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ADAMTS 13: A disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif,
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ADP: Adenosindiphosphat
APC: Aktiviertes Protein C
ATP: Adenosintriphosphat
BSA: Bovines Serumalbumin
PBS: phosphate-buffered saline
COX-1: Cyclooxygenase-1
C4BP: Complement regulation C4b binding protein
DBPS: Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure
ELISA: Enzyme-linked Immunosorbant Assay
FFP: Fresh Frozen Plasma
FV: Faktor V
FVa: Faktor Va
GrPf: Grundpuffer
HRP: Horseradish peroxidase
MP: Faktor V Mangelplasma
OCS: Offenes kanalikulares System

PA-I. Plasminogen-Activator-Inhibitor



10

RT: Raumtemperatur

SP: Humanes Standardplasma

TFPI: Tissue Factor Pathway Inhibitor

T-PA: Tissue-type-plasminogen-activator

TRALLI: Transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz
TXA2: Thromboxan A2

VEGF: Vascular endothelial growth factor

VWE: Von-Willebrand-Faktor

GPIb/IX: Von-Willebrand-Rezeptor



11

1 Einleitung

1.1 Einfahrung

Der Gerinnungsfaktor V (FV) ist ein Bestandteil der plasmatischen Gerinnungskaskade.
Die Blutgerinnung ist eine wichtige Funktion des menschlichen Korpers, die bei einer Ver-
letzung der Gefallwand einen hohen Blutverlust verhindert, indem ein Gerinnsel (Throm-
bus) gebildet wird, welches die Lasion verschliel3t. Dieser Prozess beinhaltet sowohl zel-
lulare als auch plasmatische Komponenten, welche die Bildung und auch die nachfol-
gende Auflésung des Thrombus (Fibrinolyse) beeinflussen. Der Thrombus muss nach ei-
ner Verletzung schnell gebildet werden und zudem spezifisch auf das verletzte Gebiet
begrenzt bleiben. Der gesamte Prozess mit allen beteiligten Komponenten, Regulations-
mechanismen, Interaktionen und Ablaufen wird als Hamostasesystem (Madlener und
Potzsch, 2010) bezeichnet. Der Ablauf des gesamten Prozesses kann grob unterteilt wer-

den in die primare und sekundare Hamostase sowie die anschliel3ende Fibrinolyse.

1.2 Physiologie der Hamostase

1.2.1 Primare Hamostase

Das Ziel der priméaren Hamostase (Blutstillung) ist die Bildung eines Thrombus, welcher
die Blutung stoppt und aus den Mechanismen der Thrombozytenadhéasion und -aggrega-
tion besteht. Die Thrombozyten, aus welchen der Thrombus besteht, sind durch ein Fib-
rinogennetz (Gawaz et al., 1991) verknupft, welches jedoch zu Beginn der Bildung noch

instabil ist, und erst mit der sekundédren Hamostase verstarkt wird.

Neben den wesentlichen Mechanismen zum Verschluss der Gefal3lasion, bei welchen die
Thrombozyten beteiligt sind, gibt es auch eine vaskulare Komponente der Blutstillung.
Nach einem Gefalischaden erfolgt eine reflektorische Vasokonstriktion (Cheng et al.,
2002; Steffel et al., 2006; Whittaker et al., 1976), die auf eine Reizung der glatten Musku-
latur hin initiiert wird. Unterstutzt wird die Konstriktion im weiteren Verlauf durch Throm-
boxan A2, welches vom Thrombozyten ausgeschuttet wird (Jurk und Kehrel, 2008). Diese
Gefallverengung sorgt fur eine Verkleinerung der Lasionsflache und eine Strémungsum-
leitung, sodass der Blutverlust eingedammt wird. Ein weiteres Resultat der Vasokonstrik-
tion ist eine Erhdhung der Scherkrafte, wodurch die im Verhéltnis zu den anderen Zellen
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des Blutes kleinen Thrombozyten noch starker nach auf3en gedrangt werden. Dies er-
leichtert zusatzlich deren Anlagerung an die GefaRwand.

Die Hauptakteure der primaren Hamostase sind die Thrombozyten, welche sich in einem
ersten Schritt der Blutstillung an bei einer Verletzung freigelegte subendotheliale Struktu-
ren anheften. Im physiologischen Zustand der GefalRwand wird diese Adhasion durch das
intakte Endothel verhindert, welches die GefaRwand auskleidet. Dies gewahrleistet einen
ungehinderten Blutfluss und verhindert eine Thrombenbildung. Zudem besitzt das En-
dothel inhibitorische Funktion Uber die Produktion von Prostacyclin, NO und CD39. Fir
die Adhasion bei einem Endothelschaden sorgt der Von-Willebrand-Faktor (VWF). Dieser
wird von Endothelzellen gebildet und ins Blut sezerniert (Piovella et al., 1974). Liegt nach
einer Verletzung das subendotheliale Kollagen frei, lagert sich VWF an das Kollagen an.
Die Thrombozyten besitzen einen Von-Willebrand-Rezeptor (GPIb/IX) in Gestalt des
GPIb-IX-V Komplexes (Schneppenheim und Budde, 2010), Gber welchen sie nun VWF
binden konnen und so Uber diesen an der verletzten GefaBwand anheften.
(Schneppenheim und Budde, 2010). Eine weitere Wirkung des Rezeptors auf aktivierten
Thrombozyten ist die Bereitstellung der Bindeseite fur Alpha-Thrombin, wodurch die pro-
koagulatorischen Fahigkeiten des Thrombozyten verstarkt werden (Baglia et al., 2002).
Nach der initialen Bindung an den Von-Willebrand-Rezeptor erfolgt die zuséatzliche Bin-
dung des Thrombozyten direkt an Kollagen tUber den GPVI-Rezeptor (Gremmel et al.,
2016).

Durch die Adhésion der Thrombozyten wird auch ihre Aktivierung ausgeldst. Dies bewirkt
zum einen eine Veranderung ihrer auf3eren Form. Im Ruhezustand liegen sie in Schei-
benform vor, aktiviert bilden sie durch Phospholipidexpression an ihrer Membranoberfla-
che Zytoplasmaauslaufer (Pseudopodien) aus (Reininger, 2010). Diese sorgen flr eine
bessere Interaktions- und Anlagerungsfahigkeit zu und an anderen Thrombozyten und
der GefalRwand. Ausloser fur die Pseudopodienbildung sind die Bindung von vVWF und die
Aktivierung durch Thrombin. Zum anderen sorgt die Thrombozytenaktivierung fur die Frei-
setzung von Substanzen aus den Thrombozyten selbst. Einer dieser Stoffe ist Adenosin-

diphosphat (ADP). Er bindet an den ADP-Rezeptor, welchen Thrombozyten an ihrer Ober-
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flache tragen, und aktiviert sie auf diesem Wege (Born, 1962). Es entsteht also eine po-
sitive Ruckkopplung, durch welche weitere Thrombozyten rekrutiert und aktiviert werden.
Thromboxan A2 (TXA2) stellt ein zweites Molekll dar, welches im Thrombozyten durch
die Cyclooxygenase-1 (COX-1) synthetisiert und bei Aktivierung ausgeschuttet wird. Des-
sen Wirkungen sind zum einen ebenfalls eine Aktivierung von weiteren Thrombozyten
und zum anderen die bereits vorstehend beschriebene Vasokonstriktion(Jurk und Kehrel,
2008). Als Teilschritt der primaren Hamostase erfolgt eine Verknipfung der Thrombozy-
ten durch Fibrinogen und VWF. Thrombozyten besitzen an ihrer Oberflache das Glykopro-
tein llb/llla, welches als Rezeptor fur Fibrinogen als auch VWF dient und der haufigste
Rezeptor eines Thrombozyten ist (etwa 50.000 Molekile pro Thrombozyt) (Niiya et al.,
1987). Durch die Thrombozytenaktivierung andert sich seine Konformation, so dass Fib-
rinogen bzw. VWF binden kdnnen. Zu den Membranrezeptoren des Thrombozyten im All-
gemeinen gehoren Toll-like-rezeptoren, Chemokinin-, Komplement-, Protease-aktive-,
ADP-, TXA2-Rezeptoren sowie Adhasionsmolekile. Diese Heterodimere vermitteln Inter-
aktionen mit dem Extrazellularraum (Laminin, Fibronectin, Fibrinogen, Kollagen und dem
Endothel) (Langer und gawaz, 2010). Zusammenfassend konnen die Thrombozyten also
uber zwei Wege aktiviert werden: Uber die Aktivierung durch Agonistenbindung (wie ADP,
Thrombin) und Uber die Bindung an Kollagen oder den Von-Willebrand-Faktor.
Der gebildete Pfropf, welcher die Blutung verhindert, wird durch ein Fibrinnetz stabilisiert,
welches durch die kaskadenartigen Reaktionen der sekundéaren Hamostase entsteht. Er
zeichnet sich durch eine spezielle Architektur aus, indem er sich in einen inneren Kern
und eine &ul3ere Schale gliedern lasst. Innen liegen die Thrombozyten dicht gepackt vor
und sie sind groftenteils bereits degranuliert. Im Aul3enbereich sind die Thrombozyten
weniger aktiviert (Stalker et al., 2013). Thrombozyten reagieren schnell auf aktivierende

Stimuli mit Adhasion, Forméanderung, Degranulation und Sekretion (Polasek, 2004).

1.2.2 Sekundéare Hamostase

Das Ziel der sekundéaren Hamostase ist die Stabilisierung des im Rahmen der primaren
Hamostase gebildeten Thrombus. Die grofdte Rolle spielen hierbei die im Plasma befind-
lichen Gerinnungsfaktoren. Die Gerinnungsfaktoren sind zum grof3en Teil Proteasen, die
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sich gegenseitig aktivieren und somit eine kaskadenartige Aktivierung auslosen. Dies
sorgt zum einen fur eine prazise Kontrolle des Gerinnungsprozesses und zum anderen
fur eine effektivere Bildung der Endprodukte Thrombin und Fibrin (Madlener und P6tzsch,
2010). Nach diesem Kaskadenmodell wird ein extrinsischer und ein intrinsischer Aktivie-
rungweg unterschieden, welche in einer gemeinsamen Endstrecke minden. Das Modell
ist jedoch nach aktuellem Erkenntnisstand nicht mehr ausreichend um die Verhaltnisse
im menschlichen Korper zu beschreiben. Verschiedene Prozesse laufen parallel ab, es
gibt verschiedene Wechselwirkungen und Feedbackmechanismen. Die Ablaufe der se-
kundaren Hamostase lassen sich strukturiert in eine Phase der Initiation, der Amplifikation

und der Propagation aufteilen.

Die Initiationsphase der sekundaren Hamostase beinhaltet die Komplexbildung der bei-
den Faktoren Ill (Tissue Factor [TF]) und aktiviertem Faktor VIl (FVlla), welches dem
extrinsischen Weg entspricht. Tissue Factor ist ein Membranprotein, welches auf der Zell-
oberflache von Fibroblasten und glatten Muskelzellen exprimiert wird (Wilcox et al., 1989).
Im physiologischen Zustand ist TF durch das Endothel von der Blutbahn getrennt und die
Gerinnung wird nicht aktiviert. Bei einer Lasion tritt der an der Membranoberflache haf-
tende TF in Kontakt mit dem Blutplasma und dem in ihm zirkulierenden FVIla. (Steppich
und Ott, 2010). Der Komplex aktiviert dann sowohl Faktor X zu Faktor Xa als auch Faktor
IX zu Faktor 1Xa. Faktor Xa aktiviert wiederum Faktor Il zu Faktor lla (Madlener und
Potzsch, 2010), also Prothrombin zu Thrombin. Die Menge an Thrombin, die allein durch
den ersten Schritt in der Initiation gebildet wird ist jedoch nicht ausreichend und erfolgt zu
langsam, um ausreichend Fibrin zu produzieren. Thrombin bindet jedoch an den GPIb/IX
und tragt zur Thrombozytenaktivierung bei, indem verschiedene Lipide von der Membra-
ninnenseite auf die Aul3enseite wechseln, wodurch auch eine Verknupfung zur priméren
Hamostase gegeben ist. Zudem aktiviert Thrombin auch die Gerinnungskofaktoren ViIlii
und V (Steppich und Ott, 2010). Hierbei wird Faktor VIII, der im Plasma an vVWF gebunden
vorliegt, aktiviert und frei und bindet an Phospholipidoberflachen (Hill-Eubanks et al.,
1989). Hier lagert er sich mit Faktor IXa als Komplex zusammen und aktiviert weiteren
Faktor X (Rawala-Sheikh et al., 1990). Nach der ersten Bildung von Thrombin entsteht

also deutlich mehr Faktor Xa. Faktor Xa bindet zudem aktivierten Faktor V, welcher direkt
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aus dem Thrombozyten stammt und als Kofaktor dient. Zusammen bilden sie den Pro-
thrombinasekomplex, der die Wirkung von Faktor Xa um das zumindest 10.000-fache ver-
starkt (Muller, 2010). Dies bewirkt einen Thrombinburst (Madlener und Podtzsch, 2010), da
nun Prothrombin schnell und in groRen Mengen zu Thrombin aktiviert wird. Thrombin
spaltet nun Fibrinogen zu Fibrin (Preissner, 2010), welches sich in Strdngen zusammen-
lagert und den Thrombus stabilisiert. Eine weitere Funktion des Thrombin ist die Aktivie-
rung von Faktor Xl (Janus et al., 1983), welcher aus den Fibrinfaden ein festes Netz
bildet. Der Prozess der sekundaren Hamostase ist also kein linearer Prozess, es gibt ei-

nige Wechselwirkungen und Feedbackschleifen.

Ein weiterer wichtiger Faktor fir den Ablauf der Gerinnungskaskade sind Kalziumionen.
Diese sind von zentraler Bedeutung fur die Bindung von Faktoren an die Membranober-
flachen von Zellen. Bei Thrombozyten andert sich durch ihre Aktivierung nicht nur ihre
auRere Form, sondern auch die Lipidzusammensetzung der Lipiddoppelschicht ihrer
Membran. Im aktiven Zustand gelangen durch den Flip-Flop-Mechanismus vermehrt ne-
gative Ladungen in die aul3ere Schicht (Heemskerk et al., 2002). An die negativ geladene
Oberflache kdnnen einige Gerinnungsfaktoren selbst nicht binden, da sie eine negative
Ladung tragen. Dies betrifft die Vitamin-K-abhé&ngigen Gerinnungsfaktoren I, VII, IX und
X. Nach ihrer Synthese in der Leber erhalten sie durch eine posttranslationale Modifikation
eine Carboxygruppe, welche an einem Glutamatrest angehangt ist (Preissner, 2010). Da
das Blut im menschlichen Koérper einen pH-Wert von 7,4 besitzt, liegt diese Carboxyg-
ruppe in deprotoniertem Zustand vor und tragt somit eine negative Ladung, welche sie an
einer Bindung an einer negativen Oberflache hindert. Als Kofaktor und Briicke zwischen
der negativen Oberflache und dem Gerinnungsfaktor dienen die Kalziumionen, welche

zweifach positiv geladen vorliegen.

1.2.3 Fibrinolyse

Die Fibrinolyse bewirkt eine Fibrinspaltung zur Destabilisierung und zum Abbau des
Thrombus. Die Enzyme Urokinase und tissue-type-plasminogen-activator (t-PA) spalten
Plasminogen zu Plasmin. Dieses spaltet Fibrin in seine Spaltprodukte wie etwa die D-
Dimere. Eine Regulation des Prozesses erfolgt tber den Plasminogen-Activator-Inhibitor
(PAI) (Madlener und Potzsch, 2010).
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1.3 Thrombomodulin-Protein-C-System

Das Thrombomodulin-Protein-C-System vermittelt einen antikoagulatorisch wirkenden
Prozess, durch welchen in erster Linie der Prothrombinasekomplex inhibiert wird. Haupt-
akteur des Systems ist das Protein C. Durch Abspaltung von 12 Aminosauren an Position
Arg169 durch den Thrombin-Thrombomodulin-Komplex wird Protein C zur aktiven Serin-
protease aPC aktiviert (Griffin et al., 2007). Mit seinem Kofaktor Protein S sorgt aPC fir
die proteolytische Spaltung der Faktoren Va und Vllla. Protein S sorgt in Abhéngigkeit
von der Anwesenheit von Phospholipiden fiir eine raumlich ndhere Orientierung des Pro-
tein C hin zu den aus Phospholipiden bestehenden Membranen. Dadurch kann es die
Rate an proteolytischen Spaltungen durch aPC an Faktor Va erhéhen (Norstrgm et al.,
2003). Protein S besitzt ein Molekulargewicht von 71 kDa und seine Konzentration im
Plasma betragt etwa 25 mg/l. Zu etwa 60% befindet sich Protein S gebunden in einem
Komplex mit C4BP (complement regulation C4b binding protein). Nur das zu etwa 40%
frei vorliegende Protein S dient aPC als aktiver Kofaktor. Die Konzentration von aPC in
Plasma betragt unter physiologischen Bedingungen deutlich weniger als 1 ng/ml und das
Enzym besitzt eine Halbwertszeit von etwa 20 Minuten. APC spaltet membrangebunde-
nen Faktor V(a) proteolytisch an den Positionen Arg306, Arg506 und Arg679, wobei
Arg506 kinetisch praferiert wird und weniger Protein-S-abhéngig stattfindet. (Kalafatis et
al., 1994) Kalafatis et al. fanden heraus, dass nur membrangebundener Faktor Va durch
aPC gespalten und inaktiviert werden kann. Zudem ist der Schnitt an Arg506 nétig, um
die Schnittstelle an Arg306 freizugeben (Kalafatis et al., 1994).

Die Schnittstelle Arg506 wird durch Faktor Xa vor der Proteolyse durch aPC geschitzt.
Protein S wirkt diesem inhibitorischen Effekt entgegen (Norstram et al., 2006). Aber auch
Prothrombin wirkt einer proteolytischen Spaltung von Faktor Va entgegen. Prothrombin
schitzt die Schnittstellen Arg506 und Arg306 vor Proteolyse durch aPC, und zwar unab-
hangig von der Anwesenheit von Protein S (Tran et al., 2008). Faktor Va ist sowohl Sub-

strat von aPC, als auch Kofaktor bei der aPC-vermittelten Inaktivierung von Faktor Vllla.

Daneben vermittelt aPC auch profibrinolytische Effekte, indem es durch limitierte Proteo-

lyse PAI inaktiviert. Insgesamt bildet aPC somit einen negativen Ruckkopplungsmecha-
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nismus der Gerinnungskaskade. Ein Mangel an Protein C oder Protein S kann entspre-
chende Krankheitsbilder mit verstarktem thromboembolischen Risiko auslésen (Vinnikov
et al., 2010).

1.4 Faktor V

Faktor V (Proaccelerin) ist ein Gerinnungsfaktor, welcher, wie vorstehend bereits be-
schrieben, wichtige Funktionen der sekundaren Hamostase erflllt und essentieller Be-
standteil des Prothrombinase-Komplexes ist. Als nichtenzymatischer Kofaktor (Nesheim
et al., 1979) bildet Faktor Va mit Faktor Xa, Kalziumionen und phospholipidhaltigen
Membranoberflachen den Prothrombinase-Komplex, der den Thrombinburst bewirkt
(Mann et al., 1981). Im Jahre 1947 wurde Faktor V von Paul Ovren entdeckt und seitdem
konnten viele Erkenntnisse Uber die Struktur und den Aufbau des Proteins, die vielfaltigen
Funktionen und Regulationsmechanismen gewonnen werden. Das einzelstrangige Pro-
tein wird in der Leber synthetisiert (Nicolaes und Dahlback, 2002; Owen und Bowie, 1977,
Wilson et al., 1984) und hat eine Molekilmasse von 330 kDa (Nesheim et al., 1979). Im
Blut liegt Faktor V in einer Konzentration von ca. 7 mg/l vor (Tracy et al., 1982). Der struk-
turelle Aufbau lasst sich in Doméanen gliedern: A1-A2-B-A3-C1-C2. Diese sind kovalent
verbunden (Kane und Davie, 1986; Nicolaes und Dahlback, 2002). Die Prokofaktor-Akti-
vitat von Faktor V liegt unter 1%, seine volle prokoagulatorische Funktion erlangt er durch
die Aktivierung zu Faktor Va (Dahlback, 2016; Nesheim et al., 1979; Nicolaes und
Dahlback, 2002). Dabei wird Faktor V in eine schwere und eine leichte Kette gespalten,
welche nicht mehr kovalent verbunden sondern durch ein Kalziumion und hydrophobe
Wechselwirkungen aneinander assoziiert sind (Asselta et al., 2006; Nesheim et al., 1979;
Rosing et al., 2001; Rosing und Tans, 1997). Die schwere Kette besteht aus den Doma-
nen Al und A2, die leichte Kette aus den Domé&nen A3, C1 und C2 (Asselta et al., 2006;
Rosing und Tans, 1997). Die B-Doméane wird im Rahmen der Aktivierung des Molekiils
durch Thrombin abgespalten. Diese B-Domane besitzt fir die Funktion und den Aktivitats-
zustand des Faktor V besondere Regionen: Eine basische Region (FV-BR) liegt im Be-
reich der Aminosauren 963-1008 (Petrillo et al., 2021). Eine saure Region (FV-AR1) be-
findet sich zwischen der A2- und der B-Domane (AS 659-664/ 688-697) (Vadivel et al.,
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2017). Eine zweite saure Region (FV-AR2) befindet sich im Bereich der Aminosauren
1493-1537 am C-terminalen Ende der B-Doméne (Camire, 2016; Petrillo et al., 2021).
Strukturell bilden die beiden Regionen FV-BR und FV-AR2 zu jeweils etwa 20% helikale
Formen aus und besitzen keine Beta-Faltblattstrukturen (Vadivel et al., 2017). Bei der
Aktivierung des Faktor V zu Faktor Va durch vollstandige Proteolyse an Arg709, Arg1018
und Argl1545 werden die Regionen FV-BR und FV-AR2 mit der B-Domane abgespalten.
Diese Schnitte werden generiert durch Thrombin (Alpha-, Beta- und Meizothrombin) so-
wie Faktor Xa (Jenny et al., 1987; Mann et al., 1981; Monkovi¢ und Tracy, 1990; Nicolaes
und Dahlbéack, 2002). Thrombin moduliert nicht nur die Aktivierung von Faktor V, sondern
auch die von Faktor VIII, Faktor Xl und von Thrombozyten durch Aktivierung von aktivier-
tem Protein C (Mann et al., 1997) Fur eine optimale Kofaktoraktivitat von Faktor V ist der
Schnitt an Arg1545 und somit die vollstandige Dissoziation der B-Doméane nétig (Bukys
et al., 2006) Solange diese beiden Regionen im Faktor V-Molekil vorhanden sind, kann
Faktor Xa nicht binden und der Prothrombinasekomplex somit nicht entstehen. Sie inter-
agieren in der Art als autoinhibitorische Elemente miteinander, dass die Bindestelle flr
Faktor Xa blockiert ist (Camire, 2016; Petrillo et al., 2021; Vadivel et al., 2017). Die Ent-
fernung von einer der beiden genannten Regionen reicht aus, um das Faktor V Molekdl
in einen aktiven Zustand zu uUberfihren (Petrillo et al., 2021). Je nachdem, durch welche
Schnitte Faktor V aktiviert wird, werden die Regionen abgespalten oder verbleiben am
Molekil. Plasmatischer Faktor V, der weitesgehend inaktiv vorliegt, verliert durch eine
vollstandige Aktivierung durch die Schnitte an Arg709 und 1018 und einen schnell statt-
findenden Schnitt an Arg1545 durch Thrombin die B-Domane inklusive der FV-BR und
der FV-AR2 Region und es entsteht Faktor Va. Durch eine Aktivierung durch Faktor Xa
geschehen die Schnitte langsamer und zunachst nur an den Stellen Arg709 und 1018.
Die proteolytischen Spaltungen an Arg709 und Argl018 sind kinetisch préaferiert
(Dahlback, 2016; Norstrgm et al., 2003). Hierbei wird die Region FV-BR abgespalten,
jedoch verbleibt FV-AR2 an der leichten Kette. Bei thrombozytarem Faktor V liegt eine
teilweise proteolysierte Form des Faktor V vor. Oftmals ist auch hier schon die Region
FV-BR abgespalten, wahrend FV-AR2 noch gebunden ist (Camire, 2016; Vadivel et al.,
2017). Das Gen, welches fur Faktor V kodiert, liegt auf Chromosom 1g23, ist 80 kb lang
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und besitzt 25 Exons. Es wird ein Praprotein aus 2224 Aminosauren und einem Signal-
peptid aus 28 Aminosauren gebildet. Zur Struktur ist weiterhin bekannt, dass Faktor V 19
Cysteine besitzt, von denen 14 Disulfidbriicken bilden. Des Weiteren finden einige post-
translationale Modifikationen wie Sulfatierungen und Glykosylierungen statt (Asselta et
al., 2006). Es lassen sich viele Glykosylierungen an der B-Domane finden (Nicolaes et al.,
1999; Rosing und Tans, 1997). Im kristallografischen Modell zeigen die A-Domanen eine
Windmuhlenform, welche sich um eine Pseudo-3fach gefaltete Achse anordnen (Nicolaes
und Dahlback, 2002; Pellequer et al., 1998; Villoutreix und Dahlbéck, 1998). Faktor V
weist strukturelle Ahnlichkeit zu anderen Proteinen auf. Es wurden Homologien zwischen
der schweren Kette des Faktor V und Faktor VIII sowie Coeruloplasmin festgestellt
(Church et al., 1984). Es stellt sich eine zu 40 Prozent identische Aminosauresequenz
und Domé&nenstruktur der A und C Doméanen der drei Proteine, sowie eine zu 14 Prozent
identische B-Domane der Faktoren V und VIII dar (Kane und Davie, 1986). In seiner akti-
vierten Form, Faktor Va, zeigt sich deutlich, dass 2 verschiedene Formen, Faktor Val und
Faktor Va2 existieren. Diese unterscheiden sich in ihren Molektlmassen und Phospholi-
pidbindefahigkeiten. Die schwere Kette besitzt in beiden Varianten eine Masse von 105
kDa, die leichte Kette jedoch bei Faktor Val 74 kDa und bei Faktor Va2 71 kDa. Sie liegen
im Blut im Verhéltnis 30/70 vor. Die funktionellen Unterschiede beruhen wahrscheinlich
auf unterschiedlicher N-Glykosylierung an der Stelle Asn2181 in der C-Domane (Nicolaes
et al., 1999). Faktor Val bindet negativ geladene Phospholipide in geringen Konzentrati-
onen weniger effizient und zeigt somit weniger prokoagulatorische Potenz, wogegen Fak-
tor Va2 eine hoheraffine Bindung eingeht. In héheren Konzentrationen zeigen beide For-
men jedoch ahnliche Potenz (Nicolaes et al., 1999). Insgesamt ist die thrombinformende
Kapazitdt von Faktor Val etwa 7fach hoher (Hoekema et al., 1997; Nicolaes und
Dahlback, 2002).
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Abbildung 1: Struktur und Aktivierung von Faktor V

Gezeigt ist die schematische Aktivierung von Faktor V. Die dicken Pfeile geben die Spal-
tung an den Positionen 709, 1018 und 1545 durch Thrombin an. Der diinne Pfeil zeigt die
Spaltung an Position 1766 bei Aktivierung durch FXa. Die entstehende schwere und
leichte kette ist nicht kovalent Uber Ca2+ verbunden (modifiziert nach Ayombil et al.,
2013).

Die Inaktivierung von Faktor Va erfolgt ebenfalls tber proteolytische Spaltungen: Diese
erfolgen an der schweren Kette in der folgenden kinetischen Reihenfolge an den Stellen
Arg506, Arg306 und Arg679 sowie Lys994 (Kalafatis et al., 1994). Hier werden die
Schnitte durch aktiviertes Protein C (aPC) generiert. Damit geht die Kofaktoraktivitat ver-
loren (Kalafatis et al., 1994). Der Vorgang erfolgt biphasisch. Arg506 ist die kinetisch fa-
vorisierte Schnittstelle, die Spaltung hier erfolgt schnell und fuhrt zu einem intermediaren
Zwischenprodukt mit partieller Kofaktoraktivitat (Nicolaes und Dahlback, 2002). Die voll-
standige Inaktivierung erfolgt durch den langsamer ablaufenden Schnitt an Arg306
(Nicolaes und Dahlback, 2002). Eine komplette Spaltung bewirkt eine Anderung des Mo-
lekulargewichtes. Faktor Va besteht aus einer schweren Kette, die aus den Doméanen Al
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und A2 zusammengesetzt ist. Bei der Inaktivierung werden die Fragmente der Aminosau-
ren 307-505 (A2N) sowie 506-662 (A2C) herausgeschnitten. Diese entsprachen der A2-
Domane, welche dissoziiert (Mann et al., 1997). Die Spaltung an Arg506 bewirkt eine
reduzierte Faktor Va-Aktivitat und eine reduzierte Affinitat zu Faktor Xa (Norstrgm et al.,
2006). Zudem fuhrt ein Schnitt an Arg647 durch Thrombin und die Anwesenheit von En-
dothel zu einer reduzierten Affinitat zwischen schwerer und leichter Kette (Mann et al.,
1997). Die Inaktivierung von Faktor Va wird stimuliert durch negativ geladene Phospholi-
pide sowie Calcium und durch Protein S, dem Kofaktor von Protein C (Bakker et al., 1994;
Rosing und Tans, 1997). Protein S unterstitzt spezifisch die Spaltung an Arg306 und
erhoht die Rate 20fach (Nicolaes und Dahlback, 2002; Rosing und Tans, 1997). Dies er-
folgt abhangig von der Konzentration der Phospholipide, wobei Phosphatidylserin den po-
tentesten Stimulator darstellt (Bakker et al., 1994). Auf der anderen Seite findet auch eine
Inhibierung der Inaktivierung statt, und zwar durch Faktor Xa und Prothrombin. Faktor Xa
inhibiert spezifisch die Spaltung an der Stelle Arg306, Prothrombin an den Stellen Arg506
und Arg306 (Tran et al., 2008). Bezuglich der unterschiedlichen Formen des Faktor V
konnte festgestellt werden, dass Faktor Val sich 15fach weniger durch APC inaktivieren
liel3 als Faktor Va2 (Hoekema et al., 1997). Thrombozytarer Faktor V zeigt sich au3erdem
zwel- bis dreifach resistenter gegen eine Inaktivierung durch APC als plasmatischer Fak-
tor V (Gould et al., 2004).

Nachdem Faktor V in der Leber synthetisiert wurde befindet er sich zu etwa 80 Prozent
im Blutplasma und zu etwa 20 Prozent wird er in der Alpha-Granula der Thrombozyten
gespeichert (Chesney et al.,, 1981; Tracy et al.,, 1982). Ein Thrombozyt beinhaltet ca.
4.600 bis 14.000 Molekule Faktor V, welche in Assoziation mit dem Bindeprotein Multi-
merin gespeichert sind (Asselta et al., 2006). Faktor V gelangt durch Endozytose aus dem
Plasma in Megakaryozyten, die Vorlauferzellen des Thrombozyten. Dies geschieht tGber
ein Zwei-Rezeptor-System, in dem LRP-1 und eine bislang unidentifizierte Bindungsseite
beteiligt sind. Gesteuert wird die Endozytose durch die leichte Kette des Faktor V. Die
Endozytose erfolgt clathrin- und calciumabhangig (Bouchard et al., 2005; Bouchard et al.,
2008). Auch diese beiden Formen, plasmatischer Faktor V und thrombozytérer Faktor V

unterscheiden sich in ihrer Funktion und Struktur. Die schwere Kette des thrombozytaren
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Faktor V besitzt nur 15 Prozent des Phosphoserins im Vergleich zum plasmatischen Fak-
tor V und zeigt sich resistent gegen eine Phosphorelierung an Ser692 (Gould et al., 2004).
Thrombozytarer Faktor V wird als teilweise proteolysiertes Molekil aus dem Thrombozy-
ten ausgeschlittet, welches bereits signifikante Kofaktor-Aktivitat besitzt, die durch Throm-
bin bzw. Faktor X nur noch zwei- bis dreifach gesteigert werden kann (Gould et al., 2004;
Monkovi¢ und Tracy, 1990). Bei einer Lasion findet sich dort thrombozytarer Faktor V in
etwa 100fach héherer Konzentration als plasmatischer Faktor V (Nesheim et al., 1979).
Insgesamt zeigt thrombozytarer Faktor V groRere prokoagulatorische Aktivitat (Monkovi¢
und Tracy, 1990).

Die Funktion von Faktor V ist vielfaltig. Er stellt einen zentralen Regulator der sekundéaren
Hamostase dar, da er, wie vorstehend beschrieben, sowohl prokoagulatorische aber auch
antikoagulatorische Eigenschaften besitzt. Er wirkt als lokaler Sensor der vorliegenden
koagulatorischen Verhéltnisse, da die Bestimmung der Funktion eines Faktor V Molekiils
durch die momentane lokale Konzentration und Verfuigbarkeit von pro- oder antikoagula-
torischen Enzymen (Thrombin, Faktor Xa, APC) festgelegt wird (Nicolaes und Dahlback,
2002). Die prokoagulatorsiche Aktivitat stellt sich durch die Rolle als Kofaktor innerhalb
des Prothrombinase-Komplex dar. Fur die Effizienz des Prothrombinasekomplexes ist
Faktor V essentiell. Faktor Xa kann allein eine katalysierte Aktivierung von Prothrombin
bewirken. Diese Menge wurde nicht ausreichen, um ausreichend Fibrin fur die Gerinnsel-
bildung zu generieren. Die Aktivierung wird durch die Anwesenheit des gesamten Pro-
thrombinasekomplexes um das ca. 278000fache verstarkt. Die einzelnen Bestandteile fur
sich betrachtend sorgen Calcium und Phospholipidmembranen fir eine etwa 22fache,
Faktor Va allein fur eine etwa 13000fache Verstarkung der Aktivierung von Prothrombin
durch Faktor Xa (Nesheim et al., 1979). Ohne die Anwesenheit von Faktor Va wirde die
Rate an generiertem Prothrombin etwa 1000fach reduziert (Dahlback, 2016). Dies ist das
Resultat daraus, dass die leichte Kette des Faktor Va hochaffin an Phospholipidmembra-
nen bindet und dann als Rezeptor fur Faktor Xa und Prothrombin dient. Faktor Xa bindet
an seine leichte und schwere Kette, Prothrombin nur an die schwere (Rosing und Tans,
1997). Die Anwesenheit von Faktor Va erhoht die Affinitat zwischen Faktor Xa und Phos-

pholipidmembranen ca. 100fach durch ein Rearrangement der Phospholipide, was flir zu-
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satzliche Stabilitdt des Komplexes sorgt (Krishnaswamy, 1990). Verantwortlich fur die op-
timale Interaktion ist der Aminosaurenbereich Asp683 - Arg709. Die Bindungen erfolgen
calciumabhéngig (Krishnaswamy, 1990). Nachdem eine initiale Thrombingenerierung er-
folgt ist, kann sie um das ca. 400fache gesteigert werden durch positives Feedback durch
Konversion von Faktor V zu Faktor Va (Nesheim et al., 1979). Antikoagulatorisch wirkt
Faktor V durch eine Herunterregulierung der Faktor VIlI-Aktivitat. Hierbei tbernimmt Fak-
tor V eine Kofaktorfunktion fur aPC. Diese Fahigkeit wird durch die Spaltung durch aPC
an der Stelle Arg506 erhalten. Fur seine Wirkung als Kofaktor wird das C-terminale Ende
der B-Domane bendtigt (Thorelli et al., 1998). Wird Faktor V vollstandig aktiviert, also an
den Stellen Arg 709 und Arg 1545 gespalten und wird die B-Domane abgespalten, verliert
er diese Fahigkeit (Shen und Dahlback, 1994). Je nach Konzentration der beteiligten En-
zyme und Aktivierung des Faktor V entscheidet sich die Funktion. Deshalb wird Faktor V

auch als ,Janusface-Protein“ bezeichnet (Nicolaes und Dahlback, 2002).

1.5 TFPI

Der Tissue Factor Pathway Inhibitor ist ein Glykoprotein, welches eine zentrale Rolle in
der sekundaren Hamostase einnimmt. Initial interagiert TFPI reversibel mit freiem FXa, in
diesem ionischen Komplex bindet er dann FXa-abhéngig an den Komplex aus TF und
FVlla und neutralisiert mit diesem Schritt die katalytische Aktivitdt des Komplexes. Damit
wird die initiale Bindung von Thrombin limitiert (Steppich und Ott, 2010). Grundsétzlich
existieren verschiedene Formen von TFPI, ndmlich TFPI-Alpha und TFPI-Beta. TFPI-AIl-
pha stellt die klassische Form des TFPI dar, welche etwa 90% des TFPI-Bestandes bildet,
besteht aus 276 Aminoséuren und umfasst etwa 90-100% des I6slichen, sezernierten
TFPI1und 80% des zellular gebundenen TFPI. TFPI-Beta entsteht durch alternatives Splei-
Ren, stellt etwa 10% des TFPI-Bestandes dar und besteht aus 192 Aminosauren. Dieses
wird nicht sezerniert, liegt aber membranassoziiert und zu 20% an Zelloberflachen gebun-
den vor (Steppich und Ott, 2010). TFPI kann als l6slicher TFPI im Plasma vorliegen (10-
50%), kann zellular gebunden an Endothel gebunden sein (50-80%) oder kann throm-
bozytenassoziiert vorliegen (2-5%) (Steppich und Ott, 2010). Der thrombozytenassozi-
ierte TFPI liegt ausschliellich als TFPI-Alpha vor, dieser wird von Megakaryozyten syn-

thetisiert und von aktivierten Thrombozyten sezerniert (Steppich und Ott, 2010).
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Hauptsyntheseort fir TFPI sind die Endothelzellen, aber auch andere Zellen wie Throm-
bozyten sind zur Synthese in der Lage (Steppich und Ott, 2010). TFPI besitzt neben seiner
Hauptfunktion als Inhibitor des FVIla-TF- Komplexes enge Assoziationen zum Faktor V.
TFPI-Alpha kann Formen des Faktor V binden und somit die Prothrombinasebindung in-
hibieren. Durch diese Regulation besitzt TFPI eine Schlisselrolle bei der Thrombingene-
ration und bei der Limitierung des Thrombuswachstums auf Ebene des Prothrombinase-
komplexes (Camire, 2016; Petrillo et al., 2021). Faktor V und TFPI bilden im Plasma einen
Komplex, der auch die Stabilitdt des TFPI-Molekiils beeinflusst (Camire, 2016). Hierfur
bindet das C-terminale Ende des TFPI-Alpha Molekils an die FV-AR2 Region der B-Do-
mane des Faktor V. Es bestehen grol3e Homologien zwischen diesem C-terminalen Ende,
TFPI-Alpha-BR und der Region FV-BR auf dem Faktor V Molekil. Deshalb kann diese
Struktur ahnlich effektiv eine Bindung an FV-AR2 vermitteln, wie es die Faktor V-eigene
Region FV-BR im Stande ist. Dabei umfasst die TFPI-Alpha Doméane im Bereich der Ami-
nosauren 710-1545 die B-Domane des Faktor V und bindet diese hochaffin (Vadivel et
al., 2017). Die inhibitorischen Effekte der Bindung sind dabei ahnlich wie die Autoinhibition
durch die Region FV-BR.

TFPI-Alpha kann verschiedene Formen des Faktor V binden. In thrombozytarem Faktor
V liegt oftmals die Situation vor, dass durch teilweise Aktivierung und Proteolyse die Bin-
destelle fur TFPI, die Region FV-ARZ2, freiliegt, und die Region FV-BR schon abgespalten
ist. Diese Form kann von TFPI-Alpha gebunden werden. Auch in plasmatischem Faktor
V, welcher vor allem durch FXa aktiviert wurde und erst an den Schnittstellen Arg709 und
1018 geschnitten wurde, liegt diese Situation vor und es kann eine Inhibition durch TFPI
durch entsprechende Bindung erfolgen (Wood et al., 2013). Vollstdndig intakte Faktor V
Molekule kann TFPI nicht binden, da dort sowohl die Region FV-AR2 als auch die Region
FV-BR im Molekll vorhanden sind. Hier liegt die Bindestelle fur TFPI-Alpha nicht frei vor,
sondern ist eng an FV-BR assoziiert. Auch vollstandig aktivierter Faktor Va kann von TFPI
nicht gebunden werden, da hier durch die Abspaltung der B-Domane die Bindestelle FV-
AR2 abgespalten wurde. Insgesamt sind also fur eine TFPI-Bindung Schnitte an Arg709
und 1018 notig, sobald eine vollstandige Aktivierung zu Faktor Va durch einen Schnitt an
Argl545 erfolgt, ist keine Bindung mehr méglich. Es gibt jedoch grundsatzlich Hinweise,

dass auch Faktor Va mit TFPI im Plasma interagiert. Zusammenfassend kommt so vor
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allem TFPI-Alpha eine inhibitorische Funktion in der Initialphase der Gerinnung zu
(Camire, 2016; Petrillo et al., 2021; Vadivel et al., 2017; Wood et al., 2013).

1.6 Faktor V-short und TFPI

Neben dem oben beschriebenen Faktor V existiert eine verkirzte Variante des Proteins,
der Faktor V-short. Er stellt eine durch Splicing entstandene Isoform von Faktor V dar,
welcher ein grof3er Teil der B-Domaéne fehlt (AS 756-1458) (Camire, 2016). Diese Form
stellt eine aktivierte Form des Faktor V, &hnlich wie Faktor Va dar, ohne jedoch durch
einen Schnitt durch Thrombin oder Faktor Xa aktiviert werden zu mussen. Dies liegt da-
ran, dass von den beiden autoinhibierenden Regionen auf der B-Doméane, welche, wenn
sie beide im Molekul vorhanden sind, eine Aktivierung des Faktor V verhindern, nur noch
die Region FV-AR2 vorhanden ist. Eine besondere Funktion der Variante besteht in der
hochaffinen Bindungsfahigkeit an TFPI. Diese Féahigkeit wird durch die verkirzte B-Do-
mane erklart, welche die hochaffine Bindestelle fiir TFPI enthllt. Diese liegt in einer sau-
ren Region FV-AR2 auf der B-Domane (AS 1493-1537) (Camire und Bos, 2009; Kalafatis
et al., 1994; Vincent et al., 2013). Diese Region FV-AR2 des Faktor V-short kann von der
TFPI-Alpha-BR Region gebunden werden (Petrillo et al., 2021). In diesem Zusammen-
hang fungiert Faktor V-short gemeinsam mit Protein S als synergischer Kofaktor zu TFPI
und unterstitzt so die Inhibierung von Faktor Xa. Faktor V-short und TFPI zirkulieren im
Plasma als Komplex. Die Kofaktoraktivitat geht in dem Moment der Aktivierung durch den
Thrombin-vermittelten Schnitt an Arg1545 an Faktor V-short verloren (Dahlback, 2017).
Faktor V-short ist der gewohnliche Trager von TFPI im Plasma, kommt jedoch in einer
etwa 100-fach geringeren Konzentration vor als Faktor V (Vincent et al., 2013). Beim
Krankheitsbild des East Texas Bleeding kommt es zu einer Mutation in der fur die B-Do-
mane kodierenden Region, welche eine Splice Donor Seite aktiviert, (Camire und Bos,
2009). Diese in-frame Deletion fuhrt ebenfalls zur Bildung von Faktor V-short (Broze und
Girard, 2013; Vincent et al., 2013). Patienten mit dieser Mutation besitzen héhere Kon-
zentrationen an Faktor V-short, und auch die Konzentration von TFPI ist um das etwa 10-
fache erhoht. Es resultiert ein erh6htes Blutungsrisiko durch die verstéarkte Inhibierung von
Faktor Xa.
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1.7 Faktor V Leiden / APC-Resistenz

Faktor V Leiden bezeichnet eine autosomal dominant vererbte Punktmutation im Faktor
V Gen, welche ein erhéhtes Thromboserisiko zur Folge hat (Albagoush et al., 2022). Ber-
tina et al. beschrieben die Mutation an Position 1691 des Faktor V Gens, welche zu einem
Austausch von Glu506 durch ein Arginin fihrt (Bertina et al., 1994). Diese Stelle des Arg
506 stellt gleichzeitig die Schnittstelle fir APC dar, welches in normaler Hamostasefunk-
tion fur eine proteolytische Inaktivierung des Faktor Va sorgt. Das dadurch entstehende
Faktor V Molekil (Faktor V Leiden bzw. FV Q506) zeigt sich resistent gegen eine Inakti-
vierung durch APC. Die Auspragung in einem thrombophilen Phé&notyp beschrieb zuvor
(Dahlback et al., 1993), wobei die Mutation als Ursache noch unbekannt war. Sie unter-
suchten die Gerinnung eines Patienten mit familidr gehauft vorkommenden thromboem-
bolischen Ereignissen anhand eines APTT Assays. Die APC-Resistenz zeigte sich durch
eine schwache antikoagulatorische Reaktion des Patientenplasmas auf die Zugabe von
APC. Aus dieser ausbleibenden APTT- Verlangerung der Gerinnungszeit konnte er das
erhohte thromboembolische Risiko dieser Patienten begriinden. Die Inaktivierungsrate
von Faktor Va ist um das etwa 10-fache langsamer als normal (Kujovich, 2011). Eine
dominante Vererbung dieses Gerinnungsdefektes wurde anhand der familiaren Haufung
bereits vermutet (Dahlback et al., 1993). Es wird als Ursache der Mutation ein einziges
Mutationsereignis vor etwa 20.000-30.000 Jahren vermutet, welches sich daraufhin aus-
gebreitet hat (Kujovich, 2011). Die Thrombophilie ist mit zwei Mechanismen begrindbar.
Zum einen wird prokoagulatorisch wirkender Faktor Va durch APC durch die Resistenz
langsamer inaktiviert. Zum anderen verliert Faktor V durch die Mutation auch seine Funk-
tion als Kofaktor von APC bei der Inaktivierung von Faktor Vllla (Nicolaes und Dahlb&ck,
2002). Statistisch gesehen sind etwa 5-8% der kaukasischen Bevdélkerung von der Muta-
tion betroffen, tendenziell im Norden Europas mehr als im Stden. Damit stellt die Faktor
V Leiden Mutation den haufigsten angeborenen Thromboserisikofaktor dar, etwa 40-50%
aller vererbten Thrombophilien werden durch die Faktor V Leiden Mutation verursacht
(Kujovich, 2011). Dabei ist die Pravalenz der Mutation unter Patienten mit einer tiefen
Beinvenenthrombose hdher als bei Patienten mit einer Lungenembolie (Kyrle et al., 2010).
Koster et al. explorierten in ihrer Studie, dass unter den Patienten mit einer ventsen
Thrombose 21% die Mutation trugen, unter gesunden Probanden nur 5% (Koster et al.,
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1993). Sie beschrieben ein etwa 8-fach erhodhtes Risiko fur das Erstereignis einer vendsen
Thrombose fir heterozygote Mutationstrager und ein etwa 80-fach erhdhtes Risiko fur
homozygote Mutationstrager. Da viele der Mutationstrager in inrem Leben kein thrombo-
embolisches Ereignis erleiden werden, ist die Entscheidung zur Intervention im Sinne ei-
ner Risikoreduktion durch medikamenttse Gerinnungshemmung eine schwierige Frage,
welche klinische Erfahrung benétigt (Albagoush et al., 2022). Das Risiko eines thrombo-
embolischen Ereignisses ist bei Mutationstragern, welche Blutsverwandte besitzen, bei
denen ebenfalls ein Ereignis aufgetreten ist, hoher als bei Mutationstragern ohne be-
kannte Ereignisse in der Familie (Kujovich, 2011). Camire et al. fanden heraus, dass nicht
nur die Faktor V Leiden Variante des Faktor V zu einer inkompletten Inaktivierung durch
APC fuhrt. Plasmatischer Faktor V wird durch APC komplett inaktiviert. Thrombozytarer
Faktor V wird jedoch in ahnlichem MaRRe wie Faktor V Leiden nur inkomplett inaktiviert.
Dies liel3 darauf schliel3en, dass Thrombozyten die Schnittstelle des thrombozytaren Fak-
tor V vor der Spaltung durch APC schiitzen. Thrombozytarer und plasmatischer Faktor V
scheinen also unterschiedliche Substrate fir APC zu sein (Camire et al., 1998a).

1.8 Faktor V Mangel

Der Faktor V Mangel stellt eine seltene Blutungsstérung dar, die mit verringerten Plasma-
konzentrationen von Faktor V einhergeht und zu schweren Blutungssymptomen fiihren
kann. Ein vererbter Faktor V Mangel kommt mit einer Pravalenz von lediglich 1:1 Million
in der Gesamtbevolkerung vor. Die Krankheit wird autosomal-rezessiv vererbt und tritt vor
allem in Regionen der Welt auf, in denen Konsanguinitat der Eltern gehauft vorkommt. Es
gibt auch eine erworbene Form des Faktor V Mangels, welcher durch Antikérper gegen
Faktor V entsteht, ausgelost beispielsweise durch Kontakt zu bovinem Thrombin, FFP
oder Antibiotika (Asselta und Peyvandi, 2009; Tabibian et al., 2019). Es wurden mehrere
Fallstudien von betroffenen Patienten beschrieben. Klinisch fallen vor allem homozygote
Trager der Mutation mit Schleimhautblutungen auf, wie Epistaxis, Menorrhagie oder
Mundhd6hlenblutungen, aber auch mit verstérkten postoperativen Blutungen und Hamato-
men (Lak et al., 1998). Diagnostisch fallen die Patienten mit verlangerter Prothrombinzeit
und verlangerter aktivierten partiellen Thromboplastinzeit auf. Auch Faktor V Aktivitats-
tests kdbnnen angewendet werden (Tabibian et al., 2019). Der Faktor V Mangel wird Kli-

nisch in drei Gruppen unterteilt. Bei der milden Form bestehen Plasmaaktivitatslevel von
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Faktor V von noch Uber 10%, diese Patienten zeigen sich héaufig asymptomatisch und es
liegt oft nur die heterozygote Form der Mutation vor. Bei der moderaten Form liegen die
Konzentrationen unter 10% aber noch im detektierbaren Bereich des normalen Niveaus
und bei der schweren Form ist kein Faktor V im Plasma detektierbar. Es wurden Zusam-
menhange gefunden, dass Patienten mit niedrigen Plasmaspiegeln an Faktor V, jedoch
mit normalen Konzentrationen an thrombozytarem Faktor V, weniger Blutungssymptome
zeigten (Song et al., 1987). Ein milder Phanotyp scheint mit der Anwesenheit von throm-
bozytarem Faktor V und auch von niedrigen TFPI-Spiegeln zusammenzuhangen
(Tabibian et al., 2019). Therapiert wird der Faktor V Mangel oftmals mit FFP, um die Fak-
tor V Plasmalevel Uber etwa 20% zu halten. Diese Therapieform bringt jedoch negative
Nebeneffekte mit sich, wie eine Volumenuberbelastung des Kreislaufes, oder auch des
Risikos einer transfusionsassoziierten akuten Lungeninsuffizienz. Diese Nebenwirkungen
werden mit der alternativen Therapie einer Thrombozytentransfusion umgangen. Diese
zeigt einen effektiven prokoagulatorischen Effekt fur die Therapie der Blutungssymptome.
Als neue Therapiemethode wird ein aus Plasma abgeleitetes Faktor V Konzentrat disku-
tiert (Tabibian et al., 2019).

1.9 Thrombozyten

Morphologie

Thrombozyten sind die kleinsten und nach den Erythrozyten die haufigsten im Blut zirku-
lierenden Zellen mit einem Durchmesser von etwa 2-3 pum (Gremmel et al., 2016;
Koupenova et al., 2018; Thon und Italiano, 2012). Das Volumen betragt etwa 6-10 fl und
die Dicke 0,5 um (Gremmel et al., 2016). Sie haben eine diskoide Form und sind anukleér,
besitzen jedoch RNA (Koupenova et al., 2018; Lindemann et al., 2001; Thon und Italiano,
2012). Im Plasma Uuberleben sie circa 7-10 Tage (Avecilla et al., 2004; Ghoshal und
Bhattacharyya, 2014). Der Mensch besitzt etwa 1 Trilion Thrombozyten, etwa 150-
400x1079 pro Liter (Avecilla et al., 2004; Jurk und Kehrel, 2010). Zwei Drittel der Throm-
bozyten befinden sich regular in der freien Zirkulation des Blutes, ein Drittel wird in der
Milz gespeichert (White, 1968). Im ruhenden Thrombozyten befinden sich etwa 1500 Pro-
teine, von denen 190 Membranproteine und 262 Phosphoproteine sind (Qureshi et al.,
2009).
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Ein Zonenmodell erklart den Aufbau des Thrombozyten adaquat. Er lasst sich in eine pe-
riphere, eine Sol-Gel-, eine Organellenzone sowie verschiedene Membransysteme ein-
teilen (Gremmel et al., 2016; Mancuso und Santagostino, 2017). Die periphere Zone be-
steht aus der Zellmembran mit einer dicken Glykokalyx, welche zahlreiche kleinste Falten
und Offnungen des offenen kanalikularen Systems OCS besitzt. Diese stellen bei der Ak-
tivierung des Thrombozyten weitere Membran zur Verfigung (White und Escolar, 1993).
Unterhalb der Glykokalyx befindet sich eine undehnbare Lipiddoppelschicht (White und
Conard, 1973). Die Phospholipide sind auf der Innen- und Aul3enseite asymmetrisch an-
geordnet. Negativ geladenes Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol befinden sich
vor allem auf der Innenseite, was dafir sorgt, dass der Thrombozyt in seinem nicht-koa-
gulatorisch aktivem Zustand verweilt. Eine ATP-abhangige Flipase sorgt fur ihre Position
an der Innenseite. Bei der Thrombozytenaktivierung wird dagegen die Flopase aktiv.
Diese exponiert sie auf die AuRenseite (Heemskerk et al., 2002). In Form von Glykopro-
teinen besitzt der Thrombozyt in der Phospholipiddoppelschicht bewegliche Rezeptoren
und Komplexe wie den GPIb-1X-V Komplex, sowie Integrin Alphallb33 (GPIIbllla) auf sei-
ner Oberflache (White et al., 1995). In nicht-aktivierter Form beinhaltet die Lipiddoppel-
schicht Gewebefaktor (TF) mit negativ geladenem Phosphatidylserin. Wird der Throm-
bozyt aktiviert, setzt er Mikropartikel frei, die zusammen mit dem TF dann die Faktoren
Va, Vlla und Xa binden kénnen (Del Conde et al., 2005). Der submembranare Bereich ist
essentiell fur die Thrombozytenfunktion, da sich dort ein System von Aktinfilamenten be-
findet, welches die Formanderung des Thrombozyten bei seiner Aktivierung bewirkt und
Partikel auf die Zelloberflache transportiert (Gremmel et al., 2016). Die Sol-Gel-Zone be-
steht aus einer viskdsen Matrix, Mikrotubuli, Mikrofilamenten, Glykogen und Vesikeln sek-
retorischer Organellen. Die Mikrotubuli bilden das kontraktile Zytoskelett (Behnke, 1967;
Haydon und Taylor, 1965). Zudem sorgen sie fir die diskoide Gestalt des Thrombozyten
(White, 1968). Hauptbestandteile stellen das Spektrin-basierte Membranskelett und das
Aktinzytoskelett (Thon und Italiano, 2012). In der Organellenzone befinden sich mit der
Alpha-Granula, der dichten Granula und den Lysosomen drei sekretorisch aktive Orga-
nellen (Koupenova et al., 2018). Die Sekretion der Granula erfolgt in das offene kanaliku-
lare System (Escolar et al., 1986). Daneben besitzt ein Thrombozyt auch Mitochondrien,
ein Glykosom, ein Endoplasmatisches Retikulum und einen Golgiapparat.
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Alpha-Granula:

Alpha-Granula sind wichtige Organellen des Thrombozyten und erfullen wichtige Aufga-
ben, die essentiell fur die Thrombozytenfunktion sind. Entdeckt und differenziert in Alpha-
und Dense-Granula wurde sie 1966 (Tranzer et al., 1966). Durch Fusion der Granula kann
zusatzliche Membran zur Oberflachenvergré3erung bereitgestellt werden. Durch die Ak-
tivierung des Thrombozyten durch Kollagen, Thrombin oder dem vWF sezerniert die Al-
pha-Granula zudem unter Anderem koagulatorisch aktive Substanzen sowie Rezeptoren
und Membranproteine. Die Hauptfunktion der Granula ist die Speicherung von Molekilen
und Proteinen (Gremmel et al., 2016). Diesen Inhalt erhalt die Granula auf zwei verschie-
denen Wegen: Zum Teil werden Bestandteile der Granula endogen synthetisiert und dann
gespeichert, oder durch rezeptorvermittelte Endozytose aus dem Plasma aufgenommen
und in Granula verpackt. Faktor V wird tGber den als Rezeptor wirkenden PGllbllla aufge-
nommen (Camire et al., 1998b). Wird der Thrombozyt aktiviert, fusionieren die einzelnen
Granula und sezernieren ihren Inhalt ins OCS. Ein Thrombozyt besitzt 40 bis 80 einzelne
Granula, welche somit seine haufigste Organelle darstellt (Flaumenhaft, 2003). Bei der
Aktivierung der Thrombozyten werden membranassoziierte Proteine auf der Zelloberfla-
che exponiert und l8sliche Proteine freigesetzt., wobei etwa 300 Proteine aus der Alpha-
Granula freigesetzt werden per Exozytose und Fusion mit dem OCS (Brandt et al., 2000;
Jurk und Kehrel, 2010; Maynard et al., 2007; Stenberg et al., 1984; White und Escolar,
1991). Die Alpha-Granula setzt neben Integrinen auch pro- und antikoagulatorisch wirk-
same Proteine frei wie die Gerinnungsfaktoren V, IX und Xlll, Antithrombin, Protein S,
Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI), Plasminogen, Kininogen (Mancuso und
Santagostino, 2017) und Alpha-2-Makroglobulin (Gremmel et al., 2016). Ebenfalls ge-
speichert werden Adhasionsmolekile wie Fibrinogen, vVWF und Thrombospondin. Die
Freisetzung von Alpha-Granula verstarkt insgesamt die Thrombozytenaktivierung
(Cramer und Berger, 1996).

Dichte Granula:

Dichte Granula speichern ebenso wie Alpha-Granula Stoffe und Substanzen, die fur die
Thrombozytenfunktion essentiell sind. Sie besitzen einen Durchmesser von etwa 180 bis
250 nm und durch Sekretion ihres Inhaltes sind sie in der Lage, bei einer Gefal3lasion



31

weitere Thrombozyten zu rekrutieren (Thon und Italiano, 2012). Ein Thrombozyt beinhal-
tet etwa 3 bis 8 der dichten Granula, welche kleiner sind als die Alpha-Granula und eine
variable Morphologie aufweisen. Sie speichern und sezernieren unter Anderem ADP,
ATP, Ca2+, Mg2+ und K+ (Gremmel et al., 2016). ADP sorgt fur die weitere Freisetzung
von Granula, die Formanderung des Thrombozyten, die Rekrutierung weiterer Throm-

bozyten und unterstitzt die Aggregation (Thon und Italiano, 2012).

Produktion

Die Thrombozyten stammen von ihren Vorlauferzellen, den Megakaryozyten, ab. Sie ent-
stehen im Knochenmark aus ihrer pluripotenten Stammzelle (Ogawa, 1993). Die Megaka-
ryozyten sind 30 bis 300 um im Durchmesser grof3 und kénnen jeweils 1000 bis 3000
(Stenberg und Levin, 1989), insgesamt pro Tag etwa 100 Milliarden neue Thrombozyten
herstellen. Grundsatzlich lauft die Produktion in mehreren Stadien ab. Der Megakaryozyt
reift zunachst zu Proplattchen, indem er mehrere lange Auslaufer bildet, welche sich spa-
ter in die Sinusoide des Knochenmarks abschniren (Avecilla et al., 2004). Diese konver-
tieren dann zu Préplattchen des Durchmessers von etwa 2 bis 10 um. Durch ihre Ab-
schnirung werden sie dann als Thrombozyten freigesetzt (Thon und Italiano, 2012). Es
sind also die Proplattchen, nicht der Megakaryozyt, welche die Thrombozyten freisetzen
(Junt et al., 2007).

Bevor der Megakaryozyt seine Zellabschnirungen vornimmt, durchlauft er viele chromo-
somale Duplikationen ohne Zellteilung (Ravid et al., 2002) und erhdht hierdurch sein Zy-
toplasmavolumen auf einen Durchmesser von etwa 100 um. Auf diesem Wege syntheti-
siert er fullt sich auch mit Granula, anderen Organellen, Zytoskelett und Membransyste-
men (Bluteau et al., 2009). Die Produktion der Thrombozyten unterliegt einer komplexen
Regulierung. Die Zellen des Knochenmarks (PA6-Stromazellen) verstarken das Wachs-
tum und die Prolieferation des Megakaryozyten, sobald dieser sich an sie anheftet und
verhindert die Produktion von Proplattchen (Nagahisa et al., 1996). Es wird angenommen,
dass im peripheren Blut die Reifung der Thrombozyten fortgesetzt wird, da viele der frei-
gesetzten Fragmente des Megakaryozyten noch unverzweigt sind und wesentlich grof3er
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sind als die Thrombozyten (Junt et al., 2007). Scherkrafte im Blutstrom scheinen den Pro-
zess des Ubergangs von Proplattchen zu Thrombozyten zu unterstiitzen, da in GefaRRen
vor den pulmonalen Arterien viele Proplattchen gefunden werden kénnen, in nachge-

schalteten Gefal3en dagegen viele Thrombozyten (Thon und Italiano, 2012).

Funktionen, Sekretion, Interaktionen

In der frihen Phase der Sekretion werden vor allem Fibrinogen, Thrombospondin und
VWEF freigesetzt (Cramer und Berger, 1996). Durch die Expression des Fibrinogenrezep-
tors GPIIbllla wird die irreversible Aggregation initiiert (Cramer und Berger, 1996). Bei
hohen Scherkréaften entfaltet sich aus dem Plasma stammender vVWF und lagert sich an
das subendotheliale Kollagen an. In der entfalteten Form gibt er eine Bindeseite flr das
GPlb (CD42) frei, welches Teil des GPIb-IX-V Komplexes ist. Uber diese Verbindung ad-
hariert der Thrombozyt (Jurk und Kehrel, 2008; Koupenova et al., 2018). Dies vermindert
die Flussgeschwindigkeit des Thrombozyten so, dass dann auch eine Interaktion Uber das
GPV!I direkt an die Kollagenfibrillen mdglich wird. Uber den GPIb-1X-V Komplex kann der
Thrombozyt neben Kollagen auch Leukozyten und Endothel binden. An das Endothel bin-
det er bei hohen Scherkraften tber Thrombospondin-1 aus dem Endothel (Ruggeri, 2007).
Der GPIb-IX-V Komplex halt zudem eine Bindestelle fur Alpha-Thrombin bereit. Fur die
Kollagenbindung bedeutet der Glykoproteinkomplex eine eher lose Verknipfung (Savage
et al., 1996). Erst wiederholter Kontakt zum vWF initiiert eine feste Adhasion (Jurk und
Kehrel, 2010). Thrombozyten interagieren neben Kollagen auch mit dem Endothel. Bei
geringen Scherkraften verwendet der Thrombozyt das GPIbAlpha um tber den VWF an
das Endothel zu binden. Bei hohen Scherkraften verwendet er diesen auch, sowie das P-
Selektin Glykoprotein Ligand 1 (PSGL1) um Uber P-Selektin an das Endothel zu binden
(,Thrombozytenrollen®) (Koupenova et al., 2018). Die prokoagulatorischen Fahigkeiten
des Thrombozyten und seine Einflisse auf die Thrombingenerierung kbénnen wie folgt
beschrieben werden: Sobald das periphere Blut das subendotheliale Gewebe erreicht,
liegt der Gewebefaktor TF exponiert vor. Dies ist die initiale Voraussetzung fur die Throm-
bingeneration (Koupenova et al., 2018). Durch den Kontakt mit den Gewebefaktor-tragen-
den Zellen wie Fibroblasten und die Bindung des TF (Faktor Vlla) wird die Gerinnungs-

kaskade in Gang gesetzt, an deren Ende die Produktion von Faktor Xa und Thrombin



33

steht. Diese Menge an Thrombin ist zu gering um genug Fibrin fur ein stabiles Netz her-
zustellen, aktiviert jedoch weitere Thrombozyten sowie die Faktoren V, VIII und XII. Die
Tenase und die Prothrombinase ordnen sich auf der Thrombozytenoberflache an (Jurk
und Kehrel, 2008). Thrombozyten sind also das Zentrum der explosivartigen Thrombin-
vermehrung. Eine entscheidende prokoagulatorische Komponente stellt das negativ ge-
ladene Phosphatidylserin dar. Seine Prasentation auf der Plasmamembran ist notig fur
die Funktion des Tenase- und des Prothrombinasekomplexes (Heemskerk et al., 2002).
Die negativ geladenen Phospholipide sind notig, aber nicht ausreichend fur die Thrombi-
ngenerierung. Auch die einzelnen Gerinnungsfaktoren missen an die Membran binden
(Jurk und Kehrel, 2008). Xa bindet die Thrombozytenmembran an der identischen Stelle
an der Faktor V gebunden wird. Dieser verstarkt die Faktor Xa-Bindung (Chesney et al.,
1981). Damit Thrombin seine eigene Vermehrung auf der Zelloberflache induzieren und
fur die Induktion des prokoagulatorischen Zustandes der Zelle sorgen kann, ist die Bin-
dung uber das GPIb und die Aktivierung tber PAR-1 und-4 nétig (Dérmann et al., 2000;
Jurk und Kehrel, 2008). Neben diesen in die Hamostase eng involvierten Proteinen nimmt
auch das Chemokin CXCL4 (PF4) Einfluss auf die Hamostase. Es verstéarkt die Thrombin-
vermittelte Generierung von aPC, indem es Thrombomodulin zur Gla-Doméane des Pro-
tein C Uberbruckt (Kowalska et al., 2007).

1.10 Thrombozytarer Faktor V

Wie oben beschrieben befinden sich etwa 20% des Faktor V Pools in der Alpha-Granula
der Thrombozyten gespeichert (Chesney et al., 1981; Hayward et al., 1995). Es gibt zwel
Theorien wie Faktor V in den Thrombozyten gelangt. Eine Méglichkeit stellt die endozyto-
tische Aufnahme des plasmatischen Faktor V dar (Giampaolo et al., 2005). Die andere ist
die endogene Synthese durch den Megakaryozyten (Giampaolo et al., 2005; Hayward et
al., 1995). Studien haben gezeigt, dass zum einen eine clathrin- und calciumabh&ngige
Endozytose (Bouchard et al., 2005; Bouchard et al., 2008) zum Anderen aber auch eine
Synthese von Faktor V stattfindet (Sun et al., 2003). Faktor V liegt im Thrombozyten in
den Alpha-Granula gebunden als Komplex an Multimerin vor, welches als Tragerprotein
fungiert. Es bindet spezifisch Faktor V, Faktor Va bzw. die leichte Kette des Faktor Va,
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nicht aber die schwere Kette. Faktor Va kann die Thrombozytenmembran bei der Throm-
bozytenaktivierung multimerinunabhéangig binden (Chesney et al., 1981). Hierbei bindet
es an negativ geladene Phospholipide (Hayward et al., 1995). Dort nimmt Faktor Va am
Prothrombinasekomplex teil und dient als Rezeptor fur Faktor Xa (Nesheim et al., 1979;
Tracy et al., 1982). Bei der Thrombozytenaktivierung dissoziiert Faktor Va von Multimerin
(Hayward et al., 1995). ADP verursacht bei der Thrombozytenaktivierung eine Freisetzung
von etwa 5% des Faktor V aus der Alpha-Granula, Kollagen von etwa 25% (Chesney et
al., 1981). Dieser freigesetzte Anteil besteht vor allem aus der prokoagulatorischen Form
(Chesney et al., 1981).

1.11 Zielsetzung und Fragestellung

Uber die Struktur und die Funktionen des Faktor V wurden (ber die letzten Jahrzehnte
durch intensive Forschung viele Informationen gewonnen. Auch konnten viele Erkennt-
nisse Uber den sich von plasmatischem Faktor V stark unterscheidenden thrombozytaren
Faktor V erworben werden, welchem eine besondere Bedeutung in der Hamostase zu-
kommt. So betragt sein Anteil am Gesamtbestand von Faktor V etwa 20%, und funktionell
agiert er durch seine teilweise schon im Thrombozyten stattfindende Proteolyse als akti-
vierter Gerinnungsfaktor. Vor allem bei lokalen Gerinnungsprozessen ist diese Form des
Faktor V von Bedeutung. So wie es auch beim Krankheitsbild der Faktor V Leiden Muta-
tion der Fall ist, zeigt sich thrombozytarer Faktor V resistenter gegen eine Inaktivierung
durch aPC. Genauere qualitative und quantitative Bestimmungen von thrombozytarem
Faktor V bzw. das Verhéltnis von Faktor V und Faktor Va im Thrombozyten sind bislang

nicht erfolgt.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war eine quantitative und qualitative Messmethode zu
entwickeln, mit welcher plasmatischer und thrombozytérer Faktor V spezifisch gemessen
werden konnen. Hierfir soll ein antikbrperbasierter Ansatz durch Entwicklung mehrerer
Sandwich-ELISA entwickelt werden. Durch unterschiedliche spezifische Messfahigkeiten
sollen Aussagen uber die Menge und Verteilung von plasmatischem und thrombozytarem
Faktor V getroffen werden. Diese Informationen kénnten der differenzierten Analyse von
Patientenproben dienen, um etwa ein Urteil Gber die Wahrscheinlichkeit von thromboem-
bolischen Ereignissen bei Krankheitsbildern wie der Faktor V Leiden Mutation oder tber
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das tatsachliche Blutungsrisiko bei Faktor V Mangel Patienten zu treffen und Uber die
Indikation von therapeutischen MalRnahmen zu entscheiden.

2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verwendete Chemikalien
Merck KGaA: KCI, NaH2PO4, Glucose, MgClz, Na-Citrat, Zitronensaure, HCI, CaClz, Nat-
riumazid (NaN), Harnstoff, Na2COs, NazHPO4, KH2PO4, HEPES

VWR International GmBH: NacCl

Kmf Laborchemie Handels GmBH: NaHCOs3

Carl Roth GmBH + Co. KG: NaOH

Sigma-Aldrich Chemie GmBH: Tris-HCI| 1M, H2Odest

Vollblutproben (in EDTA-R6hrchen in ACD-Puffer) von zufallig ausgewahlten Blutspen-
dern (mannlich und weiblich, keine Altersbeschrankungen), gewonnen tber eine separate

Blutentnahme

2.1.2 Verwendete Pufferlésungen und Verdinnungsmedien

Waschpuffer fir die Thrombozytenlysate: 5,266*10"-2 mM BSA, 136,9mM NacCl, 2,68mM
KCl, 1,19mM NaHCO3, 0,42mM NaH2PO4, 6,1mM Glucose, mit H20dest auf 500m| auf-
fullen, pH 6,4 einstellen und 1,5 ul Bivalirudin hinzuflgen.

Suspensionspuffer fur die Thrombozytenlysate: 5,266*10"-2 mM BSA, 136,9mM NacCl,
2,68mM KClI, 1,19mM NaHCO3, 0,42mM NaH2PO4, 6,1mM Glucose, 2,1mM MgCI2 mit
H2Odest auf 500ml auffillen, pH 7,4.

ACD-Puffer (Acid-Citrate-Dextrose) fur die Thrombozytenlysate: 96,87mM Na-Citrat,
78,07mM Zitronensaure, 111,02mM Glucose, mit H2Odest auf 500ml aufftllen, pH 4,5
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Stammlosung fur ELISA-Puffer (Grundpuffer, GrPf): 10 mM Tris-HCI, 154 mM NacCl, pH
7,6

Assaypuffer: GrPf, 0,1 % BSA

Ca?*-Assaypuffer: GrPf, 0,1 % BSA, 5 mM CacCl2
EDTA-Assaypuffer: GrPf, 0,1 % BSA, 5 mM EDTA
Waschpuffer: GrPf, 0,05% Tween 20

Ca?*-Waschpuffer: GrPf, 0,05% Tween 20, 5mM CacCl2
EDTA-Waschpuffer: GrPf, 0,05% Tween 20, 5mM EDTA

Coatingpuffer fur Beschichtung der ELISA-Platte mit BSA-Biotin, Streptavidin: 1,59g
Na2CO03 (30 mM), 8,4g NaHCO3 (200 mM), mit H2Odest auffillen, pH 9,0

Waschpuffer fir Beschichtung der ELISA-Platte mit BSA-Biotin, Streptavidin: PBS
0,05% Tween 20, 3 mM MgClz, pH 7,4

Blockpuffer fur Beschichtung der ELISA-Platte mit BSA-Biotin, Streptavidin: PBS, 0,05%
Tween20, 2% BSA, pH 7,4

BioSciences: DPBS, pH 7,4

Lagerungspuffer fur Antikorper: DPBS, 4mM Natriumazid (NaN), 0,4% BSA (fur biotiny-
lierte Antikdrper)

Blockpuffer fur den ELISA: GrPf, 0,05% Tween 20, 2% BSA

Blockpuffer fur den ELISA PAHFV-S/ PAHFV-S-Biotin/ Streptavidin-HRP: 0,05% Tween
20, 5% Milchpulver

Coatingpuffer fir den ELISA SAFV-AP/ SAFV-HRP: 15mM Na2CO03, 348,8mM
NaHCO3, 1L H2Odest, pH 9,6

Blockpuffer fur den ELISA SAFV-AP/ SAFV-HRP (PBS-BSA): 0,19mM BSA, 200ml
PBS, pH 7,4 auffillen auf 250ml mit PBS
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Waschpuffer fir den ELISA SAFV-AP/ SAFV-HRP (PBS-Tween): 1L PBS, 1ml Tween
20,pH 7,4, 4°C

Sample Diluent (HBS-BSA-T20) fir den ELISA SAFV-AP/ SAFV-HRP: 5,959 HEPES,
125mM NacCl, 0,19mM BSA, 200ml H2Odest, 0,25ml Tween 20, pH 7,2, Auffillen auf
250ml mit H2Odest

PBS fur den ELISA SAFV-AP/ SAFV-HRP: 136,9mM NaCl, 8,1mM Na2HPO4, 1,47mM
KH2PO4, 2,68mM KCI, 1L H20, pH 7,4

2.1.3 Verwendete Reagenzien
Merck KGaA: Triton-X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmBH: BSA, Tween 20, EDTA, Milchpulver, Anti-sheep IgG (Fc-

specific), highly cross absorbed Peroxidase antibody produced in rabbit
The Medicines Company: Bivalirudin

Haematologic Technologies, Inc.: AHV-5101, AHV-5102, AHV-5112, AHV-5146, FV
200, 2,1, 3,3, FVa 200, Sheep Anti-Human FV (PAHFV-S)

Fisher Scientific GmBH: Biotin (EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin, No-Weight Format),
Streptavidin-HRP

Siemens Healthcare GmBH: Humanes Standardplasma, FV-Mangelplasma, Natrium-
azid, Streptavidin, Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunglobulins-HRP

Roche Deutschland Holding GmBH: BM-Chemilumineszenz-ELISA-Substrat (POD)

Affinity Biologicals, Inc.: Sheep anti-Human FV, affinity purified IgG (SAFV-AP), Sheep
anti-Human FV, IgG-peroxidase conjugate SAFV-HRP

2.1.4 Verwendete Gerate und Materialien

Greiner Bio One International GmBH: 15ml Tubes, 50ml Tubes
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Memmert GmbH + Co. KG: Wasserbad

Sarstedt AG & Co. KG: Neutralmonovetten/ S-Monovette 9 ml, EDTA-R6hrchen
Eppendorf Vertrieb Deutschland GmBH: Centrifuge 5804, Pipetten, Pipettenspitzen
Unity Lab Services: Megafuge Zentrifuge mit Ausschwingrotor

Carl Roth GmBH + Co. KG: Tischzentrifuge

Ratiolab GmBH: 2ml Einwegpipetten, Réhrchen

Sysmex Deutschland GmBH: Sysmex-Counter XN-1000, Zellstoff

Geneo Bio TechProducts GmBH / Eppendorf Vertrieb Deutschland GmBH:
1,5 und 2ml Eppendorfcups

OHAUS Europe GmBH: Waage Pioneer TM, Magnetrihrer
Schott AG: 500 und 1000ml Glasgeféalie, Becher, Messbecher
Mettler-Toledo GmBH: pH-Meter

Cenco-Instrumenten: Vortexgerat

Fisher Scientific GmBH: Saulen: Zeba Spin Desalting Columns (0,5ml) (Thermo
#89882), Nunc™ F96 MicroWell™ Polystyrolplatte weil3

Peglab Biotechnologie GmBH: NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
Molecular Devices LLC. / ForteBio: Streptavidin-Biosensoren, BLItz System
Corning Incorporated/ Axygen Inc.: PlateMax Axyseal Sealing Film

BioTek Instruments, Inc.: EIX50 Microplate Strip Washer, Synergy 2 Multi-Mode Micro-
plate Reader, Eppihalter, dunkle Box

Liebherr: Kihlschrank 4°C, -20°C, -80°C
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung von Thrombozyten-Lysaten

Zur Gewinnung der Lysate wurde den Probanden Blut abgenommen und in einer Neutral-
Monovette (S-Monovette 9 ml) aufgefangen, die mit 1,6 ml ACD-Puffer befullt war. Um bis
zur weiteren Verarbeitung im Labor Gerinnungsprozesse zu minimieren, wurden die be-
fullten Probenréhrchen manuell langsam invertiert. Fur die weiteren Schritte der Herstel-
lung wurde in der Zwischenzeit der bei -20°C eingefrorene Suspensionspuffer und Wasch-
puffer im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Das ACD-Blut wurde zunéchst zwei Minuten bei
1550xg zentrifugiert mit der Centrifuge 5804 von Eppendorf (Programm 1). Der sichtbare
Plasmauberstand wurde mit einem Abstand von ca. 3mm zur darunterliegenden Zentrifu-
gatschicht, also der festen Bestandteile, direkt vorsichtig abpipettiert und in einem Roéhr-
chen aufgefangen. Aus diesem Uberstand (Plattchenreiches Plasma (PRP)) wurde initial
eine Thrombozytenkonzentrationsbestimmung mit dem Sysmex-Counter XN-1000 durch-
gefuhrt. Im Anschluss erfolgte die Herstellung der Thrombozytensuspension. Hierfur
wurde das Plattchenreiche Plasma flnf Minuten bei 998 xg zentrifugiert. Am Boden des
Rohrchens bildete sich ein Pellet/Sediment aus Thrombozyten. Der Uberstand wurde vor-
sichtig verworfen und das Rohrchen auf den Kopf gedreht auf Zellstoff leicht abgeklopft.
Es wurden dann mittels 2ml-Einwegpipette 10ml Waschpuffer hinzugegeben und das Pel-
let darin resuspendiert. Dabei wurde darauf geachtet, das Pellet nicht mechanisch zu be-
rihren. Dieser Vorgang der Zentrifugation und Resuspension wurde dreimal wiederholt.
Nach einer abschlieRenden Zentrifugation wurde das Pellet in 600ul Suspensionspuffer
resuspendiert. Aus dieser Suspension wurde dann die abschlieiende Thrombozytenkon-
zentration durch den Sysmex-Counter bestimmt. Im letzten Schritt erfolgte die Lyse der
Thrombozyten der Suspension. Hierzu wurde 498,75ul Thrombozytensuspesion 1,25ul
Triton-X-100 zugefugt. Nach 30-minttiger Inkubation bei 37°C im Wasserbad wurde die
Probe zur Lagerung bei -80°C eingefroren.
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Abbildung 2: Prinzip der Herstellung des plattchenreichen Plasmas fiir die Gewinnung
des Thombozyten-Lysates

2.2.2 Antikorper Beschreibung und Bindungen

Fur die Entwicklung der ELISA-Teste wurden initial die in Tabelle 1 dargestellten Antikor-
per verwendet (Prolytix, 20.01.2023).

Tabelle 1. Beschreibung der verwendeten Antikorper

Bezeichnung Antigen Isotyp, Typ Host Firma
Anti-Human Factor V | C-Terminus der | 1gG, monoklonal Mouse HTI
(AHV-5101) 74kDa Light Chain

Human FV/FVa

Anti-Human Factor V | Heavy Chain (Frag- | 19G, monoklonal Mouse HTI
(AHV-5146) ment D 94kDa) Hu-

man Factor V/IFVa

Anti-Human Factor V | B-Doméane (Activa- | 1gG, monoklonal Mouse HTI
(AHV-5102) tion Peptide
120.000Da) Human
Factor V
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Bezeichnung

Antigen

Isotyp, Typ

Host

Firma

Anti-Human Factor V
(AHV-5112)

Light Chain (Frag-
ment E, 74kDa) Hu-

1gG, monoklonal

Mouse

HTI

man Factor Va

Sheep anti-Human | Heavy chain: Ami- | IgG affinitatsgereinigt, po- | Sheep
500-513 | lyklonal
Human Factor V

Affinity Biologicals
Factor V, affinity puri- | noséuren
fied 1gG (SAFV-AP)

Sheep anti-Human | Human Factor V IgG peroxidasekonjugiert, | Sheep Affinity Biologicals

Factor V, 1gG-peroxi- polyklonal

dase conjugate

(SAFV-HRP)

Sheep anti-Human | Human Factor V polyklonal Sheep HTI

Factor V (PAHFV-S)

Rabbit anti-sheep | Sheep 1gG, polyklonal Rabbit Life Technologies
HRP GmbH

2.2.3 Aufreinigung der Antikorper

Die Konzentration der Antikdrper wurden auf 1mg/ml gebracht, durch Zugabe von DPBS
(pH 7,4) auf ein Gesamtvolumen von 100pl. Die fur die Aufreinigung benotigten Chroma-
tographie-Saulchen (Zeba Spin Desalting Columns (0,5ml)) wurden vorbereitet indem der
Verschluss unten abgebrochen und der Deckel angedffnet wurde. Dann wurden diese in
ein 2 ml Eppendorfcup ohne Deckel gesteckt und bei 1500xg in einer Zentrifuge mit Aus-
schwingrotor fir eine Minute bei RT zentrifugiert, um den enthaltenen Lagerungspuffer zu
entfernen. Das Saulchen wurde dann in ein neues leeres 2 ml Eppendorfcup gesetzt, und
anschlielend vorsichtig 300ul DPBS auf die Mitte des Gels pipettiert. Anschliel3end er-
folgte eine erneute Zentrifugation bei 1500xg. Dieser Ablauf wurde zweimal wiederholt.
Zur Antikorperaufreinigung wurde das Saulchen in ein 1,5ml Eppendorfcup gesetzt und
100pl der vorbereiteten Antikdrperlosung (1 mg/ml) auf die Mitte des Gels pipettiert. Es

erfolgte eine zweiminttige Zentrifugation bei 1500g.

2.2.4 Biotinylierung der Antikérper
Zur Vorbereitung der Biotinylierung wurde zu einem Biotin vial (1mg, MW= 829,98) 200ul

Aqua dest gegeben (ergibt 9nmol/ul) und das Biotin unter auf- und abpipettieren aufgeltst.
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Dann wurde zu der zuvor aufgereinigten Antikdrperlésung (1mg/ml, 100ug in 100ul) 3,7
pl der Biotinlésung unverziglich hinzugegeben und durch auf- und abpipettieren ver-
mischt. Anschlie3end erfolgte eine Inkubation der Losung fir eine Stunde bei Raumtem-
peratur in einer lichtgeschitzten Box. Alle 15 Minuten wurde die Losung derweil durch-
mischt. AbschlieRend wurde die Antikdrperlésung wie unter Punkt 3.3 erneut gereinigt um
das Uberschissige Biotin zu entfernen. Aufbewahrt wurden die Antikorper in Lagerungs-
puffer bei 4°C lichtgeschutzt im Kuhlschrank.

2.2.5 Uberprifung der Antikbrperkonzentration nach Aufreinigung und Biotinylierung mit-
tels NanoDrop

Um zu Uberprifen, ob die Ausgangskonzentration der Antikdrperlésung vor und nach Auf-
reinigung und Biotinylierung beibehalten wurde, wurde mit dem NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer die Konzentration bei 280nm gemessen (OD280nm, Extinktionskoef-
fizient 1,4). Die Messung wird Uber die Einstellung ,Protein A280“ durchgefihrt. Hierzu
wurde das Gerat zunachst mit Aqua dest nullkalibriert. 2 ul Wasser wurden dazu auf den
Probenhalter pipettiert, der Messarm des Gerates heruntergeklappt und eine ,Blank* Mes-
sung durchgefiihrt. Bevor die Antikérperlosung gemessen wurde erfolgte eine weitere
~Blank® Messung. Nun wurden 2ul des reinen Puffers, in dem der Antikdrper geldst war,
auf den Probenhalter pipettiert und gemessen. Dies diente dem Ausschluss einer fehler-
haften Konzentrationsmessung durch Stérung der optischen Messung durch Bestandteile
des Puffers. Dann erfolgte die Messung der Antikdrperkonzentration der Antikorperlo-

sung. 2ul der Probe wurden aufpipettiert und eine Messung tber ,Measure” durchgefihrt.

2.2.6 Enzyme-linked Immunosorbant Assay (ELISA) - Einleitung

Das Enzyme-linked Immunosorbant Assay, kurz ELISA, ist ein immunologisches, Antikor-
per-basiertes Verfahren zum Nachweis von Molekilen (Cell Signaling Technology,
18.03.2022; DocCheck Medical Services GmbH, 18.03.2022; Wikipedia, 2022). Es kann
als quantitativer und qualitativer Test eingesetzt werden, um ein Protein von Interesse zu
binden und zu messen. Die Messung erfolgt dabei Uber eine enzymatische Reaktion, wel-
che durch Bindung von einem Substrat an ein Enzym ausgel6st wird und fir eine Farbre-
aktion sorgt. Dabei lassen sich Proteinmengen von unter einem ng nachweisen (Berg et

al., 2013b). Das Verfahren wurde in dieser Form 1971 von den Arbeitsgruppen um Peter
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Perlmann und Eva Engvall an der Universitat Stockholm und um Anton Schuurs und
Bauke van Weemen in den Niederlanden etabliert (Engvall, 2005; Lequin, 2005). Das
Prinzip des ELISA ist trotz verschiedener Varianten gleich: Das gewinschte Antigen wird
auf der Oberflache der Well-Platte fixiert. Verwendet werden 96-Well-Mikrotiterplatten aus
Polystyrol. Dann wird ein Antikorper darauf gegeben, welcher das Antigen moéglichst spe-
zifisch bindet. Um die Bindung, und somit das Antigen nachzuweisen, wird an diesen An-
tikdrper ein Enzym kovalent gekoppelt (Berg et al., 2013a). Im letzten Schritt wird ein
Substrat hinzugegeben, welches mit dem Enzym reagiert und eine Farbreaktion, Fluores-
zenz oder Lumineszenz auslést. Diese kann dann durch ein entsprechendes Lesegerat
detektiert werden. Es kénnen sowohl monoklonale als auch polyklonale Antikérper einge-
setzt werden. Vor allem in Sandwich-ELISAs sind monoklonale Antikdrper gut geeignet.
Die Signalstarke ist die mit dem Lesegerat detektierte Funktion der Antigenkonzentration
(Wikipedia, 2022). Zur Detektion wird in den hier angewendeten Versuchen ein chemilu-
mineszierendes Substrat verwendet. Es kann auch Biotin an den Detektionsantikdrper
gebunden werden, welcher dann Uber ein Streptavidin-Konjugat fur eine Signalverstar-
kung sorgt (Wikipedia, 2022).

2.2.7 Direkter ELISA

Bei einem direkten ELISA wird das Antigen direkt an der Mikrotiterplatte fixiert, das ge-
suchte Protein bindet passiv. Dann wird ein Blockreagenz hinzugegeben, welches vom
Antigen unbesetzte Stellen belegt, um unspezifische Bindungen des folgenden Antikor-
pers zu verhindern. Zum Prinzip des direkten ELISA gehért nun, dass im nachsten Schritt
der Antigen-spezifische Antikdrper zugegeben wird. Dieser ist hier bereits direkt an ein
Enzym konjugiert. Im letzten Schritt wird das Substrat zugegeben, welches die Farbreak-
tion auslost. Bei den durchgefuhrten direkten ELISA wurde Faktor V direkt an der Mikro-
titerplatte fixiert. Hierzu wurde Faktor V in der Konzentration von 5 pg/ml unter Verwen-
dung des Coatingpuffers flr die Beschichtung der ELISA-Platte mit BSA-Biotin, Streptavi-
din direkt auf die Platte gegeben. Zum Blocken wurde der Blockpuffer fur den ELISA ver-
wendet. Nach zweistindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Uberschissige
Puffer abgesaugt. Von jedem der Antikdrper wurden pro Well 100 pl hinzugegeben. Fir
jeden Antikdrper wurde eine Verdinnungsreihe angelegt, sodass jeweils die Konzentrati-

onen 1/0,5/0,25 und 0,125 pg/ml auf die Platte gegeben wurde. Als Assaypuffer wurde
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der Ca?*-Assaypuffer verwendet. Um Leerwerte zu erhalten, wurden die AntikGrper zudem
auch in Wells pipettiert, in denen nur Coatingpuffer ohne Faktor V zugegeben worden war.
Nach einer Stunde Inkubation wurde die Platte mit dem Ca?*-Waschpuffer gewaschen.
Als sekundarer Detektionsantikorper wurde der Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunglo-
bulin HRP verwendet. Nach einstiindiger Inkubation und nach erneutem Waschen wurde
BM-Chemilumineszenz-ELISA-Substrat (POD) hinzugegeben und mit dem Microplate
Reader die Messung gestartet.

2.2.8 Indirekter ELISA

Auch bei einem indirekten ELISA wird das Antigen direkt an der Mikrotiterplatte fixiert.
Nach der Zugabe des Blockreagenz wird wieder der Antigen-spezifische Antikérper hin-
zugefigt. Dieser ist jedoch noch nicht mit einem Enzym gekoppelt. Durch Waschen wird
dann Uberschussiger Antikorper entfernt. Der indirekte Nachweis der Antigen-Antikérper-
Bindung erfolgt nun tber einen zweiten Antikérper, welcher an ein Enzym konjugiert ist

und an den ersten bindet. Auch hier wird im letzten Schritt das Substrat hinzugeflgt.

2.2.9 Sandwich-ELISA

Im Unterschied zu den beiden zuvor beschriebenen Verfahren bindet das Antigen nicht
primar an die Mikrotiterplatte. In einem ersten Schritt wird ein erster Antikorper an die
Platte adsorbiert und fixiert. Auch hier wird im zweiten Schritt Blockreagenz zugegeben.
Jetzt wird die Probe mit dem Antigen hinzugefligt, welches spezifisch an den Antikorper,
also nicht an die Platte, bindet. Dieser Antikorper stellt den Fangerantikorper dar. Dann
wird ein zweiter Antikdrper, welcher an einem anderen Epitop des Antigens binden muss
als der erste, hinzugegeben. Dieser Detektionsantikérper kann wie oben beschrieben di-
rekt an ein Enzym konjugiert sein oder noch einen weiteren Antikérper binden, welcher

ein Enzym tragt (Cell Signaling Technology, 18.03.2022).

2.2.10 Beschichten der ELISA-Platten

Wie oben beschrieben werden bei dem ELISA in einzelnen Schritten nacheinander die
Komponenten des ELISA in Losung auf die Mikrotiterplatte gebracht, damit sie aneinan-
derbinden. Im ersten Schritt wird ein Antikorper direkt an die Platte gebunden. Hierfur wird

zunachst der fur den speziellen ELISA spezifische Losungspuffer bzw. Beschichtungspuf-
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fer fur den entsprechenden Antikdrper angesetzt. Der Antikdrper wird dann in einer be-
stimmten Verdinnung in diesem Puffer gelost. In jedes verwendete Well/ Vertiefung der
Platte werden 100 pl der Losung pipettiert. In diesem Zustand inkubiert die beschichtete
Platte Gber Nacht bei 4°C im Kiuhlschrank, um am nachsten Tag mit den weiteren Schrit-
ten des ELISA fortzufahren. Das Prinzip des Beschichtens gilt fiir alle verwendeten Anti-
korper. Neben der Beschichtung der Platte direkt mit einem der Antikdrper, die das Anti-
gen spezifisch binden, kann die Platte auch mit anderen Proteinen beschichtet werden,
an welche dann in den weiteren Arbeitsschritten der Antikdrper bindet. Hier wird unter
Anderem die Platte mit 10 pg/ml BSA-Biotin beschichtet. Dazu werden 250 ul einer 2
mg/ml BSA-Biotin-Losung in 50 ml Coating-Puffer fiir die Beschichtung der ELISA-Platte
mit BSA-Biotin, Streptavidin gelost. 100 ul werden in jedes Well/ Vertiefung pipettiert und
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Inkubation werden die Wells mit Waschpuffer fur die
Beschichtung der ELISA-Platte mit BSA-Biotin, Streptavidin mit dem EIX50 Microplate
Strip Washer dreimal gewaschen. Dann werden 100 pg/ml Streptavidin (500ul einer 1
mg/ml-Lésung in 50 ml Aptamerpuffer gelost) hinzugefigt. Streptavidin bindet das Biotin
in einem maximalen Verhéltnis von 1:4. Nach zweistiindiger Inkubationszeit wird wieder
3mal gewaschen. Im letzten Schritt wird pro Well 200ul Blockpuffer fir die Beschichtung
der ELISA-Platte mit BSA-Biotin, Streptavidin hinzugegeben. Nach weiteren 2 Stunden
Inkubationszeit wird die Platte abgesaugt und bei -20°C im Kuhlschrank bis zur weiteren

Verwendung aufbewahrt.

2.2.11 Bio-Layer Interferometrie

Mit dieser Methode lassen sich einzelne Molektilbindungen und biomolekulare Interaktio-
nen messen, wie Protein-Protein-Interaktionen. Dafur wurde vor und nach der Bindung
der Brechungsindex ermittelt. Bei einer stattgefundenen Bindung anderte sich der Index
(Wikipedia,2023). Verwendet wurde das BLItz R System. Ein Streptavidin-beschichteter
Biosensor wurde vor die Lichtquelle aufgesetzt. Zunachst wurde ein erster Ligand (Anti-
korper oder Antigen) auf diesem Sensor gebunden und immobilisiert. Die darauffolgende
Bindung der Probe (Antigen oder Antikdrper) in Losung produzierte einen Anstieg der
optischen Dicke an der Sensorspitze. Dies sorgte fur eine Wellenlangenverschiebung und

stellte eine direkte Messung der Dickenénderung der biologischen Schicht auf dem Sen-
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sor dar. Das Gerat analysierte das Interferenzmuster von weif3em Licht mit einem Spekt-
rometer, welches an zwei Oberflachen reflektiert wird. Eine Reflektion fand an einer inne-
ren Schicht des Sensors statt, und die zweite an der Schicht des immobilisierten Proteins
auf der Sensorspitze. Jede Anderung der Zahl der gebundenen Molekiile verursachte eine
Verschiebung des Interferenzmusters. Da der Sensor Streptavidin-beschichtet ist, wurde
der zu immobilisierende Antikérper vorbereitend biotinyliert, damit eine Bindung stattfin-
den konnte.

Angewandte Messprotokolle

Uber den Experimenttyp ,Advanced kinetics* lieR sich im Versuchsverlauf das kinetische
Bindungsprofil der Proteine auf dem Sensor beobachten. Bevor der Versuch gestartet
wurde, mussten alle beteiligten Proteine und Lésungen vorbereitet werden. Bendtigt
wurde Assaypuffer als Lésungsmedium flr die Proteine und als Leerwert flr die Messung.
Das biotinylierte Protein und die anderen Proteine wurden verdiinnt in diesem Assaypuffer
auf die gewiinschte Konzentration gebracht. Der Biosensor wurde 10 Minuten in Assay-
puffer getaucht und dann auf das Gerat aufgesteckt. Zwei Wells wurden mit Assaypuffer
beflllt. Nach der Installierung des Biosensors wurde das passende Assay im Programm
ausgewahlt. Nacheinander wurden die Versuchsabschnitte ,Baseline” (30 Sekunden) fur
den Leerwert, ,Loading” (90 Sekunden) fur die Bindung des ersten, biotinylierten Proteins,
eine erneute Baseline (30 Sekunden), ,Association” (90 Sekunden) fur jedes weitere zu
bindende Protein mit jeweils einer Baseline dazwischen, und ,Dissociation“ (90 Sekun-
den) fur die am Ende folgende Dissoziation, festgelegt. Fur die Schritte ,Baseline” und
,Dissociation” tauchte der Sensor in ein Well mit Assaypuffer. Fir die Schritte ,Loading"
und ,Association” tauchte der Sensor in einen 4 pl Tropfen Probe der Proteinlésung in
einem Probenhalter. Die zwischengeschobenen Baselines dienten dem Herauswaschen
von nicht gebundenem Protein, da nur gebundenes Protein vom Gerat detektiert wurde
(Shah und Duncan, 2014). Diese Methode diente der Optimierung der ELISA. Im ELISA
liel3 sich durch das entstehende Signal feststellen, ob alle Komponenten gebunden wor-
den sind oder nicht. Durch die Bio-Layer Interferometrie liel3en sich einzelne Molekulbin-

dungen, also der einzelnen Komponenten der ELISAs, betrachten und analysieren



a7

3 Ergebnisse

3.1 Vorversuche zur Testetablierung

3.1.1 Testung der monoklonalen Antikérper im direkten ELISA und mit Biolayer-Interfe-

rometrie

Ziel dieser Versuche war herauszufinden, ob sich die monoklonalen Antikorper (AHV-
5101, AHV-5102, AHV-5112 und AHV-5146) fir die Entwicklung eines ELISA eignen, in-
dem man sie in der Rolle des Fanger- und des Detektionsantikorpers anwendet.

Im ersten Versuch wurde ein direkter ELISA angewendet. Konkret wurde Faktor V in der
Konzentration 5 pg/ml direkt auf einer Mikrotiterplatte fixiert und die Antikorper jewells in
unterschiedlichen Konzentrationen (1/0,5/0,25/0,125 pg/ml) zum Detektieren des Faktor
V hinzugegeben (siehe Methoden 2.2.7). Als sekundarer Detektionsantikérper wurde der
Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunglobulin HRP verwendet. Nach Zugabe eines Che-

milumineszenzsubstrates wurden mit dem Microplate Reader die Signalstarken ermittelt.
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Abbildung 3: Messergebnisse der direkten ELISA unter Verwendung der vier monoklo-
nalen Antikorper. Faktor V wurde in der Konzentration 5 pg/ml auf die Platte gegeben. Fir
jeden Antikorpereinsatz wurden jeweils die Konzentrationen 1; 0,5; 0,25; 0,125 pg/ml)
verwendet

In Abbildung 3 sind die Messergebnisse der vier verwendeten Antikorper im ELISA dar-
gestellt. Es ist zu erkennen, dass im Vergleich zum Leerwert, bei dem kein Faktor V an
die Platte gekoppelt war, bei allen Antikérpern Bindungen an Faktor V stattfanden. Deut-
lich wird, dass bei gleicher Antikbrperkonzentration der ELISA, in welchem der Antikorper
AHV-5101 verwendet wurde, die hdochste Signalstarke hervorruft. Ein Verdinnungseffekt
lasst sich bei diesem in dem gewahlten Konzentrationsbereich nicht feststellen. Bei den
drei anderen Antikdrpern sieht man dagegen wie die Signalstarke mit Zunahme der Anti-
korperverdinnung abnimmt. Unter diesen drei ELISA zeigte der, in welchem der Antikor-
per AHV-5146 verwendet wurde, die héchsten Signalstarken. Die Verwendung von AHV-
5112 und AHV-5102 unterscheiden sich in Bezug auf die erreichten Signalstarken nur

marginal.
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Im nachsten Schritt wurden die Bindungen der Antikoérper an Faktor V und an Faktor Va
mittels Biolayer-Interferometrie untersucht. Das Ziel war zu tGberprifen, welche Bindungs-
fahigkeiten die einzelnen Antikorper spezifisch fur Faktor V und Faktor Va besitzen und
wie sich diese unterscheiden.

Hierfir wurden zunéchst die biotinylierten Antikérper (1 puM) auf den Sensor geladen.
Dann wurden jeweils Faktor V (0,6 uM) bzw. Faktor Va (1,19 uM) auf den Sensor geladen.
Als Assaypuffer wurde fir jeden Schritt des Versuchsdurchlaufes der Ca?*-Assaypuffer
verwendet, da Ca?* als Bindeglied der leichten und schweren Kette die strukturelle Integ-

ritat des Faktor Va gewahrleisten sollte.

b  ~

2,5
1,5

0,5

Wellenlangenverschiebung (nm)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
-0,5
Zeit (Sek)

® AHV-5101 und FV ® AHV-5101 und FVa ® AHV-5112 und FV ® AHV-5112 und FVa

® AHV-5102 und FV @ AHV-5102 und FVa ® AHV-5146 und FV ® AHV-5146 und FVa

Abbildung 4: Biolayer-Interferometrie mit monoklonalen Antikérpern und Faktor V/ Faktor
Va

Der erste Anstieg der jeweiligen Kurven ab Sekunde 30 stellt die erfolgreiche Bindung des
jeweiligen Antikdrpers an den Sensor dar. Ab Sekunde 150 folgt eine etwas nach unten
versetzte horizontale Baseline. Der zweite darauffolgende Anstieg ab Sekunde 180 stellt
die Bindung von Faktor V bzw. Faktor Va dar, welcher nur bei zweien der Durchlaufe (Run



50

1 und Run 2) als erfolgreicher Anstieg bzw. Bindung gewertet werden kann. Der abschlie-
Rende Abfall der Linien ab etwa Sekunde 300 stellt die Dissoziation des Faktor V bzw.
Faktor Va vom Sensor dar

Wie in Abbildung 4 zu erkennen, konnten alle Antikorper in einem ersten Schritt erfolgreich
an den Sensor gebunden werden. Im Rahmen der Uberprifung der Bindung von Faktor
V bzw. Faktor Va an die immobilisierten Antikdrper war lediglich die Bindung an AHV-
5101 als erfolgreich zu werten. Die anderen Antikorper zeigten keine Bindung an Faktor
V oder Faktor Va.

Als Zwischenfazit der Versuche liel3 sich festhalten, dass der Antikorper AHV-5101 die
besten Bindungsfahigkeiten im ELISA auf der Mikrotiterplatte und bei der Biolayer-Inter-
ferometrie zeigt. Die anderen Antikorper konnten bei dieser keine Bindung zu Faktor V
bilden, im ELISA jedoch schien eine Bindung an den an die Platte fixierten Faktor V mog-

lich zu sein.

Nun wurde ein erster Sandwich-ELISA aufgebaut. Hierfir wurden jeweils der AHV-5101
und der AHV-5112 in der Konzentration 5 pug/ml an die Mikrotiterplatte mit dem Coating-
puffer fur Beschichtung der ELISA-Platte mit BSA-Biotin, Streptavidin fixiert und tber
Nacht inkubiert. Nach dem Blocken mit dem Blockpuffer fiir den ELISA wurden jeweils
Faktor V und Faktor Va in einer Verdinnungsreihe (1000 pM/100 pM/10 pM/0 pM) in oben
beschriebenem Assaypuffer hinzugegeben. Als Detektionsantikdrper wurde biotinylierter
AHV-5112 fur die mit AHV-5101 beschichteten Wells und biotinylierter AHV-5101 fir die
mit AHV-5112 beschichteten Wells in der Konzentration 1 pg/ml verwendet. Als sekunda-
rer Detektionsantikorper diente Streptavidin-HRP in einer Verdinnung von 1:1250. Als
Waschpuffer diente der Ca?*-Waschpuffer.

Ergebnis dieses Versuchs war, dass in keiner ELISA-Variante eine Bindung erfolgte. Da
der AHV-5112 bereits im Biolayer-Versuch keine Bindung zeigte, der AHV-5101 jedoch
als Fangerantikdrper sehr gut funktionierte, wurde entschieden den AHV-5112 nicht wei-

ter zu verwenden und die weiteren ELISA mit dem AHV-5101 weiterzuentwickeln.
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Nach dem gleichen Prinzip wurde ein Sandwich-ELISA aufgebaut, in welchem nur der
biotinylierte AHV-5112 durch den biotinylierten AHV-5146 in der Konzentration 1 pg/ml
ersetzt wurde als Detektionsantikorper. Als Fangerantikdrper wurde wieder der AHV-5101
verwendet.

Auch in dieser Konstellation erfolgte keine Bindung. Da der Sandwich-ELISA keine Bin-
dung zeigte und der AHV-5146 auch im Biolayer-Versuch keine Bindung zu Faktor V ein-
ging, wurde deutlich, dass er fur diesen Aufbau im Sandwich-ELISA ebenfalls nicht ge-
eignet war. Nur im direkten ELISA konnte der Antikdrper den direkt an die Platte fixierten
Faktor V binden. Weitere Versuche, den AHV-5146 in einen Sandwich-ELISA einzubin-
den, indem die Konzentrationen variiert wurden und indem man zum Faktor V Harnstoff
hinzugegeben hat um maogliche nicht zugangliche Bindungsstellen durch Entfaltung frei-

zugeben, blieben erfolglos.

Somit zeigten diese Vorversuche, dass lediglich der monoklonale Antikérper AHV-5101
fur den Aufbau von ELISA-Testen geeignet war. Es wurden im Folgenden auch polyklo-
nale Antikorper eingesetzt, um verschiedene ELISA-Varianten aufzubauen. Der Aufbau
und die optimierten Protokolle der letztlich etablierten Assays wird nachfolgend darge-

stellt.

3.1.2 Aufbau und Optimierung der in der Studie eingesetzen ELISA-Verfahren

Die letztlich etablierten ELISA-Verfahren werden in Abbildung 5 dargestellt und nachfol-

gend erlautert.
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A) SAFV-AP Faktor V r 1
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B) Faktnr \/
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Abbildung 5: Etablierte ELISA-Verfahren

A) Fangerantikorper SAFV-AP und Detektionsantikorper SAFV-HRP (ELISA #1). B) Fan-
gerantikdrper PAHFV-S und Detektionsantikdrper PAHFV-S in biotinylierter Form (ELISA
#2). C) Fangerantikorper AHV-5101 und Detektionsantikorper SAFV-AP (ELISA #3). D)
Fangerantikorper AHV-5101 und Detektionsantikorper PAHFV-S (ELISA #4)
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Als Fangerantikorper wird im ELISA #1 der affinitatsgereinigte, polyklone Antikorper
SAFV-AP verwendet, der an der schweren Kette von FV im Bereich der Aminosauren
500-513 bindet. Der polyklonale, HRP-markierte Detektionsantikorper bindet an unter-
schiedlichen, nicht definierten Stellen des FV (Abb. 5A).

Im ELISA #2 dient der polyklonale, gegen FV gerichtete Antikérper PAHFV-S sowohl als
Fanger, als auch als Detektionsantikorper. Zur Detektion wurde PAHFV-S in biotinylierter
Form verwendet, wobei Streptavidin-HRP zur Signalgenerieung zum Einsatz kam (Abb.
5B).

In ELISA #3 und ELISA #4 wurde der monoklonalen Mouse-Anti human Factor V Anti-
kérper (AHV-5101) in biotinylierter Form als Fangerantikorper verwendet. Als Detektions-
antikorper kamen im ELISA 3 der affinitatsgereinigte SAFV-AP, im ELISA #4 der PAHFV-
S zum Einsatz. Als sekundarer Antikdrper wurde in beiden Fallen ein HRP-konjugierter
Sekundarantikdrper genutzt (Abb. 5C und 5D).

Die Verdunnungsreihe von humanem Standardplasma diente als Referenz/ Standard-
kurve fur die Plasmaproben. Hierfiir wurde zunachst das humane Standardplasma linear
in Faktor-V-Mangelplasma verdinnt, wobei die erste Stufe reines Standardplasma und
die letzte Stufe als Leerwert nur Mangelplasma enthielt. Die Verdiinnungsreihe von Faktor

V diente als Referenz/ Standardkurve flr die Lysate.

In der nachfolgenden Tabelle 2 werden die letztlich optimierten Verfahrensschritte der vier

ELISA-Verfahren zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 2: Darstellung der Durchfiihrung der vier ELISA-Varianten

Arbeitsschritt ELISA 1 ELISA 2 ELISA 3und 4
Verwendung einer vorbe- BSA-Biotin und Streptavidin
schichteten Platte beschichtete Mikrotiterplatte

Coating des Fangerantikor- | SAFV-AP in Coatingpuffer | PAHFV-S mit 20 pg/ml in | biotinylierter AHV-5101: 0,25
pers Verdinnung 1:100, 100 | Coatingpuffer 100 pl/Well ug/ml in Assaypuffer,
pl/well 100 pl/Well
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Arbeitsschritt

ELISA 1

ELISA 2

ELISA 3und 4

Inkubation Uber Nacht bei 4°C Uber Nacht bei 4°C 60 min bei RT lichtgeschiitzt
Waschen/Absaugen Absaugen des Uberschussi- | 3x (Microplate Washer) mit | 3x (Microplate Washer) mit
gen Puffers  (Microplate | Waschpuffer Waschpuffer
Washer)
Blocken Blockpuffer (PBS-BSA), 150 | Blockpuffer, 200 pl/Well
pl/well
Inkubation 90 min bei RT lichtgeschiitzt | 120 min bei RT lichtge-
schitzt
Waschen/Absaugen 3x (Microplate Washer) mit | Absaugen des uberschissi-

Waschpuffer

gen Puffers
Washer)

(Microplate

Proben auftragen

1.Verdunnungsreihe huma-
nes Standardplasma, dazu
erst SP linear in Mangel-
plasma verdunnt, diese Pro-
ben dann je 1:200 in Sample
Diluent (HBS-BSA-T20)

2. Verdunnungsreihe Faktor
V ab 1000 pM halblogarith-
misch in Sample Diluent
(HBS-BSA-T20)

3. Lysatproben 1:5 in Sample
Diluent (HBS-BSA-T20)

4 Plasmaprobe 1:200 in
Sample Diluent (HBS-BSA-
T20) und vorverdinnt 1:2 in
Mangelplasma und dann

1:200 in Sample Diluent

Je 100ul/Well

1.Verdiunnungsreihe huma-
nes Standardplasma, dazu
erst SP linear in Mangel-
plasma verdunnt, diese Pro-
ben dann je 1:50 in Assay-
puffer (GrPf plus 5mM EDTA,
0,05% Tween 20 und 1%
Milchpulver)

2. Verdunnungsreihe Faktor
V ab 1000 pM halblogarith-
misch in gleichem Assaypuf-
fer

3. Lysatproben 1:5 in Assay-
puffer

4 Plasmaprobe 1:50 in As-
saypuffer und vorverdinnt
1:2 in Mangelplasma und
dann 1:50 in Assaypuffer

Je 100ul/Well

1.Verdunnungsreihe huma-
nes Standardplasma, dazu
erst SP linear in Mangel-
plasma verdunnt, diese Pro-
ben dann je 1:50 in Assay-
puffer (GrPf plus 5mM EDTA,
0,05% Tween 20 und 1%
Milchpulver)

2. Verdunnungsreihe Faktor
V ab 1000 pM halblogarith-
misch in gleichem Assaypuf-
fer

3. Lysatproben 1:5 in Assay-
puffer

4. Plasmaprobe 1:50 in As-
saypuffer und vorverdinnt
1:2 in Mangelplasma und
dann 1:50 in Assaypuffer

Je 100ul/Well

Inkubation

90 min bei RT lichtgeschiitzt

60 min bei RT lichtgeschiitzt

60 min bei RT lichtgeschuitzt

Waschen

1x (manuell), dann 3x

(Microplate Washer)

1x (manuell), dann 3x

(Microplate Washer)

1x (manuell), dann 3x

(Microplate Washer)
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Arbeitsschritt

ELISA 1

ELISA 2

ELISA 3und 4

Detektionsantikérper auftra-

SAFV-HRP 1:100 in Sample

Biotinylierter PAHFV-S mit

ELISA 3: SAFV-AP mit 2,5

gen Diluent(HBS-BSA-T20) , 100 | 20 pg/ml in Assaypuffer | pg/ml in Assaypuffer (GrPf
ul/well (GrPf plus 0,05% Tween 20 | plus 0,05% Tween 20 und
und 1% Milchpulver), 100 | 1% Milchpulver), 100 pl/Well
pl/well
ELISA 4: PAHFV-S mit 1,25
pg/ml in Assaypuffer (GrPf
plus 0,05% Tween 20 und
1% Milchpulver), 100 pl/Well
Inkubation 60 min bei RT lichtgeschiitzt | 60 min bei RT lichtgeschitzt | 60 min bei RT lichtgeschitzt
Waschen 3x (Microplate Washer) 3x (Microplate Washer) 3x (Microplate Washer)

Sekundaren Detektionsanti-

korper auftragen

Streptavidin-HRP 1:1250 in
Sample Diluent (HBS-BSA-
T20),

Streptavidin-HRP 1:1250 in
Assaypuffer  (GrPf
0,05% Tween 20 und 1%
Milchpulver),

plus

Rabbit anti-sheep-HRP mit
0,25 pg/ml in Assaypuffer
(GrPf plus 0,05% Tween 20
und 1% Milchpulver),

100 pl/Well
100 pl/well 100 pl/well
Inkubation 90 min bei RT lichtgeschiitzt | 30 min bei RT lichtgeschiuitzt | 60 min bei RT lichtgeschutzt
Waschen 3x (Microplate Washer) 3x (Microplate Washer) 3x (Microplate Washer)

3.1.3 Charakterisierung der gewonnenen Plasmaproben und Thrombozytenlysate

Im Rahmen der Studie konnten von insgesamt 29 Spendern sowohl Plasmaproben als
auch Thrombozytenlysate gewonnen werden. Diese Proben wurden durch die im Gerin-
nungslabor des IHT etablierte Testverfahren wie nachfolgend dargestellt charakterisiert.

3.1.4 Faktor-V Aktivitatsbestimmung der Proben

Von jeder Lysat- und Plasmaprobe des jeweiligen Probanden wurde eine Faktor V Aktivi-

tatsbestimmung durchgefihrt.
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Abbildung 6: Mittelwerte und Standardabweichungen der Faktor V Aktivitat der Lysat-
und Plasmaproben

Wie in Abbildung 6 zu erkennen ist, wurde bei den Plasmaproben im Mittelwert eine deut-
lich hbhere Aktivitdt gemessen als bei den Lysatproben.

3.1.5 Thrombozytenzahl der Lysate
Nach der Herstellung der Thrombozytenlysate wurde die Thrombozytenzahl der einzelnen
Proben mit einem Blutbilautomaten (Sysmex XN-1000) bestimmt.

Als mittlerer Wert wurde eine Thrombozytenzahl von 435 x1073/ul Lysat ermittelt.

3.1.6 Ergebnisse der FV-Bestimmungen in den Plasmaproben mittels der neu entwickel-
ten ELISA-Verfahren

Die gesammelten Plasmaproben wurden auf die zuvor beschriebenen vier verschieden

entwickelten ELISA zur Messung aufgetragen. Ziel dieses Versuchs war die Bestimmung

der Faktor-V Konzentration im Probandenplasma und der Vergleich der Messfahigkeiten

der entwickelten ELISA.
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Abbildung 7: Darstellung der Mittelwerte der gemessenen Plasmaprobenkonzentratio-
nen sowie der Standardabweichungen bei der Anwendung in den ELISA 1 bis 4

Wie anhand der Abbildung 7 zu erkennen ist, malRen die vier verschiedenen ELISA bei
der Verwendung der gleichen Proben vergleichbare Werte. Die hochsten Werte wurden
im Durchschnitt durch ELISA 2 ermittelt (4,02 pg/ml, Standardabweichung 0,95), und die
niedrigsten durch ELISA 1 (3,51 pg/ml, Standardabweichung 1,67). Die Messwerte unter-
schieden sich nur marginal, sie lagen im Mittel unter der allgemein bekannten durch-
schnittlichen Plasmakonzentration von ca. 7 pg/ml (Tracy et al., 1982). Einige Einzelwerte

lagen jedoch in diesem Bereich (Maximalwerte ELISA 1 und ELISA 4).

3.1.7 Ergebnisse der FV-Bestimmungen in den Thrombozytenlysaten mittels ELISA

Die vorbereiteten Lysatproben wurden auf die zuvor beschriebenen vier verschieden ent-
wickelten ELISA zur Messung aufgetragen. Ziel dieses Versuchs war die Bestimmung der
Faktor-V Konzentration in den Thrombozytenzelllysaten und der Vergleich der Messfahig-
keiten der entwickelten ELISA.
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Abbildung 8: Darstellung der Mittelwerte der gemessenen Lysatprobenkonzentrationen
sowie der Standardabweichungen bei der Anwendung in den ELISA 1 bis 4

Wie anhand der Abbildung 8 zu erkennen ist, malRen die vier verschiedenen ELISA bei
Verwendung der gleichen Proben sehr unterschiedliche Werte. Die héchsten Werte konn-
ten im Durchschnitt mit ELISA 2 ermittelt werden (0,1024, Standardabweichung 0,03290,
und die niedrigsten mit ELISA 1 (0,0014 pg/ml, Standardabweichung 0,0006). ELISA 3
und 4 lagen mit ihren durchschnittichen Messwerten dazwischen. Diese beiden ELISA
besitzen den gleichen Aufbau mit dem einzigen Unterschied des anderen Detektionsanti-
korpers. Die Werte des ELISA 4 lagen im Mittel Gber denen des ELISA 3. Wie erwartet
lagen die Messwerte der Lysatproben unter denen der Plasmaproben.

3.2 Berechnung der Verteilung von Faktor V im gesamten Thrombozytenpool und im
Blutplasma
Durch folgende Berechnungen wurde ermittelt, zu welchem Anteil sich Faktor V im Throm-

bozytenpool und im Plasma befindet.
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Faktor V Menge n im Gesamtthrombozytenpool: Berechnung anhand der Konzent-

rationsmessung mit ELISA 2

Berechnung der Masse m des Faktor V aus der gemessenen Konzentration:
m FV (in Lysatprobe) = ¢c*V=0,1024 pug/ml * 0,5 ml = 0,05 pg FV im Lysat

Berechnung der Stoffmenge n von Faktor V aus der berechneten Masse m:
n FV (in Lysatprobe) = m/M = 0,05*10"-6g/ 330000g/mol = 1,55*10"-13 mol FV im Lysat

Berechnung der Molekiilzahl von Faktor V im Lysat:
1,55*10"-13 mol FV * 6,022*107"23 = 9,34*10"10 Moleklle FV im Lysat

Thrombozytenzahl (gemessener Mittelwert) im Lysat (0,5ml)
= 344*1073 /ul * 500 pl = 172*10"3Thrombozyten im Lysat

Berechnung Faktor V Molekiilanzahl pro Thrompzyt:
9,34*10"10 Molekule FV/ 172*10"3 Thrombozyten = 544 Faktor V Molekule/ Throm-

bozyt

Berechnung Faktor V Molekiillanzahl im Thrombozytenpool des Koérpers bei ca. 6L Blut-

volumen und ca. 250000 Thrombozyten im Kérper:
54 Molekule FV/ Thrombozyt * 250000*1076/L *6 = 8,16*10"14 Molekile FV im Throm-

bozytenpool des Kdrpers

Faktor V Menge n im Gesamtplasmavolumen des Korpers: Berechnung anhand der

Konzentrationsmessung mit ELISA 2

Berechnung der Masse m des Faktor V aus der gemessenen Konzentration:
m FV (im Plasma) = c*V*Plasmaanteil im Blutvolumen = 4,02*10”3 pg/L * 6L * 0,55 =
13266 pg FV im Plasma

Berechnung der Stoffmenge n von Faktor V aus der berechneten Masse m:
n FV (im Plasma) = m/M = 13266*10”-6 g/ 330000 g/mol = 4,02*10”-8 mol FV im

Plasma
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Berechnung der Molekiilanzahl Faktor V im Kdrperplasma:
4.02*10”-8 mol FV * 6,022*10723 = 2,42*10716 Molekiile FV im Plasma des Kérpers

Berechnung der Gesamtmolekiilzahl Faktor V aus Thrombozytenpool und Plasma:
8,16*10"14 + 2,42*10716 = 2,5*10"16 Molekile FV insgesamt

Berechnung der prozentualen Anteile des Faktor V im Thrombozytenpool und im

Plasma:
8,16*10"14/ 2,50*10M6 = 0,0326 = 3,26% FV aus dem Thrombozytenpool
2,42*10716/ 2,50*10"16 = 0,9674 = 96,74% FV aus dem Plasma

Nach diesen Berechnungen befanden sich etwa 3,26% des gesamten Faktor V Bestan-

des in den Thrombozyten gespeichert, und 96,74% frei im Plasma.

3.3 Korrelation Thrombozytenzahl und Faktor V Aktivitat in den Thrombozytenlysaten
Durch Anwendung der Pearson-Korrelation und Bestimmung des Korrelationskoeffizien-
ten r wurde Uberpruft, ob ein Zusammenhang zwischen der Thrombozytenzahl der Pro-

banden und der Faktor V Aktivitat der entsprechenden Probe bestand.
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Abbildung 9: Streudiagramm der Einzelwerte von Thrombozytenzahl und entsprechen-
der Faktor V Aktivitat in den Lysatproben

Wie Abbildung 9 zeigt, liel3 sich eine positiv ansteigende Trendlinie erkennen, welche ei-
nen positiven linearen Zusammenhang vermuten liel3. Der Korrelationskoeffizient betrug

r=0,656. Dies bestatigte die lineare Korrelation. Da der p-Wert 0,00011 betrug, war dieses

Ergebnis signifikant.

3.4 Korrelation zwischen der plasmatischen und thrombozytéaren Faktor V-Aktivitat
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Abbildung 10: Darstellung der Aktivitat der FV Proben im Streudiagramm. Aufgetragen
sind jeweils Plasma- gegen Lysat-Aktivitat der Probanden



62

Wie in Abbildung 10 zu erkennen, lasst sich eine leicht positiv ansteigende Trendlinie
erkennen, welche lediglich einen leicht positiven linearen Zusammenhang vermuten lasst.
Der Korrelationskoeffizient betrug r=0,123. Dies bestétigt die nur schwache lineare Kor-

relation. Da der p-Wert 0,527 betragt, ist dieses Ergebnis nicht signifikant.

3.5 Korrelation der plasmatischen und thrombozytaren Faktor V-Aktivitat mit den mittels

ELISA bestimmten FV-Konzentrationen.
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Abbildung 11: Darstellung der FV-Aktivitat der Plasmaproben gegen die im ELISA 1 ge-
messene FV-Konzentration der Proben
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Abbildung 12: Darstellung der FV-Aktivitdt der Lysatproben gegen die im ELISA 1 ge-
messene FV-Konzentration der Proben

Es lassen sich in den Abbildungen 11 und 12 jeweils leicht positiv ansteigende Trendlinien
erkennen, welche lediglich einen leicht positiven linearen Zusammenhang vermuten lasst.
Der Korrelationskoeffizient betrug fur die Plasmamessungen r=0,191 und fur die Lysat-
messungen r=0,137. Dies bestétigt die nur schwache lineare Korrelation. Da der p-Wert
0,32 (Plasma) bzw. 0,48 (Lysat) betragt, ist dieses Ergebnis nicht signifikant.
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Abbildung 13: Darstellung der FV-Aktivitat der Plasmaproben gegen die im ELISA 2 ge-
messene FV-Konzentration der Proben

0,18 ° y =0,0011x + 0,0844
R*=0,15

......
.......

.ee
........

FV-Konzentration ELISA 2 (ug/ml)
&
°

0 10 20 30 40 50 60
FV-Aktivitat Lysat (%)

Abbildung 14: Darstellung der FV-Aktivitdt der Lysatproben gegen die im ELISA 2 ge-
messene FV-Konzentration der Proben

Es lassen sich in den Abbildungen 13 und 14 jeweils leicht positiv ansteigende Trendlinien
erkennen, welche lediglich einen leicht positiven linearen Zusammenhang vermuten lasst.

Der Korrelationskoeffizient betrug fur die Plasmamessungen r=0,045 und fir die Lysat-
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messungen r=0,39. Dies bestatigt eine schwache lineare Korrelation fir die Lysatmes-

sungen. Fir die Plasmamessungen bedeutet dieser Wert, dass es nahezu keinen Zusam-

menhang gibt. Da der p-Wert 0,817 (Plasma) betragt, ist dieses Ergebnis nicht signifikant.

Der p-Wert der Lysatproben bestétigt jedoch mit 0,038 eine Signifikanz des Ergebnisses.
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Abbildung 15: Darstellung der FV-Aktivitat der Plasmaproben gegen die im ELISA 3 ge-
messene FV-Konzentration der jeweiligen Proben
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Abbildung 16: Darstellung der FV-Aktivitat der Lysatproben gegen die im ELISA 3 ge-
messene FV-Konzentration der jeweiligen Proben

Es lasst sich in den Abbildungen 15 und 16 eine leicht positiv ansteigende Trendlinie fur
die Darstellung der Plasmaprobenmessungen erkennen, welche lediglich einen leicht po-
sitiven linearen Zusammenhang vermuten lasst. Fur die Lysatprobenmessungen zeigt
sich eine leicht negativ abfallende Trendlinie. Der Korrelationskoeffizient betrug fur die
Plasmamessungen r=0,434 und fir die Lysatmessungen r=-0,212. Dies bestatigt die nur
schwache lineare Korrelation. Da der p-Wert 0,019 (Plasma) betragt, ist dieses Ergebnis
signifikant. Der p-Wert der Lysatproben deutet jedoch mit 0,271 auf keine Signifikanz des

Ergebnisses hin.
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Abbildung 17: Darstellung der FV-Aktivitat der Plasmaproben gegen die im ELISA 4 ge-
messene FV-Konzentration der jeweiligen Proben
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Abbildung 18: Darstellung der FV-Aktivitdt der Lysatproben gegen die im ELISA 4 ge-
messene FV-Konzentration der jeweiligen Proben

Es lasst sich in den Abbildungen 17 und 18 eine leicht positiv ansteigende Trendlinie flr
die Darstellung der Plasmaprobenmessungen erkennen, welche lediglich einen leicht po-
sitiven linearen Zusammenhang vermuten lasst. Fur die Lysatprobenmessungen zeigt

sich eine leicht negativ abfallende Trendlinie. Der Korrelationskoeffizient betrug fur die
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Plasmamessungen r=0,113 und fur die Lysatmessungen r=0,043. Fur beide Messungen
bedeuten diese Werte, dass es nahezu keinen Zusammenhang gibt. Da der p-Wert 0,561
(Plasma) bzw. 0,824 (Lysat) betragt, ist dieses Ergebnis nicht signifikant.

Zusammenfassend lasst sich fur die Untersuchung der Zusammenhénge zwischen FV-
Aktivitat der Plasma- und Lysatproben und den jeweiligen Konzentrationsbedingungen
mittels der vier ELISA sagen, dass bestenfalls schwache Korrelation nachzuweisen ist.
Die beste Korrelation zeigten die Messungen fur die Lysatproben mit ELISA 2 und die
Messungen fir die Plasmaproben mit ELISA 3. Am wenigsten Korrelation zeigten die
Messungen mit ELISA 4.

4 Diskussion
Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von ELISA-Testen zur standardisierten Quantifizie-
rung von Faktor V bzw. Faktor Va. Als Probenmaterial dienten Thrombozytenlysate und
Plasmaproben von Blutspendern. Im Folgenden werden die erhaltenen Ergebnisse und

die Methodenentwicklung diskutiert.

4.1 Herstellung der Thrombozytenlysate

Fur die quantitative Messung von thrombozytarem Faktor V(a) wurden die Thrombozyten
zunachst durch mehrfache Zentrifugations- und Waschschritte aus plattchenreichem
Plasma isoliert und dann mithilfe von Triton X-100 lysiert, um, u.a., die enthaltenen Gerin-
nungsfaktoren freizusetzen. Fir die Gewinnung und Isolierung des im Thrombozyten ent-
haltenen Faktor V wurde eine modifizierte Version der von Gould beschriebenen Anrei-
cherung verwendet (Gould et al., 2004). Die Proben der Blutspender wurden durch eine
zusatzliche Abnahme per Injektionsnadel gewonnen und nicht aus dem Predonationsbeu-
tel entnommen, um zu verhindern, dass eine teilweise Aktivierung der Thrombozyten wéh-

rend einer Verweildauer im Predonationsbeutel stattfindet. Aufgrund der mechanischen
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Belastung bei der Aufreinigung konnte eine mdgliche teilweise Aktivierung der Throm-
bozyten jedoch nicht ausgeschlossen werden. Dies hatte zur Folge, dass Faktor V bereits
zum Teil aus der Alphagranula des Thrombozyten, den Speichern von u.a. Faktor V, aus-
geschuttet wirde, dass also der messbare Anteil im Thrombozytenlysat kleiner als im
nativen Zustand wéare (Brandt et al., 2000; Jurk und Kehrel, 2010). Allerdings sollten die
erhaltenen Messwerte innerhalb der verschiedenen Probanden aufgrund der Verwendung
der gleichen Methode dennoch vergleichbar sein.

4.2 Verwendete Antikorper und ELISA-Tests

In dem ELISA mit dem Fangerantikorper AHV-5101 und Detektionsantikdrper SAFV-AP
und in dem ELISA mit dem Fangerantikorper AHV-5101 und Detektionsantikorper
PAHFV-S kam mit dem AHV-5101 ein monoklonaler Antikdrper zum Einsatz. Wie wir zei-
gen konnten, ist dieser Antikorper in der Lage, sowohl Faktor V als auch Faktor Va zu
binden und ist auch im ELISA-Setting als Fangerantikdrper einsetzbar. Urspringlich ge-
plant war der Einsatz dreier weiterer monoklonaler Antikérper, welche sich jedoch, wie in
entsprechenden Vorversuchen gezeigt werden konnte, nicht fir den Einsatz im ELISA
eigneten. Mit den Antikdrpern AHV-5102 und AHV-5112 konnten keine erfolgreichen Mes-
sungen im ELISA durchgefuhrt werden, da nur sehr schwache Bindungen detektierbar
waren. Auch im Einsatz als ELISA im Biolayer-Interferometrie Versuch zeigten sich keine
Bindungen an Faktor V oder Faktor Va. Bei der Verwendung des AHV-5146 war nur unter
bestimmten Voraussetzungen eine Faktor V Bindung moglich, jedoch fur die hier entwi-
ckelten Sandwich-ELISA war auch dieser nicht einsetzbar. Im Biolayer-Interferometrie
Versuch zeigte sich keine Bindung von Faktor V, und im ELISA konnte der Antikdrper
Faktor V nur detektieren, wenn dieser direkt, also ohne Fangerantikdrper, auf die Platte
gegeben wurde. Dies sagt grundsatzlich aus, dass eine Bindung des Antikdrpers an Fak-
tor V erfolgen kann, jedoch nicht in den nétigen Versuchssituationen fir einen Sandwich-
ELISA. Eine mogliche Erklarung fur den erfolgreichen Einsatz im direkten ELISA kénnte
sein, dass der Faktor V sich bei der Fixierung direkt an die Platte in der Art entfaltet hat,
dass die Bindungsstelle fir den AHV-5146 freigegeben wurde. Diese Formation kdnnte
im Sandwich-ELISA und in der Biolayer-Interferometrie nicht so gegeben gewesen sein,
sodass der Antikorper nicht an seine Bindungsstelle binden konnte. Auch der Versuch,

das Faktor V Protein durch Zugabe von Harnstoff zu entfalten, blieb erfolglos.
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Bindungseigenschaften von SAFV-AP

Der affinitatsgereingte Antikorper SAFV-AP bindet spezifisch an der schweren Kette des
Faktor V im Bereich der Aminosauren 500-513. Sowohl im ELISA als auch in der Biolayer-
Interferometrie zeigte sich eine gute Bindungsfahigkeit fir Faktor V. Jedoch war dies nur
in der Funktion als Detektionsantikorper méglich. Bei den Versuchen, Faktor Va zu bin-
den, zeigte sich jedoch in der Biolayer-Interferometrie keine Bindung, und im ELISA eine
sehr schwache Bindung, die kaum Uber den Leerwert hinaus ging. Es stellen sich die
Fragen, warum der SAFV-AP zum einen nur als Detektionsantikorper einsetzbar war, und
zum anderen warum Faktor V gut detektierbar, nicht bzw. sehr schlecht aber Faktor Va
detektierbar war. Im Vergleich dazu wurde der Antikoérper in dem standardisierten ELISA-
Kit von Affinity Biologicals (ELISA 1) mit dem SAFV-AP als Fanger- und dem SAFV-HRP
als Detektionsantikdrper erfolgreich als Fangerantikorper eingesetzt, jedoch waren hier
die Messwerte insgesamt vor Allem fur die Messungen der Lysatproben am geringsten.
Fur beide Fragestellungen gilt vermutlich, dass die Bindestelle fiir den SAFV-AP unzu-
ganglich war. Dies kann an einer unterschiedlichen Proteinfaltung bei der Bindung an den
ELISA liegen, wobei es eine Rolle zu spielen scheint, ob der SAFV-AP direkt an die Platte
fixiert wurde oder als Detektionsantikorper zugegeben wurde. Da beim Einsatz des oben
beschriebenen ELISA-Kit jedoch eine Faktor V Bindung an den Fangerantikorper SAFV-
AP stattfand, scheint auch der Coating- und der Assaypuffer eine Rolle zu spielen, welche
hier grundsatzlich anders gewéahlt waren als in den anderen drei entwickelten ELISA. In
Bezug auf die geringe Bindungsfahigkeit an Faktor Va konnte die Aktivierung durch
Schnitte an den bekannten Schnittstellen zu einer Faltung des Proteins geftihrt haben,
sodass die Bindestelle fur den SAFV-AP unzugénglich wurde. In dem Bindungsbereich
des Antikorpers (Aminosauren 500-513 der schweren Kette) liegt zudem die kinetisch
praferierte Schnittstelle flr die Inaktivierung des Faktor Va (Arg506). Dies bedeutet, sollte

Faktor Va inaktiviert worden sein, ware die Bindestelle flr den Antikdrper zerstért worden.

Bindungseigenschaften von PAHFV-S

Wie oben bei dem Einsatz des SAFV-AP bereits erwahnt, scheint Faktor Va in viel gerin-
gerem Mal3e gebunden werden zu kénnen als Faktor V. Dies galt auch fur die Versuche,

in denen der PAHFV-S als Detektionsantikérper verwendet wurde (ELISA 2). Die oben
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genannten Erklarungsansatze kénnen hier jedoch nicht angefiihrt werden, da der po-
lyklonale PAHFV-S nicht auf das eine spezifische Epitop zwischen den Aminosauren
500-513 angewiesen war. Es scheint Uberraschend, dass auch in diesem ELISA nur we-

nig Faktor Va detektiert werden konnte.

4.3 Vergleich mit bisheriger Forschung/Literatur

In dieser Arbeit wurden durch die ELISA Methoden entwickelt, um die Menge von Faktor
V quantitativ zu messen. Zum Vergleich der quantitativen Bestimmung von Faktor V eig-
net sich die Arbeit von Tracy (Tracy et al., 1982) welcher eine mittlere Faktor V Konzent-
ration im Plasma von 7 ug/ml (4-14 pg/ml) feststellte. Die damals ermittelten Werte dienen
bisher als Standardwerte. Dieser hatte zur Detektion und quantitativen Messung des Pro-
teins die Konzentration von thrombozytarem Faktor V durch einen AntikGrper-basierten
Radioimmunoassay und eine Gesamt-Faktor V Aktivitditsmessung durch Einsatz eines
Bioassay ermittelt. In den in dieser Arbeit eingesetzten vier ELISA (ELISA 1-4) wurden
jeweils im Durchschnitt Plasmakonzentrationen von 3,51; 4,02; 3,98 und 3,79 pug/ml ge-
messen. Diese Werte liegen somit im unteren Referenzbereich die 1982 von Tracy ermit-
telt wurden. Einzelne Werte von z.B. 7,89 pg/ml (im ELISA 1 mit dem Fangerantikorper
SAFV-AP und Detektionsantikorper SAFV-HRP) oder 7,79 pg/ml (im ELISA 4 mit dem
Fangerantikérper AHV-5101 und Detektionsantikorper PAHFV-S) lagen jedoch im Be-
reich der von Tracy beschriebenen durchschnittlichen 7 pg/ml. Die von Tracy 1982 ermit-
telten Konzentrationen von thrombozytarem Faktor V betrugen 0,63-1,93ug Faktor V pro
2,5x 1078 Thrombozyten, also 4612-14128 Faktor V Molekilen pro Thrombozyt. Die in
dieser Arbeit durch den Einsatz von vier Sandwich-ELISA ermittelten Werte ergaben im
Durchschnitt 0,1024 pg/ml, 0,0014 pg/ml, 0,0189ug/ml und 0,041ug/ml Faktor V in den
Lysatproben. Durch die Konzentrationsmessung von Faktor V konnte Uber das bekannte
Volumen der Lysatproben und der gemessenen durchschnittlichen Thrombozytenzahl ein
Vorliegen von etwa 543,88 Faktor V Molekllen pro Thrombozyt errechnet werden. Diese
Zahl unterscheidet sich deutlich von denen durch Tracy erhobenen Werten. Bekannt ist
zudem ein Verteilungsverhaltnis des Faktor V Pools zwischen einem Vorliegen im Plasma
von etwa 80 % und einem Vorliegen in der Alpha-Granula eines Thrombozyten von etwa
20 %, welche ebenfalls von Tracy 1982 ermittelt wurden (Chesney et al., 1981; Tracy et

al., 1982; Wencel-Drake et al., 1986). Die Berechnungen dieser Arbeit hier stimmen mit
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den bekannten Werten nicht Gberein, der Faktor V Anteil im gesamten Thrombozytenpool
wurde auf etwa 3,26% und der Anteil im Plasma auf 96,74% berechnet. Dies kdnnte in
einer unzureichenden Messfahigkeit der ELISA des Faktor V im Thrombozytenlysat be-
grindet sein. Wie bereits oben diskutiert, kann die Konfiguration der hier verwendeten
ELISA zu divergierenden Ergebnissen gefuihrt haben. Verschiedene Antikorper scheinen
unterschiedlichen Zugang zu einer moglichen Bindung an Faktor V und an Faktor Va zu
finden, durch mogliche Proteinfaltungsprozesse nach Aktivierung sind maoglicherweise
Bindungsstellen fur die Antikorper blockiert, sodass weniger Faktor Va detektiert werden
konnte. Wie gut zuganglich fur eine Antikérperbindung das Faktor V Molekul im Allgemei-
nen fur die hier verwendeten Antikorper ist im Vergleich zu den antikorperbasierten Mess-
verfahren bei Tracy lasst sich allein durch den Versuchsaufbau des ELISA ebenfalls nicht
eruieren. Die oben beschriebene mdogliche teilweise Aktivierung der Thrombozyten kénnte
ebenfalls zu einem falsch niedrigen Ergebnis beitragen. Die in dieser hier durchgefihrten
Arbeit ermittelten Konzentrationen des thrombozytaren Faktor V kbénnen auch mit der Ar-
beit von (Pfahler, 2022) verglichen werden. In dieser Arbeit wurde mittels koagulometri-
scher Bestimmung eine Faktor V Konzentration von 0,87ug pro 2,5 *108 Thrombozyten
+/- 0,4 ug pro 2,5 *108 Thrombozyten gemessen. Dieser Wert lag genau im Bereich des
auch schon von Tracy 1982 ermittelten Wertes, und somit im Durchschnitt hdher als in
dieser Arbeit hier gemessen werden konnte. Eine Messung des plasmatischen Faktor V

wurde im Vergleich nicht durchgefihrt.

In der Arbeit von (Pfahler, 2022) wurde eine koagulometrische Messmethode angewandt
und die Faktor V Aktivitat bestimmt. Die Methode von Tracy 1982 stiitzte sich auf eine
Methode, welche auf einer Erkennung der Strukturen von Faktor V beruhte und antikor-
pervermittelt angewendet wurde. Ein Vergleich der mit den unterschiedlichen Methoden
erhobenen Befunde gestaltet sich deshalb schwierig. Auch in der vorliegenden Arbeit
wurde mit dem Sandwich-ELISA eine antikdrperbasierte Strukturerkennung von Faktor V
angewendet. Heute besitzt man jedoch mehr Grundkenntnisse tber den strukturellen Auf-
bau des Faktor V, des Faktor Va Molekils und den verschiedenen Modifikationen des
plasmatischen und des thrombozytaren Faktor V als damals. Diese Grundkenntnisse kon-

nen auch dabei helfen, die hier gemessenen Ergebnisse einzuordnen im Vergleich zu den
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beiden oben genannten Studien. Die Erkenntnis, dass sich plasmatischer und throm-
bozytarer Faktor V strukturell unterscheiden (Bouchard et al., 2015; Monkovi¢ und Tracy,
1990) kdénnten sowohl bei den Studien von Tracy 1982 als auch bei den hier durchgefihr-
ten ELISA zu falsch niedrigen Ergebnissen von vor allem des thrombozytaren Faktor V
gefuhrt haben, da die verwendeten Antikérper je nach Faktor V Form schlechter gebunden
haben kdnnten. Grundsatzlich sollte bedacht werden, dass die technische Ausstattung
der Studien von 1982 nicht mit den heutigen verglichen werden kdnnen, dies kann eben-

falls zu Ungenauigkeiten und Abweichungen der Messergebnisse beigetragen haben.

4.4 Erklarungsansatz fur die unterschiedlichen Messergebnisse der vier ELISA auf Ba-
sis der Bindungsfahigkeiten der Antikdrper

Detektion von Faktor V und Faktor Va

Dass der SAFV-AP die Eigenschaft zu besitzen scheint, Faktor Va nicht oder nur im ge-
ringen Mal3e binden zu kdnnen, lasst darauf schlie3en, dass in den ELISA, in denen er
eingesetzt wurde (ELISA 1 mit Fangerantikbrper SAFV-AP und Detektionsantikorper
SAFV-HRP und der ELISA 3 mit Fangerantikorper AHV-5101 und Detektionsantikérper
SAFV-AP), das Messignal allein von Faktor V hervorgerufen wurde. Vergleicht man die
durchschnittlichen Messergebnisse von dem ELISA 3 mit Fangerantikbrper AHV-5101
und Detektionsantikorper SAFV-AP (0,0189 pg/ml) und dem ELISA 4 mit Fangerantikor-
per AHV-5101 und Detektionsantikorper PAHFV-S (0,041 ug/ml) in Bezug auf die Lysat-
proben, so fallt auf, dass beim Einsatz von letzterem etwa 2fach héhere Werte gemessen
wurden. Der einzige Unterschied der beiden ELISA lag in der Verwendung des Detekti-
onsantikorpers. Bei dem einen wurde der SAFV-AP, bei dem anderen der PAHFV-S ein-
gesetzt. Die hoheren Messwerte konnten auf zwei Umstande zuriickzufiihren sein. Zum
einen bindet der polyklonale PAHFV-S an mehr Epitope des Faktor V bzw. Faktor Va als
der SAFV-AP, welcher nur in einem kleinen Bereich der schweren Kette spezifisch bindet.
Zum anderen ist der SAFV-AP nicht oder kaum fahig, Faktor Va zu binden, es kdnnte also
sein, dass dieser ELISA einen relevanten Anteil der Molekule nicht gebunden hat, die von
dem ELISA 4 mit Fangerantikérper AHV-5101 und Detektionsantikdrper PAHFV-S jedoch

gemessen wurden. Ginge man davon aus, dass Faktor V/Faktor Va von jeweils nur einem
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Detektionsantikorper gebunden werden kdnnen, so wirde dies dafir sprechen, dass nur
etwa die Halfte des Messignals des ELISA 4 mit Fangerantikbrper AHV-5101 und Detek-
tionsantikérper PAHFV-S durch Faktor V-, und die andere durch Faktor Va-Molekule her-
vorgerufen wurde. Dies wirde bedeuten, dass etwa 50% des Faktor V-Pools im Throm-
bozyten in aktivierter Form vorliegt. Da aber wahrscheinlich beide oben beschriebenen
Umstéande eine Rolle spielen, liegt der wahre Faktor Va Anteil wohl unter 50%. Ahnliche
Uberlegungen kénnen in Bezug auf die Betrachtung von dem ELISA 1 mit Fangerantikor-
per SAFV-AP und Detektionsantikérper SAFV-HRP und dem ELISA 3 mit Fangerantikor-
per AHV-5101 und Detektionsantikrper SAFV-AP), angestellt werden. Sie sind die bei-
den ELISA, in welchen der SAFV-AP eingesetzt wurde, einmal als Fangerantikérper und
einmal als Detektionsantikdrper. Diese beiden ELISA zeigten die insgesamt niedrigsten
durchschnittlichen Messwerte fur die Lysatproben. Dies kdnnte wiederum daran liegen,
dass Faktor Va zu einem grof3en Anteil im Thrombozyten vorliegt, welchen der SAFV-AP
nicht bzw. kaum binden kann, oder an dem Umstand, dass er durch seine Affinitatsreini-
gung keine so hohen Messsignale hervorrufen kann wie ein ,echter” polyklonaler Antikér-
per. Der ELISA 1 mit Fangerantikorper SAFV-AP und Detektionsantikorper SAFV-HRP
zeigt im Vergleich zu dem ELISA 3 mit Fangerantikérper AHV-5101 und Detektionsanti-
korper SAFV-AP), noch niedrigere Messignale, dies ist vermutlich Gber den grundsétzlich
anderen Aufbau und der Verwendung anderer Waschpuffer und Lésungspuffer zu erkla-

ren.

Vergleich der Messfahigkeiten der ELISA

Betrachtet man nun den ELISA 2 mit Fangerantikorper PAHFV-S und Detektionsantikor-
per PAHFV-S in biotinylierter Form, erscheint es mit beiden oben genannten Erklarungs-
ansatzen logisch, dass dieser die im Durchschnitt hochsten Messsignale registrierte
(0,1024 pg/ml). Der als Fanger- und Detektionsantikérper eingesetzte PAHFV-S kann
jede Faktor V Form binden, und als polyklonaler Antikbrper kann er zudem an viele
Epitope des Molekiils binden. Ein Vergleich mit dem ELISA 4 mit Fangerantikorper AHV-
5101 und Detektionsantikrper PAHFV-S, in welchem der Antikorper ebenfalls als Detek-
tionsantikorper eingesetzt wurde, ist jedoch schwierig. Die Messwerte waren im Schnitt
bei dem ELISA 2 mit Fangerantikdrper PAHFV-S und Detektionsantikorper PAHFV-S in
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biotinylierter Form etwa 2,5fach hdher (2,497fach). Dies kann an dem Einsatz des mono-
klonalen AHV-5101 als Fangerantikorper liegen, jedoch war auch die ELISA-Plattenbe-
schichtung bei den beiden ELISA 3 und 4, in welchen der monoklonale Antikorper AHV-
5101 zum Einsatz kam, durch die zuerst durchgefiihrte Beschichtung der ELISA-Platten
mit BSA-Biotin und mit Streptavidin, grundsatzlich eine andere als in den anderen beiden
ELISA. Der Einsatz der vier verschiedenen ELISA zeigte bei der Messung der Plasma-
proben nicht so deutliche Unterschiede wie bei den oben beschriebenen Lysatmessun-
gen. Auch hier wurden mit dem ELISA 2 mit Fangerantikdrper PAHFV-S und Detektions-
antikorper PAHFV-S in biotinylierter Form im Durchschnitt die hochsten Messwerte (4,02
pg/ml) ermittelt, jedoch unterscheidet sich dieser Wert nur marginal von den Werten des
ELISA 3 mit Fangerantikorper AHV-5101 und Detektionsantikorper SAFV-AP (3,98
pg/ml). Die oben beschriebene Erklarung kénnte auch hier gelten, dass namlich die Kom-
bination aus zwei polyklonalen Antikorpern die héchsten Messignale hervorrufen kann,
durch die vielen méglichen Epitope, die gebunden werden kénnen. Uberraschend ist zum
einen, dass der ELISA mit einem monoklonalen Fanger- und einem affinitatsgereinigten
Detektionsantikorper, welche in ihren mdglichen Bindungsstellen eingeschrankter sind, zu
ahnlich hohen Messergebnissen gelangten. Zum anderen ist auch Uberraschend, dass
die Messwerte des ELISA 4 mit Fangerantikbrper AHV-5101 und Detektionsantikorper
PAHFV-S im Durchschnitt unter denen des ELISA 3 mit Fangerantikérper AHV-5101 und
Detektionsantikorper SAFV-AP lagen. Dies konnte durch die Affinitatsreinigung des
SAFV-AP erklart werden, wodurch dieser eine hohere Affinitat zu Faktor V zeigen kénnte

als die anderen Antikorper. Als Kalibrator wurde Faktor V verwendet.

Messergebnisse der Lysatproben

Besonders wichtig fur die Charakterisierung von Faktor V bzw. Faktor Va war die Unter-
suchung der Lysatproben. Wie die unterschiedlichen Messsignalhéhen zustande gekom-
men sein konnten, wurde bereits unter Punkt 5.5.1 diskutiert. Es stellt sich des Weiteren
die Frage, warum die Lysatproben viel schwachere Signale hervorriefen bzw. warum so
geringe Faktor V Konzentrationen gemessen wurden im Vergleich zu den Plasmaproben.

Aus den durchschnittlichen Konzentrationen des Faktor V wurde eine durchschnittliche
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Molekilanzahl von 544 Molekilen Faktor V pro Thrombozyt errechnet. Diese Zahl unter-
scheidet sich stark von den Ergebnissen von Tracy 1982, welche 4612-14128 Molekile
Faktor V pro Thrombozyt ermittelten. Der Anteil des thrombozytaren Faktor V betrug bei
ihnen etwa 18-25%, in dieser Arbeit hier nur etwa 3,26%. Einen &hnlichen Anteil konnten
Tracy nur bei bovinen Blutproben feststellen, bovine Thrombozyten beinhalteten demnach
etwa 400-800 Faktor V Molekiile, was einem Anteil von etwa 2-5% entsprach. Mégliche
Erklarungen fur die geringen Faktor V Konzentrationen in den ELISA Messungen hier
kénnten eine unzureichende Bindungsfahigkeit der Antikdrper sein. Wie bereits oben dis-
kutiert scheint vor Allem der SAFV-AP Faktor Va nicht oder kaum binden zu kénnen. Da
thrombozytarer Faktor V bereits zum Teil im aktivierten Zustand vorliegt (Gould et al.,
2004; Monkovi¢ und Tracy, 1990), ist es moglich, dass ein signifikanter Anteil des Faktor
V von diesen ELISA nicht detektiert wurde. Zudem fand Gould 2004 heraus, dass auch
strukturelle Unterschiede zwischen plasmatischem und thrombozytdrem Faktor V beste-
hen. So besitzt die schwere Kette des thrombozytaren Faktor V nur etwa 10-15% des
Phosphoserins im Vergleich zum plasmatischen Faktor V. Die leichte Kette wies einen
Schnitt an Tyrl543 statt an Arg1545 auf, welcher verantwortlich fiir einen wesentlichen
Anteil der Kofaktoraktivitat ist. Zudem ist thrombozytarer Faktor V im Vergleich zu plas-
matischem O-glykosyliert an Thr402. Diese Modifizierung mit einem GIcNAc oder GalNAc
Rest ist eine haufige Modifizierung und kénnte dem Protein neue Funktionen vermitteln.
Hier scheint es die Phosphorylierung an Serinen und Threoninen zu blockieren (Gould et
al., 2004). Diese Verlinkung kann auch grof3en Einfluss auf die Struktur des Proteins neh-
men, sowohl in direkter Umgebung des Zuckerrestes als auch an weiter entfernten Stellen
des Proteins (Gould et al., 2004). Des Weiteren zeigt sich der Faktor V resistent gegen
eine Phosphorylierung an Ser692. Diese Phosphorylierung ist normalerweise aber essen-
tiell fir die Inaktivierung des Faktor V (Camire et al., 1998a). Die vielfaltigen Modifizierun-
gen, welche im Megakaryozyten stattfinden, sind durch die verminderte Phosphorylierung
begunstigt und geschehen durch Schnitte durch eine Megakaryozytenprotease. Auch an
der leichten Kette fanden sich in den Versuchen von Gould Veranderungen im throm-
bozytaren Faktor V/ Va. Hier wurden N-gebundene Kohlenhydratreste beispielsweise an
Asn1982 gefunden (Gould et al., 2004) und N-gebundene Glykoformen an Asn2181. Ins-
gesamt wurden in den Untersuchungen nur 40% der schweren Kette des Faktor V mit
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Massenspektroskopie untersucht (Gould et al., 2004). Eine oder mehrere dieser Modifi-
zierungen des thrombozytdrem Faktor V kdnnten zu einem schlechteren bzw. anderem
Bindungsverhalten der in den ELISA verwendeten Antikérper im Vergleich zur Messung

des plasmatischen Faktor V gefiihrt haben.

4.5 Klinische Relevanz und Ausblick

Die entwickelten ELISA dienen der quantitativen Bestimmung von Faktor V und Faktor
Va. Durch die unterschiedlichen Bindungsstellen der verwendeten Antikdrper kdnnte eine
differenzierte Analyse des Faktor V erfolgen. Dies kdnnte bei der Diagnostik und bei der
Entscheidung einer Therapie von Krankheitsbildern wie z.B. dem Faktor-V-Mangel hilfrei-
che Informationen liefern. Im Folgenden werden Studien erlautert, die bereits die Wichtig-
keit einer moglichen Differenzierung von thrombozytdrem und plasmatischem Faktor V
beschreiben. (Boujrad et al., 2017; Drzymalski et al., 2019; Lak et al., 1998) fuhrten Stu-
dien an Patienten mit Faktor-V Mangel durch, in welchen speziell eine effektive und si-
chere Therapie der verstarkten Blutungen der Patienten auf den Erkenntnissen lber
thrombozytaren und plasmatischen FV aufbaute. Zudem gelang es (Ren et al., 2017),
einen entscheidenden Einfluss von speziell thrombozytarem Faktor V auf arterielle Throm-
bosen nachzuweisen im Gegensatz zu plasmatischem Faktor V. (Yang et al., 2017) un-
tersuchte den Einfluss von Faktor V auf die Angiogenese und stellte fest, dass auch hier
thrombozytarer Faktor V einen anderen Einfluss besitzt als plasmatischer Faktor V. Zu-
letzt wird beschrieben, wie auch (Albagoush et al., 2022) mogliche therapeutische Kon-
sequenzen aus einer genaueren Charakterisierung von Faktor V bei Vorliegen einer Fak-
tor-V-Leiden Mutation diskutiert. Faktor-V Mangel beruht auf einer Mutation des F5-Gens
(1923), wodurch die Produktion des plasmatischen Faktor V reduziert ausgefuhrt wird.
Klinisch zeigt sich jedoch eine hohe Variabilitat in Bezug auf die Schwere der Blutungs-
neigung (Boujrad et al., 2017). Er stellt eine seltene Erkrankung mit einer Pravalenz von
etwa 1:1 Mio dar und wurde 1944 von Owren entdeckt (Acharya et al., 2004; OWREN,
1947). (Boujrad et al., 2017) beschrieb den Fall eines Patienten mit vererbtem Faktor-V-
Mangel, dessen Faktor-V Spiegel bei 2% lag (elterliche Spiegel bei 44% und 59%). Auf-
grund der Messung dieser Konzentrationen konnte eine angepasste Therapie mit FFP

(Frischem gefrorenem Plasma) begonnen werden, wodurch die Blutungsproblematik des
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Kindes gestoppt werden konnte. Song JW berichten, dass es einen Zusammenhang zwi-
schen der Thrombozytenkonzentration und auch der katalytischen Untereinheit des
thrombozytaren Faktor V und der Blutungsneigung gebe, nicht aber zwischen der Kon-
zentration des plasmatischen Faktor V und der Blutungsneigung (Song et al., 1987). Es
konnte keinen Zusammenhang zwischen der Konzentration von Faktor V im Plasma und
der Blutungsschwere festgestellt werden (Song et al., 1987). Auch (Lak et al., 1998) fuhr-
ten 1998 Studien uber einzelne Félle von Faktor-V Mangel Patienten durch. Diese fielen
klinisch durch verstarkte Epistaxis und verstarkte postoperative Blutungen auf. Ihre Spie-
gel an plasmatischem Faktor V lagen zwischen 1-10%. Auch hier konnte die Schwere der
Blutungen nur teilweise mit diesen Konzentrationen korreliert werden. Schwankende
Thrombozytenzahlen wurden hier als mdgliche Erklarungen fur die variabel ausfallenden
Blutungsschweregrade in Erwagung gezogen. Ebenfalls wurde hier die Therapie mit FFP
eingeleitet (Lak et al., 1998). Diese beschriebenen Falle zeigen die Wichtigkeit auf, die
Faktor V Konzentration differenziert messen zu kénnen, um angemessen eine Blutungs-
neigung bei Faktor-V Mangel therapieren zu kénnen. Kénnte man den thrombozytéaren
Faktor V differenziert vom plasmatischen Faktor V messen, indem er anhand seiner struk-
turellen Unterschiede anders durch ein Messsystem erkannt wirde, kénnte méglicher-
weise eine genauere Aussage Uber das tatséchliche Blutungsrisiko des individuellen Pa-
tienten getroffen werden. Die Indikationsstellung zur Therapie mit FFP oder Thrombozy-
tentransfusion konnte spezifischer gestellt werden und auch wére eine genauere Erfolgs-
kontrolle der Therapie méglich. (Drzymalski et al., 2019) beschrieb eine Fallstudie zu
Schwangerschatft bei Vorliegen eines angeborenen Faktor-V Mangels. Hier wurde ver-
sucht, durch Gabe von FFP den Plasmaspiegel von Faktor V bei 50% aufrechtzuerhalten.
Nach der Transfusion von FFP stieg der Plasmaspiegel von Faktor V zunachst von 34%
auf 55% an, um dann jedoch schnell wieder abzusinken, wodurch viele zusatzliche Trans-
fusionen noétig waren. Als Problem trat durch die daftir nétigen zahlreichen Transfusionen
von FFP und die dadurch entstehende grof3e Volumenbelastung ein Lungendédem auf. Als
Alternative wurde die Therapie mit Thrombozytentransfusionen durchgefihrt, welches
ebenfalls die Blutungen verhindern konnte, aber nicht zu einem Lungenédem fiihrte. Dies
stellte also eine wirksame Alternative dar. Thrombozytarer Faktor V besitzt eine bessere
prokoagulatorische Funktion durch lokal etwa 100-fach héhere Konzentrationen als von
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plasmatischem Faktor V (Drzymalski et al., 2019). In diesem Zusammenhang schlug
Drzymalski auch die Entwicklung von Assays vor, mit welchen thrombozytéarer Faktor V
spezifischer detektiert werden kann, um die Anleitung zur Therapie mit FFP oder Throm-
bozytentransfusionen zu optimieren (Spiezia et al., 2012). Er beschrieb, dass die richtige
Messung der Wirkung der Thrombozytentransfusion eine Herausforderung sei. Eine nen-
nenswerte Anderung des plasmatischen Faktor V sei nicht zu erwarten, da der GroRteil
des Faktor V im Thrombozyten verbleiben wiirde. Nach einem Fallbericht (Chediak et al.,
1980) sei der Faktor V Plasmaspiegel nur deshalb nach einer Thrombozytentransfusion
angestiegen, da in diesem Zusammenhang der Faktor-V-Inhibitor abgenommen habe. Er
schlagt eine direkte Messung mit Radioimmunassay von thrombozytdrem Faktor V oder
eine indirekte Messung mit den Prothrombinase- und Tenase-Assays vor, um eine kor-
rekte Messung der Faktor V Aktivitat im Thrombozyten durchzuftihren wie (Perdekamp et
al., 2006) zeigten. Diese Tests wurden sich jedoch nur fur die Analyse vor der Throm-
bozytentransfusion eignen, um die Aktivitat in den zu transfundierenden Thrombozyten zu
ermitteln. In-vitro-Studien hatten gezeigt, dass die Faktor-V-Spiegel in gelagerten Blut-
plattchen nach 172 Stunden auf weniger als 30% sinken, was die Wirksamkeit der Trans-
fusion gealterter Blutplattchen beeintréachtigen konnte (Ciavarella et al., 1986). (Bouchard
et al., 2015) beschrieb einen Fall eines 67-jahrigen Patienten mit angeborenem FV-Man-
gel, welcher vor allem unter Epistaxis und verlangerten Blutungen litt, welcher fur eine
Arthroplastik der Hifte mit FFP behandelt wurde. Aus seinem Blut wurden zur Diagnostik
Plasma und Thrombozytenlysatproben gewonnen. Die Lysatproben wurden mit Thrombin
aktiviert. Daraufhin wurden thrombozytarer und plasmatischer Faktor V im Western Blot
visualisiert. Es wurden 167 Faktor V-Varianten gefunden, von denen zwei mit Faktor V-
Mangel assoziiert sein kdnnen durch ihre Fehlfunktion. Nach Zugabe von FFP erhéhte
sich die Menge des plasmatischen Faktor V schnell, sank jedoch auch schnell wieder ab.
Thrombozytarer Faktor V war jedoch bereits vor der Zugabe in groRerem Ausmal} vor-
handen, und nach der Zugabe von FFP blieb die angestiegene Menge an thrombozytarem
Faktor V auch langer erhalten als die des plasmatischen. Thrombozytarer Faktor V war
noch 10 Tage nach Verabreichung des FFP in der Lage, die Thrombinbildung zu unter-
stutzen. Obwohl plasmatischer Faktor V komplett fehlte und nur 7% der normalen Menge
des thrombozytaren Faktor V vorhanden war, reichte dies aus, um als effektiver Kofaktor
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genug hdmostatische Kompetenz zu besitzen. Zusammenfassend wurde hier berichtet,
dass Patienten mit einem Mangel an plasmatischen, jedoch ausreichendem thrombozyta-
rem Faktor V nach Operationen keine vermehrten Blutungen zeigten (Bouchard et al.,
2015). In diesem Zusammenhang konnten schwere Blutungen nach Berichten gut mit
Thrombozytentransfusionen gestoppt werden bei Faktor V-Mangel (Bouchard et al.,
2015).

(Ren et al., 2017) beschrieb einen Zusammenhang zwischen Faktor V und TFPI, welcher
das Risiko einer vendsen Thrombose beeinflusst (Duckers et al., 2010). Er untersuchte
die Rolle von Faktor V bei der arteriellen Thrombose. Bei Faktor V-Mangel Patienten zeig-
ten diejenigen, denen plasmatischer Faktor V fehlte, jedoch thrombozytéaren Faktor V be-
sal3en, wenige Blutungssymptome. Also scheint thrombozytarer Faktor V fur die Throm-
binbildung essentiell zu sein (Duckers et al., 2010). Die Bedeutung von thrombozytarem
Faktor V bei der Entstehung eine prokoagulatorischen Phanotyps wird durch mehrere
Studien gestutzt (Bouchard et al., 2015; Gould et al., 2004; Ren et al., 2017). Throm-
bozytarer Faktor V liegt teilweise aktiviert vor. Dieser wurde teilweise schon im Megaka-
ryozyten modifiziert (Monkovi¢ und Tracy, 1990; Ren et al., 2017). Deshalb tragt dieser
Faktor V zu einer verstarkten prothrombotischen Fahigkeit bei und férdert Thrombosen.
In Rens Mauseversuchen forderte thrombozytarer Faktor V die arterielle Thrombose nach
einer Verletzung der Halsschlagader. Mause mit héheren Spiegeln von thrombozytarem
Faktor V hatten nach der Verletzung die schnellsten thrombotischen Verschliisse. Die
Transfusion von Thrombozyten wiederum mit hohen Faktor V- Spiegeln in Mause ohne
nachweisbarem thrombozytarem Faktor V reduzierte die verlangerte Blutungszeit. Die Er-
gebnisse bestétigten den prothrombotischen Charakter von thrombozytdrem Faktor V.
Die Transfusion von plasmatischem Faktor V verkirzte die Blutungszeit dagegen nicht.
Die gezielte Analyse von thrombozytarem Faktor V kdnnte also ein Ansatz zur Therapie
von Herz-Kreislauf-Erkrankungen sein (Ren et al., 2017). Ebenso kénnte man durch die
gezielte Messung von thrombozytarem Faktor V wie zum Beispiel durch die hier entwi-
ckelten ELISA eine Einschéatzung des Risikos einer arteriellen Thrombose besser beur-

teilen.
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(Yang et al., 2017) fand heraus, dass thrombozytarer Faktor V in einem Ischamiemodell
die Angioogenese fordert. Nach Ligatur der Femoralarterie war die Durchblutung der
Gliedmalien bei Mausen mit erhéhtem thrombozytdrem Faktor V erhdht. Die wichtigen
angiogenesefordernden Faktoren wurden vermehrt exprimiert unter diesen Bedingungen.
Bei Mausen, welche keinen thrombozytaren Faktor V besal3en, unterstitzte die Transfu-
sion von Thrombozyten mit vermehrtem thrombozytdrem Faktor V die ischamiebedingten
Beeintrachtigungen und forderte die Kapillarbildung sowie die Thrombinaktivitat. Throm-
bozyten mit erhéhten Spiegeln von thrombozytarem Faktor V férderten zudem die Migra-
tion von Endothelzellen. Abhangig von der Faktor V Konzentration konnten mittels immun-
histochemischer Anfarbungen vermehrt aktivierte Thrombozyten im ischdmischen Ge-
webe gezeigt werden. Daraus resultierend kdnnte also eine spezifischere Steuerung der
Angiogenese ermdglicht werden, wenn die Faktor V Konzentration gezielt moduliert wer-
den konnte (Pfahler, 2022; Yang et al., 2017). Die spezifische Untersuchung der auf die
Angiogenese einflussnehmenden Proteine kénnte also zu neuen Therapieansatzen fuh-
ren. Hier wird berichtet, dass thrombozytarer Faktor V eine wichtige Rolle spielt (Yang et
al., 2017). Die spezifische Faktor V Messung tber einen ELISA, wie in dieser Arbeit ent-

wickelt wurde, kdnnte diese Modulationen der Konzentrationen tberwachen.

(Albagoush et al., 2022) stellte Uberlegungen zur Faktor-V-Leiden Mutation an. Die Fak-
tor-V-Leiden Mutation fuhrt zu einer Eliminierung der Spaltstelle von Faktor V und Faktor
Va. Dies resultiert in einem erhdhten Thromboserisiko. Ob jedoch eine medikamenttse
Therapie zur Risikominderung eines thrombotischen Geschehens eingeleitet wird, beno-
tigt noch viel klinische Erfahrung und Feingefuhl. Am haufigsten findet sich jedoch nur der
Befund der Mutation an sich, nur wenige der Patienten entwickeln in ihrem Leben eine
VTE (5% der FVL-Heterozygoten und 20% der FVL-Homozygoten). Getestet auf die Mu-
tation wird generell nur bei bestimmten Voraussetzungen und Risikokonstellationen. Tra-
ger der Mutation werden im Management thrombotischer Ereignisse nicht anders behan-
delt als die Normalbevdlkerung. Sowohl die Auswahl des Antikoagulanz als auch die die
Dauer der Behandlung unterscheidet sich nicht, und hangt von der individuellen Risiko-
konstellation eines rezidivierenden Ereignisses ab. Ein Anteil der Mutationstrager erleidet
statistisch jedoch ein thromboembolisches Ereignis. Eine weitere Charakterisierung des

Faktor V konnte dazu beitragen zu unterscheiden, welche Mutationstrager grundsatzlich
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ein hoheres Thromboserisiko tragen und entsprechend konnte eine Risikoprophylaxe an-
gepasst werden. Wenn durch eine spezifische Messung und damit Differenzierung von
Faktor V, Faktor Va und Faktor-V-Leiden das Verhdltnis dieser Proteine bei Faktor-V-
Leiden Patienten im Vergleich zur Normalbevdlkerung ermittelt werden kénnte, kénnte
festgestellt werden, ob diese Verhaltnisse sich unterscheiden und somit zur Krankheits-
entstehung der Thrombose beitragen kénnten. Ein ELISA, in welchem Antikorper verwen-
det wirden, die spezifisch jeweils diese Faktor V Varianten binden kdnnen, kénnte also
neue Aufschlisse bringen. In den Vorversuchen wurden solche Antikérper verwendet
(AHV-5112, AHV-5102), diese zeigten sich jedoch als nicht geeignet fir die Verwendung
im ELISA oder bei der Biolayer-Interferometrie.
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5 Zusammenfassung

Faktor V stellt ein zentrales Protein mit vielfaltiger Funktion innerhalb der Blutgerinnung
dar. Es existieren unterschiedliche Varianten des Faktor V, welche sich strukturell und
funktionell unterscheiden. Bisher ist unter anderem bekannt, dass etwa 80% des Gesamt-
bestandes an Faktor V im Plasma vorliegt und etwa 20%, teils in aktivierter Form, sich
gespeichert in den Thrombozyten befinden. Die heutigen Erkenntnisse Uber die prozen-
tuale Verteilung von plasmatischem und thrombozytdrem Faktor V und die Quantifizierung
beruhen auf den in 1982 publizierten Studien von Tracy et. al. Mit der hier vorgelegten
Arbeit sollte eine auf diskriminierenden ELISA-Methoden basierende Quantifizierung des
Faktor V erfolgen. Um plasmatischen und thrombozytaren Faktor V quantitativ bestimmen
zu kénnen, wurden in der hier vorgelegten Arbeit vier Sandwich-ELISA entwickelt, welche
durch die Kombination verschiedener Fanger- und Detektionsantikérper die unterschied-

lichen Varianten des FV spezifisch erfassen sollten.

Unter Anwendung dieser ELISA-Verfahren wurde die Konzentration von FV sowohl in
Plasmaproben als auch in Thrombozytenlysaten von gesunden Blutspendern bestimmt.
Hierbei zeigten sich im Rahmen der Bestimmung von plasmatischem FV vergleichbare
Messwerte unter Anwendung der vier verschiedenen ELISA-Verfahren, was deren Eig-
nung zur Erfassung von plasmatischem FV prinzipiell bestatigte. Hier zeigte sich eine

mittlere Konzentration von 3,83 +/- 0,23 ug je ml Plasma.

Bei der Bestimmung von thrombozytdrem Faktor V zeigten sich jedoch deutliche Unter-
schiede bezuglich der erhaltenen Testergebnisse. So wurden, wie auch zu erwarten war,
die hochsten Messwerte im Bereich von 0,1024ug je ml Lysat (Standardabweichung 0,95)
mit einem polyklonalen Testansatz erreicht (ELISA #2), welcher nicht in der Lage war
zwischen den verschiedenen Formen des FV zu unterscheiden. Andererseits stand mit
einer spezifisch die leichte Kette des FV fangenden und die schwere Kette des FV detek-
tierenden Antikdrperkonstellation ein Assay zur Verfugung (ELISA #3), der vornehmlich
die nichtaktivierte Form des FV erfasste. Unter Anwendung dieses Testverfahrens wurde
in den Lysatproben lediglich eine FV-Konzentration von 0,0189 pg/ml (Standardabwei-
chung 0,088) ermittelt. Diese Ergebnisse zeigen in Kombination auf, dass FV in Throm-
bozyten hauptséchlich in aktivierter Form vorliegt.
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Des Weiteren zeigte sich, dass ein gegen die Aminosauren 500-513 der schweren Kette
des FV affinitatsgereinigter, polyklonaler Antikdrper nicht in der Lage war an aktivierten
FV zu binden. Wahrend hierbei die biochemischen Hintergriinde nicht geklart werden
konnten, wurden diese Ergebnisse durch Bindungsanalysen mittels Bio-Layer-Interfero-
metrie bestétigt. Zudem konnten mit einem weiteren ELISA (#4) ein Setting entwickelt
werden, das unter Fangen der leichten Kette des FV einen polyklonalen Read-Out auch

in Thrombozytenlysaten lieferte.

Das anteilige Vorkommen von Faktor V im Plasma und in den Thrombozyten wurde in
dieser Studie mit 97% zu 3 % bestimmt. Auch konnten Erkenntnisse tber den Aktivie-
rungszustand des Faktor V im Thrombozyten gewonnen werden. Somit bilden die in die-
ser Arbeit vorgestellten ELISA-Tests die Grundlage fir weiterfihrende Untersuchungen,
etwa bezuglich des Blutungsrisikos bei Patienten mit einem Faktor V Mangel.
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