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Wirkung von InsPs auf die Blutgerinnung EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Blutgerinnung (Hämostase) bildet ein komplexes wie auch fragiles Gleichgewicht.
Jede Veränderung kann sowohl zu starkem Blutverlust im Falle einer Verletzung als
auch zu einer Gerinnselbildung (als Thrombose bzw. Embolie) mit Folgeschäden füh-
ren. Bislang sind viele Faktoren bekannt, die die Blutgerinnung beeinflussen. In den
letzten Jahren sind zunehmend phosphathaltige Moleküle in den Fokus des wissen-
schaftlichen Interesses getreten. Inzwischen werden Polyphosphate als mögliche Me-
dikamente zur Blutverdünnung (Antikoagulation) pharmakologisch getestet (Smith
et al., 2012; Travers et al., 2014). Bislang wenig beachtet blieb dabei eine Molekül-
gruppe: die der Inositolphosphate.

1.1 Inositolphosphate

1.1.1 Aufbau

Inositolphosphate sind Derivate des zyklischen Alkohols Inositol (Cis-1,2,3,5-trans-
4,6-Cyclohexanhexol, C6H12O6) (IUPAC, 2018; Shears, 2015). Hierbei ist an jedes
der sechs Kohlenstoffatome eine Hydroxylgruppe gebunden. Zur Vereinfachung wird
gemäß der IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) die Ab-
kürzung „Ins“ verwendet, in Verbindung mit Phosphatgruppen ist jedoch auch ein
„I“ geläufig (IUPAC, 2018). Von den insgesamt neun möglichen Stereoisomeren ist
das Myo-Inositol die am häufigsten in lebenden Zellen zu findende Form (Thota und
Bhandari, 2015). Neben der Haworth-Projektion (Abb. 1a) ist die Sesselkonfiguration
(Abb. 1b) eine geläufige Form der Darstellung. Hierbei steht die OH-Gruppe an Po-
sition 2 als einzige axial, alle anderen Gruppen sind äquatorial gelegen. Zur besseren
Veranschaulichung der sterischen Lage der OH-Gruppen wird oft die „Agranoff´sche
Schildkröte“ (Agranoff, 2009) zitiert; hierbei bilden die äquatorialen OH-Gruppen
Vorder- und Hinterbeine sowie den Schwanz einer Schildkröte, währenddessen die
axiale OH-Gruppe an C2 den Kopf darstellt (Abb. 1c).

Durch elektrophile Addition einer bestimmten Anzahl an Phosphatgruppen an die
Hydroxylgruppen des Inositols entsteht aus dem Zucker Inositol ein Inositolphosphat
(InsPn). Durch Bindung von Monophosphaten können InsPs mit bis zu sechs Phos-
phatgruppen gebildet werden (InsP6), durch Bindung von Pyrophosphat entstehen
InsPs mit bis zu acht Phosphatresten (InsP7 und InsP8) (L. Stephens et al., 1993). Zur
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Synthese siehe Abschnitt 1.1.4. Die Nummerierung der C-Atome zur Kennzeichnung
der Position der Phosphatgruppen erfolgt gemäß Empfehlung der NCIUB (Nomen-
clature Commitee of the International Union of Biochemistry, 1989) in der häufiger
verwendeten D-Schreibweise entgegen des Uhrzeigersinns. Die axial stehende Hydro-
xylgruppe ist dabei an D2 gebunden, die rechte vordere „Flosse“ der Schildkröte bildet
D1 (NC-IUB, 1989).

Zur Beschreibung der Inositolpyrophosphate kann entweder die Summe der ins-
gesamt gebundenen Phosphatgruppen verwendet werden (bspw. InsP8), exakter ist
jedoch die genaue Beschreibung, auf welche Art die Phosphatreste mit dem Inositol
verknüpft sind (bspw. PP InsP6 oder PPP InsP5) (Wundenberg und Mayr, 2012).
Bei InsPs mit mehr als sechs Phosphatgruppen befindet sich die Pyrophosphatgruppe
jeweils immer am C1- oder C5-Atom (Shears, 2015).
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Abbildung 1: Unterschiedliche Darstellungsformen für Inositol.

1.1.2 FAM-InsP5

FAM-InsP5 ist ein synthetisches Myo-Inositol-(1,3,4,5,6-)Pentakisphosphat, welches
in der AG Riley, Universität Barth, GB, synthetisiert wurde. Es ist am axialen D2-
Atom über eine 2-Aminoethylgruppe mit dem grünlich fluoreszierenden Farbstoff
5-Carboxyfluorescin verlinkt. Dieses ermöglicht eine Visualisierung des ansonsten
schwer zu detektierenden InsP. In Reinform liegt es als Triethylammoniumsalz vor.
Zur genauen Synthese siehe (Riley et al., 2014).

1.1.3 Vorkommen

In eukaryotischen Zellen liegen InsPs sowohl in der Zellmembran gebunden als auch
frei im Zytosol vor. Die Zellmembran enthält InsPs in Form von Phosphatidylinositol-
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Abbildung 2: FAM-InsP5, adaptiert an (Riley et al., 2014).

lipiden (PtdIns). Diese bestehen aus Glycerin, welches am C1- und C2-Atoms jeweils
mit einer Fettsäure verestert wurde; die OH-Gruppe an C3 ist über eine Phosphat-
gruppe mit einem Inositolring verknüpft. Als Fettsäuren sind an C1 meist Stearinsäu-
re (C18H36O2), an C2 meist Arachidonsäure (C20H32O2) gebunden. Der Inositolrest
kann an Position D3, D4 oder D5 phosphoryliert sein (Balla, 2013).

Damit ergeben sich sieben mögliche PtdIns, die eine wichtige Rolle beim Vesi-
keltransport, der Zytoskelettdynamik und der Membranfusion spielen (De Craene et
al., 2017). Darunter ist auch das Phosphatidylinositol-(4,5-)bisphosphat (PI(4,5)P2),
welches als Vorläufer zur Synthese aller höher phosphorylierter InsPs dient (Thota
und Bhandari, 2015).

1.1.4 Biosynthese

Obwohl tierische Zellen in der Lage sind, extrazelluläres InsP5 und InsP6 zu internali-
sieren, können sie dieses nicht direkt nutzen. Nach der Endozytose gelangen InsPs in
die Lysosomen, wo sie komplett dephosphoryliert werden (Helmis et al., 2013). Somit
ist eine autonome InsP-Synthese obligat. Dabei wird wahrscheinlich über PI(4,5)P2

zuerst InsP3 gebildet und dieses zur Synthese höherer InsPs dann weiter phosphory-
liert (Letcher et al., 2008).

Säugetiere besitzen unterschiedliche Enzyme zur InsP-Synthese. Durch die Phospho-
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Abbildung 3: Phosphatidylinositol, adaptiert an (Falkenburger et al., 2010).

lipase C (PLC) wird das PtdIns PI(4,5)P2 zu Inositol(1,4,5)-trisphosphat (InsP3) und
Diacylglycerin (DAG) gespalten (M. J. Berridge, 1993; M. J. Berridge et al., 2000;
Streb et al., 1983). Durch Phosphorylierung durch die Inositolphosphatmultikinase
(IPMK) an Position D6 entsteht InsP4 (Malabanan und Blind, 2016), durch An-
knüpfen einer weiteren Phosphatgruppe an Position D3 wird InsP5 generiert (Odom
et al., 2000). Säugetiere und Drosophila besitzen zudem die Inositoltrisphosphat-3-
Kinasen (IP3-3K, ITPK), die Ins(1,4,5)P3 zu Ins(1,3,4,5)P4 phosphorylieren (Irvine
et al., 1986; Irvine et al., 1988; Takazawa et al., 1990). Durch die IPMK (Kim et
al., 2017) wird aus Ins(1,3,4,5)P4 Ins(1,3,4,5,6)P5 (Saiardi et al., 1999). Das Enzym
Inositolpentakisphosphat 2-Kinase (IPPK) bildet Ins(1,2,3,4,5,6)P6 (Verbsky et al.,
2002).

In Säugetieren und Pflanzen findet sich zudem einen weiterer Weg zur Synthese
von Ins(1,3,4,5,6)P5: Hierbei wird durch die IP3-3K generiertes Ins(1,3,4,5)P4 zuerst
an Position D5 durch die Inositol-1,4,5-trisphosphat-5-Phosphatase (5-PPT) dephos-
phoryliert (Drayer et al., 1996) und anschließend an Position D5 bzw. D6 durch
das Enzym Inositol (1,3,4)-trisphosphat 5/6-kinase (ITPK1) erneut ein Phosphat-
rest angehängt (M. P. Wilson und Majerus, 1996). Wird InsP5 gebildet, so wird
Ins(1,3,4,6)P4 anschließend durch Anknüpfen einer weiteren Phosphatgruppe an Po-
sition D5 durch die IPMK zu Ins(1,3,4,5,6)P5 phosphoryliert (Kim et al., 2017).
Daraus kann die IPPK dann InsP6 generieren (Verbsky et al., 2002).

Nina Erdmann|Institut für Biochemie & Signaltransduktion| UKE 4
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InsP6 dient als Ausgangssubstrat zur Bildung aller höher phosphorylierter InsPs
(InsP7 und InsP8) (Chakraborty et al., 2011). Die Synthese erfolgt einerseits durch
die Inositolhexakisphosphatkinase (IP6K), von der bislang drei Unterformen bekannt
sind (IP6K 1/2/3), welche je nach Gewebe unterschiedlich stark exprimiert werden
(Draškovič et al., 2008; Saiardi et al., 2001). Zum anderen wird durch die PPIP5K
(Phosphatidylinositol-4-phosphat 5-kinase) InsP8 aus 5-PP-InsP7 gebildet sowie 1-
PP-Ins(2,3,4,5,6)P5 (1-InsP7) aus InsP6 (Shears et al., 2017). Durch das Enzym Di-
phosphoinositolpolyphosphatphosphohydrolase (DIPP) werden die gebundenen Phos-
phatgruppen wieder abgespalten (Safrany et al., 1998). Bislang wurden fünf Isoformen
gefunden. Ein weiteres Enzym zur Dephosphorylierung ist die MINPP1 (Multiple-
Inositolphosphat-Phosphatase 1), die extrazelluläres InsP6 in humanem Plasma sowie
nach Aufnahme in die Lysosomen dephosphoryliert (Chi et al., 2000; Windhorst et
al., 2013). Neuere Untersuchungen ergaben auch eine Phosphataseaktivität der IP6K
(Wundenberg et al., 2014). Zum Vergleich siehe Abb. 4.

1.1.5 Biologische Funktion

InsPs sind in allen Geweben vertreten und besitzen vielfältige Aufgaben.
Ins(1,4,5)P3 fungiert als second messenger: Durch Bindung an Rezeptoren des Endo-
plasmatischen Retikulums (ER) führt es zur Öffnung intrazellulärer Calciumspeicher
(M. J. Berridge und Irvine, 1989). Ins(3,4,5,6)P4 hemmt calciumabhängige Chlorid-
kanäle und dient damit ebenfalls als Signaltransduktionsmolekül (Vajanaphanich et
al., 1994). InsP5 dient vor allem der Synthese von InsP6 (Thota und Bhandari, 2015).
InsP6 ist mit einer Konzentration von bis zu 100 µM das häufigste InsP in Zellen von
Säugetieren (Irvine, 2005). In Pflanzen fungiert es vor allem als wichtiger Kationen-
speicher; auch in tierischen Zellen ist es in der Lage zwei- und dreiwertige Kationen
zu binden (Helmis et al., 2013; Veiga et al., 2006). Es dient als Cofaktor in der DNA-
Reparatur beim Non-homologous end joining (NHEJ) (Hanakahi et al., 2000; Ma und
Lieber, 2002), als Faltungsfaktor beim nuklearen mRNA-Export (Saiardi et al., 2000;
York et al., 1999) und ist wichtiger Cofaktor im RNA-Editing (Macbeth et al., 2005).
InsP5 und InsP6 sind am Chromatinremodeling beteiligt (Rando et al., 2003; Shen
et al., 2003; Steger et al., 2003). Eine weitere Rolle nimmt InsP6 beim Vesikeltrans-
port (Thota und Bhandari, 2015) sowie der Exozytose, insbesondere von Insulin, ein
(Efanov et al., 1997).

Nina Erdmann|Institut für Biochemie & Signaltransduktion| UKE 5
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Abbildung 4: InsP-Synthese, adaptiert an (Thota und Bhandari, 2015).
Die Synthese aller InsPs beginnt mit der Spaltung des PtdIns PI(4,5)P2. Das entstehende InsP3
wird durch die IP3-3K bzw. die IPMK zu InsP4 phosphoryliert. Aus InsP4 kann die IPMK InsP5
generieren. Säugetieren und Drosophila besitzen einen weiteren Weg zur InsP5 Synthese: Dabei wird
InsP4 zuerst an Position D5 durch die 5-PPT zu InsP3 dephosphoryliert und durch die ITPK1 an
Position D6 ein neuer Phosphatrest angeknüpft. Aus Ins(1,3,4,6)P4 kann die IPMK dann wieder
InsP5 bilden. Die IPPK erzeugt daraus InsP6. InsP6 dient als Ausgangssubstanz zur Synthese von
Inositolpyrophosphaten (InsP7 und InsP8).
DAG: Diacylglycerin, DIPP: Diphosphoinositolpolyphosphatphosphohydrolase, IP3-3K: IP3-Kinase,
IP6K: InsP6-Kinase, IPMK: Inositolphosphatmultikinase, IPPK: Inositolpentakisphosphat 2-
Kinase, MINPP1: Multiple Inositolphosphat-Phosphatase 1, PLC: Phospholipase C, PPIP5K:
Phosphatidylinositol-4-phosphat 5-kinase, 5-PPT: Inositol-1,4,5-trisphosphat-5-Phosphatase

Nina Erdmann|Institut für Biochemie & Signaltransduktion| UKE 6



Wirkung von InsPs auf die Blutgerinnung EINLEITUNG

Pyrophosphate (InsP7 und InsP8) dienen der Regulierung von Proteinfunktionen
durch Bindung an wichtige Proteindomänen (Lee et al., 2007; Thota und Bhandari,
2015). Durch Hydrolyse der energiereichen Phosphoanhydridbindung (P-O-P) kann
Energie erzeugt, bzw., durch Bildung einer solchen, Energie gespeichert werden (Tho-
ta und Bhandari, 2015; Wundenberg und Mayr, 2012). Zudem scheinen sie eine wich-
tige Rolle in der Stoffwechselregulation (Illies et al., 2007) sowie in der Regulation
von Zellwachstum und Zelltod bzw. Apoptose zu spielen (Chakraborty et al., 2011;
De Craene et al., 2017; Morrison et al., 2001).

1.2 Blutgerinnung

Blut und Blutgerinnung haben die Menschheit von je her fasziniert. Die Entdeckung
der Blutgruppen und später der Gerinnungsfaktoren bedeutete einen Meilenstein
für die Medizingeschichte. Gerinnungshemmende Medikamente zur Prävention einer
Thrombose sowie zur Therapie von Schlaganfall und Herzinfarkt sind heutzutage
Alltag in der klinischen Praxis.

Blutgerinnung (Hämostase) ist die Reaktion des Organismus zur Beendigung einer
Blutung und ein komplexes Zusammenspiel einer Vielzahl von Plasmaproteinen, Blut-
und Endothelzellen.

1.2.1 Zelluläre Akteure von Blutgerinnung und Wundheilung

Thrombozyten (Blutplättchen) sind runde, scheibchenförmige Zellfragmente
von etwa 2 − 3µm Größe. Sie entstehen als Abschnürungen der Megakaryozyten im
Knochenmark und sind streng genommen keine eigenständigen Zellen, denn sie be-
sitzen keinen Zellkern. Ihre Plasmamembran enthält eine Reihe von Proteinen (ins-
besondere GPIIbIIIa (ein Rezeptor für Fibrinogen (Bergmeier und Hynes, 2011))
und GPIb), die für Anheftung und Vernetzung, v.a. mit der extrazellulären Matrix,
elementar sind. Im Zytoplasma finden sich neben Mitochondrien prokoagulatorisch
wirksame Granulae, die bei der Thrombozytenaktivierung freigesetzt werden können
(Lüllmann-Rauch, 2009; Rassow und Hauser, 2016; Welsch und Deller, 2011).

Fibroblasten sind ortsständige Zellen des Bindegewebes. Sie synthetisieren Kolla-
genfasern und nehmen eine wichtige Rolle in der Wundheilung ein (siehe Abschnitt
1.2.5) (Lüllmann-Rauch, 2009; Welsch und Deller, 2011).
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Monozyten sind mit 15 − 20µm die größten Zellen im Blutsystem. Sie werden im
Knochenmark gebildet und durchwandern für etwa 12 − 24h den Blutstrom, bevor
sie die Blutbahn verlassen und sich im Bindegewebe zu spezifischen Makrophagen
ausdifferenzieren. Ihre Hauptaufgabe ist die Phagozytose pathogener Partikel und
abgestorbener Körperzellen (Welsch und Deller, 2011).

Endothelzellen bilden als sogenannte „Tunica intima“ die innere Auskleidung von
Blutgefäßen. Sie synthetisieren gerinnungsfördernden von-Willebrand-Faktor (vWF)
sowie gerinnungshemmendes Prostazyklin (Lüllmann-Rauch, 2009).

1.2.2 Klassisches Modell der Blutgerinnung

Nach dem klassischen Gerinnungsmodell existieren zwei voneinander unabhängige
Systeme, die zur Blutstillung führen: die zelluläre und die plasmatische Blutgerin-
nung.

Zelluläre Gerinnung (primäre Hämostase)
Wird Gewebe verletzt, setzt augenblicklich die zelluläre Gerinnung ein und bildet in-
nerhalb weniger Minuten einen primären Wundverschluss. Dabei binden durch die
Verletzung freigelegte Kollagenfasern den von Endothelzellen synthetisierten von-
Willebrand-Faktor (vWF). Dieser besitzt eine weitere Bindungsstelle für den GPIb-
Rezeptor (GPIb-R) auf der Thrombozytenoberfläche (Rassow und Hauser, 2016).
Bindet vWF den GPIb-R, führt dies zur Aktivierung und damit zur Formverände-
rung der Thrombozyten sowie zur Exozytose der gerinnungsfördernden Granulae (Ka-
math et al., 2001). Hierbei werden α−Granulae von elektonendichten δ− (von engl.=
„dense“) Granulae unterschieden. Während in α−Granulae vorwiegend Gerinnungs-
faktoren (FV und FI) gespeichert sind, enthalten δ−Granulae ADP, Pyrophosphat
und Calcium (Kamath et al., 2001). Aktivierte Thrombozyten sezernieren vasokon-
striktorisch wirksames Thromboxan A2 und den PSF (Platelet Stimulation Factor)
zur Aktivierung weiterer Thrombozyten. Am Ende der zellulären Gerinnung entsteht
als primärer Wundverschluss der sogenannte „weiße Thrombus“ (Rassow und Hauser,
2016).

Neben den Thrombozyten scheinen auch Leukozyten (hier v.a. Monozyten, Ma-
krophagen und Neutrophile) eine wichtige Rolle in der Gerinnung zu spielen: bei einer
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Gewebsverletzung können sie prokoagulatorische sowie proinflammatorische Granulae
sezernieren (Engelmann und Massberg, 2013; Swystun und Liaw, 2016) und damit
die zelluläre und plasmatische Gerinnung beeinflussen.

Plasmatische Gerinnung (sekundäre Hämostase)
Für die plasmatische Gerinnung entwickelten die Arbeitsgruppen um Macfarlane
(Macfarlane, 1964) sowie Davie und Ratnoff (Davie und Ratnoff, 1964) in den 1960er-
Jahren unabhängig voneinander das sogenannte „Kaskadenmodell“ (Rassow und Hau-
ser, 2016). Dieses beschreibt die Blutgerinnung als eine Kaskade von Gerinnungsfak-
toren (FI-XIII) (Riddel Jr et al., 2007). Jeder Gerinnungsfaktor wird dabei von sei-
nen Vorgänger durch proteolytische Spaltung aktiviert (ein aktiver Gerinnungsfaktor
wird durch ein kleines „a“ hinter der römischen Zahl gekennzeichnet.) Einmal aktiv
fungiert er seinerseits als Protease und aktiviert einen weiteren Gerinnungsfaktor.
Insgesamt werden zwei Wege unterschieden: ein intrinsischer Weg, der im Blutgefäß
stattfindet und ein extrinsischer Weg, der extravasal abläuft. Beide Wege münden in
einer gemeinsamen Endstrecke, an deren Ende große Mengen Thrombin entstehen.
Thrombin spaltet dann Fibrinmonomere aus Fibrinogen, die zu Fibrinsträngen poly-
merisieren. Wichtig ist, dass dieses Modell komplett ohne eine Interaktion zwischen
Gerinnungsfaktoren und Blutzellen auskommt. Zur detaillierten Darstellung sei auf
Abb. 5 verwiesen, sowie auf vertiefende Literatur.

Obwohl dieses Modell alle Gerinnungsfaktoren in eine logische Reihenfolge brach-
te und sich in vitro auch beobachten ließ, blieben viele klinische Phänomene dennoch
unbeantwortet: Beispielsweise ließen sich bei Patienten mit FXII-Mangel, High Mole-
cular Weight Kininogen- (HMWK-) oder Prekallikreindefizienz (alles Bestandteile des
intrinsischen Weges) keinerlei verstärkte Blutungsneigungen nachweisen, wohingegen
ein FXI-Mangel sehr wohl zu gesteigerter Hämorrhagie führte. Zum anderen litten
Patienten mit Hämophilie A (FVIII-Mangel) an verstärkten Blutungen, obwohl diese
durch den intrinsischen Weg eigentlich umgangen werden müssten (Hoffman, 2003).
Nach über 40 Jahren Gültigkeit wurde daher das Kaskadenmodell zugunsten des so-
genannten „zellbasierten Modells der Gerinnung“ validiert (Hoffman, 2003; Versteeg
et al., 2013).
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Abbildung 5: Klassisches Modell der plasmatischen Gerinnung, dargestellt als Gerinnungskaskade,
adaptiert an (Riddel Jr et al., 2007).
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1.2.3 Zellbasiertes Modell der Blutgerinnung

Dieses Modell geht davon aus, dass die Blutgerinnung an Zelloberflächen stattfin-
det. Eine Trennung der Blutgerinnung in zellulär und plasmatisch ist damit obsolet.
TF- (eng.= „Tissue factor“, Gewebefaktor) tragende Zellen sowie Blutzellen agieren
gemeinsam mit den Gerinnungsfaktoren. Eine Unterscheidung in extrinsisch und in-
trinsisch wird nicht mehr vorgenommen. Vielmehr wird heute davon ausgegangen,
dass der (ehemalige) intrinsische Signalweg (v.a. FXI und XII) als Verstärkungs-
schleife des (ehemaligen) extrinsischen (TF-) Weges fungiert. Insgesamt werden drei
Schritte durchlaufen, die sich in ihrem Ablauf überschneiden, also nicht, wie in der
Gerinnungskaskade, streng nacheinender erfolgen.

Initiation (Beginn)
Die Initiation erfolgt extravaskulär und ähnelt dem intrinsischen Weg der Gerin-
nungskaskade. Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen sowie Endothelzellen bilden
permanent das Transmembranprotein Thromboplastin (TF, Tissue factor, FIII) und
präsentieren es auf ihrer Oberfläche. TF steht nicht in Verbindung mit dem Blut,
jedoch gilt heute als erwiesen, dass die Gerinnungsfaktoren FX, VII und II die Blut-
gefäße aufgrund ihrer geringen Molekülgröße verlassen und in den Extravasalraum
gelangen können. Gelangt TF mit FVII in Kontakt, wird dieser nichtenzymatisch
aktiviert (VIIa) (der genaue Mechanismus ist noch nicht vollständig verstanden). TF
bindet VIIa. TF/VIIa (nun als „intrinsische Tenase“ bezeichnet) kann daraufhin FX
zu aktivem FXa spalten. Dieser spaltet dann geringe Mengen FII (Prothombin) in
Thrombin (IIa). Im Gegensatz zur Gerinnungskaskade führt dieses jedoch nicht zur
Fibrinogenspaltung, da es von allen anderen Gerinnungsfaktoren durch die gesunde
Gefäßwand getrennt ist.

Amplifikation (Vermehrung)
Erst durch eine Gefäßverletzung gelangen intravasale Gerinnungsfaktoren, vWF/FVIII
und Thrombozyten nach extravaskulär und treten in Kontakt mit geringen Mengen
des permanent gebildeten Thrombins. Nun wird die eigentliche Gerinnung gestartet
(dies wird auch als „Thrombinfunken“ bezeichnet).

Thrombozyten binden an den Gewebsdefekt und sezernieren ihre Granulae (u.a.
FV). FVIII (normalerweise fest am vWF gebunden) löst sich vom vWF und wird von
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des zellbasierten Modells der Blutgerinnung: Initiation, Am-
plifikation und Propagation, adaptiert an (Hoffman, 2003).
TFPI= Tissue Factor Pathway Inhibitor
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Thrombin, gemeinsam mit FXI und FV, aktiviert. FXIa bindet an die Thrombozy-
tenoberfläche und spaltet IX in IXa. Eine weitere Möglichkeit der Aktivierung von
FX wird als „Josso-Schleife“ bezeichnet: Hierbei spaltet TF/FVIIa FIX in IXa. FIXa
und durch Thrombin aktivierter FVIIIa bilden zusammen die extrinsische Tenase
und aktivieren FX zu Xa (Josso und Prou-Wartelle, 1965; Marlar und Griffin, 1981).

Propagation (Fortführung)
Durch Bindung von FIXa an die Oberfläche aktivierter Thrombozyten verlagert
sich die Blutgerinnung von extravaskulär nach intravasal. FIXa bindet FVIIIa. Der
IXa/VIIIa-Komplex („extrinsische Tenase“) spaltet X in Xa. Xa bindet sofort sei-
nen Kofaktor Va mit hoher Affinität und spaltet große Mengen von Prothrombin
in Thrombin. Dieses konvertiert dann schlussendlich Fibrinogen in Fibrin, welches
polymerisiert und ein Maschenwerk bildet, das durch den FXIII zu einem stabilen
Thrombus quervernetzt wird. Über den vWF-R kann Thrombin an Thrombozyten
binden und diese in das entstehende Fibrinnetz integrieren.

1.2.4 Antithrombotische Mechanismen

Eine effektive Gerinnungshemmung ist elementar, um das Auftreten von Thrombo-
sen bzw. Embolien zu verhindern. Hierbei spielen v.a. zwei Mechanismen eine wich-
tige Rolle: der sogenannte Protein C/ S-Weg sowie zirkulierende Proteaseinhibitoren
(Stryer et al., 2007; Versteeg et al., 2013). Einige Substanzen finden inzwischen kli-
nische Anwendung als antithrombotische Medikamente.

Protein C/ S-Weg
Bei steigenden Thrombinkonzentrationen bindet Thrombin u.a. an das auf Endothel-
zellen exprimierte Transmembranprotein Thrombomodulin (TM). An TM gebunden-
des Thrombin spaltet und aktiviert Protein C. Aktiviertes Protein C (APC) bindet
nun von der Leber sezerniertes Protein S und inaktiviert die Schlüsselfaktoren der Ge-
rinnung FVa und VIIIa. Eine klinische Relevanz erlangt der Protein C/S-Weg beim
Faktor-V-Leiden (APC-Resistenz): Hierbei kann APC den FVa nicht spalten und
damit inaktivieren. Damit einher geht ein 5- bis 50-fach erhöhtes Thromboserisiko
(hetero-/homozygot).
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Zirkulierende Proteaseinhibitoren: TFPI und AT
TFPI (tissue factor pathway inhibitor) verringert die Gerinnungsinitiation durch Bin-
dung an aktivierte Gerinnungsfaktoren, es inhibiert direkt freies FXa und interagiert
mit dem TF/VIIa/Xa-Komplex.

Antithrombin (AT) kann die Faktoren IXa bis XIIa sowie IIa mit hoher Affinität
binden und inaktivieren. Massiv verstärkt wird diese Wirkung durch das Polysaccha-
rid Heparin, eine Tatsache, die auch klinische Anwendung in der Thromboseprophy-
laxe findet.

Wirkung von Calcium und Vitamin K
Für die Bindung der Gerinnungsfaktoren X, IX, VII und II an die negativ geladenen
Phospholipide der Thrombozytenoberfläche wird Calcium als Kofaktor benötigt. Al-
le Calcium-bindenden Gerinnungsfaktoren werden in der Leber synthetisiert. Damit
eine Bindung von Calcium stattfinden kann, erfolgt posttranslational die sogenannte
„γ-Carboxylierung“. Hierbei wird an das γ-C-Atom der Glutamat-Seitenketten der
Gerinnungsfaktoren eine Carboxylgruppe gebunden (Heinrich et al., 2014; Rassow
und Hauser, 2016). Die für die γ-Carboxylierung zuständige hapatische Carboxylase
benötigt Vitamin K als essentiellen Kofaktor. Vitamin K ist jedoch nur in seiner redu-
zieren Form wirksam. Vitamin K-Antagonisten (Cumarine) hemmen kompetitiv die
Vitamin-K-Epoxid-Reduktase und verhindern auf diese Weise die γ-Carboxylierung.
Die so synthetisierten Gerinnungsfaktoren können daher kein Calcium binden und
sind physiologisch unwirksam. Antagonisiert wird dieser Effekt durch die orale oder
intravenöse Verabreichung von Vitamin K (Freissmuth et al., 2016).

1.2.5 Wundheilung

Sobald die Blutgerinnung abgeschlossen ist, beginnt das Gewebe zu regenerieren (Ma-
rieb, 2015). Unterschieden wird eine primäre Wundheilung, bei der die Wundränder
direkt adaptieren und zusammenwachsen von einer sekundären Wundheilung, in wel-
cher zuerst Granulationsgewebe entsteht, welches anschließend durch Bindegewebe
ersetzt wird. Bei großen, tiefen Wunden oder auch nekrotischen Wundrändern erfolgt
meist die sekundäre Wundheilung. Hierbei werden vier Phasen durchlaufen (Reinke
und Sorg, 2012; Wild und Auböck, 2007):
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Hämostase: (bis zum 3. Tag): Durch Verletzung von Blut- und Lymphgefäßen tre-
ten Blut und Lymphflüssigkeit nach extravasal aus und füllen den Gewebsdefekt. Von
aktivierten Thrombozyten synthetisiertes Thromboxan A2 führt zu einer kurzzeiti-
gen Vasokonstriktion und reduziert den Blutverlust. Die einsetzende Blutgerinnung
resultiert in der Bildung eines Thrombus, der nach außen hin als Wundschorf ab-
trocknet und die Wunde primär verschließt. Zugleich dient der Thrombus als provi-
sorische Wundmatrix und Gerüststruktur für einwandernde Fibroblasten, Leukozy-
ten und Endothelzellen. Freigesetzte Zytokine aus Leuko- und Thrombozyten fördern
den Entzündungsprozess, stimulieren die Kollagensynthese und Angiogenese sowie die
Reepithelialisierung.

Entzündungsphase: (4.-7. Tag): Durch aktivierte Thrombozyten freigesetzte Ent-
zündungsmediatoren sowie das Komplementsystem werden Neutrophile Granulozy-
ten zur Wunde rekrutiert. Diese bauen durch Phagozytose sowie Freisetzen proteo-
lytischer Enzyme nekrotisches Gewebe ab und eliminieren eingewanderte Bakterien.
Zusätzlich werden Monozyten angelockt, welche zu Makrophagen ausdifferenzieren
und die Granulozyten bei der Phagozytose von Zelltrümmern unterstützen. Freige-
setzte Wachstumsfaktoren und Zytokine fördern zugleich das regelhafte Einwandern
von Fibroblasten und Endothelzellen.

Proliferationsphase: 3 bis 10 Tage nach der Gewebsverletzung wandern Fibro-
blasten entlang des Fibrinnetzes des Thrombus ein und beginnen mit dem Aufbau
einer neuen Extrazellulärmatrix. Durch Wachstumsfaktoren und Zytokine angeregt,
wandern von den Wundrändern aus Endothelzellen ein und beginnen mit der Reepi-
thelialisierung. Einsprossende Kapillaren stellen die Gefäßversorgung der Wunde si-
cher. Durch Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten und deren Kontrak-
tion wird eine Verkleinerung der Wundfläche sowie eine Adaptation der Wundränder
gewährleistet. Am Ende der Proliferationsphase entsteht als vorübergehende Über-
brückung des Wundspaltes sogenanntes Granulationsgewebe aus Typ-III-Kollagen.

Remodellierungsphase: (> 2 Wochen): In dieser Phase kommt es zur vollstän-
digen Regeneration des Gewebes. Kollagenfasern des anfänglich gebildeten Kollagens
Typ-III werden durch das festere Typ-I Kollagen ersetzt. Mehrere Fasern werden zu
größeren Einheiten gebündelt und richten sich gemäß der Beanspruchung der Haut
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aus. Epithel überwächst das darunterliegende fibrosierte Bindegewebe. Zum Ende der
Remodellierungsphase erfolgt die Apoptose der Zellen des Granulationsgewebes. Der
Gewebsdefekt ist nun vollständig verheilt. Beim postfetalen Individuum ensteht bei
Schädigung des Stratum reticulare oder tieferer Hautschichten immer eine zell- und
gefäßarme Narbe unter Verlust der Hautanhangsgebilde.

1.3 Inositolphosphate und Blutgerinnung

Über die Wirkung von Inositolphosphaten auf die Blutgerinnung ist bis dato erstaun-
lich wenig bekannt.

InsP6 konnte weder im Urin noch im humanen Plasma nachgewiesen werden. Oral
zugeführtes InsP6 wird zum Teil direkt wieder ausgeschieden oder erst nach Spaltung
durch die Darmflora in Inositol bzw. Inositolmonophosphat resorbiert. I.v.-injiziertes
InsP6 wird sehr effektiv durch die MINPP-1 eliminiert (M. S. Wilson et al., 2015).

InsP5 kann mit hoher Affinität an Fibrinogen binden. Eine physiologische Funktion
ist bislang unbekannt (Grint et al., 2012). Größere Mengen InsP4 und InsP5 konnten
auch in stimulierten Thrombozyten gefunden werden (Mayr, 1988). Auch hier ist eine
genaue Funktion bis dato ungeklärt.

Polyphosphate Interessanterweise besitzen Thrombozyten in ihren δ-Granulae so-
genannte Polyphosphate in Konzentrationen von etwa 1.1 mM. Polyphosphate be-
stehen aus einzelnen Phosphatresten, die aus ATP gebildet werden. Sie sind über
hochenergetische Phosphoanhydridbindungen verknüpft und werden nach Stimulati-
on durch Thrombin über rezeptorvermittelte Exozytose freigesetzt (Ruiz et al., 2004).
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Abbildung 7: Polyphosphate, adaptiert an (Morrissey und Smith, 2015).

Abhängig von der Gesamtlänge scheinen ihnen unterschiedliche Funktionen zu-
zukommen (Smith et al., 2010): kurzkettige Polyphosphate (60-100 Einheiten), wie
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sie aus Thrombozyten freigesetzt werden, wirken als wichtiger Kofaktor zur Aktivie-
rung von FXI und beschleunigen die FV-Aktivierung (Morrissey und Smith, 2015).
Neben der Hemmung von TFPI (Smith et al., 2006) wirken sie proinflammatorisch
(Travers et al., 2015). Nach neuesten Erkenntnissen können sie die Fibrinstruktur ver-
ändern: Unter Zugabe kurzkettiger Polyphophate bilden sich dichte, knotige Areale,
abgewechselt von großen Poren (Mutch et al., 2010; Whyte et al., 2016). Zusätzlich
werden die gebildeten Polymere langsamer abgebaut. Das Netzwerk ist weniger steif
und plastisch verformbar (Whyte et al., 2016).

Längere Polyphosphate (mehrere 100- 1000 Einheiten) werden von Mikroorganis-
men (u.a. Bakterien, Pilzen, Algen und Protozen) freigesetzt (Kornberg et al., 1999;
Smith et al., 2010). Sie aktivieren den (ehemals) intrinsischen Weg (effektiver als
Thrombozyten) und können ebenfalls die Fibrinpolymerisierung beeinflussen: Hier-
bei sind die gebildeten Fibrinfäden jedoch deutlich dicker und stärker vernetzt sowie
weniger dehnbar und resistenter gegenüber Fibrinolyse (Smith und Morrissey, 2008).
Die Wirkung auf das Fibrinnetzwerk ist also abhängig von der Polymerlänge. Wahr-
scheinlich garantiert eine Protease die sofortige Elimination freier Polyphosphate.

Pyrophosphate Thrombozyten enthalten in ihren δ-Granulae anorganische Pyro-
phosphate (P Pi) im Bereich von etwa 1 nM (Ruiz et al., 2004). In vitro konnten
diese den prokoagulatorischen Effekt der Polyphosphate deutlich vermindern; ohne
die Anwesenheit der Polyphosphate scheinen sie keinen Effekt auf die Bildung der
Fibrinpolymere auszuüben (Smith et al., 2010). Die genaue Funktion ist auch hier
noch ungeklärt.

Fibroblasten können InsPs in hohen Konzentrationen resorbieren. Eine physiolo-
gische Bedeutung ist bislang noch nicht bekannt (Riley et al., 2014).
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1.4 Zielsetzung

Obwohl phosphathaltige Moleküle als wichtige Einflussfaktoren der Blutgerinnung
zunehmend an Bedeutung gewinnen, ist eine genaue Untersuchung der Wirkung von
InsPs auf die Hämostase bis dato nie erfolgt. Dies ist umso erstaunlicher, als in
aktivierten Thrombozyten ein Anstieg an InsPs nachgewiesen werden konnte. Mögli-
cherweise sezernieren Thrombozyten also aktiv InsPs. Trotz des hohen Zellumsatzes
ist humanes Plasma jedoch InsPs-frei. Dies wurde auf die Anwesenheit der MINPP1,
einer hochaktiven Phosphatase, zurückgeführt.
Ziel dieser Arbeit war es daher, eine Wirkung von InsPs (und hierbei v.a. von InsP5

und InsP6) auf Blutgerinnung und Fibrinstruktur zu untersuchen und einen mögli-
chen Mechanismus aufzuzeigen, wie diese wirken könnten. Zusätzlich sollte überprüft
werden, ob es neben der MINPP1 weitere Mechanismen gibt, InsPs aus dem Blut zu
eliminieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geräte

Gerät Hersteller

Analysenwaage HD BA 200 Sartorius
Autoklav 3150 EL Systec
CO2-Inkubator Heracell 240i Thermo Fisher Scientific
Fluoreszenzmikroskop Biorevo BZ-9000 Keyence
Fluoreszenzreader Saphire 2 Tecan
Fluorimeter Fluoroscan Ascent reader Thermo Fisher Scientific
Heizblock ThermoStat plus Eppendorf
Heizblock Thermomixer compact Eppendorf
Impact-R-Device (CPA) DiaMed
Laborschüttler MS2 Minishaker IKA Labortechnik
Laborschüttler VF2 Janke & Kunkel IKA Labortechnik
Mikropipette Research, 0,5-10µl Eppendorf
Mikropipette Research, 10-100µl Eppendorf
Mikropipette Research, 100-1000µl Eppendorf
Mikropipette Research, 20-200µl Eppendorf
Mikrotiterplatten-Photometer Multiskan
FC

Thermo Fisher Scientific

Mikrotiterplatten-Reader infinite M200 Thermo Fisher Scientific
Sterile Werkbank Herasafe Heraeus
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus
Tischzentrifuge Z216MK Hermle
Trockenschrank Heracell Heraeus
Wasserbad Memmert
Zellzähler CASY Schärfe System
Zentrifuge Labofuge GL Heraeus
Zentrifuge Megafuge 16R Thermo Fisher Scientific
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2.1.2 Vebrauchsmaterialien

Produkt Hersteller

Blutentnahmeset Sarstedt
CASY Cups mit Deckel Roche
Mikrotiterplatten 16-MicroWell Module Greiner Bio-One
Mikrotiterplatten 96-well, kristall Falkon
Mikrotiterplatten 96-well kristall cellstar Greiner Bio-One
Mikrotiterplatten 96-well corring flat black Brand plates
Natriumcitrat-Röhrchen Sarstedt
Pipettenspitzen 0, 1−1000µl und 1−10ml Sarstedt, Eppendorf
Reaktionsgefäße (PP) 0, 2/1, 5/2ml Sarstedt
Zellkulturflaschen 75cm2, mit Filterdeckel Sarstedt
Zellkulturplatten (PS) 6-well ibitreat Ibidi
Zellkulturplatten (PS) 8-well ibitreat Ibidi
Zellkulturschalen, Ø10cm Sarstedt
Zellkulturschale (PS) Ibidi
Zellkulturschale 4-well Cellview
Zellschaber, verschiedene Größen NUNC

2.1.3 Chemikalien

Sofern nicht anders beschrieben wurden alle Chemikalien in analysenreiner Qualität
von Merck, Carl Roth, Sigma-Aldrich, Roche und Lager bezogen.
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Produkt Hersteller

Humanes α-Thrombin Haematologic Technologies Inc.
Apyrase (Kartoffel) Sigma-Aldrich
Bradford-Reagenz Bio-Rad
BSA (Bovines Serumalbumin) Sigma-Aldrich
DCF (2,7-Dichlorfluorescin) Sigma-Aldrich
DMSO (Dimethylsulfoxid) Falkon, VWR
Fibrinogen (aus humanem Plasma) Sigma-Aldrich
GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie stimulierender Faktor)

Sigma-Aldrich

HEPES (1M, pH 7.5) Sigma-Aldrich
InsP3 (Kaliumsalz) Buchem
InsP5 (Triethylammoniumsalz) (25µM/l) Millipore, Calbiochem, Merck
FAM-InsP5 (Triethylammoniumsalz) Andrew Riley, University Barth, GB
InsP6 (Kaliumsalz) Millipore, Calbiochem, Merck
May-Grünwald-Färbelösung Carl Roth
MPER (Mammalian Protein Extraction
Reagent)

Promega

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) (50mg/ml)
in PBS

Sigma-Aldrich

Paraformaldehyd (PFA) (4% PFA/4% Su-
crose in PBS)

Sigma-Aldrich

Prostaglandin E1 (PGE1) Cayman Chemicals über Biozol
Thrombin-spez. fluorogenes Substrat (Z-
Gly-Gly-Arg-AMC)

Bachem

Thrombin Calibrator Stago
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2.1.4 Zelllinien

RAW264.7 Bei RAW264.7-Zellen handelt es sich um Mausmakrophagen, die mit
dem Abelson Murine Leukemia Virus transformiert wurden (Raschke et al., 1978).
Sie wurden über ATCC bezogen.

Humane Monozyten wurden freundlicherweise von Prof. Stefan Linder aus dem
Institut für medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene des UKE bereitge-
stellt.

Humane Fibroblasten wurden freundlicherweise durch Prof. Udo Schumacher
aus dem Institut für Anatomie und experimentelle Morphologie des UKE zur Verfü-
gung gestellt.

2.1.5 Medien und Lösungen für die Zellkultur

Reagenz Hersteller

CASYton (für Zellzähler CASY®) Schärfe System
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s me-
dium + GlutaMAX)

Gibco Life Technologies

FCS (Fetal Calf Serum) Gibco Life Technologies
Penicillin (100U/ml) Invitrogen
RPMI 1640 Medium Invitrogen
Streptomycin (100µg/ml) Invitrogen
Trypsin/ EDTA (0,05%) Invitrogen
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2.1.6 Puffer und Lösungen

MPER lysis buffer Promega
PBS (phosphate-buffered saline)

137mM NaCl
2, 7mM KCl
10mM NaH2PO4

pH 7,4

1, 8mM KH2PO4

Fibrin-Polymerisierungspuffer
150mM NaCl
10mM CaCl2pH 7,9
50mM Tris-HCl

Tyrode’s Buffer
2mM KCl
3mM NaH2PO4

1mM MgCl
5, 5mM Glucose
5mM HEPES
12mM NaHCO3

pH 7,4

137mM NaCl
Modifizierter Tyrode’s Buffer

Apyrase
PGE1pH 7,4
Tyrode’s Buffer

2.1.7 Software

Produkt Hersteller

GraphPad Prism Version 5.0 GraphPad Software
Thrombinoscope Software Stago Deutschland GmbH
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2.2 Methoden

2.2.1 Verwendete InsPs

InsP5 und InsP6 sind bis auf eine Phosphatgruppe an Position D2 chemisch identisch.
Biochemisch wird InsP5 v.a. als Vorstufe des InsP6 angesehen (Thota und Bhandari,
2015). Grint (Grint et al., 2012) zeigte, dass sowohl InsP5 als auch InsP6 Fibrinogen
mit hoher Affinität binden können. Beide Moleküle besitzen damit ähnliche Bin-
dungseigenschaften. Riley (Riley et al., 2014) beschrieb ein ähnliches Verhalten für
FAM-InsP5 und InsP6. Wir nahmen daher an, dass sowohl InsP5 und InsP6, aber
auch FAM-InsP5 und InsP5 biochemisch ähnlich reagieren und daher miteinander zu
vergleichen sind.

2.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde die Proteinbestim-
mung nach Bradford durchgeführt (Bradford, 1976). Hierbei wurde zum zu untersu-
chenden Protein der Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blue G250 pipettiert.
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Abbildung 8: Coomassie Brilliant-Blue G250, adaptiert an (Thermo Fisher Scientific, 2018).
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Dieser Farbstoff existiert pH-abhängig in zwei unterschiedlichen chemischen For-
men: in saurem pH besitzt der Farbstoff eine rote Farbe und absorbiert Licht mit
einem Absorptionsmaximum von 465nm. Im basischen pH ist der Farbstoff blau ge-
färbt und besitzt ein Absorptionsmaximum von 595nm. Rotes Coomassie bindet an
kationische und aromatische Aminosäure-Seitenketten von Proteinen. Dabei verän-
dert sich die Farbe, das Absorptionsmaximum verschiebt sich von 465nm (rot) zu
595nm (blau). Je mehr Protein vorhanden ist, desto dunkler ist die Probe. Zur Kali-
brierung wurde BSA-Standard-Protein (bovines Serumalbumin, Rinderalbumin) be-
kannter Konzentrationen photometrisch mitgemessen.

Der Test wurde in Multiwellplatten in Doppelbestimmung durchgeführt. Um eine
zu hohe Proteinkonzentration zu vermeiden, wurden die Proteinlysate anfangs 1:200
verdünnt; je 50µl dieser Verdünnungen wurden mit 200µl Bradford-Reagenz (1ml
Konzentrat + 3ml Aqua dest.) versetzt.

Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extinktion bei
620nm photometrisch bestimmt (eine Messung bei 595nm war aus technischen Grün-
den nicht möglich).

Tabelle 1: Exemplarische photometrische Messung

BSAµg E1620 E2620 ∆E620 ∆E620-ELeer

0 0.377 0.372 - -
0 0.425 0.367 0.385 0

0.25 0.441 0.420 0.430 0.045
0.5 0.471 0.457 0.464 0.079
1.0 0.529 0.524 0.527 0.141
1.5 0.584 0.560 0.572 0.187
2.0 0.644 0.693 0.642 0.256
3.0 0.764 0.740 0.752 0.367

Abbildung 9: Visualisierte Eichgerade.

Die gemessenen Extinktionen der Doppelbestimmungen wurden gemittelt und als
Eichgerade visualisiert (siehe Abb. 9).
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Die Steigung m der Eichgeraden diente zur Errechnung der Proteinkonzentration in
50µl eines Proteinlysats:

c(Protein) =
E620 − ELeer

m

in diesem Beispiel also:

c(Protein) =
E620 − ELeer

0, 1259

Unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors (Vf) konnte so auf die Ausgangs-
konzentration zurückgeschlossen werden. Eine exemplarische Proteinbestimmung sei
in Tabelle 2 dargestellt:

Tabelle 2: Exemplarische Berechnung der Proteinkonzentration

Probe E1620 E2620 ∆E620 E620-ELeer c[µg/50µl] c[µg/µl] Vf c[µg/µl]
1 0.463 0.479 0.471 0.086 0.681 0.041 2.724
2 0.464 0.464 0.464 0.079 0.625 0.013 2.502
3 0.472 0.467 0.470 0.084 0.669 0.013 200 2.677
4 0.469 0.473 0.471 0.086 0.681 0.014 2.724
5 0.392 0.400 0.396 0.011 0.085 0.002 0.342
6 0.388 0.393 0.391 0.005 0.042 0.001 0.167

2.2.3 Zellkultur

RAW264.7-Zellen wurden zur Kultivierung in RPMI 1640 Medium gehalten, wel-
ches mit 10% fetalen Kälberserum (FCS) mit 1% Penicillin und 1% Streptomycin
(zur Vermeidung einer bakteriellen Kontamination) versetzt wurde. Das modifizierte
RPMI-Medium wird nachfolgend als Vollmedium bezeichnet.

Humane Makrophagen wurden aus Monozyten differenziert, indem sie mit 50ng/ml

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulationsfaktor (GM-CSF) für sieben Tage
in RPMI-Vollmedium inkubiert wurden.

Fibroblasten wurden in DMEM mit 1% Penicillin und 1% Streptomycin inkubiert.
Als Behältnis aller Zellreihen dienten Zellkulturflaschen (75cm2) mit Filterdeckel so-
wie Zellkulturschalen, inkubiert wurde im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2-Gehalt.
Nach drei bis vier Tagen bzw. 90% Konfluenz wurden die Zellen umgesetzt. Je nach
Zellwachstum musste daher die Ausgangspopulation unterschiedlich stark verdünnt
werden. Dazu wurde zunächst das vorhandene Medium abpipettiert und der Zellra-
sen einmalig mit 5ml PBS gewaschen. Nach Zugabe von 1ml 0,05% Trypsin/ EDTA
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und Inkubation bei 37 °C für 4 min, lösten sich die Zellen vom Boden der Zellkultur-
flaschen. Nach anschließender Resuspension in 4ml Vollmedium konnten die Zellen
weiter verdünnt und in eine neue Zellkulturflasche oder -schale umgesetzt werden.
Sollte die Zellpopulation lediglich für ein weiteres Wachstum ausgedünnt werden,
wurden die Zellen 1:10- verdünnt und anschließend 2ml dieser Verdünnung mit 12ml

Vollmedium versetzt.
Der restliche Zellbestand konnte gemäß der gewünschten Zellzahl und Konfluenz

ausgesät werden. Nach 24-stündigem Wachstum im Brutschrank bei 37 °C und 5%
CO2-Gehalt konnten die Zellen weiter verwendet werden.

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde der CASY®-Zellzähler verwendet. Dazu wurde
je ein Hub CASYton-Lösung in ein Röhrchen gefüllt und je 50µl trypsinisierte Zellsus-
pension (genaue Angaben siehe Abschnitt 2.2.3) hinzupipettiert. Nach vorsichtigem
mehrmaligem Umschwenken des Röhrchens konnte anschließend durchflusszytome-
trisch die Zellzahl ermittelt werden. Aus jeweils drei Messungen wurde der Mittel-
wert bestimmt. Durch die Kenntnis der Zellzahl in ml konnte die Gesamtzellzahl in
der Zellkulturflasche berechnet werden. Soweit nicht anders angegeben, wurden je
1.5 × 106 Zellen pro Zellkulturschale ausgesät.

2.2.5 Gewinnung und Reinigung der Thrombozyten

Zur Gewinnung humaner Thrombozyten wurden gesunde Freiwillige akquiriert, die
für mindestens 10 Tage keinerlei gerinnungsbeeinflussende Medikation eingenommen
hatten. Sie wurden über die geplanten Versuchsreihen ausführlich aufgeklärt und wa-
ren mit ihrer Durchführung einverstanden. Das Alter der Freiwilligen lag zwischen
21 und 53 Jahren. Die einzelnen Versuchsreihen wurden mit Blut maximal vier un-
terschiedlicher Probanden durchgeführt. Insgesamt wurde das Blut von zehn Pro-
banden untersucht. Die Probanden waren mehrheitlich europäischer Herkunft und
weißer Hautfarbe. Für genauere Analysen zu anderen ethnischen Gruppen müssten
zusätzliche und v.a. größere Studien durchgeführt werden. Wir gingen davon aus,
dass die von uns verwendeten Thrombozyten zumindest für die mitteleuropäische
Bevölkerung repräsentativ sind.

Zur Aufreinigung der Thrombozyten übernahmen wir gängige Protokolle von Dr.
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Maria Brehm aus der Klinik für Pädiatrische Hämatologie und Onkologie des UKE.
Um Verunreinigungen zu vermeiden, wurden die ersten zwei entnommenen ml ver-
worfen. Die Entnahme der Blutproben erfolgte in Natriumcitrat-Röhrchen, wobei das
Blut ungestaut, also ohne die Verwendung eines Stauschlauches, abgenommen wur-
de. Damit sollten starke Scherkräfte und eine vorzeitige Thrombozytenaktivierung
verhindert werden. Das entnommene Vollblut wurde für 45 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Zur Trennung der einzelnen Fraktionen wurden die Proben anschließend bei
140g (ca. 900rpm) für 10 min ohne Bremse zentrifugiert. Die möglichst langsame De-
zeleration erfolgte, um eine akzidentelle Aktivierung der Thrombozyten zu vermeiden.
Der entstandene Überstand (im Folgenden als Plasma bezeichnet) wurde vorsichtig
mit einer Pipette mit abgeschnittener Spitze abpipettiert und mit 75U/ml Apyrase
und 100nM PGE1 inkubiert. Die Apyrase fängt freies ADP und verhindert so die
Thrombozytenaggregation (Savion und Varon, 2006). PGE1 stimuliert die Adenylat-
zyklase und verhindert durch eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration
eine Calciumfreisetzung (Kreutz et al., 2013). Beide Agenzien verhinderten somit eine
vorzeitige Plättchenaktivierung.

Die Proben wurden im Anschluss für 10 min bei 1200g zentrifugiert. Die Throm-
bozyten wurden zweimalig mit modifiziertem Tyrode’s Buffer gewaschen und erneut
bei 1200g für 10 min zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde vorsichtig in 1ml

modifiziertem Tyrode’s Buffer auf eine Konzentration von 1× 105 Thrombozyten/µl
resuspendiert.

2.2.6 Aufreinigung der Erythrozyten

Erythrozyten/ Hämatokrit wurde mehrmalig mit modifiziertem Tyrode’s Buffer ge-
waschen und bei 1200g für 10 min zentrifugiert. Durch Resuspension mit modifizier-
tem Tyrode’s Buffer wurde eine Konzentration von 45 % erreicht.

2.2.7 Zell-Adhäsions-Analyse von FAM-InsP5

Zur Bestimmung der Bindung von InsP5 an Zelloberflächen nutzten wir fluoreszie-
rendes FAM-InsP5 als Alternative zu radioaktiv markierten Substanzen (Silcox et al.,
1973). Dies ermöglichte eine relativ einfache, schnelle und v.a. strahlungsfreie Unter-
suchung gleich mehrerer Zellreihen. Dazu wurden Fibroblasten, humane Makropha-
gen und RAW264.7-Zellen in (8-Kammer-) Zellkulturplatten kultiviert, sodass jeweils
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eine Konzentration von 2.5×104 Zellen pro Kammer erreicht wurde. Nach Verwerfen
des bedeckendes Mediums wurden die Zellen mit je 25µM fluoreszierender FAM-
InsP5-Lösung für 5 min bzw., in einem weiteren Ansatz für 16h, bei 37 °C und 5%
CO2-Gehalt inkubiert und anschließend vorsichtig dreimal mit PBS-Probenpuffer ge-
waschen, um überschüssiges FAM-InsP5 zu entfernen. Zum Fixieren der Zellen wurde
jede Platte mit 4% PFA-Lösung für 10 min bei 37 °C inkubiert, anschließend wurde
ungebundenes PFA durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die Zellen wurden
im Fluoreszenzmikroskop (Belichtungszeit 1/3.5s) bei 20- und 50-facher Vergrößerung
betrachtet.

Zur Detektion einer möglichen Bindung von FAM-InsP5 an die Thrombozyten-
oberfläche wurde humanes Plasma für 5 min mit 25µM FAM-InsP5 inkubiert und
ohne Waschen mit 4% PFA-Lösung bei 37 °C für 10 min fixiert. Damit sollte eine
Plättchenaktivierung und eine vorzeitige Aggregation verhindert werden. Nach der Fi-
xierung wurden die Thrombozyten dreimalig mit PBS gewaschen und mit dem Fluo-
reszenzmikroskop bei 60-facher Vergrößerung untersucht. Um eine mögliche FAM-
InsP5-Aufnahme der Thrombozyten zu detektieren, wurden sogenannte „Z-Stacks“
generiert. Dazu wurde das Präparat entlang der z-Achse optisch in mehrere Schichten
geschnitten. Dies ermöglichte den Einblick ins Zellinnere, ohne die Zelle tatsächlich
teilen zu müssen. Zum Anderen konnte im späteren Bild die Umgebungsfluoreszenz
wirksam herausgeschnitten werden, in dem nur die relevanten Z-Stacks ausgewertet
wurden. In der Mitte der Z-Stacks detektiertes FAM-InsP5 werteten wir als interna-
lisiert, während in der obersten und untersten Schicht befindliches FAM-InsP5 als im
Überstand befindlich galt. Mithilfe der mikroskopinternen Software konnte aus den
Z-Stacks ein 3D-Bild errechnet werden.

2.2.8 FAM-InsP5-Aufnahme durch Fluoreszenzphotometrie

Fibroblasten und RAW264.7-Zellen wurden in Zellkulturplatten gesät. Zur Aussaat
der einzelnen Zellreihen siehe Abschnitt 2.2.3. Jede Zellreihe wurde mit entweder
25µM FAM-InsP5 oder 9µM DCF (Menge an Fluorescin in 25µM FAM-InsP5) für
2, 5, 10 min oder über Nacht (16 h) inkubiert. Der Zellrasen wurde drei Mal mit PBS
gewaschen, anschließend mit 100µl MPER versetzt und mit einem Zellschaber abge-
schabt. Das entstandene Lysat wurde bei -80 °C eingefroren, aufgetaut und verquirlt.
Nach Zentrifugation bei 16000g (13000rpm) für 30 min bei 4 °C, wurde der Über-
stand entnommen und 1:20 mit PBS verdünnt. Die Fluoreszenz des Zelllysats wurde
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anschließend durch photometrische Messung (Extinktion/Emission 490/535nm) er-
mittelt. Da angenommen werden kann, dass Fluorescin von Zellen nicht aufgenom-
men wird, wurde die so ermittelte Fluoreszenz von mit Fluorescin inkubierten Zellen
von denen mit FAM-InsP5 inkubierten Zellen subtrahiert. Damit konnte anhaftendes
FAM-InsP5 herausgerechnet werden. Um auf die aufgenommene InsP5-Konzentration
rückschließen zu können, wurde die Proteinkonzentration der entstandenen Zelllysate
via Bradford-Assay ermittelt (siehe dazu Abschnitt 2.2.2) und die Fluoreszenz pro
µg Protein bestimmt.

Zur Untersuchung einer möglichen FAM-InsP5-Aufnahme in humane Thrombo-
zyten wurde humanes Plasma (Gewinnung siehe Abschnitt 2.2.5) in zwei Reaktions-
gefäße umgefüllt und entweder mit 25µM FAM-InsP5 oder 9µM DCF versetzt und
für 4h bei 37 °C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 640g (2600rpm) bei 4 °C
konnte der Überstand entnommen und das entstandene Pellett dreimalig mit mo-
difiziertem Tyrode’s Buffer gewaschen werden. Nach abschließender Zentrifugation
bei 640g (2600rpm) wurde das Zellpellet in MPER-Puffer resuspendiert. Das weitere
Vorgehen entsprach dem der vorherigen Zellreihen.

2.2.9 Bestimmung der Zellviabilität via MTT-Assay

Zur Untersuchung eines möglichen Einflusses der InsPs auf das Zellwachstum wurden
Fibroblasten und RAW264.7-Zellen getrennt voneinander in eine 96-well-Mikrotiter-
platte gesät (je 1 × 104 Zellen pro Kammer) und bei 37 °C und 5% CO2-Gehalt für
24 h inkubiert. Dann wurden zum jeweiligen Medium vorsichtig je 25µM FAM-InsP5,
16µM InsP6 oder 9µM Fluorescin hinzugefügt. Ein Ansatz diente als Kontrolle (keine
Intervention). Nach erneuter Inkubation für 24 h wurde in jede Kammer 10µl MTT
(50mg/ml) hinzugegeben und diese für 3 h bei 37 °C und 5% CO2-Gehalt inkubiert.
Lebende Zellen nehmen MTT auf und transportieren es in ihre Mitochondrien. Dort
wird es zu lilafarbenem Formazan reduziert (van Meerloo et al., 2011). Neuere Un-
tersuchungen ergaben auch eine extramitochondriale Formazansynthese im Zytosol
sowie in den Lysosomen (Bernas und Dobrucki, 2002; M. V. Berridge und Tan, 1993).

Nach Entnahme des überschüssigen Mediums wurden die Zellen durch fünfminü-
tige Inkubation mit je 200µl DMSO lysiert. Formazan löste sich in dem organischen
Lösungsmittel und konnte spektroskopisch bei 540nm gemessen werden. Die Umset-
zung von MTT in Formazan gab Aufschluss auf die Zellaktivität und damit auf die
Anzahl lebender Zellen (van Meerloo et al., 2011). Ein Vergleich des Zellwachstums
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Abbildung 10: Umsetzung von MTT in Formazan, adaptiert an (Sittampalam et al., 2004).

der Einzelproben ließ dadurch Rückschlüsse auf eine Beeinflussung der Zellviabilität
durch InsPs zu.

2.2.10 Cone and Plate(let) Analysis (CPA)

Um einen Effekt von InsPs auf die Thrombozyenaggregation unter annähernd physio-
logischen Bedingungen zu untersuchen, wurde durch die AG Brehm des UKE die CPA
durchgeführt (vgl. dazu (Savion und Varon, 2006)). Hierbei wurde mit Natriumcitrat
versetztes venöses Vollblut (im Folgenden als Vollblut bezeichnet), bzw. aufgereinigte
und mit 45 % Hämatokrit versetzte Thrombozyten (im Folgenden als gewaschenes
Blut bezeichnet) verwendet. Zu Blutentnahme und Aufreinigung von Thrombozyten
und Erythrozyten siehe Abschnitt 2.2.5 und 2.2.6.

In der CPA werden je 130µl einer Blutprobe in ein Polystyrol- (PS-)Gefäß ge-
geben. Die im Blut befindlichen Plasmaproteine binden dabei an die PS-Oberfläche.
Durch kontinuierliche Rotation produziert der CPA-Apparat für 2 Minuten auf der
gesamten Oberfläche der PS-Gefäße einen laminaren Fluss mit einer definierten Scher-
kraft von 720rpm (1800/s).

Hierunter binden nur Thrombozyten, keine anderen Blutzellen, an die Gefäßober-
fläche und formen langstreckige Aggregate. Nach vorsichtiger Aufreinigung der Probe
mit PBS und Färben mit May-Grünwald-Färbelösung, wurde das Probengefäß foto-
grafiert. Anhand des Fotos konnte die durchschnittliche Oberfläche (in %) errechnet
werden, welche mit Thrombozytenaggregaten bedeckt war. Durch unterschiedliche
Zusammensetzung der Blutproben konnte so eine Wirkung verschiedener Agenzien
auf die Aggregatgröße und damit auf die Thrombozytenaktivierung untersucht wer-
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Abbildung 11: A) schematische Versuchsdurchführung (I-III) und B) schematischer Aufbau der CPA,
adaptiert an (Savion und Varon, 2006).
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den.

In einem ersten Ansatz wurde zu Vollblut je 20µM InsP3, InsP5, FAM-InsP5, InsP6

oder Fluorescin pipettiert und die Probe für 1 min bei 10rpm gemischt. Als Kontrol-
le diente Vollblut, welches mit gleichen Volumina PBS versetzt wurde bzw. Vollblut
ohne jegliche Intervention (untreated). Ein Probensatz (sieben Einzelproben) wurde
nun direkt in der CPA gemessen, ein zweiter für eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert, wobei die Proben alle 15 min für 1 min bei 10rpm durchmischt wurden.
Erst dann wurde auch hier eine CPA durchgeführt.

Im zweiten Ansatz wurde gewaschenes Blut mit je 16µM InsP5, InsP6 oder PBS
versetzt. Ein zweiter Probenansatz enthielt bei gleicher Zusammensetzung zusätzlich
150mg/dl Fibrinogen.

Der dritte Ansatz erfolgte mit gewaschenem Blut und 150mg/dl Fibrinogen, sowie
entweder 16µM InsP5, InsP6 oder PBS. Ein zweiter Probenansatz enthielt jeweils zu-
sätzlich 6 × 104 Makrophagen. Die Inkubationszeit betrug 2 h bei Raumtemperatur.
Dann erfolgte auch hier eine CPA. Jeder Probenansatz wurde in drei unabhängigen
Einzelmessungen mit Blut von drei unterschiedlichen Spendern jeweils in Doppelbe-
stimmung durchgeführt. Zur besseren Verdeutlichung siehe Abb. 11.

2.2.11 Messung der Thrombin-Bildung (CAT)

Die CAT (calibrated automated thrombin generation) misst die Menge an Thrombin,
die pro Zeiteinheit gebildet wird (Hemker et al., 2003). Die Experimente wurden durch
Prof. Rauch der Universität Greifswald durchgeführt. Dazu wurde venöses, mit Na-
triumcitrat versetztes humanes Vollblut gesunden Spendern entnommen und für 45 s
bei Raumtemperatur und 1000g zentrifugiert. Das so entstandene Plasma wurde vor-
sichtig abpipettiert. 40µl Plasma wurden mit 10 bzw. 30µM InsP6 oder 10µM ADP
für 10 min bei 37 °C in einer 96-well-Mikrotiterplatte inkubiert. Eine weitere Probe
diente als Kontrolle (keine Intervention). Nach Zugabe von 3pM Tissue Factor und
20µl 20mM HEPES (pH 7,35), versetzt mit 60g/l BSA, 100mM CaCl2 und 2, 5mM

des Thrombin-spezifischen fluorogenen Substrats (Z-Gly-Gly-Arg-AMC), startete die
Thrombinsynthese. Gemessen wurde bei 37 °C für 90 min, jedes Experiment wurde
insgesamt viermal durchgeführt. Eine Sichtbarmachung der Thrombinsynthese gelang
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dadurch, dass neu gebildetes Thrombin das fluorogene Substrat spaltete. Dabei wur-
de fluoreszierendes AMC (7-Amino-4-methylcoumarin) frei, welches photometrisch
bei Exzitation/Emission 390/460nm im Fluorimeter gemessen werden konnte. In ei-
ner Paralleltestung wurde gebildetes AMC einer bekannten Thrombinkonzentration
(dem Thrombinkalibrator) detektiert. Die gemessene Fluoreszenz pro Zeit gab da-
bei Aufschluss über die Menge an Thrombin in der Probe. Durch Analyse mit der
Thrombinoscope®-Software konnten Messkurven erstellt werden, die Aufschluss auf
die Thrombinaktivität gaben. Die maximal gebildete Thrombinkonzentration ent-
spricht dabei dem höchsten Punkt der Kurve. Die Fläche unter der Kurve beschreibt
das sogenannte „endogene Thrombinpotenzial“ (Hemker und Béguin, 1995). Dies ist
die Menge an Substrat, die potenziell von Thrombin gespalten werden kann. Als „lag
time“ wird eine mögliche Verzögerungsphase bezeichnet, also ein verspäteter Anstieg
der Kurve. Ein Vergleich der Messkurven gab Aufschluss auf eine Beeinflussung der
Thrombinsynthese durch InsPs.

2.2.12 Life-Cell-Imaging (LCI)

Sollten Zellen über einen längeren Zeitraum beobachtet werden, nutzten wir das LCI.
Hierbei fotografierte ein Fluoreszenzmikroskop regelmäßig alle eingestellten Ebenen.
Dadurch konnten Zellbewegungen und Bewegungsabläufe von Strukturen in Echtzeit
verfolgt und dokumentiert werden (D. J. Stephens und Allan, 2003).

Die lange Beobachtungszeit erforderte eine besondere Umgebung, um die Zellen
am Leben zu erhalten: Ein optimaler CO2-Gehalt, ein Temperaturoptimum und eine
hohe Luftfeuchte waren die Voraussetzung für ein gutes Endergebnis. Durch Ver-
wendung einer LCI-Kammer konnten Zellen bei 37 °C und 5% CO2-Gehalt sowie
gesättigter Wasserdampfatmosphäre inkubiert werden. Damit wurde versucht, phy-
siologischen Verhältnissen so nahe wie möglich zu kommen.

Zur Beurteilung einer direkten Wirkung von InsPs auf Thrombozyten wurde je
100µM humanes Plasma (Gewinnung siehe Abschnitt 2.2.5) mit 16µM InsP5 bzw.
16µM InsP6 in eine 4-Kammer-Zellkulturschale pipettiert. Zwei Kammern dienten
als Kontrolle (keine Intervention). Mittels Time-lapse-Analyse konnte im Fluores-
zenzmikroskop alle 5 min ein Bild aller vier Kompartimente aufgenommen werden.
Ingesamt wurden sechs LCIs mit Plasma vier unterschiedlicher Probanden für jeweils
16 h durchgeführt.
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2.2.13 Fibrinpolymerisierung mit (FAM-)InsP5 und Thrombozyten

Dieser Versuchsaufbau orientierte sich an (Gailit et al., 1997). Zur Synthese von
Fibrinpolymeren wurden 3µl Fibrinogen der Konzentration 10mg/ml bzw. 29nM

in 300µl Polymerisierungspuffer (siehe Abschnitt 2.1.6) gelöst und in 1, 5ml Reak-
tionsgefäße überführt. Durch Zufügen von 2, 76µl Thrombin (0, 1U/ml) wurde die
Polymerisierungsreaktion gestartet. Die Reaktionsgefäße wurden nun vorsichtig über
Kopf geschwenkt, 50µl wurden in die Kammern einer 8-well-Zellkulturplatte pipet-
tiert. Zur restlichen Probe wurde 25µM FAM-InsP5-Lösung gegeben. Nach erneutem
vorsichtigem Schwenken wurden auch hier je 50µl in zwei weitere Kammern der Zell-
kulturplatte pipettiert.

Um eine mögliche Wirkung der InsPs auf Thrombozyten zu untersuchen, wur-
den in einem zweiten Ansatz aufgereinigte humane Thrombozyten (siehe Abschnitt
2.2.5) zur Fibrinogen-Thrombin-Lösung gegeben. 50µl wurden direkt in eine Zell-
kulturschale pipettiert, zum restlichen Ansatz wurde 25µM InsP5 hinzugefügt. Das
weitere Procedere entsprach der ersten Versuchsreihe.
Alle Proben wurden bei 37 °C und 5% CO2-Gehalt über Nacht getrocknet und im
Anschluss drei Mal vorsichtig mit PBS gewaschen, um Salzrückstände und überschüs-
sige InsPs zu entfernen. Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnten die Fibrinpolymere
bei 60-facher Vergrößerung im Öl-Immersionsobjektiv betrachtet werden. Insgesamt
wurden drei Einzelexperimente jeweils in Doppelbestimmung durchgeführt.

2.2.14 Aufnahmekapazität von FAM-InsP5 in RAW264.7-Makrophagen

RAW264.7-Zellen wurden in Zellkulturschalen ausgesät und mit 0, 12.5, 25, 50, 100

und 200µM FAM-InsP5-Lösung für 16 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben
dreimalig mit PBS gewaschen und mit DMSO lysiert. Nach Zentrifugation bei 16000g

(13000rpm) für 30 min wurde der Überstand im Fluorimeter bei 490nm gemessen
und die Fluoreszenz pro µg Protein berechnet.

2.2.15 Statistik

Zur Durchführung ungepaarter T-Tests (engl. unpaired t tests) wurde GraphPad
Prism, Version 5.0 für Windows verwendet. Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. Dargestellt sind erhobene Mittelwerte ± SD aus mindestens drei
voneinander unabhängigen Einzelexperimenten.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, inwieweit InsPs (und hierbei insbesondere
InsP5 und InsP6) einen Einfluss auf die Blutgerinnung ausüben. Dabei wurde einer-
seits die zelluläre Gerinnung (eine Beeinflussung der Thrombozyten), zum anderen
die plasmatische Gerinnung (eine Wirkung auf die Gerinnungskaskade) untersucht.
Zusätzlich wurden mögliche Mechanismen betrachtet, die InsPs aus dem Blut elimi-
nieren können. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind im Folgenden dargelegt.

3.1 InsPs beeinflussen die Thrombozytenaggregatgröße

Um zu untersuchen, ob bzw. inwieweit InsPs die Thrombozytenaggregation beein-
flussen, wurden humane Thrombozyten gemeinsam mit 16µM InsP6 über Nacht im
Life-Cell-Imaging inkubiert. Dabei wurden die Zellen alle fünf Minuten via Time-
Lapse-Analyse fotografiert. Für eine bessere Vergleichbarkeit wurde Plasma vier un-
terschiedlicher Probanden in insgesamt sechs voneinander unabhängigen Einzelexpe-
rimenten untersucht.

Dabei bildeten sich nur im Ansatz von Plasma mit InsP6 Thrombozytenaggregate,
wohingegen der Kontrollansatz ohne Zugabe von InsPs jeweils aggregatfrei blieb. Die
Aggregatbildung setzte innerhalb von 20 bis 60 min ein. Eine beispielhafte Aufnahme
zu Beginn sowie nach 45 min sei in Abb. 12 dargestellt.

Zur Verifizierung des LCI sowie zur quantitativen Bestimmung der Aggregatgröße
wurde durch die AG Brehm, UKE, im Anschluss eine CPA durchgeführt: Gewaschenes
Vollblut wurde entweder mit je 20µM InsP3, InsP5, FAM-InsP5, InsP6 oder Fluorescin
(als farbstoffgebende Gruppe des FAM-InsP5) inkubiert und die Aggregatgröße nach
1 min sowie nach 60 min bestimmt. Als Kontrolle diente gewaschenes Vollblut ohne
jegliche Intervention (untreated) sowie mit PBS versetztes Vollblut.

Wie Abb. 13 zeigt, nahm in Anwesenheit von InsP5 und InsP6 die Größe der
Thrombozytenaggregate im Vergleich zur Kontrolle deutlich zu. Dabei wurden die
Aggregate umso größer, je mehr Phosphatreste am Inositol gebunden waren. Während
InsP3 keinerlei Wirkung erzielte, stieg die Aggregatgröße unter InsP5 leicht an. Die
größten Aggregate bildeten sich bei Inkubation von Plasma mit InsP6.

Zudem wird deutlich, dass der Effekt von InsPs auf die Thrombozytenaggregation
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Abbildung 12: LCI mit humanen Thrombozyten unter Zugabe von InsP6
Humanes Plasma wurde via LCI ohne (A) bzw. mit (B) 16µM InsP6 für insgesamt 16 h inkubiert.
Abgebildet ist je eine Aufnahme zu Beginn (0‘) sowie nach 45-minütiger Inkubation (45‘). Es wurden
sechs Einzelproben mit Blut vier unterschiedlicher Probanden untersucht. Nach 20-60 min formten
sich dabei nur im Beisein von InsP6 großflächige Thrombozytenaggregate. Abgebildet ist ein reprä-
sentatives Experiment, hierbei bildeten sich erste Cluster nach 45 Minuten (siehe Vergrößerung in
B).

in der CPA sehr schnell ist: bereits nach einminütiger Inkubation war eine deutliche
Zunahme der Aggregatgröße messbar, die im Verlauf kaum noch zunahm. Insgesamt
stieg die Aggregatgröße unter Zugabe von InsPs (beispielhaft für InsP6 berechnet)
auf 89% gegenüber der Kontrollgruppe.

Die geringe Wirkung von FAM-InsP5 führten wir darauf zurück, dass die Fluore-
scingruppe möglicherweise aggregationshinderlich wirkte und eine räumliche Annä-
herung der Thrombozyten zueinander veminderte.

Die vorangegangenen Versuche zeigen, dass InsPs (und hierbei v.a. InsP5 und
InsP6) die Thrombozytenaggregation beeinflussen.

3.2 InsPs aktivieren Thrombozyten weder direkt noch indi-

rekt

Um zu untersuchen, ob InsPs direkt mit Thrombozyten interagieren, beispielsweise
durch direkte Bindung an die Thrombozytenoberfläche oder durch Aufnahme in die
Thrombozyten via Endozytose, wurde humanes Plasma mit fluoreszierendem FAM-
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Abbildung 13: CPA unter Zusatz unterschiedlicher InsPs und Fluorescin.
Humanes Vollblut wurde für 1 min bzw. für 60 min mit je 20µM InsP3, InsP5, FAM-InsP5, InsP6
oder Fluorescin inkubiert. Als Kontrolle diente Vollblut, welches ohne jegliche Intervention belas-
sen (untreated) bzw. mit PBS versetzt wurde. Proben wurden für 2 min einer Scherkraft von 720
rpm (1800/s) in der CPA ausgesetzt. Nach mehrmaligem Waschen wurden die Aggregate mit May-
Grünwald-Lösung gefärbt und mit dem Image Analyzer des Impact-R-Device vermessen. Die Expe-
rimente wurden durch die AG Brehm (UKE) durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD
drei unabhängiger Einzelexperimente, jeweils in Doppelbestimmung durchgeführt. P-Werte < 0.05
wurden als statistisch signifikant gewertet. Begriffserklärung: *p<0.05;**p< 0.005;***p<0.0005.

InsP5 für 5 min inkubiert und anschließend mit PFA fixiert. Nach Entfernen von
ungebundenem FAM-InsP5 wurden die Thrombozyten im Fluoreszenzmikroskop be-
trachtet. FAM-InsP5 fluoresziert bei Extinktion/Emission 490/535nm. Gäbe es eine
direkte Wirkung von InsP5 auf die Thrombozyten, müsste fluoreszierendes InsP5 auf
der Thrombozytenoberfläche gebunden sein. Die anschließende Z-Stack-Analyse mit
3D-Rekonstruktion würde es ermöglichen, internalisiertes InsP5 zu detektieren.

Die Fluoreszenzmikroskopanalyse zeigte jedoch, dass FAM-InsP5 weder an der
Oberfläche der Thrombozyten, noch in ihrem Inneren zu sehen war (vgl. Abb.14).
Das grünliche Signal zwischen den weißen Thrombozyten sowie am Bildoberrand ist
auf verbliebenes, nicht vollständig durch Waschen zu entfernendes FAM-InsP5 im
umgebenden Medium zurückzuführen.

Zur Verifizierung dieser Erkenntnis wurde eine Fluoreszenzmessung durchgeführt.
Hierbei wurde die Fluoreszenz der löslichen Zellfraktionen photometrisch gemessen.
Somit konnte nur internalisiertes FAM-InsP5 detektiert werden. Dazu wurden Throm-
bozyten gemeinsam mit FAM-InsP5 für vier Stunden inkubiert. Als Positivkontrol-
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Abbildung 14: 3D-Rekonstruktion nach Inkubation mit (FAM-)InsP5 und Thrombozyten.
Gewaschene humane Thrombozyten wurden für 5 min mit 25µM FAM-InsP5 inkubiert und anschlie-
ßend in 4% PFA fixiert. Nach vorsichtigem Waschen mit PBS wurde die FAM-InsP5-vermittelte
Fluoreszenz via Z-Stack-Analyse bei 50-facher Vergrößerung im Fluoreszenzmikroskop detektiert.
Anschließend wurde aus den Z-Stacks ein 3D-Bild errechnet. (Die verbleibende grünliche Färbung
zwischen den Thrombozyten sowie am Bildoberrand ist auf im Überstand gelöstes FAM-InsP5 zu-
rückzuführen).

le dienten Fibroblasten. Von diesen war bereits eine große Aufnahmekapazität für
(FAM-)InsP5 bekannt (Riley et al., 2014). Nach gründlichem Waschen und anschlie-
ßender Zelllyse wurde die Fluoreszenz der Zelllysate im Fluorimeter detektiert (vgl.
Abb. 15).
Es konnte jedoch keine Fluoreszenz in den Fraktionen der mit FAM-InsP5 inkubierten

Abbildung 15: Photometrische Messung
nach Inkubation mit (FAM-)InsP5.
Fibroblasten und Thrombozyten wur-
den mit je 25µM FAM-InsP5 für 4 h in-
kubiert und anschließend lysiert. FAM-
InsP5-vermittelte Fluoreszenz der lösli-
chen Zellfraktionen wurde im Fluorime-
ter detektiert und per µg Protein be-
stimmt. Dargestellt sind die Mittelwer-
te ± SD aus drei Einzelmessungen.

Thrombozytenlysate gemessen werden.
Somit bindet InsP5 weder direkt an die Thrombozytenoberfläche, noch wird es

über Endozytose aufgenommen.
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Zur Untersuchung einer indirekten Wirkung der Inositolphosphate auf die Thrombo-
zytenaggregation führte Prof. Rauch, Universität Greifswald, eine CAT durch. Hierbei
wird die Menge an Thrombin gemessen, die pro Zeiteinheit (hier in nM/min) gebildet
wird. Damit kann eine Beeinflussung der Gerinnungskaskade bis hin zur Thrombin-
spaltung gemessen werden. Möglicherweise führen InsPs zu einer vermehrten Throm-
binbildung und so indirekt zu einer verstärkten Aggregation der Thrombozyten durch
Aktivierung der Gerinnungskaskade.

Für die CAT wurde humanes Plasma mit 10µM bzw. 30µM InsP6 inkubiert. Als
Negativkontrolle diente Plasma ohne jegliche Intervention, als Positivkontrolle diente
ADP.

Abbildung 16: CAT-Analyse mit InsP6 und ADP.
Humanes Plasma wurde mit 10 bzw. 30µM InsP6 sowie 10µM ADP inkubiert. Als Kontrolle diente
humanes Plasma ohne Intervention (control). Anschließend wurde die Thrombinsynthese durch Zu-
gabe von CaCl2 und TF gestartet. Mittels CAT wurde die Thrombinbildung in nmol/min fluorime-
trisch bestimmt. Die Exerimente wurden durch Prof. Rauch, Universität Greifswald, durchgeführt.
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus insgesamt drei Einzelmessungen.

Abb. 16 zeigt das Ergebnis einer repräsentativen Einzelmessung. Hierbei ließ sich kein
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den mit InsP6 versetzten Proben in Be-
zug auf endogenes Thrombin-Potenzial (ETP), Peak level und lag time detektieren

Nina Erdmann|Institut für Biochemie & Signaltransduktion| UKE 40



Wirkung von InsPs auf die Blutgerinnung ERGEBNISSE

(siehe Abschnitt 2.2.11). Daher ist davon auszugehen, dass die InsP6-vermittelte Ag-
gregation nicht aus einer vermehrten Thrombinbildung und somit indirekten Throm-
bozytenaktivierung resultiert.

3.3 Die aggregatfördernde Wirkung der InsPs ist Fibrinogen-

vermittelt

Möglicherweise beruht die aggregatfördernde Wirkung der InsPs auf einer Interakti-
on mit einem Protein, welches seinerseits an Thrombozytenoberflächen binden kann.
Über dieses „Verbindungmolekül“ könnte die Thrombozytenaggregation dann sekun-
där beeinflusst werden. Seit Kurzem ist bekannt, dass InsP5 spezifisch an Fibrinogen
binden kann (Grint et al., 2012). Fibrinogen seinerseits bindet über den GPIIbIIIa-R
an Thrombozyten (Bergmeier und Hynes, 2011). Auch wenn Fibrinogen Teil der Ge-
rinungskaskade ist, kann es durch die CAT nicht gemessen werden, da Fibrinogen
bekanntermaßen erst durch Thrombin gespalten und vernetzt wird. Eine Beeinflus-
sung der Thrombozytenaggregation durch Fibrinogen wäre daher in der CAT nicht
messbar.

Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde gewaschenes Vollblut mit entweder
PBS, InsP5 oder InsP6 sowie in einem Ansatz mit 150mg/dl Fibrinogen für zwei
Stunden inkubiert. Ein Kontrollansatz blieb bei ansonsten gleicher Zusammenset-
zung fibrinogenfrei. Durch die Verwendung gewaschenen Blutes konnte sichergestellt
werden, dass außer dem zugefügten Fibrinogen alle Serumproteine fehlten. Im An-
schluss wurde durch die AG Brehm, UKE, eine CPA durchgeführt.

Abb. 17 zeigt, dass ohne Zugabe von Fibrinogen (A) weder InsP5 noch InsP6 eine
relevante Veränderung der Aggregatgröße bewirken. Unter Einfluss von Fibrinogen
(B) steigt jedoch die Aggregatgröße im Vergleich zur Kontrollprobe um etwa das Dop-
pelte und entspricht damit in etwa der Größe von Aggregaten in humanem Vollblut.
Die InsPs-bedingte Vergrößerung der Thrombozytenaggregate ist also fibrinogenver-
mittelt.

Zur Untersuchung der Qualität der Thrombozytenaggreagate, reicht die Aggregat-
größe alleine nicht aus. Wichtig ist vor allem eine Beurteilung des Fibrinnetzwerkes.
Fibrin entsteht bei der Polymerisierung von Fibrinogen. Physiologischerweise bildet
sich dabei ein filigranes, fein verzweigtes, fädiges Netzwerk.
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Abbildung 17: CPA mit InsP5 und InsP6 unter Zusatz von Fibrinogen.
Gewaschenes Blut wurde mit PBS, InsP5 oder InsP6 für zwei Stunden ohne (A) bzw. mit (B)
150mg/dl Fibrinogen inkubiert. Im Anschluss wurde eine CPA durchgeführt. Mittels Impact-R-
Device konnte die durchschnittliche Aggregatgröße in µm2 am Boden der PS-Gefäße bestimmt
werden. Die Experimente wurden durch die AG Brehm (UKE) durchgeführt. Gezeigt sind die Mit-
telwerte ± SD aus drei unabhängigen Einzelversuchen (jeweils in Doppelbestimmung durchgeführt).
*p < 0.05 .

Durch Zugabe fluoreszierenden FAM-InsP5 während der Fibrinpolymerisierung
konnte eine direkte Wirkung des InsPs auf die Fibrinformation beurteilt werden.
Als Kontrolle diente eine Probe ohne InsP-Zusatz. In einem zweiten Ansatz wurden
gewaschene humane Thrombozyten zum Polymerisationsansatz pipettiert.

Abb. 18 zeigt die fluoreszenzmikroskopischen Ergebnisse: Bild A und C zeigen die
Polymere ohne Zugabe von InsPs. Hierbei formte sich ein filigranes, dünnes und fein
verzweigtes Fibrinnetz. Thrombozyten banden recht regelmäßig und in kleineren Ag-
gregaten. Unter Zugabe von FAM-InsP5 veränderte sich die Struktur dramatisch: Die
feine netzartige Struktur wurde völlig zerstört, große Poren wechselten sich mit dich-
ten, clusterartigen Aggregaten ab. Die einzelnen Fibrinfasern waren deutlich dicker,
es gab kaum noch feine Verzweigungen. Das komplette Fibrinpolymer wirkte amorph
und ohne jede Struktur. Insgesamt wurden deutlich mehr Thrombozyten gebunden,
sie banden in großen Aggregaten. Im Fluoreszenzlicht fluoreszierte das Fibrinpolymer
leuchtend grün (B). Das bedeutet, dass überall im Fibrinnetz InsP5 gebunden wurde.
Damit wird ersichtlich, dass InsP5 (und damit wahrscheinlich auch InsP6) nicht nur
die Aggregatgröße, sondern die komplette Struktur von Fibrinpolymeren verändert.
Es entsteht ein völlig ungeordnetes, amorphes Netzwerk.

InsPs haben damit eine Wirkung auf die sekundäre Hämostase, indem sie Struktur
und Thrombozytenbindung in Fibrinpolymeren verändern.
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Abbildung 18: Fibrinpolymerisation mit (FAM-)InsP5 und Thrombozyten.
29nM Fibrinogen wurde durch Zugabe von 0.1U/ml Thrombin polymerisiert. (B) und (D) zeigen
den Versuchsansatz unter Zugabe von 25µM(FAM)-InsP5. (C) und (D) zeigt das Fibrinnetzwerk
nach Zufügen humaner Thrombozyten. Dargestellt sind repräsentative Bilder aus drei unabhängigen
Einzelexperimenten.

3.4 Adhäsion und Phagozytose von InsPs durch Makrophagen

Wenn InsPs einen solchen Einfluss auf die Bildung der Fibrinnetzwerke und die
Thrombusformation ausüben, muss es Mechanismen geben, die eine übermäßige Ag-
gregation verhindern. Interessanterweise ist humanes Plasma komlett InsPs-frei (M. S.
Wilson et al., 2015). Bereits bekannt ist, dass die MINPP1 im Blut vorhandene InsPs
sehr effektiv spalten und abbauen kann (Windhorst et al., 2013). Möglicherweise
gibt es jedoch zusätzlich auch noch zelluläre Mechanismen, um vorhandene InsPs zu
eliminieren. Makrophagen sind als professionelle „Fresszellen“ ein vielversprechender
Kandidat für diese Aufgabe. Zusätzlich spielen sie eine wichtige Rolle in der Wund-
heilung, indem sie zerstörtes Gewebe phagozytieren (siehe Abschnitt 1.2.5).

Nina Erdmann|Institut für Biochemie & Signaltransduktion| UKE 43



Wirkung von InsPs auf die Blutgerinnung ERGEBNISSE

Im Folgenden wurde untersucht, ob Makrophagen in der Lage sind InsPs zu
binden bzw. zu internalisieren. Dazu wurde die Mauszellinie RAW264.7 verwendet.
RAW264.7-Makrophagen wurden für 5 min mit FAM-InsP5 inkubiert. Als Kontrolle
dienten abermals Fibroblasten, da von ihnen eine hohe (FAM-)InsP5-Aufnahmekapazität
bekannt war (Riley et al., 2014).

Abbildung 19: Fluoreszenzmikroskopie nach Inkubation mit FAM-InsP5.
Fibroblasten (Fibr.) und RAW264.7-Zellen (RAW) wurden für 5 min mit 25µM FAM-InsP5 inku-
biert und in 50- bzw. 20-facher Vergrößerung per Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die punktför-
migen grünen Aggregate stellen dabei von den einzelnen Zellen internalisiertes FAM-InsP5 dar. Das
grünliche Hintergrundleuchten entsteht durch Autofluoreszenz der Fibroblasten.

Die anschließende Betrachtung im Fluoreszenzmikroskop zeigte, dass beide Zell-
reihen große Mengen an FAM-InsP5 an ihrer Oberfläche gebunden hatten (siehe Abb.
19).

Zur Bestimmung, ob InsP5 nicht nur gebunden, sondern tatsächlich auch inter-
nalisiert wurde, wurde die Fluoreszenz in gewaschenen Zelllysaten beider Zellreihen
nach Inkubation mit FAM-InsP5 unterschiedlicher Dauer bei 490nm gemessen.

Abb. 20 bestätigt, dass sowohl Fibroblasten als auch RAW264.7-Zellen in der Lage
sind FAM-InsP5 zu internalisieren. Fibroblasten nehmen dabei FAM-InsP5 schneller
auf, während RAW264.7 insgesamt eine größere Gesamtmenge internalisieren können.

RAW264.7-Zellen sind also in der Lage größere Mengen an FAM-InsP5 nicht nur
an ihrer Oberfläche zu binden, sondern es auch aufzunehmen. Da es sich bei dieser
Zelllinie jedoch um Mausmakrophagen handelt, wurde im Folgenden versucht, die Er-
gebnisse auch mit humanen Makrophagen zu reproduzieren. Hierzu wurden humane
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Abbildung 20: Fluoreszenzanalyse von Zelllysaten nach Inkubation mit FAM-InsP5.
Fibroblasten (Fibr.) und RAW264.7-Zellen (RAW) wurden mit 25µM FAM-InsP5 für die darge-
stellte Dauer inkubiert und anschließend lysiert. Gemessen wurde die Fluoreszenz der löslichen
Zellfraktionen bei 490 nm. Berechnet wurde die Fluoreszenzintensität pro µg Protein. Linke Dar-
stellung: Die Fluoreszenzintensität pro µg Protein nach 16-stündiger FAM-InsP5-Inkubation wurde
auf 100% gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD aus mindestens drei unabhängigen Ein-
zeluntersuchungen. Rechte Darstellung: Fluoreszenzintensität pro µg Protein, dargestellt ist ein
repräsentatives Experiment aus insgesamt drei unabhängigen Einzelmessungen.

Monozyten mit GM-CSF zu Makrophagen differenziert. Diese wurden dann für 16h
mit FAM-InsP5 inkubiert.

Abbildung 21: Fluoreszenzmikroskopie mit (FAM-)InsP5 und humanen Makrophagen.
Primäre humane Monozyten wurden mittels GM-CSF zu Makrophagen differenziert und für 16 h mit
FAM-InsP5 inkubiert. Anschließend wurden sie in 20-facher Vergrößerung im Fluoreszenzmikroskop
betrachtet. (A) zeigt die Monozyten im Durchlicht, (B) im Fluoreszenzlicht. Die grün leuchtende
Fluoreszenz in (B) ist auf internalisiertes FAM-InsP5 zurückzuführen.

Abb. 21 (B) zeigt, dass alle Makrophagen grün fluoreszierendes FAM-InsP5 in
großen Mengen aufgenommen haben. Damit ist bewiesen, dass humane Makropha-
gen, genau wie die aus der Maus, die Fähigkeit besitzen, InsP5 in hohem Maße zu
internalisieren.

Nina Erdmann|Institut für Biochemie & Signaltransduktion| UKE 45



Wirkung von InsPs auf die Blutgerinnung ERGEBNISSE

Wenn Makrophagen (und ggf. auch Fibroblasten als weitere Akteure der Wund-
heilung) einen Mechanismus zur Elimination anfallender InsPs darstellen sollten,
dann sollten größere Mengen aufgenommener InsPs die Zellviabilität nach Möglichkeit
nicht beeinträchtigen. Inwieweit die Lebensfähigkeit der einzelnen Zellreihen durch
höhere InsPs-Konzentrationen eingeschränkt wird, wurde mithilfe des MTT-Assays
überprüft. Dazu wurden sowohl RAW264.7-Zellen, als auch Fibroblasten mit 25µM

FAM-InsP5, 16µM InsP6 oder 9µM Fluorescin (zum Aussschluss eines Effektes der
farbstoffgebenden Gruppe des FAM-InsP5) für 24h inkubiert. Das Ergebnis zeigt Abb.
22:

Abbildung 22: Zellviabilitäts-
assay mit InsPs und Fluorescin.
Fibroblasten (Fibr.) und
RAW264.7-Zellen (RAW) wur-
den mit 25µM FAM-InsP5,
9µM Fluorescin oder 16µM
InsP6 inkubiert. Als Kontolle
dienten Zellen ohne jegliche
Intervention (control). Zellvia-
bilität wurde als MTT-Umsatz
nach 24-stündiger Inkubation
gemessen. Die Messwerte der
Kontrollmessung wurden auf
100% gesetzt. Dargestellt sind
die Mittelwerte ± SD aus
mindestens drei unabhängigen
Einzelmessungen.

Hierbei wird deutlich, dass weder Fibroblasten noch RAW264.7-Zellen in ihrer Le-
bensfähigkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe durch die InsPs beeinträchtigt sind.

Makrophagen können also, ähnlich wie Fibroblasten, große Mengen an InsPs auf-
nehmen, ohne dadurch Schaden zu nehmen.

3.5 Makrophagen verhindern eine InsP-vermittelte Aggrega-

tion

Wenn Makrophagen in der Lage sind große Mengen an InsPs zu phagozytieren, viel-
leicht gelingt es ihnen dann auch, die InsP-vermittelte Thrombozytenaggregation zu
verhindern oder die Aggegate zumindest zu verkleinern. Um diese These zu prüfen,
wurde gewaschenes Blut unter Zusatz von Fibrinogen mit entweder InsP5, InsP6 oder
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PBS versetzt. Ein Ansatz wurde mit RAW264.7-Makrophagen für zwei Stunden in-
kubiert. Ein Kontrollansatz blieb bei ansonsten gleicher Zusammensetzung frei von
Makrophagen. Anschließend wurde durch die AG Brehm, UKE, eine CPA durchge-
führt.

Abbildung 23: CPA-Analyse unter Zusatz von InsPs und Makrophagen.
Gewaschenes Blut wurde mit 150mg/dl Fibrinogen und PBS (control), 16µM InsP5 oder InsP6
für zwei Stunden ohne bzw. mit (+MP) Zusatz von 6 × 104 Makrophagen pro Test inkubiert.
Mittels CPA wurde die Aggregatgröße gemessen, ausgewertet wurde mittels Impact-R-Device und
Thrombinoscope-Software. Die Experimente wurden durch die AG Brehm (UKE) durchgeführt.
Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen aus mindestens drei voneinander unabhängigen Einzel-
messungen, jeweils in Doppelbestimmung durchgeführt.

Eine Betrachtung der CPA-Aggregate unter dem Mikroskop (siehe Abb. 23) zeigte,
dass die Thrombozytenaggregate unter Zusatz von Makrophagen deutlich kürzer und
kleiner wurden als ohne Makrophagenzusatz.

In der quantitativen Messung (siehe dazu Abb. 24) wird deutlich, dass Makropha-
gen die komplette aggregatfördernde Wirkung der InsPs aufheben können. Die Aggre-
gatgröße entspricht dabei der Kontrollgruppe. Da Makrophagen physiologischerweise
im Blut vorkommen, wäre dies ein Effekt, der auch in vivo eine übermäßige Aggre-
gation verhindern könnte.
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Abbildung 24: CPA-Analyse unter
Zusatz von InsPs und RAW264.7-
Makrophagen.
Gewaschenes Blut wurde mit 150mg/dl
Fibrinogen und PBS (control), 16µM
InsP5 oder InsP6 für zwei Stunden
ohne bzw. mit (+MP) Zusatz von
6× 104 RAW264.7-Makrophagen pro
Test durchgeführt. Mittels CPA wur-
de die Aggregatgröße bestimmt. Die
Experimente wurden durch die AG
Brehm (UKE) durchgeführt. Darge-
stellt sind die Mittelwerte ± SD
aus mindestens drei voneinander un-
abhängigen Einzelexperimenten, jeweils
in Doppelbestimmung durchgeführt.
*p<0.05;**p<0.005;***p<0.0005.

Interessant wäre das Ausmaß zu kennen, in welchem Makrophagen in der Lage
sind, InsPs aus dem Blut zu entfernen. Bislang wurden niedrige physiologische InsPs-
Dosierungen (16µM InsP5 und InsP6, sowie 25µM FAM-InsP5) eingesetzt.

Inwieweit Makrophagen auch bei höheren Konzentrationen InsPs internalisieren
können, wurde in folgendem Experiment untersucht: Hierbei wurden RAW264.7-
Makrophagen mit unterschiedlichen Konzentrationen an FAM-InsP5 für 16 h inku-
biert. Nach mehrmaligem Waschen wurde die Fluoreszenz der Zelllysate photome-
trisch bestimmt.

Abbildung 25: Aufnahmekapazität an
FAM-InsP5 in RAW264.7-Zellen.
RAW264.7-Zellen wurden mit
12.5, 25, 50, 100 und 200µM FAM-
InsP5 versetzt und nach 16-stündiger
Inkubationszeit lysiert. Bei 490nm
wurde die Fluoreszenz der löslichen
Zellfraktionen im Fluorimeter be-
stimmt. Fluoreszenzintensität pro µg
Protein wurde berechnet. Dargestellt
ist eine repräsentative Messung aus ins-
gesamt drei voneinander unabhängigen
Einzelexperimenten.

Die Auswertung in Abb. 25 zeigt deutlich, dass eine lineare Beziehung zwischen
FAM-InsP5-Konzentration und -aufnahme in die Makrophagen bis zu etwa 50µM

besteht. Zwischen 50 und 100µM flacht die Kurve ab, die Aufnahmekapazität ist ge-
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sättigt. Dies bedeutet, dass bei InsPs-Konzentrationen größer als 50µM Makrophagen
nicht mehr in der Lage sind das Blut komplett von InsPs zu reinigen.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel dieser Dissertation war es, eine Wirkung von InsPs (und hier v.a. von InsP5 und
InsP6) auf die Blutgerinnung zu untersuchen. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass
InsP5 und InsP6 die Größe von Thrombozytenaggregaten beeinflussen. Dabei wurden
die Aggregate umso größer, je mehr Phosphatgruppen am Inositol gebunden waren.
Den größten Effekt erzielte InsP6. Die Wirkung der InsPs ließ sich dabei auf eine
direkte Interaktion mit Fibrinogen zurückführen. Die Thrombinsynthese oder eine
direkte Thrombozyteninteraktion blieben unbeeinflusst.

Zusätzlich veränderten InsP5 und InsP6 die Fibrinstruktur: Gebildete Fibrinfäden
wurden dicker und hatten insgesamt mehr Thrombozyten gebunden; dabei war das
Netz weniger fein verästelt und wies große Zwischenräume auf.

Bereits bekannt war die Elimination freier InsPs durch die MINPP1. Als zusätz-
lichen Mechanismus zeigten wir, dass auch Makrophagen in der Lage sind, InsPs bis
zu Konzentrationen zwischen 50 und 100 µM aus dem Blut zu eliminieren.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Einfluss der InsPs auf die Thrombozytenaggregation

In dieser Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass InsPs die Größe von Thrombozyten-
aggregaten beeinflussen. Dabei ist die Wirkung auf die Aggregatgröße umso stärker,
je mehr Phosphatreste am Inositol gebunden sind. Ein Grund hierfür könnte in der
starken negativen Ladung der InsPs begründet sein: Dass negative Ladungen die Ag-
gregation beeinflussen können, ist bereits von Polyphosphaten bekannt (Smith und
Morrissey, 2014; Whyte et al., 2016). Der genaue Mechanismus ist bislang jedoch
noch nicht vollständig verstanden. Es wird eine Wirkung auf die Fibrinpolymerisie-
rung angenommen (siehe 4.2.2).

Wir konnten zusätzlich und erstmalig zeigen, dass mit InsPs-gebildete Polymere
insgesamt mehr Thrombozyten binden können. Von Polyphosphaten ist eine solche
Eigenschaft nicht bekannt. InsPs unterscheiden sich in dieser Hinsicht von diesen.
Möglicherweise können InsPs via Fibrinogen an den GPIIbIIIa-R (ein Fibrinogenre-
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zeptor an der Oberfläche aktivierter Thrombozyten) an Thrombozyten binden und
diese quervernetzen. Dieses stünde im Einklang mit unseren Erkenntnissen, dass InsPs
keine Wirkung auf inaktive Thrombozyten ausüben: InsPs konnten nicht direkt an
der Thrombozytenoberfläche binden und Thrombozyten auch nicht direkt aktivieren.

Damit ist der Mechanismus der InsPs von einem weiteren Molekül unterschied-
lich, welches ebenfalls viele Phosphatgruppen und somit auch eine starke negative
Ladung besitzt, nämlich ADP. ADP bewirkt durch Bindung an den P2Y12-R eine
direkte Thrombozytenaktivierung (van der Meijden et al., 2005).

InsPs werden nicht durch Endozytose in die Thrombozyten aufgenommen. Damit
reagieren Thrombozyten anders als viele andere Zellreihen, für die eine unspezifische
Endozytose für (FAM-)InsP5 vermutet wird (Riley et al., 2014).

In der CAT ließ sich keine Wirkung der InsPs auf die Thrombinsynthese nachwei-
sen. InsPs lassen die Thrombinsynthese und damit die plasmatische Gerinnung un-
beeinflusst. Damit wirken InsPs in dieser Hinsicht anders als Polyphosphate (Smith
et al., 2010): Polyphosphate aktivieren den intrinsischen Signalweg durch Interakti-
on mit den Gerinnungsfaktoren XII, XI, V und II und führen zu einem schnelleren
Erreichen des Thrombinfunkens.

Der Mechanismus der InsPs zur Bildung von Thrombozytenaggregaten durch Bin-
dung von Thrombozyten unterscheidet sich damit von ADP sowie von Polyphospha-
ten.

4.2.2 Wirkung auf die Fibrinpolymerisierung

Bereits bekannt war eine besondere Affinität von InsP5 und InsP6 für Fibrinogen
(Grint et al., 2012). Unsere Arbeitsgruppe zeigt erstmalig, dass die aggregatfördernde
Wirkung der InsPs in einer Interaktion mit Fibrinogen begründet liegt. Dabei verän-
dern InsPs die Struktur von Fibrinpolymeren: Es wurden nicht nur mehr Thrombo-
zyten gebunden, gebildete Fäden waren auch deutlich dicker; das gebildete Fibrinnetz
war weniger verzweigt und wies große Poren auf.

Leider stellte sich im Verlauf dieser Dissertation heraus, dass das von uns verwen-
dete InsP5 mit geringen Mengen ADP verunreinigt war. Die nach der Laborarbeit
dieser Doktorarbeit generierten Daten mit reinem InsP5 konnten die aggregatför-
dernde und strukturstörende Wirkung des InsP5 nicht mehr stützen. Ein Effekt von
InsP6 hingegen war weiterhin deutlich messbar.
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Unser Ergebnis ist damit z.T. mit Grint (Grint et al., 2012) vereinbar. Dieser hatte
keinen Effekt von InsP5 auf die Fibrinpolymerisierung feststellen können. Interessan-
terweise konnte Grint jedoch auch keine Wirkung von InsP6 auf Fibrinstruktur und
Polymergröße finden. Der genaue Grund dafür ist bislang unklar, zumal wir in jeder
durchgeführten Messung ein verändertes Fibrinnetzwerk feststellen konnten. Grint
bestimmte die Polymere spektrophotometrisch bei 450nm (Wolberg et al., 2002).
Obwohl diese Messung gängige Praxis ist, haben andere Arbeitsgruppen mehrheit-
lich bei 400 bzw. 405nm Fibrinpolymere gemessen (Smith et al., 2010; Wolberg et
al., 2002). In zukünftigen Messungen sollte das Experiment bei diesen Wellenlängen
wiederholt werden. Nicht bekannt ist, wie häufig Grint die photometrische Messung
durchführte. Es ist jedoch anzunehmen, dass unsere Arbeitsgruppe insgesamt mehr
Einzelmessungen durchgeführt hat. Zudem konnten wir durch Verwendung unter-
schiedlicher Methoden die aggregatfördernde Wirkung von InsP6 auf die Fibrinpoly-
merisierung mehrfach reproduzieren.

Auch Polyphosphate können Fibrinogen mit hoher Affinität binden (Mutch et al.,
2010). Von langkettigen Polyphosphaten wird angenommen, dass sie während der
Fibrinpolymerisierung in die Fibrinfasern eingebaut werden und damit zu dickeren
Fasern führen (Smith und Morrissey, 2014). Kurzkettige Polyphosphate führen hinge-
gen zu keiner Zunahme der Faserdicke (Mutch et al., 2010). Der genaue Mechanismus
ist bislang noch ungeklärt. Auch wir stellten mikroskopisch eine Zunahme der Faser-
dicke fest. Möglicherweise werden auch InsPs ins Faserinnere inkorporiert und wirken
damit wie langkettige Polyphosphate. Eine genauere Messung des Faserdurchmessers
könnte durch elektronenmikroskopische Aufnahmen erfolgen.

Des Weiteren konnten wir zeigen, dass Fibrinpolymere im Beisein von (FAM-)InsP5

einen veränderten Aufbau aufweisen: Fasern waren weniger verzweigt, dichte knotige
Areale wechselten sich mit großen Poren ab. Interessanterweise konnte die AG Brehm
(UKE) diese Beobachtung im Verlauf dieser Dissertation nicht reproduzieren. Dieses
könnte auf zwei Gründe zurückzuführen sein: Einerseits verwendete die Arbeitsgrup-
pe eine leicht veränderte Polymerisierungsmethode: Die Polymerisierung wurde dabei
in humanem Plasma durchgeführt; anstelle des FAM-InsP5 wurde InsP6 verwendet,
welches mit einem fluoreszierenden Antikörper markiert wurde. Zum anderen wurde
ein Konfokalmikroskops benutzt, um auch das Innere der Fibrinpolymere beurteilen
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zu können. Hierbei konnten keine eindeutigen Veränderungen festgestellt werden. Die
abweichenden Ergebnisse könnten nun entweder auf die veränderte Durchführung zu-
rückgeführt werden. Eine andere Möglichkeit wäre, dass die Poren und Cluster sich
nur an der Polymeroberfläche befinden, das Innere der Polymere durch die InsPs
jedoch unbeeinflusst bleibt. Dieses wäre mit dem Fluoreszenzmikroskop, welches ich
verwendet habe, nicht zu sehen gewesen. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die
AG Brehm den insgesamt physiologischeren Ansatz gewählt hat, der die tatsächliche
in-vivo-Situation besser widerspiegelt. Für genauere Analysen sollten die Polymere
noch einmal elekronenmikroskopisch vermessen werden.

Ausgehend von meiner Datenlage scheinen InsPs (und hier scheinbar v.a. InsP6)
ähnlich wie kurzkettige Polyphosphate (mit etwa 60-100 Monomeren) zu wirken: auch
hier sind dichte Areale und große Poren beschrieben worden (Mutch et al., 2010;
Whyte et al., 2016). Obwohl der genaue Mechanismus noch nicht gänzlich verstan-
den ist, wird vermutet, dass Polyphosphate durch ihre stark negative Ladung viele
Fibrinogenmonomere binden, welche dann zu einem dichten Maschenwerk auspoly-
merisieren. Areale mit weniger Polyphosphaten binden daher weniger Fibrinogen und
bilden dementsprechend Poren. Mutch (Mutch et al., 2010) zeigte, dass sehr kurze Po-
lyphosphate ohne Effekt blieben. Wir konnten diesen Effekt mit InsP3 reproduzieren.
Auch hier ließ sich keine Wirkung nachweisen.

Der genaue Mechanismus könnte Ausgangspunkt weiterer Untersuchungen sein.
Anzunehmen ist, dass InsP6 aufgrund seiner starken negativen Ladung an bestimmte
Areale im Fibrinogen binden und damit eine bessere Ausgangssituation zur Polyme-
risierung schaffen kann. Dies führte letztendlich zu einem dichteren Netzwerk.

InsP6 scheint dabei die Eigenschaften von lang- und kurzkettigen Polyphosphaten
in sich zu vereinen, ohne dabei eine Wirkung auf die Gerinnungskaskade zu besitzen.

Einen möglichen Bindungsmechanismus eines InsP6-Fibrin-Thrombozyten-Poly-
mers in Verbindung mit einer Bindung an den GPIIbIIIa-R zeigt Abb. 26.

Inwieweit Faktor XIII einen Einfluss auf die Verzweigungen im Beisein von InsP6

ausübt, sollte zukünftig in weiteren Experimenten untersucht werden. Für Polyphos-
phate konnte bereits gezeigt werden, dass zugefügter Faktor XIII keinen Einfluss auf
die Anzahl ausgebildeter Verzweigungen hat (Whyte et al., 2016). Möglicherweise
wird die Quervernetzung durch Anlagerung von Polyphosphaten an die Fasern be-
hindert.
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Abbildung 26: Möglicher Mechanismus der InsP6-vermittelten aggregationsfördernden Wirkung auf
Thrombozyten via Fibrinogen und GPIIbIIIa-R, Abbildung des Fibrinogen entnommen aus: (Euro-
pean Bioinformatics Institute, 2018).

Interessanterweise konnte in stimulierten Thrombozyten eine Zunahme an InsP4

und InsP5 detektiert werden (Mayr, 1988). In bislang unveröffentlichten Daten konnte
unsere Arbeitsgruppe in Kooperation mit der AG Brehm, UKE, nachweisen, dass
stimulierte Thrombozyten eine dreifach höhere Konzentration an InsP6 aufweisen.
Vielleicht nutzen Thrombozyten InsP6 ähnlich wie Polyphosphate, um ein größeres,
dichteres Netzwerk zu kreieren.

Mit Polyphosphaten gebildete Polymere sind resistenter gegen Fibrinolyse (Mutch
et al., 2010) und gleichzeitig plastisch verformbar (Ryan et al., 1999). Dieses bietet
enorme Vorteile bei der Bildung eines Thrombus. Auch die Wirkung des InsP6 könnte
so in vivo „genutzt“ werden. Hierbei wäre ein weiterer Vorteil, dass durch InsP6 insge-
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samt mehr Thrombozyten im Fibrinpolymer gebunden und der Thrombus so zusätz-
lich stabilisert würde. Damit könnten InsP6 eine tatsächliche Rolle in vivo spielen.
Die in-vivo-Relevanz sollte jedoch in weiteren Untersuchungen genauer untersucht
werden.

Die Hämostase ist ein lebenswichtiger Prozess, der streng kontrolliert werden
muss. Eine ungenügende Gerinnung führt zu lebensgefährlichen Blutungen. Eine
übersteigerte Koagulation hingegen kann Thrombosen und Embolien begünstigen.
Wir untersuchten daher mögliche Mechanismen der InsP-Elimination.

4.2.3 Einfluss von Makrophagen und Fibroblasten auf die InsP6-vermit-
telte Thrombozytenaggregation

Humanes Plasma ist frei von InsPs. Bislang wurde dies auf die Aktivität der MIN-
PP1, einer Phosphatase, zurückgeführt (Windhorst et al., 2013). Wir zeigen erstmals,
dass auch Makrophagen und Fibroblasten in der Lage sind, InsPs in großen Mengen
zu phagozytieren. Bislang wurde zellulären Mechanismen der InsPs-Elimination we-
nig Beachtung geschenkt. Dabei spielen Makrophagen als „professionelle“ Phagozyten
eine wesentliche Rolle in der Wundheilung und sind zusammen mit Fibroblasten auch
nach einer Gewebsverletzung vor Ort. Wir konnten zeigen, dass Makrophagen sogar so
potent in der Phagozytose sind, dass sie den gerinnungsfördernden Einfluss der InsPs
aufheben können, ohne dabei selbst Schaden zu nehmen. Ab einer Konzentration
zwischen 50 und 100 µM ist ihre Kapazität zur Elimination freier InsPs verbraucht.
Dies bedeutet, dass bei sehr hohen Konzentrationen freier InsPs, beispielsweise bei
starkem Zellzerfall z.B. im Rahmen einer Tumorlyse oder einer starken Gewebsver-
letzung, InsP6 dennoch seine gerinnungsfördernden Eigenschaften zeigen könnte. Um
die tatsächliche Relevanz in vivo nachzuweisen, müssten einerseits die Kapazität der
MINPP1 im Blut zur Elimination freier InsPs bestimmt und andererseits Makro-
phagen und die MINPP1 gemeinsam inkubiert werden. Erst dann ließen sich genaue
Aussagen zur Thromboseneigung durch InsP6 treffen. Auch könnten Mausmodelle
helfen, eine in-vivo-Situation zu untersuchen.
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4.2.4 Fazit

InsP6 fördert die Thrombozytenaggregation. Dabei wird die Fibrinpolymerisierung
beeinflusst: InsP6 wirkt einerseits wie langkettige Polyphosphate und bildet dickere
Fasern, vermutlich durch Einbau von InsP6 ins Faserinnere. Zum anderen bildet es
dichte Netzwerke mit knotigen Arealen abgewechselt von großen Poren, eine Eigen-
schaft, die von kurzkettigen Polyphosphaten beschrieben wurde.
InsP6-Fibrin-Polymere können insgesamt mehr Thrombozyten binden. Eventuell ge-
lingt dies durch Bindung von InsP6 an Fibrinogen, welches wiederum an den GPIIbIIIa-
R an der Thrombozytenoberfläche bindet.

Möglicherweise sezernieren aktivierte Thrombozyten InsP6, um das gebildete Fi-
brinnetzwerk zu festigen.
Unter pathologischen Bedingungen jedoch, z.B. bei einem Zellzerfall im Rahmen ei-
ner Tumorlyse oder einer großen Gewebsverletzung, könnten die freigesetzten InsPs
eine Steigerung der Thrombozytenaggregation bewirken.

Fest steht, dass eine genaue Regulation der InsP-Konzentration im Blut elementar
ist, um einer übersteigerten Gerinnung vorzubeugen. Dies geschieht einerseits durch
die MINPP1. Wir konnten zeigen, dass auch Gewebsmakrophagen und Fibroblasten
potente Zellen zur Elimination freier InsPs darstellen.

4.3 Ausblick

InsPs und ihre Wirkung auf die Blutgerinnung sind ein so komplexes und auch span-
nendes Thema, dass eine Dissertation allein bei Weitem nicht ausreicht, um alle
offenen Fragen zu beantworten.

Zum einen sind weitere Untersuchungen notwendig, um den genauen Wirkungs-
mechanismus sowie die Fibrinstruktur aufzuklären: So könnte bspw. durch Raster-
kraftmikroskopie (AFM) der Faserdurchmesser sowie das Polymerinnere von InsP6-
Fibrinpolymeren exakt vermessen und mit durch Polyphosphaten gebildeten Poly-
meren verglichen werden.

Zusätzlich könnten elektronische Bindungssimulationen eine mögliche InsP6-Bin-
dungsstelle im Fibrinogen detektieren. Wäre diese bekannt, ließen ich genauere Ver-
mutungen anstellen, ob und inwieweit Fibrinogen als Link zwischen InsP6 und dem
GPIIbIIIa-R agieren kann. Eine experimentelle Überprüfung, ob tatsächlich eine Bin-
dung von InsP6 via Fibrinogen an diesen Rezeptor erfolgt, könnte durch Inkubation
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mit dem GPIIbIIIa-R-Blocker Abciximab erfolgen (Usta et al., 2016): Dabei müsste
nach Blockade der Rezeptoren die InsP6-vermittelte Wirkung auf die Thrombozyten-
bindung aufgehoben werden.

Interessant wäre zu wissen, inwieweit Faktor XIII einen zusätzlichen Einfluss auf
die Ausbildung von Verzweigungen im Fibrinpolymer ausüben kann: Dazu sollte Fak-
tor XIII einem Polymerisationsansatz zugefügt und die Wirkung mit einem Kontroll-
ansatz verglichen werden. Ähnliches wurde bereits mit Polyphosphaten durchgeführt
(Mutch et al., 2010).

Um die Eliminationskapazität von Makrophagen und der MINPP1 festzustellen,
sollten beide Agenzien gemeinsam mit InsP6 und Thrombozyten inkubiert werden.
Mithilfe der CPA könnte dann eine Konzentration bestimmt werden, ab welcher im
Plasma verbleibendes InsP6 die Aggregation beeinflussen kann.
Inzwischen ist die InsP-Konzentration in stimulierten Thrombozyten bekannt. Zu-
sätzlich sollten jedoch unterschiedliche ethnische Gruppen auf den InsP-Gehalt ih-
rer Thrombozyten hin untersucht werden. Um dieser Frage nachzugehen, könnten
Thrombozyten zuerst durch Thrombin stimuliert und anschließend mittels HPLC-
Analyse auf erreichte InsP-Konzentrationen untersucht werden.

Ebenso sind die Eigenschaften des entstandenen Fibrinnetzwerkes unter InsP6-
Einfluss bislang unbekannt und bilden ein spannendes Forschungsfeld. Mithilfe der
Rheometrie könnten Viskosität und Steifigkeit gebildeter InsP6-Fibrin-Polymere er-
mittelt werden (Ryan et al., 1999; Whyte et al., 2016).

Weiterführende Experimente könnten zudem Patienten mit Gerinnnungsstörun-
gen einschließen: So zeigte Hernandez-Ruiz (Hernandez-Ruiz et al., 2009), dass einige
Patienten mit Blutungsneigung weniger Polyphosphate in den δ-Granulae besitzen.
Möglicherweise ließe sich bei bestimmten Blutungsneigungen auch eine Veränderung
im InsP-Gehalt stimulierter Thrombozyten feststellen.

Polyphosphate wurden bereits als mögliche Zielstrukturen für Medikamente vor-
geschlagen: Dabei könnten gegen Polyphosphate gerichtete Antikörper als gerinnungs-
hemmende Medikamente genutzt werden (Smith et al., 2012; Travers et al., 2014).
Die Antikoagulation erfolgt hierbei v.a. durch Ausschaltung der fördernden Wirkung
von Polyphosphaten auf den intrinsischen Signalweg der Gerinnungskasade. Da InsP6

die Gerinnungskaskade jedoch unbeeinflusst lässt, ist es für diese Verwendung unge-
eignet. Es könnte jedoch als gerinnungsfördernde Substanz eingesetzt werden, bspw.
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als Zusatz in Gewebekleber.
Gewebekleber bestehen bislang entweder aus synthetischen Monomeren wie Cya-

noacrylat (Histoacryl®, Dermabond®), oder aus organischen Molekülen wie Fibrino-
gen. Beiden Molekülen ist gemeinsam, dass sie nach Applikation in der Wunde rasch
auspolymerisieren und so zu einem primären Wundverschluss führen. Ein Nachteil der
synthetischen Kleber ist ihre oft exotherme Reaktion bei der Polymerisierung sowie,
dass sie toxisch wirken oder nicht resorbierbar sind (Schneider und Otto, 2012). Sie
werden größtenteils für oberflächliche Wunden eingesetzt. Organische Kleber, bspw.
Fibrinkleber (z.B. Tisseel®), enthalten neben Fibrinogen auch FXIII, Thrombin und
Calcium (Petersen et al., 2004). Sie eignen sich aufgrund ihrer organischen Herkunft
für innere Wunden, durch ihre geringe Festigkeit sind sie jedoch zum Gewebever-
schluss unter Spannung ungeeignet. An dieser Stelle könnte InsP6 zum Einsatz kom-
men: Durch Beimischung von InsP6 könnte das Fibrinnetz gestärkt werden, ohne die
Gerinnungskaskade zu beeinflussen und möglicherweise eine übermäßige Gerinnung
auszulösen. Auch allergische Reaktionen, wie sie bspw. unter GRF-Kleber in seltenen
Fällen auftreten, wären unter mit InsP6-versetztem Fibrinkleber nicht zu beobachten.

Eine Möglichkeit der Untersuchung wären Mausmodelle. Hierbei könnte die Blu-
tungszeit einer Wunde mit InsP6-versetzten Fibrinkleber mit Fibrinkleber ohne InsP6-
Zusatz verglichen werden. Im Falle eines schnelleren oder festeren Wundverschlusses,
könnte InsP6 die Einsatzmöglichkeiten von Fibrinkleber verbessern.

Diese Aufzählung zeigt, dass InsPs auch in Zukunft ein spannendes Forschungsfeld
bleiben, das bei Weitem noch nicht ausgeschöpft ist.
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5 Zusammenfassung

InsP5 und InsP6 sind in tierischen Zellen weit verbreitet. Ihnen kommen vielfältige
Aufgaben zu. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass InsP5 und InsP6 mit hoher Affi-
nität an Fibrinogen binden. Eine physiologische Funktion ist bislang unbekannt. In
dieser Dissertation wurde erstmalig ein Effekt von InsPs auf Thrombozytenaggregati-
on und Fibrinpolymerisierung untersucht. Dabei konnte mittels Cone and Plate(let)
Analysis (CPA) gezeigt werden, dass InsP6 die Größe von Thrombozytenaggregaten
beeinflusst. Polymerisierungsassays zeigten, dass InsP6 dabei die Fibrinpolymerisie-
rung in einer Art und Weise beeinflusst, wie dies bereits von Polyphosphaten bekannt
war: Dabei führte es zu dickeren Fibrinfasern, eine Eigenschaft, die von langkettigen
Polyphosphaten beobachtet wurde. Zum anderen förderte es die Ausbildung dichter,
knotiger Areale und weiter Poren, dieses wurde von kurzen Polyphosphaten beschrie-
ben. Insgesamt wurden mehr Thrombozyten an den Polymeren gebunden. Dies könn-
te auf eine Interaktion von InsP6 mit Fibrinogen und dem GPIIbIIIa-R aktivierter
Thrombozyten zurückzuführen sein.
Trotz des hohen Zellumsatzes im Blut und trotz erhöhter InsPs-Spiegel in stimulier-
ten Thrombozyten, ist humanes Plasma InsP-frei. Dieses wurde bislang auf das Vor-
handensein der MINPP1, einer hochaktiven Phosphatase im Plasma, zurückgeführt.
Mithilfe von Zellkulturen konnten wir erstmals zeigen, dass auch humane Makropha-
gen und Fibroblasten, die eine wichtige Rolle in der Wundheilung einnehmen, den
aggregatfördernden Effekt des InsP6 auf die Thrombusformation aufheben können.
Ab einer Konzentration zwischen 50 − 100µM war ihre Kapazität zur Phagozytose
verbraucht. Zusätzlich zu einem möglichen Bindungsmechanismus schlagen wir InsP6

als Zusatz fibrinhaltiger Gewebekleber für einen schnelleren und stabileren Wundver-
schluss vor.
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6 Summary

InsP5 and InsP6 are the most abundant Inositolphosphates (InsPs) within mammali-
an cells as they exhibit multiple functions. Currently, it has been demonstrated that
InsP5 as well as InsP6 can bind to fibrinogen with high affinity although a physiolo-
gical function remains elusive. This pHD-thesis investigates for the first time effects
of InsPs on platelet aggregation and fibrin polymerisation. By cone and plate(let)
analysis, we observed an increase of platelet aggragate size in the presence of InsP6.
Fibrinogen polymerisation assays revealed an alteration of fibrin network structure as
detected for long polyphosphates. However, fibrin network was also altered in a way
known for shorter polyphosphates: tight knobs and wide pores were detected. Fibrin
polymeres exhibit an enhanced platelet adhesion, which could be due to interaction
with GPIIbIIIa-R on activated platelet surface. Although cell turnover is high in hu-
man plasma, no InsPs could be measured. This was attributed to MINPP1, a highly
active human plasma phosphatase. Using human macrophages and fibroblasts as cell
model, we showed that both cell lines can prevent effects on platelet function without
interfering with cell viability. Therefore, we propose macrophages which play an im-
portant role during wound healing as second mechanism for clearing human plasma
from InsP6 up to concentrations between 50 to 100µM . We also suggest a possible
binding mechanism for InsP6 and fibrinogen. A possible clinical use for InsP6 could
be as supplement in fibrin tissue glues for a faster and more stable wound closure.
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7 Sicherheit und Entsorgung

Alle Versuche wurden unter Berücksichtigung der Sicherheitsdatenblätter der gen-
technischen Anlage in Laboren der Sicherheitsstufe II durchgeführt.

Die verwendeten Chemikalien wurden gemäß ihrer Gefahren- und Sicherheitshin-
weise gehandhabt und entsorgt.

Transfizierte eukaryotische Zellen und Zellkulturen zählen als gentechnisch ver-
änderte Organismen (GVO). Alle Zellsuspensionen und kontaminierten Materiali-
en wurden daher gemäß der Biostoffverordnung (BioStoffV) und der Gentechnik-
Sicherheitsverordnung (GenTSV) vor der Entsorgung oder Wiederverwertung au-
toklaviert. Mit GVO in Berührung gekommene Oberflächen wurden sorgfältig mit
70%igem Ethanol desinfiziert.
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Abkürzungsverzeichnis

5-PPT Inositol-1,4,5-trisphosphat-5-Phosphatase
ADP Adenosindiphosphat
AFM Atomic force microscopy, Rasterkraftmikroskopie
AMC 7-Amino-4-methylcoumarin
APC Aktiviertes Protein C
AT Antithrombin
BSA bovines Serumalbumin (Rinderserumalbumin)
CAT Calibrated Automated Thrombin Generation
CPA Cone and Plate(let) Analysis
DAG Diacylglycerin
DCF 2,7-Dichlorfluorescin
DIPP Diphosphoinositolpolyphosphatphosphohydrolase
DMSO Dimethylsulfoxid
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid)
E Extinktion
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
ER Endoplasmatisches Retikulum
FI-XIII Gerinnungsfaktoren (I- XIII), aktivierte Faktoren werden durch ‘a‘

gekennzeichnet
FI/ Ia Fibrinogen/ Fibrin
FII/ IIa Prothrombin/ Thrombin
FIII TF, Tissue Factor, Gewebefaktor
FXII Hagemann-Faktor
FAM-InsP5 fluoreszierendes Amino-InsP5

FCS fetales Kälberserum, (fetal calf serum)
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
GPIb-R Glykoprotein Ib-Rezeptor (Integrin)
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure
HMWK High molecular weight kininogen
InsPs Inositolphosphate
Ins(1,2,3,4,5)P5 D-myo-Inositol-1,2,3,4,5-pentakisphosphat
Ins(1,3,4,5,6)P5 D-myo-Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat
Ins(1,3,4,5)P4 D-myo-Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat
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Ins(1,3,4,5)P4 D-myo-Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat
Ins(1,4,5)P3 D-myo-Inositol-1,4,5-trisphosphat
Ins(3,4,5,6)P4 D-myo-Inositol-3,4,5,6-tetrakisphosphat
InsP6 D-myo-Inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisphosphat
IP3-K/ ITPK Inositol-1,4,5-trisphospat-3-Kinase
IP6K Inositolhexakisphosphatkinase
IPMK/ IPK2 Inositolphosphatmultikinase
IPPK Inositolpentakisphosphat 2-Kinase
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
LCI Life Cell Imaging
MINPP1 Multiple Inositolphosphat Phosphatase 1
MPER Mammalian Protein Extraktion Reagent
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
NCIUB Nomenclature Commitee of the International Union of Biochemistry
NHEJ Non-homologous end joining
OH-Gruppe Hydroxylgruppe
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (phosphate buffered saline)
PG E1 Prostaglandin E1

PFA Paraformaldehyd
PI(4,5)P2 Phosphatidylinositol(4,5) bisphosphat (PI(4,5)P2)
PPIP5K Phosphatidylinositol-4-phosphat 5-kinase
PLC Phospholipase C
PS Polystyrol
PSF Platelet Stimulation Factor
PP Polypropylen
PtdIns Phosphatidylinositol
RNA Ribunukleinsäure
mRNA messenger RNA
tRNA transfer RNA
rpm Umdrehungen pro Minute, (revolutions per minute)
TF Tissue Factor, Gewebefaktor, FIII, Thromboplastin
TFPI Tissue Factor Pathway Inhibitor
TM Thrombomodulin
Tris-HCl Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan-Hydrochlorid
Vf Verdünnungsfaktor
vWF von-Willebrand-Faktor
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