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Zusammenfassung

Terstesse, Martin

Tissue Factor (TF) in Mesangiumzellen — Proteinkinase-C-abhangige Regulation

durch Interleukin-1p und Apoptose-bedingte TF-Freisetzung

Bei entziindlichen Nierenerkrankungen werden oft glomeruléare Fibrinablagerungen und ka-
pillare Mikrothromben als histopathologische Zeichen einer erhdhten prokoagulatorischen Aktivitat
(PCA) beschrieben. Gewebsthromboplastin — engl. tissue factor (TF) — ist als der entscheidende
Induktor der Thrombogenese bekannt. In dieser Arbeit wurde an Mesangiumzellen (MZ) die Expres-
sion von TF unter dem Einfluss proinflammatorischer Stimuli wie z. B. Interleukin-1 (IL-1p) studiert.
Die Untersuchung der TF-Regulation und ihrer intrazelluléren Signalwege erfolgte mittels semi-
quantitativer RT-PCR und ELISA, zusatzlich wurde die TF-bedingte PCA durch einen Faktor-VII-
abhangigen Farbumschlagstest bestimmt.

In kultivierten MZ induzierte — ahnlich wie TNF-a. und LPS - IL-13 Gewebsthromboplastin
auf mRNA- und Proteinebene zeit- und dosisabhangig mit einem maximalen Aktivitatsanstieg nach
12 h bei 25 U/ml IL-1B. Die TF-Stimulation war vollstandig durch den Proteinkinase-C-Inhibitor
Calphostin C und durch BAPTA/AM, einen intrazellularen Ca2*-Chelator, blockierbar. Die Aktivierung
der Proteinkinase A (PKA) durch Forskolin und 8-bromo-cAMP vermochte die Zytokin-induzierte TF-
Expression zu supprimieren. Ein spezifischer Hemmstoff der PKA KT-5720 und 1,2-dioctanoyl-sn-
glycerol als Proteinkinase-C-Aktivator steigerten die TF-mRNA-Expression und die intrazellulare TF-
Protein-Konzentration. Inflammatorische Mediatoren erhéhen somit die TF-Expression in MZ durch
einen Proteinkinase-C-abhangigen intrazellularen Signalweg, wahrend Uber Proteinkinase A ein
negativer Ruckkopplungsmechanismus besteht.

MZ, in denen durch Wasserstoffperoxid Apoptose induziert wurde, setzten hohe TF-Aktivitat
in ihre Zellkultur-Uberstande frei, vor allem, wenn sie zuvor mit IL-1( stimuliert wurden. IL-1p konnte
aber nicht signifikant die TF-Aktivitat im Uberstand vitaler Zellen steigern. Somit stellen in einer Ent-
ztindungsreaktion stimulierte, apoptotische MZ durch die induzierte Synthese und Freisetzung von
TF moglicherweise einen wichtigen Faktor zur Initiierung der erhohten PCA im Glomerulum dar.

Tag der mundlichen Prufung: 24.03.2003
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Die Aktivierung der plasmatischen Gerinnung in vivo

Die Blutgerinnung mit der letztendlichen Ausbildung von Fibrin gehort zu den
physiologischen Reaktions- und Abwehrmechanismen des Korpers. Von diversen
menschlichen Geweben wie Gehirn, Lunge, Niere, Leber und Milz ist bekannt, dass sie
durch einen im Gewebe vorhandenen Faktor das Potential besitzen, die Gerinnung des
Blutes auszuldsen (42). Der Faktor, der die dabei ablaufende Gerinnungskaskade startet,
wird allgemein als Gewebsthromboplastin oder englisch ,tissue factor* bezeichnet (98,
118). Aus der englischen Bezeichnung ergibt sich die am meisten gebrauchliche

Abkiirzung ,, TF*, die ich auch in dieser Arbeit benutzen werde.

Ausgehend von einer prokoagulatorischen Aktivitit der Zelloberflache, abgekiirzt PCA
(von engl. procoagulant activity), ist Gewebsthromboplastin schon seit Anfang des
letzten Jahrhunderts bekannt (78, 92). Weitere Synonyme fiir TF sind ,,Gewebefaktor,
,Faktor III* bei der Durchnummerierung aller Faktoren, die an der Blutgerinnung

beteiligt sind, sowie ,,CD 142* in der Betrachtung als membrangebundener Rezeptor.

1.1.1. TF als Kofaktor fiir Faktor VII

Vornehmlich konzentrierten sich alle Untersuchungen auf die essentielle Bedeutung des
TF als Kofaktor im Schliisselschritt der Initiierung der Blutgerinnung: Wenn z. B. nach
einer Gewebsschadigung oder bei einer sonstigen inaddquaten Expression von TF die
plasmatischen Gerinnungsfaktoren in Kontakt mit TF-exprimierenden Zellen kommen,
bindet der Faktor VII bzw. die aktvierte Komponente F VIIa an den zelloberfldchen-
gebundenen TF (114, 118).

Diese Interaktion ist gekennzeichnet durch eine hohe Affinitit des Substrates
(FVII/FVIIa) mit seinem Rezeptor TF, wodurch sich die Enzymgeschwindigkeit und
katalytische Fahigkeit dieses Komplexes zur Aktivierung weiterer Gerinnungsfaktoren

extrem steigert. Faktor VII ist also erst nach Bindung an TF in biologisch relevanter



Einleitung 2

Weise prokoagulatorisch aktiv. Erst in Anwesenheit von Phospholipiden und Kalzium
ist nachfolgend die Aktivierung der Faktoren IX und X moglich. Im Hinblick auf seine
fiihrende Rolle bei der Initiierung der Blutgerinnung wurde friiher der TF-FVIla-
Komplex auch als ,extrinsischer” Aktivierungskomplex des Gerinnungssystems

bezeichnet (98, 112).

1.1.2. Modell des extrinsischen und intrinsischen Aktivierungsweges mit

gemeinsamer Endstrecke

Ausgehend von den theoretischen Ansédtzen Morawitz’ aus dem Jahre 1905 (91) und
von Davie/MacFarlane (83) wurde das Gerinnungssystem frither schematisch in einen
extrinsischen und zusdtzlich in einen intrinsischen Reaktionsweg mit einer
gemeinsamen Endstrecke eingeteilt. Ersterer hat das Adjektiv ,.extrinsisch® erhalten,
weil TF als Initiator dieses Gerinnungsweges normalerweise nicht in Kontakt mit dem

Blutstrom steht, sondern ,,aullerhalb* davon bleibt.

Die Funktion des intrinsischen Aktivierungswegs wurde durch die partielle Thrombo-
plastinzeit (aPTT) erfasst. In vitro folgt alternativ zum extrinsischen Weg auf die
Beriihrung der im Blut vorhandenen plasmatischen Kontaktfaktoren (Faktor XII,
Kininogen und Prikallikrein) mit negativ geladenen Oberflichen kaskadenartig die

Aktivierung von Faktor XI, Faktor IX und Faktor X (14, 74).

In der gemeinsamen Endstrecke beider Wege wird dann durch den ,,Prothrombinase®-
Komplex, der aus Faktor Xa, Faktor Va, Phospholipiden und Kalzium besteht,
Prothrombin zu Thrombin gespalten, so dass Thrombin anschlieend Fibrinogen spalten
kann und die freigesetzten Fibrinmonomere unter Einfluss von Faktor XIlla zu
unloslichen Fibringerinnseln polymerisieren, was dann zur Entstehung von Thromben

und Fibrinablagerungen fiihrt.

1.1.3. Revidierung des herkommlichen Modells vom ,,extrinsischen“ und
wintrinsischen“ Weg der Gerinnungsaktivierung
Neuere Ergebnisse legen eine Revidierung dieses Modells nahe, denn nach heutiger

Auffassung ist in vivo der initiierende Schritt flir die Aktivierung der Gerinnung immer

die Ausbildung des Komplexes von TF mit Faktor VIIa (43, 113).
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Dieser so genannte ,.extrinsische® Gerinnungsweg wird aber recht schnell von TFPI
(Kunitz-Inhibitor) blockiert. TFPI bindet und inaktiviert Faktor Xa; dieser Komplex
stellt den eigentlichen Inhibitor fiir den TF-FVIla-Komplex dar, dessen proteolytische
Funktion dann gestoppt wird, wenn sich ein quartdrer TF-FVIIA-FXa-TFPI-Komplex
bildet (15, 31, 113).

Wenn die Blutgerinnung zwar in vivo immer iiber den ,,extrinsischen* Gerinnungsweg
startet, dieser aber dann durch TFPI sehr ziigig inhibiert und damit praktisch zum
Erliegen gebracht werden kann, kommt dem ,,intrinsischen* Weg statt der alternativen

Initiierung eine ganz andere Aufgabe zu (15, 31).

Zur Aufrechterhaltung des Gerinnungsprozesses muss ndmlich Faktor Xa auf einem
anderen Weg weiterhin aktiviert werden. Hier erlangen die Gerinnungsfaktoren des
»intrinsischen Weges ihre Bedeutung (31): Bereits gebildetes Thrombin aktiviert
Faktor XI (44, 45, 94), so dass unabhéngig von der Aktivitit des Komplexes aus TF und
Faktor VIla und unabhingig vom Kontaktsystem Faktor [Xa produziert werden kann

und damit die Bildung von Faktor Xa weitergefiihrt wird (15, 113).

Prothrombin

1. INITHERUNG

TF + Faktor Vil/Vila

F Va Phospholipide
Kalzium

Prothrombinase-

Komplex o
Phospholipide

Kalzium

F XI

2. AMPLIFIZIERUNG

F Xllla Thrombin

CFibrinmonomere Fibrinogen

FIX

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des revidierten Modells der Blutgerinnung (in vereinfachter Form):
1. Initiierung der Gerinnungskaskade durch den TF/Faktor-VII/VIla-Komplex. Nach dessen Inaktivierung
durch TFPI 2. Amplifizierung iiber F-XI-Aktivierung mittels Thrombin, sowie nachfolgende Aktivierung
von Faktor IX, der alternativ zum TF/Faktor-VII/VIla-Komplex in der Lage ist, Faktor X zu aktivieren.
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Nach diesem neuen revidierten Modell wird die Gerinnung also nicht durch
Kontaktfaktoren ,,intrinsisch gestartet, sondern immer ,,extrinsisch* durch TF. Wegen
der einsetzenden Wirkung von TFPI ist dann die Aufrechterhaltung des
Gerinnungsprozesses von den Faktoren IXa und VIIIa abhingig. Die Funktion des
nintrinsischen* Gerinnungswegs, der liber die Faktoren XI und IX lauft, wird heute als

positive Amplifizierung angesehen (15, 31, 113).

1.2. Bedeutung und Eigenschaften von TF

1.2.1. TF als zentraler Aktivator des Gerinnungssystems

TF kann mit dem flieBenden Blut auch ohne vorherige Gewebsschiddigung in Kontakt
kommen, u. a. im Rahmen der Pathogenese von thrombotischen Ereignissen (103, 124).
Mafgeblich an dieser Sichtweise war zuerst die Beobachtung, dass auch Zellen, die
schon selbst im Gefdsystem zu finden sind oder in direktem Kontakt dazu stehen, wie
sich im Blut befindende Monozyten und Endothelzellen, unter bestimmten Umstdnden

dazu veranlasst werden, TF zu bilden (82, 115).

In der Hamostase bzw. Thrombogenese kommt deshalb dem TF-FVIIa-Komplex die
Funktion des zentralen bzw. wichtigsten Aktivators des Gerinnungssystems in vivo zu.
Allein der Kontakt zwischen TF und dem Blut, das alle weiteren Faktoren der
Gerinnung beinhaltet, ist ausreichend, um die Polymerisation von Fibrin zu starten und
aufrecht zu erhalten, wobei Faktor VII nur im Komplex mit TF seine volle
proteolytische Aktivitdt entfalten und zu einer biologisch effektiven Aktivierung von
Faktor IX und Faktor X beitragen kann. Insofern wurde bei Beriicksichtigung der
vorgenannten Umstinde der Fokus meiner experimentellen Untersuchungen an

Mesangiumzellen auf TF als Messgrof3e gelegt.

1.2.2. Molekulare Struktur und Funktion von TF

Die genetische Information fiir TF wird von einem einzigen Gen auf Chromosom 1
(p21-p22) kodiert (25). TF-Apoprotein ist ein integrales Phospholipidmembran-
gebundenes Oberflichen-Glykoprotein, das 47 Kilodalton groB ist. Es ist in drei Doma-
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nen aufgeteilt (16, 54, 126): Eine extrazellulire Domédne (Aminosduren 1-219), dem
l6slichen TF (118), gefolgt von einer Transmembrandomine (Aminosduren 220-242)
und einer relativ kleinen carboxylterminalen Intrazellulirdomine (Aminosduren 243-
263) (93, 121). Der extrazelluldre Anteil dient als Rezeptor fiir den Gerinnungsfaktor
VII/VIla, was auch durch Rontgenstrukturanalysen gezeigt werden konnte (8). Die
Transmembrandoméne vermittelt die Phospholipidverankerung von TF, wéhrend die
intrazelluldire Doméne des TF wahrscheinlich fiir den zelluldren Transport und die
gerichtete, polarisierte Expression von TF verantwortlich ist; fiir die Kofaktorfunktion

des TF ist sie jedoch entbehrlich (20).

1.2.3. TF als Zellmembranrezeptor mit Einfluss auf intrazellulire Prozesse

Die Analyse der Charakteristika seiner Sekunddrstruktur zeigt strukturelle
Verwandtschaft von TF mit den Rezeptoren fiir Zytokine und hdmatopoetische
Wachstumsfaktoren. Die Ahnlichkeiten rechtfertigen eine Klassifizierung von TF in die
Familie der Zytokinrezeptoren, die auch die Interferon-o/B- und -y-Rezeptoren ein-
schlieBt. Ansonsten zeigt TF keine signifikante Ahnlichkeit mit irgendeinem anderen

bekannten Protein (9, 99).

Zunichst wurde anhand von messbaren Verinderungen der intrazelluldren Ca**-Kon-
zentration nach Stimulation mit Faktor VII in Anwesenheit von TF (116) von einer
direkten TF-assoziierten intrazelluliren Signaliibertragung berichtet. Neuere Befunde
zeigen, dass Faktor VIla in der Tat TF-abhéngige zelluldre Interaktionen induzieren
kann, die unabhdngig von der dabei nachfolgend auflaufenden Aktivierung der
Gerinnungskaskade sind (21). Der Vorgang ist aber in jedem Falle ginzlich abhidngig
von der Anwesenheit des TF auf der Zelloberfliche. Wie aufgrund seiner strukturellen
Ahnlichkeit mit Zytokinrezeptoren zu vermuten, ist TF dabei fiir F VII als Ligand
wirklich der Rezeptor, der an der Signaliibertragung vom extrazelluldren Milieu ins
Zellinnere beteiligt ist (22, 108, 116): TF interagiert iiber den zytoplasmatischen Teil
mit dem Zytoskelett und vermag so nachfolgend in TF exprimierenden Zellen intra-

zelluldre Signalwege zu beeinflussen (118).

Des Weiteren konnen intrazellulire Vorginge aber auch unabhingig vom Vor-

handensein der zytoplasmatischen Domine (105) durch die TF-abhéngige Bindung von
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Faktor VII an der Zellmembranoberflidche induziert werden. Ein solcher Mechanismus
ist z. B. bei der TF-abhidngigen Internalisation von an TF gebundenem
F VIla via Endozytose zu beobachten. Dieser aktive Prozess beinhaltet entsprechende
intrazelluldre Vorgénge, fiir deren Aktivierung die zytoplasmatische Domédne des TF

keineswegs benotigt wird (53).

Die Rezeptor-Ligand-Bindung von TF mit Faktor VIla triggert z. B. den intrazelluldren
Ca*"-Einstrom und die intrazellulire Ca*"-Mobilisation in verschiedenen Zelltypen
(110, 111) wohl {iiber einen Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase-C-
abhingigen Weg (22, 108); es konnen direkte proinflammatorische Effekte tliber die
Induktion von Sauerstoffradikalen bewirkt (29, 119) und diverse Transkriptions- und

Wachstumsfaktoren aktiviert werden (19).

1.2.4. Bedeutung des TF in der Embryonalentwicklung

Es steht auBler Frage, dass TF bereits in der friihen Embryonalentwicklung eine wichtige
Rolle spielt: Die Inaktivierung des TF-Gens in der Maus fiihrte zu einem Absterben des
Embryos in utero. Die homozygot TF-negativen Embryos starben zwischen 8,5 und
10,5 Tagen post conceptionem infolge von hdmorrhagischen Blutungen mit Austritt von
embryonalen Erythrozyten aus den extraembryonalen und embryonalen Gefdllen nach
Verlust ihrer vaskuldren Integritdt. TF scheint eine wesentliche Rolle in der Auf-
rechterhaltung eines funktionellen extraembryonalen Dottersackgefa3betts zu haben,
das entscheidend zur Erndhrung der Embryos in dieser Zeit beitrdgt. Wegen dieser
wichtigen Funktion in der Embryonalentwicklung sind wahrscheinlich auch bis jetzt
keine wesentlichen Deletionen im TF-Gen bzw. genetische Defekte beziiglich TF beim
Menschen gefunden worden. Es besteht die allgemein akzeptierte Annahme, dass die
Abwesenheit von TF nicht mit dem Leben vereinbar ist. Dies unterstreicht noch einmal
die nicht unerhebliche physiologische Bedeutung von TF in der Himostase (18, 23,
134).
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1.3. Expression von TF

1.3.1. Nachweismethoden

Als Zelloberflachenrezeptor kann TF mittels In-situ-Hybridisierung und anderer
immunhistochemischer Methoden in vielen Geweben aufgespiirt werden, wobei sich
eine zelltypische Verteilung zeigt. So konnten Drake und Fleck fiir die menschliche
Niere immunhistochemisch nachweisen, dass in den Glomerula TF exprimiert wird (36,

42, 140).

1.3.2. Schutzfunktion gegen Blutverluste

Unter Normalbedingungen kann auf peripheren Blutzellen und auf Endothelzellen mit
immunohistochemischen Methoden kein intravaskuldrer TF detektiert werden; in
Fibroblasten der Adventitia arterieller und venoser Gefille ist TF hingegen deutlich
nachweisbar und auch die glatten Muskelzellen in der GefiBwand sind TF-positiv,

besonders nach einer traumatischen Schiadigung (39, 85, 87).

Durch das Fehlen von TF im Blut selbst und durch die nach innen hin aufgrund der
Endothelzellen normalerweise wenig gerinnungsaktive GefaBlwand besteht also eine
physiologische Barriere zwischen TF einerseits und den im Blut zirkulierenden
Gerinnungsfaktoren andererseits: Unter physiologischen Bedingungen kann durch die
rdumliche Trennung keine Gerinnungsaktivierung durch TF stattfinden. TF dient aber
als hdamostatischer Umschlag um die GeféBstrukturen von auflen herum, so dass durch
ihn im Falle eine Gefa3schidigung die Initiierung der Blutgerinnung bewirkt wird, was

als Schutzfunktion gegen Blutverluste aufgefasst werden kann (36, 42, 87).

Die ohne besondere Stimulation bereits TF-positiven Zellen sind meist Stiitzzellen ihres
Gewebes, wie die Astrozyten im Gehirn oder die Stromazellen in der Plazenta. Bei
vielen Organen sind zwar in der Zellkultur die Parenchymzellen selbst und deren
Fibroblasten TF-positiv, erweisen sich aber in vivo unstimuliert TF-negativ. Eine
besondere Ausnahme liegt bei den Fibroblasten in Organkapseln vor, die auch in vivo

immunhistochemisch deutlich TF-positiv sind (36, 42, 85).
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1.3.3. TF-Expression unter pathologischen Bedingungen

Unter pathologischen Bedingungen ist in vivo die TF-Expression und die TF-Synthese
in solchen Zellen, die normalerweise kein TF exprimieren, durch diverse Substanzen
induzierbar, inklusive Endotoxin, proinflammatorischer Zytokine und Wachstums-
faktoren (37, 38). So konnen ruhende Endothelzellen, die keinen TF exprimieren, in
einer Entzlindungsreaktion so stimuliert werden, dass der TF-Level der Zelle hoch-
reguliert und die prokoagulatorische Aktivitdt steigt (12, 27, 28, 90, 96). Auch Mono-

zyten konnen durch Stimulation mit Zytokinen zu einer TF-Expression angeregt werden

(51).

Zusammenfassend ldsst sich herausstellen, dass TF generell nur in den Zellen
konstitutiv exprimiert wird, die unter physiologischen Bedingungen nicht mit dem Blut
und damit nicht mit den zirkulierenden Gerinnungsfaktoren wie Faktor VII in Kontakt
kommen, es sei denn, es liegt eine unphysiologische Situation vor, z. B. eine trau-
matische Schiadigung oder Entziindungsreaktion. Die normalerweise bestehende rdum-
liche Trennung ist daher ein wichtiger Regulationsmechanismus fiir die Gerinnungs-

aktivierung durch TF, der auch als Kompartimentalisierung bezeichnet wird (36, 42).

1.3.4. TF bei Sepsis und disseminierter intravasaler Gerinnung

Erhohte Konzentrationen von prokoagulatorisch aktivem TF wurden im Plasma von
Patienten gefunden, die an Endotoxin-induzierter disseminierter intravasaler Gerinnung
erkrankten (63, 136), ebenso im Plasma von Patienten, bei denen eine maligne
Tumorerkrankung bekannt war (25, 65). Es konnte gezeigt werden, dass durch die
Infusion von aufgereinigtem TF eine disseminierte intravasale Gerinnung im Tiermodell
initiierbar ist (137). Weiterhin wurde anhand von Inhibitionsstudien beobachtet, dass
TF-Blockade durch einen Antikorper den Verlauf der Erkrankung positiv beeinflussen
konnte (127). Dies alles unterstreicht die wichtige Rolle von TF in Bezug auf
Koagulopathie und Multiorganversagen im Endotoxinschock (77, 123). Es ist aus
Untersuchungen an Pavianen (Affen) bekannt, dass im letal endenden septischen
Schock, der durch E. coli ausgeldst wurde, auch Epithelzellen aus Nierenglomerula eine

gesteigerte TF-Expression aufwiesen (35).
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1.4. Prokoagulatorische Aktivitit und Tissue Factor in der Niere

1.4.1. Glomerulire Fibrinablagerungen bei entziindlichen Nierenerkrankungen

Schon vor Jahren wurde die Ausbildung von Blutgerinnseln und Fibrinablagerungen
innerhalb des Glomerulums mit entsprechender Thrombosierung von Kapillaren ver-
déchtigt, auch maB3geblich an der Entwicklung von glomeruldren Schadigungen beteiligt
zu sein (68, 135). Moglicherweise kann Fibrin seine schéddlichen Effekte durch eine
direkte zytotoxische Wirkung, durch Beeintrdchtigung der glomeruldren Himodynamik

sowie durch die Chemotaxis von Leukozyten ausiiben.

Die Ablagerung von Fibrin findet sich sowohl innerhalb als auch um das Glomerulum
herum — sie stellt sich dabei als eine typische histopathologische Manifestation dar,
z. B. auch bei der membranoproliferativen Glomerulonephritis oder bei der Lupus-
Nephritis (48). Bei der Immunglomerulonephritis kann die Ablagerung von Fibrin von
der Ausbildung der fibrinolytischen Aktivitidt des Glomerulums abhingig sein (143), im
Rahmen einer durch Quecksilberchlorid induzierten Autoimmunglomerulonephritis
konnte speziell beobachtet werden, dass ausgepridgte Fibrinansammlungen durch eine
hohe prokoagulatorische Aktivitit angeregt wurden, die ihren Ursprung selbst im
Glomerulum hatte (66, 67), aber in keiner Korrelation zu der Anzahl im Glomerulum
vorhandener Monozyten stand. Als Ursache fiir ein lokale Aktivierung von
Gerinnungsprozessen wurde auch die Proliferation glomeruldrer Zellen in Betracht

gezogen (59).

Glomerulédre Fibrinablagerungen erscheinen also hiufig bei den verschiedensten ent-
ziindlichen Nierenerkrankungen und tragen damit moglicherweise entscheidend zu der
Ausbildung und dem weiteren Fortschreiten der jeweiligen Erkrankung bei (52, 125).
Einige Beobachtungen weisen erstens darauf hin, dass TF die erhohte prokoagula-
torische Aktivitdt bewirkt und iiber das Anstoen der Gerinnungskaskade der Initiator
der Fibrinbildung im Glomerulum ist (3, 40, 48, 129). Dies korreliert auch mit der
Beobachtung, dass Glomerulonephritis-Patienten eine signifikant hohere Absonderung
von TF in den Urin aufweisen als gesunde Patienten (80). Zweitens scheinen durchaus
ortsansdssige Zellen als Quelle fiir die erhohte PCA im Glomerulum in Frage zu

kommen (128, 130).
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1.4.2. TF nach Nierentransplantation

Ebenso wurde vermutet, dass Gerinnung und fibrinolytische Aktivitit auch im Rahmen
einer immunologischen Reaktion auf allogene Nierentransplantate bedeutsam werden
konnen (41, 57). Eine mogliche Verkniipfung macht die Beobachtung wahrscheinlicher,
dass die Empfinger von Nierentransplantaten hohere TF-Konzentrationen im Blut-
plasma aufwiesen als die damit verglichenen gesunden Freiwilligen, obwohl in der TF-

Aktivitit keine signifikanten Unterschiede in beiden Gruppen bestanden (86).

1.4.3. Einfluss von ins Glomerulum eingewanderten Leukozyten

Auch eingewanderte Leukozyten konnen zu der aus mehreren Blickwinkeln
beobachteten prokoagulatorischen Aktivitdt beitragen, die unter bestimmten Umstédnden
im Glomerulum auftritt. Ein Infiltration von Leukozyten wird bei diversen Formen der
Glomerulonephritis oder auch wihrend einer Transplantationsreaktion gefunden (2, 49).
Dabei zeigen Monozyten bzw. Makrophagen eine ausgeprigte PCA, sobald sie mit
Endotoxin, TNF-a oder anderen Immunmediatoren stimuliert werden (1, 142). Auch
verschiedene Studien am Modell legen nahe, dass eingewanderte Monozyten mittels der

Expression von TF eine erhohte glomeruldre PCA vermitteln konnen (60, 130, 132).

1.5. Prokoagulatorische Kapazitiat der Mesangiumzellen

Es ist bereits vermutet worden, dass die Mesangiumzellen zwischen den Kapillar-
schlingen des Glomerulums zu der beobachteten Ausbildung der prokoagulatorischen
Aktivitdt von sich aus beitragen. So konnte gezeigt werden, dass aus Rattennieren
gewonnene und in Kultur gehaltene Mesangiumzellen in der Lage sind, eine wohl TF-
assozierte prokoagulatorische Aktivitdt in einer Entziindungsreaktion zu entwickeln
(139). Auch bei humanen Mesangiumzellen in Kultur erhdht sich nach der Stimulation

mit IL-1f die Expression des TF-Gens zeitabhidngig (48).

Somit konnten mittels z. B. proinflammatorischer Zytokine stimulierte Mesangium-
zellen durchaus direkt an einer erhohten Freisetzung einer TF-bedingten prokoagu-
latorischen Aktivitdt beteiligt sein. Des Weiteren zeigt eine erst kiirzlich erschienene

Studie (102), dass MZ auch Faktor V nach Stimulation mit TNF-a exprimieren.
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1.6. Fragestellung

In meiner Arbeit soll beleuchtet werden, inwiefern die Mesangiumzellen der
menschlichen Niere in der Lage sind, TF und TF-Aktivitdt zu generieren, vornehmlich
unter inflammatorischen Bedingungen, wie diese auch bei verschiedenen entziindlichen

Nierenerkrankungen vorherrschen.

Wie beeinflussen verschiedene Zytokine, besonders IL-1(, das von diversen Zellen, wie
z.B. Monozyten und Makrophagen, wihrend der Entziindungsreaktion gebildet und
abgegeben wird, die Produktion und Freisetzung von TF sowohl auf mRNA- als auch
auf Proteinebene in den Mesangiumzellen? Welche Konsequenzen ergeben sich aus
dieser Stimulation fiir die TF-bedingte prokoagulatorische Aktivitdt der Mesangium-

zellen gerade auch im Kontext ihres apoptotischen Untergangs?

Dartiber hinaus sollen ansatzweise intrazelluldire Mechanismen fir eine die PCA
beeinflussende gesteigerte oder gehemmte TF-Produktion in Analogie zu bekannten

Mechanismen in anderen Zellpopulationen beleuchtet werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Laborgerate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Laborgerite verwendet:

Sterilbank

e CO,-begasbarer Brutschrank

Zentrifugen

Mikroskope
Feinwaage
Thermoblock
RNA-Photometer

PCR-Cycler
Elektrophoresekammer
Strom- und Spannungsquelle

Videodokumentationsanlage

Datenverarbeitungssoftware flir

Agarosegele

96-Well-Platten-Washer

ELISA-Reader

Lamin Air HA 2472 GS; Heraeus [Hanau]

Heraeus [Osterode]

Biofuge 28RS mit Rotor #3042;

Heraeus [Osterode]

UEC-Forec III Mirkoliterzentrifuge;

UniEquip [Martinsried/Miinchen]

Modell TJ-6 Zentrifuge; Beckman [Miinchen]

IIT RS; Zeiss [Jena]

LP 1200S und RC 210D; Sartorius [Gottingen]
Dri Block DB 2A; Techne [Darmstadt]

Gene Quant I RNA/DNA Calculator;

Pharmacia Biotech [Freiburg im Breisgau]
Unoll; Biometra [Gottingen]

A 4581; Biometra [Gottingen]

Power Pack P25; Biometra [Gottingen]
UV-Tisch mit CCD-Kamera, Bildausgabe via PC
an Diskettenlaufwerk oder Thermoprinter;

MS Laborgerite [Heidelberg]

Biolmage Intelligent Quantifier (V 2.1.2a);

B. I. System Corporations [Ann Arbor, MI, USA]
Columbus plus Washer M814R;

Tecan [Crailsheim]

MR 4000; Dynatech [Bonn] mit Software ELISA-
Auswertesoftware V1.0; IBL [Hamburg]
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Spectra Mini mit Software Win Fitting (V 6.0);
Tecan [Crailsheim]

e FACScan Flow Cytometer Becton Dickinson [Montain View, CA, USA]
mit Unix-Rechner und Facs-Software Lysis II;
Hewlett Packard [San Diego, CA, USA]

e Wasserbad, pH-Meter, Magnetriihrer, Vortexer, Bunsenbrenner, Mikrowelle u. a.

2.2. Materialien

2.2.1. Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien, die nicht separat
aufgefithrt werden, stammen von den Firmen Sigma [Deisenhofen];

Calbiochem [Bad Soden]; Gibco [Karlsruhe] und Merck [Darmstadt].

2.2.1.1. Stimulanzien

e Interleukin-1p (II-1B), rekombinant, aus E. coli, Boehringer Mannheim [Mannheim]
e Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli, Sigma [Deisenhofen]

e Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-a), Calbiochem [Bad Soden]

e Calphostin C, Proteinkinase-C-Inhibitor, Calbiochem [Bad Soden]

¢ 1,2-Dioctanoyl-sn-Glycerol (DOG), Calbiochem [Bad Soden]

e Thapsigargin (TG), Calbiochem [Bad Soden]

e BAPTA/AM, Calbiochem [Bad Soden]

e KT-5720, Proteinkinase-A-Inhibitor, Calbiochem [Bad Soden]

e 8-bromo-cyclo-Adenosismonophosphat (8-bromo-cAMP), Calbiochem [Bad Soden]
e Forskolin, Aktivator der Adenylatzyklase, Sigma [Deisenhofen]

e Wasserstoffperoxid (H,0,), 10 M, Merck [Darmstadt] zur Apoptoseinduktion
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2.2.1.2. Reagenzien fiir RT-PCR

¢ [-Mercaptoethanol, Merck [Darmstadt]
e QIAshredder, Qiagen [Hilden]
e Rneasy Mini-Kit, Qiagen [Hilden]
e Rnase-free DNase Set, Qiagen [Hilden]
e DNase I (10U/ul), RNase-frei, Boehringer Mannheim [Mannheim]|
e MMLYV Reverse Transkriptase (50 U/ul), Kit mit 10x Reaktionspuffer
(0,5 M Tris-HCI (pH 8,3), 0,75 M KCl, 0,03 M MgCl,), Stratagen [Heidelberg]
e Random Primer (pd(N)6), Biometra [Gottingen]
e Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul) von Thermus aquaticus YT,
Set mit 10x PCR-Puffer ohne Mg und 50 mM Magnesium-Chlorid, Gibco [Karlsruhe]
e d NTPs (je 10mM), New England BioLabs [Beverly, MA, USA]
¢ peqGold Universal Agarose, peqlab Biotechnologie [Erlangen]
e Ethidiumbromid (1mg/ml), Sigma [Deisenhofen]
e ®X174 DNA Hae III Digest (446 ng/ml), Sigma [Deisenhofen]
FragmentgroBen (Basenpaare) 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118, 72

2.2.1.3. Reagenzien fiir Proteinanalysen

¢ Bio-Rad Protein Assay, BioRad [Miinchen]

¢ Imubind Tissue Factor ELISA Kit, American Diagnostica [Pfungstadt] mit
Meerrettich-Peroxidase (HRP-Enyzm-Konjugat) und
Tetra-Methylbenzidin-Chromgen-Substrat (TMB-Substrat)

e Actichrome TF Activity Assay, American Diagnostica [Pfungstadt] mit
Spectrozyme-fVIla-Losung

2.2.1.4. Reagenzien fiir durchflusszytometrischen Apoptosenachweis

e Propidiumjodid (PI), Sigma [Deisenhofen]
e FACS Flow, Becton Dickinson [Heidelberg]
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2.2.1.5. Allgemein benutzte Reagenzien

e PBS mit oder ohne Kalzium und Magnesium, Biochrom Seromed [Berlin]
e Bovines Serum Albumin Fraktion V (BSA), Merck [Darmstadt]
e Dimethylsulfoxid (DMSO) (Losungsreagenz), Merck [Darmstadt]

2.2.2. Serum fiir die Zellkultur

o Fotales Kélber-Serum (FCS), Endotoxin < 0,01 ng/ml, Biochrom Seromed [Berlin]
Zur Inaktivierung des Komplementsystems wurde das Serum 30 Minuten auf 56°C

erwarmt, in 25-ml-Portionen aliquotiert und bis zum Gebrauch bei —20° gelagert.

2.2.3. Kulturmedium und Puffer

2.2.3.1. Kulturmedium fiir Mesangiumzellen

Das Grundmedium RPMI 1640 Medium (Biochrom Seromed [Berlin]) wurde mit
folgenden Zusidtzen ergénzt (Endkonzentration im Medium in Klammern):

e 5 ml L-Glutamin (1 mM) , GibcoBRL [Karlsruhe]

5 ml Penicillin (50 U/ml) / Streptomycin (50 pg/ml), Biochrom Seromed [Berlin]

5 ml nichtessentielle Aminosduren, GibcoBRL [Karlsruhe]

5 ml Natrium-Pyruvat (1 mM), GibcoBRL [Karlsruhe]

Rinderinsulin (5pg/ml), Transferrin (5 mg/ml), Selenit (5 ng/ml),

Sigma [Deisenhofen]

0,5% (zur Wachstumsarretierung) oder

10% (zur Proliferation) bzw. 20% (fiir Primérkultur) fotales Kilber-Serum (FCS)

2.2.3.2. Einfriermedium

Mesangiumzellen, die in fliissigem Stickstoff aufbewahrt werden sollten, wurden in

FCS aufgenommen, dem 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) zugesetzt war.
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2.2.3.3. Trypsin/EDTA-Losung

Trypsin/EDTA-Losung diente zum Abdauen der adhdrenten Mesangiumzellen. Die
Stammlosung (Biochrom Seromed [Berlin]) wurde in der Zellkultur und fiir biologische
Experimente fiir die RT-PCR in Originalkonzentration (0,5 / 0,2 g/l) eingesetzt; fiir
biologische Experimente zum durchflusszytometrischen Apoptosenachweis und in der
Primérkultivierung wurde die Stammlosung im Verhéltnis 1:10 mit PBS ohne Ca/Mg

verdinnt.

2.2.3.4. Kollagenase-Losung (2mg/ml)

¢ 14 mg Kollagenase Typ 1 (Biochrom Seromed [Berlin]) wurden in 7 ml PBS ohne
Ca/Mg aufgenommen und durch 0,2-pm-Sterilfilter (Schleicher & Schnell [Dassel])

gegeben. Die Losung wurde im Wasserbad auf 37°C erwérmt eingesetzt.

2.2.3.5. RLT-Lysisbuffer

e 10 pl B-Mercaptoethanol wurden je einem Millimeter RLT-Lysisbuffer
(im Rneasy Mini Set enthalten) zugegeben.

2.2.3.6. RPE-Puffer

¢ 44 ml Ethanol (99,8%) wurden der im Rneasy Mini Set

enthaltenen Flasche mit ,,RPE-Buffer” zugesetzt.

2.2.3.7. TrisHCI (10 mM)

e 1,576 g TrisHCI (Sigma [Deisenhofen])
e 1000 ml Aqua bidest.

2.2.3.8. TAE-Puffer (50fach)

e 500 ml Aqua bidest.

¢ 9300 mg EDTA (Sigma [Deisenhofen]), pH 8,0 (500 mM Endkonzentration)
e 121 g Tris (Sigma [Deisenhofen])

e 28,6 ml Eisessig (Merck [Darmstadt])
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Eine einfache Losung wurde hergestellt durch Verdiinnung mit Aqua bidest. im

Verhiltnis 1 zu 20.

2.2.3.9. Laufpuffer fiir Gelelektrophorese

e TAE (einfach)
e 20% Glycerol
¢ 0,25% Bromphenolblau

2.2.3.10. TBS

e 1000 ml H,O

e 15 g TrisHCI

e 36 g NaCl

e 19gKCl (pH 8.5)

2.2.3.11. 1%iges Triton-X-100

e 100 ml TBS
e 1 ml Triton-X-100, Merck [Darmstadt]

2.2.3.12. Waschpuffer fiir ELISA

e 1000 ml Aqua bidest.
e PBS (in Trockenform im TF-ELISA-KIT enthalten)
¢ 4 ml Detergenz (im TF-ELISA-KIT enthalten)

2.2.3.13. Sample Buffer fiir ELISA

e 100 ml Waschpufter
e 1 gBSA



Material und Methoden

18

2.2.3.14. Enzym Conjugate / Enzym Conjugate Diluent

e 20 ml Aqua bidest. wurden mit dem ,,Enzym Conjugate Diluent* vermischt,
12 ml dieser Fliissigkeit wurden 12 pl ,,HRP-Enzym Conjugate*

(Meerrettich-Peroxidase) zugegeben.

2.2.3.15. Natriumacid

e 500 ml PBS mit Kalzium und Magnesium
e 0,05% (250 mg) Natriumacid (NaN3, Merck [Darmstadt]
e 250 ul FCS

2.2.3.16. 4%iger Paraformaldehyd-Puffer

¢ 100 ml PBS mit Kalzium und Magnesium
¢ 4000 mg Paraformaldehyd, Sigma [Deisenhofen]
e der pH wurde bei 7,4 eingestellt

2.2.3.17. Saponin-Puffer

e 98 ml PBS mit Kalzium und Magnesium
e 100 mg Saponin, Sigma [Deisenhofen]
e 2 ml Hepes (1M), Biochrom Seromed [Berlin]
e 1000 mg BSA
Der pH wurde bei 7,4 eingestellt
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2.2.4. Primer fiir RT-PCR

Die in der RT-PCR verwendeten Primer wurden von Biometra [Gottingen] synthetisiert,
im molekularbiologischen Grad aufgereinigt und lagen in einer Konzentration von

0,1 nmol/ul vor.

Die Sequenzen wurden nach Eingabe der Original-DNA-Sequenzen von Tissue Factor
(84) mit entsprechender Software ermittelt; fiir B-Aktin lag eine entsprechende Sequenz

aufgrund vorangegangener Experimente bereits vor (75).

Sequenz 5°-3° der Primer:

e Tissue Factor Primer 1:  TAT CAC AGC CCT CTT CAC ACATT
e Tissue Factor Primer 2: CCC CTT CTT TTC ACC ATT CCT A

e (-Aktin Primer 1: ATG GAT GAT GAT ATC GCC GCG

e (-Aktin Primer 2: TCT CCA TGT CGT CCC AGT TG

2.2.5. Plastikmaterialien

e Die Plastikmaterialien wurden von den Firmen Greiner [Frickenhausen] und
Eppendorf [Hamburg] bezogen, soweit in nachfolgenden Kapiteln nicht anders

aufgefiihrt.
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23. Zellkulturmethoden

2.3.1. Gewinnung und primére Kultivierung humaner Mesangiumzellen

Die humanen Mesangiumzellen wurden aus dem gesunden Teil tumornephrektomierter
Nieren isoliert. Nach Entfernung von Nierenkapsel und Nierenmark wurde die
Nierenrinde — in kleine Stiicke geschnitten — nacheinander folgend durch drei
verschiedene Metall-Maschen-Siebe (Retsch [Haan/Rheinland]) unter standiger Zugabe
von PBS mit Ca/Mg verrieben (58). Die glomeruldren Kapseln und die tubuldren
Bruchstiicke verblieben dabei in den ersten beiden Sieben mit einer Porengrofle von
450 pm und 180 pm. Wahrend Blutzellen ungehindert alle 3 Siebe passierten, fing das
letzte Sieb (125 pum) die kapsellosen Gomerula auf, die dann mit vorgewirmter
Kollagenaselosung (1mg/ml) fiir 40 min bei 37°C unter stindigem Schiitteln angedaut
wurden. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation mit 180 x g fiir 10 min bei 4°C, der
Uberstand wurde verworfen. Nach zwei Waschschritten mit PBS mit Ca/Mg
(Zentrifugation 10 min, 100 x g) wurden die Zellen in 20%igem FCS-Medium
aufgenommen; nach 5 Tagen Inkubation im Brutschrank waren sie adhérent. Eine hohe
Reinheit zeigte sich bereits in der ersten Passage im Mikroskop anhand der typischen
Zellmorphologie (sternartige Zell-Auslaufer und -Fortsétze). Da die Zellen erst spéter
zur weiteren Kultivierung ein Medium mit 10%igem Anteil erhielten, trug die 20%ige
FCS-Konzentration in den ersten 2 Wochen zur Steigerung der Reinheit bei, da sie fiir
Fibroblasten, die den Hauptanteil der Kulturverunreinigung ausmachten, toxisch ist. Die
vereinzelten Kolonien von weniger adhdrenten epithelialen Zellen wurden auBerdem
abgeschabt bzw. behutsam mit 1 zu 10 verdiinnter Trypsin/EDTA-L6sung (0,005%/
0,002%) abgedaut, wihrend die stark adhédrenten Mesangiumzellen letztlich in

Reinkultur vorlagen.

2.3.2. Immortalisierte humane Mesangiumzellen

Die in dieser Arbeit mit einem hohen Anteil durchgefiihrte Methode der semi-
quantitativen PCR erforderte eine groBe Menge an Zellmaterial fiir die nach Stimulation

zur Messung und Ergebnisgewinnung notwendige Priparation der RNA.
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Das zur Prédparation und Kultivierung einsetzbare Nierengewebe wurde aber durch die
Anzahl der durchgefiihrten Tumornephrektomien begrenzt, so dass im Verlauf der
Arbeit neben dem Zellmaterial aus der Kultivierung frisch prédparierter Mesangium-
zellen auch eine entsprechend transfizierte, immortalisierte Zelllinie zum Einsatz kam.
Es wurden jedoch weiterhin alle Experimente zur Kontrolle auch an nicht-transfizierten

MZ durchgefiihrt.

Die immortalisierten humanen Mesangiumzellen wurden iiber Bernhard Banas von der
Ludwig-Maximilian Universitit Miinchen bezogen. Die Immortalisierung wurde mittels
stabiler Transfektion des Simian-Virus-40-T-Antigens erreicht (7). Nachfolgend wurde
die Zelllinie durch indirekte Immunfluoreszenzuntersuchungen charakterisiert, hier
zeigte sich eine positive Anfdarbbarkeit gegeniiber Fibronektin, Aktin aus glatten
Muskelzellen, B1-Integrin der o1- und a5-Ketten und gegeniiber dem Simian-Virus-40-
T-Antigen. Die transfizierten Mesangiumzellen waren hingegen negativ gegeniiber
Faktor VIII, Zytokeratin, von-Willebrand-Faktor und Desmin. IThre weitere
Kultivierung war identisch mit der Kultivierung der humanen Mesangiumzellen aus der
Primérkultur. Unter Beachtung dieser Marker zeigt die Zelllinie identische Merkmale
im Vergleich zu nicht-transfizierten humanen Mesangiumzellen; zudem konnten
kontraktile Fahigkeiten als Antwort auf Stimulation mit Angiotensin Il nachgewiesen
werden. Die meisten Experimente wurden, wenn nicht anders erwdhnt, mit
transfizierten Mesangiumzellen durchgefiihrt, wobei Kontrollen mit frisch isolierten

nicht-transfizierten hMZ keine signifikanten Unterschiede ergaben.

2.3.3. Kultivierung und Passage

Die Kultivierung aller Mesangiumzellen erfolgte im CO,-begasbaren Brutschrank bei
37°C in wasserdampfgesittigter Atmosphire und bei 8% CO,-Gehalt. Alle 3-4 Tage
wurde das Kulturmedium durch auf 37°C vorgewidrmtes neues 10%iges Medium
ersetzt. Fiir die Zucht erhielt eine 250-ml-Kulturflasche mit 75 cm? Wachstumsflache 15
ml Medium, die 50-ml-Kulturflaschen fiir Experimente mit 25 cm?> Wachstumsflidche

erhielten 5 ml Medium.

Die in den Kulturflaschen konfluent gewachsenen Zellen wurden mit Ca/Mg freiem

PBS gewaschen und mittels auf 37°C vorgewiarmter Trypsin/EDTA-Losung (0,5/0,2
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g/l) unter mikroskopischer Kontrolle vom Kulturflaschenboden abgelost. Nach einem
Waschschritt mit nicht zu warmem 10%igem FCS-Medium (Zentrifugation 10 min,

100 x g) wurden die Zellen im Verhéltnis 1:2 oder 1:3 in neue Flaschen subkultiviert.

2.3.4. Wachstumsarretierung vor Experimenten

Zur Wachstumsarretierung vor Stimulation fiir nachfolgende Experimente wurden die
konfluenten Zellen iiber einen Zwischenschritt mit 3,33%igem FCS-Medium fiir 3 Tage
in 0,5%igem FCS-Medium gehalten. Beim Wechsel zu einem Medium mit niedrigerem
FCS-Anteil wurde zuvor mit PBS mit Ca/Mg gewaschen. Fiir die Experimente kamen

Zellen aus den Passagen 3-6 zum Einsatz.

2.3.5. Konservierung der Zellen in fliissigem Stickstoff

2.3.5.1. Einfrieren

Die abgelosten Zellen aus einer 50-ml- Kulturflasche (25 cm? Wachstumstldche)
wurden in 1,5 ml eiskaltem DMSO-haltigen Einfriermedium aufgenommen und — in
Einfrierampullen (Greiner [Frickenhausen]) iiberfiihrt — {iber Nacht im —80°C-Gefrier-
schrank in einem mit Isopropanol gefiillten Einfriergefdl langsam weiter herunter-

gekiihlt. AnschlieBend wurden die Ampullen in fliissigem Stickstoff konserviert.

2.3.5.2. Auftauen

Die eingefrorenen Ampullen mit den konservierten Zellen wurden aus dem fliissigen
Stickstoff direkt in ein Wasserbad gegeben und bei 37°C unter vorsichtigem Schiitteln
aufgetaut. Die Zellsuspension wurde darauthin in 10 ml 20%igem FCS-Medium
aufgenommen und mit 100 x g fiir 10 min zentrifugiert. Nachdem der DMSO-haltige
Uberstand abgesaugt war, wurden die Zellen in 10 ml frischem 20%igem FCS-Medium

resuspendiert und in zwei 50-ml-Kulturflaschen tiberfiihrt.
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24. In-vitro-Testsysteme

2.4.1. RNA-Isolation aus Zelllysaten

2.4.1.1. Prinzip der RNA-Isolation

Das Prinzip der RNA-Isolation mit der Qiagen-,,Rneasy“-Sdule beruht auf den
selektiven Bindungseigenschaften einer auf Kieselsduregel basierenden Membran, die
sich in einer zentrifugierbaren kleinen Sdule befindet (Microspintechnologie). Zuerst
werden die Mesangiumzellen aus je einer Kulturflasche pro Ansatz mit einem
Guanidin-Isothiocyanat-Puffer, der die RNA abbauenden RNAsen durch Denaturierung
sofort inaktiviert, lysiert. Eine Homogenisation erfolgt mit dem ,,QIAshredder* der
Firma Qiagen, einem Zerkleinerungssystem fiir alle Arten von biologischen Polymeren.
Es befindet sich ebenfalls in einer zentrifugierbaren Minisdule. Die Homogenisation ist
ndtig, um die bei der Lyse aus den Zellkernen freigesetzte hochmolekulare genomische
DNA zu zerschneiden, um so die Viskositdt der Probe zu verringern. Da fiir jede Probe
eine neue ,,QIAshredder“-Sdule eingesetzt wird, werden Vermischungen der einzelnen
Proben verhindert, was Grundbedingung dafiir ist, dass iiberhaupt semiquantitative

Aussagen iiber die TF-mRNA der einzeln Proben getroffen werden konnen.

Durch Zugabe von Ethanol werden die besten Bindungseigenschaften fiir RNA
geschaffen, so dass spezifisch die RNA aus den auf die Sdule gegebenen
homogenisierten Lysaten an die Membran bindet, wihrend andere Bestandteile des
Zelllysates durch die verschiedenen Waschschritte aus der Séule zumeist
herausgewaschen werden, bevor dann letztlich die mRNA mit reinem Wasser wieder

eluiert und fiir die RT-PCR eingesetzt werden kann.

Um die vollstindige Entfernung der genomischen DNA aus der aufzureinigenden RNA
zu gewihrleisten, wird die evtl. doch an der Membran gebundene genomische DNA
direkt auf der Sidule nach einem modifizierten ,,Rnase-Free DNase Set Protocol* der

Firma Qiagen verdaut. Durch nachfolgende Waschschritte wird das hierbei eingesetzte
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Enzym, die DNAse I, aber wieder herausgewaschen, so dass sie keinen Einfluss mehr

auf die spater aus der RNA durch reverse Transkription gewonnene DNA hat.

Mit diesem Verfahren wird nur RNA isoliert, die groBer als 200 Nukleotide ist; dazu
gehort vor allem die mittels RT-PCR weiter zu untersuchende mRNA, wihrend die
kleinere tRNA (160 Nukleotide) und die ribosomale RNA (70-120 Basen) fast nicht

gebunden werden. So reichern sich lingere RNA-Molekiile im Eluat an.

2.4.1.2. Durchfithrung der RNA-Isolation

Die adhdrenten Zellen in der Kulturflasche wurden zweimal mit warmem PBS ohne
Ca/Mg gewaschen. Fiir eine Minute wurden die Flaschen bei 37° C in einem Milliliter
vorgewidrmter Trypsin/EDTA-Losung inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle auf
erfolgte Ablosung vom Flaschenboden wurde die Verdau-Reaktion durch Zugabe von
5 ml kaltem PBS ohne Ca/Ma gestoppt. Nach mehrmaligem Spiilen mittels
Resuspendieren in einer 10-ml-Pipette wurde die Suspension in ein 15-ml-Bluecap

tiberfiihrt, um sie bei 100 x g fiir 10 min zu zentrifugieren.

Nach Verwerfen des gesamten Uberstandes wurde auf das trockene Zellpellet
1 Milliliter RLT-Lysisbuffer pipettiert, die Suspension mehrmals in der Pipette
resuspendiert und anschlieBend fiir zehn Sekunden verschiittelt. 350 pl des Lysats
wurden auf die violette ,,QIAshredder” Sdule gegeben, die fiir 2 min bei 13500 x g
zentrifugiert wurde. Die im 2-ml-Eppi aufgefangene Fliissigkeit wurde mit 350 pl
70%igem Ethanol gut vermischt und auf die rosa Rneasy-Minisdule gegeben. Nun
erfolgte die spezifische Bindung an die Kieselsduregel-Membran in einem
Zentrifugationsschritt bei 8500 x g fiir 1 min. Die aufgefangene Fliissigkeit wurde
verworfen und die Séiule mit 350 Mikroliter RWI1-Puffer in einem weiteren
Zentrifugationsschritt wie oben gewaschen. Fiir den DNA-Verdau wurden
zwischenzeitlich je Ansatz 10 pl ,,Dnsae I stock solution® mit 70 pl RDD-Puffer
vermischt. Die Sdulen wurden nach Aufpipettieren des Gemisches fiir 25 min bei 37°C
inkubiert. Danach folgten eine Wiederholung des Waschschrittes mit RW 1-Puffer und
nach dem Wechsel der Auffanggefille zwei Waschschritte mit je 500 ul RPE-Puffer.
Vor Abldsen der RNA mit zweimal je 30 pl RNAse-freiem Aqua bidest. wurden die

Séulen bei 13500 x g fiir 2 min trocken zentrifugiert. Eluat wurde in einem 1,5-ml-Eppi
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aufgefangen; hiervon wurden 4 ul zur Bestimmung der RNA-Konzentration entnommen

und der Rest bei —80°C weggefroren.

2.4.2. RNA-Konzentrationsmessung

Nach Abgleich des Nullwertes mit Tris-HCI (10 uM) wurden 4 pul RNA-Eluat mit 96ul
Tris-HCl (10 pM) verdiinnt und in die Mikrokiivette des Gene Quant II RNA/DNA
Calculator pipettiert. Zwischen den einzelnen Messungen wurde die Mikrokiivette mit
TrisHCI-Puffer gewaschen. Die Extinktion jeder Probe wurde bei einer Wellenldnge
von 260 und 280 Nanometern bestimmt, hieraus errechnete das Geridt die Ration
260/280 als Moglichkeit zum Abschédtzen der Reinheit der Proben und die RNA-
Konzentration in mg/ml. Voraussetzung fiir die Weiterverarbeitung der Proben war eine
Ration zwischen 1,8 und 2,0. Des Weiteren wurden nur Proben beriicksichtigt, die
maximal 25% von der Durchschnittskonzentration abwichen. Mit der Tabellen-
kalkulation Microsoft Exel wurde auBerdem das Volumen an Aqua bidest. berechnet,
das der jeweiligen Probe zugegeben werden musste, um auf einen Gesamt-RNA-Gehalt
von 0,54 mg/ml zu kommen. So wurden bei der nachfolgenden Transkription in jeder
Einzelprobe bei einem Gesamtvolumen von 7 pl RNA-Template genau 3,8 pug RNA in
cDNA umgeschrieben.

2.4.3. RT-PCR: Reverse Transkription und Polymerase-Ketten-
Reaktion

2.4.3.1 Prinzip der RT-PCR
Die DNA, die im ersten Schritt der RT-PCR aus der RNA-Vorlage entsteht, wird als

komplementire DNA (cDNA) bezeichnet. Fiir die Synthese ist eine retrovirale reverse
Transkriptase (RT) notwendig; dies ist eine Polymerase aus Retroviren (z. B. aus einem
Maiuse-Leukédmievirus). Sie ist in der Lage, an der RNA-Vorlage einen DNA-Strang zu
synthetisieren. Das Priming bei der cDNA-Synthese wird per Zufall mit allen

Kombinationen an Hexanukleotiden durchgefiihrt.
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Die danach folgende Polymerase-Ketten-Reaktion ist eine Technik zur In-vitro-
Vermehrung (Amplifikation) von bestimmten ausgewéhlten DNA-Abschnitten. Diese
Methode wurde bei Cetus in Kalifornien entwickelt; sie wurde praktisch anwendbar
durch die Entdeckung der hitzestabilen Tag-Polymerase mit hohem Temperatur-

optimum (72°C), die aus Thermus aquaticus isoliert wurde.

DNA-Polymerasen synthetisieren komplementdre DNA-Strange in 5’-3’-Richtung an
einer einzelstringigen DNA-Vorlage, ausgehend von einer durch den Primer doppel-

strangigen DNA-Region.

Primer }
o0 DNA-Polymerase

>
]
3’ >
dTTF
ANTP’s S5 Mg+
dC TR
5 neu synthetisierter DNA-Strang~ 3°

‘0" —>
-

Abb. 2.1: Primer-Extension: Die DNA-Polymerase verldngert einen Primer, ausgehend von der 3’-OH-
Gruppe und nutzt als Substrate die Nukleotide und Magnesiumionen, um einen zum DNA-Vorlagenstrang
komplementiaren DNA-Strang zu synthetisieren.

Die Synthese des DNA-Stranges beginnt an einem kurzen, zu einem bestimmten
Abschnitt der DNA-Matrize komplementdren Oligonukleotid, dem so genannten
Primer. Diese Reaktion wird daher als ,,Primer-Verldngerung* oder ,,Primer-Extension*
bezeichnet. Zusdtzlich werden hierfiir vier verschiedene Desoxynukleosidtriphosphate
(dATP, dTTP, dGTP und dCTP) und Magnesium gebraucht. Beim Start der Synthese
bildet die Polymerase eine Phosphodiesterbindung zwischen der 3’-Hydroxylgruppe am
3‘-Ende des Primers und der 5’-Phosphatgruppe des komplementiren Desoxy-
nukleotids. Beim Einbau der nichsten Base wird die 3’-OH-Gruppe der vorher

eingebauten Base genutzt. So ergibt sich die 5’-3’-Richtung der DNA-Synthese.
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Die PCR benutzt das Prinzip der Primer-Extension, aber mit zwei Primern, die jeweils
komplementir zu den gegeniiberliegenden Stringen einer DNA-Region sind (z. B. ein
Teil der DNA-Sequenz fiir TF oder B-Aktin). Nach Denaturierung der DNA durch
Hitze, d. h. Auftrennung der beiden Stringe der DNA-Matrize, konnen sich nach
Abkiihlung auf eine Temperatur um 50°C die Primer an die DNA-Matrize anlagern. Die
Orientierung der Primer wird so gewdhlt, dass die DNA in Richtung des anderen
Primers synthetisiert wird, dass heil}t, die Primer-Extension des Up-Primers flihrt zur
Synthese einer Matrize fiir den Down-Primer und umgekehrt. Durch z. B. 25faches
Wiederholen dieses Zyklus aus Denaturierung, Anlagerung und Primer-Extension
ereignet sich im Thermocycler eine exponentielle Vermehrung des DNA-Fragments
zwischen den beiden Primern (Haupt-PCR-Produkt); es wird von den beiden Primern
flankiert und enthilt sie selbst, wihrend lingere DNA-Fragmente aus der initialen
DNA-Synthese, die iiber die Komplementdrsequenz hinausgehen, nur linear akku-

mulieren, da die Menge an Start-DNA limitiert ist.

Zur Uberpriifung der Linge und Quantifizierung des DNA-Produkts wird ein Teil des
Reaktionsproduktes und ein Molekulargewichtsmarker (X 174HAE III-Digest) auf ein
1,5%iges Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetragen. Im elektrischen Feld der
Elektrophoresekammer wirkt auf die negativ geladenen Desoxyribonukleotidsduren die
Kraft F, die die Desoxyribonukleotidsduren in Richtung des positiv geladenen Pluspols
zieht. Dabei wandern die kleinen Bestandteile schneller, die groBen Molekiile
langsamer. Die amplifizierten DNA-Fragmente werden so nach Einlaufen in das
Agarosegel durch das zwischen den aromatischen Ringsystemen der DNA
interkallierende Ethidiumbromid unter UV-Transillumination als eine schmale Bande
an einer ihrer Grofle entsprechenden Position im Gel sichtbar, die bei Anregung durch
UV-Licht orange leuchtet. So kann seine Grofle durch Vergleich mit dem Marker
bestimmt werden. Die Intensitit der Bande dient als MaB fiir die urspriingliche Menge

an mRNA in der Probe im Vergleich zu den anderen Proben.
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2.4.3.2. Durchfiihrung der RT-PCR: RT-Schritt

Je Ansatz fiir eine spdtere PCR-Probe wurde ein RT-Mastermix nach folgendem

Schema pipettiert:
Volumen in pul | Bezeichnung
1,0 Startagen-Puffer (10x)
1,0 dNTPs (je 10mM)
0,5 pd(N)6 (Zufallsprimer)
0,5 Reverse Transkriptase oder
Aqua bidest. als Kontrolle des DNA-Verdaus (Negativkontrolle)

Tab. 2.1: RT-Mastermix

Auf 3 pl Mastermix wurden 7 pl RNA-Template in entsprechend eingestellter Konzen-
tration von 0,54 mg/ml gegeben und in einem PCR-Eppi (Biozym [Hess. Oldendorf])

nach folgendem Schema im Thermocycler behandelt:

Temperatur in °C | Zeit in Sekunden

23 60 Anlagerung der Zufallsprimer

37 3600 Synthese der cDNA

99 300 Inaktivierung der reversen Transkriptase
5 300 Kiihlung

Tab. 2.2: Zeit- und Temperaturschema fiir RT-Schritt

Zumeist wurde die Umschreibung praktischerweise direkt in dreifacher Menge
vorgenommen, um geniigend cDNA-Material fiir die B-Aktin-PCR, TF-PCR und einen

Reserveansatz zu haben.

2.4.3.3. Verdaukontrolle

Zusitzlich erfolgte ein Ansatz mit einem Mix ohne Reverse Transkriptase, hier wurde
stattdessen Aqua bidest. zugegeben. Bei diesem Ansatz konnte keine DNA neu gebildet
werden; somit eigneten sich die Proben bei nachfolgender Amplifikation des B-Aktin-
Signals als Kontrolle dafiir, ob der Verdau der genomischen RNA wihrend der RNA-

Isolation vollstindig erfolgt ist, da ansonsten die Proben fiir die semi-quantitative
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Aussage der TF-PCR nicht geeignet sind. Bei erfolgreichem Verdau erschien also bei

der B-Aktin PCR kein Signal auf dem Agarosegel.

2.43.4. PCR

Je Ansatz fiir eine PCR-Probe wurde folgendes PCR-Mastermix pipettiert:

Volumen in pul | Bezeichnung

4,0 Taq-Puffer (10x)

4,0 Primer up (10 uM) fiir -Aktin oder TF
4,0 Primer down (10 pM) fiir B-Aktin oder TF
1,6 Magnesium-Chlorid (50 mM)

0,8 dNTPs (je 10mM)

25,4 Aqua bidest.

0,2 Taqg-Polymerase

Tab. 2.3: PCR-Mastermix

Auf 40 ul Mastermix wurden 10 ul cDNA-Template aus dem RT-Schritt ins PCR-Eppi
gegeben und nach folgendem Schema im Thermocycler behandelt. Die optimalen
Anlagerungstemperaturen wurden fiir die TF-Primer bei 58°C und fiir die B-Aktin-

Primer bei 55°C in Versuchen ermittelt.

Temperatur in °C | Zeit in Sekunden

94 270 Denaturierung der DNA vorab

Zwischen 25-30 Wiederholungen (Zyklen):

94 30 Denaturierung der DNA

58 fiir TF bzw. 30 Anlagerung der Primer an DNA
55 fiir B-Aktin 30

72 60 Primer-Extension, Neusynthese der DNA
(Tag-Polymerase-Temperaturoptimum)

72 540 nachher

Tab. 2.4: Zeit- und Temperaturschema fiir PCR: Der sich in den Zyklen wiederholende Teil ist fett
umrandet.
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Der Thermocycler war so programmiert, dass er nach Beendigung seines Programms
die Proben bei 4°C kiihlte, so dass sie liber Nacht im Geridt verbleiben konnten. So
erfolgte entweder am gleichen Tag oder am néichsten Tag die Auftrennung der Proben

im Agarosegel.

2.4.3.5. Gelelektrophorese

100 ml TAE-Puffer wurden 1,5 g Agarose zugesetzt und aufgekocht. Nach Abkiihlung
auf 40-50°C wurde 10 pl Ethidiumbromid (1mg/ml) als Farbstoff zugefiigt. So entstand
ein 1,5%iges Agarosegel mit der Konzentration von 1 pg Ethidiumbromid pro Milliliter
TAE-Puffer. Die Fliissigkeit wurde in den Geltrdger gegossen, der eingehidngte Kamm
diente als Platzhalter fiir die Taschen, in welche nach Erstarren 25 pl der PCR-Proben —
versetzt mit 3 pl Loading-Buffer — hineinpipettiert wurden. Weiterhin wurden 25 pul des
Standard-Markers (0X174 DNA Hae III Digest) vorsichtig in eine Tasche pipettiert.

Die Elektrophoresekammer wurde mit TAE-Puffer auf ein Volumen von ca. 1,2 Liter
aufgefiillt. Die Laufzeit in der Elektrophoresekammer betrug bei einer Spannung U=80
Volt ca. 1-1,5 Stunden. Danach wurde das Gel auf einen UV-Tisch gelegt; das mit der
DNA interkallierende Ethidiumbromid lief} die DNA-Banden aufleuchten, so dass mit
Hilfe einer Videodokumentationsanlage die Banden abfotografiert werden konnten. Der
angeschlossene Computer speicherte das Foto digital auf einer Diskette ab zur spiteren

Quantifizierung der Banden in dem Programm ,,Biolmage Intelligent Quantifier*.

2.4.4. Proteinanalysemethoden

2.44.1. Lyse der Zellen

Nach 16 Stunden Inkubation wurden die Zellen zweimal mit 5 ml warmen PBS ohne
Ca/Mg in der Kulturflasche gewaschen. Die Lyse erfolgte direkt in der Kulturflasche
mit 2 ml 1%igem Triton-X-100. Zum Ablésen der adhdrenten Zellen wurde ein
Zellschaber benutzt, anschlieBend wurde die Flissigkeit in ein 2-ml-Reagiergefil3
iiberfithrt. Nach einer Inkubationszeit von 45 min bei 20°C und wiederholtem

Resuspendieren mit einer 1-ml-Pipette erfolgte eine Highspeed-Zentrifugation fiir 60
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Minuten bei 4°C mit 38000 x g zur Sedimentierung der Zellkerne und der nicht
lysierten Zellbestandteile. 1,5 ml des Uberstandes wurden dann in ein anderes
ReagiergefiB iiberfiihrt, wihrend das Sediment mit dem restlichen Uberstand verworfen
wurde. Die Zelllysate wurden aliquotiert und fiir spitere Testanalysen bei —20°C

aufbewahrt.

2.4.4.2. Proteinbestimmung mit Bio-Rad-Reagenz

Die Bestimmung der im Zelllysat enthaltenen Gesamtproteinmenge mit dem Bio-Rad-
Reagenz basiert auf einem Farbumschlag von braun nach blau der ,,Coomassie Brilliant
Blau G250“-Séurelosung, die nach Bindung an Protein ihr Absorptionsmaximum
ausgehend von einer Wellenldnge von 495 nm (braune Farbe) hin zu einer Wellenldnge
von 595 nm (blaue Farbe) wechselt und in Abhéngigkeit von der Proteinkonzentration

verschiedene Absorptionsintensititen (Extinktionen) aufweist.

Aus einer Stammlosung von Img/ml BSA in PBS ohne Mg/Ca wurde eine
Standardreihe von 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 und 100 pg/ml Protein durch entsprechende
Verdiinnung mit PBS ohne Ca/Mg erstellt. Die Proben aus den Zelllysaten wurden 1:25,
1:50 und 1:100 mit PBS ohne Ca/Mg verdiinnt. Zur Doppelbestimmung wurden 100 pl
der verdiinnten Proben und der Standardkonzentrationen in je zwei nebeneinander

liegende Kammern einer 96-Well-Platte pipettiert.

Es wurde eine 40%ige Losung aus dem Bio-Rad-Farbreagenz mit 60%igem Anteil von
PBS ohne Ca/Mg hergestellt und davon 100 pl in jedes Well gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 5 Minuten und Entfernung aller Luftblasen mit einer Kaniile
konnten die Extinktionen der Proben mit dem ,,Dynatech MR 4000“-ELISA-Reader bei
einer Wellenlidnge von 590 nm gemessen werden. Der Nullabgleich erfolgte mit einem
Leerwert aus 100 pl PBS ohne Ca/Mg und 100 pl 40%igem Bio-Rad-Farbreagenz. Die
Datenverarbeitungssoftware interpolierte aus den Extinktionen der Standardkonzen-
trationen eine Standardkurve und ermittelte unter Beriicksichtigung der jeweiligen
Verdiinnung anhand der Standardkurve aus den Extinktionen die Original-Gesamt-
proteinkonzentration jeder Probe. Jede 96-Well-Platte wurde dreimal gemessen, die

ausgegebenen Proteinkonzentrationen der verschiedenen Messdurchldufe wurden im



Material und Methoden 32

Programm Microsoft Exel gemittelt und dienten zur Normierung der im ELISA

gemessenen TF-Konzentrationen.

In [E]

10280 | - o oc ol e e e
1.11'Bﬁ..........................4............._....................4...... o e el i ele seeslieie swieve e el et
1.920 - S .

.930 -
8.840 1

0.730 1
8.460

2 Q - XD = XM

0.570 1

©.480 1

8.390

2. 300
S 10 29 49 ¢9 8o 106
In[ g/ml]
Konzentration

Abb. 2.2: Standardkurve Proteinmessung

2.4.4.3. Prinzip der Bestimmung des TF-Proteins aus Zelllysaten

Das ,,Imubind Tissue Factor ELISA Kit* ist ein immunologischer Test, der iiber eine
enzymatische Reaktion die Menge an Tissue Factor in z. B. Zelliiberstinden und
Zelllysaten messen kann. Dabei liegt die Nachweisgrenze bei 10 pg/ml. Der Test
erkennt TF-Apoprotein, Tissue Factor und TF-FVII-Komplexe. Er ist so angelegt, dass
keine Beeinflussung seitens anderer Gerinnungsfaktoren oder Inhibitoren der Gerinnung
auftreten kann. Ein monoklonaler Antikérper von der Maus, der gegen menschlichen
Tissue Factor gerichtet ist, dient im ,,Imubind Tissue Factor ELISA Kit*“ als Fang-

Antigen; er erkennt und neutralisiert menschliches Gewebsthromboplastin (TF).

Die Proben aus den Zelllysaten werden in verdiinnter Form in den Kammern der
Mikrotiterplatte inkubiert, deren Boden mit dem Antikorper beschichtet ist. Ein

biotinmarkierter Antikdrper erkennt dann spezifisch den gebundenen Tissue Factor. Die
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dann folgende Zugabe von HRP-Enzym-Konjugat (Meerrettich-Peroxidase) vervoll-
stindigt die Formation des Antikorper-Enzym-Erkennungskomplexes. Die Peroxidase
katalysiert bei Zugabe von Tetra-Methylbenzidin-Substrat dessen Konversion von einer
farblosen Losung hin zu einer blau gefirbten Losung, die sich bei Zugabe von
Schwefelsdure als Stopplosung gelb verfarbt. Der Gehalt an TF-Protein wird bestimmt
durch Messung der Lichtabsorption der Losung bei einer Wellenldinge von 450 nm
gegen die Referenzwellenlinge von 620 nm. Dieses Messverfahren dient dem
Eliminieren von wellenldngenunspezifischen Einfliissen auf oder in der Mikrotiterplatte.
Durch Vergleich mit den bekannten Konzentrationen der Standards lésst sich so iiber

die Standardkurve der unbekannte Gehalt an TF in den Proben ermitteln.

2.4.4.4. Durchfithrung des ELISA

In einem Vorversuch mit wenig Proben wurde die optimale Verdiinnung der Zelllysate
ermittelt, bei einer Verdiinnung von 1 zu 40 lagen die Proben im optimalen
Extinktionsbereich zwischen 0,5 und 1,2. Somit wurden im Hauptversuch 10 pl der

Probe mit 390 ul Sample Buffer verdiinnt.

Von den verdiinnten Proben wurden 100 pl in je zwei nebeneinander liegende Kam-
mern der Mikrotiterplatte zur doppelten Extinktionsmessung pipettiert. Die Standards
wurden zuvor laut Testanleitung (141) in Aqua bidest. aufgeldst, fiir 3 Minuten leicht
gemischt und dann zeitgleich mit den zu untersuchenden Proben in die ersten beiden
Reihen der Testplatte in aufsteigender Reihenfolge pipettiert. Nach einer Inkubation von
1,5 Stunden im Brutschrank bei 37°C wurden alle Kammern viermal im ,,Columbus
plus Washer* mit je 300 ul Waschpuffer gewaschen und abschlieend trockengesaugt.
Als Nichstes folgte die Zugabe von je 100 ul ,,Detection Antibody“-Losung, die in der
Inkubationszeit durch Zugabe von 5,5 ml Aqua bidest. je Flasche und 3-miniitiges
Schiitteln gebrauchsfertig gemacht wurde. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde
bei 20°C erfolgte ein erneuter Waschschritt wie oben, um allen ungebundenen
,Detection Antibody* zu entfernen. 100 pl der in der Inkubationszeit hergestellten
HRP-Enzym-Konjugat-Lésung wurden in jede Kammer pipettiert und eine Stunde bei
20°C darin belassen. Nach einem weiteren Waschschritt wie oben erfolgte die Zugabe

von 100 pl der TMB-Substratlosung. Nach 30 Minuten wurde die Reaktion mit 50 pl
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0,5-molarer Schwefelsdure (Merck [Darmstadt]) abgestoppt. Die Extinktion der Proben
wurde bei einer Wellenldnge von 450 nm gegen die Referenzwellenldnge von 620 nm

gemessen.

Die Datenverarbeitungssoftware WinFitting erstellte durch Auftragung der Absorptions-
Mittelwerte der Tissue-Factor-Standardproben gegen die entsprechende TF-Konzen-
tration in pg/ml eine Standardkurve, und zwar fiir jede Platte. Die unbekannten Konzen-

trationen der verschiedenen Messproben wurden aus der Kurve heraus interpoliert.

ELISA Standardkurve

2
Grp
1.500
=
o
= 1
=
L
0.s00
1
1 250 ] Eg=11] 1000

kaonz. TF in poiml

Abb. 2.3: Standardkurve TF-ELISA
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2.4.5. Aktivititsmessung in Uberstinden und in Zelllysaten

2.4.5.1. Testprinzip
Das ACTICHROME TF Activity Kit misst die Protease-Aktivitit von TF, der in

Zellkulturiiberstinden oder Lysaten enthalten ist. Dabei werden die Proben mit
menschlichem Faktor VII vermischt und inkubiert, um so die Bildung von Komplexen
aus TF und Faktor VII (als seinem physiologischen Substrat) zu ermoglichen. Der
Komplex wird durch allosterische Anderungen aktiviert. Diese Aktivierung wird direkt
gemessen anhand der Fihigkeit, die Substanz SPECTROZYME FVIla zu spalten, die
den oben genannten Reaktionsprodukten direkt zugegeben wird. SPECTROZYME
FVIla ist ein hoch spezifisches chromogenes Substrat fiir Komplexe aus TF und Faktor
VIla. Bei der Spaltung des Substrates werden Paranitroanilin-Farbtrager in die
Reaktionslosung freigesetzt, die den Farbumschlag von farblos nach gelb bewirken. Die
Absorption der Losung wird bei einer Wellenldnge von 405 nm gemessen und mit den
Werten verglichen, die aus der Standardkurve unter Verwendung bekannter TF-
Konzentrationen bzw. Aktivititen gewonnen wurden. Der Test ist laut Aussage des

Herstellers hoch spezifisch und interferiert nicht mit anderen Koagulationsfaktoren.

2.4.5.2. Testdurchfiihrung

Nach der im Kit enthaltenen Herstelleranweisung (24) wurden Probenpuffer, Faktor
VII, das SPECTROZYM-FVIla-Substrat und das TF/TFPI-freie Plasma durch Zugabe
von Aqua bidest. gebrauchsfertig gemacht.

Ebenso wurde durch Zugabe von TF/TFPI-freiem Plasma ein Standard von 0,5 nM TF
zubereitet; in einer Verdiinnungsreihe von jeweils einem Teil ndchst héher konzen-
trierten Standards und einem Teil TF/TFPI-freien Plasmas wurden so die restlichen
Standards mit den Molaritdten 0,25, 0,125, 0,062 und 0,031 (bzw. fiir die Bestimmung
aus Uberstinden auch 0,0155) hergestellt.

Die Proben aus Zelllysaten (Gesamtproteinkonzentration jeweils 0,5 mg/ml) wurden

1:20, die Zelliiberstinde (aus Zellkultivierung in 50-ml-Kulturflasche mit einem
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Gesamtvolumen des Uberstands von 2 ml) 1:1 mit Probenpuffer verdiinnt und auf 37°C
erwarmt. Nach Vorlegen von 25 pul Probenpuffer in jede Kammer einer 96-Well-Platte
wurden 25 ul der TF-Standards bzw. 25 pl der verdiinnten Proben in jeweils zwei
Kammern auf der 96-Well-Platte zur doppelten Bestimmung der Proben pipettiert. Nach
Zugabe von 25ul Faktor-VIla-Losung wurde die Platte fiir 10 min bei 37°C inkubiert;
danach wurden 25 ul SPECTROZYME-FVIIa-Substrat zugegeben und bis zur Extink-
tionsmessung nach 20 min abgelaufener Reaktion gewartet. Zur Messung wurde die
Reaktion mit 0,5-molarer Essigsdure (Merck [Darmstadt]) abgestoppt. Die Messung
erfolgte mit dem ,,Spectra Mini“-ELISA-Reader bei einer Wellenlinge von 405 nm

gegen eine Referenzwellenldnge von 620 nm.

TF Activity Test
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Abb. 2.4: Standardkurve fiir TF-Aktivitdtsmessung in Zelllysaten. X-Achse TF-Standard in nM, Y-Achse
Extinktion bei 405 nm.
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2.4.6. Apoptosenachweis mittels Durchflusszytometrie

2.4.6.1. Prinzip des Apoptosenachweises mit Propidiumjodid

Bei apoptotischen Zellen wird die genomische DNA schon in sehr frithen Phasen
spezifisch degradiert, so dass der Gehalt an hochmolekularer DNA von apoptotischen
Zellen verglichen mit vitalen Zellen abnimmt (endonukleolytische DNA-
Fragmentierung). Dieses wichtige Merkmal kann nach Fixierung der Zellen und
Permeabiliserung der Zellwand durch vollstindige Anfirbung aller DNA mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumjodid (PI) detektiert werden. Der Farbstoff bindet
spezifisch an Nukleinsduren, so dass die Intensitit der Fluoreszenz der Zelle ein Mal3

fir ihren DNA-Gehalt darstellt.

Durch Permeabiliserung der Zellwand konnen DNA-Bruchstiicke, die durch oben
beschriebenen apoptosespezifischen Abbau der genomischen DNA entstanden sind, aus
den Zellen herausgelangen, wéhrend sich die verbliebene hohermolekulare DNA im
Zellkern anféarbt. Somit zeigen die apoptotischen Zellen in dieser Messmethode weniger

Fluoreszenz-Intensitit und enthalten damit weniger DNA (58, 120).

Diese Methode kann keinen definitiven Beweis der Apoptose erbringen, damit l4sst sich
aber ein Hinweis bzw. Anzeichen auf Apoptose erfassen. Der Prozentsatz an
nekrotischen Zellen kann durch Ausschluss bzw. mangelnde Aufnahme des Farbstoffs
»lrypan blue®“ erkannt werden und sollte im Verhiltnis zur Rate der apoptotischen

Zellen vernachlédssigbar gering sein.

2.4.6.2. Prinzip der durchflusszytometrischen Messung

Das Durchflusszytometer beinhaltet ein optisches MeBsystem, das die fiir den Farbstoff
Propidiumjodid charakteristische Fluoreszenz-Intensitit fiir jede einzelne Zelle an
einem bestimmten Messpunkt erfassen kann. Dafiir miissen die zu untersuchenden
Zellen fixiert und einzeln vorliegen (monodispersive Losung ohne Zellaggregate), so
dass alle Zellen den MeBpunkt einzeln — wie an einer Perlenschnur aufgereiht —

passieren konnen.
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An diesem MeBpunkt trifft monochromatisches, kohédrentes Laserlicht einer bestimmten
Wellenldnge im rechten Winkel auf die Zelle. Jede Zelle lenkt zum einen das Laserlicht
ab, so dass Streulicht entsteht, zum anderen emittiert die Zelle auch ihrerseits Licht
einer bestimmten fiir den eingesetzten Farbstoff charakteristischen Wellenldnge, das per

Photodetektor gemessen werden kann (Fluoreszenz).

2.4.6.3. Durchfithrung des Experiments

Jeweils eine Kulturflasche mit wachstumsarretierten Mesangiumzellen wurde nach
erneuter Gabe von 0,5-prozentigem Medium mit Interleukin-1, Wasserstoffperoxid oder
mit einer Kombination beider Substanzen behandelt. Des Weiteren wurde eine
Kulturflasche als Vergleichsansatz unstimuliert belassen. Nach 24 Stunden Inkubation
im Brutschrank wurde der Mediumiiberstand der 4 Ansétze abpipettiert und fiir spétere
TF-Aktivitditsmessungen aufbewahrt. Die adhédrenten Zellen wurden zweimal mit
warmem PBS ohne Ca/Mg gewaschen. Mit Hilfe von 1 zu 10 mit PBS ohne Ca/Mg
verdiinnter Trypsin/EDTA-LSsung wurden die Zellen vom Flaschenboden abgedaut und
nach mehrmaligem Spiilen mittels Resuspendieren in einer 10-ml-Pipette in ein 15-ml-
Bluecap iberfiihrt. Nach Zugabe von kaltem 0,05%igem Natriumacid wurde die
Suspension fiir 10 min bei 100 x g zentrifugiert (Waschschritt). Die Fixierung der
Zellen erfolgte fiir 15 min mit 4%-igem Paraformaldehyd bei 4°C. Nach einem
weiteren Waschschritt mit Natriumacid wurde das sedimentierte Zellpellet in 100 pl
Saponin zur Permeabilisierung der Zellmembran zusammen mit 5 pl Propidiumjod-
idlosung resuspendiert. Auf eine 30-miniitige Inkubation im Kiihlschrank erfolgte ein
weiterer Waschschritt mit Natriumacid. Die Mesangiumzellen wurden in 1 ml
Natriumacid resuspendiert und zur durchflusszytometrischen Untersuchung in ein
FACS-Rohrchen pipettiert. Aus einer Probe wurden die Messwerte einer
reprisentativen Stichprobe von jeweils 10000 Einzelzellen per Computer aufgezeichnet.
Die FACS-Auswertungssoftware WinMDI (Version 2.8, Autor: Josef Trotter
[http://facs.scripps.edu]) stellte diese dann in einer Zweiparameterdarstellung (engl.
»dotplot®) graphisch dar. Hierbei wurde das Seitwirtsstreulicht als Mal} fiir die
unterschiedliche GroBe einer Zelle gegen die fiir den Nukleinséurefarbstoff
Propidiumjodid charakteristische Fluoreszenz-Intensitdt aufgetragen. So lieen sich die

vitale und die apoptotische Subpopulation optisch voneinander trennen. Durch
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Zuweisung verschiedener Quadranten konnte ihr jeweiliger prozentualer Anteil an der
Gesamtpopulation der Probe mit der Auswertungssoftware rechnerisch bestimmt und
mit anderen Ansitzen verglichen werden. Zelltriimmer und Zellschrott wurden mittels
der Thresholdfunktion direkt am FACS-Gerdt ausgesondert und nicht mit

aufgezeichnet.

Zur Identifikation der geringen Zahl an Zellaggregaten, die nicht in die Stichprobe der
Einzelzellen einflieBen sollten, wurde die Zweiparameterdarstellung ,,Seitwirtsstreu-
licht gegen Engwinkelstreulicht” verwendet. Die Zellaggregate lagen in dieser
Austragung weiter oben rechts und konnten so in der FACS-Auswertungssoftware

WinMDI von den zu untersuchenden Zellen abgesondert werden.

2.5. Statistische Methoden

Die Aufarbeitung der Messdaten erfolgte mit Microsoft Exel. Als Lagemal} diente der
Mittelwert und als Streuungsmalf} die Standardabweichung. Die statistischen Tests fiir
alle parametrischen Daten waren der Student’s t-Test und die Varianzanalyse.
Unterschiede und Fehlerwahrscheinlichkeiten (p-Werte) wurden auf einem Niveau von
p < 0,05 als signifikant und von p < 0,01 als stark signifikant angesehen und gedeutet.

Alle Experimente wurden mindestens 5 Mal durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression von Tissue-factor-mRNA in humanen

Mesangiumzellen

Da bereits Wiggins 1990 (139) beschrieben hat, dass proliferierende humane
Mesangiumzellen (hMZ) eine erhohte TF-assoziierte prokoagulatorische Aktivitit
(PCA) besitzen, wiahrend ruhende hMZ kaum noch PCA aufweisen, galt es zuerst
abzukliren, ob die PCA direkt mit der Expression von TF-mRNA und damit der

Denovo-Synthese von TF-Protein korreliert.

3.1.1. Spezifisches Signal fiir TF-mRNA mittels RT-PCR

Die Mesangiumzellen wurden auf ihre Expression von Gewebsthromboplastin, englisch
Tissue factor oder abgekiirzt TF, untersucht. Es liel sich feststellen, dass sie
grundsitzlich TF-mRNA exprimieren, die mit dem von mir eingesetzten RT-PCR-
Verfahren spezifisch nachweisbar ist. In Abb. 3.1 wurde exemplarisch der Ausschnitt
eines Agarosegels aus einer Versuchsreihe (n>5) abgelichtet. Auf dem mit Ethidium-
bromid gefdrbten Gel zeigt sich, dass unter Verwendung von zwei speziell hergestellten
Primern, die zu Teilbereichen der Basensequenz der TF-mRNA komplementér sind,
genau eine einzelne spezifische Bande zur Darstellung kommt. Die darin enthaltene
cDNA, die in der PCR amplifiziert wurde und zur TF-mRNA komplementdre
Teilstlicke darstellt, hat eine theoretisch errechnete Lidnge von 726 Basenpaaren; ihre
Bande im Elektrophoresegel liegt erwartungsgemél auf der Hohe zwischen der 3. und
4. Bande des in einer separaten Gelkammer mitgelaufenen Standardmarkers (©X174
Hae III Digest), was einem Bereich zwischen 603 (3. Peak) und 872 Basenpaaren (4.
Peak) entspricht (30). Da keine weiteren Nebenprodukte bzw. Nebenbanden in der
Gelelektrophorese detektiert wurden, spricht die eine Bande fiir eine spezifische
Amplifikation des TF-Teilstiicks. Somit wurde auch von einer Sequenzierung des

aufgetrennten Materials abgesehen.
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Abb. 3.1: Expression von TF-mRNA in proliferierenden MZ bei einem FCS-Gehalt im Medium von 10%
(2. Bande von links) und Expression von TF-mRNA in durch Serumdeprivation wachstumsarretierten
hMZ, die mit einem FCS-Gehalt von 0,5% im Medium kultiviert wurden iiber einen Zeitraum von 24 h,
48 hund 72 h (Banden 3-5 von links). Proliferierende MZ exprimieren TF-mRNA, wihrend eine
deutliche Suppression ab 48 h Serumentzug auftritt.

3.1.2. Humane Mesangiumzellen in Proliferation

Die anhand der entsprechenden Bande zur Darstellung kommende Expression von TF-
mRNA ist bei der Kultivierung der hMZ mit einem hohen FCS-Gehalt von 10% im
Medium am deutlichsten ausgeprigt (siche Abb. 3.1, 2. Bande), wenn man diese
proliferierende hMZ-Population mit dem TF-mRNA-Level in lysierten Zellen
vergleicht, deren Wachstum durch Entzug des Serums (FCS) fiir 24, 48 oder 72 Stunden

arretiert wurde.

3.1.3. Nachweis der gleichmiif§ig vorhandenen RNA-Menge mittels Konzentra-

tionsmessung und Vergleich der B-Aktin-Banden

Da fiir jede Probe jeweils genau die Zellmenge aus einer 50-ml-Kulturflasche eingesetzt

wird, ist gewdhrleistet, dass auch die nahezu gleiche von mRNA zu cDNA
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umgeschriecbene Menge an Material mittels PCR amplifiziert wird. So ldsst die
jeweilige Intensitdt einer spezifischen Bande im Agarosegel eine semi-quantitative
Aussage tiber die urspriinglich vorhandene Menge an mRNA sowohl fiir TF als auch fiir
B-Aktin zu. Die gleichmdBig vorhandene Menge an mRNA nach Aufreinigung und
Priparation des Zelllysats wurde mittels Messung der RNA-Konzentration verifiziert;
bei geringen Abweichungen wurde gegebenenfalls die Menge angepasst und damit

normiert.

B-Aktin ist ein ubiquitdr vorkommendes Strukturprotein, dessen mRNA-Level weder
einer entscheidenden Abhédngigkeit vom Proliferationsverhalten der Zelle noch einer
stirkeren Regulation durch Zytokine unterliegt. Wie in Abb. 3.1 ersichtlich, weisen die
B-Aktin-Banden in allen Proben eine gleichméBige Signalintensitit auf, womit sich der
Nachweis filihren ldsst, dass das unterschiedliche TF-Signal tatsichlich durch eine in der
jeweiligen Zellpopulation unterschiedliche TF-mRNA-Expression bedingt ist — und
nicht etwa durch Konzentrationsunterschiede in der Gesamtmenge an RNA aufgrund
unterschiedlicher Zelldichte und damit unterschiedlicher Zellmenge oder Divergenzen
bei der Aufreinigung der RNA mit Schwankungen der letztendlich aus der Prépara-

tionssdule extrahierten RNA-Menge.

3.1.4. Wachstumsarretierung

Um eine zuverldssige Wachstumsarretierung zu erreichen, wurde bei fritheren
Fragestellungen und Untersuchungen an hMZ ein Serumentzug durchgefiihrt, bei dem
der FCS-Gehalt im Medium fiir 72 h auf 0,5% herabgesetzt wurde (120). Die
Arretierung des Wachstums ldsst sich unter dem Mikroskop anhand der nicht weiter
zunehmenden Zelldichte beobachten. Nach Suppression des Wachstums der
Mesangiumzellen in Kultur durch Herabsetzen des FCS-Gehalts im Medium fallt der
unter  Proliferationsbedingungen sehr hohe Level an TF-mRNA-Expression
zeitabhéngig ab; nach 24 h Serumdeprivation ist die TF-Expression einigermaf3en, nach
48 h hingegen deutlich supprimiert. Das heifit, es wird ein basaler Wert nach ca. 48 h
erreicht, der dann auch nach 72 h Serumentzug fortbesteht. In Analogie zum starken
Anstieg der TF-mRNA-Produktion unter Proliferationsbedingungen ohne weitere

Stimulation geht die Abnahme der TF-Expression bis hin zu einem nach geniigend
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langer Zeit nur noch sehr geringen Level mit der Verlangsamung und der nachfolgend

kompletten Arretierung des Wachstums der hMZ einher.

Dieser Zusammenhang, dass nidmlich ruhende Mesangiumzellen basal nur geringe
Mengen an TF produzierten, ist die Grundvoraussetzung, um in Experimenten mit dem
Einsatz von proinflammatorischen Stimuli weitere Aussagen zu treffen, inwiefern diese
Einfluss auf den TF-mRNA-Level in Mesangiumzellen nehmen. Deshalb wurde in
weiteren Experimenten vor Stimulation standardisiert eine Wachstumsarretierung mit

einer Serumdeprivation (nur 0,5% FCS) fiir 3 Tage (= 72 h) durchgefiihrt.

F—mit RT—  +—ohne RT —

3-Aktin

basal
IL-18 (1 U/ml)
IL-18 (10 U/ml)

basal
IL-18 (100 U/ml)

IR (1 Ulml)
I8 (10 Ufml)
IL-18 (100 Ufmi)

D x 174
Hae I11I

Abb. 3.2: Exemplarische Darstellung der gelungenen -Aktin-Normierung (links) und Nachweis des
vollstdndigen DNA-Verdaus anhand der fehlenden spezifischen 3-Aktin-Banden, hier in einem Versuch
zur Untersuchung der dosisabhéngigen Stimulation von MZ mit IL-1f {iber 12 h.

3.1.5. Nachweis der vollstindigen Verdauung der genomischen DNA

Durch den Einsatz von RNA-Priparationssdulen aus dem Rneasy-Mini-Kit der Firma
Quiagen, die spezifisch RNA binden, wihrend andere Zellbestandteile und vor allem
DNA mit den Spiillésungen ausgewaschen werden, soll in Kombination mit einem
zusitzlich durchgefiihrten DNA-Verdau hinreichend sichergestellt werden, dass sich
keine genomische DNA mehr in der nach Priparation gewonnenen RNA-Probe
befindet. Die unbeabsichtigte Amplifikation von genomischer DNA zusammen mit der

aus mRNA umgeschriebenen ¢cDNA wiirde die Aussagemdglichkeiten der semi-
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quantitativen PCR gerade bei Proben mit niedrigen Signalintensititen stark
einschrinken. Das gewonnene Signal nach Auftrennung im Agarosegel wire dann nicht
spezifisch fiir die mRNA und lieBe keine Riickschliisse mehr auf ihre intrazelluldr

vorhandene Menge im Vergleich zur B-Aktin-Expression zu.

Abb. 3.2 zeigt exemplarisch den erfolgreich durchgefiihrten Test auf vollstdndiges
Fehlen der genomischen DNA, der bei allen Versuchen Grundvoraussetzung fiir die
weitere Verwendung der Proben war. Hierzu wurde neben dem reguldren Umschreiben
von mRNA zu ¢cDNA und nachfolgendem Amplifizieren der B-Aktin-cDNA mit den
entsprechenden Primern in einem zweiten Ansatz durch Weglassen des Enzyms
»Reverse Transkriptase* der Umschreibevorgang verhindert, so dass sich nur in diesem
Ansatz — wenn liberhaupt — genomische DNA befinden konnte. Alle Proben wurden
exakt identisch behandelt, auller dass bei den Proben rechts vom Standard-Marker
(,,ohne RT*) statt der reversen Transkriptase die entsprechende Menge Wasser zugesetzt
wurde. Ein spezifisches Signal, das hier aufgetreten wire, wiirde einen nicht
vollstdndigen Verdau und das Vorhandensein von genomischer DNA in der aus der
Priparationssdule eluierten Losung belegen. Die (-Aktin-Sequenzanteile der
genomischen DNA miissten nach Amplifizierung mittels PCR als Banden in der
Gelelektrophorese erscheinen. Es zeigen sich in Abb. 3.2 jedoch rechts (,,ohne RT*)
keine flir das -Aktin-Signal spezifischen Banden, die auf gleicher Hohe wie links auf
dem Gel liegen miissten, wo Rerverse Transkriptase verwendet wurde (,,mit RT*) und
damit reguldr die mRNA in ¢cDNA umgeschrieben und nachfolgend durch die PCR

vervielfdltigt wurde.

Das lediglich am unteren Rand des Gels vorhandene sehr schwache und unspezifisch
breite Signal, das aus kleinsten DNA-Bruchstiicken besteht, kommt durch noch
vorhandene Random-Primer zustande, die wegen fehlender Reaktionsprodukte — es war

keine DNA enthalten — in diesen Proben nicht verbraucht werden konnten.

Im Vergleich zum fehlenden Signal der Proben ohne RT (rechts) mit dem Nachwesis,
dass genomische DNA nicht in das PCR-Signal einstreut und damit die Aussage nicht
verfdlscht wird, ist in allen Proben mit RT-Zusatz (links) und damit stattgefundener

reverser Transkription ein vom optischen Eindruck her anndhernd gleichmiBiges
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B-Aktin-Signal nachweisbar, so dass damit semiquantitative Aussagen in Bezug auf die
zu untersuchenden Regulationsvorgénge der mRNA fiir Gewebsthromboplastin moglich

sind, da eine Normierung anhand der -Aktin-Signal-Relationen stattfinden kann.

3.1.6. Unabhingigkeit des B-Aktin-Signals von der Stimulation der Zellen mit IL-1f3
In dieser Versuchsreihe, die wie alle weiteren mindesten flinfmal unabhingig
voneinander durchgefiihrt wurde, zeigt sich weiterhin, dass auf dem exemplarisch
abgebildeten Gel das (-Aktin-Signal als Relations- und Normierungsfaktor der PCR
von der Dosis des Stimulans IL-1f unabhéngig ist. Trotz in den Proben unterschiedlich
eingesetzter Menge an IL-1f in einem Variationsbereich von 0 bis 100 U/ml bleibt das

PCR-Signal fiir B-Aktin in dem Gel anndhernd konstant.

In den Abb. 3.1 bis 3.3 liegen die spezifischen Banden der in der PCR exponentiell
vervielfachten B-Aktin-Teilstiicke auf der Hohe zwischen 7. und 8. Bande des Standard-
Markers ®X174 Hae III, was die Gesamtsumme der Basenpaare des amplifizierten
DNA-Strangs auf 271 (7. Bande) bis 234 (8. Bande) einschrinkt (30). Hier liegt die
Bande somit in ihrem erwarteten Bereich, da fiir die amplifizierten B-Aktin-Teilstlicke

eine theoretische Linge von 248 Basenpaaren berechnet wurde.

3.2. Stimulation von hMZ und tMZ

3.2.1. Einfluss von Zytokinen auf die TF-mRNA-Expression bei hMZ

Wie aus Abb. 3.3 ersichtlich wird, ist die basal sehr niedrige intrazelluldr vorhandene
Konzentration an TF-mRNA in humanen Mesangiumzellen durch GNSO und Zytokine
wie PDGF, TNF-o und IL-1fB stimulierbar. Wéhrend GNSO als NO-Donator (I mM)
und PDGF (50 ng/ml), ein wohlbekanntes Proliferationsstimulans fiir Mesangiumzellen,
einen miBigen Anstieg der TF-Expression bewirken, liegt eine starke Antwort bei der
Stimulation durch TNF-a (100 ng/ml) und IL-1f (10 U/ml) vor (12 h Inkubation). Bei
weiteren Versuchsreihen wurde der Fokus vor allem auf das Zytokin IL-1B als

Hauptstimulans gelegt; hiermit ist — wie spidter mehrfach noch dargestellt — in
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geeigneter Weise die basal niedrig bestehende TF-mRNA-Expression der wachstums-

arretierten humanen Mesangiumzellen signifikant steigerbar.

In Bezug auf das B-Aktin-Signal ldsst sich feststellen, dass keines der verwendeten
Zytokine bei Einsatz von identischen Mengen an Zellmaterial und an RNA zur
Amplifizierung mittels RT-PCR zu einer signifikant gesteigerten Expression von
B-Aktin-mRNA fiihrt. Das Strukturprotein -Aktin erweist sich als unabhidngig von der

Stimulation der humanen Mesangiumzellen durch Zytokine.

R-Aktn

Abb. 3.3: Gelelektrophorese einer RT-PCR: Vergleich der Effekte auf die TF-mRNA-Expression in
hMZ durch unterschiedliche proinflammatorische Stimuli. Die B-Aktin-mRNA-Expression bleibt
unbeeinflusst, wihrend bei TF Regulationsvorgidnge anhand der unterschiedlichen Expression bzw.
Signalintensitédten im Gel sichtbar werden.

3.2.2. Einfluss von Zytokinen auf die TF-mRNA-Expression bei tMZ

Die Stimulationsergebnisse mehrerer Einzelversuche an der immortalisierten
Mesangiumzelllinie (transfizierte MZ) sind in Diagrammform als Abb. 3.4 zusammen-

gefasst. Zusitzlich ist im unteren Teil ein Ausschnitt aus einem Elektrophoresegel
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abgebildet, um die Diagramm-Daten exemplarisch auch vom rein optischen Eindruck

her nachvollziehbar zu gestalten.

Fiir die Stimulierbarkeit durch Entziindungsmediatoren wie IL-13 und TNF-a zeigt
sich, dass auch bei den transfizierten Zellen (tMZ) IL-1B und TNF-o erwartungsgemal
zu einer signifikanten Erhohung des intrazelluldren TF-Levels fiihren. Die basale TF-
mRNA-Expression ruhender tMZ betrdgt 32+11 relative FEinheiten (nachfolgend
abgekiirzt als rel. Einh.). Diese wird durch Stimulation mit IL-1B (25 U/ml) signifikant
auf 8716 rel. Einh. gesteigert (2,7facher Ausgangswert); dhnlich verhilt sich TNF-a
(100 ng/ml), das einen Anstieg des TF-mRNA-Levels auf 96+14 rel. Einh. bewirken
konnte (dreifacher Ausgangswert). Insofern besteht eine Analogie im Verhalten der
transfizierten Mesangiumzellen aus der immortalisierten Zelllinie (tMZ) und der nicht-
transfizierten Mesangiumzellen, die aus menschlichem Nierengewebe (nach Tumor-

nephrektomie) frisch isoliert und kultiviert wurden (hMZ).

Als von gramnegativen Bakterien gebildetes Endotoxin vermag es LPS (10 pg/ml)
ebenso, die intrazelluldr vorhandene mRNA fiir TF signifikant zu steigern. Mit dem
Anstieg auf 79+13 rel. Einh. wird hier das beinahe 2,5fache des Ausgangswertes

erreicht.
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Abb. 3.4: Bei tMZ wurden mittels semi-quantitiver RT-PCR und Normierung durch -Aktin die Effekte
auf die TF-mRNA-Expression untersucht, die von den proinflammatorischen Stimuli IL-1p (25 U/ml),
LPS (10pg/ml) und TNF-a (100 ng/ml) induziert werden. Diagramm mit Durchschnittswerten und
Standardabweichung fiir TF oben und exemplarische Gelelektrophorese unten (*p<0,05).

3.2.3. Direkter Vergleich zwischen transfizierten und nicht-transfizierten

Mesangiumzellen

In der Tabelle 3.1 sind Durchschnittswerte mit Standardabweichung fiir die Unter-
suchungen in Bezug auf die Induktion des Tissue Factor in Mesangiumzellen aufge-
fuhrt; sie verdeutlichen das identische Verhalten zwischen den durch Transfektion
immortalisierten MZ (tMZ) einerseits und den nicht-transfizierten MZ (hMZ)
andererseits. Der Vergleich geschieht hier anhand der Angaben fiir unbehandelte, allein
durch Serumentzug (0,5% FCS-Gehalt im Medium) iiber 3 Tage im Wachstum
arretierte MZ und fiir zusatzlich mit IL-18 und LPS stimulierte Zellpopulationen. Er
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bezieht sich sowohl auf die durch semiquantitative PCR-Methoden ermittelte
Expression von TF-mRNA nach 12 h als auch auf die iibergeordneten Ebenen der
intrazelluldren TF-Proteinkonzentration (nach 16 h) und der TF-Aktivitdt (bei einer

Gesamtproteinkonzentration von 0,5 mg/ml und 16 h Inkubationszeit).

nicht-transfizierte humane transfizierte Mesangiumzellen

Mesangiumzellen (hMZ) (tMZ)

basal IL-1B LPS basal IL-1B LPS

(25 U/ml) | (10 pg/ml) (25 U/ml) | (10 pg/ml)

TF-mRNA 27 84 90 32 84 79
(12 h) (£ 06) (£10) 1D &7 (£ 15) (£ 13)
[rel. Einh.]
TF-Protein 27,1 37,8 443 22,7 39,0 37,4
(16 h) x43) |(x48) (£3,3) (£2,6) 3,1 (£3,4)
[ng/mg Protein]
TF-Aktivitit 1510 7809 8401 1483 8562 6071
(16 h) (£134) |(x423) (£ 1129) (£270) |(£768) [(£930)
[pM]

Tab. 3.1: Vergleich zwischen nicht-transfizierten (Datenspalten 1-3) und transfizierten Mesangiumzellen
(Datenspalten 4-6). Die eingeklammerten Zeitangaben beziehen sich auf die Inkubationszeit. TF-Protein
ist bezogen auf den Gesamtproteingehalt des Zelllysats. Der Ausgangswert (basal) bezieht sich auf eine
ruhende, unstimulierte Population, die durch Herabsetzen des Serumgehalts im Medium auf 0,5% FCS
iiber 72 h im Wachstum arretiert und synchronisiert wurde.

Auf allen Ebenen zeigt sich eine signifikante TF-Stimulation der ruhenden hMZ und
auch der tMZ sowohl durch IL-1p wie auch durch LPS; die ermittelten Durchschnitts-
werte sind im Vergleich der beiden Populationen zueinander dhnlich und weisen keine
signifikanten Unterschiede auf. Es ergibt sich fiir IL-1B (25 U/ml) nicht nur — wie zuvor
beschrieben — eine Erhéhung auf RNA-Ebene von basal 2716 rel. Einh. auf 84+10 bei
hMZ bzw. von 32+7 rel. Einh. auf 84%15 bei tMZ, sondern TF ist bei beiden
Zellpopulationen nahezu identisch auch auf Protein-Ebene und in der biologisch
relevanten Aktivitit durch IL-1p stimulierbar. Beim TF-Protein wird ein basaler Wert
von 27,1+4,3 ng/mg Gesamtprotein (hMZ) bzw. 22,7+£2,6 ng/mg (tMZ) auf 37,8+4,8
(hMZ) bzw. 39,0£3,1 (tMZ) gesteigert, was eine Zunahme um das 1,4- bis 1,7fache
bedeutet. Bei der Aktivitét ist eine Steigerung auf das 5—6fache festzustellen von basal

1510£134 auf 78094423 pM bei hMZ bzw. 14831270 auf 85621768 pM bei tMZ.
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Fir LPS (10 pg/ml) liegt bei der TF-mRNA-Expression ein Anstieg von 27+6 auf
90£11 rel. Einh. (hMZ) bzw. von 32+7 auf 79413 rel. Einh. (tMZ) vor; TF-Protein
erhoht sich bei beiden Zellpopulationen in dhnlichem Mal3e von 27,1+4,3 auf 44,3+£3.3
(hMZ) bzw. von 22,74+2.6 auf 37,443,4 ng/mg Gesamtprotein (tMZ). Die TF-Aktivitét
in den Zelllysaten belduft sich bei Stimulation mit LPS auf 8401£1129 pM bei hMZ
und 6071£930 pM bei tMZ. Die Aktivititssteigerung durch LPS betrdgt damit ebenfalls
das 4—6fache.

3.3. Zeit- und Dosisabhingigkeit der TF-Induktion durch IL-1

120
1001
80 1
60 -

40 1

TF-mRNA [rel. Einh.]

basal 3h 6h 12h 24h 30h

TF

Abb. 3.5: Zeitabhéngigkeit der durch IL-1 (25 U/ml) induzierten Expression von TF-mRNA in MZ,
welche durch Reduktion der Serumkonzentration (0,5% FCS fiir 72 h) im Kulturmedium in ihrem
Wachstum limitiert und synchronisiert worden sind. Die TF-mRNA-Expression wurde ermittelt durch
semiquantitative RT-PCR in Gegeniiberstellung zu -Aktin als Normierung (*p<0,05).

3.3.1. Zeitabhingige Induktion der TF-mRNA-Expression durch IL-1p

Wie Abb. 3.5 verdeutlicht, wurde die Expression der TF-mRNA zeitabhidngig induziert.

Mittels semiquantitativer RT-PCR in Bezug auf B-Aktin zum Vergleich ldsst sich
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zeigen, dass IL-1P in einer Konzentration von 25 U/ml die TF-mRNA signifikant zu
erhohen vormag, ein Maximum der Expression wird nach 12 Stunden (80+17 rel. Einh.)
erreicht. Nach 30 Stunden ist mit einem Wert von 31+15 rel. Einh. der Ausgangswert

(2546 rel. Einh.) fast wieder hergestellt.
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Abb. 3.6: Dosisabhéngige Expression von TF-mRNA in MZ bei Stimulation durch IL-1. Angabe der
jeweiligen Konzentration auf der X-Achse (12 h Inkubation). Die TF-mRNA-Expression wurde durch
semiquantitative RT-PCR in Gegeniiberstellung mit B-Aktin ermittelt (exemplarische Gelelektrophorese
im unteren Teil der Abb.). Im Diagramm (oberer Teil der Abb.) sind die Durchschnittswerte aus n>5
Versuchen mit Standardabweichung fiir TF aufgetragen (*p<0,05).

3.3.2. Dosisabhiingige Induktion der TF-Expression und TF-Aktivitiit durch IL-1
Bei der Untersuchung der Dosisabhéngigkeit auf RNA-Ebene induzierte IL-1f in einer
Konzentration von 25 U/ml nach 12 h Inkubation die stirkste TF-Antwort in Hohe von
83+15 rel. Einh. (Abb. 3.6). Bereits ab 10 U/ml lag ein signifikanter Anstieg vor
(70+£14 rel. Einh. im Vergleich zu dem Ausgangswert von 3417 rel. Einh.).

Die TF-Protein-Konzentration, die durch ELISA ermittelt wurde (siche Kapitel 2.4.4.),
war signifikant erhoht nach 16-stiindiger Inkubation ab 10 U/ml IL-1f (30,843,7ng/mg
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Gesamtprotein) und auch bei 25 U/ml IL-1B (39,0£3,1 ng/mg Gesamtprotein), wie auf
Abb. 3.7 dargestellt.

Eine relevante Hochregulation der TF-Aktivitit (Abb. 3.8) in den lysierten Zellen wurde
bereits fiir 5 U/ml IL-1B gefunden (4480+491 pM) bei jeweils 16-stiindiger Inkubation
bis zur Messung. Hohere Konzentrationen bewirkten einen weiteren Anstieg bis auf
8451+762 pM bei 25 U/ml, was mehr als einer Versechsfachung des Ausgangswertes
von 1316+275 pM entspricht.
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Abb. 3.7: TF-Protein-Expression in Zelllysaten (ELISA). X-Achse: IL-1p-Stimulation iiber 16 h mit
angegebenen Konzentrationen in U/ml. Y-Achse: TF-Proteinmenge bezogen auf Gesamtproteingehalt im
Zelllysat in ng/mg (*p<0,05).
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Abb. 3.8: TF-Aktivitdt in lysierten Mesangiumzellen. Bestimmung durch FVII-Bindungstest mit
Farbumschlagsreaktion. X-Achse: IL-1p-Stimulation {iber 16 h mit angegebenen Konzentrationen in
U/ml. Y-Achse: TF-Aktivitdt bei einem Gesamtproteingehalt im Zelllysat von 0,5 mg/ml (*p<0,05).

3.4. PKC-abhingige TF-Stimulation

3.4.1. Blockierung der PKC durch Calphostin C
Abb. 3.9 und Abb. 3.10 zeigen, dass Calphostin C, ein selektiver PKC-Inhibitor, in der

Lage ist, in der eingesetzten Konzentration von 1 uM die Induktion von TF vollstdndig
zu blockieren, ohne dabei einen signifikanten Einfluss auf die ruhende, unstimulierte

Zellpopulation auszuiiben.

So liegt bei alleiniger Inkubation der Mesangialzellkultur mit Calphostin C der
TF-mRNA-Level mit 29+£10 rel. Einh. sehr nahe beim Ausgangswert von 32+11 rel.
Einh.; fiir die Koinkubation mit Calphostin C (1 uM) zusammen mit IL-1f (25 U/ml)
ergeben sich 26t8 rel. Einh. Im ELISA wurden Werte von 15,7+1,7 ng/mg Gesamt-
protein fiir Calphostin C allein und 15,0£2,0 ng/mg fiir die Koinkubation mit Calphostin
C und IL-1B gefunden, bei einem Ausgangswert von 32,0+10,9 ng/mg, wobei die
hierbei bestehende zusdtzliche Erniedrigung des TF-Proteins durch Calphostin C (in

Bezug auf den basalen Wert) nicht als signifikant angesehen werden kann. Somit liegt
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nahe, dass die Hochregulation von TF durch IL-1f iiber einen Proteinkinase-C-
abhingigen Weg verlduft, wenn durch Inhibition der PKC die Stimulation der MZ durch
IL-1p blockierbar ist.
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Abb. 3.9: Die Blockierung der Proteinkinase C durch Calphostin C reduziert die durch IL-1f induzierte
TF-mRNA-Expression soweit, dass der Ausgangswert wieder erreicht wird. Die TF-Antwort wird
vollstindig und signifikant verhindert (+p<0,05 im Vergleich zur I1-1B-Stimulation). Die direkte
Stimulation der PKC durch DOG induziert TF in gleicher signifikanter Weise, wie das bei IL-1p der Fall
ist (*p<0,05 im Vergleich zum basalen Signal).

3.4.2. Direkte Aktivierung der PKC durch DOG

Ein zellwandpermeabler Aktivator der Proteinkinase C (abgekiirzt PKC) wurde fiir
weitere Untersuchungen eingesetzt (32): Die Substanz 1,2-dioctanoyl-sn-glycerol
(abgekiirzt DOG) kann von sich aus TF genauso induzieren wie das parallel bei IL-13
der Fall ist. Auf RNA-Ebene vermag DOG die TF-Expression von basal 32+11 rel.
Einh. auf 91+£15 rel. Einh. signifikant zu steigern, IL-13 bewirkt eine Steigerung auf
87x6 rel. Einh. (Abb. 3.9). Der TF-Proteingehalt wird durch DOG von basal 24,5+1,3
ng/mg auf 35,5+2,3 ng/mg Gesamtprotein erhoht, bei IL-13 sind es 38,1+2,1 ng/mg
(Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Die Blockierung der Proteinkinase C durch Calphostin C reduziert die durch IL-1p induzierte
Erhohung des intrazelluldren TF-Proteingehalts in dem Mal3e, dass sogar der Ausgangswert unterschritten
wird. Diese Unterschreitung ist allerdings im Vergleich zum Ausgangswert nicht signifikant, wihrend die
Reduktion der TF-Antwort auf IL-1f als signifikant (+p<0,05 im Vergleich zur IL-1p-Stimulation) zu
bezeichnen ist und einen Hinweis auf einen PKC-abhéngigen Signalweg der durch IL-1 bedingten TF-
Stimulation gibt. Die direkte Stimulation der PKC durch DOG induziert TF in gleicher signifikanter
Weise, wie das bei IL-1f der Fall ist (*p<0,05 im Vergleich zum Ausgangswert bei ruhenden,
unstimulierten Zellen).

3.5. Ca’*-abhingige TF-Stimulation

3.5.1. Reduktion der intrazelluliren Ca?’-Konzentration durch BAPTA/AM

Durch die 30-miniitige Vorinkubation mit dem intrazelluliren Ca**-Chelator

BAPTA/AM (10 uM) wurde die Induktion des TF durch IL-1 signifikant gesenkt.

Es ergaben sich 3848 rel. Einh. fiir die RT-PCR und 21,5£1,3 ng/mg Gesamtprotein im
ELISA, d. h., die durch IL-1f3 bewirkte Erhohung des TF von 32+11 auf 87+6 rel. Einh.
(RNA-Ebene) bzw. von 24,5+1,3 auf 38,1+2,1 ng/mg (Proteinebene) wurde durch

Senkung der intrazelluldren Ca”"-Konzentration vollstindig verhindert (siche Abb. 3.11
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und 3.12). BAPTA/AM allein konnte hingegen die basale Expression nicht beeinflussen
(31£10 rel. Einh., 20,4+2,0 ng/mg Gesamtprotein).
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Abb. 3.11: Effekte von BAPTA/AM und Thapsigargin auf mRNA-Ebene, exemplarische Gelelektro-
phorese einer semiquantitativen RT-PCR und zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse aller
Versuche in Diagrammform. TG steigert genauso wie IL-1f signifikant die TF-mRNA-Expression

(*p<0,05), die Koinkubation mit BAPTA/AM und IL-1 blockiert den IL-1B-abhingigen Stimulations-
effekt (+p<0,05).

3.5.2. Erhohung der intrazelluliren Ca’"-Konzentration durch Thapsigargin

Durch Anheben der intrazelluliren Ca®"-Konzentration mit dem Inhibitor der endo-
plasmatischen Ca>"-ATPase Thapsigargin (abgekiirzt TG) lieB sich die TF-Expression
in Analogie zu der Stimulation durch IL-1p oder DOG signifikant steigern (Abb. 3.9 —
3.12). Thapsigargin bewirkt eine Freisetzung von Ca®" aus Speichern im Zytosol und
ruft einen Einstrom von Ca”" iiber die Plasmamembran hervor (26, 64, 120). So konnten
fiir eine Stimulation mit Thapsigargin in einer Konzentration von 100 nM eine
Steigerung des TF-mRNA-Levels von 32+11 auf 65£10 rel. Einh. (Abb. 3.11), des TF-
Proteins von 24,5+1,3 auf 43,1£3,2 ng/mg (Abb. 3.12) ermittelt werden; im Vergleich
dazu ergaben sich fiir IL-1p — wie dargestellt — Steigerungen auf 8746 rel. Einh. bzw.

auf 38,1+£2,1 ng/mg Protein.
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So ist festzustellen, dass Stimulanzien, die entweder TF zu erh6hen vermdgen oder die
IL-1B induzierte Steigerung des TF blockieren konnen, ihre Effekte auf den mRNA-
und den Protein-Level in paralleler Weise ausiiben (vgl. Abb. 3.9 —3.12).
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Abb. 3.12: TF-Proteinmessungen im ELISA (16 h Inkubationszeit): In Analogie zur RNA-Ebene steigert
TG (100 nM) genauso wie IL-1B (25 U/ml) signifikant die TF-Proteinkonzentration im Zelllysat (¥*p<0,05
im Vergleich zum basalen Wert); Koinkubation mit BAPTA/AM (10 puM) und IL-1p blockiert den IL-1§3-
abhingigen Stimulationseffekt in signifikanter Weise (+p<0,05 im Vergleich zu IL-1B-Stimulation).
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3.6. Negativ regulierender Einfluss der Proteinkinase A auf die

TF-Expression

3.6.1. Verminderung des TF durch cAMP-abhingige Aktivierung der
Proteinkinase A

Abb. 3.13 und 3.14 demonstrieren, dass der Mechanismus der TF-Stimulation in
Mesangiumzellen mit der Runterregulation der Proteinkinase A verkniipft ist. So ist
8-bromo-cAMP (abgekiirzt 8-br-cAMP) als zellpermeables cAMP-Analogon in der
Lage, die Proteinkinase A (abgekiirzt PKA) zu aktivieren. In einer Konzentration von
0,5 mM hebt 8-bromo-cAMP die IL-1B-abhingige Induktion von TF soweit auf, dass
mit 3416 rel. Einh. (Abb. 3.13) bzw. 26,5+2,5 ng/mg Protein (Abb. 3.14) praktisch der
basale Ausgangswert (32+11 rel. Einh., 24,5+1,3 ng/mg Protein) wieder erreicht wird.
Den gleichen reversiblen Effekt zeigt auch Forskolin in einer Konzentration von 10uM
(3749 rel. Einh. bzw. 17,0£2,5 ng/mg Protein). Forskolin ist ein zellpermeabler
Aktivator der Adenylatzyklase, der die Proteinkinase A {iiber die erhdhte Freisetzung

von cAMP induziert.

Beide Stoffe, 8-bromo-cAMP und Forskolin, sind aber nicht in der Lage, unabhéngig
von IL-1B mit der basalen Expression von TF in signifikanter Weise zu interagieren,
weder auf mRNA-Ebene noch auf Proteinebene: In der semiquantitativen RT-PCR
wurden fiir 8-bromo-cAMP (0,5 mM) 263 rel. Einh., fiir Forskolin (10 uM) 1943 rel.
Einh. ermittelt bei einem basalen Vergleichswert von 32+11 rel. Einh. (wachstums-
arretierte MZ in 0,5%igem FCS-haltigem Medium). Analoge Daten lassen sich auch fiir
TF-Protein in lysierten Mesangiumzellen finden: Den Ausgangswert von 24,5+1,3
ng/mg Gesamtprotein iiberschreitet die mit 8-bromo-cAMP stimulierte Zellpopulation
nur geringfligig und nicht signifikant mit 26,0+2,7 ng/mg Gesamtprotein; der basale
Vergleichswert wird bei Stimulation mit Forskolin leicht, aber nicht signifikant

unterschritten (19,0+3,4 ng/mg Protein).
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Abb. 3.13: Proteinkinase A ist als negativer Regulator an der TF-mRNA-Expression beteiligt: Eine TF-
Stimulation ist mit einer durch KT-5720 (5 uM) bewirkten Suppression der PKA assoziierbar (*p<0,05),
ihre Aktivierung durch 8-bromo-cAMP (0,5 mM) und Forskolin (10 uM) fiihrt zur vollstdndigen
Blockierung einer sonst durch IL-1f ausgeldsten Expressionssteigerung von TF-mRNA (+p<0,05).

3.6.2. Steigerung von TF durch selektive Inhibition der Proteinkinase A

Eine Blockierung der Proteinkinase A hingegen durch Stimulation der Mesangium-
zellen mit KT-5720 (chem. Formel: [9R,10S,12S]-2,3,9,10,11,12-Hexahydro-10-
hydroxy-9-methyl-1-0x0-9,12-epoxy-1H-diindolo [1,2,3-fg:3,2,1-kl] pyrrolo[3,4-1][1,6]
benzodiazocine-10-carboxylic acid hexyl ester), das als zellpermeabler, spezifischer
Inhibitor der Proteinkinase A in einer Konzentration von 5uM eingesetzt wurde,
steigerte signifikant die TF-mRNA-Produktion von 32+11 auf 78+10 rel. Einh. und den
TF-Proteingehalt der lysierten Zellen von 24,5+1,3 auf 36,3+4,9 ng/mg Protein, ohne
dass — wenn auch auf PCR-Ebene sichtbare, aber nicht signifikante — additive Effekte
durch Koinkubation mit IL-1p und KT-5720 erreicht werden konnten (107£10 rel. Einh.
bzw. 40,7£2,5 ng/mg Protein). Damit ist die Proteinkinase A vermutlich als ein
intrinsischer Inhibitor am Mechanismus der TF-Expression in Mesangiumzellen

beteiligt.
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Abb. 3.14 : Balkendiagramm zur TF-Proteinmessung im ELISA: In Analogie zur RNA-Ebene (Abb.
3.13) blockieren 8-bromo-cAMP und Forskolin die IL-1B3-abhéngige Induktion von TF (+p<0,05 im
Vergleich zu IL-1B). KT-5720 als Inhibitor der PKA steigert wie IL-1f signifikant die TF-
Proteinkonzentration im Zelllysat (*p<0,05 im Vergleich zum basalen Wert); die Koinkubation mit
KT-5720 und IL-1p ergibt keinen signifikanten additiven Effekt.

3.7. Apoptoseinduktion in Mesangiumzellen und ihre Auswirkungen

auf die TF-Aktivitit in Kulturmediumiiberstinden

3.7.1. Induktion des programmierten Zelltods durch Wasserstoffperoxid

Durch Behandlung der wachstumsarretierten MZ mit Wasserstoffperoxid (H,O;) in
einer Konzentration von 10uM iiber 24 h konnte der programmierte Zelltod (Apoptose)
induziert werden. Der Apoptosenachweis erfolgte mittels Anfiarbung der im Zellkern
enthaltenen DNA mit Propidiumjodid und deren durchflusszytometrischer Messung
(siehe Kapitel 2.4.6). Abb. 3.15 zeigt jeweils typische Dotplots fiir vitale (obere Reihe)
und apoptotische Zellen (untere Reihe), bei denen der DNA-Gehalt und damit das
Propidiumjodid-Signal (vgl. obere Reihe) durch die Apoptose-assoziierte endonukleo-

lytische DNA-Fragmentierung abgenommen hat.
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Abb. 3.15: Dotplot-Auswertung der flowzytometrischen Untersuchung an Mesangiumzellen bzgl. der
DNA-Anférbbarkeit ihrer Zellkerne mit Propidiumjodid als Apoptosenachweis (X-Achse). Die
Auftragung erfolgt gegen das Seitwirtsstreulicht (Y-Achse) als MaB fiir die ZellgroBe.

Die basale Apoptoserate der Mesangiumzellen lag bei 5,0+2,5%, ohne deren signi-
fikante Beeinflussung durch Zugabe von 25 U/ml IL-1B (4,5£2,8%). Die Behandlung
mit Wasserstoffperoxid fithrte nach 24-stiindiger Inkubation zu einer signifikanten
Erhoéhung des Prozentsatzes an apoptotischen Zellen auf 17,7+£3,0%, ebenfalls ohne
Interferenz mit einer zusétzlichen Applikation von IL-1f (16,143,6%), wie in Abb. 3.16

als Balkendiagramm dargestellt.
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Abb. 3.16: Eine Apoptose-Induktion in Mesangiumzellen kann durch H,O, (10uM) nach 24 h Inkubation
in signifikanter Weise ausgelost werden (* p<0,05). Diese wird nicht signifikant durch Koinkubation mit
IL-1B beeinflusst.

3.7.2. Exponentieller Anstieg der TF-Aktivitit durch IL-1B-stimulierte,
apoptotische Mesangiumzellen

Die Bestimmung der TF-Aktivitdt (Abb. 3.17) in den Zellkulturiiberstinden der zuvor
auf ihre Apoptoserate hin untersuchten vier verschiedenen Ansétze kann zeigen, dass
von apoptotischen Zellen eine signifikant hohere Menge an TF-Aktivitit (83+£13 pM) in
die Umgebung freisetzt wird, wenn man diese mit den Werten fiir unstimulierte vitale
Mesangiumzellen (41£11 pM) bzw. mit den Werten fiir IL-1B-stimulierte (5415 pM)
vergleicht (24 h Inkubation).

Mesangiumzellen, die zuerst mit IL-1f stimuliert wurden und in denen anschlieend
durch Wasserstoffperoxid (10 uM) Apoptose ausgelost wurde, setzen TF-Aktivitét in

noch zusitzlichem, stark vermehrtem Mafle in den Zellkulturiiberstand frei (150+13

pM).
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Es zeigt sich also, dass die Induktion von Apoptose in MZ durch H,O, die allein schon
zu einem signifikanten Anstieg der TF-Freisetzung in die Uberstinde der Zellkultur

fiihrt, dartiber hinaus durch IL-1B-Stimulation exponentiell gesteigert werden kann.
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Abb. 3.17: TF-Aktivitét in den Kulturmediumiiberstinden vitaler und apoptotischer Mesangiumzellen in
Abhingigkeit von der Stimulation mit IL-1f3 (25 U/ml): H,O, als Apoptose-Induktor bewirkt allein oder
in Kombination mit IL-1f einen im Vergleich zum basalen Wert (vitale Zellen) signifikanten Anstieg der
TF-Aktivitdt (*p<0,05 im Vergleich zum basalen Wert). Die Koinkubation mit IL-1f fiihrt dariiber hinaus
zu ebenfalls deutlich gesteigerter TF-Aktiviédt gegeniiber der Inkubation mit H,O, allein (+p<0,05 im
Vergleich zu H,0,).
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4. Diskussion

4.1. Konsequenzen und Ursachen der TF-Hochregulation

4.1.1. Hyperkoagulation bei diversen Nierenerkrankungen

Ein lokale Verschiebung der Hadmostase hin zu einer gesteigerten Aktivierung des
Gerinnungssystems und seiner prokoagulatorischen Faktoren im Sinne einer
»~Hyperkoagulation® tritt bei zahlreichen Nierenerkrankungen in Erscheinung, sei es in
vivo oder experimentell. Es existiert eine Reihe von Beweisen dafiir, dass diese
Gerinnungsaktivierung in der Niere mit der Schdadigung von Glomerula eng verkniipft
ist (66). Die glomeruldre Ablagerung von Fibrin und die Anwesenheit von kapilldren
Mikrothromben oder ein vollstindiger Verschluss der glomeruldren Kapillaren sind
dabei die pathohistologischen Zeichen einer exzessiv gesteigerten prokoagulatorischen

Aktivitit (48).

4.1.2. Fibrinablagerungen und PCA im Glomerulum

Mittels immunologischer Methoden kann man Fibrinogen-, Fibrin- und Thrombin-
Antigen nachweisen, welche als histopathologische Marker der pathologischen
Situation dienen. Bei einem Drittel der Patienten mit Glomerulonephritis konnten
Fibrinablagerungen nachgewiesen werden (97). Noch dramatischer ist die Beobachtung
von massiver prokoagulatorischer Aktivitdt, die aus der Niere selbst stammt, beim
akuten Nierenversagen im Zusammenhang mit disseminierter intravasaler Gerinnung
oder dem hédmolytisch-urdmischen Syndrom (47, 88, 109). Bei diesen Entitdten konnten
die Anzeichen einer hyperaktiven Gerinnung sogar als prognostisch relevante Marker

benutzt werden.

Fibrinablagerungen konnen die glomeruldren Strukturen auf mehrfache Weise direkt
beschadigen: Sie unterbrechen den Blutfluss in den glomeruldren Kapillaren oder 16sen
aufgrund des erhdhten Druckes die Bildung von Aneurysmen aus. Des Weiteren kon-
nen sie direkt zytotoxisch auf Mesangiumzellen wirken und leisten ihren Anteil bei Ent-

zlindungsreaktionen mit Chemoattraktion von Monozyten und Makrophagen (48, 129).
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4.1.3. Eingewanderte Monozyten/Makrophagen in den Glomerula der Niere

Dass die im Mesangium befindlichen Zellen in einem hohen Mafle zur Aktivierung der
Gerinnung beitragen, wurde frither damit begriindet, dass eingewanderte aktivierte
Monozyten bzw. Makrophagen durchaus als reichhaltige Quelle prokoagulatorischer
Aktivitit bekannt sind (60), wobei es inzwischen eher fraglich ist, ob dies die einzige
und auch noch bedeutendste Quelle der auch schon vor Jahren im Glomerulum nach-
gewiesenen PCA ist (33, 36, 48). Es wurde von einer Anreicherung der glomeruldren
PCA nédmlich auch unter solchen Konstellationen berichtet, wo nur wenige
Monozyten/Makrophagen in den Glomerula gefunden werden konnten: bei durch
Quecksilberchlorid induzierter Autoimmunglomerulonephritis und im Rahmen einer
Sanarelli-Shartzmann-Reaktion beim Hasen (17, 67). Dies impliziert, dass auch ein
Mechanismus existiert, der nicht die Anwesenheit von Monozyten/Makrophagen

erforderlich macht und dennoch in einer Erh6hung der PCA zu resultieren scheint.

Die Ergebnisse meiner Arbeit belegen nun, dass auch humane Mesangiumzellen selbst
als ortsansdssige Zellen unter Kulturbedingungen in der Lage sind, auf mRNA-Ebene

und Proteinebene TF zu synthetisieren.

Wie dem im Ganzen auch sei, die eingewanderten Monozyten bzw. Makrophagen
erlangen zusitzlich eine gewichtige Bedeutung in ihrer Eigenschaft, Zytokine zu bilden,
einschlieflich TNF-o und IL-1B3, welche dann — wie weiter unten ausgefiihrt — die
Endothelzellen oder auch Mesangiumzellen zur TF-Expression anregen (11, 96, 139).
Die Steigerung der Produktion von IL-1B und TNF-a konnte in Assoziation mit der
Infiltration von Makrophagen fiir die Anti-Basalmembran-Glomerulonephritis beim

Hasen nachgewiesen werden (131, 133).

4.1.4. Bedeutung und Eigenschaften von TF

TF als der Initiator der Gerinnungskaskade und Rezeptor oder Kofaktor flir den
Gerinnungsfaktor VII/VIla (5) wird in der Regel auf der Zelloberfliche von Fibro-
blasten und glatten Muskelzellen gefunden (61, 122, 138). Hier kann TF mit den im
Blut vorhandenen, so genannten ,plasmatischen Gerinnungsfaktoren interagieren,

sobald durch eine Gewebeschddigung bzw. Verletzung eines Gefdlles seine
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Abschirmung vom Blut aufgrund der Endothelzellauskleidung des GefaBes unter-

brochen wurde (20).

Gewebsthromboplastin ~ beteiligt sich auch an zelluldren Signaliibertragungs-
mechanismen, entweder mittels der proteolytischen Reaktion, bei der Tissue Factor mit
seinem physiologischen Liganden, dem Gerinnungsfaktor VII, im extrazelluldren
Kompartiment interagiert oder mittels der kurzen zytoplasmatischen Region des TF-
Molekiils, iiber die es an der intrazelluldren Signaliibertragung beteiligt ist; dies lduft
aber unabhdngig von der proteolytischen Funktion des TF/Faktor-VII/VIIa-Komplexes
ab (104, 119).

Ziel meiner Arbeit war aber nicht, die nachfolgenden (auch klinischen) Konsequenzen
der TF-Hochregulation in Mesangiumzellen zu beleuchten, die vermutlich zahlreich
sind, wie man aus den Untersuchungen an anderen Zellen erwarten kann (95), sondern
es sollte hier untersucht werden, inwiefern erstens Mesangiumzellen tiberhaupt TF auf
mRNA- und Protein-Ebene exprimieren und nachfolgend TF-Aktivitdt hervorbringen.
Zweitens sollten in dieser Arbeit grundsitzliche intrazelluldre EinflussgroBen fiir die

TF-Regulation aufgedeckt werden.

4.2. TF in Mesangiumzellen

4.2.1. Zytokin-induzierte TF-Expression

So wird anhand meiner Untersuchungen deutlich, dass proinflammatorische
Mediatoren, wie zum Beispiel IL-1B, TNF-a und LPS, die TF-Expression in hohem
Mafe anzuregen vermdgen. Eine vorhergehende Studie von Wiggins et al. aus dem
Jahre 1990 (139) untersuchte bereits die prokoagulatorische Aktivitit von Mesangium-
zellen aus Rattennieren. Dabei konnte eine Stimulation der PCA durch TNF-o und LPS
gefunden werden. Es konnte aber nur als Schlussfolgerung behauptet werden, dass die
gemessene PCA durch Tissue Factor bedingt war. In der damaligen Studie wurde die
TF-Aktivitdit ndmlich lediglich indirekt durch Aufspiiren von prokoagulatorischer
Aktivitit in einem funktionellen Blutgerinnungstest untersucht, aber nicht auf direktem

Wege. Das heifit, es wurden keine Daten zur TF-Expression auf mRNA- und Protein-
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Ebene ermittelt, die mit dieser Arbeit nun umfangreich vorliegen und sich dariiber
hinaus auf humane Mesangiumzellen beziehen. So mag auch die Verwendung humaner
Mesangiumzellen statt solcher aus Rattennieren sowie die Anwendung differenzierterer,
fiir TF spezifischerer analytischer Methoden der Grund dafiir sein, dass — neben der von
Wiggins et. al. beschriebenen erfolgreichen Stimulation mittels TNF-o und LPS — in
meinen Untersuchungen zusétzlich auch IL-1P eine signifikant gesteigerte Expression
von TF-mRNA und TF-Protein bewirken konnte. Diese Steigerung konnte in der Studie
von Wiggins et al. (139) nicht gezeigt werden: Vielleicht war eine Inkubationszeit von
nur 6 Stunden zu kurz gewdhlt, wenn bei der zeitabhdngigen Stimulation humaner
Mesangiumzellen in Kultur mit IL-1 von mir ein Maximum der TF-mRNA-Expression
erst nach 12 Stunden gefunden wurde, was auch tlibereinstimmend Grandaliano et al. in
dem wihrend meiner Studien erschienenen Artikel (48) berichten. Damit diirfte das
Maximum einer auf der Denovo-Synthese von TF-Protein beruhenden Erhohung der

TF-Aktivitdt frithestens zeitgleich oder aber eher noch spiter erfolgen.

4.2.2. Expression in Abhéingigkeit vom Zellzyklus

In Analogie zu Wiggins’ Untersuchungen der PCA anhand der Mesangiumzellen aus
Rattennieren exprimieren die humanen Mesangiumzellen in Zellkultur aber auch ohne
Zytokin-abhdngige Stimulation Tissue Factor: Vor allem in der Proliferationsphase
geschieht dies in hohem Umfang; unter Serumentzug und damit einhergehender
Wachstumsarretierung, was wohl eher der physiologischen Situation in der mensch-
lichen Niere entspricht, weisen MZ einen deutlich geringeren, basalen Level auf, wie

dies auch Wiggins et al. mit ihren Untersuchungsmethoden indirekt gefunden haben.

Das Verhiltnis zwischen dem Zellzyklus und der TF-Expression durch Mesangium-
zellen wurde allerdings in meinen Untersuchungen nicht weiter gehend entschliisselt;
im Ergebnis passen meine Beobachtungen jedoch zu Befunden, dass das TF-Gen in

einer Fibroblastenlinie durch Wachstumsfaktoren regulierbar ist (56).
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4.3. Intrazellulire Signalwege und molekulare Mechanismen

Bei den Fragestellungen zu den intrazelluldren Signalwegen, die von IL-1B zur
Aktivierung von Zellen benutzt werden, lag besonders die Rolle der Proteinkinasen im
Mittelpunkt des Interesses (100). Dabei stehen auf dem Gebiet der IL-1(3-abhdngigen
Signaltransduktion wesentlich mehr Daten fiir Lymphozyten als fiir Mesangiumzellen

zur Verfligung (69, 76, 89).

4.3.1. Proteinkinase C

Ausgehend von der Fragestellung, ob die Proteinkinase C, ein Protein-Phosphorylier-
ungsenzym, als intrazelluldrer Signaliibertrdger bei der IL-1B-Induktion von TF in
Mesangiumzellen mitwirkt, wurde in meiner Arbeit der selektive PKC-Inhibitor
Calphostin C eingesetzt. Dieser erlangt im Gegensatz zu anderen friiher allgemein ein-
gesetzten Inhibitoren seine Spezifitit in Bezug auf die Proteinkinase C durch Wirkung

tiber eine Diacylglycerol-Bindungsstelle, die einzigartig fiir die Proteinkinase C ist (70).

Daher ist davon auszugehen, dass bei ausbleibender TF-Induktion bei Einwirken von
Calphostin C tatsdchlich eine Aktivierung der Proteinkinase C notwendig ist, um die
Expression von TF in Mesangiumzellen zu induzieren. Eine direkte Aktivierung der
Proteinkinase C mittels DOG brachte folglich ein zur IL-1B-Stimulation identisches
Ergebnis sowohl auf der mRNA- als auch auf der Protein-Ebene. Nach Literaturlage
kann auBerdem weitgehend ausgeschlossen werden, dass die Inhibition der TF-mRNA

mit Calphostin C aus einer unspezifischen Zellschdadigung resultiert (128).

Die Proteinkinase-C-abhidngige Regulation von Zytokine-induzierter TF-Transkription
wurde fiir Endothelzellen bereits beschrieben (106, 128). Belege dafiir, dass Zytokine
wie IL-1P auch in Mesangiumzellen eine direkt gemessene Stimulation verschiedener
Proteinkinase-C-Isoformen bewirken, verdichten die Hypothese einer fiir Mesangium-
zellen bestehenden Analogie (46). Erginzend wurde beobachtet, dass IL-1p erstens in
Mesangiumzellen und zweitens PKC-abhdngig letztlich die Gen-Expression einiger
anderer Proteine anregen kann: z. B. ,,monocyte chemoattractant protein-1“ (MCP-1)

(117), Stromyelin (145) und Metalloproteinase-9 (144).
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4.3.2. Intrazellulire Ca*'-Konzentration

Der Vorgang der IL-1B-induzierten TF-Expression war des Weiteren abhidngig vom
Anstieg der intrazelluliren Ca’’-Konzentration. Die Aktivitit einiger Isoformen der
Proteinkinase C ist als Ca®"-abhiingig bekannt (34). Daher darf mit der Steigerung der
zytoplasmatischen Ca’’-Konzentration durch Thapsigargin durchaus ein Anstieg des
TF-mRNA-Levels erwartet werden, wenn eine Ca*"-abhingige Proteinkinase-C-Isoform
hieran beteiligt ist. Dies korreliert auch mit meinen Beobachtungen, dass die
intrazellulire Chelation von Ca”" als indirekte Hemmung von Ca®"-abhingigen PKC-
Isoformen genauso den TF-mRNA- und TF-Protein-Level supprimiert, wie dies

Calphostin C mittels direkter Hemmung tut.

4.3.3. Proteinkinase A

Dariiber hinaus weist diese Arbeit darauf hin, dass die Proteinkinase A als intrinsischer
inhibitorischer Regulationsmechanismus auf die TF-Expression einwirkt, insofern, als
ein intrazelluldrer cAMP-Anstieg die Zytokin-induzierte TF-Hochregulation zunichte
machen kann. Auf der anderen Seite kann ein spezifischer Inhibitor der Proteinkinase A,
die Substanz KT-5720, diesen negativen Regulationseinfluss der PKA antagonisieren
und selbst die Neubildung von Gewebsthromboplastin in Mesangiumzellen induzieren,
was durch gesteigerte TF-mRNA-Expression und einen erhohten intrazelluldren TF-
Proteingehalt zum Ausdruck kommt. Diese cAMP-abhédngige Suppression von
prothrombotischen Effekten in Verbindung mit TF-Induktion wurde in fritheren Studien
belegt, zum Beispiel bei Monozyten. Im Ganzen scheint die Beeinflussung der TF-
Expression via Proteinkinase A durchaus ein in den unterschiedlichen Zellarten

vorhandenes und bewéhrtes Prinzip widerzuspiegeln (81, 101).

Durch die Gewinnung solcher Erkenntnisse iiber die intrazelluldren Signalwege lassen
sich pharmakologische Einflussmoglichkeiten entwickeln, so dass Fibrinablagerungen
moglicherweise in der Zukunft effektiv in vivo verhindert werden kdnnen. Anhand
neuer Behandlungsmdglichkeiten entfiele dann ihr durchaus erheblicher Anteil an den

glomeruldren Schadigungen derartiger Nierenerkrankungen.
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4.4. Mesangiumzellen und Apoptose

4.4.1. TF-Aktivitat in Abhangigkeit von Phosphatidylserin

Zum Teil ist TF zwar auf der Oberfliche von Zellen vorhanden, aber aufgrund einer Art
,»Verschliisselung® des TF-Molekiils nicht vollstdndig aktiv (114). Erst wenn die Zellen
eine Schadigung erfahren, entwickelt TF seine volle Aktivitdt (20, 79).

Dieser Vorgang ist auch fiir die Apoptose der Mesangiumzellen relevant, und zwar fiir
die Annahme, dass vollstindig aktiver TF erst auf der Zelloberfliche durch die
Wechselwirkung mit der Zellmembran funktionell aktiv werden kann. Das Potential des
zellgebundenen Komplexes aus TF und Faktor VIla zur enzymatischen Aktivierung der
Gerinnungsfaktoren IX und X wird ndmlich streng limitiert durch die Verfiigbarkeit
von Phosphatidylserin zur Assoziation mit den Substraten (38, 72, 73). Das heif3t, dass
an der AuBlenseite der Zelloberflichenmembran angereichertes oder in die Umgebung
abgegebenes Phosphatidylserin ein Modulator der TF-Aktivitét ist, was belegt werden
kann durch Studien, bei denen TF-Apoprotein, das in Phospholipidvesikeln mit
Phosphatidylserin aufbereitet wurde, eine wesentlich hohere PCA aufbrachte als TF-
Apoprotein, das in Phosphatidylserin-freien Phospholipidvesikeln rekonstituiert wurde
(4, 114). Gerade solche Zellen, die iiber den Apoptoseweg zugrunde gehen, erh6hen
typischer Weise ihre Expression und Freisetzung von Phosphatidylserin, was sich der

Apoptosenachweis mittels Annexin V, das an Phosphatidylserin bindet, zunutze macht.

4.4.2. Erhohte TF-Aktivitit an der Zelloberflache und in den Kulturiiberstinden
apoptotischer Zellen

Die apoptotischen Zellen zeigen gleichzeitig eine erhdhte TF-Oberfldchenaktivitit (13,
50). Auf diesen Aspekt wurde allerdings in dieser Arbeit nicht ndher eingegangen,
stattdessen wurde die Freisetzung des l6slichen Tissue Factors — der extrazelluldren
Membrandomine — in die Uberstinde der Zellkulturflaschen als MessgroBe der TF-

Aktivitat benutzt.

Hier zeigte sich, dass apoptotische Mesangiumzellen eine signifikant hohere Menge an
TF-Aktivitét in ihre Zellkulturiiberstinde abgeben, als dies bei intakten Zellen der Fall

ist. Nach der Induktion von Apoptose mittels Wasserstoffperoxid wird vermutlich
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intrazellulir gebundener TF freigesetzt, der zuvor nicht in den Uberstéinden der intakten
Zellen gefunden werden konnte, obwohl in dieser Arbeit durchaus nachgewiesen
werden konnte, dass IL-1B-stimulierte Mesangiumzellen in signifikantem Maf3e TF neu
bilden, der auch in Zelllysaten nachweisbar ist. Er ist als solcher bereits funktionsfdhig,
denn mit der Steigerung der TF-Proteinkonzentration in den Zelllysaten geht auch ein

Anstieg der TF-Aktivitit einher.

Da andere Apoptose-induzierende Stimuli wie zum Beispiel UV-Licht gleiche Effekte
zeigten, ist ausgeschlossen, dass Wasserstoffperoxid von sich aus als direkter Stimulus
fiir die Freisetzung von intrazellulédr eingeschlossenem Tissue Factor verantwortlich ist.
AuBerdem fiithrten proinflammatorische Stimuli zu einer weiteren signifikanten
Erhohung der TF-Aktivitdt im Vergleich zu Zellen, in denen Apoptose ohne eine Vorin-
kubation mit proinflammatorischen Zytokinen ausgeldst worden war. So ldsst sich aus
diesen Daten folgern, dass mindestens zwei Reize bendtigt werden, damit Mesangium-
zellen hohe Mengen an TF in ihre Umgebung bzw. in der Zellkultur in ihre Uberstéinde
abgeben: Ein erstes inflammatorisches Signal und zusitzlich ein zweites Apoptose-

induzierendes Signal.

4.4.3. Proliferativer Stimulus anstatt proinflammatorischer Reize

Der proinflammatorische Reiz ist evtl. auch durch einen proliferativen Stimulus
substituierbar, schlielich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass proliferierende
Mesangiumzellen genauso effektiv TF bilden konnen wie ruhende, Zytokin-stimulierte
Zellen. Da unter physiologischen Bedingungen die Mesangiumzellen beim Gesunden
nicht proliferieren, ist auch dieser Aspekt vornehmlich in pathologischen Situationen
relevant, z. B. bei den Formen der Glomerulonephritis, wo solche proliferierenden

Mesangiumzellen beschrieben worden sind.

4.4.4. Mesangiumzellwachstum und Apoptose bei glomeruliren Erkrankungen

Die Interaktion zwischen Mesangiumzellwachstum und Apoptose wurde bei diversen
glomeruldren Erkrankungen beschrieben, zum Beispiel ,,Anti-Thyl“-Nephritis, aber
ebenfalls auch in kultivierten Mesangiumzellen beobachtet (6, 55, 120). Obwohl

Apoptose dazu beitragen konnte, nach Einwirken eines proliferativen Signals eine



Diskussion 72

erhohte Zellzahl im Glomerulum zu verkleinern, konnte genau diese Ereignissequenz
aber auch das Substrat fiir die beobachtete Induktion und Freisetzung von Tissue Factor
und den Anstieg der prokoagulatorischen Aktivitdt sein, was dann leider ungiinstige

Konsequenzen nach sich zieht (50).

Eine Lupus-assozierte Nephritis konnte als geeignetes Beispiel fiir den Zusammenhang
von Apoptose und verstirkter Aktivierung des Gerinnungssystems bei menschlichen
Nierenerkrankungen dienen. Die systemische Lupus-Erkrankung wird durch Anzeichen
einer generellen Tendenz zur Zellalterung und zum apoptotischen Zelluntergang
charakterisiert; bei dieser Erkrankung wurden auch apoptotische Zellen innerhalb des
Glomerulums beschrieben (10, 71, 107). In speziellem Interesse liegt insbesondere bei
der Lupus-assozierten Nephritis als histologisches Merkmal die Ausbildung von
Mikrothromben in den glomeruldren Kapillaren zusammen mit oder génzlich ohne

andere prothrombotische Faktoren, wie zum Beispiel Antiphospholipid-Antikorper (62).

4.5. Zusammenfassende Schlussbetrachtung

In dieser Arbeit konnten eine Zytokin-abhingige Expression und Freisetzung von
Gewebsthromboplastin  in  Mesangiumzellen aufgedeckt und einige Dbeteiligte

intrazelluldre Signaliibertragungswege beleuchtet werden.

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen unterstreichen den Beitrag der Mesangium-
zellen an einer evtl. vorhandenen erh6hten prokoagulatorischen Aktivitit, sofern diese
durch TF bedingt ist. Meine Beobachtungen weisen auflerdem auf ein bei Nierener-
krankungen bestehendes Netzwerk von Interaktionen zwischen Mesangiumzellen, aus
anderen Zellen freigesetzten inflammatorischen Botenstoffen und Apoptoseereignissen

hin, die resultierend durch lokale intrakapillire Gerinnung gekennzeichnet sind.
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