anteil der PMP pro Plattchen bei Mannern und Frauen fast

signifikant unterschiedlich war (15.3x10% versus 8.9x10°, p=0.057), war der
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Anteil der P-Selektin-positiven PMP pro Plattchen bei Frauen dreimal hdher als
bei Mannern (0.24x10° versus 0.09x10%; p=0.004). Bei den CD63-positiven
PMP wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen Frauen und Mannern
gefunden (2.7% versus 2.6%; 0.34x10° versus 0.25x10%, p=0.2). Jedoch
zeigten sich wieder die hochsten Werte bei Frauen in der Lutealphase. In der
Lutealphase (0.2x10°/L) wiesen die zirkulierenden P-Selektin-positiven PMP bei
Frauen zehnmal héhere Level auf als bei den Mannern (p=0.01) und viermal
héhere Level verglichen mit den Frauen in der Follikularphase (0.05x10°/L;
p=0.08). Bei den weiblichen Probanden in der Lutealphase war die Fraktion der
P-Selektin-positiven PMP gegenlber der Gesamtzahl der PMP wie auch der
Anteil der P-Selektin-positiven PMP pro Plattchen hdher als bei Mannern (3.3%
versus 0.9%; 0.6x10° versus 0.09x10%; p=0.01); Frauen in der Follikularphase
verzeichneten tendenziell niedrigere Werte (1.8%; 0.17x10°; p=0.15).
Bezlglich der CD63-positiven PMP gab es Unterschiede zwischen Frauen in der
Lutealphase, sowohl im Vergleich zu den Mé&nnern (0.3x10°%/L versus
0.06x10%/1; p=0.007) als auch im Vergleich zu den Frauen in der
Follikularphase (0.08x10°/L; p=0.03).

Ahnlich wie bei den P-Selektin-positiven PMP waren die Mengen an CD63-
positiven PMP sowie der Anteil der CD63-positiven PMP pro Plattchen bei den
Frauen in der Lutealphase hdher als bei den Mannern (5.0% versus 2.6%;
0.5x10° versus 0.4x10%; p=0.012) und tendierten zu niedrigeren Werten in der
Follikularphase (3.0%; 0.3x103%; p=0.1).
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Abbildung 12: Geschlechts-spezifische (Frauen und Madnner) und menstruationszyklus-abhangige
(Follikel- und Lutealphase) Unterschiede in der Anzahl der CD62P-positiven PMP; prdsentiert als Median+
Quartilenabstand; p-Wert: p<0.05 ist signifikant. Probanden (durch Kreise und Kreuze markiert) mit
einer MP-Anzahl oberhalb des Quartilenabstandes: 35 (mannlicher Proband), 65, 68 und 67 (weibliche
Probanden), 14 (weibliche Probandin in der follikuldren Phase).
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Abbildung 13: Geschlechts-spezifische (Frauen und Madnner) und menstruationszyklus-abhangige
(Follikel- und Lutealphase) Unterschiede in der Anzahl der CD63-positiven PMP; prasentiert als
MedianxQuartilenabstand; p-Wert: p<0.05 ist signifikant. Probanden (durch Kreise und Kreuze markiert)
mit einer MP-Anzahl oberhalb des Quartilenabstandes: 35 und 40 (mannlichen Probanden), 56, 62, 66,
67 und 68 (weibliche Probanden)14 (weiblicher Proband in der follikularen Phase), 25 und 26 (weibliche
Probanden in der lutealen Phase).
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3.2.5 Endotheliale Mikropartikel

Im Vergleich zu den PMP konnten bezuglich der Anzahl der zirkulierenden EMP
kaum signifikante Unterschiede, weder geschlechts-spezifisch noch
menstruationszyklus-abhangig, gefunden werden. Dennoch war die Anzahl der
E-Selektin-positiven EMP (Abbildung 14), z.B. EMP von aktivierten
Endothelzellen, bei den Frauen im Vergleich zu den Ménnern erhéht (0.4x10°/L
versus 0.2x10%; p=0.02), und dies signifikant in der Lutealphase (0.5x10°%/L;
p<0.001). Die weiblichen Probanden wiesen hdéhere Werte an CD144-
exponierenden EMP  (0.8x10°/L +-0.7), verglichen mit den Werten der
méannlichen Probanden (0.41x10°/L +-0.4; p=0.4) auf (Abbildung 15).

3000 —
57 15
* *
2500 —
O 2000
=
i
(3
=
b=
8 1500
S __________  p<o0.001
é 650 67
S 66 T
1000 — ©
p=0.02 35
o
500 —
% il
o
T T T T
Frauen Manner follikulare Phase luteale Phase

Studienpopulation

Abbildung 14: Geschlechts-spezifische (Frauen und Manner) und menstruationszyklus-abhangige
(Follikel- und Lutealphase) Unterschiede in der Anzahl der CD62E-positiven EMP; prasentiert als
MedianxQuartilenabstand; p-Wert: p<0.05 ist signifikant. Probanden (durch Kreise und Kreuze markiert)
mit einer MP-Anzahl oberhalb des Quartilenabstandes: 35 (mannlicher Proband), 57,65,66 und 67
(weibliche Probanden), 15 (weibliche Probandin in der follikularen Phase).
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Abbildung 15: Geschlechts-spezifische (Frauen und Manner) und menstruationszyklus-abhangige
(Follikel- und Lutealphase) Unterschiede in der Anzahl der CD144-positiven EMP; prasentiert als
MedianxQuartilenabstand; p-Wert: p<0.05 ist signifikant. Probanden (durch Kreis und Kreuz
markiert)mit einer MP-Anzahl oberhalb des Quartilenabstandes: 28 und 39 (mannliche Probanden).

40



4 Diskussion

4.1 Grundlagenversuche zur Methode

4.1.1 Tagesquerschnitt- und Monatslangsschnittverlaufe
der MP- Anzahl

Im Tagesverlauf zeigten sich die héchsten MP-Werte morgens sowie abends.
Michelsen et al. (76) beschrieben eine Erhéhung von PMP in der postprandialen
Phase. Diese Zunahme der PMP lasst sich auf einen hdheren Triglyceridspiegel
im Plasma nach Nahrungsaufnahme zurlckflihren. Bei den Blutabnahmen flr
die Tagesquerschnittverlaufe wurde nicht berlcksichtigt, ob die Probanden
nuchtern waren. Nach den kulturellen Essensgewohnheiten hierzulande ist es
sehr wahrscheinlich, dass sich die Probanden um 8 Uhr morgens und 8 Uhr
abends in einem postprandialen Zustand befanden. Méglicherweise kdnnte dies
eine Erklarung flr die hdéhere MP-Anzahl morgens und abends sein. Bei
weiteren Untersuchungen sollte daher, um homogene Ergebnisse zu erzielen,
auf einen nichternen Status der Probanden geachtet werden.

Wie bereits erwahnt, beeinflussen weibliche Steroidhormone unterschiedliche
Faktoren der plasmatischen Gerinnung sowie der Endothelzellfunktion, die mit
einem erhohten Thromboserisiko einhergehen (18,21,23,102). Wahrend
Ostradiol und Progesteron einem monatszyklischen Rhythmus unterliegen, gibt
es in geringerer Konzentration weibliche Steroidhormone, welche einem
zirkadianem Rhythmus folgen. Ostron ist ein schwach wirksames Ostrogen, das
postmenopausal an Wichtigkeit zunimmt (58). Wie bei vielen anderen
Steroidhormonen der Nebennierenrinde, ist die Ostronkonzentration am
Morgen am hdchsten. Mdglicherweise hat ein hoher morgenlicher Ostronspiegel
einen Einfluss auf die MP-Anzahl. Inwiefern andere Steroidhormone Einfluss
auf die MP-Bildung auslben, ist sicherlich ein interessanter Punkt und bietet
die Grundlage fir weiterfihrende Untersuchungen. Bisher liegen keine Daten
zum Tages- und Monatsverlauf von MP bei postmenopausalen Frauen vor.

Méglicherweise kdnnten durch weiterfihrende MP-Analysen bei

41



postmenopausalen Frauen weitere Hinweise auf den Einfluss von Ostron oder
anderen Steroidhormonen auf die Expression von MP gewonnen werden.

Im intraindividuellen Vergleich der MP-Anzahl wahrend der Zyklusphase der
weiblichen Probanden konnte eine hohere Konzentration dieser MP in der
Lutealphase festgestellt werden (vgl. Abbildung 4). Im Gegensatz zur
Follikularphase, ist der Spiegel der weiblichen Steroidhormone (Ostradiol,
Progesteron), welche einen Einfluss auf die plasmatische Gerinnung und
Endothelzellfunktion haben, in der Lutealphase hdher. Des Weiteren flihren
auch erhéhte Level an MP im Serum zu einer Steigerung der
Gerinnungsaktivitat (121).

Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen der Erh6éhung der MP und der
Zunahme der Konzentration der weiblichen Steroidhormone in der Lutealphase
des Menstruationszyklus. Der genaue pathophysiologische Mechanismus
bezliglich der MP-Anzahl und der weiblichen Steroidhormone ist bisher noch
nicht hinreichend geklart. Méglicherweise liegt der Zusammenhang zwischen
der MP-Anzahl und den weiblichen Steroidhormonen in nicht-transkriptionalen
Prozessen begriindet.

Auch gibt es keine Daten zu MP-Analysen, Tages- und Monatsverlaufen von MP
bei postmenopausalen Frauen oder pramenstruellen Madchen. Interessant
ware die Frage, ob auch bei diesen beiden Gruppen, welche weitaus geringeren
Schwankungen der weiblichen Steroidhormone unterliegen, zyklische Verlaufe
der MP-Anzahl vorzufinden sind. Die Tatsache, dass bei den gemessenen
Mannern nur geringe Schwankungen im Monatverlauf auftraten (vgl. Abbildung
5), festigt die Annahme eines Zusammenhangs zwischen weiblichen
Steroidhormonen und der MP-Enstehung, da Manner wesentlich geringere
Konzentrationen an Ostradiol und Progesteron aufweisen als Frauen. Dennoch
kdnnten MP-Analysen bei Kindern und postmenopausalen Frauen weitere
interessante Hinweise fUr den Einfluss von Steroidhormonen auf die MP-

Enstehung liefern.
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4.1.2 Lagerung des entnommenen Blutes auf Eiswasser
versus Lagerung bei Raumtemperatur

Vorversuche in unserem Labor konnten einen Hinweis darauf geben, dass
entnommene Blutproben bis 15 min nach Abnahme verarbeitet werden sollten.
Um dies genauer zu verifizieren, wurden direkt nach der Blutabnahme ein Teil
der Proben auf Eiswasser und der andere Teil bei Raumtemperatur gelagert.
MP enstehen durch Zellaktivierung und Apoptose (121). Bei Lagerung auf
Eiswasser kam es zunachst zu einem raschen Anstieg der MP-Anzahl (vgl.
Abbildung 6), der moéglicherweise auf einen durch den Kaltereiz ausgeldsten
Autoaktivierungsprozess der Blutzellen mit konsekutiver Erhéhung der MP-
Anzahl zurlckzuflihren ist. Auch Apoptose der Zellen, durch Kaltreize oder
langeres Stehen verursacht, kann zu der Erhédhung der MP-Anzahl beitragen.
Der anschlieBende Abfall der MP-Level kdénnte ein Hinweis auf ein phagozytar
gesteuertes Geschehen sein.

Die Proben, welche bei Raumtemperatur gelagert wurden, zeigten zunachst
einen Abfall der MP-Konzentration (vgl. Abbildung 6). Das Fehlen von einem
akuten Reiz (Kalte) Ilasst bei raumtemperaturgelagerten Proben ein
Uberwiegen der phagozytdren Prozesse mit konsekutivem Abfall der MP
vermuten. Der daraufhin folgende langsame Anstieg der MP-Anzahl kénnte flr
die Autoaktivierung der Blutzellen durch z.B. Stressstimuli bzw. flir Apoptose

sprechen.

4.1.3 Unterschiedliche Verteilung von MP in den verschiedenen
Plasmaschichten im zentrifugierten Zitratrohrchen

Die unterschiedliche Verteilung der MP in den verschiedenen Plasmaschichten
kdnnte durch die Zentrifugalkraft und die hydrostatischen Krafte verursacht
werden (vgl. Abbildung 7). Unter dem Elektronenmikroskop zeigen MP eine
unterschiedliche Varianz in Dichte und GroéBe (proteinreiche und -arme
Fraktionen) (57). Auch spielt die Entstehungsweise der MP (Zellaktivierung,
Apoptose, Ursprungszelle) eine groBe Rolle bzgl. GréBe und Proteinanteil der
MP (121). Somit lasst sich die unterschiedliche Verteilung der MP in den
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verschiedenen Schichten des Plasmas nach Zentrifugation mdglicherweise auf
eine starke interindividuelle Varianz an GréBe und Dichte der MP zurlckfthren.
Durch die einwirkenden Krafte wahrend des Zentrifugalvorgangs koénnte es
aufgrund der ungleichen Dichte und GréBe der MP zu uneinheitlichen

Verteilungen in den Plasmaschichten kommen.

4.1.4 Unterschiede in der MP-Anzahl bei schockgefrorenen
versus nichtschockgefrorenen Proben

Zur Feststellung von Unterschieden bezuglich der MP-Anzahl wurden die
einzelnen Proben jeweils schockgefroren bzw. langsam eingefroren. Bei den
Proben, bei denen kein Schockgefrieren stattfand, war die Gesamtzahl der MP
geringer als bei den schockgefrorenen Proben (vgl. Abbildung 8). Beim
langsamen Einfrieren bildeten sich auf den Proben ausgepragt Kristalle, die bei
schockgefrorenen Proben nur in geringem MaBe sichtbar waren. Die
Kristallbildung in den nichtschockgefrorenen Proben kann die geringere MP-
Gesamtzahl erklaren, da sich MP an den Kristallen befestigen und somit bei der
Messung mittels Durchflusszytometrie nicht erfasst werden kdénnen. Zudem
kdnnte auch der intensive Kaltereiz beim Schockgefrieren ausschlaggebend flr
madgliche  Autoaktivierungsprozesse bzw. apoptotische Prozesse mit

konsekutiver MP-Erhéhung beim Auftauen sein.

4.1.5 Stabilitatsmessungen der MP-Anzahl bei langerem Stehen
der verarbeiteten Proben

Nach Verarbeitung der Proben wurden vor der Detektion mittels
Durchflusszytometer Stabilitatsmessungen durchgefiihrt (nach 0 min, 15 min,
30 min, 45 min, 60 min). Die Reduktion der Gesamtzahl der MP bei langerem
Stehen lasst sich auf Phagozytose durch Makrophagen zurlckflihren. Die
Erniedrigung der MP-Level innerhalb 1 Stunde erfolgte —wie in Abbildung 9-
kontinuierlich und langsam. Es stehen keine massiven oder raschen
Anderungen der MP-Anzahl im Vordergrund, wie z.B. bei dem Eiswasser-
versus Raumtemperaturversuch (vgl. Kapitel 4.1.2). Da es sich bei den
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Stabilitatsmessungen um Proben handelt, die aufbereitet wurden, kdénnte der
kontinuierliche, langsame Verlauf auf nur geringe Autoaktivierungaktivitat
hinweisen. Dies lasst sich am ehesten auf eine verminderte, durch
Zentrifugation dezimierte Menge an MP-produzierenden Zellen zuruckflhren.
Die langsame Verringerung der MP-Anzahl kénnte durch eine maBige
Phagozytoseaktivitdt von nur wenig verbliebenen Makrophagen nach

Zentrifugation erklart werden.

4.2 Mikropartikelanalyse

Unsere Studie zeigt, dass es ausgepragte geschlechts-spezifische sowie
menstruationszyklus-abhangige Unterschiede in der Anzahl der zirkulierenden
MP gibt. So besaBen Frauen im Vergleich zu alters-entsprechenden Mannern
hohere Werte an CD61- und P-Selektin-positiven PMP sowie an E-Selektin-
positiven EMP. Bei den CD63-positiven PMP sowie bei den CD144-positiven

EMP ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im Geschlechtervergleich.

Die Datenlage zu geschlechts-spezifischen Unlciscincuc uniu ueren Bedeutung
in der Entwicklung einer vendsen Thrombembolie ist sehr widersprichlich
(65,91,101,111). Anderson et al. (2) beschrieben eine hdhere Inzidenz der
vendsen Thrombembolie bei Mannern jeden Alters im Vergleich zu Frauen.
Andere Studien konnten keine geschlechts-spezifischen Unterschiede in der
Haufigkeit der vendsen Thrombembolie nachweisen (73,101,125). Dennoch
gibt es Hinweise auf eine bis zu dreifach hdéhere Inzidenz von vendsen
Thrombembolien bei Frauen im gebahrfahigen Alter (unter 45 Jahren) im
Vergleich zu altersentsprechenden Mannern (89,108,127). Die bekannten
Risikofaktoren flir venése Thrombembolien stehen alle im Zusammenhang mit
dem Gerinnungssystem: hereditare Thrombembolie wie die APC-Resistenz, die
Prothrombin G20210A Mutation, ein Mangel an Antithrombin, an Protein C oder
S sowie erworbene Thrombembolien wie zum Beispiel das Anti-Phospolipid-
Syndrom (36) und nicht zuletzt Autoimmunerkrankungen, welche einen

gerinnungs-férdernden Zustand beglnstigen. Trotz all dieser bekannten
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Risikofaktoren bleiben die Ursachen von 30% der vendsen Thrombembolien
ungeklart (53,78).

Basierend auf unseren Ergebnissen kdnnten zirkulierende MP oder
Subpopulationen einen prokoagulativen Status im Koérper der Frauen férdern
und zu einem erhdhten Risiko fur venése Thrombembolien fihren. Besonders
der Nachweis von erhdéhten PMP-Subpopulationen in der Lutealphase, die
Aktivitatsmarker wie P-Selektin oder GP55 auf der Oberflache tragen, deuten
auf eine Plattchenaktivierung hin. Somit bestatigen wir andere Studien, welche
zeigten, dass eine starkere Plattchenaktivitat bei Frauen wahrend der
Schwangerschaft, bei Frauen unter oraler Kontrazeption (8,49,62,69,82,129)

sowie in der Lutealphase nachweisbar ist (36,37,50).

Bisher fehlten noch Daten zu menstruationszyklus- und geschlechts-
spezifischen Unterschieden bei der Freisetzung von MP. Bei beiden
Geschlechtern ist eine erhdhte Plattchenaktivitdt mit der Entwicklung von
vaskularen Thrombosen assoziiert. Die Anzahl der P-Selektin-positiven PMP

waren in unserer Studie in der Lutealphase erhdht.

Die Daten von Hamad et al. (50) bestatigen unsere Ergebnisse bezlglich der
héheren PMP-Anzahl bei Frauen in der Lutealphase im Vergleich zu Frauen in
der Follikelphase. Frauen mit Praeklampsie haben ein gesteigertes Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen im Laufe ihres Lebens. Um thrombogene
Charakteristiken zu evaluieren, untersuchten Hamad et al. (50) die
Konzentration zirkulierender MP und die Thrombingenerationszeit bei Frauen
mit Praeklampsie in der Vorgeschichte und verglichen diese mit einer gesunden
Kontrollgruppe. Die gesunde Kontrollgruppe wies weniger PMP auf als die
Frauen mit Praeklampsie in der Anamnese. Sowohl in der Praeklampsiegruppe
als auch in der Kontrollgruppe konnte eine erhdhte Anzahl an Annexin V-
positiven MP und CD61-positiven PMP bei den Frauen wahrend der Lutealphase

nachgewiesen werden.

46



P-Selektin beeinflusst die Gerinnungsaktivierung auf verschiedene Weise:
Erstens, P-Selektin bindet, entweder frei, auf aktivierten Thrombozyten oder
auf MP, an monozytenexponiertes PSGL-1 und triggert so die Expression und
Produktion von gerinnungs-forderndem TF, welcher anschlieBend auf MP
freigesetzt wird (17,105). Derartige TF-positive Monozyten-MP treten sowohl
in vitro als auch in vivo auf (45,86).

Zweitens, nach einer Plattchenaktivierung wird durch Kontakt zu einer
adhasiven Oberflache, z.B. einer Wunde, P-Selektin exprimiert. P-Selektin
spielt eine Rolle beim Einfangen von freiem TF aus dem Blutkreislauf (28).
Drittens, es zeigte sich, dass TF-positive monozytare MP mit P-Selektin
positiven Thrombozyten durch Interaktion mit PSGL-1 fusionieren und so
prokoagulativen TF auf die Plattchenoberflache Gbertragen. Folglich kédnnte das
Auftreten einer erhéhten Anzahl von P-Selektin-positiven PMP eine erhdhte
Inzidenz flir Thrombose bei Frauen reflektieren, besonders in der Lutealphase

des Menstruationszyklus.

Erhdhte D-Dimer-Werte bei Frauen im Vergleich zu Mannern lassen auf eine
Gerinnungsaktivierung schlieBen. Ein Unterschied bezuglich der D-Dimer-Werte
wahrend des Menstruationszyklus war nicht festzustellen, was sich
wahrscheinlich auf die relativ geringe Probandenanzahl in unserer Studie

zurlckfihren lasst.

Faraday et al. (36) untersuchten bei gesunden weiblichen und mannlichen
Probanden die Fahigkeit von in vitro aktivierten Plattchen, Fibrinogen zu
binden. Fibrinogen bindet an Integrin allbB3 (GP IIb-IIIa), den Rezeptor, der
verantwortlich flir die Thrombozytenaktivierung ist. Die Untersucher
beobachteten, dass nach einer standardisierten Plattchenaktivierung in vitro
die Bindung von Fibrinogen an Thrombozyten bei Frauen signifikant héher war
als bei Mannern. Ferner lieB sich ein Zusammenhang zwischen der
Fibrinogenbindungsfahigkeit und der Menstruationszyklusphase nachweisen.
Die Bindungsfahigkeit von Fibrinogen war bei Frauen in der Lutealphase

signifikant héher als bei Frauen in der Follikelphase. Da gezeigt wurde, dass
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die Bindung von Fibrinogen an aktivierte GPIIb-IIla erforderlich flir die Bildung
und Freisetzung von PMP ist (36), kdnnte man spekulieren, dass die Regulation
dieses Integrins durch den Menstruationszyklus mit beeinflusst wird und so zu

den erhéhten PMP-Werten bei Frauen flhrt, vor allem in der Lutealphase.

Das Endothel spielt eine wichtige Rolle flr die Aufrechterhaltung der
vaskularen Integritat und Hamostase, da eine Dysfunktion der Endothelzellen
bei der Pathogenese von Atherosklerose mitwirkt (67). Obwohl einige Studien
geschlechts-spezifische Unterschiede bei der endothel-vermittelten
Vasodilatation beschrieben (22,35,38,51,72,96,103), existieren bisher keine
Untersuchungen zur menstruationszyklus-abhangigen und geschlechts-

spezifischen EMP-Freisetzung.

Chirinos et al. (24) zeigten eine erhéhte EMP-Anzahl bei Patienten mit vendser
Thrombembolie, womit sie vorausgegangene Untersuchungen stlitzen, welche
die EMP-Freisetzung sowie die Bindung der EMP an Monozyten als
SchllUsselerlebnisse der Thrombogenese deuten (23,41). Koga et al. (67)
verifizierten das Auftreten von CD144-positiven EMP in humanem Plasma und
zeigten, dass die Anzahl der CD144-positiven EMP im Plasma ein klinisch
relevanter und quantitativer Marker fur Endothelzelldysfunktion und Verletzung

ist.

In dieser Studie fanden wir menstruationszyklus-abhangige und geschlechts-
spezifische Unterschiede im Auftreten von endothelialen und thrombozytaren
MP, welche moglicherweise eine laufende Aktivierung der plasmatischen
Gerinnung widerspiegeln.

Eventuell kébnnen weitere Analysen zu einem besseren Verstandnis flr die
Entstehung von Thrombembolien und den Einfluss von weiblichen
Steroidhormonen fiihren. Daher kdnnten Patienten mit erhéhten MP-Werten im
klinischen Alltag detektiert werden und einer angemessenen
antikoagulatorischen Therapie zugeflihrt werden. Da wir in unserer

Untersuchung geschlecht-spezifische und menstruationszyklus-abhangige
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Unterschiede in der MP-Expression darstellen konnten, ist es sinnvoll im
klinischen Alltag bei MP-Analysen das Geschlecht und die Zyklusphase der

Patienten miteinzubeziehen.
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5 Zusammenfassung

Gerinnungsstdérungen spielen bei vielen Erkrankungen eine maBgebliche Rolle.
Mikropartikel sind kleinste Vesikel, die durch Stimulation von ihren
Ursprungszellen (Thrombozyten, Leukozyten, Endothelzellen, Monozyten, etc.)
freigesetzt werden und zur Gerinnungsaktivierung beitragen. Bei zahlreichen
Erkrankungen wurden erhéhte MP-Level im Plasma festgestellt. Die Analyse
der Subpopulationen der MP erlaubt einen Rickschluss auf die Aktivitat des
Gerinnungssystems. Grundsatzliche geschlechts-spezifische und
menstruationszyklus-abhangige Unterschiede in der Expression von MP wurden
bisher nicht untersucht.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass es einen Unterschied in der Anzahl
der zirkulierenden MP bei jungen Frauen im Vergleich zu altersentsprechenden
Mannern gibt. Wir analysierten 41 Pobanden (24 weibliche, 17 mannliche). Die
untersuchten Frauen wiesen im Vergleich zu den Mannern erhéhte Werte von
CD61-positiven und P-Selektin-positiven PMP sowie von CD62E-positiven EMP
auf. Bezlglich der CD63-positiven PMP und der CD144-positiven EMP konnten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Auch haben wir
menstruationszyklus-abhangige Unterschiede in der Expression von MP
nachweisen kénnen. So zeigten die untersuchten Frauen in der Lutealphase

héher MP-Werte als die Frauen in der Follikelphase.

Unsere Daten zeigen, dass die Anzahl der zirkulierenden MP und deren
Subpopulationen abhangig vom Geschlecht und vom Menstruationszyklus sind.
Das Vorkommen dieser MP fiuhrt zu einem erhdhten Risiko fur vendse
Thrombembolien. Flir ein besseres Verstandnis der Pathophysiologie der
vendésen Thrombembolie sollten daher auch zellulare Komponenten, z. B.
zirkulierende MP, berlicksichtigt werden.

Erganzende Studien sind erforderlich, um einen Einblick in die Beteiligung der
weiblichen Sexualsteroide auf das Gerinnungssystem und die Entwicklung von

vendsen Thrombembolien zu gewinnen.
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