Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften Hamburg

Hamburg University of Applied Sciences

{AMBURG

Hochschule fir Angewandte Wissenschaften
Fakultat Life Sciences

Entwicklung diagnostiktauglicher Assays zur Messung der Proteo-
lyse von Aggregaten aus Thrombozyten und von-Willebrand-Faktor-

Varianten unter Flussbedingungen

Bachelorarbeit

im Studiengang Biotechnologie

vorgelegt von
Katja Lehmann

I
7. April 2019

1. Gutachter/in Prof. Dr. Gesine Cornelissen
(HAW Hamburg)

2. Gutachter/in PD Dr. Maria A. Brehm

(Padiatrische Hamatologie und Onkologie am Uni-
versitatsklinikum Hamburg-Eppendorf)

Die Bachelorarbeit wurde erstellt und betreut im Labor der Padiatrischen Hamatolo-

gie und Onkologie am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf



Danksagung I

|. Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich bei Frau PD Dr. Maria A. Brehm fiur die Moéglichkeit
der Absolvierung meiner Bachelorarbeit im Labor der padiatrischen Hamatologie und
Onkologie am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf bedanken. Mein herzliches
Dankeschon gilt ihr vor allem fiir die gute Betreuung, die hilfreichen Ratschlage und
die anregenden Diskussionen im Rahmen des Praxissemesters und der Bachelorar-
beit.

Des Weiteren moéchte ich mich recht herzlich bei Gesa Kdnig und Tobias Obser fir
die vielen Anregungen, Hilfestellungen und die grof3artige Arbeitsatmosphéare bedan-

ken.

Bei Herrn Dr. med. Sven Peine (Leiter des Instituts fur Transfusionsmedizin am Uni-
versitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) bedanke ich mich herzlich fir die Bereitstel-
lung der Buffy Coats fiir die Isolierung von Thrombozyten.

Bei Frau Prof. Dr. Cornelissen bedanke ich mich fiir die Bereitschaft der Betreuung

meiner Bachelorarbeit und lhren Besuch wahrend meines Praxissemesters.

Ferner bedanke ich mich bei meiner Schwester Alena Lehmann, meiner Mutter und
Timo Reimer, die immer fur mich da sind, fur Ihre gro3artige Unterstitzung und die

Ermutigungen wahrend des gesamten Studiums.



Inhaltsverzeichnis I

Il. Inhaltsverzeichnis

R I - Y 7= Vo U1 o I
1. INhAItSVErZEICNNIS .o Il
. AbKUrzungsverzeiChnis ..o V
O | o1 =T 1 AU o Yo SRR 1
1.1. Der von-Willebrand-FakLtor ... 1
1.2. Aufbau des Gefal3systems und dessen Bestandteile ..........cccccccceeeiiieeiiennnns 3
1.3. Primére und sekundare HAMOSLASE ............ceeeviiieeiiiiiiiiiieecee e 4
1.4, ADAMT S e e eennans 6
1.5. Das von-Willebrand-SyNdrom................euuueuuemmieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeees 8
1.5.1.  KIGSSITIZIEIUNG ...ttt 8
1.5.2.  SYMPIOME ..o ettt e e e 8
1.6. Funktionelle Parameter der untersuchten VWF-Varianten ...............cccccuvuee. 9
1.7. Zielsetzung der Bachelorarbeit................uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 11
2. Materialien und MethOden ... 12
2.1, MALEHANEN ...coiiiii e 12
2.1.1.  HEK293 ZellliNI......ceeviiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 12
2.2, MENOUEBN ...t 12
2.2.1.  Zellbiologische Methoden...........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 12
2.2.1.1. Auftauen von HEK293 Zellen .........cccccooiviiiiiiiiiiieeeeeeee 12
2.2.1.2. Zellkultur und Zellpassagieren .........ccccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 13
2.2.1.3. Herstellung von rekombinanten Proteinen in HEK293 Zellen............. 13
2.2.1.4. Einfrieren von HEK293 Zellen .........ccccooviiiiiiiiiieeeeee 14
2.2.2.  Proteinbiochemische Methoden..........ccccccccviiiiiiiiie 15
2.2.2.1. Konzentrierung von rekombinanten Proteinen............c..cccceevvvvvvvnnnnnn. 15
2.2.2.2. ADAMTSIL3-ELISA ..o e 15

2.2.2.3. VWF-ELISA ... e 16



Inhaltsverzeichnis 1

2.2.2.4. wtVWF-Fadenbildung an unterschiedlichen Oberflachen unter

[ W ESTS] o L= [ 8o U 5o 1T o SRR 17
2.2.2.4.1. Protein-Kopplung an carboxylierte Polybeads...............ccccccevvvvnnnnn. 17
2.2.2.4.2. Verschiedene Beschichtungen eines Kanal-Slides ...........cc........... 18
2.2.2.4.3. Herstellung von GPIba-Latexbeads.............cccevvvvvviiiiiiieeeeeeeeiiin, 21
2.2.2.4.4. Nachweisreaktionen ..........ccccccvviiiiiiiiiiiiieee 21
2.2.2.4.5. Beschreibung des Flusssystems und dessen Anwendung............. 21
2.2.2.4.6. IMMUNFIUOTESZENZ .....ccooviiiiiiiiiiiiiieee 23

2.2.2.5. Light Transmission Aggregometry (Lichttransmissionsaggregometrie) .

........................................................................................................... 23

2.2.2.5.1. Tests mit GPIba-Latexbeads und WtVWF ..., 23
2.2.2.5.2. Isolierung von Plattchen aus einem Buffy-Coat..............cccevvvvvnnnnn. 24
2.2.2.5.3. Messung der PlattchenaktiVitat..............cccoeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 25
2.2.25.4. Messung der Bildung und des Abbaus von Plattchen-VWF-
Komplexen MiIttelS LT A ... 25
2.2.2.55. Dat@NaUSWEITUNG .....ccoviimriiiiiieeeeeeeeeiti e e e e e e e e e eeennnns 26

3. ErQEDNISSE i ——— 27
3.1. wtVWF-Fadenbildung an unterschiedlichen Oberflachen unter

[ WESTS] oY= [T To [V 0o [T o USSP 27
3.2. Proteolyse von VWF-Varianten im LTA ..., 39
4. DISKUSSION e 49
4.1. wtVWF-Fadenbildung an unterschiedlichen Oberflachen unter

[ (U ST o= To [1 0o [0 1T = o 1P PRRPPP 49
4.2. Proteolyse von VWF-Varianten im LTA ..o 53
5. ZUSAMMENTASSUNG ..coii i 58
IXo ANNANG o I
a. Eingestellte Flusseinstellungen am Ibidi Flusssystem............ccccoeeeeeenin. I
b. Verwendete GEIELE .......ccoooeeeeee e \Y,

c. Verwendete VerbrauChSmMaterialieN ... ..o V



Inhaltsverzeichnis v

d. Verwendete ChemiKalien.............ooiiii i V
e. Verwendete Losungen und Medi€n ..............eviiiieiiiiiiiiiiiei e Vi
f. Verwendete ANTIKOIPET ......cooiieiiiiii e e e e e e e e VIII
X, AbbildungSVerzeiChNis ... VIiI
XI. TabelleNVEerZEICANIS ...oouuieiiiei e IX
XIl. Drei-BuchstabenCode .........oo oo Xl
XL LIteratUrVerZEIChNIS .oooee e Xl

XIV.Eidesstattliche ErKIArung .......coooviriiiiiiiii e XVI



Abklrzungsverzeichnis

Abkulrzungsverzeichnis

ADAMTS13

AG
AK
ATP
BSA
DDAVP
DMEM
DMSO
DPBS
EDAC
ELISA
ER
FBS
FVII
GP
HEK
HRP
LTA
NEAA
RIPA
RT
SFM
TMB
VWS
VWF
WPK

wit

a desintegrin and metalloprotease with thrombospondin-1-like

domains 13

Arbeitsgruppe

Antikérper

Adenosintriphosphat

Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin)
1-Desamino-8-D-Arginin-Vasopressin (Desmopressin)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimid
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Endoplasmatisches Retikulum

Fetal Bovine Serum

Blutgerinnungsfaktor VIII

Glykoprotein

Human Embryonic Kidney Cells

Horseradish peroxidase

Light Transmission Aggregometer

non-essential amino acid

Ristocetin-induzierte Aggregation im plattchenreichen Plasma

Raumtemperatur
Serumfreies Medium
Tetramethylbenzidine
von-Willebrand-Syndrom
von-Willebrand-Faktor
Weibel-Palade-Kérperchen

Wildtyp



Einleitung Seite 1

1. Einleitung

Der von-Willebrand-Faktor (VWF) ist ein grof3es, multimeres Glykoprotein (GP), wel-
ches vorrangig an der Plattchenadhasion wahrend der primaren Hamostase und der
Stabilisierung des Blutgerinnungsfaktors VIII (FVIII) in der Zirkulation beteiligt ist
(Schmidt et al. 2011). Unter erhdhtem Scherfluss des Blutes, wie er bei einer Wunde
auftritt, wird der VWF aktiviert und kann damit Blutplattchen (Thrombozyten) rekrutie-
ren, wodurch die Wunde geschlossen wird. Der Abbau und die Regulation des VWF
erfolgen nur wenn, durch die Bindung der Blutplattchen, die Scherkrafte noch weiter
erhoht werden, und zwar durch die Protease, die als a desintegrin and metallopro-
tease with thrombospondin-1-like domains 13 (ADAMTS13) bezeichnet wird (Crawley
et al. 2011).

Mutationen innerhalb des VWF-Gens kénnen den enzymatischen Abbau des VWF
durch ADAMTS13 beeintrachtigen. Aktuelle diagnostische Assays zur Messung der
Proteolyse von VWF-Multimeren durch ADAMTS13 werden ausschliel3lich unter sta-
tischen Bedingungen durchgefuhrt. Dabei werden die physiologischen Bedingungen
in der Blutzirkulation nicht treffend simuliert, weshalb es vorteilhaft wére diagnosti-
sche Assays zur Verfugung zu haben, die unter Flussbedingungen durchgefihrt

werden kénnen.

1.1.Der von-Willebrand-Faktor

Der VWF wurde nach dem finnischen Arzt Erik Adolf von Willebrand (1870-1949)
benannt und ist primar an der Plattchenadhéasion wahrend der primdren Hamostase
beteiligt (Schmidt et al. 2011). AuBerdem wird der Blutgerinnungsfaktor VIII vor dem
vorzeitigen Entfernen aus der Zirkulation geschitzt (Clearance) (Schneppenheim und
Budde 2008). Hierbei bindet zirkulierender FVIII an die D" -Doméane des VWF, womit
sich die FVIlI-Halbwertszeit von 3 Stunden auf 12-14 Stunden verlangert (Schnep-
penheim und Budde 2008).

Die Synthese des VWF erfolgt in Endothelzellen sowie in Megakaryozyten, den Vor-
lauferzellen der Blutplattchen (Thrombozyten). Dabei besteht das primare Produkt,
ein pra-pro-VWF Monomer, aus 2.813 Aminoséauren (Titani et al. 1986). Nach einer
Reihe komplexer posttranslationaler Modifikationen im endoplasmatischen Retikulum

(ER) und dem Golgi-Apparat entstehen VWF-Multimere, die aus Dimeren zusam-
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mengesetzt sind (Wagner 1990). Abhéangig von der VWF-Dimeranzahl weisen die
VWF-Multimere eine Grof3e zwischen 500 und 20.000 kDa auf.

Die Endothelzellen sekretieren die VWF-Multimere entweder ins Plasma oder spei-
chern sie in endothel-spezifischen Zellorganellen, den Weibel-Palade-Kdrperchen
(WPK), bis die Zellen zur Sekretion des VWF stimuliert werden (Weibel 1964). Die
Ausschittung des VWF aus den WPK kann durch unterschiedliche Signale, z.B. His-
tamin (Hamilton und Sims 1987) oder Adrenalin (Vischer und Wollheim 1997) ausge-
|0st werden. Ein Teil des VWF wird auf3erdem konstitutiv ausgeschuttet (Nightingale
und Cutler 2013).

Ebenfalls wird VWF in Thrombozyten, in den sogenannten a-Granula, gespeichert.
Bei Aktivierung der Thrombozyten kommt es zur Ausschittung des VWF. Damit liegt
die VWF-Konzentration im Blutkreislauf bei 10 ug/mL, wobei 80% der Konzentration

aus dem Endothel und 20% aus den Thrombozyten stammen (Bowie et al. 1986).

Der Abbau und die Regulation des VWF erfolgt nur unter Scherfluss durch die Pro-
tease ADAMTS13 (Crawley et al. 2011). Dabei liegt die Schnittstelle innerhalb des
VWEF fir ADAMTS13 in der A2-Domaéne (Abbildung 1).

Wegen seiner Multidomanen-Struktur besitzt der VWF verschiedene Funktionen
wahrend der primaren und sekundaren Hamostase und kann unterschiedliche Mole-
kule binden. VWF besteht aus drei sich wiederholenden Domanen (A, C, D)
(Abbildung 1). Am N-terminalen Ende befindet sich ein Propeptid, welches 741
Aminosauren lang ist und aus einer D1- und D2-Domane besteht. Dieses Propeptid
ermdglicht die Multimerisierung des VWF und wird dabei zwischen der D2- und

D D3-Domane von der Protease Furin abgespalten (Zhou et al. 2012).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der molekularen Struktur des VWF-Monomers mit den
verschiedenen Domanen sowie deren funktionellen Regionen mit Bindungspartnern. Am N-
terminalen Ende befindet sich ein Propeptid, welches 741 Aminoséauren lang ist und aus einem D1-
und D2-Assembly besteht. Dieses Propeptid erméglicht die Multimerisierung des VWF und wird im
Golgi-Apparat zwischen der D2- und D'D3-Doméne von der Protease Furin abgespalten. Der dabei
entstehende mature VWF besteht aus 2.050 Aminosauren und besitzt in seinen Domé&nen verschie-
dene Protein-Bindungsstellen, die eine wichtige Rolle bei der Hamostase spielen. (Springer 2014).

1.2.Aufbau des Gefal3systems und dessen Bestandteile

Die einzelnen GefalRe des menschlichen Kdrpers bilden zusammen das Gefal3sys-
tem. Dies sorgt fur die Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen und gewahrleistet den
Abtransport von Abfallprodukten. An der Innenwand der Gefal3e sind Endothelzellen
angelagert, welche das Blut vom Gewebe trennen (Schneider, M. F., Schneider, S.
W. 2008). In den Gefalien herrscht eine Uberwiegend laminare Stromung, bei der die
Scherrate in Kapillaren bei ca. 1.000 1/s und in Arteriolen bei 8.000 1/s liegt (Schnei-
der, M. F., Schneider, S. W. 2008).

Die Viskositat des Blutes ist stark von dessen Lokalisation in der Blutbahn sowie von
der gesundheitlichen Verfassung des Menschen abhangig. Sie liegt bei Frauen
durchschnittlich bei 4,50 + 0,65 mPa-s und bei Mannern bei 6,11 + 0,95 mPa‘s
(Vazquez 2012).

Die zellularen Bestandteile des Blutes sowie dessen Eigenschaften spielen wahrend

der primaren und sekundaren Hamostase eine wichtige Rolle.

Rote Blutkorperchen (Erythrozyten) sind mit einer Konzentration von ca.
5 - 10° Zellen/uL und einer GréRe von etwa 7,5 pm die gréBten Zellen im menschli-
chen Blut. Diese enthalten Hamoglobin (roter Blutfarbstoff) und sind fir den Sauer-
stofftransport und den Kohlenstoffdioxidabtransport verantwortlich (Schmidt et al.
2011).

Weil3e Blutkorperchen (Leukozyten) sind etwa 7 um grof3 und sind in einer geringe-
ren Konzentration (ca. 4-11 - 103 Zellen/uL) als Erythrozyten im Blut enthalten. Leu-
kozyten gehéren zum Immunsystem des Menschen und dienen der Abwehr von
Krankheitserregern (Schmidt et al. 2011).
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Die Blutplattchen (Thrombozyten) stellen mit einer Konzentration von 150-
380 - 102 Zellen/uL, mit einer GroRe von ca. 2-3 um, die kleinsten Zellen im Blut dar.
Bei der Blutgerinnung Gbernehmen die Thrombozyten wichtige Aufgaben. Einer der
ersten Prozesse nach einer Verletzung ist die Bindung an VWF, woraufhin die Platt-
chen aktiviert werden und schlussendlich den Wundverschluss vermitteln (Schmidt et
al. 2011).

Die Blutflissigkeit (Blutplasma), die ca. 55% des Blutvolumens ausmacht, besteht zu
Uber 90% aus Wasser. Neben den bereits aufgezéahlten, zellularen Bestandteilen
sind im Blutplasma weitere Substanzen wie Salze, Fette, Hormone, Vitamine etc.
geldst (Schmidt et al. 2011).

1.3.Primére und sekundéare Hamostase

Allgemein wird unter Hamostase der physiologische Vorgang wahrend des Stillens
einer Blutung nach einer GeféalRverletzung verstanden. Dieser Prozess wird in prima-

re und sekundare Hamostase gegliedert und geht flieRend ineinander Uber.

Die primare Hamostase (Abbildung 2) verlauft in drei Schritten: Vasokonstriktion,
Thrombozytenadhésion und Thrombozytenaggregation. Nach einer Verletzung der
Gefalle kommt es wahrend der Vasokonstriktion zur Verengung des verletzten Ge-
faRabschnittes, wodurch der Blutstrom verlangsamt wird und weniger Blut heraus-
stromt. Vor der Thrombozytenadhésion bindet VWF Uber seine Al- und A3-Doméne
an das freiliegende, subendotheliale Kollagen. Durch die Vasokonstriktion wird die
Scherkraft erhéht und der VWF gestreckt und die GPIba-Bindungsstelle freigelegt
(Behrends J.C. et al. 2010). Uber diesen Adhasionsrezeptor binden Thrombozyten,
die dadurch aktiviert werden. Im Anschluss folgt die Thrombozytenaggregation, in-
dem es zur Konformationsanderung des GPIlIb/llla Rezeptors auf der Thrombozyten-
oberflache kommt. GPIIb/llla vernetzt die Thrombozyten durch die Bindung von Fib-
rinogen. Weiterhin wird VWF Uber die RGD-Sequenz in seiner C4-Doméane gebun-
den. Aufgrund des entstehenden Thrombozytenpfropfens wird die Blutung gestoppt
(Behrends J.C. et al. 2010). Das Offnen der Al-Domane des VWF kann zusatzlich
von Ristocetin, einem Antibiotikum, hervorgerufen werden, sodass die GPlba-
Bindungsstelle freigelegt wird und die Bindung an die Thrombozyten stattfinden kann
(Boender et al. 2018). Aufgrund dieser Nebenwirkung wird das Antibiotikum nur noch
in der Diagnostik bei der sogenannten RIPA (Ristocetin-induzierte Aggregation im
plattchenreichen Plasma) oder VWF:RCo (Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat) eingesetzt.
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Bei der sekundaren Hamostase wird ein festes Fasernetz aus Fibrin gebildet, in dem
Thrombozyten und Erythrozyten eingelagert sind. Die sekundéare Hamostase wird in
drei Phasen unterteilt: die Aktivierungsphase, die Koagulationsphase und die Retrak-
tionsphase (Behrends J.C. et al. 2010). In der Aktivierungsphase wird Prothrombin
mit Hilfe von Prothrombinaktivator in Thrombin umgewandelt. Wahrend der Koagula-
tionsphase entsteht ein Fibrinnetz, indem Thrombin Fibrin von Fibrinogen abspaltet.
Bei der Retraktionsphase handelt es sich um den endgultigen Verschluss der Wun-

de, indem die Wundrander zusammengezogen werden (Schmidt et al. 2011).

Intact vessel

activated
allbp3

Platelet plug
formation

Abbildung 2: VWF bei der Bildung eines weil3en, plattchenreichen Thrombus. In (A) ist das intak-
te Endothel mit den dariber stromenden Blutplattchen sowie VWF zu erkennen. Sobald durch eine
Verletzung das Endothel beschadigt wird (B), lagert sich der VWF an das Kollagen an. Dadurch wird
die Scherkraft erhdht und der VWF gestreckt, wodurch die GPlba-Bindungsstelle freigelegt wird. Da-
raufhin binden Thrombozyten, wodurch es zur Konformationsdnderung des GPIIb/llla Rezeptors auf
der Thrombozytenoberflache kommt. GPIIb/llla vernetzt die Thrombozyten durch die Bindung von
Fibrinogen. Aufgrund der gebundenen Blutplattchen am VWF kann sich anschlieBend ein Thrombus
bilden. Dadurch wird die Wunde geschlossen und die Blutung gestillt.(Castaman und Linari 2017)
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1.4.ADAMTS13

ADAMTS13 ist ein spezifisches VWF-spaltendes Enzym, welches zur Familie der
Zink-abhangigen Metalloproteasen gehort (Crawley et al. 2011). Die ADAMTS13-
Konzentration im menschlichen Plasma liegt bei 0,7-1,4 pg/ml (Rieger et al. 2006).

Es finden scherabhéngige und -unabhéngige Bindungsvorgédnge zwischen VWF und
ADAMTS13 statt. Die Proteolyse des VWF durch ADAMTS13 erfolgt entweder auf
der Oberflache des Endothels oder auch bei freizirkulierendem VWF im Blut
(Abbildung 3).

VWF-Multimere sind aus VWF-Dimeren zusammengesetzt und durch N-terminale
Disulfidbricken verbunden. Dimere bestehen wiederum aus Monomeren, die tber C-
terminale Disulfidbricken verkniUpft sind. Die Proteaseschnittstelle fir ADAMTS13
liegt in der A2-Domane, die in der globularen VWF-Konformation normalerweise ge-
schlossen ist. Die Kollagenbindungsstelle in der A3-Domaéne ist dagegen gedffnet
(Abbildung 3, A-B). ADAMTS13 tritt mit den thrombospondin type 1(TSP)-Repeats
(5-8) und CUB-Doméanen in Wechselwirkung mit dem VWF, wodurch sich ein glo-
bularer VWF-ADAMTS13 Komplex ausbildet (Abbildung 3, C). Unter erhdhtem
Scherfluss wird der VWF gestreckt, wodurch die VWF A2-Domane gedffnet wird
(Abbildung 3, D). Die Spacer-Doméane der ADAMTS13 erkennt die gedffnete Bin-
dungsregion der VWF A2-Domane und bindet an diese (Abbildung 3, E). Nach wei-
teren Bindungsvorgangen des aktiven Zentrums der ADAMTS13 an die VWF A2-
Doméne kommt es zur Proteolyse des VWF durch Spaltung der Bindung zwischen
den beiden Aminosauren Tyrl1605 und Met1606 (YM) (Abbildung 3, F-H) (Crawley
et al. 2011). Durch diesen Vorgang wird die Regulierung der GroRe des VWF sicher-
gestellt.

Ohne diesen Regulationsmechanismus kénnte der VWF nicht abgebaut werden, was
wiederum zu Thrombosen fiihren kann. Dies geschieht z.B. beim Upshaw-Schulman

Syndrom, bei dem Mutationen zu einer Inaktivierung von ADAMTS13 fihren.
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Abbildung 3: Proteolyse von VWF mittels ADAMTS13. Zirkulierende VWF-Multimere im Plasma
(A) sind aus VWF-Monomeren (B) zusammengesetzt und durch Disulfidbriicken verbunden. Die Pro-
teaseschnittstelle fir ADAMTS13 liegt in der A2-Domane und ist in der globuléaren VWF-Konformation
normalerweise geschlossen. Die Kollagenbindungsstelle in der A3-Domaéne ist dagegen geoffnet.
ADAMTS13 und VWF treten in Wechselwirkung, wodurch sich ein globularer VWF-ADAMTS13 Kom-
plex ausbildet (C). Unter erhdhtem Scherfluss wird die VWF A2-Doméne getffnet (D), an die AD-
AMTS13 mit dem aktiven Zentrum bindet (E-G) und der VWF proteolysiert wird. (Crawley et al. 2011)
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1.5.Das von-Willebrand-Syndrom

Strukturelle sowie quantitative Veranderungen des VWF, welche durch Mutationen
im VWF-Gen hervorgerufen werden, fihren zur haufigsten vererbten Gerinnungssto-
rung, dem von-Willebrand-Syndrom (VWS). Das Syndrom betrifft ca. 1-2% der Welt-
bevolkerung, wobei nur 1/8.000 Personen klinisch relevante Symptome aufweisen
(Schneppenheim und Budde 2008).

1.5.1. Klassifizierung

Aufgrund der Vielseitigkeit des VWF kénnen verschiedene Defekte auftreten. Abh&n-
gig von der Stérung und Blutungsdauer, lasst sich das VWS in drei Hauptklassen

unterteilen (Typ 1, 2 und 3).

Bei Typ 1 besteht ein quantitativer Defekt mit verringerter VWF-Konzentration im

Plasma.

Typ 2 weist Storungen in Struktur und Funktion des VWF auf und wird in vier Unter-
klassen gegliedert (2A, 2B, 2M und 2N). Die Unterklassen haben verschiedene
Hauptmerkmale: Bei Typ 2A werden keine oder weniger grof3e Multimere gebildet,
wodurch die Thrombozytenbindung verringert ist. Bei Typ 2B besteht eine erhéhte
Affinitat von VWF zum GPIlba-Rezeptor, ausgeldst durch Mutationen in der Al-
Domane. Dies hat eine verstarkte Bindung der VWF-Multimere an die Thrombozyten
zur Folge, wodurch sie nicht mehr fur die Blutgerinnung zur Verfiigung stehen. Bei
Typ 2M dagegen besteht eine verminderte Affinitat der VWF-Multimere zu den
Thrombozyten und bei Typ 2N eine verminderte Bindung an FVIII.

Bei Typ 3 ist praktisch kein VWF im Blut nachweisbar, was zu der schwersten Form
des VWS fuhrt (Schneppenheim und Budde 2008).

1.5.2. Symptome

Die Symptome des VWS sind von der Schwere der Storung abhéngig und kénnen
sehr unterschiedlich ausfallen. Unabhangig vom Typ der Stérung sind bei allen Klas-
sen Symptome wie verlangerte Schleimhautblutung, wie z.B. Nasen- und Zahn-
fleischblutungen, zu beobachten. Frauen leiden zudem an verstarkter und langerer
Menstruationsblutung sowie Blutungen nach der Geburt. Zu den weiteren Sympto-
men zahlen Blutungen des Magen-Darmtraktes, des Urogenitalsystems und ober-

flachliche Hamatome.
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Die Blutungsdauer ist abhangig vom VWS-Typ. So haben Patienten mit VWS Typ 1
im Gegensatz zu Patienten mit VWS Typ 3 eine weniger ausgepragte Blutungsnei-
gung. Bei VWS Typ 2-Patienten hingegen variieren die Symptome sowie die Blu-
tungsdauer in Abhangigkeit der Subtypen (Schneppenheim und Budde 2008).

Mit Hilfe verschiedener diagnostischer Methoden kann eine genaue Einteilung der
Storung stattfinden. So werden bei der orientierenden Diagnostik nach der Anamne-
se, Methoden wie Messung der Blutungszeit oder Filtermethoden mit hohem Scher-
stress eingesetzt. Weiterhin werden in der erweiterten Diagnostik das VWF-Antigen
sowie der Ristocetin-Cofaktor- und die FVIII-Aktivitat bestimmt. Bei der speziellen
Diagnostik wird unter anderem die VWF-Kollagen-, die VWF-GPIb- oder die FVIII-
Bindungsaktivitat ermittelt sowie eine Multimeranalyse durchgefihrt (Budde et al.
2002).

Eine Behandlung kann in bestimmten Fallen kurzfristig mit Desmopressin (DDAVP)
erfolgen, was die Sekretion von VWF aus Endothelzellen stimuliert (Sabih und Babi-
ker 2018). Weiterhin kann VWF durch entsprechende Plasmapraparate oder rekom-

binanten VWF ersetzt werden (Schneppenheim und Budde 2008).

1.6.Funktionelle Parameter der untersuchten VWF-Varianten

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten VWF-Varianten fihren zu einem VWS
Typ 2B und werden durch Mutationen in der A1l-Domane ausgeldst. Sie weisen eine
erhohte GPIba-Affinitat auf, die eine verstarkte Bindung der VWF Multimere an die
Thrombozyten zur Folge hat. Dadurch stehen der VWF und die Thrombozyten der
Blutgerinnung nicht mehr in ausreichender Menge zur Verfigung. In der Folge kann
es zu einer Thrombozytopenie (Verlust von Thrombozyten im Blut) kommen. Dies
sind gain-of-function Mutanten, die spater mit den zwei etablierten Assays detektiert
werden sollen (Rayes et al. 2010). Weiterhin wird bei einigen VWS Typ 2B Patienten
ein erhohter Abbau von VWF durch ADAMTS13 beobachtet. Dieser Vorgang soll
mithilfe der hier etablierten Methoden genauer untersucht werden (Rayes et al.
2007).

Die Abgrenzung der VWS Typ 2B von den anderen Unterklassen erfolgt mit Hilfe
verschiedener diagnostischer Methoden wie dem RIPA-Test (Ristocetin-induzierte
Aggregation im plattchenfreien Plasma). Damit kann eine erhohte oder verminderte
Interaktion zwischen dem VWF und dem GPIlba-Rezeptor nachgewiesen werden
(Schneppenheim und Budde 2008). So hat z.B. nach Jong und Eikenboom die VWF
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Variante p.Vall316Met eine sehr starke GPlba-Bindung ohne den Einsatz von Ris-
tocetin. Der wtVWF dagegen zeigt bei dem Test erst bei hohen Ristocetin-
Konzentrationen eine Aktivitat (Jong und Eikenboom 2017). Des Weiteren kann nach
Boender et al. eine relativ zuverlassige Abgrenzung der Typ 2B Unterklasse von Typ
2M und Typ 3 mit Hilfe des VWF:Ag-Tests (VWF-Antigen) erfolgen. AuRerdem kann
eine Eingrenzung aufgrund einer Multimeranalyse der VWF-Varianten stattfinden, da
das Fehlen groRer VWF-Multimere im Plasma in Verbindung mit dem erhéhten Auf-
treten von Abbaubanden ein Charakteristikum des VWS Typ 2B, aber auch Typ 2A
ist. So weisen unter anderem p.Vall316Met, p.Arg1308Cys und p.Arg1306Trp eine
geringe Anzahl an groRen VWF-Multimeren, im Gegensatz zum Normalplasma auf.
P.Prol266Leu dagegen hat ein normales Multimermuster (Casonato et al. 2017).
Eine genaue Unterscheidung zwischen Typ 2B und 2A kann nur tber die GPIba-
Bindung erfolgen, da bei Typ 2B eine erhdhte Affinitat zum Rezeptor GPlba besteht.
Hier kann dann wiederum nicht eindeutig zwischen VWS Typ 2B und platelet-
type/pseudo VWS unterschieden werden, da bei Letzterem gain-of-function Mutatio-

nen in GPIba vorliegen, die zum selben Phanotyp fuhren.

Bei den sieben, hier untersuchten, VWF-Varianten liegen die folgenden Missense-
Mutationen vor: p.Prol266Leu, p.Argl341GIn, p.Argl308Cys, p.Alal461Asp,
p.Vall316Met, p.llel309Val, p.Argl306Trp. Dabei erfolgt eine Basenpaarsubstituti-

on, was zur Codierung einer anderen Aminosaure wahrend der Translation fuhrt.

Bei der VWF Mutante p.MetDup1304 kommt es zur Insertion eines bereits vorhan-

denen Basentriplets, wodurch Methionin dupliziert wird.

Als Negativkontrolle soll die Doppeltmutante p.Asn1493Cys/p.Cys1670Ser dienen.
Diese wurde von Tobias Obser (Arbeitsgruppe (AG) Schneppenheim/Brehm) entwi-
ckelt, um eine nicht-spaltbare Variante von VWF fir die Forschung zur Verfiigung zu
haben. Dabei handelt es sich um keine bekannte, humane VWF-Mutation. Bei der
VWEF-Variante handelt es sich ebenfalls um eine Basenpaarsubstitution, jedoch in
zwei Bereichen auf dem VWF-Gen. Normalerweise kann die A2-Domdane beim
wtVWF gedffnet werden, jedoch ist sie bei dieser Mutante Uber eine Disulfidbriicke
permanent geschlossen, weshalb die Schnittstelle fuir ADAMTS13 nicht freigelegt
und VWF nicht geschnitten werden kann (Baldauf et al. 2009).
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1.7.Zielsetzung der Bachelorarbeit

Mutationen innerhalb des VWF-Gens kénnen den enzymatischen Abbau des VWF
durch ADAMTS13 beeinflussen. Derzeit sind keine diagnostischen Assays zur Mes-
sung der Proteolyse von Aggregaten aus Thrombozyten und VWF-Varianten unter
Flussbedingungen etabliert. Daher ist das zentrale Ziel der Bachelorarbeit, zwei ent-
sprechende Assays zu entwickeln, um im Anschluss untersuchen zu kénnen, ob AD-
AMTS13 in der Lage ist, 2B-VWF-Plattchen-Aggregate durch proteolytische Spaltung
der VWF-Varianten unter Fluss aufzulésen. Die entwickelten Assays sollen die zwei
physiologischen Bedingungen im Blut simulieren, unter denen VWF durch AD-
AMTS13 gespalten wird.

Mit Hilfe der zwei entwickelten Methoden soll zum einen die Funktionsweise der AD-
AMTS13 an oberflachengebundenem und zum anderen an zirkulierendem VWF un-

ter Flussbedingungen untersucht werden.

Normalerweise werden adhérente Endothelzellen stimuliert, um VWF-Faden zu er-
halten. In diesem System kann nur wtVWF untersucht werden. Um auch VWF-
Mutanten erforschen zu kdnnen, soll ein zellfreies System etabliert werden. In einem
Kanal-Slide sollen verschiedene Polystyrene Beads gebunden werden, um zu unter-
suchen, ob VWF an die Beads binden und Faden bilden kann. Im Anschluss kénnte
dann Uberprift werden, ob diese VWF-Faden von wtADAMTS13 geschnitten werden.

Fur die Simulation der Proteolyse freizirkulierender VWF-Plattchen-Aggregate in der
Blutzirkulation soll ein Light Transmission Aggregometer (LTA) verwendet werden.
Zunachst soll getestet werden, ob man die VWF-Plattchen-Aggregate aus rekombi-
nantem VWF und gewaschenen Thrombozyten mithilfe von Ristocetin erzeugen und
ihr Entstehen mit dem LTA messen kann. Dann soll Gberprift werden, ob die Aggre-
gate durch rekombinante ADAMTS13 gespalten und die Reaktion aufgezeichnet
werden kann. Nach erfolgreicher Etablierung der Methode soll schlief3lich untersucht
werden, ob zirkulierende Plattchenkomplexe mit VWF-2B-Varianten besser oder

schlechter von ADAMTS13 gespalten werden als Komplexe mit wtVWF.
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2. Materialien und Methoden
2.1.Materialien

2.1.1. HEK293 Zelllinie
Fur die Expression von Wildtyp (wt) VWF, VWF-Mutanten sowie wtADAMTS13 wird
die Zelllinie HEK293 (Human Embryonic Kidney) verwendet, da diese Zellen nicht
von sich aus VWF und ADAMTS13 produzieren und hohe Proteinmengen herstellen
kénnen. Die Epithelzellen sind aus der Transformation von humanen, embryonalen
Nierenzellen und Teilen des Adenovirus 5 entstanden, wodurch sie die Charakteristi-
ka einer Krebszelle haben. Dadurch verfigen die Zellen tber eine unbegrenzte Tei-

lungsrate und sind immortal.

Tabelle 1: Auflistung des verwendeten Kulturmediums und dessen Zuséatze fur die Kultivierung der
HEK?293 Zelllinie.

Medium/Lésung Referenznummer Hersteller

Dulbecco’s Modified Eage Medi- 31966-021 Gibco by life technologies
um (DMEM) (1X) + GlutaMAXX

+ 10% FBS (Fetal Bovine Serum) 10270-106 Gibco by life technologies

+ 1% MEM NEAA (non-essential 11140-035 Gibco by life technologies
amino acid) (100X)

+ 1% Anti-Anti (100X) 15240-062 Gibco by life technologies

+ 0,1% Gentamicin Sulfat 17-518Z Lonza

2.2.Methoden

2.2.1. Zellbiologische Methoden

2.2.1.1. Auftauen von HEK293 Zellen
Vor dem Auftauen der Zellen werden das Kulturmedium mit der Zusammensetzung
wie in Tabelle 1 beschrieben sowie DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline)
bei 37°C im Wasserbad erwarmt. Die HEK293 Zelllinie liegt bei -196°C im flissigen
Stickstoff kryokonserviert vor. Nach der Entnahme aus dem Stickstofftank werden die
Zellen im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, in einem 15 mL Tube in 9 mL vorgewarm-
tem Kulturmedium resuspendiert und bei 200 xg fur 5 Minuten bei 4°C abzentrifu-
giert. Dabei wird das DMSO (Dimethylsulfoxid), welches beim Einfrieren verwendet

wird, um der zellschadigenden Eiskristallbildung entgegen zu wirken, entfernt. Nach
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der Zentrifugation wird der Uberstand abgenommen und das Zellpellet im Kulturme-
dium resuspendiert. Die Zellsuspension wird in eine T175 Zellkulturflasche tberfuhrt
und auf 45 mL mit Kulturmedium aufgefillt. Die Kultivierung erfolgt im Inkubator bei
37°C und 5% CO2-Gehalt, bis die Zellen 95-100% konfluent sind.

2.2.1.2. Zellkultur und Zellpassagieren
Mit Passagieren wird der Vorgang bezeichnet, bei dem Zellen nach Erreichen einer
gewissen Konfluenz in der Zellkulturflasche abgel6st, verdiinnt und anschlieBend in
eine neue Zellkulturflasche tberfuhrt werden. Damit die Zellkultur kontaminationsfrei
in eine neue Flasche uberfuhrt werden kann, wird unter der sterilen Werkbank mit
einer laminaren Strémung gearbeitet. Vor und nach jedem Gebrauch ist das Reinigen

mit Hilfe eines Desinfektionsmittels notwendig.

Die Zellen werden in 175 cm? Zellkulturflaschen drei bis vier Tage im Inkubator bei
37°C und 5% CO2-Gehalt kultiviert. Unter dem Mikroskop werden die Zellen zun&chst
auf ihre Dichte und Morphologie hin untersucht. Bei Erreichen einer Konfluenz von
95-100% werden die Zellen passagiert. Die verwendeten Lésungen werden vor dem
Gebrauch im Wasserbad bei 37°C erwarmt. Das verbrauchte Medium wird vorsichtig
abgekippt und anschlielRend werden die Zellen mit 10 mL DPBS gewaschen. Damit
sich die Zellen vom Flaschenboden abldsen, werden 3 mL Trypsin auf die Zellen ge-
geben und fir 30 Sekunden inkubiert. AnschlieBend wird mit 7 mL Kulturmedium
nach Tabelle 1 resuspendiert. Abhangig von der bendtigten Zelldichte bis zur Ver-
wendung der Kultur, wird eine definierte Menge an Zellsuspension in eine neue Zell-
kulturflasche Uberfihrt und auf 45 mL mit Kulturmedium aufgefillt. Die anschlieRende
Kultivierung erfolgt im Inkubator bei 37°C und 5% CO2-Gehalt.

2.2.1.3. Herstellung von rekombinanten Proteinen in HEK293 Zellen
Der untersuchte wtVWF sowie die VWF-Mutanten und wtADAMTS13 wurden teilwei-

se wahrend des Praxissemesters und im Rahmen der Bachelorarbeit produziert.

Fur die Expression eines Proteins wird der entsprechend bendtigte Vektor mit der
cDNA in HEK293 Zellen stabil transfiziert, was von der AG Brehm durchgeftihrt wird.

Nach der Aussaat der transfizierten HEK293 Zellen in einer T175 Zellkulturflasche
erfolgt die Kultivierung bis zu einer Konfluenz von 95-100% im Inkubator bei 37°C
und 5% CO2-Gehalt. Entsprechend dem Zellpassagieren (Abschnitt 3.2.1.2) werden
die Zellen auf 12 T175 Zellkulturflaschen aufgeteilt. Hierfir werden die HEK293 Zel-
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len mit 10 mL DPBS gewaschen und mit 3 mL Trypsin fir 30 Sekunden inkubiert.

Anschlie3end werden die Zellen mit 7 mL Kulturmedium (Tabelle 1) resuspendiert.

Abhangig von der Wachstumsgeschwindigkeit und Dichte der Zellen werden 7 bis
10 mL Zellsuspension in eine neue Medienflasche (Tabelle 1 jedoch ohne NEAA)
Uberfuhrt und gemischt. Die 565 mL Zellsuspension werden auf 12 T175 Zellkultur-
flaschen mit jeweils 47 mL aufgeteilt. Die anschliel3ende Kultivierung erfolgt in einem
Inkubator bei 37°C und 5% CO2-Gehalt fiir drei bis vier Tage bis zu einer Konfluenz

von 85%.

Das enthaltene FBS in dem Kulturmedium interagiert mit dem VWF sowie AD-
AMTS13, daher wird das Medium durch serumfreies Medium (SFM) ersetzt. Dabei
wird das Kulturmedium aus den T175 Zellkulturflaschen entfernt und mit 10 mL
DPBS gewaschen. Anschlieend wird mit 20 mL SFM aufgefullt und bei 37°C und
5% CO2-Gehalt fur drei bis vier Tage inkubiert.

Die HEK293 Zellen sezernieren das entsprechende Protein in das Medium, sodass
die Zellen verworfen und das proteinhaltige Medium aus den 12 Zellkulturflaschen
auf 50 mL Tubes verteilt wird. Um verbleibende Zellreste zu entfernen, wird das Me-
dium bei 4°C fiir 10 Minuten bei 1.363 xg zentrifugiert. Der Uberstand wird in neue
50 mL Tubes Uberfiihrt. Bevor die Proteine genutzt und eventuell konzentriert werden
kénnen, muss die Konzentration ermittelt werden. Dazu wird bei VWF ein
VWEF-ELISA und bei ADAMTS13 ein ADAMTS13-ELISA durchgefihrt.

2.2.1.4. Einfrieren von HEK293 Zellen
Bei einer Konfluenz von 95% werden die Zellen mit 10 mL DPBS gewaschen. An-
schlief3end erfolgt das Ablosen der Zellen von der Zellkulturflasche fur 30 Sekunden
mit 3 mL Trypsin. Danach wird auf 10 mL Kulturmedium nach der Zusammensetzung
aus Tabelle 1 aufgefillt. Die Zellsuspension wird in ein 15 mL Tube tberfuhrt und far
5 Minuten bei 200 xg und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und
in 4 mL Einfriermedium resuspendiert, welches aus 10% FBS und 90% DMSO be-
steht. Um einen Kélteschock zu vermeiden und ein langsames Einfrieren zu gewahr-
leisten, wird jeweils 1 mL Zellsuspension in ein Kryotube tberfuhrt und in einer Ein-
frierbox mit Isopropanol bei -80°C eingefroren. Nach zwei Tagen erfolgt die Uberfiih-

rung in Flussigstickstoff bei -196°C.
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2.2.2. Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1. Konzentrierung von rekombinanten Proteinen
Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wird auf die benottigte Menge und Kon-
zentration konzentriert. Dazu werden fir die Protease ADAMTS13 Zentrifugenrdhr-
chen mit einer Filtermembran und einem GréRenausschluss von 30 kDa und fir VWF
Filter mit einem GréRenausschluss von 100 kDa verwendet. Die Konzentrierungsein-
heiten werden mit dem proteinhaltigen Medium beflllt und bei 3.846 xg 5 Minuten bei
4°C zentrifugiert. Dabei wird das Protein vom Medium isoliert, indem es von der
Membran zurtickgehalten wird. Der Durchlauf wird verworfen und das Réhrchen wird
mit dem proteinhaltigen Medium erneut beflllt und bei gleichen Einstellungen zentri-
fugiert. Dabei wird der Vorgang solange wiederholt, bis das gewtinschte Volumen an
konzentriertem Protein erreicht ist. Anschliel3end wird die Filtermembran mit dem
Proteinkonzentrat gespult und in ein 15 mL Tube Uberfihrt. Um ausgefallene Protei-
ne zu entfernen, wird bei 1.363 xg fur 10 Minuten zentrifugiert. Dabei wird Protease-
inhibitor hinzugegeben, um den Abbau der Proteine zu verhindern. Es folgt eine er-
neute Konzentrationsbestimmung. Das Konzentrat wird aliquotiert und bis zum Ge-

brauch bei -80°C eingefroren.

2.2.2.2. ADAMTSI13-ELISA
Fir die Konzentrationsbestimmung der wtADAMTS13 wird ein ADAMTS13-Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) durchgefiihrt, welches nach der Anleitung des
Herstellers nach dem Kit IMUBIND ADAMTS13 ELISA erfolgt. Dabei handelt es sich
um einen Sandwich ELISA. Es wird ein spezifisches Antigen mittels eines Antikor-
pers gebunden, wobei der Erstantikbrper den Zweitantikérper markiert, sodass er
daraufhin durch einen forcierten Farbumschlag detektiert und quantifiziert werden

kann.

Die zu messenden Proben werden, abhéngig von der ungefahren Konzentration, im
Testpuffer verdinnt und fur die Dreifachbestimmung werden jeweils 100 pL in drei
Wells einer bereits mit Antikdrpern beschichteten 96-well Mikrotiterplatte pipettiert.
Der Standard wird seriell auf die Konzentrationen 100 ng/mL bis 3,12 ng/mL ver-
dunnt und ebenfalls 100 pL auf die beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert. Von der
Positivkontrolle, welche einem 1:10 verdiinnten Normalplasma entspricht, sowie von

der Negativkontrolle (Testpuffer) werden je 100 uL auf die Mikrotiterplatte pipettiert.
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Die Platte wird mit einer Azetat-Abdeckfolie bedeckt und eine Stunde bei 37°C im

Brutschrank inkubiert.

Danach wird die Platte viermal mit Waschpuffer (1% BSA (Bovine Serum Albumin) in
DPBS) gewaschen und 100 pL Detektionsantikorper (rabbit anti-human ADAMTS13
Antikorper) mit einer 1:100 Verdinnung pipettiert. Die Mikrotiterplatte wird mit der
Azetat-Abdeckfolie bedeckt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schdtt-
ler inkubiert. Anschlielend wird die Platte viermal mit Waschpuffer gewaschen und
100 pL des 1:100 verdunnten Enzymkonjugates auf die Mikrotiterplatte pipettiert. Er-
neut wird mit der Azetat-Abdeckfolie bedeckt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
auf dem Schiittler inkubiert. Nach erneutem Waschen mit Waschpuffer werden 100
puL 3,3',5,5-Tetramethylbenzidine (TMB) Liquid Substrate System for ELISA hinzu-
gegeben und fur ca. zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei entsteht ein
blauer Farbumschlag, da die an dem Detektionsantikorper gekoppelte Peroxidase
das TMB zu 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine diimine oxidiert. Um die Reaktion abzu-
stoppen, werden 50 pL 0,5 molarer Schwefelsaure in jedes Well pipettiert, wobei es
zu einem gelben Farbumschlag kommt. Dabei ist die Intensitat der Farbe abhangig
von der Hohe der Proteinkonzentration, welche mittels eines Spektralphotometers bei
einer Wellenlange von 450 nm im Zusammenhang mit der Standardreihe bestimmt

werden kann.

2.2.2.3. VWF-ELISA
Fur die Konzentrationsbestimmung der hergestellten sowie konzentrierten VWF-
Varianten, wird ein VWF-ELISA durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um ein Sand-
wich ELISA, bei dem zweimal ein polyklonaler Antikdrper (Beschichtungs- und Detek-
tionsantikorper) verwendet wird und spezifisch an diversen Epitopen des VWF bin-

den.

Zunéchst wird die Mikrotiterplatte mit dem Beschichtungsantikdrper inkubiert. Dabei
wird ein polyklonaler rabbit anti-human VWF Antikdrper (AK) 1:1.000 in 10 mL Be-
schichtungspuffer verdiinnt, wovon 100 pL pro Well pipettiert und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert werden. Am néchsten Tag wird der Gberschiissige AK entfernt und die Plat-

te viermal mit dem Waschpuffer mit jeweils 200 pL pro Well gewaschen.

Anschliel3end wird der Standard (gepooltes humanes Plasma) seriell aus einer 1:50
Verdinnung im Probenpuffer verdinnt und 100 pL pro Well pipettiert. Die Proben

werden ebenfalls im Probenpuffer angesetzt und 100 pyL pro Well pipettiert, wobei die
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bendtigte Verdinnung abhangig von der Probe ist. Die Konzentrationsbestimmung
der Proben lauft immer Uber eine Dreifachbestimmung ab. Die beschichtete Platte
wird bei 37°C fur eine Stunde im Brutschrank inkubiert und anschlieRend viermal mit

jeweils 200 pL Waschpuffer gewaschen.

Danach wird der Detektionsantikorper, ein polyklonaler rabbit anti-human VWF, ge-
koppelt mit Horseradish peroxidase (HRP), 1:2.000 in 1% BSA in DPBS verdinnt
und 100 pL pro Well pipettiert. Die Inkubation verlauft eine Stunde bei 37°C im Brut-
schrank. Nach wiederholtem Waschen mit viermal 200 pL Waschpuffer pro Well
werden 100 uL TMB Liquid Substrate System for ELISA hinzugegeben und fiur ca.
zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es findet eine Farbreaktion statt, die mit
50 pyL 0,5 molarer Schwefelsdure gestoppt wird, welches einen Farbumschlag von
blau zu gelb bewirkt. Die Intensitat der Farbe ist abhangig von der Proteinkonzentra-
tion und wird mittels eines Spektralphotometers bei einer Wellenlange von 450 nm im

Zusammenhang mit der Standardreihe bestimmt.

2.2.2.4. wtVWF-Fadenbildung an unterschiedlichen Oberflachen un-
ter Flussbedingungen

Fur die Erforschung von VWF-Mutanten soll ein zellfreies System etabliert werden.
Damit soll Uberprift werden, ob unter Flussbedingungen ADAMTS13 in der Lage ist
2B-VWF-Faden zu spalten.

2.2.2.4.1. Protein-Kopplung an carboxylierte Polybeads
Fir die Bildung von VWF-Faden unter Fluss in einem zellfreien Assay sind Anker-
punkte fuir den VWF notwendig. Dafiir werden unter anderem carboxylierte Polybe-
ads (Polystyrol-Kigelchen) verwendet, die entweder Kollagen oder einen rabbit anti-
human VWF Antikdrper auf ihrer Oberflache gebunden haben. Diese werden mit Hil-
fe des PolyLink Protein Coupling Kits nach der Anleitung gekoppelt.

Zunéchst werden die carboxylierten Polybeads gewaschen. Dafur werden 12,5 mg
Beads bei 750 xg fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und
das Pellet in 400 pL PolyLink Coupling Puffer resuspendiert. Bei gleichen Einstellun-
gen wird erneut zentrifugiert und das Pellet in 170 pL Coupling Puffer resuspendiert.

Unter dem Abzug werden 10 mg 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimid
(EDAC) (Endkonzentration 200 mg/mL) mit 50 pL Coupling Puffer vermengt, 20 pL

der Beads hinzugegeben und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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An die Beads werden entweder rabbit anti-human VWF Antikérper (200 pg) oder Kol-
lagen Typ | (500 pg) gebunden (in der Folge anti-VWF-Beads oder Kollagen-Beads
genannt). Diese entsprechenden Proteine werden zu den Beads zugegeben und fir
5 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schiuttler inkubiert. AnschlieRend werden
die Beads gewaschen. Daflr wird bei 750 xg fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uber-
stand wird verworfen und das Pellet in 400 pL Waschpuffer resuspendiert. Nach ei-
ner erneuten Zentrifugation bei gleichen Einstellungen wird das Pellet in 400 pL re-

suspendiert und bis zum Gebrauch im Kiuhlschrank bei 4°C gelagert.

2.2.2.4.2. Verschiedene Beschichtungen eines Kanal-Slides

Fur die Bildung von VWF-Faden im Kanal-Slide fur ein zellfreies Assay, werden bei
der Entwicklung der Methode p-Sticky-Slides®? Luer oder u-Slides®* Luer (Ibidi) mit
unterschiedlichen Reagenzien beschichtet. Kanal-Slides von Ibidi finden normaler-
weise in der Zellkultur Verwendung und kénnen an ein Perfusion Set und eine Pum-
pe angeschlossen und mikroskopiert werden (Abbildung 5). Die Kanal-Slides sind
mit verschiedenen Beschichtungen und in unterschiedlichen GréRen erhaltlich. Der
Boden des verwendeten y-Slide® Luer besteht aus Polymeren und ist mit einer spe-
ziellen fur die Zellkultur entwickelten Beschichtung (ibidiTreat) Uberzogen (die exakte
Zusammensetzung wird von Ibidi geheim gehalten). Das u-Sticky-Slide®? Luer ist ein
bodenloser Kanal mit Kleberandern, der mit unterschiedlich beschichteten Coverslips
kombiniert werden kann. Bei der vorgelegten Arbeit werden Coverslips aus Glas
verwendet, da diese Hitze unempfindlich sind (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Ibidi Kanal-Slide mit dessen GrdRenbeschreibung. (A) zeigt den Aufbau eins Ibidi
Kanal-Slides mit dessen Bestandteilen, speziell mit einem Coverslip. In (B) wird die Grof3e eines p-
Slide%2 Luer und p-Slide®# Luer dargestellt. (Ibidi GmbH 2018).

Fur eine bessere Ubersichtlichkeit werden die verschiedenen Beschichtungen der

Kanal-Slides durchnummeriert:

Es wird mit Kollagen Typ | und Typ Ill, sowie Fibrinogen mit einer Endkonzent-
ration von jeweils 200 pg/mL beschichtet. Davon werden 100 pL in ein Sticky-
Slide pipettiert, das vorab auf ein Glas-Coverslip geklebt wurde, und fur eine
Stunde bei 37°C im Brutschrank oder Giber Nacht bei RT inkubiert.

Ein Sticky-Slide wird mit verschieden grof3en Polystyrenen Beads (25 um und
90 pm Durchmesser) beschichtet. Dabei wird das Coverslip fur die Sticky-
Slides mit Klebeband abgeklebt, sodass nur die Stelle fiir den Kanal frei bleibt.
AnschlieBend werden die Beads in unterschiedlichen Konzentrationen auf
100 pL in 100% Ethanol verdunnt und auf die freie Region des Coverslips pi-
pettiert. Damit die Beads an dem Coverslip haften bleiben, werden diese auf
einer Heizplatte bei einer Temperatur von 98°C flr einige Minuten ange-
schmolzen und anschlieBend das Klebeband entfernt und das Sticky-Slide
aufgeklebt.

In ein Sticky-Slide mit Glasboden werden 100 pL an verdiinnten Polystyrene
Beads in 100% Ethanol pipettiert und im Brutschrank bei 37°C inkubiert, damit
das Ethanol verdampft und die gleichméfige Verteilung der Beads sicherge-
stellt werden kann. Danach werden auch hier die Beads auf der Heizplatte bei
ca. 98°C fur einige Minuten angeschmolzen und anschlie3end mit 3 mL DPBS

gewaschen.
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V.

VI.

VII.

VIII.

Polystyrene Beads sowie anti-VWF-Beads werden in 100% Ethanol verdunnt
und davon 100 pL in ein Sticky-Slide mit Glasboden pipettiert. Im néachsten
Schritt wird das Ethanol auf der Heizplatte bei 98°C herausgekocht.

Ein y-Slide®# Luer wird mit einem rabbit anti-human VWF Antikorper beschich-
tet, an dem zuerst wtVWF und anschlieRend anti-VWF-Beads gebunden wer-
den (Abbildung 11 (A)). Dafir wird der Antikérper in Carbonatpuffer 1:1.000
verdinnt und im Kanal-Slide eine Stunde bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Danach erfolgt das Waschen des Slides mit 3 mL PBS. AnschlielRend wird die
Stocklosung des rekombinanten VWF (hergestellt von der AG Brehm) auf
100% der normalen VWF-Plasmakonzentration (10 pug/mL) in DPBS verdinnt
und in das Slide pipettiert. Nach einer Stunde bei 37°C im Brutschrank wird
das Slide erneut mit DPBS gewaschen. Zum Schluss werden anti-VWF-Beads
1:6 in DPBS verdinnt, in das Kanal-Slide pipettiert und eine Stunde bei 37°C
im Brutschrank inkubiert.

Ein y-Slide®* Luer wird mit einem goat anti-rabbit Antikorper beschichtet. Die-
ser wird 1:1.000 im Carbonatpuffer verdinnt, in das Kanal-Slide pipettiert und
Uber Nacht bei 4°C im Kuhlschrank gelagert. Am nachsten Tag werden rabbit
anti-VWF-Beads 1:6 in DPBS verdinnt, in das Kanal-Slide pipettiert und bei
37°C im Brutschrank inkubiert.

Die Kopplung von Kollagen Typ | sowie rabbit anti-human VWF Antikdrper an
carboxylierte Beads erfolgt direkt im Kanal-Slide. Daftr werden die Beads 1:10
in 100% Ethanol verdinnt, in das Slide gegeben und fur zwei Minuten auf der
Heizplatte bei 98°C angeschmolzen. Danach werden 100 uL EDAC (Endkon-
zentration 50 mg/ml) in Kopplungs-Puffer aus dem Kit in das Kanal-Slide pi-
pettiert. Nach 15 Minuten Inkubationszeit auf dem Wipptisch werden 50 pL
rabbit anti-human VWF Antikérper (Endkonzentration 200 mg/mL) oder Kol-
lagen Typ | (Endkonzentration 500 pg/mL) hinzu pipettiert und 4 Stunden bei
Raumtemperatur auf dem Wipptisch inkubiert. Zum Schluss wird das Slide mit
400 puL Waschpuffer gewaschen.

Ein p-Sticky-Slide®? Luer und ein p-Slide®* Luer werden mit Kollagen-Beads
beschichtet. Hierfur werden 100 pL Beads (1:6 Verdinnung in PBS) in die Ka-
nal-Slides pipettiert und Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néachsten Tag wer-
den die Slides mit 3 mL DPBS gespdilt.
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2.2.2.4.3. Herstellung von GPIba-Latexbeads
Zum Nachweis von VWF-Faden werden GPlba-Latexbeads aus dem Kit Innovance
VWF Ac verwendet. Daflir werden 1 mL des Reagenz | (Latexbeads, die einen
mouse anti-GPlba-Antikorper tragen) mit 416 pL des Reagenz Ill (GPlba-Peptid) zu-
sammen pipettiert und fur eine Stunde bei 4°C unter Schwenken inkubiert und an-

schlieBend bis zur Verwendung im Kuihlschrank bei 4°C gelagert.

2.2.2.4.4. Nachweisreaktionen
Fur den Nachweis, dass die Kopplung des rabbit anti-human VWF Antikorpers an
carboxylierte Beads stattgefunden hat und dieser durch die Hitze nicht zerstort wur-
de, werden die gekoppelten Beads 1.5 in 100% Ethanol verdiinnt und in ein Sticky-
Slide pipettiert. AnschlieBend werden die Beads bei 98°C auf der Heizplatte fur 4
Minuten an das Glas-Coverslip angeschmolzen und mit 3 mL DPBS durchgespuilt.

Ein Sekundérantikorper (goat anti-rabbit-HRP, 1:2.000 Verdinnung) wird in das Sti-
cky-Slide hinzugegeben und eine Stunde bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Es folgt
das Spulen mit 3 mL DPBS und anschlieend mit 300 pl TMB. Der Nachweis der
Kopplung ist bestatigt, wenn ein blauer Farbumschlag entsteht.

Des Weiteren wurde eine Nachweisreaktion der AK-Kopplung an die carboxylierten
Beads im Reaktionsgefal® durchgefuhrt. Dafiir wurden die Beads 1:6 in 1% BSA in
DPBS verdlnnt, ein goat anti-rabbit-HRP AK (1:500 Verdiinnung) hinzugegeben und
eine Stunde bei 37°C im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberschis-
sige AK herausgewaschen, indem das Reaktionsgefal? dreimal 5 Minuten bei 750 xg
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und mit 100 mL DPBS resuspendiert wur-
de. Nach dem 3. Zentrifugationsschritt werden 50 pL TMB hinzugegeben. Erfolgt ein
Farbumschlag zu blau, ist der Nachweis erbracht, dass der AK an die Beads gekop-

pelt ist.

2.2.2.45. Beschreibung des Flusssystems und dessen Anwen-
dung

Fur die Flussversuche mit den verschiedenen Beschichtungen des Kanal-Slides wer-
den in das Reservoir des Pumpsystems (Abbildung 5) 6 mL DPBS und 100% Plas-
makonzentration wtVWF (Endkonzentration 10 ug/mL) hinzugegeben. Die gebildeten
VWF-Faden konnen erst mit dem Einsatz von GPIba-Latexbeads sichtbar gemacht
werden, da die Beads wie Blutplatichen (Thrombozyten) auf ihrer Oberflache das

Glycoprotein Ib (GPlba) tragen. Dieses bindet an eine Bindungsstelle in der Al-
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Domaéne des VWF, wodurch die VWF-Faden sichtbar werden. Daher werden 100 pL
Latexbeads zugefugt. Abhangig vom Flussversuch kénnen noch weitere Zusatze er-
folgen. Unter anderem werden Sephacryl Beads verwendet. Diese sind in 20% Etha-
nol gelagert und mussen vor der Verwendung zuerst mit DPBS gewaschen werden.
Dafur werden die Sephacryl Beads dreimal bei 200 xg 1,5 Minuten zentrifugiert und

mit DPBS auf das Ausgangsvolumen aufgefullt.

Zuerst wird das System von Luftblasen befreit, indem es an eine Pumpe angeschlos-
sen wird. Bei einem Druck von 40 mbar werden die Luftblasen aus den Schlauchen
entfernt. Anschliel3end wird das Slide mit dem Pumpsystem verbunden und in ein
Fluoreszenzmikroskop gelegt. Dabei wird die Feuchtekammer des Mikroskops auf
5% CO2 und 37°C gebracht. Das Pumpsystem wird fur das Warmhalten des Medi-

ums in einen Stage Heater bei 37°C gestellt.

Das Heruberstromen des VWF uber das beschichtete Kanal-Slide erfolgt bei unter-
schiedlichen Flusseinstellungen, welche abhangig von der jeweiligen Beschichtung

und der GroRRe des Kanal-Slides sind.

A ' ’r« B Air tubing rq_ Incubator )

B T TN
Cr==afl Jl})111

Drying bottle |

Electrical

conneclion

Computer

Abbildung 5: Aufbau des Ibidi Pumpsystems. (A) zeigt das Ibidi Flusssystem mit dem Perfusion
Set (die gelb/griine Markierung bedeutet 50 cm-Schlauche mit einem Durchmesser von 1,6 mm), be-
fullt mit Kulturmedium. Dieses ist angeschlossen an ein Kanal-Slide. In (B) wird der schematische
Aufbau des Flusssystems, angeschlossen an das Pumpsystem, dargestellt. (Ibidi GmbH 2018).

VWF-Faden werden durch Proteolyse mittels ADAMTS13 abgebaut. Hierfir wird
WtADAMTS13 (Endkonzentration 1.000 ng/mL) in das Reservoir der Fluidic Unit hin-

zugegeben. Diese wird vorher bei Raumtemperatur aufgetaut, mit BaCl2 (Endkon-
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zentration 10 mM) vermengt und fir 10 Minuten im Brutschrank bei 37°C aktiviert.
Die Aufzeichnung der Proteolyse erfolgt durch die Aufnahme gleicher Bildausschnitte
in einem Abstand von 36 Sekunden. Insgesamt werden 20 Aufnahmen in 684 Se-

kunden aufgenommen.

2.2.2.4.6. Immunfluoreszenz
Nachdem die verschiedenen Flussversuche durchgefuhrt worden sind, kann eine
Immunfluoreszenz erfolgen, um VWF nachzuweisen. Diese wird bei Bedarf im Rah-
men der Flussversuche folgendermalien durchgefuhrt: In die Reservoirs des
Pumpsystems werden 3 pL polyklonaler rabbit anti-human VWF AK hinzugegeben.
Abhangig davon, ob VWF oder Latexbeads fluoreszieren sollen, fallt die Wahl des
Sekundarantikérpers aus. Der rabbit anti-VWF AK wird mit einem anti-rabbit AK, der
mit dem grun-fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 488 gekoppelt ist markiert. Die
Latexbeads, die einen mouse anti-GPIba tragen, werden mit einem anti-mouse AK,
der mit dem rot-fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 546 gekoppelt ist nachgewie-
sen. Dafiir werden in die Reservoirs des Pumpsystems 6 pL des entsprechenden
AKs pipettiert. Aufgrund des Flusses werden die AKs in das Kanal-Slide gespdilt, wo

diese am VWF bzw. den Latexbeads binden.

Die Detektion erfolgt mit einem Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 (Keyence), mithilfe
des GFP-Filters (grin, wtVWF) und des TRITC-Filters (rot, Latexbeads).

2.2.2.5. Light Transmission Aggregometry (Lichttransmissionsag-
gregometrie)

Fur die Simulation der Proteolyse frei zirkulierender VWF-Plattchen-Komplexe soll

ein Light Transmission Aggregometer (LTA) verwendet werden.

2.2.2.5.1. Tests mit GPIba-Latexbeads und wtVWF
Fur die Messung der Komplexbildung in einem zellfreien Assay mit dem LTA werden
zunachst in der Glaskluvette auf ein Gesamtvolumen von 500 pL in PBS, 100 pL
GPlba-Latexbeads und 100% Plasmakonzentration wtVWF (Endkonzentration
10 pg/mL) zusammengefihrt und unter Scherfluss, der durch die Verwendung eines
Magnetrihrers erzeugt wird, gemessen. Nach Starten der Messung wird die Basisli-
nie festgesetzt. Fur die Ausbildung der Komplexe wird Ristocetin (Endkonzentration

0,6 mg/mL) hinzugegeben.
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Durch die Ausbildung der Komplexe sollte die Tribung und damit die Turbiditat ab-
nehmen. Im Falle einer Komplexbildung kénnte WtADAMTS13 (Endkonzentration
1.000 ng/mL) hinzugegeben werden. Diese wird vorher bei Raumtemperatur aufge-
taut, mit BaCl2 (Endkonzentration 10 mM) vermengt und fir 10 Minuten im Brut-
schrank bei 37°C aktiviert.

Die Reaktion wird fur eine Stunde aufgezeichnet.

2.2.2.5.2. Isolierung von Plattchen aus einem Buffy-Coat
Die Blutplattchen (Thrombozyten) werden aus einem Buffy-Coat isoliert, welches bei
der Blutplasmaherstellung aus einer Blutspende zuriickbleibt (freundlicherweise zur
Verfuigung gestellt durch Dr. Sven Peine (Leiter des Instituts fur Transfusionsmedizin,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf)). Wéahrend der Isolierung der Thrombozy-
ten aus dem Buffy-Coat wird das restliche Blutplasma, mit den Proteinen wie VWF,
restlos entfernt, da sich diese im Versuch ansonsten als Storkomponente auswirken
wurden. Bei der Zentrifugation dient der zellulare Blutbestandteil, das Hamatokrit, als
“Bett”, damit die Thrombozyten nicht heruntergedrickt und beschadigt oder vorakti-
viert werden. Bei der Aufreinigung muss langsam und vorsichtig gearbeitet werden,
damit die Thrombozyten nicht aktiviert werden. Dafir wird zum einen mit einem Ca-
freiem Tyrode’s Puffer mit einem niedrigen pH von 6,5 gewaschen und zum anderen

Apyrase (Stockaktivitat 1.000 U/mL) zur Unterdrickung der Aktivitat eingesetzt.

Es werden 60 mL des Buffy-Coats auf zwei Zentrifugenréhrchen gleichmafiig verteilt
und mit Ca-freiem Tyrode’s Puffer (pH 6,5) auf 50 mL aufgefillt. Es folgt die Zugabe
von 32,5 uL Apyrase (Endkonzentration 0,65 pL/mL). Die Apyrase wird bei jedem
weiteren Waschritt um die Halfte der Konzentration reduziert. Der Buffy-Coat wird fir
15 Minuten bei 23°C und 1.589 xg zentrifugiert, dabei wird die Bremse der Zentrifuge
auf Stufe vier herunterreduziert, damit die Plattchen nicht aufgewirbelt werden. Nach
der Zentrifugation kommt es zur Ausbildung von drei Phasen, dem Hamatokrit, den
Thrombozyten und dem proteinhaltigen Uberstand. Der Uberstand wird mit einer
6 mL Transferpipette vorsichtig entfernt und mit Ca-freiem Tyrode’s Puffer auf 30 mL
aufgefullt. 9,75 pl (0,325 pl/mL) Apyrase werden hinzugegeben und vorsichtig ge-
schwenkt, sodass die Plattchen inaktiviert bleiben. AnschlielRend wird bei gleichen
Einstellungen zentrifugiert und der Vorgang wiederholt, wobei die Apyrase wieder auf
die Halfte reduziert wird, und zwar auf 4,88 pL (0,163 pL/mL). Im vierten Zentrifugati-
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onsschritt wird auf 30 mL mit dem Ca-freiem Tyrode’s Puffer aufgefillt, jedoch ohne

die Zugabe von Apyrase.

Anschlie3end folgt die Isolierung der Plattchen mittels Plattchenresuspensionspuf-
fers. Dieser wird aus dem Ca-freiem Tyrode’s Puffer angesetzt und enthalt zusatzlich
5% BSA mit einem pH-Wert von 7,4. Dieser pH-Wert entspricht dem des Blutes,
weshalb hierbei sehr vorsichtig gearbeitet werden muss, damit die Plattchen inaktiv
bleiben. Dabei wird das Pellet nach dem vierten Zentrifugationsschritt auf 40 mL mit

Plattchenresuspensionspuffer aufgefullt und 7 Minuten bei 314 xg zentrifugiert.

Der triibe Uberstand enthalt die Thrombozyten und wird langsam in ein neues Tube
Uberfuihrt. Danach wird die Plattchenzahl mit einem Zellzahlgerat (Sysmex) bestimmt
und fur die Versuche auf 300 - 102 Zellen/uL mit Plattchenresuspensionspuffer ein-

gestellt.

2.2.2.5.3.  Messung der Plattchenaktivitat
Um zu priufen, ob die Plattchen wéahrend der Isolierung ungewollt voraktiviert wurden,
werden zunachst 500 pl einer Suspension mit 300 - 102 Zellen/uL in eine Glaskivette
mit einem Magnetrihrer gegeben. Wenn nach einigen Minuten keine Aggregation
der Plattchen stattfindet, wird 1 mM CaClz hinzugegeben und weitere 10 Minuten
gewartet. Bei inaktiven Plattchen, die keine Aggregation bei diesen nicht-

stimulierenden Bedingungen zeigen, kann der Versuch gestartet werden.

2.2.2.5.4. Messung der Bildung und des Abbaus von Plattchen-
VWF-Komplexen mittels LTA

Fur die Messung der Komplexbildung aus VWF und Plattchen mit dem LTA werden
zunachst in einer Glaskuvette mit Magnetstabchen, 300 - 103 Zellen/uL und CaCl2
(Endkonzentration 1 mM) zusammengefuhrt. Durch den eingebauten Magnetrihrer
kann im LTA unter Scherfluss gemessen werden. Nach Starten der Messung wird die

Basislinie festgesetzt und VWF (Endkonzentration 100% = 10 pg/mL) hinzugegeben.

Durch die Ausbildung der Komplexe nimmt die Trubung (Turbiditat) ab. Geschieht
dies nach einer Minute noch nicht, wird Ristocetin zur Komplexbildung hinzugege-
ben. Nach 12 Minuten wird wtADAMTS13 (Endkonzentration 1.000 ng/mL) hinzuge-
geben. Diese wird vorher bei Raumtemperatur aufgetaut, mit BaCl2 (Endkonzentrati-
on 10 mM) vermengt und fur 10 Minuten im Brutschrank bei 37°C aktiviert. Das Ge-

samtprobenvolumen betragt 600 L.
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Zur Untersuchung der Proteolyse der VWF-Plattchen-Komplexe wird die Turbiditat

insgesamt fur eine Stunde aufgezeichnet.

2.2.2.5.5. Datenauswertung
Die Auswertung der Turbiditatskurven wurde mit dem Programm Graph Pad Prism
Version 7.05 durchgefihrt. Die mit dem LTA aufgenommenen Werte wurden fir die
bessere Vergleichbarkeit und Auswertung gegléattet. Dazu wurde jeweils der Mittel-

wert Uber 50 Messwerte erstellt, durch die ein Polynom 6. Ordnung gelegt wurde.

Des Weiteren wurde die Steigung im ausgewéhlten Bereich der Einzelgraphen mit
Excel ermittelt. Dazu wurde eine lineare Trendlinie durch die Messwerte der Einzel-
graphen gelegt, wobei der erste Wert der Formel die Steigung angibt. AnschlieRend
wurde der Mittelwert aus den Einzelsteigungen fur die Dreifachbestimmung berech-

net.
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3. Ergebnisse

Fur die Messung der Proteolyse von VWF-2B-Varianten unter Flussbedingungen
sollten zwei diagnostiktaugliche Assays entwickelt werden. Dabei sollte die Funkti-
onsweise der ADAMTS13 zum einem an oberflachengebundenem und zum anderen
an zirkulierendem VWF unter Flussbedingungen untersucht werden.

Ublicherweise werden adharente Endothelzellen stimuliert, um VWF-Faden zu erhal-
ten. Die Nutzung von Primarzellen ist allerdings fur einen diagnostischen Test zu
aufwendig und zudem kann mithilfe dieser Zellen nur den Wildtyp von VWF unter-
sucht werden. Da es das Ziel ist mit dem Assay ebenfalls VWF-Mutanten auf ihre
Proteolyse durch ADAMTS13 zu erforschen, sollte ein zellfreies System entwickelt
werden. Dafur wurden Kanal-Slides mit verschiedenen Reagenzien beschichtet und

aulRerdem erforscht, woran VWF binden und Faden bilden kann.

Fur die Simulation der Proteolyse freizirkulierender VWF-Plattchen-Komplexe in der

Blutzirkulation sollte ein LTA verwendet werden.

3.1.wtVWF-Fadenbildung an unterschiedlichen Oberflachen unter Flussbe-

dingungen

Ublicherweise werden adharente Endothelzellen stimuliert, um VWF-Faden zu erhal-
ten. In dieser Versuchsreihe sollte jedoch fir die Untersuchung der Spaltung von
VWF-Faden auf einer Oberflache ein zellfreies System entwickelt werden. Hierzu
wurden Kanal-Slides mit verschiedenen Reagenzien beschichtet (Abschnitt
2.2.2.4.2), um zu untersuchen, woran VWF binden und Faden bilden kann. Im An-
schluss sollte Uberprift werden, ob diese VWF-Faden von der Protease ADAMTS13

geschnitten werden kénnen.

Nach einer GefalRverletzung bindet VWF bei erhdhtem Scherfluss wahrend der pri-
maren Hamostase an das freiliegende Kollagen und kann anschliel3end Thrombozy-
ten rekrutieren. Des Weiteren ist bekannt, dass VWF an Fibrinogen binden kann.
Daher wurden zunachst u-Sticky Slides®? Luer mit Kollagen Typ |, Kollagen Typ Il
oder Fibrinogen fur eine Stunde bei 37°C beschichtet (Beschichtungstyp I.), an das
Perfusion Set angeschlossen (Abschnitt 2.2.2.4.5) und bei 10 mbar bis 80 mbar
(schrittweise Erhohung um 10 mbar) unter Fluss gesetzt (Anhang Tabelle 2). Um

VWEF-Faden sichtbar zu machen wurden Latex-GPlba-Beads hinzugegeben.
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An den mit Kollagen Typ | und Fibrinogen beschichteten Sticky-Slides hat kein
wtVWF gebunden und daher auch keine VWF-Faden gebildet. Die Erhéhung des

Scherflusses hat keine Veranderung ergeben.

Im Gefal3system sind Blutkérperchen gréf3er als Thrombozyten vorhanden, wodurch
die Blutkorperchen die Thrombozyten an die Gefal3wand driicken. Deshalb wurden
Sephacryl Beads verwendet, die sehr gro3 sind (50 um) und den VWF und die Latex
Beads nach unten driicken sollten. Diese wurden in das Reservoir des Perfusion
Sets hinzugeben. Das mit Kollagen Typ Il beschichtete Sticky-Slide wurde bei
10 mbar bis 80 mbar (schrittweise Erhéhung um 10 mbar) unter Fluss gesetzt (An-
hang Tabelle 2).

Der Einsatz der Sephacryl Beads hat keine VWF-Fadenbildung hervorgerufen. Die
Beads sind wahrend des Flussversuches beschadigt worden, haben sich am Kanal-

rand angesammelt und eine Schicht gebildet (Abbildung 6).

Abbildung 6: Sephacryl Beads nach einem Flussversuch mit Kollagen Typ Ill beschichtetem
Slide und dartber flieBendem wtVWF. Nach der Beschichtung des Kanal-Slides mit Kollagen Typ
[ll, wurden im anschlieBenden Flussversuch rekombinanter wtVWF und Sephacryl Beads heriiberge-
stromt. Die Aufnahmen erfolgten mit einem Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 (Keyence) im Durchlicht-
kanal. Der Balken entspricht 100 pm.
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Um den Blutfluss besser simulieren zu kdnnen, wurde die Viskositat bei einem weite-
ren Versuch mit Glycerin auf 4,5 mPa-s erhoht. Des Weiteren wurde die Sephacryl
Bead Menge um die Halfte reduziert und das Sticky-Slide mit Kollagen Typ Il Uber
Nacht bei RT beschichtet (Beschichtungstyp I.). Das beschichtete Sticky-Slide wur-
de bei 10 mbar bis 80 mbar (Schrittweise Erhdhung um 10 mbar) unter Fluss gesetzt
(Anhang Tabelle 2).

Bereits bei einer geringen Flussrate (10 mbar) haben sich VWF-Faden tUberwiegend
am Rand, an den angelagerten Sephacryl Beads gebildet. Diese wurden zuséatzlich
zu den GPIba-Beads mittels Immunfluoreszenz sichtbar gemacht, indem VWF mithil-
fe eines anti-VWF Antikorpers und eines griin-fluoreszierenden Sekundarantikérpers
detektiert wurde. Da die GPIba-Beads mit einem anti-GPlba Antikdrper aus der Maus
gekoppelt sind, konnten sie direkt Uber einen rot-fluoreszierenden anti-mouse Se-
kundarantikorper gefarbt werden (Abbildung 7). Die Sephacryl Beads sind nicht, wie
im vorherigen Versuch, zerstért worden. AulRerdem haben sich in der Mitte des Ka-

nal-Slides VWF-Faden an Verunreinigungen gebildet (Abbildung 8).
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Abbildung 7: Immunfluoreszenz-markierte wtVWF-Faden auf der Oberflache von Sephacryl
Beads. Ein Kollagen Typ Il (Endkonzentration 200 pg/mL) beschichtetes Kanal-Slide wurde mit
10 pg/mL rekombinantem wtVWF und Sephacryl Beads bei einer Viskositat von 4,5 mPa-s (eingestellt
mit Glycerin) Uberstromt (A). Wahrenddessen wurden wtVWF und GPIba-Latexbeads mittels Immun-
fluoreszenz detektiert. In die Reservoirs des Perfusion Sets wurden ein primarer Antikérper (rabbit
anti-human VWF Antikdrper) und zwei Sekundarantikdrper (goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 und goat
anti-mouse Alexa Fluor 546) pipettiert und anschlieRend mithilfe des GFP-Filters (wtVWF griin) (B)
und des TRITC-Filters (Latexbeads rot) (C) detektiert. Die Aufnahme erfolgte mit einem Fluoreszenz-
mikroskop BZ-9000 (Keyence), der Balken entspricht 100 um. (D) zeigt die Uberlagerung von (A), (B)
und (C).
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Abbildung 8: Durch Immunfluoreszenz markierte wtVWF-Faden gebunden an Verunreinigun-
gen. Nach der Beschichtung des Kanal-Slides mit Kollagen Typ Il (Endkonzentration 200 pg/mL),
wurde es im anschlielRenden Flussversuch mit 10 pg/mL rekombinantem wtVWF und Sephacryl Be-
ads bei einer Viskositat von 4,5 mPa-s (eingestellt mit Glycerin) Uberstromt (A) Wahrenddessen wur-
den wtVWF und GPlba-Latexbeads mittels Immunfluoreszenz detektiert. In die Reservoirs des Perfu-
sion Sets wurden ein priméarer Antikorper (rabbit anti-human VWF Antikorper) und zwei Sekundéaranti-
korper (goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 und goat anti-mouse Alexa Fluor 546) pipettiert und anschlie-
Rend mithilfe des GFP-Filters (WwtVWF griin) (B) und des TRITC-Filters (Latexbeads rot) (C) detektiert.
Die Aufnahme erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 (Keyence), der Balken entspricht
100 pum. (D) zeigt die Uberlagerung von (A), (B) und (C).

Da mehrere Veranderungen gleichzeitig nach dem vorherigen Versuch vorgenom-
men wurden, sind bei einem weiteren Durchlauf diese Verdnderungen schrittweise
wiederholt worden, um die genaue Ursache der Fadenbildung feststellen zu kénnen.
Daher wurde mit Kollagen Typ Ill ebenfalls Uber Nacht bei RT beschichtet (Be-
schichtungstyp I.) und der Versuch bei gleichen Flusseinstellungen (10 mbar bis

80 mbar mit schrittweiser Steigerung um 10 mbar) durchgefuhrt.

Dabei hat sich gezeigt, dass sich nur wenige F&den an Verunreinigungen gebildet
haben. AnschlieRend wurde die Viskositat mit Glycerin zunachst auf 1,65 mPa-s ein-
gestellt. Dies hat jedoch keine weitere Fadenbildung hervorgerufen. Daher wurde die

Viskositat auf 4,5 mPa-s erhdht, was jedoch zu keiner Veranderung fuhrte. WtVWF-
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Faden haben sich lediglich an einer Verunreinigung gebildet (Abbildung 9). Auf-

grund dessen wurden keine Sephacryl Beads mehr verwendet.

Abbildung 9: Durch Immunfluoreszenz markierte wtVWF-Faden gebunden an Verunreinigun-
gen. Nach der Beschichtung des Kanal-Slides mit Kollagen Typ Il (Endkonzentration 200 pg/mL),
wurde es im anschlieBenden Flussversuch mit 10 pg/mL rekombinantem wtVWF und Sephacryl Be-
ads bei einer Viskositat von 4,5 mPa-s (eingestellt mit Glycerin) Uberstromt (A). Wahrenddessen wur-
den wtVWF und GPlba-Latexbeads mittels Immunfluoreszenz detektiert. In die Reservoirs des Perfu-
sion Sets wurden ein primarer Antikorper (rabbit anti-human VWF Antikdrper) und zwei Sekundaranti-
korper (goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 und goat anti-mouse Alexa Fluor 546) pipettiert und anschlie-
Bend mithilfe des GFP-Filters (WtVWF griin) (B) und des TRITC-Filters (Latexbeads rot) (C) detektiert.
Die Aufnahme erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 (Keyence), der Balken entspricht
100 um. (D) zeigt die Uberlagerung von (A), (B) und (C).

Da sich wtVWF-Faden an einer Verunreinigung gebildet haben, wurden in den weite-
ren Versuchen Polystyrene Beads verwendet, um einen Ankerpunkt fur den VWF
bereitzustellen. Diese sind in unterschiedlichen Gré3en erhaltlich und kénnen durch
ionische Wechselwirkungen Proteine auf ihrer Oberflache binden. Zunachst wurden
Polystyrene Beads mit einer Grof3e von 25 pm verwendet und auf einem Sticky-Slide
gebunden. Zuerst wurde Uberpruft, bei welcher Bead-Konzentration die Verteilung
der Beads auf dem Slide am sinnvollsten erscheint. Dabei ist wichtig, dass die Beads

einen ausreichend grof3en Abstand voneinander aufweisen, damit sich die ausgebil-
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deten VWF-Faden nicht berthren kénnen. Des Weiteren wurde Uberprift, wie die
Beads am Slide gebunden werden kdnnen, ohne unter Fluss abzureil3en.

Eine Suspension mit 1.000 Polystyrene Beads (25 pm) in 100 pl Ethanol (Beschich-
tungstyp 1ll.) wies keine gute Verteilung der Beads auf einem Sticky-Slide auf. Das
Ethanol ist ungleichmafig verdampft, wodurch die Beads an den Kanalrand gedruckt
worden sind. Jedoch war eine Region mit einer guten Verteilung vorhanden
(Abbildung 10 (A)), weshalb ein Flussversuch bei 10 mbar durchgefiihrt worden ist.
Bereits nach 15 Minuten unter Fluss haben sich wtVWF-Faden an den Beads gebil-
det (Abbildung 10 (B-D)). Da die Faden bei 10 mbar leicht mechanisch abrissen,
wurde der Druck auf 5 mbar heruntergeregelt. Bei gleicher Vorgehensweise wurden
Beads mit einer GréfRe von 90 um verwendet. Dies hat jedoch zu keinen anderen
Ergebnissen, als bei dem Versuch mit den kleineren Beads gefuhrt. VWF-Faden bin-
den an Verunreinigungen sowie an den Beads gleichermalRen. Mehr Beads mit einer
besseren Verteilung waren eventuell von Vorteil, da fur ein diagnostiktaugliches As-
say mehr Faden bendtigt werden, die dann von ADAMTS13 geschnitten werden

konnen.
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Abbildung 10: WtVWF kann unter Fluss an Polystyrene Beads binden. Nach der Beschichtung
eines Kanal-Slides mit Polystyrene Beads (25 pm) (1.000 Beads/100 pL) (A) wurden diese im an-
schlieRenden Flussversuch mit 10 pg/mL rekombinantem wtVWF Uberstromt. Es haben sich wtVWF-
Faden an einigen Beads gebildet (B) und (C). Die Aufnahme erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop
BZ-9000 (Keyence), der Balken entspricht bei (A) 500 um und bei (B) und (C) 100 um. (D) zeigt den in
(C) markierten Ausschnitt vergrofert.

Fur einen weiteren Flussversuch wurden 2.500 Beads (25 pm)/100 pL auf einem Sti-
cky-Slide verwendet (Beschichtungstyp Il.). Nach Starten des Flusses bei 5 mbar
haben sich innerhalb von 10 Minuten einige VWF-Faden an den Beads, aber auch
an Verunreinigungen gebildet, die jedoch leicht mechanisch abrissen. Nach 12 Minu-
ten unter Flussbedingungen wurde schrittweise die Viskositat von 2 mPa's auf
6 mPa-s in 1 mPa-s Schritten mit Methylcellulose erhéht. Diese erhdht die Viskositat
eines Fluids, ohne eine zellschadigende Wirkung zu haben, was von Vorteil sein
kénnte, wenn spater Zellen in dem Assay eingesetzt werden sollten. Die Erh6hung
der Viskositat hat jedoch keine weitere Fadenbildung hervorgerufen.

In den weiteren Versuchen wurden carboxylierte Beads verwendet, die auf ihrer
Oberflache eine Carboxyl-Gruppe tragen, tber die sie mit verschiedenen Proteinen

funktionalisiert werden kbénnen (Abschnitt 2.2.2.4.1).
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Die Kanal-Slides wurden mit den an Protein gebundenen Beads auf unterschiedliche
Weise beschichtet. In Abbildung 11 sind die beiden Beschichtungsvarianten sche-
matisch dargestellt. Zunachst wurde Uberprtft, ob die Antikbrperbindung (rabbit anti-
human VWF) an die carboxylierten Beads (in der Folge anti-VWF-Beads genannt)
funktioniert hat. Daftir wurde eine Nachweisreaktion mittels einer Meerrettichperoxi-
dase-Farbreaktion in einem Kanal-Slide sowie in einem Reaktionsgefal durchgefihrt
(Abschnitt 2.2.2.4.4). Beide Nachweisreaktionen haben einen blauen Farbumschlag

ergeben, womit der Beweis geliefert wurde, dass die Kopplung stattgefunden hat.

Bei der ersten Variante wurden anti-VWF-Beads Uber immunoadsorbierten VWF an
die Oberflache des Kanal-Slides gekoppelt (Beschichtungstyp V.) (Abbildung
11(A)). Die Verteilung der Beads auf dem Kanal-Slide war sehr gleichméaRig, jedoch
haben die anti-VWF-Beads nicht an den wtVWF gebunden und konnten mit 3 mL
DPBS herausgewaschen werden. Es wurden erneut anti-VWF-Beads in das Kanal-
Slide pipettiert und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Trotz der langeren Inkubationszeit

(Uber Nacht statt eine Stunde) konnten die Beads herausgespilt werden.

In der zweiten Variante (Abbildung 11 (B)) wurde zuerst ein goat anti-rabbit AK am
Kanal-Slide gebunden und anschlieend mit anti-VWF-Beads inkubiert (Beschich-
tungstyp VI.). Hierbei haben nur sehr wenige anti-VWF-Beads am Kanal-Slide ge-

bunden, weshalb diese groRtenteils mit DPBS herauswaschen werden konnten.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung von verschiedenen Beschichtungen des Kanal-
Slides. Bei (A) wird ein Kanal-Slide zunachst mit rabbit anti-human VWF Antikérper (1:1.000) be-
schichtet, eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschlie@end gewaschen und mit 10 pg/mL rekombi-
nantem wtVWF beschichtet und bei 37°C inkubiert. Danach werden carboxylierte Beads zugegeben
an die ein rabbit anti-human VWF Antikorper gekoppelt ist. Bei (B) wird ein Kanal-Slide zunachst mit
goat anti-rabbit AK (1:1.000) beschichtet und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlielend wird das
Slide mit anti-VWF-Beads (1:6) beschichtet und bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Des Weiteren wurden anti-VWF-Beads (1:6 Verdinnung) auf einem Sticky-Slide an-
geschmolzen (Beschichtungstyp IV.) und der Flussversuch bei 5 mbar durchge-
fuhrt. Jedoch haben sich keine VWF-Faden an Beads und auch nicht an Verunreini-
gungen gebildet. Um zu dberprtfen, ob sich zunachst VWF an den Beads anlagern
muss, um anschliel3end weitere VWF-Multimere zu binden und um Faden zu bilden,
wurde der Fluss fur 12 Minuten abgeschaltet. Allerdings haben sich nach dem An-
schalten des Flusses keine Faden gebildet. Weiterhin wurde der Druck auf 10 mbar
erhoht. Nun konnten sich Faden bilden, die jedoch mechanisch abrissen. Infolge
dessen wurde der Druck auf 7 mbar herunterreguliert. Es haben sich mit der Zeit kei-

ne weiteren VWF-Faden gebildet.

Bei einem weiteren Sticky-Slide wurde die Kopplung von anti-VWF Antikérper an
carboxylierte Beads direkt im Slide durchgefuihrt (Beschichtungstyp VII.). Trotz kei-
ner guten Verteilung der Beads auf dem Kanalboden wurde der Flussversuch bei
7 mbar durchgefuhrt. Nach 14 Minuten unter Fluss haben sich die ersten VWF-Faden
an einigen Beads, aber auch an Verunreinigungen, gebildet (Abbildung 12). Dabei

waren die Beads an der Decke sowie am Boden des Kanal-Slides lokalisiert. Die F&-
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den rissen auch hier bei einer geringen Scherrate mechanisch ab. Des Weiteren wa-
ren viele Hintergrundpartikel zu erkennen, die kleiner sind, als die Beads.

®

Abbildung 12: VWF-Faden an mit anti-VWF Antikdrper gekoppelten carboxylierten Beads. Nach
der Kopplung von rabbit anti-human VWF Antikérpern an carboxylierte Beads im Kanal-Slide, wurden
diese im anschlieRenden Flussversuch mit 10 pg/mL rekombinantem wtVWF uUberstromt. Es haben
sich wtVWF-Faden an einigen Beads (A), sowie einigen Verunreinigungen (C) gebildet. Die Aufnahme
erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 (Keyence), der Balken entspricht 100 pm. (B) zeigt
den in (A) markierten Ausschnitt vergréRRert. (D) zeigt den in (C) markierten Ausschnitt vergréRRert.

Bei einem weiteren Versuch wurden ein y-Sticky-Slide®? Luer und ein p-Slide®* Luer
mit Kollagen-Beads beschichtet (Beschichtungstyp VIIl.). Es wurde verglichen, auf
welchem Slide die Beads besser haften und sich stabilere VWF-Faden bilden kon-
nen. Die gekoppelten Beads klebten im Reaktionsgefa3 aneinander, weshalb die
Verteilung der Beads auf den Slides ungleichmafiig war. Die Aufnahme mit einem
Fluoreszenzmikroskop zeigt Kollagen, welches an den Beads haftet (Abbildung 13,
rote Pfeile). Nach Spuilen des Slides mit 3 mL DPBS blieben die Beads haften.

Zuerst wurde das p-Slide®* Luer an die fluidische Einheit angeschlossen und der
Flussversuch bei 7 mbar durchgefiihrt. Die Beads wurden durch den Fluss nicht
weggespult, weshalb der Druck auf 15 mbar erhéht wurde, damit wtVWF mehr
Scherstress ausgesetzt ist und damit leichter gestreckt werden kann. Innerhalb von



Ergebnisse Seite 38

9 Minuten unter Fluss haben sich die ersten Faden an den Beads gebildet
(Abbildung 13, weil3e Pfeile). Wahrend der schrittweisen Erhéhung des Druckes auf

30 mbar sind die Faden mechanisch abgerissen und es haben sich keine neuen

ausgebildet. Das gleiche Ergebnis war bei dem p-Sticky-Slide®? Luer zu beobachten.

Abbildung 13: VWF-Faden an Kollagen Typ | gekoppelten carboxylierten Beads. Nach der Be-
schichtung des Kanal-Slides mit Kollagen Typ | gekoppelten carboxylierten Beads wurden diese im
anschlieBenden Flussversuch mit 10 pg/mL rekombinantem wtVWF (berstrémt. Es haben sich
wtVWF-Faden an einigen Beads gebildet (A). Die Aufnahme erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop
BZ-9000 (Keyence), der Balken entspricht bei 100 um. (B) zeigt den in (A) markierten Ausschnitt ver-
grolert.

Bei einem weiteren Versuch wurde die Kopplung von Kollagen Typ | an carboxylierte
Beads im Sticky-Slide durchgefihrt, die vorher auf einem Coverslip angeschmolzen
wurden (Beschichtungstyp VIl.). Die Verteilung der Beads im Slide war gleichmaRi-
ger als beim vorherigen Versuch. Der Flussversuch wurde bei 7 mbar Druck durch-
gefuhrt. Die Beads blieben trotz des Flusses im Kanal haften. Innerhalb einer Minute
haben sich erste wtVWF Faden nur an den Beads gebildet (Abbildung 14). Weiter-
hin scheint eine Quervernetzung der Faden stattgefunden zu haben. Aufgrund der
guten Fadenbildung und der gleichmaRigen Verteilung der Beads wurde Uberpruft,
ob die Faden geschnitten werden kénnen. Dazu wurde ADAMTS13 (1.000 ng/mL) in
das Reservoir des Perfusion Sets hinzugegeben (Abschnitt 2.2.2.4.5). Nach 11 Mi-
nuten (Abbildung 14 (C)) erkennt man, dass keine Proteolyse der Faden stattgefun-
den hat. Daher wurde nochmal ADAMTS13 in einer hoheren Konzentration
(10.000 ng/ml) hinzugegeben. Auch hierbei wurden die wtVWF-Faden nicht geschnit-
ten, obwohl sich die Faden bewegen und nicht fest am Kanal-Slide gebunden waren.
Weiterhin wurde Uberprift, ob die wtVWF-Faden bei hoheren Scherraten mechanisch
abreil3en. Dabei wurde der Druck von 14 mbar auf 40 mbar erhoht, was die Faden
nicht zerstort hat.
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Abbildung 14: Proteolyse von wtVWF-Faden an Kollagen Typ | gekoppelten carboxylierten Be-
ads. Nach der Kopplung von Kollagen Typ | an carboxylierte Beads im Kanal-Slide, wurde es im an-
schlieRenden Flussversuch mit 10 pg/mL rekombinantem wtVWF Uberstromt. Es haben sich wtVWF-
Faden an den Beads gebildet (A). Anschlielend wurde ADAMTS13 (1.000 ng/ml) hinzugegeben und
fur 11 Minuten jede Minute ein Bild aufgenommen. Die Aufnahme erfolgte mit einem Fluoreszenzmik-
roskop BZ-9000 (Keyence), der Balken entspricht 100 um. (B) zeigt den in (A) markierten Ausschnitt
vor der Zugabe von wtADAMTS13 und (C) zeigt den in (A) markierten Ausschnitt 11 Minuten nach
Zugabe der wtADAMTS13.

3.2.Proteolyse von VWF-Varianten im LTA

Es sollte ein Assay etabliert werden, dass die Proteolyse von VWF-Thrombozyten-
Aggregaten in der Blutzirkulation simuliert. Daflr wurde Uberprift, ob die VWF-
Thrombozyten-Komplexbildung sowie die anschlie3ende Proteolyse durch wtAD-
AMTS13 mit einem LTA gemessen werden kann. Im Falle einer Verletzung fuhrt er-
hoéhter Scherfluss zur Aktivierung der Bindung von Thrombozyten an die A1-Doméne
von VWF. Durch anschlieRende Offnung der VWF A2-Domane kommt es zur Aktivie-
rung der Proteolyseschnittstelle fir ADAMTS13. Im LTA wird der Scherfluss in einer
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Glaskuvette durch ein Ruhrstabchen und einen, im Gerat eingebauten, Magnetrihrer
erzeugt. Einzelne Thrombozyten erzeugen eine gré3ere Tribung (Turbiditat) der L6-
sung als Komplexe, weshalb die Turbiditat bei Komplexbildung sinkt. Auf diese Wei-
se kann die Bildung und das Auflosen von Komplexen uber die Turbiditat verfolgt

werden.

Fur die Etablierung eines zellfreien Assays wurde zunéchst getestet, ob GPlba-
Latexbeads verwendet werden kénnen, um die Funktion der Thrombozyten zu simu-
lieren. Fur die Messung der Komplexbildung mit dem LTA wurden zun&chst 100 pL
GPIba-Latexbeads und wtVWF (Endkonzentration 100% = 10 pug/mL) in einer Glas-
kivette mit Ruhrstabchen zusammengefuhrt. Nach Starten der Messung der Turbidi-
tat wurde die Basislinie festgesetzt. Fir die Aktivierung des wtVWF zur Ausbildung
der Komplexe reicht der Scherfluss im LTA nicht aus, daher wurde Ristocetin (End-
konzentration 0,6 mg/mL) hinzugegeben. Dieses ist ein Antibiotikum, welches die
VWF Al-Domane aktiviert und damit die Bindung der Thrombozyten, bzw. bei die-
sem Versuchsaufbau, die Bindung der GPlba-Latexbeads, ermdéglicht. Durch die
Ausbildung der Komplexe sollte die Turbiditat abnehmen. Jedoch ist diese nicht ge-
sunken, weshalb nochmals 100 pL GPlba-Latexbeads hinzugegeben wurden. Nach
weiteren 15 Minuten zeigte sich weiterhin keine Veranderung. Daher wurden im wei-
teren Verlauf der Entwicklung des Assays Thrombozyten statt GPlba-Latexbeads

verwendet.

Diese werden vor jedem Versuch aus Buffy Coats isoliert und durch mehrfaches Wa-
schen von restlichen Plasmaproteinen, zu denen auch VWF gehdrt, getrennt. Zu-
nachst wurde vor jedem Versuch getestet, ob die isolierten Plattchen nicht vorakti-
viert wurden. Eine solche Voraktivierung kénnte zu echter, irreversibler Aggregation
fuhren. Die dabei entstehenden Aggregate konnten durch ADAMTS13 nicht mehr
aufgeldst werden. Wenn die isolierten Plattchen aus dem Buffy Coat keine Aktivitat
aufweisen, kdnnen die Messungen gestartet werden. Dabei sind zwei Messungen

parallel méglich und der Plattchenresuspensionpuffer dient als Referenzwert.

In drei unabhéngigen Versuchen mit jeweils unterschiedlichen Buffy Coats (Plattchen
von verschiedenen Spendern) wurden neun unterschiedliche VWF-Varianten sowie
wtVWF untersucht.

Damit sich Plattchen-VWF-Komplexe bilden kdnnen, wird bei wtVWF sowie bei den
VWEF-Varianten p.Prol266Leu, p.Argl341GIn und p.Asn1493Cys/p.Cys1670Ser
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Ristocetin  (Endkonzentration 0,6 mg/mL)  benétigt. Die  VWF-Varianten
p.Argl1308Cys, p.Alal461Asp, p.Vall316Met, p.llel309Val, p.MetDup1304 und
p.Argl306Trp aggregieren hingegen bereits ohne Zugabe von Ristocetin. Dieses
zeigt die fur VWS 2B typische gain-of-function, die durch die Mutation hervorgerufen

wird.

Um die Kurven besser darstellen zu kdnnen, wurden diese geglattet indem der Mit-
telwert der Originalwerte Gber 50 Messwerte berechnet wurde. Durch die resultieren-

de Kurve wurde anschlieend ein Polynom 6. Ordnung gelegt.

WtADAMTS13 schneidet unter Scherfluss die A2-Doméane des VWF, wodurch die
Komplexe kleiner werden und damit die Tribung steigen sollte. Als Negativkontrolle
diente ein Versuch ohne die Zugabe von WtADAMTS13 (rote Kurve, Abbildung 15).
Dabei losten sich die wtVWF-Thrombozyten-Komplexe innerhalb einer Stunde nicht

auf, was sich durch die konstant niedrige Tribung Uber die Zeit zeigt.

Da die Plattchen nur eine begrenzte Haltbarkeit besitzen, wurde der Versuch mit
wtVWF zu Beginn und am Ende eines Versuchstages durchgefuhrt, um zu untersu-
chen, ob sich die Kurvenverlaufe mit dem Alter der Plattchen verdndern (Abbildung
15). Der zu Beginn gemessene Abbau der Komplexe startete direkt nach Zugabe von
WtADAMTS13 (Endkonzentration 1.000 ng/mL), was am Anstieg der Turbiditat zu
erkennen ist. Die am Ende des Versuchstages gemessene Proteolyse erfolgte eben-
falls gleich zu Beginn der ersten Minute, stagnierte anschliel3end fur finf Minuten und

stieg danach wieder an (Abbildung 15).

Fur den genauen Vergleich der wtVWF Graphen wird die Proteolysegeschwindigkeit
mit Hilfe der Steigung zwischen zwei Punkten ermittelt. Daftir wird die Steigung der
Einzelgraphen im steilsten Bereich der Kurve fir eine Minute bestimmt (Abbildung
16). AnschlieBend wird der Mittelwert der Steigungen fur die Dreifachbestimmung
ermittelt (Abbildung 20). Fur den zu Beginn des Versuchstages gemessenen
wtVWF ergab sich eine mittlere Steigung von 22,5 %/min, am Ende des Versuchsta-
ges betrug die Steigung 12,2 %/min (Abbildung 20). Deshalb wurden die VWF-
Varianten an den Versuchstagen in der gleichen Reihenfolge gemessen, um zu pri-
fen, ob es einen systematischen Fehler durch den Zeitpunkt der Messung nach Platt-

chenisolierung gibt.
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Abbildung 15: Verlauf der Komplexbildung und der Proteolyse von wtVWF-Thrombozyten-
Komplexen zu Beginn und am Ende eines Versuchstages. An drei Versuchstagen (jeweils zu Be-
ginn und Ende) wurde die Komplexbildung von wtVWF und Thrombozyten mit einem 2-Kanal Light
Transmission Aggregometer gemessen. In einer Glaskuvette wurden wtVWF (10 pg/pL), Thrombozy-
ten (300 -10% Zellen/uL), CaCl: (1 mM) und Ristocetin (0,6 mg/mL) im Plattchenresuspensionspuffer
vermengt. Nach 12 Minuten wurde zur Proteolyse der Komplexe wtADAMTS13 (1.000 ng/mL) hinzu-
gegeben. Als Negativkontrolle wurde ein Durchlauf ohne die Zugabe von wtADAMTS13 durchgefihrt
(rot). Der Graph zeigt den gemittelten Kurvenverlauf der Turbiditat in % Gber 55 Minuten aus allen drei
Versuchen am Anfang (griin) und am Ende (blau) des Versuchstages. Fir eine bessere Vergleichbar-
keit der Ergebnisse werden die transparent dargestellten Originalkurven geglattet. Dazu wurde jeweils
der Mittelwert Giber 50 Messwerte erstellt, durch die ein Polynom 6. Ordnung gelegt wurde.
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Abbildung 16: Steigung des Turbiditatsverlaufes wahrend der Proteolyse von wtVWF-
Thrombozyten-Komplexen zu Beginn und am Ende eines Versuchstages. Fir die Berechnung
der Steigung der Einzelgraphen aus denen der mittlere Kurvenverlauf in Abbildung 15 gebildet wurde,
wurde zunéchst der Mittelwert Gber 50 Messwerte des jeweiligen Versuchstages bestimmt durch den
ein Polynom 6. Ordnung geht (A). Daraus wurde die Steigung im ausgewahlten Bereich mit Hilfe einer
Trendlinie mit Excel berechnet (B). Die Steigung (erster Wert in den angegebenen Gleichungen) gibt
die Veranderung der Turbiditat pro Minute an.
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In Abbildung 17 werden die aufgenommenen Messwerte der drei Versuchstage der
VWEF-Variante p.Prol266Leu einzeln dargestellt. Hierbei erkennt man, dass die
Messwerte der ersten zwei Versuchstage nahezu identisch sind. Der Kurvenverlauf
des dritten Versuchstages unterscheidet sich deutlich von dem der anderen Tage.
Dies kobnnte daran liegen, dass sich ein grol3es Aggregat gebildet hat, wodurch es
maoglicherweise zur Ausbildung eines Fadens im Strudel des Magnetriihrers kommit.
Dies kann vorkommen und wirkt stérend auf die Messung. Deshalb wurde der Mittel-
wert der Steigung nur von den ersten zwei Versuchstagen berechnet (Abbildung
20).
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Abbildung 17: Verlauf der Komplexbildung und der Proteolyse von p.Prol266Leu-
Thrombozyten-Komplexen. An drei Versuchstagen wurde die Komplexbildung von VWF-Variante
p.Prol1266Leu mit Thrombozyten mit einem 2-Kanal Light Transmission Aggregometer gemessen. In
einer Glaskivette wurden p.Prol1266Leu (10 pg/uL), Thrombozyten (300 -102 Zellen/uL), CaClz (1 mM)
und Ristocetin (0,6 mg/mL) im Plattchenresuspensionspuffer vermengt. Nach 12 Minuten wurde zur
Proteolyse der Komplexe wtADAMTS13 (1.000 ng/mL) hinzugegeben. Der Graph zeigt den gemittel-
ten Kurvenverlauf der Turbiditat in % Uber 55 Minuten aus allen drei Versuchen. Fir eine bessere
Vergleichbarkeit der Ergebnisse werden die transparent dargestellten Originalkurven geglattet. Dazu
wurde jeweils der Mittelwert Uber 50 Messwerte erstellt, durch die ein Polynom 6. Ordnung gelegt
wurde.

Die aggregometrische Messung der VWF-Varianten p.Vall316Met, p.Arg1306Trp,
p.Arg1308Cys und p.Prol266Leu ist in Abbildung 18 im Vergleich zum wtVWF
dargestellt. Die Komplexbildung der VWF-Varianten p.Vall316Met, p.Arg1306Trp
und p.Prol1266Leu ist mit der des wtVWF vergleichbar, da diese ebenfalls zu einer
Senkung der Turbiditat auf ca. 29% fuhrte. P.Arg1308Cys aggregiert hingegen et-
was weniger stark (ca. 39% Turbiditat). Nach Zugabe von WtADAMTS13 stieg die
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Turbiditat bei den VWF-Varianten unterschiedlich stark an, was darauf hinweist, dass
die Proteolyse unterschiedlich schnell verlief. Zum Vergleich werden in Abbildung

20 die Steigungen der Turbiditatskurven am steilsten Punkt als Balkendiagramm dar-

gestellt.
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Abbildung 18: Verlauf der Komplexbildung und der Proteolyse von vier VWF-Varianten-
Thrombozyten-Komplexen verglichen mit dem wtVWF. An drei Versuchstagen wurde die Kom-
plexbildung von unterschiedlichen VWF-Varianten (p.Vall316Met, p.Argl1306Trp, p.Argl308Cys,
wtVWF und p.Pro1266Leu) und Thrombozyten mit einem 2-Kanal Light Transmission Aggregometer
gemessen. In einer Glasklvette wurden die angegebenen rekombinanten VWF-Varianten (10 pg/pL),
Thrombozyten (300 -102 Zellen/uL) und CaClz2 (1 mM) im Plattchenresuspensionspuffer vermengt. Die
Zugabe von Ristocetin (0,6 mg/mL) war nur bei wtVWF und p.Prol1266Leu nétig. Nach 12 Minuten
wurde zur Proteolyse der Komplexe wtADAMTS13 (1.000 ng/mL) hinzugegeben. Der Graph zeigt den
gemittelten Kurvenverlauf der Turbiditat in % Uber 55 Minuten aus allen drei Versuchen. Fir eine bes-
sere Vergleichbarkeit der Ergebnisse werden die transparent dargestellten Originalkurven geglattet.
Dazu wurde jeweils der Mittelwert tGiber 50 Messwerte erstellt, durch die ein Polynom 6. Ordnung ge-
legt wurde.

Die VWF-Variante p.Arg1341GIn unterscheidet sich in der Komplexbildung sowie in
der Proteolyse anscheinend stark vom wtVWF (Abbildung 19). Die Turbiditat der
VWEF-Variante p.Arg1341GIn sinkt nur bis ca. 64% und weist eine geringere Stei-
gung wahrend der Proteolyse auf (1,98 %/min, Abbildung 20). Die VWF-Varianten
p.MetDup1304 und p.lle1309Val unterscheiden sich lediglich im enzymatischen Ab-
bau durch wtADAMTS13 (Abbildung 19). Der Verlauf der Turbiditat wahrend der
Proteolyse von VWF p.lle1309Val ist mit dem des wtVWF vergleichbar. Bei den
p.lle1309Val-Thrombozyten-Komplexen stagniert der Anstieg der Turbiditat zwischen

17,5 und 18,5 Minuten bevor er weiter ansteigt. Dieser Verlauf war bei allen drei Ver-
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suchen zu beobachten. Der Kurvenverlauf bei der VWF-Variante p.MetDup1304
deutet daraufhin, dass sich nach erfolgter Proteolyse der Komplexe neue Komplexe

bilden, welche wiederholend proteolysiert werden.
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Abbildung 19: Verlauf der Bildung und der Proteolyse von drei VWF-Varianten-Thrombozyten-
Komplexen verglichen mit dem wtVWF. An drei Versuchstagen wurde die Komplexbildung von
unterschiedlichen VWF-Varianten (p.Argl1341GIn, p.MetDupl1304, wtVWF und p.lle1309Vval) und
Thrombozyten mit einem 2-Kanal Light Transmission Aggregometer gemessen. In einer Glaskivette
wurden die entsprechenden VWF-Varianten (10 pg/uL), Thrombozyten (300 -10° Zellen/uL), CaCl2
(1 mM) im Plattchenresuspensionspuffer vermengt. Die Zugabe von Ristocetin (0,6 mg/mL) war nur
bei wtVWF und p.Arg1341GIn nétig. Nach 12 Minuten wurde zur Proteolyse der Komplexe wtAD-
AMTS13 (1.000 ng/mL) hinzugegeben. Der Graph zeigt den gemittelten Kurvenverlauf der Turbiditat in
% Uber 55 Minuten aus allen drei Versuchen. Fir eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse wer-
den die transparent dargestellten Kurven geglattet. Dazu wurde jeweils der Mittelwert Giber 50 Mess-
werte erstellt, durch die ein Polynom 6. Ordnung gelegt wurde.
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Abbildung 20: Vergleich der Proteolyse von VWF-Thrombozyten-Komplexen anhand der Stei-
gung des Turbiditatsverlaufes. Die Steigung ist in %/min angegeben. Berechnet wurde sie jeweils in
dem Zeitbereich nach Zugabe von ADAMTS13 mit dem steilsten Anstieg. Fir wtVWF, p.MetDup1304,
p.Arg1306Trp, p.Argl308Cys und p.lle1309Val wurde ein Zeitbereich von einer Minute gewéhlt. Bei
p.Pro1266Leu 9 Minuten, p.Vall316Met 3,3 Minuten und bei p.Arg1341GIn 4 Minuten.

VWF p.Asn1493Cys/p.Cys1670Ser ist eine Doppeltmutante und dient bei dieser
Versuchsreihe als Negativkontrolle. Hierbei handelt es sich um eine Basenpaarsub-
stitution, jedoch in zwei Bereichen auf dem VWF-Gen. Normalerweise ist die A2-
Domaéne beim wtVWF getffnet. Bei dieser Mutante ist sie jedoch durch eine neu ent-
stehende Disulfidbriicke permanent geschlossen, weshalb die Schnittstelle fir AD-
AMTS13 nicht frei liegt und VWF nicht geschnitten werden kann (Baldauf et al.
2009). In Abbildung 21 ist zu erkennen, dass nach Zugabe von wtADAMTS13 die
Tubiditat weiterhin bei ca. 38% stagniert und damit die VWF-Plattchen-Komplexe
nicht geschnitten werden. Bei VWF p.Alal461Asp werden die Komplexe nur minimal

geschnitten, da sich die Turbiditat von 23,4% auf ca. 31.7% steigert.



Seite 48

100
90
80
70
60

— p.Asnl1493Cys/p.Cysl1670Ser 50pt mean

p.Asn1493Cys/p.Cys1670Ser

— p.Alal461Asp 50pt mean
p.Alal461Asp

Turbidity (%)

50
40 1
304
20 - — wtVWF beginning 50pt mean
104 wtVWF beginning
0 T T T ' )
0 10 20 30 40 50

Time (min)

Abbildung 21: Verlauf der Komplexbildung und der Proteolyse von zwei VWF-Varianten-
Thrombozyten-Komplexen verglichen mit dem wtVWF. An drei Versuchstagen wurde die Kom-
plexbildung von unterschiedlichen VWEF-Varianten (p.Asn1493Cys/p.Cys1670Ser, wtVWF und
p.Alal461Asp) und Thrombozyten mit einem 2-Kanal Light Transmission Aggregometer gemessen. In
einer Glaskiivette wurden die entsprechenden VWF-Varianten (10 pg/uL), Thrombozyten (300 - 103
Zellen/pL) und CaClz (1 mM) im Plattchenresuspensionspuffer vermengt. Die Zugabe von Ristocetin
(0,6 mg/mL) war nur bei wtVWF und p.Asn1493Cys/p.Cys1670Ser nétig. Nach 12 Minuten wurde zur
Proteolyse der Komplexe wtADAMTS13 (1.000 ng/mL) hinzugegeben. Der Graph zeigt den gemittel-
ten Kurvenverlauf der Turbiditat in % Uber 55 Minuten aus allen drei Versuchen. Fur eine bessere
Vergleichbarkeit der Ergebnisse werden die transparent dargestellten Kurven geglattet. Dazu wurde
jeweils der Mittelwert Uber 50 Messwerte erstellt, durch die ein Polynom 6. Ordnung gelegt wurde.
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Fragestellung, ob ADAMTS13 in der
Lage ist, 2B-VWF-Plattchen-Aggregate durch proteolytische Spaltung der VWF-
Varianten unter Fluss aufzulésen. Dafir sollten zur Messung der Proteolyse von Ag-
gregaten aus Thrombozyten und VWF-Varianten unter Flussbedingungen zwei diag-
nostiktaugliche Assays entwickelt werden. Diese sollen die physiologischen Bedin-

gungen im Blut simulieren, unter denen VWF durch ADAMTS13 gespalten wird.

Mit Hilfe der zwei entwickelten Methoden sollte zum einen die Funktionsweise der
ADAMTS13 an oberflachengebundenem und zum anderen an zirkulierendem VWF

unter Flussbedingungen untersucht werden.

Zur Erforschung der Proteolyse von VWF-Faden auf einer Oberflache wurden ver-
schiedene Kanal-Slides mit unterschiedlichen Reagenzien beschichtet, um zunachst
zu untersuchen, woran VWF binden und Faden bilden kann. Im Folgenden werden

die unterschiedlichen Beschichtungen sowie deren weitere Entwicklung diskutiert.

Fur die Simulation der Proteolyse freizirkulierender VWF-Plattchen-Aggregate in der
Blutzirkulation wurde ein Aggregometer Assay entwickelt. Dabei erfolgt die Simulati-
on der Aggregatbildung verschiedener VWF-Varianten mit Thrombozyten in einer
Klvette unter Scherfluss. Die Ergebnisse des Assays werden nachfolgendend disku-

tiert.

4.1. wtVWF-Fadenbildung an unterschiedlichen Oberflachen unter Flussbe-
dingungen

Fur die Simulation der Proteolyse von VWF-Faden an einer Oberflache sollte ein zell-
freies Assay entwickelt werden. Daflir wurden verschiedene Kanal-Slides mit unter-
schiedlichen Reagenzien beschichtet, um zu untersuchen, woran VWF binden und
Faden bilden kann. Im Anschluss sollte Uberpriift werden, ob diese VWF-Faden von
der Protease ADAMTS13 geschnitten werden konnen. Bei der Entwicklung wurde
darauf geachtet, die physiologischen Bedingungen des Blutes bestmdglich nachzu-
bilden.

Nach einer Gefal3verletzung bindet VWF bei erhéhtem Scherstress als erste Reakti-
on an das freiliegende Kollagen (Tomokiyo et al. 2005), zudem besitzt VWF eine
Bindungsstelle fur Fibrin, das aus Fibrinogen entsteht (Keuren et al. 2004). Daher
wurde nahe liegen, dass VWF an einem mit Kollagen oder Fibrinogen beschichteten
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Kanal-Slide binden und Faden bilden kann. Jedoch ist das Resultat der Flussversu-
che, dass keine VWF-Bindung und damit Fadenbildung stattgefunden hat. Dabei be-
steht die Vermutung, dass die physiologischen Bedingungen des Blutes nicht hinrei-
chend simuliert worden sind. Deshalb wurden Sephacryl Beads fir die Nachbildung
von Blutkdrperchen eingesetzt und die Viskositat an die des Blutes angepasst. Damit
wurde die Blutbeschaffenheit mit dessen wichtigen Bestandteilen bei der Entwicklung
beachtet. Die Ergebnisse der Flussversuche zeigen jedoch, dass VWF gleicherma-
Ren an Verunreinigungen sowie an Sephacryl- und anderen Beads bindet
(Abbildung 7 und Abbildung 8) und nicht an der mit Kollagen beschichteten Ober-
flache. Damit ist eine unspezifische VWF-Bindung naheliegend, die dazu fihrt, dass
VWEF lediglich einen Ankerpunkt fur die Anhaftung bendétigt, um anschlieRend Faden
bilden zu kénnen. Diese Annahme wurde durch den nachfolgenden Versuch bestéa-
tigt. Hierbei wurden keine Sephacryl Beads verwendet und man erkennt, dass sich
dennoch VWF Faden unspezifisch an einem Faden, welcher eine zufallige Verunrei-
nigung auf dem Slide darstellt, ausbilden (Abbildung 9). Demzufolge muss der VWF
nicht heruntergedrickt werden, um zu binden und Faden bilden zu kdnnen, so wie

anfangs vermutet.

Aufgrund dieser Schlussfolgerungen wurden verschieden grofR3e Polystyrene Beads
verwendet, an denen sich VWF- Faden gebildet haben. Die Ergebnisse zeigen, dass
die Faden bei geringer Scherrate von 1.046 s sowie teilweise bei 528 s* abreiRen.
Damit das Assay fur die Diagnostik geeignet ist, sollte an jedem Bead ein Faden
ausgebildet sein, die einer konstanten Scherrate von mindestens 528 s standhalten
kénnen. Es wurde von der AG Brehm eine mikrofluidische Analysemethode etabliert,
bei der adharente Endothelzellen unter Flussbedingungen VWF-Faden auf ihrer
Oberflache sekretieren (Kraus et al. 2014). Dabei konnen die VWF-Faden einer
Scherrate von 500 s standhalten. Daher sollten auch bei diesem Assay ca. 500 s
eingehalten werden, um die anschlieRende Proteolyse der VWF-Faden hinreichend
simulieren zu kdénnen. Im weiteren Versuch konnte die Anzahl der Faden durch die
Erhohung der Viskositat mit dem Einsatz von Methylcellulose nicht gesteigert wer-
den. Daher resultiert aus den Ergebnissen der Versuche, dass zum einen die Ad-
sorption vom VWF an die Beads nicht ausreichend stabil ist und zum anderen ist die

Anzahl der Faden fir ein diagnostiktaugliches Assay nicht zufriedenstellend.

Weiterhin wurden carboxylierte Beads verwendet, die mit verschiedenen Proteinen

Uber eine Carboxyl-Gruppe funktionalisiert werden kdnnen. Mit den anti-VWF-Beads
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wurden verschiedene Beschichtungsansatze ausprobiert, die zu ahnlichen Ergebnis-
sen wie die Versuche mit den Polysytrenen Beads gefiihrt haben. Erwahnenswert ist
die Annahme, dass sich VWF-Faden erst ab 739 s bilden, da bei einer Scherrate
von 528 s die Fadenbildung ausbleibt. Dies ist jedoch ungtnstig, da die Faden bei
739 s’ mechanisch abreiRen. Daraus folgt, dass eine Antikérper-VWF-Bindung nicht
ausreichend stabil zu sein scheint und eine unspezifische Bindung nicht ausge-
schlossen ist. Weiterhin bilden sich VWF-Faden nicht an allen anti-VWF-Beads, was
daran liegen kann, dass der Antikdrper nicht an alle Beads gebunden hat oder dieser

von der Hitze beim Anschmelzen zerstort wurde.

Auch die Versuche mit den Kollagen-Beads beschichteten Slides fuhrten zu den glei-
chen Ergebnissen und damit auch zu denselben Schlussfolgerungen. Lediglich die
Kollagen-Kopplung an die Beads im Slide hat zu einem anderen Ergebnis gefihrt.
Hierbei erkennt man an den Beads das Kollagen, welches sich anscheinend unterei-
nander quervernetzt hat. Unter Fluss haben sich innerhalb weniger Sekunden Faden
gebildet, die untereinander oder mit dem Kollagen quervernetzt sind, was in Abbil-
dung 14 sehr deutlich zu erkennen ist. Diese waren nur an den Beads lokalisiert,
was auf eine spezifische VWF-Kollagen-Bindung hinweist. Bei einer Scherrate von
4.011 s reiRen die Faden nicht ab und sind damit stabiler, als die Faden in den Vor-
versuchen. Damit waren die anfangs erlauterten Kriterien fir ein diagnostisches As-
say erfillt und es konnte zum Einsatz von ADAMTS13 kommen. Jedoch hat keine
Proteolyse stattgefunden, auch nicht nach Erhéhung der ADAMTS13 Konzentration
(10.000 ng/mL). Aus der Tatsache, dass sich kleine Abschnitte der Faden beim Um-
schalten der Pumpe bewegt haben, lasst sich ableiten, dass das Kollagen wahrend
der Kollagen-Beads Kopplung nicht nur an den Beads gebunden hat, sondern auch
z.T. am Kanalboden. Dadurch bindet VWF vermutlich zunachst unter Fluss an die
Beads und anschlieRend an das Kollagen, welches am Kanalboden gebunden ist.
Ansonsten wirde es zum gleichen Ergebnis wie bei dem Flussversuch mit den Kol-
lagen-Beads fuhren, was jedoch keine so starke Fadenbildung hervorgerufen hat.
Daher kann die ADAMTS13 wahrscheinlich die Faden schneiden, jedoch bleiben die
Faden aufgrund der Quervernetzungen am Slide-Boden haften. Diese Annahme
lasst sich aufgrund der Erhéhung des Scherstresses von 1.462 s auf 4.011 s be-

statigen, da die Faden hierbei nicht mechanisch zerstért wurden.

Aus Zeitgrinden konnten keine weiteren Optimierungsschritte durchgefihrt werden.

Jedoch liefern die Resultate der ausgefiihrten Flussversuche relevante Schlussfolge-
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rungen fur weitere Optimierungsschritte und damit die Entwicklung eines zellfreien

Assays.

Bei weiteren Versuchen mit Kollagen konnte die eingesetzte Konzentration von
500 pg/mL um die Halfte reduziert werden, wodurch eventuell die starke Quervernet-
zung verhindert werden konnte. Andererseits konnte genau diese dafir ausschlag-
gebend sein, sodass sich Faden bilden kénnen. Die optimale Kollagen-Konzentration
sollte eine Erh6hung der Fadenbildung férdern und gleichzeitig die Proteolyse nicht
behindern. Des Weiteren muss eine gleichméfige Verteilung der Beads im Kanal-
Slide sichergestellt werden, um eine reproduzierbare Methode etablieren zu kénnen.

Die VWF Typ 2B Varianten, die spater mit dem Assay untersucht werden sollen,
werden durch Mutationen in der Al-Doméane ausgeldst, in der unter anderem die
Bindungsstellen fur Kollagen VI und IV lokalisiert sind (Schneppenheim und Budde
2008; Slobodianuk et al. 2019). Nach weiteren Optimierungen des Assays ware es
interessant, zu sehen, ob die Mutationen die Bindung an diese Kollagene beeinflusst,
indem untersucht wird, ob die VWF-Varianten besser oder schlechter an die Kol-

lagen-Beads binden und Faden bilden kénnen.

Daruber hinaus kdnnte an die carboxylierten Beads wtVWF sowie die VWF-Varianten
gekoppelt werden, um anschlieBend ein Kanal-Slide mit den Beads zu beschichten
und VWF heruberstromen zu lassen. Dies wirde jedoch eine zeitintensivere Vorbe-
reitung bedeuten, da fir jede VWF-Variante eine einzelne Kopplung an die Beads
stattfinden musste. Aul3erdem ist unklar, ob der VWF an den gekoppelten Beads un-

ter Flussbedingungen anschlieRend auch binden und stabile Faden bilden kann.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Methode nach weiteren Optimie-
rungsschritten eine leicht zu handhabende, zeitsparende und kostenglnstige Analy-
semethode fir die Diagnostik darstellen konnte. Diese Methode hat das Potential im
Forschungsbereich eine gute Erganzung zu bereits etablierten Assays darzustellen,
da das zellfreie Assay den Einsatz von Endothelzellen oder Plattchen tberfllssig
macht. Ziel weiterer Forschung wird es sein, die Methode auf der Grundlage der be-
reits erhaltenen Erkenntnisse fur den Einsatz in Diagnostik und Forschung zu opti-

mieren.
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4.2.Proteolyse von VWF-Varianten im LTA

Fur die Simulation der Proteolyse freizirkulierender VWF-Plattchen-Aggregate in der
Blutzirkulation wurde zunéchst ein Assay entwickelt und optimiert, mit dem anschlie-
Rend die Proteolyse von wtVWF sowie VWF-2B-Varianten gemessen worden ist. Die
Aggregation von VWF und gewaschen Plattchen wurde in einem LTA simuliert.

Die untersuchten VWF-2B-Varianten werden durch Mutationen in der Al-Domane
ausgelost und weisen eine erhohte GPlba-Affinitat auf, die eine verstarkte Bindung
der VWF Multimere an die Thrombozyten zur Folge hat. Dies fuhrt dazu, dass sich in
der Blutbahn spontan VWF-Thrombozyten-Aggregate bilden. In der Folge kann es zu
einer Thrombozytopenie kommen, die bei den Pateinten unterschiedlich stark ausge-
pragt sein kann. Weiterhin wird bei einigen VWS Typ 2B Patienten ein erhdhter Ab-
bau von VWF durch ADAMTS13 beobachtet (Rayes et al. 2007), der mit dem hier
entwickelten LTA-Assay untersucht werden sollte.

LTA findet bereits bei der Untersuchung der Plattchenaggregation bei Gerinnungs-
storungen vielseitige Verwendung. Hierbei wird mit Plattchen von Mausen oder mit

menschlichem Plasma gearbeitet (Hvas und Favaloro 2017).

Fur die Entwicklung eines zellfreien Assays wurden GPIba-Latexbeads als Ersatz fur
Plattchen getestet. Das verwendete Kit wurde von Siemens flir einen funktionellen
Test entwickelt, um zu Uberprifen, wie viel VWF beim Patienten im Blut gebildet wird
und ob diese Molekile funktionsfahig sind (Patzke et al. 2014). Damit sollte der VWF
am GPlba-Peptid der Beads binden und Komplexe bilden, was allerdings nicht pas-
siert ist. Es konnte sein, dass die Komplexbildung bei einer héheren Bead-
Konzentration stattgefunden hétte. Jedoch wére das flr ein reproduzierbares, diag-
nostisches Assay nicht sinnvoll, da es zu kostspielig sein wirde, weshalb keine wei-
teren Versuche mit den Latexbeads durchgefiuihrt worden sind. Moglich wére auch,
dass die Komplexbildung im LTA nicht sichtbar ist, da die Beads wesentlich kleiner
sind als Plattchen und sich die Turbiditdt nach der Bindung daher nicht stark genug

andert.

Dem Zufolge wurden Plattchen aus Buffy Coats verwendet, da diese bei der Plasma-
herstellung aus Blutspenden zuriickbleiben und grof3e Mengen an Plattchen liefern.
Zunéchst wurde Uberprift, ob die untersuchten VWF-Varianten Ristocetin fur die
Komplexbildung benétigen, da 2B-Mutanten durch spontane VWF-Thrombozyten-

Aggregation charakterisiert sind. Es wurde bereits von der AG Schneppenheim ein
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statischer GPIba-Bindungsassay mit den VWF-Varianten durchgefihrt, mit dem die
GPIba-Bindung bei unterschiedlichen Ristocetin-Konzentrationen bestimmt wurde
(personliche Mitteilung M. Brehm, unverdffentlichte Daten). Die Ergebnisse zeigen,
dass kein Ristocetin, bzw. nur eine geringere Ristocetin-Konzentration bei den VWF-
Varianten im Vergleich zum wtVWF ndétig sind, um eine GPIba-Bindung hervorzuru-
fen (Abbildung 22). Unter Flussbedingungen resultieren &hnliche Ergebnisse:
wtVWF sowie p.Prol1266Leu benétigen Ristocetin (0,6 mg/mL), um an den GPIba-
Rezeptor der Plattchen zu binden und Aggregate zu bilden. Dies ist im statischen
GPIba-Bindungsassay ebenfalls der Fall. Die VWF-Varianten p.Argl308Cys,
p.Alal461Asp, p.Vall316Met, p.lle1309Val, p.Arg1306Trp und p.MetDup1304 be-
notigen unter Flussbedingungen kein Ristocetin, um an Plattchen binden zu kdnnen.
Ebenso findet unter statischen Bedingungen bei den finf VWF-Varianten bereits oh-
ne die Zugabe von Ristocetin eine GPIba-Bindung statt und erhoht sich mit einer ho-
heren Ristocetin-Konzentration. Im LTA ist damit die gain-of-function dieser Mutanten
genauso gut zu erkennen wie im statischen Assay. Des Weiteren muss der direkte
Vergleich der sechs VWF-Varianten mit wtVWF vorsichtig betrachtet werden, da
beim wtVWF Ristocetin zur Ausbildung der Komplexe gegeben wurde im Gegensatz

zu den sechs VWEF-Varianten.

Verglichen mit dem statischen Assay sollte VWF p.Arg1341GIn unter Flussbedin-
gungen kein bzw. weniger Ristocetin fir die Komplexbildung bendétigen, was nicht
der Fall war und spater diskutiert wird. VWF p.Asn1493Cys/p.Cys1670Ser dient als
Negativkontrolle und wurde von der AG Brehm noch nicht im GPIba-Bindungsassay

erfasst, weshalb kein Vergleich stattfinden kann.

Die Messungen mit wtVWF zu unterschiedlichen Zeiten des Versuchstages zeigten,
dass die Proteolysegeschwindigkeit mit dem Alter der Plattchen abnimmt. Dies deu-
tet darauf hin, dass die Plattchen nur fir einen bestimmten Zeitraum nach der Isolie-
rung fur diese Versuche geeignet sind. Damit sollten die Versuche nicht mehr als drei
bis vier Stunden nach der Plattchenisolierung durchgefiihrt werden. Die Differenz der
Steigung des wtVWF, welcher am Anfang und Ende eines Versuchstages gemessen
wurde, liegt bei ca. 10 %/min und sollte bei der Bewertung der Ergebnisse bertck-
sichtigt werden. Wahrend dieser Arbeit wurden die Mutanten immer in derselben
Reihenfolge gemessen. Es wurde aber nicht beobachtet, dass die Mutanten umso

schlechter proteolysiert wurden, je alter die Plattchen waren. Es kann damit davon
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ausgegangen werden, dass die beobachteten Veranderungen in der Proteolyse tat-

sachlich auf die Mutationen zurtickzufihren sind.

Die Komplexe der untersuchten VWF Typ 2B Varianten p.Vall316Met und
p.Pro1266Leu werden im Vergleich zum wtVWF langsamer von wtADAMTS13 ge-
schnitten. Jong und Eikenboom weisen fir p.Vall316Met eine sehr starke GPIba-
Bindung nach, wodurch vermutlich diese Variante langsamer von ADAMTS13 ge-
schnitten wird. Daraus lasst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass die spontan ge-
bildeten, freizirkulierenden VWF-Plattchen-Aggregate in der Blutbahn von betroffe-
nen Patienten langsamer von wtADAMTS13 abgebaut werden als bei anderen VWF
Typ 2B-Varianten. Dadurch stehen die Thrombozyten sowie der VWF der Blutgerin-
nung nicht zu Verfiigung, was sich durch langere Blutungszeiten und einer starker
ausgebildeten Thrombozytopenie im Gegensatz zu anderen 2B-Varianten zeigt. Da-
her wirken sich die untersuchten Mutationen, die eine geringe Steigung im Assay
haben, im Vergleich zum wtVWF, mehr auf die Blutgerinnung aus als Mutationen mit
grolReren Steigungen. Dem Zufolge werden die Varianten p.MetDup1304 und
p.lle1309Val am Schnellsten proteolysiert, da die Steigung am grof3ten ist.

Die Variante p.MetDup1304 wies in allen drei Versuchen einen ungewdhnlichen pro-
teolytischen Verlauf auf. Diese Variante scheint zunachst im Vergleich zum wtVWF
schneller von WtADAMTS13 geschnitten zu werden, jedoch bilden sich anschliel3end
erneut Komplexe. Dies kdnnte von der Charge abhangen und man musste nochmals
die gleiche Variante einer anderen Charge messen, um eine genaue Aussage treffen
zu konnen. Des Weiteren wird VWF in Thrombozyten, in den sogenannten a-
Granula, gespeichert. Bei Aktivierung der Thrombozyten kommt es zur Ausschiittung
des VWF (Bowie et al. 1986). Ware es hier durch p.MetDup1304 zur Aktivierung der
Plattchen und damit zur Sekretion des Plattchen-VWF ins Medium gekommen, hatte
dies zur Ausbildung neuer Komplexe fuhren koénnen, die wiederum von wtAD-
AMTS13 hatten geschnitten werden konnen. Es gibt aber bisher aus der Literatur
keine Hinweise darauf, dass p.MetDup1304 eine solche Wirkung auf Plattchen hat.
Da alle 2B-Varianten eine gain-of-function aufweisen, ist zudem nicht zu vermuten,
dass nur diese eine Variante so stark aktivierend wirkt. Um dieses Ph&nomen aufzu-
klaren sollten weitere Messungen durchgefuhrt werden. Es waren dabei auch Mes-
sungen mit einer anderen Charge empfehlenswert, um auszuschlie3en, dass der

abweichende Verlauf durch die verwendete Proteincharge verursacht wurde.
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Die VWF-Variante p.Arg1341GIn unterscheidet sich stark in der Komplexbildung
sowie Proteolyse vom wtVWF. Da diese Abweichungen durch das Fehlen groRRer
Multimere hervorgerufen werden konnten, wurde eine Multimeranalyse (Schneppen-
heim und Budde 2008) aller VWF-Varianten von Sonja Schneppenheim, Ulrich Bud-
de und Mitarbeitern (MEDILYS Laborgesellschaft mbH) durchgefihrt (Anhang Ab-
bildung 23). Hierbei hat sich ergeben, dass alle untersuchten VWF-Varianten, aul3er
p.Arg1341GlIn, das gleiche Multimermuster, verglichen mit dem wtVWF, aufweisen.
Bei p.Arg1341GIn wurden zwei Chargen gemessen wodurch festgestellt werden
konnte, dass grof3e Multimere bei der verwendeten Charge im Gegensatz zur Refe-
renzprobe fehlen, womit die vorherige Annahme bestatigt wurde. Damit muss eine
andere Charge der Variante erneut im Assay gemessen werden, um zu uberprifen,
ob das Fehlen grof3er Multimere die Komplexbildung behindert hat oder andere Pa-
rameter wahrend der Messung daflr verantwortlich waren. Daher ist bei dieser Vari-
ante der Zusatz von Ristocetin nétig, um eine geringe Komplexbildung zu verursa-
chen, obwohl im statischen GPIlba-Bindungsassay eine Aggregation ohne Ristocetin
erfolgt. Die untersuchte Charge der VWF-Variante p.Arg1341GIn zeigt damit kein
wesentliches charakteristisches Merkmal einer 2B-Mutation, da VWF Typ 2B Varian-
ten im RIPA-Test geringe Ristocetin-Konzentrationen benétigen (Jong und Eiken-
boom 2017). Schlussfolgernd kénnen die Daten des Assays fur diese VWF-Variante

nicht verwendet werden, um eine korrekte Aussage treffen zu kénnen.

Studien von Rayes et al. (2007) weisen darauf hin, dass bei manchen VWS Typ 2B
Pateinten eine erhdhte Proteolyse des VWF durch ADAMTS13 stattfindet. Obwohl
die Sekretion des VWF aus den WPK normal verlauft, ist bei diesen Pateinten eine
geringe Konzentration an grof3en Multimeren im Plasma nachweisbar, was mittels
einer Multimeranalyse untersucht wird (Rayes et al. 2007). So weisen unter anderem
p.Vall316Met, p.Arg1308Cys und p.Argl306Trp eine geringe Anzahl an grof3en
VWEF-Multimeren, im Gegensatz zum Normalplasma auf und gleichzeitig eine erhéhte
Konzentration von Abbaubanden. Daher ist ein erhdhter Abbau von VWF-Multimeren
durch ADAMTS13 vorhanden, wodurch die Abbaubanden entstehen. P.Pro1266Leu
dagegen hat ein normales Multimermuster des Plasmas (Casonato et al. 2017).
Schlussfolgernd sollte die Steigung bei dem hier entwickelten Assay, bei den ge-
nannten VWF-Varianten p.Vall316Met, p.Arg1308Cys und p.Argl306Trp hoher
sein als beim wtVWF und bei der Variante p.Pro1266Leu kleiner. Bei P.Arg1306Trp
und p.Arg1308Cys wurde im entwickelten Assay eine geringfligig grof3ere Steigung
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als beim wWtVWF gemessen (p.Argl306Trp 29,69 %/min, p.Argl308Cys
24,98 %/min und wtVWF 22,46 %/min), womit eine schnellere Proteolyse der Kom-
plexe durch ADAMTS13 stattfindet und die Ergebnisse der Multimeranalyse von
Casonato et al. (2017) bestatigt werden. Weiterhin wurde bei dem hier entwickelten
Assay eine geringere Steigung bei der Variante p.Pro1266Leu (2,69 %/min) im Ver-
gleich zum wtVWF gemessen, welches einen langsamen Verdau der VWF-Komplexe
durch ADAMTS13 nachweist. Auch hier passen die Ergebnisse mit der Multimerana-
lyse von Casonato et al. (2017) uUberein. Bei der Variante p.Vall316Met wurde je-
doch bei dem hier entwickelten Assay eine geringere Steigung (7,97 %min) gemes-
sen als beim wtVWF. Die simulierte Proteolyse der VWF-Komplexe der drei VWF-
Varianten sind am Ende der Messung gleich grof3. Damit ist nach weiteren Optimie-
rungen des Assays zu Uberprifen, ob die Geschwindigkeit der Proteolyse der VWF-
Thrombozyten-Aggregate im Korper relevant ist, oder eher die Effektivitat dessen.

P.Alal461Asp wird als einzige Typ 2B Variante nicht von wtADAMTS13 geschnitten,
trotz normaler Multimere der untersuchten Charge. Dies kann aufgrund der Lokalisa-
tion der Mutation auf dem VWF-Gen hervorgerufen werden. Zu vermuten wéare, dass
die Basensubstitution zur veranderten Sekundarstruktur des Proteins fuhrt. Da die
Mutation ndher an der ADAMTS13 Schnittstelle liegt als die anderen Mutanten, kann
diese eventuell schlechter gedtffnet werden, weshalb dann keine Proteolyse mehr

stattfinden kann.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die simulierte Aggregation sowie Proteoly-
se freizirkulierender VWF-Plattchen-Komplexe neue Schlussfolgerungen zulésst.
Daher ware das Ziel weiterer Forschung, das Assay fur die Diagnostik zu optimieren
und zu vereinfachen. Unter anderem konnte die Messzeit von 60 auf 45 Minuten ver-
kurzt werden. Des Weiteren ware in der Diagnostik zusatzlich zum entwickelten As-
say eine Multimeranalyse der untersuchten Probe ratsam, um falschliche Schlussfol-
gerungen zu vermeiden. Mit Hilfe dieser Methode kdnnte untersucht werden, wieso
bei manchen VWF Typ 2B Patienten grof3e freizirkulierende VWF-Multimere im
Plasma fehlen, indem die Proteolyse der VWF-Varianten durch ADAMTS13 gemes-
sen wird. Das entwickelte Assay ware nach den empfohlenen Optimierungen in der
Diagnostik etablierbar, da es zu einer exakteren Klassifizierung von VWS Typ 2B
beitragt, eine simple Handhabung aufweist, nicht zeitintensiv ist und mit gangigen

Geraten im klinischen Bereich realisierbar ware.
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5. Zusammenfassung

Der von-Willebrand-Faktor (VWF) ist ein gro3es, multimeres Glykoprotein, welches
vorrangig an der Plattchenadhasion wahrend der primaren Hamostase und der Stabi-
lisierung des Blutgerinnungsfaktors VIII beteiligt ist. Unter erhohtem Scherfluss des
Blutes, wie er bei einer Wunde auftritt, wird der VWF aktiviert und kann damit Blut-
plattchen (Thrombozyten) rekrutieren, wodurch die Wunde geschlossen wird. Der
Abbau und die Regulation des VWF erfolgen nur unter Scherfluss durch ADAMTS13.
Mutationen innerhalb des VWF-Gens kdnnen den enzymatischen Abbau des VWF
durch ADAMTS13 beeintrachtigen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zwei diagnostiktaugliche Assays zu entwickeln,
die die Funktionsweise der ADAMTS13 zum einen an oberflachengebundenem und

zum anderen an zirkulierenden VWF unter Flussbedingungen messen kdnnen.

Fur die Simulation der VWF-Fadenbildung auf einer Oberflache wurden in einem Ka-
nal-Slide carboxylierte Beads gebunden und anschliel3end mit Kollagen beschichtet,
an dem sich unter Flussbedingungen VWF-Faden gebildet haben. Fir den Einsatz
des Assays in der Diagnostik missen noch weitere Optimierungsschritte vorgenom-
men werden, um eine reproduzierbare Methode zu erhalten. Weiterhin muss uber-
pruft werden, ob die VWF-Faden von ADAMTS13 geschnitten werden kénnen. Damit
kénnte diese Methode eine gute Alternative zu bereits etablierten Assays darstellen,
da das zellfreie Assay den Einsatz von Endothelzellen oder Plattchen uberflissig
macht und auch die Untersuchung von VWF-Mutanten erlaubt.

Fur die Simulation der Proteolyse freizirkulierender VWF-Plattchen-Aggregate in der
Blutzirkulation wurde ein LTA verwendet, indem die Komplexbildung in einer Kivette
unter Scherfluss erfolgte. Damit wurde die Proteolyse von unterschiedlichen VWF-
Varianten gemessen und gezeigt, dass die meisten VWF Typ 2B Varianten unter
Flussbedingungen ohne Ristocetin aggregieren sowie unterschiedlich stark von AD-
AMTS13 geschnitten werden. Die Ergebnisse zeigen, dass das entwickelte Assay
eine reproduzierbare Methode darstellt, mit der die Simulation der Aggregation und
Proteolyse treffend simuliert werden kann. Ziel weiterer Forschung werden die finalen
Optimierungen des Assays sowie die Auswertung dieses sein. Das entwickelte Assay
ware nach diesen Optimierungen sehr gut fur die Diagnostik geeignet, da es nicht
zeitintensiv, einfach zu handhaben und mit gangigen Geraten im klinischen Bereich

realisierbar ist.
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IX.  Anhang

a. Eingestellte Flusseinstellungen am Ibidi Flusssystem

Tabelle 2: Flusseinstellungen wahrend einem Flussversuch bei einem y-Sticky Slide®2 Luer.

Druck in mbar Flussrate mL/min Scherstress dyn/cm? Scherrate 1/s
5 1,03 5,28 528

7 1,44 7,39 739

10 2,04 10,46 1.046

14 2,85 14,62 1.462

15 3,04 15,59 1.559

40 7,82 40,11 4.011

80 14,68 75,30 7.530

Tabelle 3: Flusseinstellungen wahrend einem Flussversuch bei einem y-Slide®# Luer.

Druck in mbar Flussrate mL/min Scherstress dyn/cm? Scherrate 1/s
7 2,65 3,49 349

14 5,19 6,83 683

15 5,54 7,29 729

40 13,57 17,86 1.786




Anhang Seite 2

1,900
1,800 Y

e VWF WT
1,700 ®
1,600 ® =@=\WF p.Prol266Leu
1,500 e=@==\\WF p.Arg1306Trp
1,400 =@=\\WF p.Arg1308Cys

1,300 /
’ O VWF p.lle1309Val
1,200 e P

1,100 VWF p.Val1316Met
1,000 VWF p.Arg1341Gln
0,900 =@ VWF p.Ala1461Asp
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

oD

=@=\\\WF p.1304Met dup

0 0,15 0,3 0,6 1,0
Ristocitin (mg/mL)

Abbildung 22: GPIba-Bindungskurven verschiedener VWF-Varianten bei unterschiedlichen
Ristocetin-Konzentrationen. Der GPIba-Bindungsassay, basierend auf einem ELISA, wurde von der
AG Brehm (Tobias Obser) durchgefihrt und zeigt noch nicht veroffentlichte Daten. Die statische
GPlba-Bindungsakivitat wurde bei unterschiedlicher Ristocetin-Konzentration aufgenommen.
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Abbildung 23: Multimeranalyse verschiedener Typ 2B VWF-Varianten im Vergleich zum wtVWF.
Multimeranalyse verschiedener VWF-Varianten mittels einer SDS-Page. Die Laufrichtung geht von
oben nach unten. GroRe VWF-Multimere werden zuriickgehalten und sind somit oben im Gel lokali-
siert. Kleinere Multimere bis Dimere haben eine schnellere Laufgeschwindigkeit und sind somit weiter
unten lokalisiert. Die Nummerierung des Gels entspricht folgenden VWF-Varianten: 1=wtVWF,

2=p.Asn1493Cys/p.Cys1670Ser,

3=p.Arg1306Trp,

4=p.Arg1308Cys,

5=p.lle1309Val,

6=p.Vall316Met, 7=p.MetDupl1304, 8=p.Alal461Asp, 9=p.Prol1266Leu, und. Gel 10 und 11 zeigen
die Multimere von VWF p.Arg1341GIn von zwei unterschiedlichen Chargen, wobei 11 bei dieser Ver-
suchsreihe verwendet wurde. Die rote Markierung trennt die jeweiligen Gele voneinander.
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b. Verwendete Gerate

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Gerate, mit Angabe des Modells/Seriennummer und des Her-
stellers.

Gerét Modell/Seriennummer Hersteller
Brutschrank 055219 Heraeus
Cell-Dyn Emerald 41115815 Sysmex
Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 1016322 KEYENCE
Feinwaage 56582 Scaltec
Ibidi Perfusion Set 0396 Ibidi
Ibidi Pump System 2.0 P0196 Ibidi
Inkubation System for Microscopy INUG2E-K13 Tokai HIT
Inkubator HERAcell 150i Thermo Scientific
Image Station - Kodak
Kuhlschrank 303432 Liebherr
CHRONO-LOG Model 700 Chrono-log Corporation
Magnetrihrer - IKA
Mikroskop CKX41 Olympus
Multikanalpipette Finnpipette F2 Scaltec
Pipetus 9907200 Hirschmann
Pipetus (Pipetboy?2) 155 016 Integra
Pipette 0,2 -2 yL GA52573 Gilson
Pipette 1-10 pL GN23803 Gilson
Pipette 5-40 pL A65205 Labsystems
Pipette 20-100 pL HA21130 Gilson
Pipette 40-200 pL A91457 Labsystems
Pipette 200-1.000 pL A97197 Labsystems
Pipette 100-1.000 pL GE23777 Gilson
Sterile Werkbank MSC Advantage 1.2 Thermo Scientific
Sterile Werkbank 94 187 000E Holten LaminAir
Waage 05878 Scaltec
Wipptisch Rocky Labortechnik Frobel
Wasserbad 10472889C GFL
Wasserbad 105497971 GFL
Zentrifuge 5417C Eppendorf
Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R Thermo Scientific




Anhang Seite 5

c. Verwendete Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien, mit Angabe der Referenznummer und

des Herstellers.

Verbrauchsmaterialien Referenznummer Hersteller
p-Slide %4 Luer 13022516 Ibidi
p-Sticky Slide |°2 Luer 180118/7 Ibidi
Coverslips fiir Sticky Slides 10812 Ibidi
Centrifugal Filter Units 100.000 kDa UFC901024 Millipore
Centrifugal Filter Units 30.000 kDa R2DA98923 Millipore
F96 Maxisorp Nunc-Immuno Plate 442404 Thermo Scientific
Glasklvetten 450 mL 419769 Probe & go Labordiagnostika GmbH
Mikro-Schraubrdhre 1,5 ml 72.692.005 Sarstedt
Pipettenspitzen 0,5-20 pL 70.1116.210 Biosphere
Pipettenspitzen 2-100 pL 70.760.212 Biosphere
Pipettenspitzen 100-1250 pL 70.1186.210 Biosphere
ReaktionsgefalRe 1,5 mL 72.706.400 Sarstedt
ReaktionsgefalRe 2 mL 72.695.500 Sarstedt
ReaktionsgefaRe 15 mL, 62.554.502 Greiner bio-one
ReaktionsgefaRe 50 mL, 62.547.254 Sarstedt
Serologische Pipette 5 mL 86.1253.001 Sarstedt
Serologische Pipette 10 mL 86.1254.001 Sarstedt
Serologische Pipette 25 mL 86.1685.001 Sarstedt
Serologische Pipette 50 mL 86.1689.001 Sarstedt
Stir Bars 91415A Chrono-Log Corporation
Transferpipette 6 mL 86.1174 Sarstedt
Zellkulturflasche 175 cm? 83.3912.002 Sarstedt

d. Verwendete Chemikalien

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Chemikalien, mit Angabe der Referenznummer und Hersteller.

Chemikalien Referenznummer Hersteller
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 705962 Polysciences, Inc.
carbodiimid (EDAC)

Adenosintriphosphat (ATP) -freies F201A Promega
Wasser

Apyrase 1.000 U/mL 061047004 Sigma Aldrich
Bariumchlorid (BaClz) - Sigma Aldrich
BSA (Bovine Serum Albumin) A9418 Sigma Aldrich
Calciumchlorid 1133055 Merck
Kollagen Typ | 354236 CORNING
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Kollagen Typ llI 1230-01S South Biotech
Ethanol 100% 2273.1000 Chemsolute
Fibrinogen F13191 Life Technologies
Glycerin 87% K10092291 Merck
Paraformaldehyd 20% 15713-S Electron Microskopy Sciences
Poly-L-Lysine P4707 Sigma Aldrich
Polybead Carboxylate 24811-2 Polysciences, Inc.
Polybead Polystyrene 25 um 07313-5 Polysciences, Inc.
Polybead Polystyrene 90 pum 07315-5 Polysciences, Inc.
Protease Inhibitor 04 693 159 001 Roche

Ristocetin 20 mg/mL 11140-99-1 Sigma Aldrich
Sephacryl Beads ~50um S-300 Pharmacia
Magermilchpulver 60219 Naturaflor
Methanol 99% 4627.2 Roth
Methylcellulose 400mPa-s M 0262 Sigma Aldrich
Natriumazid (NaNs) 0,75 mM 106688 Merck
Natriumcarbonat (Na2COz) 5 mM S-7795 Sigma Aldrich
Natriumhydrogencarbonat 106329 Merck

(NaHCOs3) 5 mM

Wasser 7732-18-5 Th. Geyer

e. Verwendete Lésungen und Medien

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Losungen/Medien, mit Angabe der Referenznummer und des
Herstellers. Bei selbsthergestellten Losungen, mit Angabe der Zusammensetzung.

Lésung/Medium Referenznummer Hersteller/Zusammensetzung
3,3',5,5-Tetramethylbenzidine (TMB) T0440 Sigma
Liquid Substrate System for ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent As-
say)
BSA 0,1% - 0,59 BSA
500 mL 1x PBS
BSA 1% - 500 pl 5% BSA Stock
49,5 ml 1x PBS
BSA 5% - 10 g BSA

200 mL 1x DPBS

Beschichtungspuffer fir VWF-ELISA

0,53 g 5 MM Na2COs
0,42 g 5 mM NaHCO:s
0,05 g 0,75 mM NaNs
auf 1 L ddH20

pH 9,6
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Ca-freies Tyrode’s Puffer

4,0 g NacCl
0,1 g KCl

0,596 g HEPES (2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure)

0,25 g Dextrose
500 mL H20
pH 6,5

Carbonatpuffer

0,53 g Na2CO3
0,42 g NaHCO3

0,05 g NaNs
Auf 1 L ddH20
pH 9,6
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline 14190-094 Gibco by life technologies
(DPBS) (1x)
Dimethyl sulphoxide (DMSO) Hybri- D2650 Sigma
Max
]ICMUBIND ADAMTS13-ELISA Testpuf- 130530 Sekisui Diagnostics, LLC
er
IMUBIND ADAMTS13-ELISA Detec- 130515 Sekisui Diagnostics, LLC
tion Antibody
IMUBIND ADAMTS13-ELISA Enzyme R14923 Sekisui Diagnostics, LLC
Conjugate
IMUBIND ADAMTSI13-ELISA  AD- 130514 Sekisui Diagnostics, LLC
AMTS13 Standard 100 ng/ml
IMUBIND ADAMTS13-ELISA Positive 130425 Sekisui Diagnostics, LLC
Control 24,0+/-3,6 ng/ml
INNOVANCE VWF Ac OPHLO3 Siemens
Lipofectamine 2000 Reagent 1234318 Invitrogen
OptiPro Serumfreies Medium (SFM) 1145603 Gibco by life technologies
Paraformaldehyd 4% - 10 ml 20% Paraformaldehyd
40 ml DPBS
Plattchenresuspensionspuffer - 200 mL Ca-freier Tyrode Puffer
10 g BSA
pH 7,4
PolyLink Coupling Puffer 711336 Polysciences, Inc.
PolyLink Waschpuffer 708087 Polysciences, Inc.
Schwefelsédure 0,5 M - 49,08 g Schwefelsaure
1L H20
Standard human Plasma ORKL17 Siemens
Trypsin-EDTA  (Ethylendiamintetraes- 25300-054 Gibco by life technologies

sigsaure) 0,05% (1X)
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f. Verwendete Antikorper

Tabelle 8: Auflistung der verwendete Antikdrper, mit Angabe der Referenznummer und Hersteller.

Antikdrper Referenznummer Hersteller

goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 A11034 Life technologies
goat anti-mouse Alexa Fluor 546 A11003 Life technologies
rabbit anti-human VWF, polyklonal A0082 Dako

rabbit anti-human VWF-HRP, polyklonal P0226 Dako
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XIl. Drei-Buchstabencode

Aminosaure

Alanin
Cystein
Aspartat

Glutamat

Phenylalanin

Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin

Drei-Buchstabencode
Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr
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