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DER EINFLUSS VON PILLE UND
RAUCHEN AUF DIE PROKOAGULATO-
RISCHE AKTIVITAT VON BLUTMONO-
ZYTEN GESUNDER JUNGER FRAUEN

Summary

Background: Epidemiolocigal
studies have shown that the use
of oral contraceptives (OCs) is
associated with an increased risk
of thromboembolic complications.
The risk is enhanced in smoking
women taking oral contraceptives.
The pathogenetic mechanism
leading to intravascular coagul-
ation is not known. Circulating
monocytes are potent activators
of the coagulation cascade
through their ability to synthesize
procoagulant tissue factor (TF).
In the present study we investi-
gated in 64 young and healthy
women wether the use of oral
contraceptives and / or smoking
affects the procoagulant activity
(PCA = tissue factor activity, TF)
in circulating monocytes.
Methods: Blood monocytes were
isolated from women (I) non-smok-
ing and not taking OCs (n = 18),
(11) non-smoking, but currently

ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Epidemiologische
Studien haben gezeigt, dal die
Einnahme oraler Kontrazeptiva
mit einem gesteigerten thrombo-
embolischen Risiko assoziiert ist.
Dieses Risiko wird potenziert,
wenn starke Raucherinnen die
Pille einnehmen. Unklar ist, wel-
che pathogenetischen Mechanis-
men fir die Thromboseneigung
unter oraler Kontrazeption verant-
wortlich sind. Zirkulierende Blut-
monozyten stellen durch ihre
Fahigkeit, Tissue Factor zu synthe-
tisieren, potente Aktivatoren der
Gerinnungskaskade dar. In der
vorliegenden Studie wurde bei 64

taking OCs (n = 16), (lll) smok-
ing, but not taking OCs (n = 15),
(1V) smoking and currently taking
OCs (n = 15). The non-stimulated
and endotoxin-induced pro-
coagulant activity (PCA) was
investigated in a one-stage-clotting
assay, the monocyte TF-gene
transcription was investigated by
RT-PCR. The activation of the TF-
gene transcription was analysed
with the transcription factor NF-
kB (EMSA) and its inhibitor Ix-Be
(Western blot). Results: Blood
monocytes from non-smoking
and OCs taking women (Il) and
smoking women (Ill) showed an
enhanced PCA compared with
non-smoking and not OCs using
women (l). Strongest PCA was
observed in smoking women
combined with current use of
OCs (1V). The enhanced PCA in
smoking and OCs using women
was associated with an increased
expression of TFMRNA in mono-
cytes, because of an increased

gesunden jungen Frauen unter-
sucht, ob die Einnahme oraler
Kontrazeptiva und / oder Nikotin-
abusus EinfluB auf die prokoagu-
latorische Aktivitat (PKA = Tissue
Factor-Aktivitat, TF) zirkulierender
Monozyten hat.

Methoden: Blutmonozyten wurden
von (I) Nichtraucherinnen ohne
orale Kontrazeption (n = 18), ()
Nichtraucherinnen unter aktueller
oraler Kontrazeption (n = 16), (l1)
Raucherinnen ohne aktuelle Kon-
trazeption (n = 15), und (IV) Rau-
cherinnen unter aktueller oraler
Kontrazeption (n = 15) isoliert.
Untersucht wurde in einem one-
stage-clotting assay die basale und
Endotoxin-induzierbare prokoagu-
latorische Aktivitat (TF-Aktivitat),

activity of the transcription factor
NF-xB. Experiments on cultured
blood monocytes demonstrated
enhanced Ix-Ba-degradation in
presence of estradiol, suggesting
that a direct hormone effect is
responsible for the observed
increase in monocyte TF expres-
sion. Conclusion: The procoagul-
ant activity (PCA, tissue factor, TF)
of blood monocytes is increased
in pre-menopausal women with
current use of OCs and smoking.
Aberrant TF expression by blood
monocytes may contribute to
intravascular clotting activation
and subsequent thrombotic
complications under contracept-
ive therapy. The further enhance-
ment of tissue factor expression
in women who smoke and use
OCs may explain the synergistic
effect of smoking on the risk of
thromboembolic events associat-
ed with contraceptive use.

sowie mittels RT-PCR die TF-Gen-
transkription der Monozyten. Die
Aktivierung der TF-Gentranskrip-
tion wurde anhand des Transkrip-
tionsfaktors NF-kB (EMSA) und
seines Inhibitormolekiils lk-Ba
(Western blot) analysiert.

Ergebnisse: Blutmonozyten von
Nichtraucherinnen unter oraler
Kontrazeption (Il) und Raucherin-
nen (Ill) zeigten im Vergleich zu
Nichtraucherinnen ohne Pille (1)
eine erhohte TF-Expression.
Hochste PKA-Werte wurden bei
Raucherinnen unter aktueller ora-
ler Kontrazeption (IV) gemessen.
Die gesteigerte PKA bei Nikotin-
abusus und oraler Kontrazeption
ging, aufgrund einer erhohten
Aktivitat des Transkriptionsfaktors



NF-xB, mit einer gesteigerten
Expression von TF-mRNA in den
Monozyten einher. Experimente
mit kultivierten Blutmonozyten
zeigten in Anwesenheit von
Estradiol eine gesteigerte lk-Boi-
Abnahme, so das moglicherweise
ein direkter Hormoneffekt fiir den
Anstieg der monozytaren TF-
Expression verantwortlich ist.

SchluBfolgerung: Bei prameno-
pausalen Frauen ist die PKA von
Blutmonozyten unter oraler Kon-
trazeption und bei Nikotinabusus
erhoht. Eine verstarkte monozyta-
re Tissue Factor-Expression konn-
te moglicherweise zur intravasku-
laren Gerinnungsaktivierung und
demzufolge zu thromboemboli-
schen Komplikationen unter ora-
ler Kontrazeption beitragen. Die
erheblich gesteigerte TF-Expressi-
on bei Raucherinnen unter oraler
Kontrazeption erklart moglicher-
weise den synergistischen Effekt
des Rauchens fiir das Risiko
thromboembolischer Ereignisse
unter der Einnahme oraler Kontra-
zeptiva.

EINLEITUNG

Epidemiologische Studien haben
gezeigt, dafS die Einnahme oraler
Kontrazeptiva (OC) mit einem
gesteigerten venosen und arteriel-
len thromboembolischen Risiko
einhergehen [1-5]. Vor allem bei
Raucherinnen tber 35 Jahre
konnte eine erhohte Inzidenz
thromboembolischer Ereignisse
unter oraler Kontrazeption fest-
gestellt werden [6]. Ostrogen-
abhangige Gerinnungsverande-
rungen scheinen in der Pathophy-
siologie der Thromboseentste-
hung eine wesentliche Rolle zu
spielen. Dennoch liefSen sich bis

heute die genauen pathogene-
tischen Effektormechanismen, die
fir die Thromboseneigung unter
oraler Kontrazeption verantwort-
lich sind, nicht eindeutig klaren.

Blutmonozyten sind durch ihre
Fahigkeit, prokoagulatorischen
Tissue Factor (TF) zu exprimieren,
in der Lage, eine Aktivierung
intravaskuldrer Gerinnungsvor-
gange zu initiieren [7, 8]. Tissue
Factor, ein Zellmembran-gebun-
denes Glykoprotein, ist der
wichtigste zellulare Initiator der
Gerinnungskaskade durch Akti-
vierung von Faktor IX und X [9].
Da der Kontakt von Blut mit
Tissue Factor zur unmittelbaren
Gerinnungsaktivierung fuhrt,
unterliegt die Expression dieses
Rezeptorproteins einem regulier-
ten Kontrollmechanismus. Daher
wird Tissue Factor nur von
perivaskuldren, nicht jedoch von
intravaskuldren Zellen exprimiert
[10, 11]. Monozyten sind die
einzigen zirkulierenden Zellen,
die Tissue Factor innerhalb des
Gefalbettes exprimieren kdnnen
[12, 13]. Eine erhohte Tissue
Factor-Expression wurde fir die
prothrombotische Situation ver-
schiedener Krankheitsbilder, wie
Sepsis [8], Tumorleiden [12],
Atherosklerose [13, 14] u.a., ver-
antwortlich gemacht und spielt
moglicherweise auch bei den
thromboembolischen Komplika-
tionen junger Frauen unter oraler
Kontrazeption eine entscheidende
Rolle.

Ziel der vorliegenden Studie war
es daher, zu untersuchen, ob die
monozytdre Tissue Factor-Expres-
sion in gesunden pramenopausa-
len Frauen unter oraler Kontra-
zeption und / oder Nikotinabusus
verandert wird.
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VIETHODEN
Probanden

64 gesunde pramenopausale
Frauen, mit einem Durchschnitts-
alter von 26 Jahren (19-45 Jahre),
waren in die Studie involviert.
Die taglich fur einen Einnahme-
zyklus von 21 Tagen verwendeten
Antikonzeptiva waren Praparate
der zweiten (Levonorgestrel;

n = 12) und dritten Generation
(Desogestrel, Gestoden; n = 19)
mit einem Ethinylestradiolanteil
von 30 pg. Die Gruppe der Rau-
cherinnen wurde definiert als
Frauen, die mindestens 10 oder
mehr Zigaretten pro Tag rauchten.
Alle Frauen wiesen zum Zeit-
punkt der Blutentnahme einen
reguldren Menstruationszyklus
auf. Ferner lagen kein erhohter
Blutdruck, keine Stoffwechsel-
krankheiten, keine aktuelle Infek-
tion oder Medikamenteneinahme
vor. Die Blutentnahme erfolgte
morgens im niichternen Zustand.

Die Frauen wurden nach folgen-
den Kriterien 4 Gruppen zugeord-
net:

I. Keine orale Kontrazeption,
kein Nikotinabusus (n = 18)

Il. Orale Kontrazeption,
kein Nikotinabusus (n = 16)

I1l. Nikotinabusus, keine orale
Kontrazeption (n = 15)

IV. Nikotinabusus und orale
Kontrazeption (n = 15)

Monozytenisolation

Die peripheren Blutmonozyten
wurden mittels Dichtezentrifuga-
tion Uber einen Ficollgradienten
[15] mit nachfolgender Adharenz-
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aufreinigung an fibronektinbe-
schichteten, gelatinierten Oberfla-
chen isoliert [16]. Um die Konta-
mination durch Thrombozyten zu
minimieren, wurde die Interphase
nach dem Verfahren von Altieri
[17] gewaschen. Nach Inkubation
der Zellen fir eine Stunde bei
37°C in einer feuchtigkeitsgesat-
tigten 5% CO,-haltigen Atmo-
sphare wurden die nichtadhédren-
ten Zellen (Lymphozyten) durch
einen dreimaligen Waschvorgang
gereinigt. Die adhdrenten Zellen
(Monozyten) wurden in Monozy-
ten-Serumfreien-Medium (MSFM,
GIBCO BRL, Eggenstein,
Deutschland) resuspendiert und
fur die Zellkultur mit einer Zell-
dichte von 10° Zellen/Tml MSFM
auf 6-Loch-Zellkulturplatten
(Greiner, Frickenhausen, Deutsch-
land) kultiviert. Um den direkten
Effekt von Estradiol auf kultivierte
Blutmonozyten zu untersuchen,
wurden humane periphere Blut-
monozyten aus Buffy coats gesun-
der Blutspender isoliert [18]. Fur
die Zellkultur wurden die Zellen
in MSFM auf eine Zelldichte von
10° Zellen/ml eingestellt und in
30 mm 6-Loch-Zellkulturplatten
kultiviert. Durch Pappenheim-
Farbung und unspezifische Este-
rasefarbung sowie durch FACS-
Analyse konnte die Reinheit der
isolierten Monozyten (ca. 98 %)
bestimmt werden. Die Viabilitat
der Zellen betrug nach Ethidium-
bromid-Farbung und nachfolgen-
der FACS-Analyse ebenfalls tiber
95 %. Alle benutzten Medien und
Puffer wurden auf Kontamination
durch Endotoxin mit einem Stan-
dard-Limulus-Amoebozyt-Test
(COATEST, Chromogenix, Moln-
dal, Schweden) untersucht. Alle
Proben zeigten einen Endotoxin-
gehalt von weniger als 12,5 pg/ml
auf der untersten Nachweisgrenze
des Tests.

Messung der Tissue Factor-Aktivitét

Zur Messung der prokoagulatori-
schen Aktivitat (PKA) wurden die
Zellen durch dreimaliges Einfrie-
ren und Auftauen homogenisiert.
Die Tissue Factor-Aktivitat der
lysierten Monozyten wurde in
einem standardisierten Gerin-
nungsassay (one-stage-clotting-
assay) gemessen [18]. Mittels
einer Standardkurve wurden die
Gerinnungszeiten in Milliunits
(mU) PKA umgerechnet. Die
Standardkurve leitet sich aus
einer Verdiinnungsreihe eines
,rabbit-brain“-Thromboplastin-
standards (10 mg/ml; Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) ab, in
der Humanplasma in 20 Sekun-
den (sec) gerinnt und dem ein
Wert von 10.000 mU PKA ent-
spricht. Die Gerinnungszeiten
wurden linear in einer doppelt-
logarithmischen Darstellung zwi-
schen 1 mU (310 sec) und 10.000
mU (20 sec) aufgetragen. Alle
Werte wurden in mU/10° Zellen
angegeben. Medien, Puffer und
Reagenzien zeigten keine PKA.
Alle Experimente wurden in
Triplikaten durchgeftihrt. Die pro-
koagulatorische Aktivitat konnte
mittels Faktor VII-defizientem
Plasma und mit Hilfe eines mono-
spezifischen Antikorpers gegen
humanen Tissue Factor als Tissue
Factor-Aktivitdt charakterisiert
werden (American Diagnostica
Inc., Greenwich, CT).

RNA-Isolation und Reverse Trans-
kriptase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Zur Isolation der gesamten zellu-
laren RNA wurde die von
Chromczynski und Sacchi be-
schriebene Guanidin-Thiozyanat-
Phenol-Chloroform-Methode be-
nutzt [19]. Pro Ansatz wurde eine
Gesamtmenge von 0,5 pg RNA

fur die cDNA-Synthese benutzt.
Die RNA wurde in einem speziel-
len Puffer (100 mM Tris HCI, pH
8,3; 10 mM MgCl2, 50 mM KCI)
zusammen mit 10 mM Dithio-
threitol, 15 nM randomisierte
Hexanukleotide (Boehringer,
Mannheim, Deutschland) als
Primer, 20 U RNAsin (Promega,
Madison, USA), TmM jeder dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Perkin
Elmer, Norwalk) und 100 U
,Moloney murin leukemia virus
reverse transkriptase” (Gibco BRL,
Eggenstein, Deutschland) in einem
Volumen von 25 pl angesetzt. Die
komplementare DNA wurde in
einem GeneAmp PCR-System
2400 (Perkin Elmer, Norwalk)
durchgefiihrt. Die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) wurde in
einer mit einem speziellen PCR-
Puffer auf 25 pl aufgefiillten
Stammlosung durchgefiihrt, die 1
mM spezifischer 5" und 3’ Primer,
0,75 U AmpliTac DNA Polyme-
rase (Perkin Elmer, Norwalk), 1
mM jedes ANTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP; Perkin Elmer,
Norwalk) und 2 pl cDNA enthielt.
Die Sense-Sequenz der TF-
spezifischen Primer ist 5'-
GCCGCCAACTGGTAGACATG-
3’, die Antisense-Sequenz 5'-
TAGCCAGG ATGATGACAAGG-
3’. Die Sense-Sequenz des
Kontrollgens B-Aktin ist 5’-
CGTCTTCACCACCATGGAGA-3/,
die Antisense-Sequenz 5’-
CGGCCATCA CGCCACAGTTT-
3’. Der Ablauf der PCR bestand in
einer initialen Denaturierung bei
94°C fur 90 sec., gefolgt von 25
Zyklen (B-Aktin) und 35 Zyklen
(TF) 50 sec. Denaturierung bei
94°C. Die Anlagerung der Primer
(Annealing) fand bei 60°C (3-
Aktin) und 63°C (TF) statt. Die
Sequenzvermehrung (Extension)
wurde bei 72°C fiir 30 sec.
durchgefiihrt. Die abschliefende
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Extension fand bei 72°C fir 7
Minuten statt. Nach Abschlul’ der
PCR wurden die Proben auf 4°C
abgekiihlt. Von jeder RT-PCR-
Probe wurden 15 pl zur Elektro-
phorese auf ein 1,8 % Nusieve/
Agarose-Gel aufgetragen. Die
Elektrophoresezeit betrug bei 100V
2 Stunden. Abschlielend wurden
die Platten in einem Ethidium-
bromidbad (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) gefarbt. Negative
Kontrollen wurden routinemalig
durch PCR von Proben ohne
cDNA durchgefiihrt, um falsch
positive Amplifikationsprodukte
auszuschliefen. Die Spezifitat der
TF-PCR-Produkte wurde durch
automatisierte DNA-Sequenzie-
rung (Applied Biosystems, Model
373A) verifiziert, indem die
gewonnenen cDNA-Sequenzen
mit veroffentlichten humanen
TF-cDNA-Sequenzen verglichen
wurden [20]. TF-mRNA-Level
wurden densitometrisch mit einem
Bio-Imaging-Analyzer quantifi-
ziert (Bio Doc Il / NT, Biometra)
und anhand der B-Aktin-mRNA
genormt. Die Ergebnisse sind als
Ratio der TF-mRNA und B-Aktin-
mRNA Level dargestellt.

Elektrophoretic Mobility Shift
Assay (EMSA

Nukleare Extrakte wurden prapariert
wie bereits beschrieben [18]. Oligo-
nukleotide des NF-kB-Konsens (5'-
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-
3’) wurden mit einer spezifischen
DNA-Aktivitdt > 5 x 107 cpm/pg
gleichgesetzt. NF-kB-Bindungen
wurden mit 10 mM HEPES, pH
7,9, 0,5 mM EDTA, 60 mM KCl,

1 mM DTT, 0,025 % NP-40, 4%
Ficoll, 10 mM PMSF, 1T mg/ml
BSA (keine DNAse enthaltend)
und 0,5 pg/pl Poly dI/dC in einem
Volumen von 20 pl durchgefiihrt.
10 pg der nuklearen Extrakte wur-

den in Anwesenheit von 2 pg Oligo-
nukleotiden (ca. 50.000 cpm
(Cerenkow)) bei Raumtemperatur
fir 20 Minuten inkubiert. Die
Protein-DNA-Komplexe wurden
mittels Elektrophorese von der
freien DNA-Probe getrennt und
radioaktiv markiert, wie bereits
im Detail beschrieben [21]. Die
Spezifitat der Bindung wurde
durch Konkurrenz mit einem 160-
fachen molaren Exzess von kalten
NF-kB-Konsens-Oligonukleotiden
und mittels monospezifischer An-
tikorper gegen NF-kB-Anteile
(Santa Cruz Inc., Santa Cruz, USA:
anti-p50 #sc-1191X, anti-p65 #sc-
109X) ermittelt. Die Bandeninten-
sitaten wurden durch densito-
metrische Analyse (Bio-Imaging-
analyzer, BAS 2000, Fujix) und
TINA-Software (Raytest Isotopen-
mefgerdte, Straubenhardt,
Deutschland) quantifiziert.

Western Blot-Analyse

Fur die Western Blot-Analyse
wurden 10 pg zytoplasmatisches
Proteinextrakt auf einer 10%
SDS/PAGE herausgelst, auf eine
Polyvinyliden-Difluorid-Membran
Ubertragen, mit lkBa-spezifischen
Antikorpern vom Kaninchen
(Santa Cruz: sc-371, Verdiinnung
von 1:3000, 1 h Inkubation) und
Anti-Kaninchen-Antikorpern
(Santa Cruz: sc-2004, Verdiinnung
1:5000, 1 h Inkubation) versehen.
Immunreaktive Proteine wurden
mittels Chemiluminiszenz-Kit fur
Western Blot (Amersham,
Arlington Heights, USA) optisch
dargestellt.

Experimente

Die Zellkulturen der Monozyten
(10° Zellen/ml) wurden tber einen
Zeitraum von 18 Stunden bei
37°C in einer feuchtigkeitsgesat-
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tigten 5% CO,-haltigen Atmo-
sphédre inkubiert. Anschliefend
wurden die Zellen mit oder ohne
LPS (10 pg/ml; Endotoxin 055:B5,
Sigma, Deisenhofen, Deutsch-
land) fiir weitere 6 Stunden zur
Bestimmung der TF-Aktivitat und
3 Stunden zur Analyse der TF-
mRNA-Expression inkubiert. Die
Analyse der NF-kB-Bindungs-
aktivitat wurde mit Monozyten
ohne LPS-Stimulation durchgeftihrt.
Die Experimente wurden mit drei-
maligem Einfrieren (-80°C) und
Auftauen der Ansatze zur spéteren
Messung beendet.

Um den direkten Effekt von Estra-
diol auf kultivierte Monozyten/
Makrophagen zu untersuchen,
wurden weitere in vitro-Experi-
mente vorgenommen. Die in
vitro-Stimulation von Monozyten/
Makrophagen (10° Zellen/ml) aus
Buffy coats von gesunden Blut-
spendern wurde mit Konzentra-
tionen von 0,1-1000 ng/ml 17(-
Estradiol (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) ohne LPS-Stimulati-
on durchgefiihrt. Nach einer 24
stindigen Inkubationszeit mit
Estradiol wurde die TF-mRNA-
Expression und nach 8 Stunden
Estradiol-Inkubation wurde die
NF-kB-Bindungsaktivitat und k-
Ba-Proteinlevel analysiert.

Statistik

Die statistische Analyse wurde
vom Institut fir Medizinische
Informatik der Justus-Liebig-Uni-
versitat Giellen mit SPSS fiir
Windows vorgenommen. Bei der
statistischen Auswertung der
Versuchsergebnisse handelte es
sich im wesentlichen um verglei-
chende Untersuchungen. Fiir die
zu untersuchenden Einflisse ora-
ler Kontrazeptiva und Nikotinab-
usus auf die Tissue Factor-Expres-
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Raucherinnen unter OC-Einnah-
me eine signifikant erhohte TF-
Aktivitat verglichen mit Nichtrau-
cherinnen unter OC-Einnahme (p
< 0,05). Keine statistische Signifi-
kanz konnte zwischen Raucherin-
nen ohne OC und Nichtrauche-
rinnen mit OC gefunden werden.
Die erhohte TF-Aktivitdt in Mono-
zyten von Frauen unter OC und/
oder Nikotinabusus korrelierte
nicht mit einer erhéhten Anzahl
an Monozyten. Ebenfalls lief8 sich
kein signifikanter Unterschied in
der Anzahl peripherer Blutmono-
zyten zwischen den einzelnen
Gruppen ausmachen. Ferner
konnte kein Unterschied in der
monozytdren TF-Expression unter
OC der zweiten und dritten Ge-
neration beobachtet werden.

vitat von Nichtraucherinnen unter
oraler Kontrazeption (OC) ist so-
wohl in unstimulierten (p < 0,05)
(Abb. TA) als auch in stimulierten
(p < 0,001) (Abb. 1B) Zellen, ver-
glichen mit Nichtraucherinnen
ohne OC, erhoht. Die TF-Aktivitat
von Blutmonozyten bei Rauche-
rinnen ist im Vergleich zu Nicht-
raucherinnen deutlich gesteigert
(p < 0,001). Dies gilt sowohl fiir
Frauen ohne OC als auch fiir
Frauen mit OC (p < 0,001). Die
hochste monozytare TF-Aktivitat
fand sich bei Raucherinnen unter
aktueller OC-Einnahme. Der Effekt
von OC auf die monozytdre TF-
Aktivitat wurde als unabhangig
vom Nikotinabusus getestet (kein
Signifikanzniveau in der zwei-
fachen Varianzanalyse ANOVA).
Dabei zeigten Monozyten von

sion von Monozyten wurde eine
zweifache Varianzanalyse
(ANOVA) mit den Variablen der
basalen und Endotoxin-induzier-
baren Tissue Factor-Aktivitdt an-
gewandt. Vergleiche der einzel-
nen vier Gruppen untereinander
wurden mit einer einfachen
Varianzanalyse (ANOVA) durch
paarweisen Gegensatz nach
Scheffe vorgenommen. Das
Signifikanzniveau wurde dabei
mit p < 0,05 festgesetzt.

FRGEBNISSE

Monozyten TF-Expression

Unter oraler Kontrazeption und
Nikotinabusus ist die TF-Expression
von Blutmonozyten gesteigert
(Abb. 1): Die monozytdre TF-Akti-

Abbildung 1B: Dargestellt ist die monozytare TF-Aktivitdt
nach 8 h LPS-Stimulation. Jeder Punkt représentiert die

22

Abbildung 1A: Erhohte TF-Aktivitat in peripheren Blutmono-
zyten von Frauen unter oraler Kontrazeption und Nikotin-
abusus. Dargestellt ist die TF-AKtivitdt unstimulierter Monozy-
ten/Makrophagen. Jeder Punkt reprasentiert die monozytdre TF-
Aktivitat der einzelnen Probandinnen der entsprechenden Grup-
pen: |. Keine orale Kontrazeption (OC), kein Nikotinabusus; II. Ora-
le Kontrazeption, kein Nikotinabusus; Ill. Raucherinnen ohne orale
Kontrazeption; IV. Raucherinnen unter oraler Kontrazeption. Die Li-
nien stellen den Mittelwert der einzelnen Gruppen dar. Oben aufge-
fiihrt sind die Standardabweichungen der basalen TF-Aktivitat in
mUnits pro 108 Zellen. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05
festgesetzt.

TF-Basalaktivitat

monozytare TF-Aktivitdt der einzelnen Probandinnen der entspre-
chenden Gruppen: |. Keine orale Kontrazeption (0C), kein
Nikotinabusus; II. Orale Kontrazeption, kein Nikotinabusus; Ill. Rau-
cherinnen ohne orale Kontrazeption; IV. Raucherinnen unter oraler
Kontrazeption. Die Linien stellen den Mittelwert der einzelnen Grup-
pen dar. Oben aufgefiihrt sind die Standardabweichungen der
basalen TF-Aktivitat in mUnits pro 108 Zellen. Das Signifikanzniveau
wurde mit p < 0,05 festgesetzt. Blutmonozyten von Frauen unter
oralen Antikonzeptiva zeigen nach 8 h LPS-Stimulation eine ver-
starkte TF-Aktivitat im Vergleich zu Monozyten von Frauen ohne
orale Antikonzeptiva. Raucherinnen unter oraler Kontrazeption zei-
gen die stdrkste TF-Induzierbarkeit.

TF-Aktivitat unter LPS-Stimulation
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Monozytire TF-Gentranskription

Um zu untersuchen, ob die ge-
steigerte TF-Expression bei Frauen
unter OC und bei Raucherinnen
mit einer verstarkten TF-Gentrans-
kription einhergeht, wurde die
TF-mRNA mittels Reverser Trans-
kriptase-Polymerasekettenreaktion
(RT-PCR) untersucht. Unstimulierte
und LPS-stimulierte Blutmono-
zyten von Frauen unter OC und
von Raucherinnen (mit oder ohne
OC) zeigten eine verstdrkte TF-

Genexpression im Vergleich zu
Nichtraucherinnen ohne OC (p <
0,05). Keine signifikanten Unter-
schiede in der TF-Genexpression
fanden sich bei Nichtraucherin-
nen mit OC, Raucherinnen ohne
OC und Raucherinnen mit OC
(Abb. 2).

NF-xB-Aktivierung

Aufgrund der beobachteten Erho-
hung der TF-mRNA-Expression in
Monozyten von Frauen unter ak-

Abbildung 2: In Monozyten von Frauen unter aktueller oraler Kontrazeption (OC)
und/oder bei Nikotinabusus zeigt sich eine erhohte TF-Gen-Expression. Die
TF-Gen-Expression wurde mittels RT-PCR in unstimulierten und stimulierten (LPS 10 ug /
ml; 8 h) Monozyten von |. Frauen ohne OC, kein Nikotinabusus; Il. Frauen unter OC, kein
Nikotinabusus; Ill. Frauen ohne OC, Nikotinabusus; IV. Frauen unter OC und Nikotinabusus
analysiert. Die TF-mRNA-Level wurden densitometrisch quantifiziert und durch die mRNA-
Level des Kontrollgens B-Aktin normiert. Die Ergebnisse der TF-/B-Aktin-Ratio sind als
Mittelwerte und deren Standardabweichung aufgeftihrt. * = p < 0,05 verglichen mit
unstimulierten Zellen von Frauen ohne OC, kein Nikotinabusus; # = p < 0,05 verglichen
mit stimulierten Zellen von Frauen ohne OC, kein Nikotinabusus. Es wurden keine signifi-
kanten Unterschiede in den TF-mRNA-Level zwischen Frauen unter OC, kein Nikotinabusus;
Frauen ohne OC, Nikotinabusus und Frauen unter OC und Nikotinabusus beobachtet. Die
durchschnittliche TF/B-Aktin-Ratio in unstimulierten (stimulierten) Monozyten betrug 0,02
+ 0,01 (0,96 = 0,11) ohne orale Kontrazeption, kein Nikotinabusus; 0,49 + 0,08 (1,33
+ 0,42) unter oraler Kontrazeption, kein Nikotinabusus; 0,71 = 0,23 (1,42 + 0,81) von
Raucherinnen ohne orale Kontrazeption und 0,67 = 0,09 (1,39 = 0,51) von Raucherinnen
unter oraler Kontrazeption.
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tueller OC-Einnahme wurde der
Transkriptionsfaktor NF-xB, der
fur die TF-Gentranskription in
Monozyten malgeblich verant-
wortlich ist, untersucht. In mono-
zytaren Kernextrakten von Frauen
unter OC konnte eine gesteigerte
NF-kB-Aktivitat beobachtet wer-
den (Abb. 3), wohingegen Mono-
zyten von Frauen ohne OC eine
deutlich reduzierte NF-kB-Aktivi-
tat aufwiesen. In Monozyten von
Raucherinnen konnte ebenfalls
eine erhohte NF-kB-Aktivitat fest-
gestellt werden (Abb. 3).

Zellkultur-Experimente

Um zu untersuchen, ob der Ein-
flull von OC auf die monozytdre
TF-Expression durch einen direkten
Hormoneffekt zustande kommt,
wurden kultivierte Monozyten
aus Buffy coats in vitro mit Estra-
diol inkubiert und die TF-mRNA-
Expression und die NF-kB-Aktivi-
tat analysiert. Abbildung 4A zeigt
ein Agarosegel-Profil der RT-PCR-

Abbildung 3: In Monozyten von Rau-
cherinnen und Frauen unter oraler
Kontrazeption wurde eine erhohte

NF-«B-Aktivierung beobachtet.
Nukleare Extrakte wurden mittels EMSA
unter Verwendung von radioaktiv markier-
ten Oligonukleotiden mit NF-«B-Konsen-
sus-Sequenz analysiert. Es wurde die NF-
kB-Bindungsaktivitat in Blutmonozyten
(ohne LPS-Stimulation) von Nichtrauche-
rinnen ohne OC (Bande 1), von Nichtrau-
cherinnen unter aktueller OC-Einnahme
(Bande 2), Raucherinnen (Bande 3) und
Raucherinnen unter aktueller OC-Einnah-
me (Bande 4) analysiert.
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24

Daten von Monozyten, die mit
17B-Estradiol (0,1-1000 ng/ml)
fir 24 Stunden stimuliert wurden.
Die TF-mRNA-Level wurden
densitometrisch quantifiziert und
durch die mRNA-Level des
Kontrollgens B-Aktin normiert.

In einem Inkubationsversuch mit
100 ng/ml Estradiol fir 24 Stun-
den konnte eine TF-mRNA-Indu-
zierung bis zum 67 + 14-fachen
beobachtet werden. Die B-Aktin-
mRNA-Level wiesen unter Stimu-
lierung mit 17B-Estradiol keine
Veranderung auf. Um zu untersu-
chen, ob durch 17B-Estradiol eine
NF-kB-Aktivierung mit gesteiger-
ter TF-Gentranskription in Blut-
monozyten erfolgt, wurden DNA-
bindende Proteine aus nukledren
Extrakten unter Verwendung von
radioaktiv-markierten, NF-xB-
haltigen Oligonukleotiden mittels
EMSA analysiert. Die 17B-Estradiol-
Stimulation fiihrte in den mono-
zytdaren Zellkulturen zu einer

konzentrationsabhangigen NF-«B-
Aktivierung (Abb. 5). Die Western
Blot-Analyse des lk-Ba-Proteins
zeigte eine Verminderung von lk-
Ba in den Estradiol-behandelten
Zellen (Abb. 5).

DISKUSSION

Bei pramenopausalen Frauen ist
die TF-Aktivitat von peripheren
Blutmonozyten sowohl unter ora-
ler Kontrazeption (OC) als auch
bei Nikotinabusus erhoht. Der
additive Effekt bei gleichzeitigem
Nikotinabusus erklart moglicher-
weise den synergistischen Effekt
des Rauchens fiir das Risiko
thromboembolischer Ereignisse
unter OC-Einnahme.

Epidemiologische Studien haben
gezeigt, daS die Einnahme oraler
Kontrazeptiva mit einem gestei-

gerten thromboembolischen Risi-
ko assoziiert ist [3, 7, 8, 22-24].
Dieses Risiko wird bei gleichzei-
tigem Nikotinabusus potenziert
[5, 25-28]. Trotz intensiver For-
schung lief sich bis heute nicht
endgultig klaren, welche Mecha-
nismen an der Pathogenese
thromboembolischer Ereignisse
bei jlingeren Frauen unter oraler
Kontrazeption beteiligt sind.

Vaskuldre Hamostase ist abhangig
von dem dynamischen Gleichge-
wicht des Gerinnungssystems und
des fibrinolytischen Systems, die
die intravaskuldre Thromben-
bildung und Fibrinauflésung kon-
trollieren. Obwohl Monozyten
durch ihre Fahigkeit, Tissue
Factor (TF) zu exprimieren, in der
Lage sind, die Gerinnungskaskade
zu initiieren, wurde bisher noch
nicht untersucht, ob die mono-
zytare TF-Expression pramenopau-

Abbildung 4A: Dargestellt ist der Effekt von 17p-Estradiol
auf die TF-Gentranskription in kultivierten humanen Blut-
monozyten. Die monozytdre TF-mRNA wurde mittels RT-PCR
ermittelt. Die Monozyten wurden fir 24 h in Anwesenheit von 17§3-
Estradiol in Konzentrationen von 0,1-1000 ng/ml inkubiert. Nega-
tive Kontrollen wurden routinemaBig durch PCR von Proben ohne
17B-Estradiol durchgefihrt. Abgebildet sind die PCR-amplifizier-
ten Produkte von TF- und B-Aktin-mRNA.

173-Estradiol (ng/ml)

0 0.1 1t 10

100 1000

«—TF

<+— [-Aktin

Abbildung 4B: Im Diagramm sind die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von TF-mRNA-Werten von drei unab-
hdngig voneinander laufenden Untersuchungen zusammen-
gefaft. Die Monozyten wurden fiir 24 h mit 173-Estradiol
in Konzentrationen von 0,1-1000 ng/ml inkubiert.
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saler Frauen durch die Einnahme
oraler Antikonzeptiva oder
Nikotinabusus beeinfluft wird.

In der vorliegenden Studie wurde
die monozytdre TF-Expression
pramenopausaler Raucherinnen
und Nichtraucherinnen mit und
ohne oraler Kontrazeption unter-
sucht. Dabei konnte eine erhohte
TF-Expression in Monozyten von
Frauen unter OC und Raucherin-
nen beobachtet werden. Die ver-
starkte Tissue Factor-Synthese in
Monozyten von Frauen unter OC
mit oder ohne ex vivo-Stimulation
|aBt annehmen, dal die Monozy-

ten bereits vor der Zellisolierung
in vivo aktiviert wurden. Diese
Annahme wird durch eine gestei-
gerte TF-Gentranskription und
eine erhohte NF-kB-Aktivierung
in den Monozyten/Makrophagen
unterstiitzt [29]. Der Mechanis-
mus fir die erhohte TF-Aktivitat
ist noch unbekannt. Ein direkter
Hormoneffekt erscheint moglich,
da unter 17p-Estradiol-Stimulati-
on eine gesteigerte TF-Gentrans-
kription und NF-xB-Aktivitat in
den Monozyten nachgewiesen
werden konnte. Ein Regulations-
mechanismus der NF-kB-Aktivie-
rung stellt die Degradation von

Abbildung 5: Dargestellt ist der Effekt der monozytaren NF-«B-Aktivierung durch
17B-Estradiol. Nukleare Extrakte von isolierten Monozyten wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von 17B-Estradiol (0,1-1000 ng/ml) fir 8 h inkubiert und durch EMSA,
unter Verwendung von radioaktiv markierten Oligonukleotiden mit NF-xB-Konsensus-Se-
quenz (Bande 3—7), analysiert. Als positive Kontrolle wurden Monozyten mit LPS stimuliert
(Bande 2). Die Protein-DNA-Komplexe wurden durch Elektrophorese auf 5%igen
Polyacrylamidgel getrennt. Die Position des NF-xB-Komplexes im EMSA ist markiert. Die
Bandenintensitaten wurden durch densitometrische Analyse quantifiziert. ic-Bo-Level aus
zytoplasmatischen Proteinexirakten wurden anhand von Western Blot bestimmt. Unter 173-
Estradiol kam es zu einer konzentationsabhdngigen Abnahme des lk-Ba-Proteinlevels
zytosolischer Extrakte mit gleichzeitigem Anstieg des Transkriptionsfaktors NF-kB in nu-
klearen Extrakten. In drei voneinander unabhdngigen Untersuchungen wurden gleiche Er-

gebnisse erzielt.
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IxBa, dem Inhibitormolekiil von
NF-xB, dar [30]. In der vorliegen-
den Studie konnte eine vermehrte
Degradation von IkBo unter Inku-
bation mit 17B-Estradiol beobach-
tet werden. Obwohl indirekte
Hormoneffekte nicht ausgeschlos-
sen werden konnen, scheint die
Anwesenheit von Estradiol zu
einer NF-kB-Aktivierung und
dementsprechend zu einer gestei-
gerten TF-Gentranskription zu
fihren. Insbesondere der konzen-
trationsabhangige Effekt von
Estradiol auf die TF-Aktivierung in
Monozyten konnte in Zusammen-
hang mit der Korrelation von
Ostrogenkonzentrationen und
dem Risiko fiir thromboemboli-
sche Ereignisse stehen [31].

Viele Studien, unter anderem die
WHO-Studie von 1995, haben
gezeigt, dal® das Risiko venoser
Thromboembolien von sogenann-
ten Low-Ostrogenen der dritten
Generation mit den Progestagen-
komponenten Desogestrel und
Gestoden gegentiber Praparaten
der zweiten Generation mit dem
Progestagen Levonorgestrel um
das zwei- bis dreifache erhoht ist
[32, 33]. In der vorliegenden Stu-
die konnten keine Unterschiede
in der monozytaren TF-Expression
zwischen den oralen Antikonzep-
tiva der zweiten und dritten
Generation festgestellt werden.
Experimentell konnte anhand von
Monozytenkulturen gezeigt wer-
den, dald Progestagene keinen
direkten Effekt auf die monozytare
TF-Expression haben. Moglicher-
weise ist die beobachtete Erho-
hung der TF-Expression unter
oraler Kontrazeption nicht direkt
abhangig von der Konzentration
und vom Typ des Progesterons.

Tissue Factor (TF), ein zellmem-
brangebundenes Glykoprotein, ist
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der wichtigste zellulare Initiator
der Gerinnungskaskade. Unter
physiologischen Bedingungen
wird TF nur von perivaskularen
Zellen exprimiert [10, 11]. Mono-
zyten sind die einzigen, im Blut
zirkulierenden Zellen, die unter
pathophysiologischen Bedingun-
gen in der Lage sind, Gber TF-
Expression die Gerinnungskaskade
zu initieren. Im Zusammenhang
mit entziindlichen Prozessen und
zelluldaren Immunantworten kon-
nen Monozyten direkt durch eine
Reihe von Stimuli wie Zytokine,
Lymphokine, Endotoxine, Antige-
ne und Komplementfaktoren zur
TF-Synthese und -Expression akti-
viert werden [10, 34, 35]. Diese
pathologische TF-Expression wur-
de fir verschiedene Krankheitsbil-
der wie Sepsis, Tumorleiden,
Atherosklerose [9, 13, 36] u.a.
verantwortlich gemacht und spielt
moglicherweise auch in der
Thrombogenese junger Frauen
unter oraler Kontrazeption und/
oder Nikotinabusus eine entschei-
dende Rolle. Da Monozyten
durch Endotoxin zur TF-Synthese
und -Expression induziert werden
konnen, wurden die Monozyten-
kulturen in dieser Studie mit LPS
stimuliert. Auch hier zeigte sich
eine besonders starke Induzierbar-
keit bei den Frauen, die rauchen
und OC einnehmen.

In der Gruppe der Raucherinnen
lie sich eine deutlicher Anstieg
der TF-Expression sowohl in
unstimulierten als auch in stimu-
lierten Monozyten feststellen. Da
die monozytdre TF-Expression
von Raucherinnen die von Nicht-
raucherinnen unter OC ubertrifft,
konnte dem Nikotinabusus im
Vergleich zur OC-Einnahme ein
starkerer induzierender Effekt der
TF-Aktivitit zukommen als unter
OC. Es ergibt sich jedoch keine

J. FERTIL. REPROD. 5/2000

statistische Signifikanz zwischen
der Gruppe der Raucherinnen
und den Nichtraucherinnen unter
OC. Der Mechanismus der mono-
zytaren TF-Aktivierung durch
Nikotinabusus ist noch unklar.
Eine mogliche Ursache fir die
verstarkte TF-Aktivierung in Blut-
monozyten unter Nikotinabusus
stellt oxidativer StreR dar [37, 38].
Zigarettenrauch setzt sich aus
mehr als 400-500 Gaskomponen-
ten zusammen, die groSe Mengen
an freien Radikalen und oxidierten
Vorstufen wie Phenole, Nitros-
amine, NO, NO, etc. enthalten.
In der partikularen Phase vorkom-
mende lipophile Chinone werden
reduziert, wobei als spezielle
Oxidantien O, und H,O entste-
hen, die ihrerseits zu reaktiven
OH-Radikalen reagieren [39].
Intrazelluldre Oxidationen kon-
nen die Transkription einzelner
Gene erleichtern, wie z. B. die
Transkription von Tumornekrose-
faktor-alpha (TNF-a), Interleukin
1B, Interleukin 6 und Tissue Factor
in humanen Monozyten [40-42].
Hierbei kommt es moglicherwei-
se zur oxidativen Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-xB, der
mafgeblich an der Regulation der
TF-Gentranskription beteiligt ist
[43]. Moglicherweise sind Veran-
derungen im zelluldren Redox-
potential fiir die gesteigerte NF-
kB-Bindungsaktivitat in Monozyten
von Raucherinnen verantwortlich.
Andere Mechanismen wie Veran-
derungen der monozytdren Zell-
membran oder intrazelluldre Pro-
zesse, die fur die TF-Bildung not-
wendige mMRNA- und Protein-
Synthese, kdnnen fiir die erhchte
TF-Expression in Monozyten star-
ker Raucherinnen verantwortlich
sein.

Die hochste TF-Aktivitdt wurde in
Monozyten von Raucherinnen

unter gleichzeitiger Antikonzep-
tiva-Einnahme beobachtet. Es
zeigte sich jedoch keine statisti-
sche Signifikanz im Vergleich zur
Gruppe der Raucherinnen ohne
OC-Einnahme. Ferner konnte kein
weiterer Anstieg der TF-mRNA-
Level beobachtet werden.

Sowohl Nikotinabusus als auch
die Einnahme oraler Kontrazepti-
va erhohen separat das Risiko
venoser Thrombosen, Myokardin-
farkte [26] und zerebrovaskuldrer
Insulte [5, 25]. Bei pramenopau-
salen Frauen ist die TF-Aktivitat
von peripheren Blutmonozyten
sowohl unter oraler Kontrazepti-
on (OC) als auch bei Nikotinab-
usus erhoht. Der additive Effekt
bei gleichzeitigem Nikotinabusus
und OC erklart moglicherweise
den synergistischen Effekt des
Rauchens fir das Risiko thrombo-
embolischer Ereignisse unter OC-
Einnahme [5, 25, 26]. Eine gestei-
gerte monozytdre TF-Expression
konnte moglicherweise zur intra-
vaskuldaren Gerinnungsaktivierung
und eventuell zu thromboemboli-
schen Komplikationen unter OC
beitragen. Weitere Studien sind
notwendig, um zu klaren, ob die
monozytdre TF-Aktivitdt als ein
prognostischer Marker fir das
Auftreten thromboembolischer
Ereignisse unter OC und Nikotin-
abusus herangezogen werden kann.
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