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1 Einleitung

1.1 Inflammation und Blutgerinnung

Das humane Immunsystem sowie das Blutgerinnungssystem stellen empfindliche
Gleichgewichte dar, die eng miteinander verkniipft sind. Auf Infektionen oder
Gewebsverletzungen reagiert der menschliche Korper mit einer Aktivierung des
Immunsystems, um die Storung des Gleichgewichts zu kontrollieren. Die initiale
Abwehrreaktion erfolgt durch das angeborene Immunsystem. Dabei werden die zelluldren
Komponenten dieses Systems aktiviert, und eine Vielzahl von Zytokinen und anderen
Mediatoren wird ausgeschiittet. Die klassischen zytokinproduzierenden Zellen des
angeborenen Immunsystems sind Monozyten oder Makrophagen, die unter anderem den
Prototyp der proinflammatorischen Zytokine, Tumornekrosefaktor oo (TNFa), sezernieren.
TNFa spielt eine wichtige Rolle in der Abwehr einer lokalen Entziindung oder Infektion,
indem es z.B. neutrophile Granulozyten und mononukleidre Phagozyten aktiviert. Wird es
jedoch systemisch freigesetzt, kann eine Ereigniskaskade ausgelost werden, die zu
Gewebeschiaden, Organdysfunktion und Tod fithren kann.[1]

Die Aktivierung der Gerinnung ist wichtiger Bestandteil der Abwehr von
Krankheitserregern, dadurch soll die Ausbreitung der Infektion eingedimmt werden.[2]
Bereits vor 30 Jahren wurden Verdnderungen des Blutgerinnungssystems als Reaktion auf
Entziindungen beschrieben.[3] Mittlerweile ist gingige Meinung, dass wihrend einer
Sepsis die systemische Entziindung unweigerlich zu einer Aktivierung des
Gerinnungssystems und einer gleichzeitigen Inhibition des blutgerinnungshemmenden
Systems sowie der Fibrinolyse fiihrt.[4] Dies kann zur Entstehung von Mikrothromben, zu
Gewebeunterversorgung und letztendlich zu Organversagen fiihren.[5] Inflammatorische
Zytokine sind die Hauptmediatoren der entziindungsvermittelten Gerinnung, da sie unter
anderem die Plittchenproduktion und —empfindlichkeit erhohen.[6] Der wichtigste
Verkniipfungspunkt zwischen Gerinnung und Inflammation scheint jedoch der
Oberflachenrezeptor Gewebethromboplastin (engl.: tissue factor, TF) zu sein, der
zusammen mit Faktor (F) VII den Anfangspunkt der exogenen Gerinnungskaskade bildet.
Gewebethromboplastin kommt normalerweise nur auf Zellen vor, die nicht in direktem
Kontakt mit Blut stehen, oder eine Barriere zwischen Gewebe und Blut darstellen. Es wird
aber, unter anderem, durch Bakterientoxin im Zirkulationssystem induziert, zum Beispiel

auf Monozyten und Makrophagen. Unter pathologischen Bedingungen wie Entziindung



oder GefidBverletzung konnte der exogene Weg somit als induzierbare Koagulation
verstanden werden, wobei die vermehrte Expression von TF im Wesentlichen als initiales
Gerinnungssignal dient.[7] Inzwischen geht man aber auch davon aus, dass Bestandteile
des Koagulationssystems in der Lage sind, die Immunantwort zu beeinflussen.[8]
Beispielsweise fithrte die Aktivierung der Gerinnung durch intravendse Gabe von
rekombinantem, aktiviertem FVII (rFVIla) zur Freisetzung von Interleukin (IL)-6 und 1L-8

im Plasma gesunder Probanden.[9]

1.2 Entgleisungen des Gerinnungs- und Immunsystems

Gerade die Entgleisung der beiden Systeme, Gerinnung und Inflammation, steht in engem
Zusammenhang.

Eine Entziindung ist in der Regel ein lokales Ereignis mit den Kardinalsymptomen Rotung,
Uberwirmung, Schmerz und Schwellung. Eine akute Entziindung ist normalerweise auf
Stunden bis wenige Tage begrenzt und nach heutigem Verstindnis in erster Linie durch
Vasodilatation, Fliissigkeitsaustritt ins Gewebe und Leukozyteninfiltration charakterisiert.
Vasodilatation manifestiert sich klinisch durch Rotung und Hitze, sie soll den lokalen
Transport von l6slichen Mediatoren und Zellen ermoglichen. Die entziindliche
GefiBBerweiterung wird vor allem von Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandinen
verursacht. Gleichzeitig ist die Permeabilitit der die Entziindung umgebenden
physiologischen Barrieren stark erhoht, wodurch ein Fliissigkeits- und Proteineinstrom ins
Interstitium entsteht. Dieses sogenannte ,,capillary leakage* ermoglicht den Ubertritt von
l6slichen Botenstoffen und Antikorpern ins entziindete Gewebe, stellt aber gleichzeitig
auch eine Schrankenstorung dar. Diese entziindliche Odembildung imponiert klinisch als
Schwellung. Bei starker, systemischer Entziindung kann die Gefderweiterung zu
systemischer Hypotonie und septischem Schock fiihren.[10]

Die drei Charakteristika einer Entziindung, Vasodilatation, Fliissigkeitsaustritt ins Gewebe
und Leukozyteninfiltration, sind Teile der angeborenen Immunantwort. Deren Stérke wird
zu einem groflen Teil durch die Aktivitit von Zytokinen bestimmt. Normalerweise steht
die Immunantwort unter stindiger Kontrolle, beseitigt die Entziindung und unterstiitzt die
Reparatur des geschiadigten Gewebes. Auch die Produktion der Zytokine ist unter
normalen Umsténden selbstlimitierend, und es besteht stets ein Gleichgewicht zwischen
proinflammatorischen und antiinflammatorischen Peptiden. Kommt es jedoch zu einer
unkontrollierten Immunreaktion, die als Ursache fiir septisches Organversagen

angenommen wird, kann sowohl eine exzessive Inflammation als auch Immunsupression



zum Tod des Patienten fiihren.[11] Die Kriterien einer systemischen Entziindungsreaktion
wurden 1991 in einer Konsensus-Konferenz des ,,American College of Chest Physicians*
und der ,,Society of Critical Care Medicine* unter dem Begriff ,,systemic inflammatory

response syndrome* (SIRS) zusammengefasst und wie folgt definiert (siehe Tabelle 1).[12]

Mindestens zwei der folgenden Kriterien miissen erfiillt sein:

e Korpertemperatur >38°C oder <36°C

¢ Herzfrequenz >90 Schldge/min

e Atemfrequenz >2(0Ziige/min oder
PaCO, <32mm Hg

e Leukozyten >12.000/mm” oder <4.000/ mm’ oder
Unreife Leukozytenformen >10% (Linksverschiebung)

Tabelle 1: Definition des SIRS

Ist eine Infektion Ursache des SIRS, spricht man von einer Sepsis. Eine schwere Sepsis
liegt vor, wenn sich aufgrund der Erkrankungsschwere Organfunktionsstérungen
feststellen lassen. Tritt in diesem Zusammenhang ein Versagen des cardio-vaskuldren
Systems auf, spricht man vom sog. septischen Schock, der nosologisch eine eigene Entitit
darstellt. Dieser liegt vor, wenn zusitzlich ein systolischer arterieller Blutdruck unter
90mm Hg oder ein mittlerer arterieller Blutdruck unter 65mm Hg fiir mindestens eine
Stunde auftritt.[13] Die Steigerung der schweren Sepsis mit Dysfunktion von mindestens
zwel Organsystemen definiert das septische Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS).
Neben viralen oder bakteriellen Infektionen gibt es eine Vielzahl von Faktoren, die ein
SIRS verursachen konnen, so zum Beispiel akute Pankreatitis, Traumata, Verbrennungen,
Ischiamie, hiamorrhagischer Schock oder Gewebsverletzungen in Folge groBer operativer
Eingriffe.[14] Auch eine intravendse Gabe von proinflammatorischen Zytokinen kann zu
einem MODS oder SIRS dhnlichen Syndrom fiihren.[15] Das legt nahe, dass das klinische
Syndrom der Sepsis nicht ausschlieBlich durch direkte Einwirkung mikrobieller Produkte
zu Stande kommt, sondern auch durch die Wirkung korpereigener Mediatoren erklidrbar
ist.[16] Man kann den septischen Schock sogar als schwere Zytokin-induzierte
pathologische Konsequenz einer Entziindungsreaktion betrachten.[17]

Die aus diesen klinischen Beobachtungen abgeleiteten Paradigmen gingen bisher davon
aus, dass nach dem ersten Stimulus (Trauma, Sepsis, Schock) zuerst eine kurze

proinflammatorische SIRS-Phase auftritt. Darauf folgt eine lingere antiinflammatorische




Phase, die als ,,compensatory anti-inflammatory response syndrome* (CARS) bezeichnet
werden kann.[17] Dieses Syndrom ist durch eine beeintrichtigte Antigenprisentation, eine
Paralyse der Makrophagen, T-Zell-Anergie, eine verminderte Tyl-Proliferation und eine
erhohte Apoptoserate der B-und T-Lymphozyten charakterisiert.[18] Biochemische
Veridnderungen wihrend des CARS beinhalten erhohte Konzentrationen von IL-10 und
von solublen Gegenspielern von IL-1 und TNF, sowie eine verminderte
Oberflachenexpression von Humanem Leukozytenantigen-DR (HLA-DR) auf peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMC). Vor allem nach schweren Traumen oder
Verbrennungen tritt diese Immunsuppression hiufig auf. Dabei reflektierten in einer
Untersuchung von Neidhardt et al. hohe IL-10 Plasmaspiegel den Schweregrad der
Verletzung und korrelierten mit dem Risiko schwere septische Komplikationen zu
entwickeln.[19] Durch die iiberschiefende Immunreaktion der ersten Phase, kann es zu
einem frihen Organversagen kommen. Gleichzeitig macht die nachfolgende
Immunsuppression den Korper angreifbarer fiir nosokomiale Infektionen und andere
Komplikationen. Dadurch kann es zu einem zweiten Aufflammen der Immunantwort und
zu einem spiten Organversagen kommen. Die Uberginge zwischen SIRS und CARS sind
flieBend. Das Nebeneinander von pro- und antiinflammatorischer Uberregulation wird
deshalb von einigen Autoren als ,,mixed anti-inflammatory response syndrome* (MARS)
bezeichnet. [17] Der Ablauf dieses Modells der Immunantwort nach septischem Insult ist

in Abbildung 1 bildlich dargestellt.
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Abbildung 1: Zeitlicher Ablauf der Immunantwort nach septischem Insult (Abbildung aus [17])



Nach heutigem Verstindnis laufen die beiden Phasen der Immunreaktion jedoch eher
gleichzeitig als zeitlich versetzt ab. Die Antiinflammation wire dann der benétigte
Gegenspieler zur Proinflammation, um eine Verschiebung des Gleichgewichts ins Extreme
zu verhindern. In einem murinen Sepsismodell wurden beispielsweise erhohte
Plasmaspiegel fiir pro- und antiinflammatorische Mediatoren zu identischen Zeitpunkten
gemessen. Entgegen der Annahme, dass auf eine proinflammatorische Phase eine
antiinflammatorische folgt, waren beide Arten von Mediatoren nur mit frithen Todesféllen
in den Tagen 1-5 nach Auslosen der Sepsis assoziierbar, aber nicht mit spitem septischen
Organversagen.[20]

Wihrend der beschriebenen Immunreaktion kommt es unweigerlich auch zur Aktivierung
des Gerinnungssystems. Die wihrend einer systemischen Entziindung entstehenden
Zytokine, speziell TNFa, IL-1B und IL-6, aktivieren die Blutgerinnung, unter anderem
wahrscheinlich durch die Induktion von TF auf Endothelzellen und Monozyten, und
vermindern die Fibrinolyse.[21, 22] Dies fiihrt zur Ablagerung von Fibrin und somit zu
einer Behinderung des Blutflusses, was fortschreitendes Organversagen durch
Gewebeunterversorgung zur Folge haben kann. Durch die massive Aktivierung des
Gerinnungssystems kommt es zum Verbrauch von sowohl pro- als auch antikoagulatorisch
aktiven Proteinen. Neben mikrovaskuldren Thrombosen kann es also gleichzeitig zu
diffusen Blutungen kommen.[23] In Abbildung 2 ist dieses als disseminierte intravasale
Gerinnung (DIC) bezeichnete Ungleichgewicht zwischen intravasaler Fibrinablagerung

und —entfernung schematisch dargestellt.
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1.3 Einsatz von gerinnungsaktiven Substanzen in der

Intensivmedizin

1.3.1 Antikoagulation in der Sepsistherapie

Das Hauptproblem der Gerinnungsaktivierung wihrend der Sepsis ist die Bildung von
mikrovaskuldren Thromben aufgrund starker Fibrinbildung und unzureichender
Fibrinolyse. Durch die massive Aktivierung der Gerinnung kommt es zu einer sogenannten
Verbrauchskoagulopathie, bei der vor allem die antikoagulatorische Kapazitit stark
reduziert ist. So ist die Aktivitdt von Antithrombin III (ATIII) und aktiviertem Protein C
(APC), zwei der wichtigsten korpereigenen Gerinnungsinhibitoren, wihrend der Sepsis
erheblich vermindert.[24, 25] Die Wiederherstellung des antikoagulatorischen Systems
stellt somit einen vielversprechenden Angriffspunkt fiir die Therapie des septischen

Multiorganversagens dar.

1.3.1.1 Aktiviertes Protein C

Rekombinant hergestelltes aktiviertes Protein C (Drotrecogin Alpha) hat als Xigris® seit
2002 die europdische Zulassung zur Behandlung der schweren Sepsis. In der PROWESS-
Studie (Recombinant human activated protein C worldwide evaluation on severe sepsis),
eine klinische Studie der Phase 3, wurde eine Reduktion der 28-Tage Letalitit durch die
Gabe von APC bei Patienten mit schwerer Sepsis festgestellt.[26] Mehr als 85% der
Patienten mit schwerer Sepsis haben ein niedriges Protein C Level, zudem ist die
Umwandlung in die aktivierte Form in der Sepsis gestort. Die niedrigen Protein C Level
korrelieren mit Sterblichkeit und Morbiditit der Patienten, unabhingig von Alter,
beteiligtem Erreger, Vorhandensein von Schock, DIC, Grad der Hyperkoagulation oder
Schweregrad der Krankheit.[27] Bei Patienten mit Sepsis und niedrigem Sterberisiko, oder
bei Kindern mit Sepsis wurde jedoch noch kein klarer Vorteil durch die Gabe von APC
festgestellt, da die positiven Auswirkungen immer einem erhohten Blutungsrisiko
gegeniiber stehen.[28] Im Tiermodell verhinderte die Gabe von APC den Tod durch
normalerweise letale Endotoxindosen. Dabei war die APC-Infusion mit einer verminderten
Konzentration an Entziindungsmarkern assoziiert.[29] Wurde hingegen die endogene
Aktivierung von Protein C blockiert, reagierten die Tiere auf eine niedrige Dosis E.coli als
hitten sie eine toxische Menge erhalten.[30] In einer Studie mit Patienten mit niedrigem
Endotoxinplasmaspiegel zeigte sich jedoch nach Gabe von APC oder Placebo kein

Unterschied in den Entziindungsmarkern.[31]



Neben der antikoagulatorischen Wirkung von APC und der damit verbundenen
Wiederherstellung des Gleichgewichts im Blutgerinnungssystem zeigt APC auch davon
unabhingige zytoprotektive Effekte.[32] Dazu gehoren die Verdnderung von
Genexpressionsprofilen, antiinflammatorische und anti-apoptotische Aktivitit sowie die
Stabilisierung der Endothelbarriere.[33] So wurde in einem humanen Modell fiir
Endotoxin-induzierte pulmonale Entziindung nach Gabe von APC eine verminderte
Akkumulation von Neutrophilen in den Atemwegen nachgewiesen. Ex vivo konnte
zusitzlich eine verminderte Endotoxin-induzierte Chemotaxis der Neutrophilen festgestellt
werden.[34] In vitro lieB sich eine Inhibition der Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF«B und daraus resultierend, eine verminderte Lipopolysaccharid(LPS)-induzierte
Produktion von TNFa, nachweisen.[35] Neben Veroffentlichungen, die eine massive
Veridnderung der Monozyten Funktion durch APC in vitro postulieren, unter anderem eine
verminderte LPS-induzierte Produktion von TNFa, IL-18, IL-6 und IL-8[36], gibt es auch
ex vivo Studien, die keine Veridnderung der Endotoxin-stimulierten Zytokinproduktion von

Monozyten zeigen.[37]

1.3.1.2 Antithrombin III

Im Gegensatz zu APC zeigte ATIII in einer groen Phase 3 Studie (KyberSept-Trial) an
Patienten mit schwerer Sepsis keine Reduktion der 28-Tage Letalitit.[38] In Tiermodellen
fiir Sepsis konnte jedoch mehrmals eine verminderte Sterblichkeit und ein reduziertes
Auftreten von Organdysfunktion durch ATIII festgestellt werden.[39-42] Bei Patienten mit
Sepsis verkiirzte die ATIII-Gabe mit dem Ziel einer Plasmaaktivitit iiber 100% die Dauer
der DIC.[43, 44] Unter kontinuierlicher Zufuhr von ATIII mit dem Ziel einer
Plasmaaktivitdt von iber 120% konnte die Verbesserung von Organfunktionen im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe demonstriert werden.[45] In einer Metaanalyse des
KyberSept-Trials wurde die Auswirkung der Hochdosis-ATIII-Therapie auf die Letalitét
von Patienten mit schwerer Sepsis und einem hohen Risiko zu sterben ausgewertet. Dabei
konnte eine verminderte 56- und 90-Tage Sterblichkeit nachgewiesen werden. All diese
Effekte waren in der Patientensubgruppe, die kein Heparin erhielt, deutlicher
ausgepragt.[46] Bereits im KyberSept-Trial wurde eine Storung des ATIII-Effekts durch
die gleichzeitige Gabe von Heparin vermutet.

Auch ATII hat, wie APC, von seinen antikoagulatorischen Eigenschaften unabhingige
antiinflammatorische Effekte.[47] So gibt es eine Reihe von Verdffentlichungen, die eine

reduzierte Leukozyten-Endothel-Wechselwirkung durch ATIII beschreiben. Durch diese



Beeintrichtigung wurde der Fliissigkeitsaustritt aus den GefidBBen, die Storung der
Mikrozirkulation und die Schidigung der Organe signifikant reduziert[48, 49], hierbei
schien die durch ATIII stimulierte Ausschiittung von Prostacyclin durch Endothelzellen
eine entscheidende Rolle zu spielen.[50] Souter et al. zeigten, dass ATIII die LPS-
induzierte Expression von IL-6 und TF durch mononukledre Zellen vermindert.[51]
Oelschliger et al. konnten nachweisen, dass neben diesen beiden Molekiilen auch TNFa
durch die Blockade von NF«kB durch ATIII in seiner Produktion gemindert wird.[52] Die
Reduktion der IL-1B Synthese lie} sich bis jetzt nur in Zellen der glatten GefiBmuskulatur
nachweisen.[53] Im Tiermodell konnten Minnema et al. eine Verbesserung der
Uberlebensrate von Pavianen durch ATIII nach einer letalen E.coli-Gabe feststellen, dabei
waren die Plasmalevel im Vergleich zur reinen E.coli-Gruppe fiir IL-6 und IL-8 erhoht, fiir

TNFa und IL-10 jedoch nach ATIII-Gabe erniedrigt.[42]

1.3.2 Aktivierter Faktor VIl als ,,rescue-therapy“ bei hamorrhagischem
Schock nach schwerem Trauma

Rekombinanter, aktivierter Faktor VII ist zur Behandlung und Prophylaxe von Blutungen
bei Patienten mit angeborener Blutgerinnungsstorung zugelassen. Seit einigen Jahren wird
er aber auch als ,rescue therapy“ zur Kontrolle schwerer traumatisch verursachter
Héamorrhagien propagiert.[54] Dabei soll durch die Gabe von rFVIla die Koagulation
spezifisch am Ort der Verletzung verstiarkt werden, indem es die exogene Gerinnung
aktiviert und zu einer massiven Thrombin-Produktion fiihrt.[55] Die Ergebnisse einer
randomisierten, placebokontrollierten Studie iiber die Verwendung von rFVIla zur
Blutungskontrolle nach stumpfem Trauma zeigten, bei vermindertem Transfusionsbedarf
in der rFVIla-Behandlungsgruppe, eine verminderte Inzidenz fiir das acute respiratory
distress syndrome (ARDS) und Multiorganversagen. Gleichzeitig wurde keine Erhohung
nachteiliger Effekte, wie Thromboembolien oder systemische Koagulation festgestellt.[56]
In einer retrospektiven Studie konnten Rizoli et al. bei Traumapatienten mit massiven
Blutungen eine Verbesserung der Uberlebensrate in den ersten 24 Stunden feststellen.[57]
In einer anderen retrospektiven Studie iiber rFVIla als Zusatztherapie bei der Behandlung
von vaskuldren Verletzungen in Kriegszeiten erwies sich rFVIIa als effektive Komponente
zur Blutungskontrolle und zur Umkehr der Koagulopathie. Die Letalitit der Patienten blieb
aber in der rFVIla-Gruppe unveridndert gegeniiber der Kontrollgruppe.[58] Eine
placebokontrollierte, klinische Studie zur Untersuchung der Effektivitit und Sicherheit von

rFVIla als Blutungskontrolle bei stumpfem und penetrierendem Trauma wurde 2008



aufgrund einer zu geringen Sterblichkeit in der gesamten Studienpopulation vorzeitig
abgebrochen.[59] Dabei ergab sich zwar ein verminderter Transfusionsbedarf in der rFVIla
Therapiegruppe, aber kein Unterschied beziiglich Sterblichkeit und Morbiditdt im
Vergleich zu Placebo.[60] Es gibt bisher noch keine randomisierte, kontrollierte Studie, die
eine Verbesserung des Uberlebens von Traumapatienten durch die Gabe von rFVIIa
beweist. Deshalb wird empfohlen, die Anwendung von rFVIla auf Extremsituationen zu
beschrianken, entweder als Zusatztherapie oder wenn konventionelle Mafnahmen nicht
anschlagen.[55]

Die intravendse Gabe von rFVlIla fiihrte bei gesunden Probanden ohne weiteren Stimulus
zur Freisetzung von IL-8 und IL-6, was durch die Bildung von Thrombin erklért wurde.[9]
Fiir Thrombin wurde unter anderem eine Erhohung der LPS-induzierten TNFa- und IL-18-
Synthese durch Monozyten[61] sowie eine Erhéhung der IL-10-, IL-6- und IL-1pB-
Produktion in PBMCs nachgewiesen.[62-64]. Neben der moglichen Beeinflussung der
Zytokinantwort durch die Freisetzung von Thrombin geht man zusitzlich davon aus, dass
FVIla einen direkten immunmodulatorischen Einfluss auf Makrophagen hat. Es wurden
erhohte Syntheseraten fiir IL-6 und IL-8 und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
beobachtet.[65, 66] TF scheint dabei nicht nur als Aktivator und Rezeptor fiir FVII in der
Gerinnungskaskade von Bedeutung zu sein, sondern auch als Vermittler fiir die Wirkungen
von FVIla auf die Zelle.[67] Auf Monozyten und Makrophagen wird TF normalerweise
nur geringfiigig exprimiert, ist aber durch verschiedene Stimuli, unter anderem LPS oder

TNFa, induzierbar.[7]
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2 Grundlagen: Das Gerinnungssystem

2.1 Faktor VIl als Anfangspunkt der Gerinnungskaskade

Frither wurde das Hamostasesystem in den extrinsischen und intrinsischen Weg unterteilt,
mittlerweile wird letzterer als endogener Weg bezeichnet, der aber in vivo kaum von
Bedeutung ist.[14] Das extrinsische, mittlerweile als exogenes System bezeichnete
Gerinnungssystem, ist das fiir in-vivo-Vorginge interessantere System, da es durch
Gewebsverletzung aktiviert wird. Durch die Verletzung wird TF freigelegt, der in
verschiedenen extravaskuliren Geweben auftritt und nun in Kontakt mit im Blut
zirkulierendem FVII kommt, der dadurch zu FVIla aktiviert wird. Der Komplex aus FVIIa
und TF aktiviert wiederum FX und FIX. Faktor FXa sorgt durch proteolytische Spaltung
von Prothrombin fiir die Bildung von Thrombin. Bereits kleine Mengen von Thrombin
aktivieren nun FV und FVIII. FVIIIa bildet einen Tenase-Komplex mit FIXa, welcher ein
starker Aktivator fiir FX ist. FVa dient als Cofaktor fiir FXa, wodurch nun groe Mengen
Thrombin entstehen. Als zusidtzliche Amplifikation aktiviert Thrombin FXI, welcher
wiederum FIX aktiviert.

Thrombin aktiviert aulerdem Thrombozyten, die FV freisetzen und eine optimale
Oberfliche bieten, um groBe Thrombinmengen entstehen zu lassen, da sie Ca* und
Phospholipide tragen. Erst im Komplex mit diesen Komponenten entfalten die
Gerinnungsfaktoren ihre volle Wirkung. Durch Thrombin wird Fibrinogen in
Fibrinmonomere umgewandelt und zusidtzlich FXII aktiviert, welcher die
Fibrinpolymerisation auslost. In Abbildung 3 ist diese Gerinnungskaskade bildlich
dargestellt.
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Thrombin

o

Fibrin
{
Abbildung 3: FVIIa als Anfangspunkt der Gerinnungskaskade (Abbildung der Firma NovoNordisk)

Unter pathologischen Bedingungen wie SIRS oder Sepsis wird vermutlich TF, induziert
durch Endotoxin oder Zytokine, auf der Oberfliche von aktivierten Endothelzellen und
aktivierten Monozyten und Makrophagen exprimiert, wodurch eine unkontrollierte
systemische Gerinnungsaktivierung ausgelost werden kann.[5] .

In pharmakologischer Konzentration aktiviert rFVIla jedoch vermutlich direkt, also
unabhidngig von TF, FX auf der Oberfliche von Monozyten. (Information der Firma
NovoNordisk)

Die Initiation der exogenen Gerinnungskaskade wird durch Tissue factor pathway inhibitor
(TFPI) unter Kontrolle gehalten. Er bildet einen quartiren Komplex mit TF, FVIIa und
FXa, und hemmt so die Bildung von Thrombin aus Prothrombin.[5]

Direkte Wirkungen des TF-FVIIa-Komplexes auf die Zellfunktion werden vermutlich tiber
die proteolytische Aktivierung des Protease-aktivierten-Rezeptors- (PAR-) 2 vermittelt.
Zusitzlich kann der Komplex aus TF, FVIla und FXa wahrscheinlich PAR-1 aktivieren,
welcher auch durch das in der Gerinnungskaskade generierte Thrombin gespalten werden
kann. Es ist noch unklar, ob noch weitere Oberfldchenrezeptoren oder noch unbekannte

PAR-Molekiile an der TF-FVIIa Signaltransduktion beteiligt sind.[67]
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2.2 Antithrombin Illll und aktiviertes Protein C als wichtigste,
koérpereigene antikoagulatorische Substanzen

Neben TFPI sind APC und ATIII die beiden wichtigsten korpereigenen Antikoagulantien.
ATIII beeinflusst die Aktivitit einer ganzen Anzahl von Gerinnungsfaktoren, es hemmt
Thrombin, FIXa, FXa, FXIa und FXIla durch Komplexbildung.[68] Unter Heparineinfluss
ist die Wechselwirkung zwischen ATIII und den Gerinnungsfaktoren mindestens um das
Tausendfache erhoht. Heparin bindet an  ATIII, welches dadurch eine
Konformationsdnderung  erfahrt, wodurch die Fahigkeit zur Inhibition der
Gerinnungsfaktoren zunimmt. Heparindhnliche Glycosaminoglykane (GAGs) an der
Endotheloberfliche konnen die verstirkende Wirkung von Heparin iibernehmen. Auch
ohne Heparin inhibiert ATIII die Gerinnungskaskade sehr effektiv, lediglich deutlich
langsamer. Somit kann ATIII als ein Modulator der physiologischen Reaktion gesehen
werden, der Zeit fiir Wundheilung lédsst, aber eine systemische Aktivierung der Himostase
verhindert.[47]

Die antiinflammatorische Wirkung von ATIII scheint iiber die Bindung von ATIII an
GAGs auf der Zelloberfliche vermittelt zu werden. Syndecan-4, ein
Heparansulfatproteoglykan, ist ein wichtiger zelluldrer Rezeptor fiir ATIIL.[69] Heparin
und GAGs auf der Zelloberflache konkurrieren um ein und dieselbe ATIII-Bindungsstelle,
was eine Blockade der antiinflammatorischen Wirkung von ATIII durch Heparin bedeuten
konnte.[47]

APC inhibiert, mit Protein S als Cofaktor, FVa und FVIIla irreversibel durch
Proteolyse.[68] Die Aktivierung von Protein C erfolgt durch einen Komplex aus Thrombin
und Thrombomodulin. Steigt die Thrombinkonzentration, so bindet ein GroBteil des
Thrombins an Thrombomodulin, welches sich hauptsidchlich an der Endotheloberfliche
befindet, was zur Aktivierung von Protein C fiihrt. Der endotheliale Protein-C-Rezeptor
(EPCR) vervielfacht die Aktivierungsrate in vivo ungefihr um das zwanzigfache, indem er
Protein C bindet und es dem Thrombin-Thrombomodulin-Aktivierungskomplex
prasentiert. Sobald die Thrombinentstehung nachldsst, hort der Aktivierungskomplex auf
APC zu generieren. APC agiert also in einem negativen Feedbackmechanismus, der auf die
vorhandene Thrombinmenge reagiert.[30]

Neben seiner antikoagulatorischen Aktivitit besitzt APC auch eine davon unabhéngige
antiinflammatorische Wirkung. Diese wird vermutlich iiber die Bindung von APC an

EPCR und die nachfolgende proteolytische Spaltung von PAR-1 vermittelt.[70]
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3 Grundlagen: Das Immunsystem

3.1 Das humane Immunsystem

Das Immunsystem schiitzt den Organismus vor schiddlichen Einfliissen jeder Art. Es
existiert eine Vielzahl von Mechanismen, um diese Bedrohungen zu erkennen,
Informationen dariiber zu vermitteln und sie zu bekdmpfen. Man unterscheidet dabei
zwischen der unspezifischen Immunabwehr, die schon sehr frith in der Phylogenese
entstanden und angeboren ist, und der spezifischen Immunabwehr, die erst im Laufe des
Lebens eines Organismus entsteht. Zur unspezifischen Abwehr gehdren neben den
physiologischen Barrieren, wie Epithelien und Schleimhiute, unter anderem auch die
klassische Entziindungsreaktion und die Abwehr durch Fresszellen. Gelingt es einem
Krankheitserreger, die Epithelbarriere zu iiberwinden, werden sie von Immunzellen der
unspezifischen Immunabwehr, wie Makrophagen, dendritische Zellen und Granulozyten,
z.B. durch Phagozytose bekdmpft. Gleichzeitig wird durch sogenannte Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMPs) eine entziindliche Immunantwort ausgelost. Die
hierbei freigesetzten Zytokine haben neben einer Vielzahl von lokalen Effekten auch
signifikante Fernwirkungen. Unter anderem locken sie weitere Immunzellen an und
aktivieren das spezifische Immunsystem. Auch durch Phagozytose kann die spezifische
Immunabwehr aktiviert werden, indem aufgenommenes Fremdeiweil auf der
Zelloberflache als Antigen prasentiert wird. Diese nicht angeborene, spezifische Abwehr
ist ein lernfihiges System. Es ist in der Lage spezifische Antikdrper gegen Antigene von

Mikroorganismen zu entwickeln.

3.2 Die zellulare Inmunantwort

Neben der Einteilung in unspezifische und spezifische Immunabwehr kann auch nach
zelluldrer und humoraler Antwort unterschieden werden. Humorale Bestandteile des
Immunsystems sind das Komplementsystem, Lysozym, Interferone, Akut-Phase-Proteine
und spezifische Antikorper. Dem gegeniiber steht die zelluldre Immunantwort, deren
Zellen aus pluripotenten Stammzellen entstehen, die sich anschlieBend entweder in
myeloische oder lymphatische Stammzellen differenzieren. Aus letzteren entstehen B- und
T-Lymphozyten sowie Natiirliche Killerzellen. Granulozyten und Monozyten entstehen
aus myeloischen Vorliduferzellen. T-Lymphozyten sind in der Lage, die ihnen iiber die als

major histocompatibility complex- (MHC-) bezeichneten Molekiile priasentierten Antigene
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zur erkennen. Wihrend korpereigene Antigene toleriert werden, 1osen korperfremde
Antigene die spezifische T-Zell-vermittelte zelluldre Immunantwort aus. B-Lymphozyten
sind ebenfalls in der Lage Antigene zu erkennen und konnen nach Stimulation durch
Lymphokine, die durch aktivierte  T-Zellen  ausgeschiittet = werden, zu
antikorperproduzierenden Plasmazellen differenzieren. Differenzierte B- und T-Zellen, die
aus der klonalen Expansion nach einem Kontakt mit korperfremdem Antigen hervorgehen,
konnen diese Information immunologisch im Wirtsorgansimus konservieren. Man spricht
von Gedichtniszellen, die bei erneutem Antigenkontakt eine spezifische Immunantwort
auslosen.

Die unspezifische zellulire Immunabwehr erfolgt iiber Granulozyten, Natiirliche
Killerzellen, dendritische Zellen und Monozyten bzw. Makrophagen. Die sogenannten
antigenprisentierenden Zellen, dazu gehdren Monozyten und dendritische Zellen, sind in
der Regel die ersten Bestandteile des Immunsystems, die einen eindringenden

Krankheitserreger bekdmpfen.

3.3 Monozyten

Im Knochenmark werden wunter FEinfluss des Granulozyten-Monozyten-Kolonie-
stimulierenden Faktors (GM-CSF) oder des Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors
(M-CSF) aus der myeloischen Stammzelle Monoblasten gebildet. Aus diesen entwickeln
sich Monozyten, die aus dem Knochenmark in den Blutkreislauf iibergehen. Mit 5-20um
Durchmesser gehoren sie zu den grofften Leukozyten und besitzen einen groBen
bohnenférmigen Kern und wenig Zytoplasma. Bei Kontakt mit Infektionen wandern sie ins
Gewebe ein und differenzieren zu Makrophagen. Auf der einen Seite interagieren sie mit
T-Zellen durch Antigen-Pridsentation iiber den MHC-Komplex, auf der anderen Seite
konnen sie mit Hilfe von Oberfldachenrezeptoren vom Toll-like-Typ PAMPs erkennen und
eine Immunantwort auslosen. Ein gut untersuchtes Beispiel ist der Toll-like Rezeptor 4
(TLR-4), der zusammen mit dem CD-14 Rezeptor die Induktion der Entziindungsantwort
auf LPS in das Zellinnere vermittelt. Infolgedessen werden inflammatorische Zytokine,

unter anderem IL-1f, IL-6, IL-8 und TNFa, ausgeschiittet.

3.4 Stimulation mit Lipopolysaccharid als Sepsismodell

Lipopolysaccharid ist ein Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien. Es ist aus drei
Teilen zusammengesetzt, einer Lipidkomponente, die beim Zerfall der Bakterien als

Endotoxin wirkt, einer Kernregion und einer Polysaccharidkomponente. Eine Injektion von
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LPS fiihrt bei gesunden Probanden zu einer akuten Entziindungsreaktion.[71] Zur
Aktivierung von Sidugetierzellen durch LPS ist eine Serie von Interaktionen mit
verschiedenen Proteinen notig. LPS bindet zuerst an das 16sliche LPS-Bindungsprotein
(LBP), dieser Komplex bindet anschlieBend an den Oberflichenrezeptor CD14 auf
Monozyten. CD14 transferiert LPS auf einen Komplex aus MD-2 und TLR-4, wodurch
eine Signalkaskade ins Zellinnere ausgelost wird. Diese Kaskade fiihrt zur Aktivierung von
NF«xB und 16st eine Abwehrreaktion des angeborenen Immunsystems aus. Das klinische
Bild der gramnegativen Sepsis ist malgeblich auf diese Signaltransduktion

zuriickzufiihren,[72, 73] was die Stimulation mit LPS als Sepsismodell verwendbar macht.
3.5 Zytokine

3.5.1 Aligemein

Zytokine sind Polypeptide mit einem Molekulargewicht von 15-25kDa. Sie werden von
verschiedenen Zelltypen nach Kontakt mit geeigneten Noxen schnell synthetisiert und
sezerniert. Durch Bindung an spezifische Rezeptoren konnen sie immunologische
Reaktionen auslosen. Sie konnen sowohl autokrin als auch parakrin auf verschiedene
Zellarten wirken. Zytokine vermitteln ihre Wirkung meist durch eine Veridnderung der
Genexpression der Zielzelle und induzieren dadurch moglicherweise Differenzierung,
Proliferation, Migration oder Apoptose der Zelle. AuBBerdem kann die Synthese weiterer
Zytokine hervorgerufen oder deren Wirkung beeinflusst werden.[74] Zytokine konnen
nach ihrer biologischen Funktion in Wachstumsfaktoren, Interleukine, Interferone und
Chemokine eingeteilt werden. Im Folgenden werden die wichtigsten von Monozyten

produzierten Zytokine genauer betrachtet.

3.5.2 Interleukin 1B

Interleukin 1f ist eines der ersten Zytokine, das von Monozyten als Reaktion auf eine
Noxe freigesetzt wird. Zusammen mit TNFa und IL-6 gehort es zu den klassischen
proinflammatorischen Zytokinen und endogenen Pyrogenen. Es fiihrt zur Aktivierung des
GefiBendothels, wodurch Adhisionsmolekiile wie E-Selectin an der Endotheloberfliche
exprimiert werden, was von zentraler Bedeutung fiir das Einwandern von Leukozyten ins
entziindete Gewebe ist. Dariiber hinaus aktiviert und mobilisiert es Lymphozyten und
neutrophile Granulozyten. Zu den weiteren endogenen Wirkungen von IL-1B gehort die

Induktion von Fieber und die Anregung der Produktion von Proteinen der akuten Phase in
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der Leber, welche zur Aktivierung der Komplementkaskade fithren. Neben Monozyten
produzieren unter anderem auch Endothelzellen und Fibroblasten IL-1p.

IL-1 ist ein Polypeptid mit 17,5kDa und kommt in zwei Isoformen vor (IL-1a und IL-1P),
die sich in ihren biologischen Wirkungen kaum unterscheiden. Es wird zuerst als 31kDa
Vorlduferprotein gebildet und im Zytosol gehalten. Die Produktion erfolgt nach
Stimulation von Toll-like Rezeptoren, z.B. von TLR-4 durch LPS. In speziellen,
sekretorischen Lysosomen kommt das Prakursorprotein mit dem Interleukin-1 converting
enzyme (=Caspasel) in Kontakt und wird in seine aktive Form umgewandelt.
AnschlieBend wird es auf einem nicht-klassischen Weg sezerniert. Sowohl die
Aktivierung, als auch die Sekretion von IL-1B sind reguliert, d.h. nicht alle produzierten
Vorlduferproteine erscheinen als aktive Form in der Zirkulation.[75]

IL-1B vermittelt seine Wirkung iiber den IL-1 Rezeptor-Typ I, der eine Signalkaskade
auslost, die zur Freisetzung von NFkB im Zytosol und zu dessen Translokation in den
Zellkern fiihrt. Es bindet an enhancer-Elemente von Zielgenen und fiihrt so, unter anderem,
zur Induktion von IL-6, IL-8 und Prostaglandinen. Die IL-1 Wirkung wird durch einen
IL-1 Rezeptorantagonisten (IL-1Ra) und durch den IL-1 Rezeptor Typ II reguliert. Ersterer
antagonisiert die IL-1 Wirkung, letzterer fangt das Zytokin ein, ohne eine Wirkung zu

vermitteln.

3.5.3 Interleukin 6

Interleukin 6 gehort zu den klassischen proinflammatorischen Zytokinen. Monozyten
sowie B- und T-Lymphozyten produzieren IL-6. Neben gemeinsamen Wirkungen mit
IL-1B, wie die Aktivierung der Produktion von Akut-Phase-Proteinen und der Induktion
von Fieber, spielt IL-6 eine wichtige Rolle in der Einleitung der spezifischen
Immunabwehr. Durch den Einfluss von IL-6 werden die als erstes am Entziindungsherd
eintreffenden neutrophilen Granulozyten durch in das Gewebe einwandernde Monozyten
abgelost und dendritische Zellen aktiviert. Es werden also rein phagozytierende Zellen
gegen antigenprasentierende ausgetauscht. Gleichzeitig werden T-Zellen angelockt und
deren Differenzierung und Proliferation induziert. B-Lymphozyten werden zur Produktion
von Antikorpern angeregt, deshalb wird IL-6 auch B-Zell-stimulierender Faktor genannt.
Zudem hat IL-6 auch antiinflammatorische Wirkungen, beispielsweise wird die Produktion
von TNFa und IL-1p reduziert[76] und die Ausschiittung ihrer Inhibitoren angeregt.[77]

Die Synthese von IL-6 wird unter anderem durch den Transkriptionsfaktor NFkB induziert.

Seine Wirkung vermittelt IL-6 iiber den membrangebundenen IL-6 Rezeptor.
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3.5.4 Interleukin 8

Interleukin 8, oder auch CXCL-8, gehort zur Gruppe der Chemokine. Das sind Molekiile,
die eine gerichtete Chemotaxis auslosen, also Zielzellen zum Ursprung des Zytokins
locken. IL-8 wurde vor zwanzig Jahren als Prototyp dieser Gruppe entdeckt.[78] Es
mobilisiert in erster Linie neutrophile Granulozyten, aber auch T-Lymphozyten. Produziert
wird IL-8 von Monozyten, Endothelzellen, Epithelzellen und Fibroblasten, wenn diese, wie
bei IL-6, von Aktivatoren bestimmter Transkriptsionsfaktoren, z.B. NFxB, stimuliert
werden. IL-1B und TNFa induzieren also die Bildung von IL-8 und IL-6.

Rezeptoren fiir IL-8 sind CXCR1 und CXCR2, die G-Protein gekoppelt sind, und neben
der Erhohung der Chemotaxis zu einer erhohten Expression von Adhédsionsmolekiilen auf
der Oberfliche von Granulozyten und zu deren Aktivierung mit Freisetzung von

Sauerstoffradikalen fiihren.

3.5.5 Interleukin 10

Im Gegensatz zu den bisher besprochenen Zytokinen ist IL-10, neben tumor growth
factor-B, einer der zwei wichtigsten antiinflammatorisch wirkenden Vertreter dieser
Mediatoren. Es wurde frither sogar als Zytokinsynthese-inhibierender Faktor (CSIF)
bezeichnet. Es ist in erster Linie fiir die Eindimmung der Entziindungsreaktion wichtig, die
sonst in einem septischen Schock enden konnte. Es blockiert den Transkriptionsfaktor
NFxB und somit die Expression von, unter anderem, IL-6, IL-8, IL-12 und TNFa in
antigenprisentierenden Zellen, aulerdem wird die Wirkung von IL-1f durch die Bildung
von IL-1Ra antagonisiert. Die Proliferation von B-Zellen wird aktiviert und die Funktion
von Natiirlichen Killerzellen reguliert. AuBerdem wird die Differenzierung von T-
Helferzellen dahingehend beeinflusst, dass diese einerseits die spezifische humorale Seite
der Immunabwehr verstdarken und gleichzeitig die Antigenprisentation von Monozyten und
dendritischen Zellen vermindern. Der proinflammatorische Zytokinsturm der Monozyten
wird also eingedammt und gleichzeitig die Beseitigung des inflammatorischen Stimulus
betrieben.[79]

Seine Wirkung vermittelt IL-10 iiber den IL-10 Rezeptor, der, wie die Interferon-
Rezeptoren, zu den Klasse II Zytokinrezeptoren gehort, die den JAK-STAT-Signalweg

aktivieren.[80]
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3.5.6 Interleukin 12

Interleukin 12 wird von dendritischen Zellen, neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen bzw. Monozyten als Reaktion auf Bakterien und Viren freigesetzt. Die
Aktivierung erfolgt iiber Toll-like-Rezeptoren. IL-12 aktiviert Natiirliche Killerzellen,
induziert die Interferon-y (IFN-y) Freisetzung und tridgt zur Differenzierung von T-
Lymphozyten bei, womit es eine Schliisselfunktion bei der Aktivierung der spezifischen

Immunantwort einnimmt.[81]

3.5.7 Tumornekrosefaktor a

Tumornekrosefaktor o gehort neben IL-1, IL-6 und IL-12 zu den typischen
proinflammatorischen Zytokinen. Seine Bildung wird unter anderem iiber die Stimulation
von TLR oder NF«B angeregt. Es wird in erster Linie von Makrophagen synthetisiert,
kann aber beispielsweise auch von Lymphozyten oder Endothelzellen produziert werden.
Seine lokale Ausschiittung fiihrt zu einer Entziindungsreaktion und zur Einddmmung der
Infektion, da es Monozyten mobilisiert und zur Phagozytose anregt, neutrophile
Granulozyten anlockt und durch eine erhohte Permeabilitit der Gefilwinde das
Einwandern von Zellen ins Gewebe erleichtert. Zentral wird Fieber ausgelost und in der
Leber die Produktion von Akut-Phase-Proteinen induziert. Wird jedoch bei einer
systemischen Entziindung TNFa in den Blutstrom freigesetzt, kann es zur Symptomatik
eines septischen Schocks kommen.[82]

Neben den Funktionen in der Entziindungsreaktion hat TNFa auch eine anti-apoptotische
Wirkung. Darauf geht der Name Tumor-Nekrose-Faktor zuriick, da ein Tumorsterben bei
Maiusen nach Behandlung mit TNFa festgestellt wurde.[74]

Uber die Bindung an seine membrangebundenen Rezeptoren kann TNFa die Mobilisierung
von NF«B induzieren und so die Transkription inflammatorischer Gene anregen.[83]
AuBerdem existiert ein 19slicher TNFa-Rezeptor, der durch proteolytische Abspaltung der
extrazellularen Doméine vom Rest des Molekiils entsteht. Er inaktiviert TNFa, indem er

das Molekiil bindet, aber kein Signal weiterleitet.[84]
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4 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, einige wichtige Verkniipfungspunkte zwischen Inflammation
und Gerinnung nidher zu betrachten. Besonders interessant sind dabei Substanzen, die auch
therapeutisch eingesetzt werden. Septisches Mehrorganversagen ist die hiufigste
Todesursache bei chirurgischen Intensivpatienten[85] und gleichzeitig ein Zustand, bei
dem Koagulation und Inflammation sehr eng miteinander verkniipft sind. Man geht davon
aus, dass das septische Mehrorganversagen durch die Immunantwort des Organismus auf
eine Infektion und die daraus resultierende {iberschieende systemische Freisetzung
inflammatorischer Mediatoren vermittelt wird.[86] Den ersten Kontakt zwischen Erregern
und Immunsystem stellen in der Regel antigenprisentierende Zellen dar. Dazu gehoren
Monozyten, die auch die Hauptproduzenten der entziindlichen Mediatoren sind.

APC und ATIII stellen als gerinnungshemmende Substanzen einen vielversprechenden
Therapieansatz in der schweren Sepsis dar, jedoch konnte nur fiir APC der Nutzen in einer
prospektiv-randomisierten klinischen Studie der Phase 3 bewiesen werden.[26] Fiir beide
Substanzen ist der Einfluss auf die Mediatorenfreisetzung von Monozyten noch nicht
vollstindig gekldrt. Im KyberSept-Trial und in einer nachfolgenden Metaanalyse wurde
eine Beeintrachtigung der Wirkung von ATIII bei Patienten mit schwerer Sepsis durch die
gleichzeitige Gabe von Heparin vermutet.[38, 46] Fiir rFVIla konnten Boffard et al. eine
Reduktion von ARDS und Multiorganversagen nach stumpfem Trauma zeigen[56], was im

Widerspruch zu berichteten proinflammatorischen Wirkungen von rFVIla steht.[9, 65, 66]
Diese Arbeit soll folgende Fragen beantworten:

1. Haben APC, ATIII und rFVIla eine gerinnungsunabhingige modulatorische
Wirkung auf die LPS-induzierte Zytokinfreisetzung von Monozyten?

2. Beeinflusst die Zugabe von Heparin die Wirkung von ATIII im Zellkulturmodell?

3. Wie beeinflusst rFVIla die Zytokinfreisetzung von CD14+ Monozyten aus PBMCs
gesunder Probanden?

4. Ergeben sich unterschiedliche Effekte unter Beriicksichtigung der verschiedenen
Messmethoden: 1) die durchflusszytometrisch messbare intrazelluldre de-novo-
Synthese der Zytokine im Vergleich mit 2) der mit einem Luminex-100-System im

Kulturiiberstand bestimmten Proteinsekretion der Monozyten?
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Zur Bearbeitung der Fragestellung musste zunichst ein geeignetes Zellkultur-Modell
etabliert werden, das geeignet ist die inflammatorische Antwort von Immunzellen
unabhingig von Einfliissen der Gerinnungskaskade zu untersuchen. Um die Auswirkungen
der gerinnungsaktiven Substanzen auf die Zytokinproduktion von Monozyten moglichst
isoliert betrachten zu konnen, wurde ein Versuchsmodell mit einer humanen, monozytéaren
Zelllinie, MonoMac6, etabliert. Zur Simulation einer SIRS oder Sepsis wurde die
Stimulation mit LPS verwendet. Bei rFVIIa wurde zusitzlich die Beeinflussung der

Zytokinproduktion von CD14+ Monozyten aus PBMCs gesunder Probanden untersucht.
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5 Material und Methoden

5.1 Gerate und Material

5.1.1 Gerate

¢ Durchflusszytometer EPICS XL, Beckman Coulter, Fullerton (CA),
USA

¢ BioPlex System, Bio-Rad, Hercules (CA), USA

e Versamax tunable mp Reader, Molecular Devices, Sunnyvale (CA),
USA

e Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg

¢ Elektrophorese Power Supply, Novex Power Ease 500, Invitrogen,
Karlsruhe

e Thermostat 5320, Eppendorf, Hamburg

e SonoPuls HD2070, Bandelin, Berlin

e pH-Meter P501, Consort, Turnhout, Belgien

¢ Durchlichtmikroskop, Zeiss, Oberkochen

e Zentrifugen: Rotanta 460R und Universal 30F, Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen

e Begasungsbrutschrank B5060 EC/CO,, Heraeus, Hanau

e Sicherheitssterilwerkbank, Klasse 11, BSB 6, Flow Laboratories,
Meckenheim

e Neubauer Zihlkammer, Tiefe 0,1mm, 0,0025mm2, Optik Labor

¢ DNA Workstation, UniEquip, Martinsried

e Vortex Mixer VX100, Labnet, Woodbridge (NJ), USA

e  Wasserbad Typ MS, MGW LAUDA, Lauda-Kénigshofen

e Pipetus-Akku, Hirschmann, Eberstadt

e Schlauchpumpe, Verder, Haan

e Pipetten research (0,1-2,5ul, 1-10ul, 10-100ul, 100-1000ul), Eppendorf,
Hamburg
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5.1.2 Chemikalien und Lésungen

VLE RPMI ( very low endotoxin Roswell Park Memorial Institute
medium) 1640 mit stabilem Glutamin, FG 1415, Biochrom, Berlin
Penicillin/Streptomycin 10.000LE./10.0000ug/ml, A2212, Biochrom,
Berlin

Nicht-essentielle-Aminosiduren-Konzentrat, K0293, Biochrom, Berlin
OPI-Media Supplement, 05003-1VL, Sigma, Hamburg

Fotales Kilberserum (FCS), FBS Superior S0615, Lot Nr. 0943K,
Biochrom, Berlin

Trypan Blue Solution (0,4%), T8154, Sigma, Hamburg
Lipopolysaccharid von E.coli 0127:B8, L4516-1MG, Sigma, Hamburg
Brefeldin A von Penicillium brefeldianum, 15870, Sigma, Hamburg
Recombinanter, humaner Tumornekrosefaktor o von E.coli,
CB1112011, PAN-Biotech, Aidenbach

Intraprep Permeabilization Reagent, AO7803, Beckman Coulter,
Marseille, Frankreich

Phosphat gepufferte Saline (PBS), pH 7.2, (Natriumchlorid 5,48¢, di-
Natriumhydrogenphosphatdihydrat 10,12¢g, Kaliumdihydrogenphosphat
2,28g, Wasser fiir Injektionszwecke ad 1000ml), Apotheke Klinikum
Innenstadt, Miinchen

Biocoll Separating Solution, L6115, Biochrom, Berlin

Hanks's buffered salt solution (HBSS), 24020-091, Invitrogen,
Karlsruhe

Natriumazid, S-2002, Sigma, Hamburg

Heparin-Natrium Braun 25.000L.E./ml; Heparin-Natrium-25.000-
ratiopharm

Aktiviertes Protein C, Xigris®, Lilly, Bad Homburg

Antithrombin III, Kybernin HS500®, ZLB Boehringer, Ingelheim
rFVIIa, Novo Seven®, NovoNordisk, Mainz

Actichrome TF Kit, 846, American Diagnostica, Stamford, USA
Thrombin protein, ab62452, Abcam, Cambridge, UK

Geneticin, 11811-023, Invitrogen, Karlsruhe

Zeocin, 45-0430, Invitrogen, Karlsruhe
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5.2 Methoden

5.2.1 Zellkultur

Die in diesem Modell verwendete Zelllinie MonoMac6 wurde 1988 aus dem peripheren
Blut eines Patienten mit monoblastischer Leukdmie isoliert. Die Zellen zeigen
phénotypisch und funktional die Charakteristika von reifen Monozyten. So exprimieren sie
CD14, produzieren reaktive Sauerstoffspezies und sind zur Phagozytose fihig.[87] Leider
wurde bei den durchgefiihrten Versuchen zur Methodenoptimierung festgestellt, dass sie,
im Gegensatz zu isolierten, humanen Monozyten, kein IL-6 produzieren, was einen
Nachteil dieser Zelllinie darstellt.

Samtliche Arbeiten mit MonoMac6 Zellen wurden mit sterilem Material auf einer sterilen
Werkbank mit laminalem Luftzug durchgefithrt. Da diese Zelllinie auflerdem sehr
empfindlich auf Endotoxin reagiert, wurde ausschlieBlich pyrogenfreies Material
verwendet.[88]

Die Zellen wurden in folgendem Medium kultiviert:

VLE RPMI 1640 mit stabilem Glutamin
200 I.E./ml Penicillin, 200pg/ml Streptomycin
1x Nicht-essentielle-Aminosiuren

10ml/1 OPI-Media Supplement

Diese Mischung wurde zur Entfernung von Endotoxin mit einer 20kD cut off Sdule (Ultra
Steri Set, Gambro Medizintechnik, Planegg) ultrafiltriert. Zur Uberpriifung der Effektivitit
dieser Filtration wurde das Medium mit einem LAL-Test auf seinen LPS-Gehalt getestet.
Dieser Test wurde von der Abteilung Klinische Chemie des Klinikums GroBhadern
durchgefiihrt. Die Messung ergab einen LPS-Gehalt von weniger als 0,05 Endotoxin Units
(E.U.)/ml. Laut Europédischem Arzneibuch diirfen einem Menschen maximal 5 E.U. pro kg
Korpergewicht (KG) pro Stunde verabreicht werden.[89] Das heif}t, ein ml des Mediums
enthélt ein Hundertstel dessen, was einem Menschen pro Stunde und kg KG infundiert
werden darf. Das Medium wurde in 200ml Einheiten bei 4°C gelagert und kurz vor
Gebrauch mit 10% FCS versetzt. Das FCS wurde vorher bei 56°C fiir 30min. im
Wasserbad hitzeinaktiviert.

Die Zellen wurden in 24well Platten (Firma Nunc, Roskilde, Didnemark), 2ml/well,

2x10°Zellen/ml bei 37°C, 5% CO, im Brutschrank kultiviert. Alle 3-4 Tage wurden die
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Zellen mit einer Pipette resuspendiert und geerntet. Nach einem Zentrifugationsschritt bei
400xg bei 20°C fiir 7min wurde das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert, in einer
Neubauer-Zihlkammer die Zellzahl bestimmt, und die Zellen in oben genannter
Konzentration frisch ausgesit. Um tote Zellen bei der Zahlung auszuschlieen, wurde mit
0,4% Trypanblau-Losung gefirbt. Die Zellsuspension enthielt stets mindestens 80%
lebende Zellen.

5.2.2 Mycoplasmentest

Um die Zellkultur auf Verunreinigung mit Mycoplasmen zu untersuchen, wurde in
regelmifigen Abstinden ein Test mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt.
Dazu wurden die Zellen drei Tage ohne Antibiotikum kultiviert und anschlieend
Zellkulturiiberstand entnommen. Damit wurde eine ,real-time“-PCR mit spezifischen
Primern der Firma Metabion, Martinsried durchgefiihrt. Die entstandenen DNA-Fragmente
wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch bestimmt. Als
Positivkontrolle dienten mit Mycoplasmen kontaminierte Zellen, als Negativkontrolle

wurde Millipore Wasser verwendet. Der Test war stets negativ.

5.2.3 Durchflusszytometrie

5.2.3.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie (engl.: fluorescence activated cellsorting, FACS) ist ein
optisches Verfahren bei dem Partikel, in diesem Fall Zellen, einzeln an einem Laserstrahl
vorbeigefiihrt werden. Dabei messen Detektoren die Streuung des Laserlichts. Das in
Richtung des Laserstrahls gestreute Licht (Vorwirtsstreulicht, engl.: Forward Scatter, FSC)
gibt Informationen iiber die Grée der durch die Durchflusszelle gefithrten Zelle, das im
90° Winkel gestreute Licht (Seitwirtsstreulicht, engl.: Side Scatter, SSC) lidsst
Riickschliisse auf deren innere Struktur zu. Zusitzlich kénnen durch fluorochromierte
Antikorper Strukturen auf der Zelloberfldache oder im Zellinneren detektiert werden. Die zu
verwendende Menge des Antikorpers wurde stets in einer vorausgehenden Titration
bestimmt, um immer die optimale Konzentration einzusetzen.

In der vorgelegten Arbeit wurde ein EPICS XL Flow Cytometer der Firma Beckman
Coulter verwendet. Das Gerit enthilt einen 15mW Argon-Laser mit einer Wellenldnge von
488nm. Trifft der Laserstrahl auf einen Fluoreszenzfarbstoff, der iiber einen Antikorper an

ein Antigen in oder auf der Zelle gebunden ist, emittiert dieser Licht einer hdheren
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Wellenlidnge als die des Anregungslasers. Dieses emittierte Licht wird von Photomultiplier
Tubes aufgefangen, verstirkt und an die Datenverarbeitung weitergeleitet. Mit dem
verwendeten Geridt konnen vier verschiedene Emissionswellenldngen gemessen werden:
525nm, 575nm, 620nm und 675nm. In dieser Arbeit wurden drei Fluoreszenzfarbstoffe
verwendet: Fluoresceinisothiocyanat (FITC) mit einem Emissionsmaximum von 525nm
(griin), Phycoerythrin mit einem Emissionsmaximum von 575nm (orange-rot) und PE-
CyS5, ein Tandemkonjugat aus R-Phycoerythrin und Cyan 5 mit einem Emissionsmaximum
von 675nm (dunkelrot).

Um Zytokine intrazellulir messen zu konnen, muss dem Versuchsansatz ein
Sekretionsinhibitor zugesetzt werden. Dafiir wurde Brefeldin A verwendet, ein aus
Penicillium brefeldianum gewonnenes Antibiotikum, das den Transport zwischen
Endoplasmatischem Retikulum und Golgi Apparat blockiert. Alternativ kann Monensin
eingesetzt werden, ein Antibiotikum aus Streptomyces cinnamonensis, das die Sekretion
von Proteinen verhindert, indem es den Ionentransport zwischen Zellmembranen
unterbricht. AnschlieBend wird die Zellmembran der Zellen mit Saponin permeabilisiert,
sodass fluoreszenzmarkierte Antikorper in die Zelle eindringen und die Zytokine anfiarben

koOnnen.

5.2.3.2 Oberflachenfirbung

Zur Anfarbung von TF auf der Zelloberfliche wurde ein PE-markierter muriner Antikdrper
gegen humanes TF der Firma BD Pharmingen, San Diego, USA verwendet. 1x10° Zellen
in Iml Zellkulturmedium wurden mit 500ul PBS mit 0,1% NaN3; (PBS/NaNj3) versetzt, bei
470xg, 4°C fiir Smin. abzentrifugiert und das Zellpellet in 500ul PBS/NalN3 resuspendiert.
Davon wurden 50ul in ein 5ml Rundboden-Rohrchen (Firma BD Falcon, Mississauga
(ON), Kanada) entnommen und mit 10ul Antikérper versetzt. Nach einer Inkubation von
15min. bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde der iiberschiissige Antikorper mit 2-3ml
PBS/NaN3; abgewaschen. Dafiir wurde das Rohrchen mit der Waschfliissigkeit zur Hilfte
gefiillt, die Zellen bei 300xg, 4°C fiir Smin. abzentrifugiert und der Uberstand abgekippt.
Als Negativkontrolle wurde eine Isotypfarbung zum Nachweis unspezifischer Fc-
Bindungen nach gleichem Protokoll durchgefiihrt. Der verwendete Antikorper war ein
muriner, PE-markierter Antikorper gegen humanes IgG1 von Beckman Coulter, Marseille,
Frankreich.

Bei den in dieser Arbeit ebenfalls verwendeten PBMCs handelt es sich um eine

Mischpopulation aus Monozyten und Lymphozyten. Um den Anteil von Monozyten zu
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bestimmen, wurde CD14 als Monozytenmarker angefdrbt. Dafiir wurde ein FITC-
konjugierter Antikorper der Firma Beckman Coulter, Marseille, Frankreich verwendet. Die
Isotypkontrolle war ein muriner, FITC-konjugierter Antikdrper gegen humanes IgG2a von
Beckman Coulter, Marseille, Frankreich. 50ul Zellsuspension mit 1x10° PBMCs/ml
wurden mit Sul Antikorper versetzt und 20min bei 4°C inkubiert. Die Probe wurde wie

oben beschrieben einmal gewaschen und am Durchflusszytometer gemessen.

5.2.3.3 Intrazellulire Zytokinbestimmung

Zur Anfirbung der nach LPS-Stimulation produzierten Zytokine im Zellinneren wurden
folgende Antikorper verwendet: Antikorper gegen humanes IL-8 (PE-konjugiert, Firma
Diaclone, Besancon, Frankreich); gegen humanes IL-1B (FITC-konjugiert, Firma
eBioscience, Frankfurt); gegen humanes TNFa (PE-konjugiert, Firma eBioscience,

Frankfurt); gegen humanes IL-6 (FITC-konjugiert, Firma eBioscience, Frankfurt)

Die Stimulation der Zellen und die anschlieBende Firbung wurden nach folgendem

Protokoll durchgefiihrt:

1. Einstellen der Zellen auf 1x10° Zellen/ml; aussden mit 1ml pro well auf einer
24well Platte im Fall von MonoMac6 Zellen, 1ml Zellsuspension in einem
Zellkulturrohrchen im Fall von PBMCs; die R6hrchen wurden im Brutschrank in
eine rotierende Lochscheibe gesetzt, um eine bessere Durchmischung zu erreichen
und eine Adhision der Zellen zu verhindern; MonoMac6 Zellen sind
Suspensionszellen, die keine addquate Reaktion auf LPS ergeben, wenn sie
withrend der Stimulation bewegt werden

2. Zugabe von Brefeldin (10ug/ml), APC, ATIII oder rFVIIa in den angegebenen
Konzentrationen und LPS (200ng-1000ng/ml) zu den jeweils angegebenen
Zeitpunkten

3. Inkubation bei 37°C/5% CO,

4. Zellen resuspendieren, ernten und in 1,5ml EppendorfgefiBle (Eppendorf,
Hamburg) iiberfiihren

5. 1x waschen: mit 500ul PBS/NaNj auffiillen, bei 200xg/4°C, Smin zentrifugieren,
Uberstand mit einer Wasserstrahlpumpe abziehen

6. 1x waschen: Zellpellet in Iml PBS/NaN3; aufnehmen und wie unter 5. behandeln
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7. Anfirbung von CD14 als Monozytenmarker an der Zelloberfldche (nur im Fall von
PBMCs nétig): Zugabe von 10ul CD14-PC5 (Firma Beckman Coulter), kurz
vortexen und 20min. bei 4°C inkubieren

8. Fixieren der Zellen mit 100ul Fixierungslosung (Intraprep Permeabilization
Reagent); sofort nach der Zugabe 10sec. vortexen, dann 15min bei Raumtemperatur
inkubieren, dabei alle 3min. vortexen

9. 1x waschen (siehe 6.)

10. Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen mit 300ul 20% AB-Serum in
PBS/NaNj3, mit einer Pipette resuspendieren, 30min bei 4°C inkubieren

11. 1x waschen (siehe 6.)

12. Permeabilisieren der Zellen mit 100ul Permeabilisierungslosung (Intraprep
Permeabilization Reagent); mit einer Pipette resuspendieren, 10min. bei
Raumtemperatur inkubieren

13. 30ul der permeabilisierten Zellen in ein 5Sml Rundbogenrdhrchen itiberfithren

14. Anfarben der intrazelluldr fixierten Zytokine mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern (IL-1B: 1ul; IL-6: 0,5ul; IL-8: 10ul; TNFo: 2ul); kurz vortexen,
20min. bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren

15. 1x waschen: Rohrchen mit PBS/NaNj3 zur Hilfte auffiillen, bei 300xg, 4°C fiir
5min. zentrifugieren, Uberstand abkippen

16. Messung der Zytokine, am Durchflusszytometer: IL-1B, IL-8 und TNFa bei
MonoMac6 Zellen; IL-1, IL-6, IL-8 und TNFa bei PBMCs

Als Negativkontrolle diente eine unstimulierte Probe mit zugegebenen Antikorpern.

5.2.4 Bioplexmessungen

5.24.1 Prinzip

Neben der semiquantitativen intrazelluliren Messung der Zytokinsynthese, wurden auch
quantitative Bestimmungen der sezernierten Zytokinmengen von TNFa, IL-1f3, IL-8 und
IL-10 durchgefiihrt. Diese Bestimmungen erfolgten mit einem BioPlex Cytokine Assay
von BioRad.

Das BioPlex System ist ein Sandwich Immunassay, der mit Polystyren Mikropartikeln als
feste Phase arbeitet. Dieses Prinzip ist unter dem Namen Luminex 100 System bekannt.

Die Partikel sind mit einer Mischung aus rot- und infrarot-fluoreszierenden Farbstoffen
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gefdarbt. Durch unterschiedliche Mischungsverhiltnisse der beiden Farbstoffe entstehen
hundert verschiedene farbcodierte Mikropartikelarten. An deren Oberfliche sind
spezifische, monoklonale Antikorper gekoppelt, die mit einem bestimmten Protein, z.B.
einem Zytokin, in der zu messenden Probe reagieren. Aufgrund der Farbkodierung kann
jeder Mikropartikel entsprechend einen anderen spezifischen Antikorper tragen.

Werden diese Mikropartikel in eine Probe gegeben, erhilt man Polystyrenkiigelchen, an
die unterschiedliche Mengen des zu bestimmenden Proteins gebunden sind. Zu dieser
Mischung wird ein biotynilierter Detektionsantikdrper gegeben, der mit einem anderen
Epitop des Proteins reagiert, als der Erste. So entsteht ein Sandwich von Antikérpern um
das gebundene Protein. Zuletzt wird Streptavidin-Phycoerythrin zugegeben, das an den
biotynilierten Antikorper bindet und mit PE einen Fluoreszenzfarbstoff bietet, mit dem die
Menge an gebundenem Protein quantifiziert werden kann. Die so behandelte Probe wird in
den Assay Reader gesaugt und in einem Durchflusszytometer von zwei verschiedenen
Lasern bestrahlt. Ein Laser mit 635nm regt die Fluoreszenzfarbstoffe der Mikropartikel an,
so kann unterschieden werden, welches Protein gemessen wird. Der zweite Laser regt mit
532nm das PE an, so dass die Menge an gebundenem Protein pro Mikropartikel berechnet
werden kann. Anhand von Standardkurven, die mit rekombinantem Protein erstellt werden,
kann die Konzentration von bis zu 100 verschiedenen Proteinen gleichzeitig bestimmt

werden. In Abbildung 4 ist die Methode bildlich dargestellt.
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Abbildung 4: Bildliche Darstellung der Bioplexmethode (Abbildung der Firma Biorad)

5.2.4.2 Durchfiihrung

MonoMac6 Zellen wurden zu 1x10° Zellen/ml eingestellt und mit der zu untersuchenden
gerinnungsaktiven Substanz versetzt. Nach einer Stunde Prdinkubation wurde LPS in einer
Konzentration von 200-1000ng/ml zugegeben und fiir weitere 23 Stunden im Brutschrank
bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Zellkulturiiberstand nach einem
Zentrifugationsschritt mit einer Pipette abgenommen, aliquotiert und bis zur Messung bei
—80°C aufbewahrt. Die Bestimmung der einzelnen Zytokine, IL-1p, IL-8, IL-10 und TNFa,
erfolgte nach Angaben des Herstellers aus dem abgenommenen Zellkulturiiberstand. Bei

serumfreien Proben wurde vor der Messung 1% FCS als Trigerprotein zugefiigt.

5.2.5 Transfektion

5.2.5.1 Herstellung des Konstrukts und Transfektion

Da TF auf MonoMac6 Zellen durch LPS induzierbar ist (vgl.6.5.1), wurden zur
Gewinnung der TF-mRNA 1x10° MonoMac6 Zellen in 1ml Medium in 24well Platten
ausgesidt und vier Stunden bei 37°C im Brutschrank mit 200ng/ml LPS inkubiert.
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AnschlieBend wurde mit dem RNeasy Kit der Firma Qiagen, Hilden die Gesamt-RNA
isoliert. Die RNA Integritdt wurde durch eine Elektrophorese der ribosomalen RNA
tiberpriift. Mit Hilfe eines unspezifischen Poly-T-Primers wurde die mRNA per PCR
amplifiziert. AnschlieBend wurde eine Reverse-Transkriptase-PCR mit spezifischen
Primern (s.u.) der Firma MWG, Ebersberg durchgefiihrt.

TFF (Forward Primer): ATGGAGACCCCTGCCTGGCCCC

TFR (Reverse Primer): TTATGAAACATTCAGTGGGGAGTTCTCCT

Das PCR-Protokoll wurde hinsichtlich Temperatur und Primermenge optimiert. Das
entstandene PCR-Produkt wurde durch eine Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift, mit
Hilfe des Qiagen PCR Purifikation Kits gereinigt und durch eine Restriktionsanlyse
charakterisiert. Mit Hilfe des pcDNA4/His Max TOPO TA Expression Kits von
Invitrogen, Karlsruhe wurde die cDNA in einen Vektor eingebracht und in kompetente
E.coli Zellen transferiert. Nach ausreichender Kultivierung der E.coli Zellen wurden fiinf
verschiedene Klone mit EcoRI auf den Plasmidvektor gescreent. Aus einem von zwei
positiven Klonen wurde der Plasmidvektor pyrogenfrei isoliert und in lineare Form
gebracht.

Der lineare Vektor wurde unter Anwendung von Effectene Transfection Reagent der Firma
Qiagen, Hilden in MonoMac6 Zellen transferiert.

Als mogliche Kontrollzelllinie fiir folgende Versuche wurden MonoMac6 Zellen parallel
nur mit einem Vektor ohne TF-Gen transfiziert. Diese Zelllinie wird im Folgenden als
G418-Zelllinie bezeichnet.

Die Herstellung des Konstrukts, die Transfektion und der Western Blot zur Uberpriifung
der erfolgreichen Transfektion wurden von Dr. Peter Camaj, Klinische Forschung

Chirurgie, Klinikum GroBhadern durchgefiihrt.

5.2.5.2 Selektion

Um transfizierte und nicht-transfizierte Zellen zu trennen, enthielt der fiir die Transfektion
verwendete Vektor ein Gen fiir eine Antibiotikumsresistenz. Hierdurch ergibt sich fiir die
transfizierte Zelllinie ein Evolutionsvorteil. Die TF-transfizierte Zelllinie war somit
resistent gegen Zeocin, fiir die G418-Zelllinie wurde ein Vektor mit einem Resistenzgen
gegen Geneticin verwendet. Um die Zeocinkonzentration, bei der nur transfizierte Zellen
tiberleben, festzustellen, wurden in einem Vorversuch nicht-transfizierte Zellen iiber zwei
Passagen mit verschiedenen Konzentrationen an Zeocin behandelt. Die Ergebnisse dieses

Versuchs sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Konzentration Anteil toter Zellen
Zeocin in mg/ml |in Prozent

0,1mg/ml 24
0,2mg/ml 28
0,4mg/ml 38
1,0mg/ml 54
2,0mg/mi 84

Tabelle 2: Prozentsatz toter nicht-transfizierter MonoMac6 Zellen nach zwei Passagen mit der

angegebenen Zeocin Konzentration

Zu erkennen ist, dass erst ab einer Konzentration von 1,0mg/ml iiber 50% der nicht
transfizierten Zellen starben, selbst 2,0mg/ml Zeocin fiihrten nicht zum Tod sdmtlicher
Zellen.

Nach Erhalt der transfizierten MonoMac6 Zellen wurde der Antibiotikumsgehalt im
Kulturmedium kontinuierlich erhtht, um den transfizierten Zellen die Moglichkeit zur
Vermehrung, und somit zur Weitergabe der Antibiotikumsresistenz, zu geben. Die
Anfangs- und Endkonzentration fiir Geneticin, sowie die Anfangskonzentration fiir Zeocin
wurden nach Erfahrungswerten von Dr. Camaj festgelegt. Es wurde mit einer Verdiinnung
von 0,0lmg/ml fiir Zeocin und 0,05mg/ml fiir Geneticin begonnen. Der Endwert fiir
Zeocin wurde nach obigem Vorversuch von urspriinglich vorgesehenen 0,12mg/ml
deutlich nach oben korrigiert. Zur Kontrolle wurden parallel nicht transfizierte MonoMac6
Zellen mit und ohne Antibiotikum in der gleichen Konzentration kultiviert. Durch eine
Zellzdhlung in der Neubauer Zihlkammer nach einer Trypanblaufirbung wurde jeweils der
Anteil an toten Zellen bestimmt. Damit sich die transfizierte Population nach Ende der
Selektion erholen konnte, wurde jeweils eine Passage ohne Antibiotikum eingefiigt, bevor
die Zellen dauerhaft mit der endgiiltigen Antibiotikumskonzentration kultiviert wurden. In
Tabelle 3 und Tabelle 4 sind die verwendeten Konzentrationen und die Entwicklung des

Anteils an toten Zellen in beiden Zellpopulationen dargestellt.
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Geneticin
Passage [Konzentration |Anteil toter Zellen der nicht |Anteil toter Zellen der
in mg/mi transfizierten Zellen in transfizierten
Prozent Kontrollzellen in Prozent
1. 0,05 16 16
2. 0,1 22 16
3. 0,2 35 33
4. 0,3125 50 38
5. 0,4 75 40
6. 0,5 80 51
7. 0,59 96 69
8. ohne Geneticin |100 63
9.-0 0,5

Tabelle 3: Anteil toter Zellen in der transfizierten und der nicht-transfizierten Kontrollpopulation

wihrend der Selektionsphase der G418-Zelllinie mit Geneticin

Es zeigte sich, dass nach 8 Passagen mit steigenden Geneticinkonzentrationen alle Zellen

in der nicht-transfizierten Kontrollpopulation tot waren.

transfizierten Zellen hatten 37% uberlebt.

In der Population mit

Zeocin
Passage |Konzentration in|Anteil toter Zellen der nicht|Anteil toter Zellen der TF-
mg/ml transfizierten Zellen in transfizierten Zellen in
Prozent Prozent
1. 0,01 20 20
2. 0,02 30 13
3. 0,04 54 (zu dicht ausgesat) 27
4. 0,0625 30 20
5. 0,08 28 19
6. 0,1 30 19
7. 0,12 39 32
8.-10. [0,2 44/43/42 30/33/41
11. 0,4 59 40
12. 0,5 58 42
13. 0,67 63 47
14.-15. |1,0 77/67 61/66
16. 1,33 92 70
17. 0,5 96 81
18.-19. |0,1 98/100 78/74
20. ohne Zeocin 100 51
21.-= 0,13

Tabelle 4: Anteil toter Zellen in der transfizierten und nicht-transfizierten Kontrollpopulation

wihrend der Selektionsphase der TF-transfizierten-Zelllinie mit Zeocin

Die korrigierte Endkonzentration fiir Zeocin wurde bei 1,33mg/ml festgesetzt, als 92% der

nicht-transfizierten Zellen tot waren. Da in den Kontrollversuchen deutlich geworden war,

dass die Zellen oft erst nach zwei Passagen mit derselben Zeocinkonzentration starben,

wurde mehrmals die Konzentration fiir mehr als eine Passage konstant gehalten. Nach 20
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Passagen waren alle Zellen in der nicht-transfizierten Kontrollpopulation gestorben, in der
transfizierten Population hingegen waren 49% lebende Zellen. Um den Uberlebensdruck
fir die transfizierten Zellen nicht zu stark werden zu lassen, wurde eine dauerhafte

Zeocinkonzentration von 0,13mg/ml gewdhlt.

5.2.5.3 Uberpriifung der Transfektanten

Zur Uberpriifung des Erfolgs der Transfektion wurde ein Western Blot zur Bestimmung
des TF-Proteins durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen lysiert und die Proteinmenge mit
dem Pierce BCA Protein Assay Kit (Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA),
USA) bestimmt. AnschlieBend wurde eine SDS-Page Elektrophorese nach Laemmli[90]
durchgefiihrt und die aufgetrennten Proteine auf Amersham Hybond P PVDF-Menbranen
von GE Healthcare, Freiburg geblottet. Dazu wurde mit Towbin-Puffer transferiert. Das
Blotting erfolgte in einem semidry Verfahren. Als primérer Antikorper wurde ein muriner
Antikorper gegen humanes CD142 (=TF) der Firma AbD Serotec, Diisseldorf eingesetzt,
der sekundédre AntikOrper war ein polyklonaler Antikorper aus dem Kaninchen gegen
Mausantigen der Firma DAKO, Eching. Der Antikorper ist an Horseradish Peroxidase
gekoppelt, diese wurde mit Amersham ECL Plus Western Blotting Detection Reagent auf
Amersham ECL Hyperfilm detektiert. Als Waschpuffer wurde Tris-Tween gepufferte
Saline (TTBS) verwendet, als Blocking-Puffer 10% Milchpulver in TTBS. Zur
Uberpriifung der Transfereffizienz wurde mit Ponceau S angefirbt, als Ladekontrolle
wurde B-Actin verwendet.

Zur Uberpriifung der Funktionalitit der transfizierten Zellen wurden Zellen der beiden
transfizierten Zelllinien und MonoMac6 Zellen mit zwei verschiedenen LPS-
Konzentrationen stimuliert, und die intrazellulire Zytokinproduktion bestimmt. Zusétzlich

wurde die Oberflachenexpression und die Aktivitit von TF auf allen Zelllinien iiberpriift.

5.2.6 Gewinnung von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC)
und humanen Monozyten

Blut von gesunden Probanden wurde in S-Monovetten mit 1,6mg EDTA/ml Blut zur

Antikoagulation durch Punktion einer Vene abgenommen. Das Blut wurde 1:1 mit HBSS

verdiinnt und einer Ficoll-Trennung unterzogen. Dazu wurden in einem 50ml Polypropylen

Tube (Firma Becton Dickinson, Heidelberg) 15-20ml vorgelegte Biocoll Lésung vorsichtig

mit 15-25ml Blut/HBSS-Mischung iiberschichtet und bei 650xg fiir 20min. bei

Raumtemperatur zentrifugiert. Ficoll ist ein Flotationsmittel mit einer Dichte, die so
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gewdhlt ist, dass Zellen mit hoher Dichte, also Granulozyten und Erythrozyten, unter die
Losung absinken, Zellen mit kleinerer Dichte, also mononukledre Zellen, jedoch auf der
Ficollschicht angereichert werden. Dariiber befindet sich nicht abzentrifugiertes Material,
also Plasma und Thrombozyten. Die Schicht mononukledrer Zellen wurde vorsichtig mit
einer Pipette abgenommen und mit kaltem HBSS in einem zweiten Rohrchen auf 50ml
aufgefiillt. Dann wurde mit 840xg fiir 10min. bei 4°C zentrifugiert, um die Biocollldsung
vollstindig abzutrennen, und anschlieBend der Uberstand abgekippt. Das Zellpellet wurde
erneut in wenig HBSS resuspendiert und dann mit HBSS auf 50ml aufgefiillt. Der zweite
Waschschritt erfolgte bei 470xg fiir 10min. bei 4°C. Der Uberstand wurde wieder
abgekippt und die gewonnenen PBMCs in einem fiir die Weiterverarbeitung geeigneten
Puffer oder Medium aufgenommen.

Um aus den PBMCs Monozyten zu isolieren, wurde ein Adhédrenzansatz durchgefiihrt.
Zuerst wurde in einer Neubauerzihlkammer die Gesamtzellzahl bestimmt und die
Zellsuspension auf 1x10° PBMC/ml in RPMI mit 10% FCS eingestellt. AnschlieBend
wurde durchflusszytometrisch, wie unter 5.2.3.2 beschrieben, der Anteil an Monozyten
bestimmt. Dann wurde die Zellsuspension in 6-well Platten (Firma Greiner Labortechnik,
Frickenhausen) gefiillt, so dass sich 1x10° Monozyten im Gesamtvolumen und 5-6ml
Zellsuspension in einem well befanden. Wihrend zwei Stunden Inkubation bei 37°C im
Brutschrank adhérieren nur die Monozyten am Wellboden, die anderen mononukledren
Zellen bleiben in Suspension. Der Uberstand wurde verworfen, die Monozyten einmal mit
PBS gewaschen und anschlieBend mit einem Zellschaber (Firma TPP, Trasadingen,

Schweiz) vom Wellboden abgekratzt und wie unter 5.2.7 beschrieben weiterbehandelt.

5.2.7 Tissue factor Aktivitatsmessung

Zur Messung der TF Aktivitit wurde das Actichrome TF Kit der Firma American
Diagnostica, Stamford, USA verwendet. Dieses Kit misst die prokoagulatorische Aktivitét
von TF. Dazu wird Zelllysat oder Plasma mit FVIla und Faktor X gemischt. Die Mischung
wird bei 37°C inkubiert, so dass sich der Komplex aus TF und FVIla bilden und FX in
FXa umwandeln kann. Die Menge an gebildetem FXa wird durch seine Fahigkeit
Spectrozyme Xa umzusetzen bestimmt. Spectrozyme Xa ist ein hochspezifisches Substrat
fir FXa, durch die proteolytische Spaltung entsteht ein gelbes para-nitroanilin
Chromophor. Die Absorption der Mischung wird bei 405nm gemessen und die TF-

Aktivitit anhand einer Standardkurve bestimmit.
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Zur Messung der TF-Aktivitdt von MonoMac6 Zellen und humanen Monozyten wurden
Zelllysate hergestellt. Als Lysepuffer wurde eine Losung von 50mM Tris-HCI und 100nM
NaCl in Wasser verwendet. Der pH wurde mit NaOH auf 7.4 eingestellt. 1x10° Zellen
wurden jeweils in 1ml Lysepuffer gegeben und 10sec mit einem SonoPlus Stab lysiert.
Waren die Lysate nicht vollstidndig partikelfrei, wurden sie bei 25000xg fiir 10min. bei 4°C
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Lysate aliquotiert und bis zur Messung bei -80°C
eingefroren.

Die Aktivitdtsbestimmung erfolgte nach Anweisung des Herstellers. Die Absorption wurde

mit einem Versamax Reader bestimmt.

5.2.8 Bestimmung der Thrombinaktivitat

Die Thrombinaktivitit wurde durch die hydrolytische Spaltung von N-p-Tosyl-Gly-Pro-
Arg-7-amido-4-methylcoumarin (tos-GPR-AMC) bestimmt, ein fluorogenes Substrat, das
durch Thrombin umgesetzt wird. Da die Reaktion nicht absolut spezifisch fiir Thrombin
ist, wurde ausserdem der Anteil der Umsetzung gemessen, der durch 1uM Hirudin
hemmbar war. Hirudin ist ein sehr spezifischer Hemmstoff fiir Thrombin, man erhilt so
den wirklich durch Thrombin verursachten Teil der Reaktion.

Die Bestimmung der Thrombinaktivitit wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
von Prof. Sommerhoff, Abteilung Klinische Chemie und Klinische Biochemie, Klinikum

der Universitdt Miinchen, durchgefiihrt.

5.2.9 Statistische Auswertung

AuBer bei kinetischen Untersuchungen, oder wenn eine groBBere Fallzahl angegeben ist, ist
stets der Mittelwert dreier unabhidngiger Experimente dargestellt und der dazugehorige
Standardfehler angegeben. Unterschiede zwischen verschieden behandelten Proben wurden
in der Regel mit einem einfaktoriellen ANOVA Test bestimmt. Unterlagen die
verwendeten Daten nicht der Normalverteilung, so wurde ein Kruskal-Wallis ANOVA fiir
Ringe angewandt. Post-hoc wurde ein Mehrfachvergleich der einzelnen Probengruppen
gegen eine Kontrollgruppe nach Dunett durchgefiihrt. Waren die Probengruppen von
unterschiedlicher Fallzahl, so wurde ein post-hoc Test nach Dunn's verwendet. Wurden
nur zwei Probengruppen verglichen, so wurde ein t-Test durchgefiihrt. Unterlagen die
Daten nicht der Normalverteilung, wurde ein Rangsummentest angewendet. Die maximal
akzeptierte Irrtumswahrscheinlichkeit fiir einen signifikanten Unterschied zwischen

verglichenen Gruppen lag stets bei 5% entsprechend p<0,05.
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Manche Daten sind nicht in Absolutwerten angegeben, sondern als Prozentsatz des
Mittelwerts der Kontrollgruppe. Diese Darstellung wurde gewihlt, um von der Tagesform
der Zellen abhédngige Daten einer Gruppe vergleichbar zu machen.

Die elektronische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SigmaPlot10.0.
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6 Ergebnisse

6.1 Optimierung der intrazelluldren Zytokinmessung

6.1.1 Bestimmung der optimalen Antikorperkonzentration

Um fiir die jeweiligen Versuchsbedingungen die optimale Antikorperkonzentration zu
kennen, wurden alle verwendeten  AntikGrper  austitriert. Zu  niedrige
Antikorperkonzentrationen fiithren zu Unterscheidungsschwierigkeiten zwischen positiven
und negativen Zellpopulationen, zu hohe Konzentrationen kdnnen zu unspezifischen
Farbungen negativer Zellen fiihren. Gleichzeitig wurde die geeignete Einstellung des
FACS-Gerites ermittelt.

Abbildung 5 zeigt beispielhaft die Titrationskurve des TNFo-PE Antikorpers. Eine
Siattigung wurde hier bei 2ul Antikorper erreicht.

x-mean (TNF)

0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 200 225 2,50 3,00

pl Antikbrper

Abbildung 5: Sittigungskurve des TNFa-PE Antikorpers

6.1.2 Optimierung der Sekretionsinhibition

MonoMac6 Zellen wurden mit 1000ng/ml LPS stimuliert. Zum Vergleich wurden
entweder 10ug/ml Brefeldin oder 3uM Monensin zur Sekretionsinhibition zugesetzt, und
die intrazellulire TNFa-Produktion, wie unter 5.2.3.3 beschrieben, nach zwei Stunden

bestimmt. Beide Reagenzien 16sten ohne LPS Zugabe keine Zytokinproduktion aus. Der
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Anteil an TNFa produzierenden Zellen war unter Brefeldin Behandlung hoher (50,5%), als
unter Monensin Behandlung (45,6%). Deshalb wurden alle weiteren Versuche mit

Brefeldin durchgefiihrt. (Daten nicht abgebildet)

6.1.3 Optimierung der Stimulation mit LPS

Zur Optimierung der Inkubationszeit wurden MonoMac6 Zellen fiir die angegebenen
Zeitraume mit 1000ng/ml stimuliert und die intrazelluldre Zytokinproduktion, wie unter

5.2.3.3 beschrieben, bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Anteil an Zytokin-produzierenden Zellen von MonoMac6 Zellen nach den angegebenen

Inkubationszeiten mit 1000ng/ml LPS (n=1)

Aus Abbildung 6 ergab sich eine optimale Inkubationszeit von vier Stunden fiir
MonoMacb6 Zellen. Der Anteil an TNFa-produzierenden MonoMac6 Zellen war zu diesem
Zeitpunkt am hochsten und IL-8 und IL-1f wurden bereits in messbaren Mengen
synthetisiert. Eine ldngere Inkubationszeit ergab zwar hohere Werte fiir IL-13 und IL-8,
aber, um den Versuchsaufbau in einem praktikablen zeitlichen Rahmen zu halten, wurde
die minimal bendtigte Inkubationszeit gewdhlt. Wird nur TNFa bestimmt, ist das bereits
nach zwei Stunden moglich. IL-6, IL-10 und IL-12 wurden innerhalb von sechs Stunden
nicht in nachweisbarer Menge produziert. Dass MonoMac6 Zellen kein IL-6
synthetisieren, welches normalerweise ungefahr gleichzeitig mit IL-8 ansteigt, stellt einen

Nachteil dieser Zelllinie dar.
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Zur Optimierung der verwendeten LPS-Konzentration wurden MonoMac6 Zellen vier
Stunden mit 200 bzw. 1000ng/ml LPS stimuliert und die intrazelluldre Zytokinsynthese,

wie unter 5.2.3.3 beschrieben, bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Zytokinsynthese von MonoMac6 Zellen nach den angegebenen Inkubationszeiten mit

200 bzw. 1000ng/ml LPS, ausgedriickt als mittlere Fluoreszenzaktivitiit (n=3)

Betrachtet man die Synthese von IL-1p und IL-8, fiihrte eine Stimulation mit 200 oder
1000ng/ml LPS zu statistisch gleichwertigen Ergebnissen. Fiir die TNFa-Produktion der
MonoMac6 Zellen scheint eine Konzentration von 1000ng/ml LPS bereits schidlich zu
sein, 200ng/ml fithren zu einer signifikant hoheren Syntheseleistung.

Zur Optimierung der Inkubationszeit fiir CD14+ Zellen aus PBMCs, wurden diese Zellen
einer gesunden Person fiir drei bzw. vier Stunden mit 200 bzw. 1000ng/ml LPS stimuliert
und die Zytokinproduktion durchflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Anteil an Zytokin produzierenden Zellen der CD14+ PBMCs nach den angegebenen

Inkubationszeiten mit 200 bzw. 1000ng/ml LPS (n=1)

PBMCs reagierten deutlich sensitiver auf LPS, wie Abbildung 8 beweist. Innerhalb von
vier Stunden fiihrten beide LPS Konzentrationen zu einer Produktion von TNFa, IL-1,
IL-6 und IL-8 bei nahezu 100% der Zellen. In Abbildung 9 wird deutlich, dass auch hier
eine Inkubationszeit von vier Stunden notwendig war, um eine ausreichende Syntheserate
pro Zelle, erkennbar an der mittleren Fluoreszenzintensitit, fiir IL-8 zu erreichen. Eine

Dosisverdnderung von 200 auf 1000ng/ml LPS erhohte lediglich die bereits sehr hohe

TNFoa-Menge, war also nicht notwendig, um auswertbare Ergebnisse zu bekommen.
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Abbildung 9: Zytokinproduktion von CD14+ PBMCs nach den angegebenen Inkubationszeiten mit

200 bzw. 1000ng/ml LPS, ausgedriickt als mittlere Fluoreszenzaktivitit (n=1)
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6.1.4 Aushungern der Zellen

Um die Stimulierbarkeit von FCS-ausgehungerten MonoMac6 Zellen, die potentiell
empfindlicher auf Mediumszusitze reagieren, zu iiberpriifen, wurden diese iiber 24
Stunden mit Medium mit 0,1% FCS statt 10% FCS kultiviert. AnschlieBend wurde die
Reaktion dieser Zellen auf 1000ng/ml LPS mit der herkémmlich kultivierter MonoMac6
Zellen verglichen. Dazu wurden die Zellen jeweils vier Stunden stimuliert und
anschliefend die Zytokinproduktion, wie unter 5.2.3.3 beschrieben, bestimmt. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Vergleich der Zytokinproduktion iiber Nacht FCS-ausgehungerter MonoMac6 Zellen
mit der herkommlich kultivierter MonoMac6 Zellen nach vierstiindiger Inkubation mit 1000ng/ml

LPS (n=1)

Das Aushungern der Zellen fiihrte zu einer deutlich verringerten Zytokinsynthese der
Zellen. Deshalb wurden die Zellen vor dem Einsatz fiir Versuche nicht auf diese Weise

behandelt.

6.2 Einfluss von aktiviertem Protein C auf die LPS induzierte
Zytokinantwort von MonoMacé6 Zellen

6.2.1 Festlegung der Versuchsablaufe

Um den Einfluss von APC auf die Zytokinantwort zu betrachten, wurden MonoMac6

Zellen fiir eine Stunde damit prdinkubiert. AnschlieBend wurden 1000ng/ml LPS als
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Stimulus zugefiigt. Als Kontrolle wurden alle Experimente auch ohne LPS-Stimulus
durchgefiihrt. Brefeldin wurde stets gleichzeitig mit APC zugegeben. Die LPS-
Konzentration wurde aus einer im Vorfeld durchgefiihrten Studie {ibernommen, bei der der
Einfluss von APC und ATII auf die LPS-induzierte Zytokinproduktion von Zellen
polytraumatisierter Patienten untersucht wird (unpublizierte Daten). Als Inkubationszeit
mit LPS wurde vier Stunden gewihlt. TNFo wurde in einigen Versuchen bereits nach zwei
Stunden gemessen, da dieses Zytokin bereits nach dieser kurzen Zeit gut nachweisbar ist.
Auch die Konzentrationen fiir APC (4 und 100pug/ml) wurden aus der oben erwéhnten
Studie iibernommen. Bei der klinischen Anwendung von APC wihrend schwerer Sepsis
wird iiblicherweise eine Dosis von 24ug/kg KG/h tiber 96 Stunden gegeben. Geht man von
einem Blutvolumen von 60ml pro kg KG aus, entspricht diese Dosis 0,4ug/ml Blut/h.
Somit entsprechen 4ug/ml APC also etwa der in 10 Stunden verabreichten therapeutischen
Dosis, 100ug/ml tiberschreitet den therapeutischen Bereich deutlich.

Neben einer Versuchsreihe mit herkommlichem, serumhaltigem Medium wurde auch eine
Serie mit MonoMac6 in vollkommen serumfreiem Medium durchgefiihrt, da Schmidt-

Supprian et al. eine Serum-vermittelte Inhibition des APC-Effekts beschrieben haben.[91]

6.2.2 Versuche mit serumhaltigem Stimulationsmedium

6.2.2.1 Durchflusszytometrie

Wie unter 6.2.1 beschrieben, wurden MonoMac6 Zellen mit 4 bzw. 100ug/ml APC
prainkubiert und anschlieBend mit 1000ng/ml LPS stimuliert oder als Kontrolle
unstimuliert gelassen. Die Produktion von IL-1p, IL-8 und TNFa wurde, wie unter 5.2.3.3
beschrieben, nach weiteren vier Stunden Inkubationszeit bestimmt. Die Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Versuche mit APC in serumhaltigem Stimulationsmedium sind

in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von APC (ug/ml) auf die
Zytokinproduktion (A: IL-1p; B: IL-8; C: TNFa) von MonoMac6 Zellen in serumhaltigem Medium
(+LPS=1000ng/ml) (*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA, n=3)

In Abbildung 11A ist zu erkennen, dass die LPS-induzierte IL-1B-Synthese unter dem
Einfluss von 100ug/ml APC um 17% vermindert war. Diese Verminderung ist
entsprechend der definierten Kriterien signifikant. Die TNFa- und IL-8-Produktion blieb

unveridndert. APC alleine fiihrte zu keiner Zytokinsynthese.

6.2.2.2 Bioplexmessungen

Nach einer Stunde Prdinkubation mit 4 bzw. 100ug/ml APC wurden MonoMac6 Zellen
mit 1000ng/ml LPS stimuliert und weitere 23 Stunden inkubiert. Wie unter 5.2.4.2
beschrieben, wurden IL-1B, IL-8, IL-10 und TNFo aus den Zellkulturiiberstinden
bestimmt. Versuche ohne Zugabe von LPS dienten als Kontrolle. Die Ergebnisse der

Versuche mit serumhaltigem Medium sind in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Bioplex-Bestimmung des Einflusses von APC (ug/ml) auf die Zytokinproduktion (A: IL-
1p; B: IL-8; C: IL-10; D: TNFa) von MonoMac6 Zellen in serumhaltigem Medium (+LPS=1000ng/ml)
(*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA, n=3)

Bei den Uberstandsmessungen war eine verminderte LPS-induzierte Zytokinausschiittung
fir alle gemessenen Zytokine, auller IL-8, unter dem Einfluss von 100ug/ml APC
erkennbar. Die Konzentration sank um 22% (IL-1f, IL-10) bzw. 20% (TNFa). Die IL-10-
Sekretion wurde bereits von 4ug/ml APC um 13% reduziert. (Abbildung 12C) Alle
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genannten Veridnderungen waren statistisch signifikant. APC alleine fiihrte zu keiner

Erhohung der Zytokinkonzentration im Uberstand.
6.2.3 Versuche mit serumfreiem Stimulationsmedium

6.2.3.1 Durchflusszytometrie

In serumfreiem Medium wurden die Versuche mit APC analog zu denen in serumhaltigem
Medium durchgefiihrt, lediglich TNFa wurde bereits nach zwei Stunden Inkubationszeit
mit LPS gemessen. Mit der durchflusszytometrischen Messmethode war in serumfreiem
Stimulationsmedium weder ein Einfluss von APC auf die LPS-induzierte Produktion der

gemessenen Zytokine feststellbar, noch wurde eine Zytokinsynthese durch APC ausgel6st.

(siehe Abbildung 13)
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Abbildung 13: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von APC (ug/ml) auf die
Zytokinproduktion (A: IL-1p; B: IL-8; C: TNFa) von MonoMac6 Zellen in serumfreiem Medium
(+LPS=1000ng/ml) (n=3)

6.2.3.2 Bioplexmessungen

In Abbildung 14 sind die Ergebnisse der Bioplexmessungen aus Uberstinden von
Versuchen mit APC in serumfreiem Stimulationsmedium dargestellt. Die Durchfiihrung

erfolgte wie unter 6.2.2.2 beschrieben.
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Abbildung 14: Bioplex Bestimmung des Einflusses von APC (ug/ml) auf die Zytokinproduktion (A: IL-
1p; B: IL-8; C: IL-10; D: TNFo) von MonoMacé Zellen in serumfreiem Medium (+LPS=1000ng/ml)

(*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA, n=3)

Es war eine deutlich verminderte LPS-induzierte Zytokinsekretion fiir IL-1B (um 48%),
IL-10 (um 28%) und TNFoa (um 46%) unter Einfluss von 100ug/ml APC zu sehen. Die
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niedrigere APC Konzentration zeigte keine signifikante Wirkung. IL-8 blieb stets

unveridndert. APC alleine fiihrte zu keiner Zytokinproduktion.

6.3 Einfluss von Antithrombin Il auf die LPS induzierte
Zytokinantwort von MonoMacé6 Zellen

6.3.1 Festlegung der Versuchsablaufe

Die Versuche zur Untersuchung des Einflusses von ATIII auf die Zytokinantwort von
Monozyten wurden nach dem gleichen Prinzip wie die Versuche mit APC durchgefiihrt.
Auch die Konzentrationen fiir ATIII (1 und 20I.LE/ml) wurden aus der in 6.2.1 erwidhnten
Studie iibernommen. 1L.E. ATII entspricht dem ATIII-Gehalt von 1ml gepooltem
humanen Zitratplasma. Als therapeutische Dosis werden als Initialdosis 6000LE. gegeben.
Geht man von durchschnittlich 70kg KG aus und 60ml Blutvolumen pro kg KG, entspricht
das 14LE. pro ml Blut. Die hohere der verwendeten Konzentrationen liegt also im
therapeutischen Bereich, die niedrigere im physiologischen. Um die Wirkung von Heparin
in Kombination mit ATIII zu beobachten, wurden 201.E. ATIII mit verschiedenen Mengen
an Heparin (5-200L.E.) versetzt, 30min bei 4°C inkubiert, und diese Mischung zur
einstiindigen Prédinkubation auf die Zellen gegeben. AnschlieBend wurde mit LPS
stimuliert. Zusétzlich wurde zur Kontrolle der Effekt von Heparin alleine auf die LPS-

induzierte Zytokinproduktion von MonoMac6 Zellen betrachtet.

6.3.2 Effekt von Antithrombin

6.3.2.1 Durchflusszytometrie

Um den Einfluss von ATIII auf die Zytokinantwort von MonoMac6 Zellen zu untersuchen,
wurden diese zuerst eine Stunde mit 1 bzw. 20L.E./ml ATIII prainkubiert und anschlieend
fiir vier (IL-1B, IL-8) bzw. zwei (TNFa) Stunden mit 1000ng/ml LPS stimuliert. Als
Kontrolle dienten unstimulierte Proben. Die Produktion von IL-18, IL-8 und TNFa wurde,

wie unter 5.2.3.3 beschrieben, bestimmt. In Abbildung 15 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von ATIII (L.LE./ml) auf die
Zytokinproduktion (A: IL-1f; B: IL-8 C: TNFa) von MonoMac6é Zellen (+LPS=1000ng/ml)
(*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA, n=3)

Bei einer Konzentration von 20LE/ml ATII beobachtet man eine signifikante
Verminderung der LPS-induzierten Synthese von IL-13 um 71% und von TNFo um 55%.
Fiir IL-1p war diese Tendenz bereits bei einer Konzentration von 1LE./ml zu sehen, fiir
TNFa waren 201.E./ml nétig, um einen signifikanten Unterschied zu erzeugen. IL-8 zeigte
zwar ebenfalls eine deutliche Reduktion um 25%, ohne dass dies jedoch ein statistisch
signifikantes Niveau erreicht hitte. Das 95% Konfidenzintervall der Mittelwertdifferenz
der Gruppen +LPS und +20AT+LPS fiir IL-8 liegt bei -0,1 bis 0,27, deutet also auf keinen
vorhandenen Unterschied hin. ATIII alleine fiihrte zu keiner signifikant erhohten

Zytokinproduktion.

6.3.2.2 Bioplexmessungen

Bei den Zytokinbestimmungen aus dem Zellkulturiiberstand nach einer Stunde
Prainkubation mit ATIII (1 und 201.E./ml) und anschlieBenden 23 Stunden Stimulation mit
1000ng/ml LPS, wurde wie unter 5.2.4.2 beschrieben vorgegangen. Zur Kontrolle wurden
alle Experimente auch ohne LPS-Stimulus durchgefiihrt. In Abbildung 16 sind die
Ergebnisse dargestellt. Die Gruppen +LPS und +20AT+LPS wurden insgesamt mit n=9
durchgefiihrt, da sie auch als Kontrollgruppen in den Versuchen mit Heparin und ATIII in

Kombination dienten.
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Abbildung 16: Bioplex Bestimmung des Einflusses von ATIII (I.E./ml) auf die Zytokinproduktion (A:
IL-1f; B: IL-8; C: IL-10; D: TNFa) von MonoMac6 Zellen (+LPS=1000ng/ml) (*statistisch
signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA, n=3, bei +LPS und +20AT+LPS n=9)

Unter Einfluss von ATIII war eine signifikant verminderte LPS-induzierte Sekretion von
IL-1B (bei 1LE./ml um 19% und bei 20L.LE./ml um 71%) zu erkennen. Die IL-8-, IL-10-
und TNFo-Produktion zeigten keine statistisch signifikanten Verdnderungen. Die
Veridnderung durch die Zugabe von 20L.E. ATIII zusitzlich zu LPS erscheint zwar jeweils

relativ hoch, das 95% Konfidenzintervall der Mittelwertdifferenz der Gruppen +LPS und
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+20AT+LPS deutet jeweils darauf hin, dass tatsidchlich kein Unterschied vorhanden ist. So
ergab beispielsweise die Prdinkubation mit 20L.LE. ATIII zwar eine um 103% erhohte TNFa
Synthese, das 95% Konfidenzintervall lag jedoch bei -212,7 bis +5,9, was ebenfalls auf

keinen vorhandenen Unterschied hindeutet.

6.3.3 Effekt von Heparin

6.3.3.1 Durchflusszytometrie

Um die Ergebnisse der Versuche mit Heparin und ATIII in Kombination besser
interpretieren zu konnen, wurde auch der Einfluss von Heparin alleine auf die
Zytokinantwort von MonoMac6 Zellen untersucht. Dazu wurden die Zellen eine Stunde
mit Heparin in Konzentrationen von 5 bis 200I.E./ml prdinkubiert und anschlieend mit
1000ng/ml LPS stimuliert oder zur Kontrolle unstimuliert gelassen. TNFa wurde nach
zwei Stunden, IL-1P und IL-8 nach vier Stunden, wie unter 5.2.3.3 beschrieben, bestimmt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von Heparin (I.LE./ml) auf die
Zytokinproduktion (A: IL-1p; B: IL-8; C: TNFa) von MonoMac6 Zellen (+LPS=1000ng/ml)
(*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA, n=3)

In Abbildung 17A ist zu erkennen, dass 200LE./ml Heparin zu einer signifikant
verringerten IL-1B-Produktion durch MonoMac6 Zellen fiihrten. Die IL-8- und TNFa-
Synthese zeigte ebenfalls einen Trend zu niedrigeren Werten durch die Zugabe von
Heparin. Jedoch lassen bei den Werten fiir TNFa die 95% Konfidenzintervalle der
Mittelwertdifferenzen zwischen Kontrollgruppe und den ,,Therapiegruppen nicht auf

einen verdndernden Einfluss von Heparin schlieBen. Bei IL-8 ergab der post-hoc Test
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keine signifikanten Abweichungen. Heparin fiihrte ohne LPS-Stimulus zu keiner

signifikanten Verdnderung der Zytokinproduktion unstimulierter Zellen.

6.3.3.2 Bioplexmessungen

In Abbildung 18 sind die Ergebnisse der Uberstandsmessungen nach Inkubation mit
Heparin dargestellt. Dazu wurden MonoMac6 Zellen zuerst mit 10 bzw. 200LE./ml
Heparin eine Stunde priinkubiert und dann fiir 23 Stunden mit 1000ng/ml LPS stimuliert,
oder als Kontrolle unstimuliert gelassen. Die Zytokinbestimmung wurde, wie unter 5.2.4.2
beschrieben, durchgefiihrt. Aufgrund von Bestimmungen, die im Widerspruch zu den
Ergebnissen der durchflusszytometrischen Bestimmungen standen, wurden hier zweimal

drei unabhéngige Experimente durchgefiihrt.

>

140

120 -

100 - L

80 -

60 -

40 4

20 A

% von +LPS (Konzentration IL-1 in pg/ml)

60



120

100 1

80 -

60

40 -

20 1

% von +LPS (Konzentration IL-8 in pg/ml)

120

100 -

80

60

40 A

20 A

% von +LPS (Konzentration IL-10 in pg/ml)

61




350

300

250

200

150

100

50 -

% von +LPS (Konzentration TNF in pg/ml)

Abbildung 18: Bioplex Bestimmung des Einflusses von Heparin (I.E./ml) auf die Zytokinproduktion
(A: IL-1g; B: IL-8; C: IL-10; D: TNFa) von MonoMac6 Zellen (+LPS=1000ng/ml) (*statistisch
signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA; n=3 fiir Werte ohne LPS, n=6 fiir Werte mit
LPS)

Nach insgesamt 24 Stunden Inkubation mit Heparin zeigte sich eine deutliche Veridnderung
der Zytokinausschiittung von MonoMac6 Zellen. 2001.E./ml fiihrten zu einer Erhohung der
TNFa-Konzentration um 160% im Uberstand, sowie zu einer um 89% verminderten
Ausschiittung von IL-10. Die IL-1p-Konzentration im Uberstand nahm zwar um 21%
gegeniiber dem Kontrollwert zu, das 95% Konfidenzintervall der Mittelwertdifferenz der
Gruppen +LPS oder +200Hep+LPS liegt jedoch bei -48,8 bis +6,2, der Unterschied ist also
statistisch nicht relevant. Die IL-8-Produktion blieb unverindert. Heparin alleine fiihrte zu

keiner Zytokinsekretion durch unstimulierte Zellen.
6.3.4 Effekt der Kombination aus Antithrombin und Heparin

6.3.4.1 Durchflusszytometrie

Um zu beobachten, ob Heparin die Wirkung von ATII auf die Zytokinproduktion von
MonoMac6 Zellen antagonisieren kann, wie in der Diskussion der KyberSept-Studie[38]
immer wieder angefiihrt, wurden zuerst 5 bis 200L.LE. Heparin mit 20L.LE. ATIII gemischt
und 30min. bei 4°C inkubiert. Diese Mischung wurde anschlieBend auf 1ml Zellsuspension

gegeben, fiir eine Stunde inkubiert und anschlieBend fiir vier (IL-1B, IL-8) bzw. zwei
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(TNFa) Stunden mit 1000ng/ml LPS stimuliert. Auch hier dienten unstimulierte Proben als
Kontrolle. Die Zytokinsynthese wurde wie unter 5.2.3.3 beschrieben gemessen. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von ATIII (20L.E./ml) und
Heparin (LE./ml) in Kombination auf die Zytokinproduktion (A: IL-1p; B: IL-8; C: TNFa) von
MonoMac6 Zellen (+LPS=1000ng/ml) (*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; t-Test;
n=3) (ANOVA mit +LPS+AT als Kontrollgruppe; p<0,05; n=3)

In Abbildung 19 ist wiederum die signifikante Erniedrigung der IL-1B- und TNFoa-
Produktion unter Einfluss von 20LE. ATIII zu erkennen. (vergleiche 6.3.2.1) Die
Anwesenheit von Heparin hingegen verdnderte diese Wirkung von ATIII nicht signifikant
(Kontrollgruppe +AT+LPS durch Muster hervorgehoben). Die IL-8-Synthese von
MonoMac6 Zellen, wurde weder von ATIII, noch von der Kombination aus Heparin und
ATIII verdndert. Unstimulierte Zellen produzierten unter Heparin+ATIII Einfluss nicht
vermehrt Zytokine.

6.3.4.2 Bioplexmessungen

Auch mit der Bioplexmethode wurde der Einfluss von Heparin auf den ATIII-Effekt
untersucht. Dazu wurden wiederum 20I.LE ATIII und 10 bzw. 200 L.E. Heparin gemischt,
eine Stunde bei 4°C inkubiert und die Mischung auf MonoMac6 Zellen gegeben. Nach
einer Stunde Prdinkubation wurden 1000ng/ml LPS zugegeben und fiir weitere 23 Stunden
inkubiert. Aufgrund von unter der Nachweisgrenze liegenden Zytokinkonzentrationen sind
die Ergebnisse der unstimulierten Kontrollversuche nicht abgebildet. Die Ergebnisse dieses
Versuchs sind in Abbildung 20 dargestellt. Aufgrund widerspriichlicher Ergebnisse in den

Versuchen mit 20L.E./ml ATII wurden zweimal drei unabhingige Ansitze durchgefiihrt.
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Zusiatzlich wurden fiir +LPS und +AT20+LPS die Werte aus den Versuchen mit ATIII

alleine miteinbezogen.
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Abbildung 20: Bioplex Bestimmung des Einflusses von ATIII (20LE./ml) und Heparin (L.LE./ml) in
Kombination auf die Zytokinproduktion (A: IL-1p; B: IL-8; C: IL-10; D: TNFa) von MonoMac6
Zellen (+LPS=1000ng/ml) (*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; t-Test; n=9)
(ANOVA mit +AT20+LPS als Kontrollgruppe; p<0,05; n=6 fiir Werte mit Heparin, n=9 fiir Werte

ohne Heparin)

In Abbildung 20A ist wiederum die statistisch signifikante Erniedrigung der IL-1B-
Konzentration durch 20L.E. ATIII erkennbar. Die Zugabe von Heparin veridnderte jedoch
den Effekt von ATIII auf die Zytokinsekretion der MonoMac6 Zellen nicht.
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6.4 Einfluss von aktiviertem Faktor VIl auf die LPS induzierte
Zytokinantwort von MonoMacé6 Zellen

6.4.1 Festlegung der Versuchsablaufe

Die ersten Versuche zur Untersuchung des Effekts von rFVIIa auf die Zytokinantwort von
MonoMac6 Zellen wurden nach dem bereits beschriebenen Grundprinzip durchgefiihrt.
Der Standardversuchsaufbau beinhaltet eine Stunde Prdinkubation mit rFVlla,
anschlieende Zugabe von LPS (1000ng/ml) und Messung der Zytokinproduktion nach
weiteren vier Stunden (Durchflusszytometrie) oder 23 Stunden (Bioplex). Fiir spitere
Versuche wurde aufgrund der Ergebnisse der Optimierung (s. 6.1.3) eine Konzentration
von 200ng/ml LPS verwendet. In den durchflusszytometrischen Versuchen wurde rFVIla
in fiinf verschiedenen Konzentrationen von 1-20ug/ml verwendet, in den
Bioplexmessungen wurden nur die Konzentrationen 2,5 und 20pg/ml untersucht.
Korrespondierend wiirde bei der empfohlenen Initialdosis von rFVIIa bei schweren
Blutungen mit 90ug/kg KG bei 60ml Blutvolumen pro kg KG und einem Gewicht von

75kg eine Konzentration im Blut von 1,5ug/ml erreicht werden.

6.4.2 Ergebnisse des Standardversuchsaufbaus

6.4.2.1 Durchflusszytometrie

MonoMac6 Zellen wurden eine Stunde mit 1-20ug/ml rFVIla prdinkubiert und
anschlieBend mit 1000ng/ml LPS fiir vier Stunden stimuliert oder zur Kontrolle
unstimuliert gelassen. Die Zytokine wurden, wie unter 5.2.3.3 beschrieben,

durchflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von rFVIIa (ug/ml) auf die
Zytokinproduktion (A: IL-1f; B: IL-8 C: TNFa) von MonoMac6é Zellen (+LPS=1000ng/ml)
(*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA, n=3)

Die Priinkubation mit rFVIIa fiihrte in den Konzentrationen 10 und 20ug/ml sowohl zu
einer statistisch signifikanten Erniedrigung der LPS-induzierten TNFa-Synthese um 11
bzw. 17% als auch in der Konzentration 20pug/ml zu einer Verminderung der IL-8-
Produktion um 15%. Sonst war kein Effekt feststellbar, weder auf stimulierte, noch auf

unstimulierte Zellen.

6.4.2.2 Bioplexmessungen

In Abbildung 22 sind die Ergebnisse der Uberstandsmessungen nach 24 Stunden
Inkubation mit rFVIla dargestellt. Nach einer Stunde Pridinkubation mit 2,5 bzw. 20ug/ml
rFVIla und anschlieBender Stimulation mit 1000ng/ml LPS iiber 23 Stunden wurden die
Zytokine, wie unter 5.2.4.2 beschrieben, bestimmt. Als Kontrolle dienten Proben ohne
LPS-Stimulus. In Abbildung 22A sind nur die Ergebnisse der Versuche mit LPS Zugabe
dargestellt, da die Werte ohne LPS-Zugabe unterhalb der Nachweisgrenze lagen.
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Abbildung 22: Bioplex Bestimmung des Einflusses von rFVIla (ug/ml) auf die Zytokinproduktion (A:
IL-1f; B: IL-8; C: IL-10; D: TNFa) von MonoMac6 Zellen (+LPS=1000ng/ml) (*statistisch
signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA, n=3)

Die TNFa-Ausschiittung wurde durch rFVIIa in beiden untersuchten Konzentrationen
signifikant vermindert. Dabei zeigte sich unter 2,5ug/ml rFVIla eine Reduktion um 8%,
durch 20pg/ml rFVIIa eine Reduktion um 12%. Die anderen gemessen Zytokine blieben
unverdndert. AuBlerdem fiihrte rFVIla zu keiner Erhohung der Zytokinkonzentration im

Uberstand ohne Zugabe von LPS.

6.5 Wird der immunmodulatorische Effekt von aktiviertem Faktor
Vil auf MonoMac6 Zellen durch tissue factor vermittelt?

6.5.1 Oberflachenexpression von tissue factor unter Einfluss

verschiedener Stimuli

Mit dem Ziel eine relevante Expression des Proteins tissue factor auf der Zelloberflache zu
erzielen wurden MonoMac6 Zellen und PBMCs von gesunden Probanden mit
verschiedenen Stimuli inkubiert. AnschlieBend wurde die TF-Oberfldchenexpression, wie
unter 5.2.3.2 beschrieben, gemessen und die Kinetik der Expression bestimmt. Bei den
Versuchen mit PBMCs wurden nur CD14+ Zellen betrachtet. Die Ergebnisse der Versuche
mit MonoMac6 Zellen sind in Abbildung 23, die der Versuche mit PBMCs in Abbildung
24 dargestellt.
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Abbildung 23: Oberflichenexpression von TF auf MonoMac6 Zellen nach der jeweiligen

Inkubationszeit in Stunden mit den angegebenen Stimuli (n=1)

Eine Inkubation mit 200 bzw. 1000ng/ml LPS ergab gleichwertige Ergebnisse an TF+
MonoMac6 Zellen. In der Kinetik zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Expression nach
einer Stimulation von 2h. LPS fiihrte zu einer messbaren TF-Expression auf bis zu 70%
der Zellen. Bei diesem Wert wurde eine Plateauphase erreicht.

Bei Stimulation mit TNFo konnte dosisabhingig der Anteil der TF+ Zellen gesteigert
werden. Ein deutlicher Anstieg wurde hier aber erst spiter, nach 3h Inkubation, beobachtet.
In dem vorgelegten Ansatz konnten selbst mit einer Dosierung von 100ng/ml nur knapp
tiber 40% positive Zellen erreicht werden.

Ohne Stimulus erhohte sich die Expression minimal, was auf eine geringfiigige
Aktivierung durch Adhésion schlieBen ldsst. Die Inkubation mit rFVIla fithrte zu Werten,
die denen ohne Stimulus vergleichbar sind, woraus abgeleitet werden kann, dass FVII
seinen eigenen Rezeptor nicht induziert.

Basierend auf den Konzentrationen der Versuchsreihe mit MonoMac6 Zellen wurde der
Effekt auf die TF-Expression in humanen PBMCs beobachtet. Dafiir wurden als Stimuli
LPS in einer Konzentration von 200ng/ml sowie TNFa 100ng/ml gewéhlt. Abbildung 24
zeigt die Kinetik der TF-Expression von CD14+ PBMCs, welche durch eine Inkubation
mit TNFa selbst iiber 24 Stunden nicht merklich erhoht werden konnte. Auch die
Stimulation mit LPS fiihrte zu einem geringeren Anteil TF+ Zellen (ca.55%), als bei den

Versuchen mit MonoMac6 Zellen.
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Abbildung 24: Oberflichenexpression von TF auf CD14+ PBMCs von einem gesunden Probanden
nach der jeweiligen Inkubationszeit mit 200ng/ml LPS oder 100ng/ml TNFa.

6.5.2 Festlegung weiterer Versuchsablaufe

Da TF nicht nur als Rezeptor fiir FVIIa beziiglich der koagulatorischen Wirkung gesehen
wird sondern auch als moglicher Signaltransduktor fiir dessen immunmodulatorische
Wirkung, spielt die Oberflichenexpression von TF wihrend der Inkubation mit rFVIla
eventuell eine entscheidende Rolle. Deshalb wurden mit Hilfe der obigen Vorversuche drei
weiterfiihrende Experimente entwickelt, bei denen die verwendeten Zellen mit LPS oder
TNFo vorbehandelt wurden um die TF-Expression anzuregen. Auflerdem wurde die LPS
Konzentration aufgrund der Ergebnisse der Optimierung (s. 6.1.3) in allen Versuchen auf
200ng/ml reduziert. Wie in den Optimierungsversuchen bereits erwihnt, ist die Anderung
der LPS-Konzentration fiir die IL-1f und IL-8 Produktion unerheblich, nur fiir TNFa erhélt
man quantitativ hohere Werte fiir die intrazellulir messbare Zytokinsynthese. Beide
Konzentrationen fithren jedoch zu einer starken Aktivierung der Zellen, wobei sowohl eine
Erhohung als auch eine Erniedrigung der Zytokinproduktion durch das zu untersuchende
Agens noch moglich sind. Die Versuchsergebnisse sind jeweils im Verhéltnis zu der an
diesem Tag mit der verwendeten LPS-Konzentration moglichen Zytokinproduktion
dargestellt, was eine qualitative Vergleichbarkeit der Versuche gewdhrleistet.

Im ersten Versuchsaufbau wurde zur Steigerung der TF-Expression fiir eine Stunde mit
200ng/ml LPS prdinkubiert. Danach wurde rFVIla und Brefeldin zugefiigt, weitere drei
Stunden inkubiert und die Zytokinsynthese durchflusszytometrisch erfasst. (s. 6.5.3.1

Prainkubation mit LPS) Dadurch tritt schon eine Stunde nach Zugabe von rFVIla eine
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Erhohung der TF-Expression auf. Die Stimulationszeit mit LPS ist mit vier Stunden
konsistent mit dem Standardversuch. Nur durch die Zugabe von Brefeldin als
Sekretionsinhibitor sind die Zytokine intrazelluldr bestimmbar. Fiigt man Brefeldin erst
zusammen mit rFVIla zu, wird die Zytokinproduktion die nicht unter dem Einfluss von
rFVIla steht, ndmlich die Pridinkubationszeit mit LPS, aus dem Experiment
ausgeschlossen. Dieser Ausschluss eines Teils der Inkubationszeit ist bei der kumulativen
Messung im Kulturiiberstand nicht moglich, weshalb diese Experimente nicht mit dem
Bioplex-System durchgefiihrt wurden.

Die zweite Versuchsreihe enthilt, zusitzlich zum zeitlichen Ablauf des Standardversuchs
(s. 6.4.2), eine vierstiindige Vorbehandlung mit 100ng/ml TNFo zur Induktion der TF-
Expression (s. 6.5.3.2 Vorbehandlung mit TNFa). Die Zellen wurden also zuerst vier
Stunden mit TNFa behandelt und dann mit PBS gewaschen um iiberschiissiges TNFa zu
entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen erneut ausgesit und standardmifig eine Stunde
mit rFVIla prédinkubiert und dann mit 200ng/ml LPS fiir vier Stunden stimuliert. Fiir diesen
Ansatz wurde zusitzlich eine Messung der Zytokine im Kulturiiberstand mittels
Bioplexmessung durchgefiihrt. Proben ohne LPS-Stimulus, aber mit TNFa-Vorbehandlung
dienten als Kontrollen.

Als dritter Ansatz wurden MonoMac6 Zellen drei Stunden mit 200ng/ml LPS vorbehandelt
um TF auf den Zellen zu induzieren, dann die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und die
TF-exprimierenden Zellen unter Zugabe von Brefeldin zwei Stunden mit rFVIIa ohne
weiteren LPS-Stimulus inkubiert. Die Inkubationszeit mit LPS wurde anhand der
Optimierungsversuche zur Induktion von TF festgelegt, wo nach drei Stunden das
Maximum erreicht wurde. Die Zytokinsynthese wurde durchflusszytometrisch erfasst. (s.
6.5.3.3 Vorbehandlung mit LPS). Da der Einfluss einer Substanz auf die intrazelluldr
messbare de-novo-Synthese der Zytokine sehr schnell erkennbar ist, wurde die Inkubation
der TF-exprimierenden Zellen mit rFVIla auf zwei Stunden festgelegt. Dieser
Versuchsautbau wurde durchgefiihrt um die Vergleichbarkeit zu vorhandener Literatur zu
gewihrleisten. Der Versuchsablauf der Experimente von Muth et al.[65] wurde an das in
der vorgelegten Arbeit verwendete Zellkulturmodell angepasst. Da diese Experimente
nicht das vorrangige Interesse der vorgelegten Arbeit betreffen, ndmlich die Verinderung
der LPS-induzierten Zytokinproduktion zu betrachten, sondern sich mit der Reaktion LPS-
vorbehandelter Zellen auf rFVIla befassen, wurden diese Versuche nur mit der

durchflusszytometrischen Messmethode durchgefiihrt.
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Zusitzlich wurden MonoMac6 Zellen mit dem TF-Gen transfiziert um eine erhohte TF-
Oberflichenexpression ohne gleichzeitigen entziindlichen Stimulus zu erreichen. (s.6.5.4

Versuche mit transfizierten Zellen)

6.5.3 Ergebnisse der Versuche mit vorbehandelten Zellen

6.5.3.1 Priainkubation mit LPS

In Abbildung 25 sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Versuche mit LPS-
Priainkubation dargestellt. Dabei wurden MonoMac6 Zellen eine Stunde mit 200ng/ml LPS
prainkubiert, anschlieBend rFVIla (1-20ug/ml) und Brefeldin zugegeben und weitere drei

Stunden inkubiert. Die Zytokine wurden, wie unter 5.2.3.3 beschrieben, bestimmt.
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Abbildung 25: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von rFVIIa (ug/ml) auf die
Zytokinproduktion (A: IL-1p; B: IL-8; C: TNFa) von MonoMac6é Zellen nach LPS Priinkubation
(+LPS=200ng/ml) (ANOVA mit +LPS als Kontrollgruppe; p<0,05; n=3)

rFVIla hatte in diesem Versuchsmodell keinerlei Einfluss auf die LPS-induzierte

Zytokinsynthese der MonoMac6 Zellen.
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6.5.3.2 Vorbehandlung mit TNFa

6.5.3.2.1 Durchflusszytometrie

Nach einer vierstiindigen Vorbehandlung mit 100ng/ml TNFa, wurden die MonoMac6
Zellen mit PBS gewaschen und erneut ausgesit. AnschlieBend wurden Brefeldin und
rFVIla in den angegebenen Konzentrationen zugegeben und eine Stunde spiter 200ng/ml
LPS  zugefiigt oder =zur Kontrolle weggelassen. Die  Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Bestimmungen nach weiteren vier Stunden Inkubationszeit sind

in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von rFVIIa (ug/ml) auf die
Zytokinproduktion (A: IL-1p; B: IL-8; C: TNFa) von MonoMacé Zellen nach TNFo Vorbehandlung
(+TNF=100ng/ml; +LPS=200ng/ml) (*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05, t-Test,
n=3) (ANOVA mit +TNF+LPS als Kontrollgruppe; p<0,05; n=3)

Die Vorbehandlung der Zellen mit TNFa ergab eine um 42% erhohte Stimulierbarkeit
durch LPS fiir TNFa. (Abbildung 26C) Die Zugabe von rFVIla verinderte jedoch die
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Produktion der gemessenen Zytokine durch MonoMac6 Zellen im Vergleich zu der
alleinigen Stimulation mit TNFo+LPS (durch Muster hervorgehoben) nicht signifikant.
Die Zugabe von rFVIla alleine zu mit TNFa vorbehandelten Zellen (+TNF+FVII-LPS)

fiihrte zu keiner Zytokinsynthese.

6.5.3.2.2 Bioplexmessungen

Auf gleiche Weise vorbehandelte Zellen wurden auch fiir die Bioplexmessmethode
verwendet. Dazu wurden diese ebenfalls nach TNFa Behandlung mit PBS gewaschen und
anschliefend mit 2,5 bzw. 20ug/ml rFVIIa versetzt. Nach einer Stunde wurden zusétzlich
200ng/ml LPS zugefiigt, oder zur Kontrolle ohne Stimulus gearbeitet, und nach weiteren
23 Stunden die Zytokine aus dem Zellkulturiiberstand, wie unter 5.2.4.2 beschrieben,

bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Bioplex Bestimmung des Einflusses von rFVIla (ug/ml) auf die Zytokinproduktion (A:
IL-1; B: IL-8; C: IL-10; D: TNFa) von MonoMac6 Zellen nach TNFa Vorbehandlung
(+TNF=100ng/ml; +LPS=200ng/ml) (*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; t-Test,
n=3) (ANOVA mit +TNF+LPS als Kontrollgruppe; p<0,05; n=3)

In Abbildung 27 ist zu erkennen, dass, im Vergleich zu MonoMac6 mit LPS alleine, die
Vorbehandlung mit TNFa zu einer erhohten Stimulierbarkeit der MonoMac6 Zellen durch
LPS beziiglich IL-1p und TNFa fiihrte. So stieg die IL-1pB-Konzentration im
Zellkulturiiberstand um 32%, die TNFa-Konzentration sogar um 54% im Vergleich zur
Stimulation mit LPS alleine. Aulerdem fiihrte die Vorbehandlung mit TNFo zu einer
geringen IL-8- und TNFa-Produktion der MonoMac6 Zellen ohne Zugabe von LPS. Die
Zugabe von rFVIIa jedoch veridnderte die Konzentrationen der vier gemessenen Zytokine

im Vergleich zur Stimulation mit TNFa alleine bzw. mit TNFo+LPS in Kombination nicht.

6.5.3.3 Vorbehandlung mit LPS

Um zu untersuchen, ob mit LPS vorstimulierte Zellen auf rFVIIa mit verdnderter
Zytokinsynthese reagieren, wurden MonoMac6 Zellen mit 200ng/ml LPS fiir drei Stunden
stimuliert, anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen und mit 1-20ug/ml rFVIla fiir zwei
Stunden inkubiert. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Zytokinbestimmung sind

in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von rFVIIa (ug/ml) auf die
Zytokinproduktion (A: IL-18; B: IL-8; C: TNFa) von MonoMac6 Zellen nach LPS Vorbehandlung
(+LPS=200ng/ml) (*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA, n=3)

Unter dem Einfluss von 20pug/ml rFVIla war eine um 16% erhohte TNFa-Produktion zu
erkennen. Die IL-1B- und die IL-8-Synthese blieben unverdndert. Die IL-8 Synthese
erscheint zwar beispielsweise unter dem Einfluss von 10pug/ml rFVIIa um 7% erhoht, aber
das 95% Konfidenzintervall liegt zwischen -24,9 und +9,1, weshalb hier kein relevanter

Unterschied besteht.
6.5.4 Versuche mit transfizierten Zellen

6.5.4.1 Uberpriifung der Transfektion

6.5.4.1.1 Western Blot

Zur Uberpriifung der TF-Expression der transfizierten Zellen wurde ein Western Blot
durchgefiihrt. Dabei wurden herkommliche MonoMac6 Zellen, TF-transfizierte
MonoMac6 Zellen und LPS-stimulierte MonoMac6 Zellen (1000ng/ml LPS; vier Stunden
Inkubationszeit) verglichen. In Abbildung 29 ist das Ergebnis abgebildet.

83



Abbildung 29: Ergebnis des Western Blots; U=unbehandelte MonoMac6 Zellen, T=transfizierte
Zellen, L=LPS-stimulierte Zellen

Es ist deutlich zu erkennen, dass die transfizierten Zellen mehr Protein exprimieren, als

unbehandelte MonoMac6 Zellen, jedoch nicht so viel, wie LPS-stimulierte Zellen.

6.5.4.1.2 Tissue factor-Aktivitit und Oberflichenexpression von MonoMac6
Zellen und TF-transfizierten Zellen

Zum Vergleich der TF-Aktivitit von transfizierten Zellen, MonoMac6 Zellen und LPS-

stimulierten MonoMac6 Zellen (Inkubationszeit 4h, LPS-Konzentration: 200ng/ml)

wurden jeweils, wie unter 5.2.7 beschrieben, Zelllysate hergestellt und die Aktivitit

gemessen. Die Ergebnisse dieses Experiments sind in Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Vergleich der TF-Aktivitit von unstimulierten und LPS-stimulierten MonoMac6
(MM6) Zellen, sowie der TF-transfizierten Zellen (+LPS=200ng/ml) (*statistisch signifikanter
Unterschied zu MM6-LPS; p<0,05; ANOVA, n=3)

In Abbildung 30 ist zu erkennen, dass die transfizierten Zellen lediglich eine minimal

erhohte TF-Aktivitidt gegeniiber den nicht transfizierten MonoMac6 Zellen hatten. Der
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Unterschied zwischen den beiden Zelllinien ist statistisch nicht signifikant. Lediglich die
LPS-Stimulation fiihrte zu einer signifikanten Erhohung der TF-Aktivitit um das 3,7fache.
Die Oberflichenexpression der TF-transfizierten Zellen war mit durchschnittlich 17,3%
TF+ Zellen nur geringfiigig hoher, als die herkommlicher MonoMac6 Zellen (13,0%).
(Daten nicht abgebildet)

6.5.4.1.3 Uberpriifung der Stimulierbarkeit

Um zu kontrollieren, ob die Stimulierbarkeit der Zellen durch LPS sich durch die
Transfektion verindert hat, wurden alle drei Zelllinien, nicht-transfizierte MonoMac6, TF-
transfizierte MonoMac6 und die G418-Zelllinie, vier Stunden mit 200ng/ml bzw.
1000ng/ml LPS stimuliert und IL-1B, IL-8 und TNFa, wie unter 5.2.3.3 beschrieben,
durchflusszytometrisch bestimmt. In Abbildung 31 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 31: Vergleich der Zytokinproduktion von MonoMac6 Zellen, der TF-transfizierten Zelllinie
und der transfizierten Kontrollzelllinie G418 ohne LPS-Stimulation bzw. nach Stimulation mit 200
oder 1000ng/ml LPS (A: 1I-1p; B: IL-8; C: TNFa) (*statistisch signifikanter Unterschied zu nicht
transfizierten MonoMac6 Zellen; p<0,05; ANOVA, n=3)

Beide transfizierten Zelllinien produzierten mindestens bei einer der beiden LPS-
Konzentrationen signifikant weniger IL-1B oder TNFo. IL-8 wurde nur von der
Kontrollzelllinie statistisch signifikant reduziert synthetisiert. Die TF-transfizierte Zelllinie

ergibt IL-8 Werte nur knapp iiber dem Nullwert, aber der Unterschied zu den nicht-
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transfizierten Zellen ist statistisch nicht signifikant. Insgesamt ist zu erkennen, dass die

Transfektion die Stimulierbarkeit der Zellen beeintréachtigt.

6.54.2 Effekt von rekombinantem, aktiviertem Faktor VII auf TF-

transfizierte Zellen

6.5.4.2.1 Durchflusszytometrie

Die, wie unter 5.2.5 beschrieben, gewonnenen, mit TF transfizierten MonoMac6 Zellen,
wurden analog den herkdmmlichen Zellen eine Stunde mit rFVIla (1-20ug/ml)
prainkubiert und anschlieBend vier Stunden mit 200ng/ml LPS stimuliert oder zur
Kontrolle unstimuliert gelassen. Die Zytokinproduktion wurde, wie unter 5.2.3.3

beschrieben, bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von rFVIIa (ug/ml) auf die
Zytokinproduktion (A: IL-1p; B: IL-8 C: TNFa) von TF-transfizierten MonoMac6 Zellen
(+LPS=200ng/ml) (ANOVA mit +LPS als Kontrollgruppe; p<0,05; n=3)

Wie unter 6.5.4.1.3 bereits beschrieben, zeigten die transfizierten Zellen eine verminderte

Empfindlichkeit gegeniiber LPS. Deshalb erkennt man in Abbildung 32A kaum einen

Unterschied in der IL-1B-Synthese zwischen LPS-stimulierten und unstimulierten Zellen.
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Keines der drei gemessenen Zytokine wurde in seiner Produktion durch die Zugabe von

rFVIIa beeinflusst, weder bei LPS-stimulierten, noch bei unstimulierten Zellen.

6.5.4.2.2 Bioplexmessungen

Die Ergebnisse der Zytokinbestimmungen aus dem Kulturiiberstand von TF-transfizierten
Zellen sind in Abbildung 33 dargestellt. Die Zellen wurden eine Stunde mit 2,5 bzw.
20pg/ml rFVIla priinkubiert und anschlieBend 23 Stunden mit 200ng/ml LPS stimuliert

oder zur Kontrolle unstimuliert gelassen. Die Zytokine wurden, wie unter 5.2.4.2

beschrieben, bestimmt.
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Abbildung 33: Bioplex Bestimmung des Einflusses von rFVIla (ug/ml) auf die Zytokinproduktion (A:
IL-1p; B: IL-8; C: IL-10; D: TNFa) von TF-transfizierten MonoMac6 Zellen (+LPS=200ng/ml)
(*statistisch signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA, n=3)

Die LPS-induzierte TNFa-Ausschiittung der transfizierten Zellen nahm unter dem Einfluss
von rFVIla in beiden eingesetzten Konzentrationen um 12% (20ug/ml) bzw. 13%
(2,5ug/ml) zu. (s. Abbildung 33D) Alle anderen Zytokinkonzentrationen wurden durch die
Zugabe von rFVIIa nicht beeinflusst.
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6.6 Ist der beobachtete immunmodulatorische Effekt von
rekombinantem, aktiviertem Faktor VIl eine
thrombinabhédngige Wirkung?

6.6.1 Effekt von Thrombin

6.6.1.1 Durchflusszytometrie

Thrombin gilt als Induktor der Entziindungsantwort.[92] Die Bindung von rFVIla an TF
fiihrt tiber die Gerinnungskaskade zur Ausschiittung groer Mengen Thrombin. Um zu
untersuchen, ob rFVIla indirekt durch die Produktion von Thrombin einen Einfluss auf die
Entziindungsantwort in diesem Zellkultur-Modell hat, wurden MonoMac6 Zellen direkt
mit 15 bzw. 150LE./ml Thrombin eine Stunde préainkubiert und anschlieend mit 200ng/ml
LPS stimuliert und fiir weitere vier Stunden inkubiert. Der gesamte Ansatz wurde auch
ohne LPS-Stimulus durchgefiihrt, da in der Literatur eine Zytokinproduktion durch die
Behandlung mit Thrombin alleine beschrieben wird. [62, 63] Die produzierten Zytokine
wurden, wie unter 5.2.3.3 beschrieben, bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 34

dargestellt.
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Abbildung 34: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von Thrombin (nM) auf die
Zytokinproduktion (A: IL-1f; B: IL-8; C: TNFa) von MonoMac6 Zellen (+LPS=200ng/ml LPS)
(ANOVA mit +LPS als Kontrollgruppe; p<0,05; n=3)

Es war kein Einfluss von Thrombin auf die de-novo-Synthese der gemessenen Zytokine
der LPS-induzierten Entziindungsantwort von MonoMac6 Zellen erkennbar. Auch ohne

Zugabe von LPS fiihrte Thrombin zu keiner Zytokinsynthese.
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6.6.1.2 Bioplexmessungen

In Abbildung 35 sind die Ergebnisse der Zytokinbestimmungen aus dem
Zellkulturiiberstand nach Behandlung mit Thrombin dargestellt. Die Ergebnisse wurden,

wie unter 5.2.4.2 beschrieben, bestimmt.
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Abbildung 35: Bioplex Bestimmung des Einflusses von Thrombin (nM) auf die Zytokinproduktion (A:
IL-1f; B: IL-8; C: IL-10; D: TNFa) von MonoMac6é Zellen (+LPS=200ng/ml LPS) (*statistisch
signifikanter Unterschied zu +LPS; p<0,05; ANOVA, n=3)

Thrombin fiihrte in einer Konzentration von 150LE. zu einer Erhohung der LPS-
induzierten  IL-10-Ausschiittung um 28%. (Abbildung 35C) Alle anderen
Zytokinkonzentrationen zeigten keinen signifikanten Unterschied gegeniiber dem
Ausgangswert durch die Zugabe von Thrombin. Die TNFa-Sekretion erscheint zwar um

199 pg/ml erhoht, das 95% Konfidenzintervall der Mittelwertdifferenz der Gruppen mit
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und ohne 150LE. Thrombin+LPS liegt jedoch zwischen -545,4 und 147,6, was die These,
dass kein Unterschied besteht, bekriftigt. Auch bei IL-8 ist das den Wert Null beinhaltende

Konfidenzintervall der Grund fiir das Nichterreichen der geforderten Signifikanz.

6.6.2 Bestimmung der Thrombinaktivitat im Medium

Zur Uberpriifung, ob im Zellkultur-Medium oder in anderen Reagenzien bereits Thrombin
enthalten ist, oder ob es durch die Zugabe von rFVIla in diesem Modell zu einer
Produktion von Thrombin kommt, welches mdoglicherweise den Versuchsablauf
beeinflussen konnte, wurde die Thrombinaktivitit, wie unter 5.2.8 beschrieben, bestimmt.
Untersucht wurde das Zellkulturmedium mit und ohne FCS, verschiedene Reagenzien, der
Zellkulturiiberstand direkt vor dem Mediumswechsel und Uberstinde nach Inkubationen
mit den  Reagenzien. Die Inkubationszeiten  wurden analog zu den
durchflusszytometrischen Versuchen gewihlt. Es wurden also 1x10°Zellen/ml (MonoMac6
oder TF-transfizierte MonoMac6) vier Stunden mit 200ng/ml LPS inkubiert, evtl. eine
Stunde mit 20ug/ml rFVIIa prdinkubiert oder auch vier Stunden mit 100ng/ml TNFa
vorbehandelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt.

Gesamtaktivitat (oM |Hirudin-hemmbare
Thrombin-Aquivalente) |Aktivitat (oM Thrombin)
1[{MonoMac6 Medium ohne FCS 0 0
2|MonoMac6 Medium mit 10% FCS 98 57
3|100ng/ml TNFa in RPMI 0 -1
4120ug/ml FVlla in RPMI 10 1
5/1200ng/ml LPS in RPMI 0 0
6(Zellkulturiberstand MonoMac6 113 58
7| Zellkulturiberstand TF-transfizierte 116 62
8|Uberstand MonoMac6+LPS 118 64
9(Uberstand TF-transfizierte+LPS 114 58
10{Uberstand MonoMac6+FVlla+LPS 165 94
11|Uberstand TF-transfizierte+FVlla+LPS 171 93
12|Uberstand MonoMac6+TNF 128 69
13|Uberstand MonoMac6+TNF+LPS 123 59
14|Uberstand MonoMac6+TNF+FVlla+LPS 147 79

Tabelle 5: Thrombinaktivitiit verschiedener Reagenzien und Versuchsiiberstinde dargestellt als
Gesamtaktivitit und als Hirudin-hemmbare, also tatsichlich durch Thrombin verursachte Aktivitit
(Versuche unter Zugabe von rFVIIa grau unterlegt) (Vermutlich notige Konzentration um PAR-1 zu
aktivieren: 1000pM (Erfahrungswerte Prof. Sommerhoff)) (n=1)

Es ist, wie unter 5.2.8 erldutert, immer die Gesamtaktivitit der Probe und die durch

Hirudin hemmbare Aktivitit angegeben, da das fluorogene Substrat nicht vollstindig

spezifisch fiir Thrombin ist. Es wurde jeweils zwischen 45 und 55% der Gesamtaktivitit
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von Thrombin verursacht. Im Folgenden wird nur die durch Hirudin hemmbare Aktivitit
betrachtet.

Medium oder Reagenzien ohne FCS zeigten keine oder minimale Thrombinaktivitit (vgl.
Zeile 1, 3, 4 und 5). Medium mit FCS, Zellkulturiiberstinde oder Uberstinde von
Versuchen ohne rFVIla hatten eine Thrombinaktivitit von 52-69pM. Nach Inkubation mit
rFVIla waren die gemessenen Werte durchgiingig hoher (79-94pM, Zeilen 10, 11 und 14)
Es war dabei unerheblich, ob die verwendeten Zellen eine erhohte TF-
Oberflachenexpression nach TNFa-Vorbehandlung oder durch Transfektion hatten, oder

nicht.

6.7 Effekt von rekombinantem, aktiviertem Faktor VIl auf
periphere humane Blutzellen und Frage nach klinischer

Relevanz

6.7.1 Einfluss von rekombinantem, aktiviertem Faktor VIl auf die LPS-
induzierte Zytokinproduktion von PBMCs

Zur Untersuchung der immunmodulatorischen Wirkung von rFVIla auf periphere
Monozyten von gesunden Probanden wurden, wie unter 5.2.6 beschrieben, PBMCs
gewonnen. Unter den drei Probanden befanden sich ein ménnlicher und zwei weibliche
Personen. Das Alter der Probanden betrug 26, 27 und 48 Jahre. Die Versuche wurden nach
dem Standardverfahren, eine Stunde Pridinkubation mit 1-20ug/ml rFVIla und
anschliefende Stimulation mit 200ng/ml LPS fiir vier Stunden, durchgefiihrt. Die
Zytokinproduktion wurde durchflusszytometrisch bestimmt. (siche 5.2.3.3) Dabei wurden
nur die Werte fiir CD14+ Zellen betrachtet. In Abbildung 36 sind die Ergebnisse
dargestellt.
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Abbildung 36: Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses von rFVIIa (ug/ml) auf die
Zytokinproduktion (A: IL-1f; B: IL-6; C: IL-8; D: TNFa) von CD14+ PBMCs gesunder Probanden
(+LPS=200ng/ml) (ANOVA mit +LPS als Kontrollgruppe; p<0,05; n=3)
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Es ergab sich keinerlei immunmodulatorischer Einfluss von rFVIla auf die LPS-induzierte

Zytokinsynthese von peripheren Monozyten.

6.7.2 Tissue factor-Aktivitat von peripheren Monozyten

intensivmedizinisch-behandelter Patienten

Aus dem Blut einer Gesundkontrolle und dreier intensivmedizinisch-behandelter Patienten
wurden, wie unter 5.2.6 beschrieben, periphere Monozyten gewonnen. Die Patienten
wurden anhand ihrer, mit dem Endotoxin Activity Assay (EAA) der Firma Spectral
Diagnostics, Toronto, Kanada bestimmten, hohen Endotoxin-Aktivitit ausgewéhlt und
waren ordentliche Studienpatienten aus einer derzeit laufenden, von der Ethikkommission
der Universitit Miinchen genehmigten Studie zur Endotoxin-Aktivitdtsbestimmung beim
kritisch ~ kranken Patienten. Fiir jeden Patienten lag eine unterschriebene
Einverstindniserkldrung vor.

Der EAA-Test gibt als Messwert das Verhiltnis der momentanen Endotoxin-Aktivitdt zur
maximal moglichen an. Dabei werden drei Kategorien unterschieden: niedrig (0-0,39),
mittel (0,40-0,59) und hoch (0,6-1) Fiir die Messung der TF-Aktivitit wurde nur Blut von
Patienten mit hoher Endotoxin-Aktivitit verwendet. Wie unter 5.2.7 beschrieben, wurden
Lysate aus den gewonnenen Monozyten hergestellt und die TF-Aktivitit der Zellen

gemessen. Die Patientendaten und die Ergebnisse der Aktivititsmessung sind in Tabelle 6

aufgefiihrt.

Geschlecht| Alter | Endotoxin | Behandlungsgrund TF-Aktivitat (pM)
MonoMac6 62,6487
Gesundkontrolle wl 29 60,723
Patient 1 w| 71 0,98 postoperative Infektion 118,699
Patient 2 m| 51 0,85[schwere Brandverletzung 64,854
Patient 3 m| 66 0,77 [postoperative Infektion 304,315

Tabelle 6: Patientendaten und TF-Aktivititswerte von 25.000 isolierten Monozyten

Die Monozyten der Gesundkontrolle zeigten eine TF-Aktivitidt von 60,723pM. Dieser Wert
ist der TF-Aktivitiat von unstimulierten MonoMac6 Zellen sehr dhnlich. Patient 2, der
aufgrund von schweren Brandverletzungen (Verbrennungen 2. und 3. Grades auf
mindestens 25% der Korperoberflidche) intensivmedizinisch behandelt wurde, hatte einen
TF-Aktivitatswert im Bereich der Gesundkontrolle. Die beiden Patienten mit schweren
Infektionen hingegen zeigten stark erhohte TF-Aktivitidtswerte, Patient 1 um das doppelte,

Patient 3 sogar eine Erh6hung auf den fiinffachen Wert.
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Im Rahmen der o.g. Studie fand bei den Studien-Patienten eine durchflusszytometrische
Messung der Oberflichenexpression von TF auf Monozyten statt. Es wurden dabei keine
Unterschiede zwischen Gesundkontrollen und intensivmedizinisch behandelten Patienten

festgestellt. (Daten nicht abgebildet, personliche Kommunikation mit Carolin Mogele,

Sibylle Conradi und Florian Heeg).
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7 Diskussion

7.1 Wahl der Messmethode

Die Wahl der Messmethode sollte vom zu betrachtenden Zytokin abhingig gemacht
werden. TNFa wird sehr schnell synthetisiert und ist intrazellulédr sehr gut nachweisbar. Im
Zellkulturiiberstand wird es schnell abgebaut und kann durch 16sliche oder zelluldre
Rezeptoren abgefangen werden, so dass die Absolutwerte bei Bioplexmessungen,
verglichen mit denen  anderer Zytokine, sehr niedrig waren. Beim
durchflusszytometrischen Messverfahren hingegen, zeigten MonoMac6 Zellen immer die
hochste mittlere Fluoreszenzintensitit fiir TNFa. Fiir dieses frithe Zytokin scheint also die
Momentaufnahme der Zytokinproduktion per Durchflusszytometrie nach einer kiirzeren
Inkubationszeit die geeignete Messmethode zu sein. Bei der intrazelluldren Messung von
IL-1pB hingegen wird nicht zwischen der aktiven Form und dem inaktiven Vorlduferprotein
unterschieden. Dadurch entsteht ein relativ hoher ,Nullwert“, da das inaktive Protein
bereits in unstimulierten Zellen im Zytosol vorhanden ist. IL-8 und besonders IL-10
benotigen eine langere Inkubationszeit, um in ausreichender Menge produziert zu werden.
Bei der intrazelluliren Messung wirkt der zugegebene Sekretionsinhibitor bei zu langer
Inkubationszeit toxisch, deshalb stellt hier die Uberstandmessung eine geeignete Methode

dar.

7.2 Aktiviertes Protein C

Sterblichkeit und Morbiditidt von Patienten mit Sepsis korrelieren mit niedrigen Protein C
Blutkonzentrationen. Zugleich ist die Aktivierung von Protein C wihrend der schweren
Sepsis beeintrachtigt.[27] Die Substitution von APC bei Patienten mit schwerer Sepsis
ergab eine verminderte 28-Tage Sterblichkeit in einer klinischen Studie der Phase 3.[26]
Zum Einfluss von APC auf die Zytokinproduktion von Monozyten, der moglicherweise
eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Krankheitsbildes der Sepsis zukommt, gibt es
jedoch immer noch kontroverse Verdffentlichungen. In der vorgelegten Arbeit sollte
deshalb der Einfluss von APC auf die LPS-induzierte Zytokinproduktion einer Zelllinie
mit den Eigenschaften reifer Monozyten untersucht werden.

Vorangegangene experimentelle Untersuchungen des Effekts von APC auf die LPS-
induzierte Entziindungsantwort von humanen PBMCs in unserer Arbeitsgruppe ergaben

bisher keinen Anhaltspunkt fiir einen Einfluss von APC auf die LPS-induzierte
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Zytokinproduktion von humanen PBMCs [93]. Diese Ergebnisse waren unter serumfreien
Bedingungen durch die Messung von Zytokinspiegeln im Zellkulturiiberstand gewonnen
worden. Angesichts der gezeigten Effektivitit von APC in klinischen Studien im Bezug
auf verminderte Sterblichkeit sollte untersucht werden, ob das Ausbleiben des Effekts auf
die von uns im Vorfeld gewihlten experimentellen Bedingungen zuriickfithrbar sein
konnte.

Die Forschungsmeinung in der Literatur ist in zwei Lager gespalten. Es liegen Berichte
vor, die zum einen eine APC-abhingige Suppression der Immunantwort beschreiben,
andere Autoren konnten keinen Effekt feststellen, wie etwa Czeslick et al., bei denen
keine Auswirkung von APC auf die IL-6- und TNFa-Produktion von isolierten, humanen
Monozyten festzustellen war.[37] Dabei wurde die Zytokinproduktion intrazellulédr, mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Stephenson et al., die einen vermindernden Effekt von
APC auf die TNFa-, IL-1B-, IL-6- und IL-8-Produktion von THP-1 Zellen feststellten,
verwendeten ein Luminex 100 System.[36] In der vorgelegten Arbeit wurde deshalb die
Zytokinproduktion sowohl durchflusszytometrisch als auch mit einem Luminex 100
Immunassay bestimmt. Schmidt-Supprian et al. beschrieben eine Verminderung der LPS-
induzierten TNFa-Sekretion von THP-1 Zellen durch APC, welche jedoch durch in der
Zellkultur enthaltenes Serum inhibiert wurde. Die Konzentrationen im Zellkulturiiberstand
wurden dabei per ELISA bestimmt.[91] Deshalb wurde in der vorgelegten Arbeit jeweils
eine Versuchsreihe mit und eine ohne Serum im Stimulationsmedium durchgefiihrt.
Zusammenfassend muss aber fiir die Bewertung der Ergebnisse festgehalten werden, dass
neben der Art der Messung auch die Kinetik des Experiments und die Konzentrationen von
LPS und APC Einfluss auf die beobachtete Antwort der Immunzellen haben, und so einen
Vergleich zwischen den einzelnen Veroffentlichungen sehr schwer machen.

In der vorgelegten Arbeit konnte analog zu Czeslick et al., unabhingig vom Serumgehalt
des Mediums, kein Einfluss auf die durchflusszytometrisch bestimmte, intrazellulire
TNFo-Produktion von Monozyten festgestellt werden. Auch die IL-8-Produktion blieb
unbeeinflusst. Lediglich die IL-1B-Produktion wurde durch 100ug/ml APC signifikant um
17% vermindert, und dies auch nur bei Verwendung von serumhaltigem
Stimulationsmedium.

Mit der Bioplexmethode hingegen konnte in serumfreiem Medium unter Einfluss von
100pg/ml APC eine signifikante Verminderung der IL-1B-, IL-10- und TNFa-
Konzentration im Zellkulturiiberstand der MonoMac6 Zellen um 48%, 28% bzw. 46%

festgestellt werden, in serumhaltigem Medium wurden die Zytokine nur um 20 bzw. 22%

102



(IL-1B, IL-8 bzw. TNFa) vermindert produziert. Ahnlich wie in der Arbeit von Schmidt-
Supprian et al. konnte also eine stirkere Reduktion der Zytokinkonzentrationen im
Zellkulturiiberstand bei Verwendung von serumfreiem Medium beobachtet werden. Die
totale Unterdriickung des APC-Effekts durch Serum im Medium, wie von Schmidt-
Supprian beschrieben, sahen wir aber nicht. Im Gegenteil, die Reduktion der
Zytokinsynthese durch APC war immer noch fiir drei der vier gemessenen Grofen
signifikant und entspricht damit dem im serumfreien Medium beobachteten Effekt, auch
wenn die Effektstiarke abgemildert ist. Eine mogliche Erklarung mag hier die hohere Dosis
APC liefern, die in der vorgelegten Arbeit eingesetzt wurde.

Schmidt-Supprian et al. postulierten, im Serum enthaltene Inhibitoren fiir APC seien
ursidchlich fiir die vollstindige Aufhebung des APC-Effekts.[91] Unsere Ergebnisse
bestitigen diese These nicht, da im Serum enthaltene Inhibitoren fiir APC dessen Effekt
ungeachtet der Inkubationszeit und Methode autheben miissten. Bei Verwendung der
durchflusszytometrischen Messmethode scheint der Serumgehalt des Mediums jedoch
keinen inhibierenden Einfluss zu haben, der Effekt von APC ist hier sogar nur in
serumhaltigem Medium signifikant. Moglicherweise ist das ein Hinweis auf Unterschiede
in den zugrundeliegenden Mechanismen. Die Reduktion der IL-1B-Synthese nach
fiinfstiindiger Inkubationszeit in den durchflusszytometrischen Experimenten konnte auf
einem Mechanismus beruhen, fiir den im Serum enthaltene Kofaktoren von Noten sind.
Die mit dem Bioplex-System festgestellte Reduktion der Zytokinsekretion durch APC
innerhalb einer 24-stiindigen Inkubationszeit konnte hingegen ein direkter Effekt von APC
sein, fiir den kein Kofaktor notwendig ist. Die Verminderung der Reduktion der
Zytokinsynthese durch APC in serumhaltigem Stimulationsmedium bei den
Bioplexmessungen konnte dann z.B. mit einer Verdanderung der Rezeptoren fiir APC durch
im Serum enthaltene Substanzen erkldrt werden. So wie die Anwesenheit von APC am
EPCR die Reaktion der Zelle auf eine Aktivierung von PAR-1 durch Thrombin
moglicherweise veridndert (s.7.4) [94, 95], konnte auch das Ergebnis der Aktivierung von
PAR-1 durch den APC/EPCR-Komplex durch im Serum enthaltene Proteasen beeinflusst
werden.

Die mit der Bioplexmethode festgestellte Verringerung der TNFa-Produktion deckt sich
mit einer Vielzahl von Veroffentlichungen [35, 36, 91, 96], als verantwortlicher
Mechanismus wurde dabei die Verhinderung der Aktivierung von NFkB beschrieben.

Die Reduktion der Ausschiittung von IL-1B, welches durch die Stimulation von TLR-

Rezeptoren als eines der frithesten Zytokine in der Entziindungsantwort bereitgestellt wird,
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wurde auch von Stephenson et al. gezeigt. Sie wiesen auBBerdem einen Einfluss auf die IL-
8-Produktion von THP-1 Zellen nach, der bei unseren Versuchen mit MonoMac6 Zellen
nicht bestitigt werden konnte.[36] Die Werte fiir IL-10 lagen bei diesen Messungen mit
THP-1 Zellen unter der Nachweisgrenze, deshalb veroffentlichte die gleiche Arbeitsgruppe
2008 eine Versuchsreihe zum Einfluss von APC auf die LPS-induzierte IL-10-Expression
humaner Monozyten, die aus PBMCs gesunder Spender gewonnen wurden. Sie fanden
eine erhohte IL-10 Ausschiittung unter APC-Einfluss[97], was den Ergebnissen der
vorgelegten Arbeit widerspricht, dies konnte aber auf die unterschiedlichen verwendeten
Zellen zuriickzufiihren sein.

Nach fiinfstiindiger Inkubationszeit (durchflusszytometrische Methode) war lediglich ein
Effekt auf die Produktion von IL-1f feststellbar, welches bereits als Vorlduferprotein im
Zytosol vorliegt. Es mag sein, dass die Produktion dieses Zytokins deshalb am schnellsten
auf duBere Einfliisse anspricht. Der Effekt von APC auf die restlichen Zytokine wird
moglicherweise erst nach einer ldngeren Inkubationszeit deutlich, die nur bei
Uberstandsmessungen mdoglich ist. Bei der durchflusszytometrischen, intrazelluliren
Methode ist ein Sekretionsinhibitor notig, der nach mehr als zehn bis zwolf Stunden
Inkubationszeit toxisch wirkt. Die Messung der Beeinflussung der IL-6-Produktion durch
gerinnungsaktive Substanzen war mit dem in dieser Arbeit verwendeten Modell nicht
moglich, da MonoMac6 Zellen keine relevanten Mengen an IL-6 synthetisieren. Diese
Zelllinie ist aber bislang die einzige mit den Eigenschaften reifer Monozyten.[87]
Insgesamt zeigt sich unter dem Einfluss von APC eine Reduktion der LPS-induzierten
Zytokinfreisetzung. Neben dem positiven Effekt der Wiederherstellung der
Antikoagulation wiahrend der Sepsis trigt APC also auch zum Ausgleich des
Gleichgewichts zwischen Pro- und Antiinflammation bei. Je nach Konstitution des
Patienten, Virulenz des Erregers oder Schwere bzw. Ausmall der Verletzung kann die
nachfolgende Immunreaktion auf die pro- oder auf die antiinflammatorische Seite kippen.
Daher konnte eine rein antiinflammatorisch wirkende Substanz, die einem Sepsispatienten
im vorherrschend hypoimmunologischen Zustand verabreicht wird, auch den
Allgemeinzustand verschlechtern.[11] APC vermindert in dem hier untersuchten Modell
sowohl die Synthese pro- als auch die antiinflammatorisch wirkender Mediatoren, was eine
Erkldarung fiir dessen Wirksamkeit bei dem sehr heterogenen Kollektiv der Sepsispatienten

sein konnte.
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7.3 Antithrombin Il

Auch Antithrombin wird wihrend der Sepsis und anderen akut entziindlichen Zustinden
verbraucht und/oder inaktiviert.[98] Die Substitutionstherapie erwies sich in einer
klinischen Studie der Phase 3 als nicht erfolgreich.[38] In Tiermodellen und klinischen
Studien der Phase 2 =zeigte sich aber eine verminderte Sterblichkeits- und
Organdysfunktionsrate.[39-45, 99, 100]

Die von uns durchgefiihrten Versuche zeigen, dass auch ATIII einen hemmenden Effekt
auf die iiberschieBende Zytokinproduktion von Monozyten hat. So wurde mit der
durchflusszytometrischen = Messung der intrazelluliren  Zytokinsynthese eine
dosisabhingige Verminderung der IL-1B- und TNFa-Bildung um bis zu 71% bzw. 55% der
zelluldren de-novo-Synthese dieser Zytokine unter dem Einfluss von ATIII nachgewiesen.
Im Gegensatz zu APC scheint ATIII seinen Einfluss schneller zu iibermitteln, da nach
fiinfstiindiger Inkubationszeit bereits deutliche Verianderungen festzustellen waren. Nach
24-stiindiger Inkubationszeit konnte mit der Bioplexmethode lediglich noch die
Verminderung der IL-1B-Ausschiittung um maximal 71% bestitigt werden, auch hier
deutlich dosisabhingig.

Die Verminderung der LPS-induzierten TNFa-Produktion deckt sich mit den Ergebnissen
von Oelschlidger et al., die eine dosisabhingige Reduktion der Expression und
Proteinproduktion NFxB-kontrollierter Gene feststellten.[52] Die Beeinflussung der IL-18-
Synthese durch ATIII konnten Totzke et al. in Zellen der glatten Gefidlmuskulatur
nachweisen.[53]

Fiir IL-8 und IL-10 war keine signifikante Veridnderung der Zytokinexpression der
MonoMac6 Zellen durch ATIII nachweisbar. In Reviews von Roemisch et al. und Opal et
al. werden zwar Abstracts zitiert, die eine Verminderung der LPS-induzierten IL-8-
Produktion postulieren, es gibt jedoch dariiber hinaus noch keine Veroffentlichungen mit
experimentellen Daten, die diese Aussagen unterstiitzen.[101, 102] Im Tiermodell zeigten
Minnema et al. nach einer letalen E.coli-Dosis mit gleichzeitiger ATIII-Gabe eine
Erhohung der IL-8-, und eine Reduktion der IL-10-Konzentration im Blut im Vergleich zur
Kontrollgruppe [42], bei Patienten mit schwerer Sepsis hingegen konnten Inthorn et al.
keinen Einfluss von ATIII auf den Plasmaspiegel von IL-8 feststellen.[45] ATIII reduziert
nach unseren Ergebnissen lediglich die Synthese der proinflammatorischen Zytokine TNFa
und IL-1pB, nicht aber die von IL-10. Geht man davon aus, dass APC deshalb wirksam ist,

weil es sowohl eine iiberschieBende Pro- als auch Antiinflammation dimpfen kann, konnte
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die nicht vorhandene Wirkung auf die Antiinflammation eine Erkldrung fiir das Fehlen des
klinischen Wirksamkeitsnachweises fiir ATIII bei Patienten mit schwerer Sepsis sein.

Heparin spielte bei der Interpretation der klinischen Studienergebnisse aus dem KyberSept-
Trial und der anschlieBenden Metaanalysen eine besondere Rolle. Denn man postulierte
eine negative Beeinflussung des ATIII-Effekts durch die gleichzeitige Gabe von
Heparin.[38, 46, 103] Die inhibierende Wirkung von ATIII auf die Aktivierung von NF«xB
ist vermutlich von einer intakten Heparinbindungsstelle des Proteins abhidngig.[52] Diese
Annahme deckt sich mit der gidngigen Meinung, dass der antiinflammatorische Effekt von
ATIII iiber die Bindung an heparindhnliche GAGs an der Zelloberfliche vermittelt
wird.[47, 69, 104] Es wurde nachgewiesen, dass Heparin in Ratten die Bindung von ATIII
an Endothelzellen verschlechtert [105], ohne dass dies gleichzeitig zu einer Authebung der
ATIII vermittelten Erhohung der LPS-induzierten Prostacyclinfreisetzung fiihrte.[106] Im
Gegensatz dazu zeigten Horie et al., dass Heparin den ATIII-induzierten Prostacyclin-
Anstieg in HUVECs verhindern kann.[107] Hoffman et al. beobachteten eine verminderte
LPS-induzierte Interaktion zwischen Endothel und Leukozyten und eine Blockierung der
Chemotaxis neutrophiler Granulozyten durch ATIII. Beide Effekte wurden durch Heparin
aufgehoben.[108] Zum gegenwirtigen Zeitpunkt ist uns keine Verdffentlichung bekannt,
die sich mit dem Einfluss von Heparin auf den ATIII-Effekt auf die LPS-induzierte
Zytokinproduktion beschiftigt. In der vorgelegten Arbeit konnte keine Veridnderung des
ATIII-Effekts durch die Zugabe von Heparin festgestellt werden, die immunologische
Wirkung von ATIII auf die LPS-induzierte Zytokinfreisetzung von Monozyten wurde also
durch Heparin nicht antagonisiert. Eine Erkldrung hierfiir wére eine geringe
Bindungsstabilitdit zwischen Heparin und ATIII, sodass zwar die momentane
Wechselwirkung zwischen ATIII und der Zelle geschwicht ist, aber dies iiber einen
langeren Zeitraum nicht zum Tragen kommt. Auch Pulletz et al. konnten zwar eine
Verschlechterung der Bindung von ATIII an Endothelzellen durch Heparin feststellen, was
aber die durch ATIII induzierte Prostacyclinfreisetzung der Zellen nicht verinderte.[106]
Treffen Heparin und ATIII aufeinander, so gehen sie zuerst einen Erkennungskomplex mit
einer niedrigen Bindungsaffinitit ein, was eine Konformationsinderung von Antithrombin
zur Folge hat und zur Bildung eines hochaffinen Komplexes fiihrt.[109] Moglicherweise
ist die Affinitdit von ATIII zu GAGs an der Zelloberfliche wie z.B. Syndecan-4 als
moglichen ATIII Rezeptor stiarker als zu Heparin, oder ATIII wird aus der Bindung mit
Heparin nach Anderung der Konformation wieder freigesetzt und kann neue Bindungen,

z.B. mit GAGs, eingehen.
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Der Effekt von Heparin auf die LPS-induzierte Zytokinfreisetzung von Monozyten zeigte
sich bei der durchflusszytometrischen Messmethode mit insgesamt fiinfstiindiger
Inkubationszeit nur in einer Verminderung der IL-1B-Synthese um 15% in der hochsten
eingesetzten Konzentration (200LE./ml). Wiahrend mit der Bioplexmethode nach
insgesamt 24 Stunden Inkubationszeit ein anderer und stirkerer Einfluss erkennbar war. Es
zeigte sich eine Erhohung der TNFo-Ausschiittung um 160% durch 2001.E./ml Heparin.
Die IL-10-Konzentration im Uberstand sank hingegen auf 11% (200LE./ml) des
Ausgangswertes. Alle anderen Werte blieben unverédndert.

Zum immunmodulatorischen  Effekt von Heparin auf die LPS-induzierte
Zytokinfreisetzung von Monozyten, welcher im Laufe dieser Untersuchungen als Kontrolle
tiberpriift wurde, gibt es widerspriichliche Veroffentlichungen. Die hier mit der
Bioplexmethode gemessene Erhohung der TNFa- und Reduktion der IL-10-Produktion
durch Heparin deckt sich mit den Ergebnissen von Heinzelmann et al.[110] Der selbe
Autor verOffentlichte 2005 eine Studie, in der im Vollblutansatz eine Erhdhung der
monozytidren LPS-induzierten IL-8-Synthese durch Heparin beschrieben wird, was in der
vorgelegten Arbeit nicht bestitigt werden konnte.[111] Hochart et al. hingegen stellten
2006 eine Reduzierung der proinflammatorischen Zytokinlevel durch Heparin bei LPS-
stimulierten Monozyten fest.[112] Im Jahr 2008 jedoch verdffentlichten sie umfassendere
Ergebnisse und beobachteten eine dosisabhéngige paradoxe Wirkung von Heparin auf die
LPS-induzierte Zytokinantwort von Monozyten. Niedrige Heparindosen (<1LE.) wirkten
inhibierend, hohe Dosen (>10LE.) stimulierend auf die Zytokinproduktion. AuBerdem
beschrieben sie eine Abhidngigkeit des Heparineffekts vom verwendeten Zellmodell. Bei
serumfreien Monozytenkulturen hatte Heparin einen reduzierenden, in Vollblutansétzen
einen stimulierenden Effekt auf die LPS-induzierte Zytokinproduktion.[113] Anastase-
Ravion et al. hingegen beobachteten einen deutlich inhibierenden Effekt auf die LPS-
induzierte Zytokinfreisetzung von isolierten Monozyten in serumhaltigem Medium.[114]
Trotzdem ist es verwunderlich, dass bei unseren Untersuchungen bei gleichem
Versuchsaufbau, je nach Messmethode, unterschiedliche immunmodulatorische Effekte
feststellbar waren. Es mag zusétzlich eine zeitabhidngige paradoxe Wirkung existieren, aber
Hochart et al. fithrten alle Messungen nach sechsstiindiger Inkubationszeit durch und
verzeichneten bei den dieser Arbeit entsprechenden Bedingungen (hohe Dosis,
serumhaltig) eine vorwiegend proinflammatorische Wirkung. Bei unseren Studien wurde

hingegen nach kurzer Inkubationszeit ein schwach inhibierender Effekt gemessen. Die
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immunmodulatorische Wirkung von Heparin, welche keine vorrangige Fragestellung

dieser Arbeit war, lédsst also noch viel Platz fiir weitere Untersuchungen.

7.4 Aktivierter Faktor Vi

Dem Komplex aus FVIIa und TF wird als Verkniipfungspunkt zwischen Inflammation und
Gerinnung grof3e Bedeutung zugeschrieben. Die exogene Gerinnung, die durch die Bildung
dieses Komplexes ausgelost wird, wird als induzierbare Koagulation bei pathologischen
Zustinden gesehen.[7] Wird rFVIIa als ,;rescue therapy* bei hdmorrhagischem Schock
nach schwerem Trauma eingesetzt, ist gleichzeitig das Immunsystem des Patienten
traumabedingt in aktiviertem Zustand, weshalb die Frage, ob rFVIla auch die
Immunreaktion beeinflusst, hochst interessant ist.

Der in dieser Arbeit durchgefiihrte Standardversuch (6.4.2), bei dem MonoMac6 Zellen
mit rFVIla prédinkubiert und anschlieBend mit LPS stimuliert wurden, sollte die
Auswirkungen von rFVIla auf die Funktion der Immunzellen kldren. Dabei ergab sich mit
der durchflusszytometrischen Methode bei den hochsten eingesetzten rFVlla-
Konzentrationen fiir TNFa (10 und 20pg/ml rFVIIa) und IL-8 (20pg/ml rFVIIa) und mit
der Bioplexmethode bei 2,5 und 20ug/ml fiir TNFa ein inhibierender Effekt von rFVIla
auf die LPS-induzierte Zytokinproduktion von MonoMac6 Zellen. Diese Ergebnisse wiren
zwar eine mogliche Erkldrung fiir die verminderten Raten an ARDS und MODS nach
Gabe von rFVIIa zur Blutungskontrolle nach stumpfem Trauma[56], widersprechen aber
mehreren Veroffentlichungen, die einen proinflammatorischen Effekt von FVIla
beschreiben.[9, 65, 66] Eine Erhohung der rFVIla Dosis bei der durchflusszytometrischen
Untersuchung, um eine mogliche Verstirkung des Effekts zu erreichen, ergab keine
weiteren signifikanten, modulatorischen Effekte von rFVIIa. (Daten nicht abgebildet)

Als Rezeptor fiir FVIIa an der Zelloberfliche ist nach gegenwirtiger Meinung TF von
Bedeutung, dieser wird jedoch erst nach Aktivierung in groerer Menge auf Monozyten
exprimiert. Konsequenterweise stellte sich die Frage, ob eine Erhohung der TF-Expression
eine Verstirkung des im Standardversuch beobachteten Effekts mit sich bringen wiirde,
oder Erklarungen fiir die der Literatur widersprechenden Ergebnisse liefern konnte. Nach
Untersuchung der Kinetik der TF-Expression an der Zelloberfliche von MonoMac6 Zellen
wurden deshalb alternative Versuchsaufbauten entwickelt, um den Einfluss der
Rezeptordichte auf die modulatorische Wirkung von rFVIIa zu betrachten.

Nach einer Stunde Inkubation mit LPS war noch keine Veridnderung der TF-Expression zu

erkennen, nach zwei Stunden stieg die Zahl der TF+ Zellen jedoch von urspriinglich knapp
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20% auf 50% an. Prdinkubiert man also eine Stunde mit rFVIla, und gibt anschlieend
LPS zu, so dauert es drei Stunden bis eine Erhohung der Rezeptorexpression auftritt.
Deshalb wurde in einer ersten Versuchsreihe stattdessen zuerst LPS zugegeben und eine
Stunde darauf rFVIla. In diesem Fall tritt die erhohte TF-Expression bereits eine Stunde
nach Zugabe von rFVIla auf. Nur die TNFa-Produktion beginnt bereits in den ersten
beiden Stunden der LPS-Inkubation, alle anderen Zytokine werden verzdgert produziert. (s
6.1.3). Bei der durchflusszytometrischen Messmethode kann diese frithe Phase, die in
diesem Fall nicht unter dem Einfluss von rFVIla steht und deshalb nicht betrachtet werden
soll, durch die Zugabe des Sekretionsinhibitors erst zusammen mit rFVIla aus der Messung
ausgeschlossen werden. Bei Uberstandsmessungen wird immer die gesamte
Zytokinausschiittung bestimmt, weshalb dieser Versuchsaufbau nicht fiir die
Bioplexmessungen iibernommen wurde.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden MonoMac6 Zellen mit TNFa vorbehandelt.
Dadurch wird zwar keine so hohe TF-Oberflichenkonzentration erreicht wie durch LPS-
Pridinkubation, aber gut 40% der Zellen exprimieren bereits vor Beginn des eigentlichen
Versuchs TF, ohne schon eine starke Zytokinsynthese zu beginnen. Das zur
Vorbehandlung der Zellen verwendete TNFo wurde vollstindig abgewaschen, bevor der
eigentliche Versuch und die Messung des von den Zellen produzierten TNFa begannen.

In diesen beiden Versuchsablaufen mit MonoMac6 Zellen mit erhohter TF-
Oberfldchenexpression konnte kein immunmodulatorischer Effekt von rFVIla auf die LPS-
induzierte Zytokinproduktion festgestellt werden.

Zur besseren Vergleichbarkeit mit bisherigen Veroffentlichungen wurde eine dritte
Versuchsreihe mit LPS-vorbehandelten Monozyten durchgefiihrt. Muth et al., die eine
Erhohung der IL-6- und IL-8-Produktion von Makrophagen durch FVIla beschrieben,
arbeiteten mit humanen Monozyten, die mit LPS stimuliert worden waren und
anschliefend, nach mehrmaligem Waschen, mit rFVIla behandelt wurden. Sie stellten
dabei eine Erhohung der IL-6- und IL-8-Ausschiittung um den Faktor 1,5 unter Einfluss
von FVIIa fest.[65] Die beiden gemessenen Zytokine wurden dabei aufgrund des LPS-
Stimulus sezerniert, ihre Produktion begann also schon vor Zugabe von FVIIa. Erstaunlich
ist somit, dass FVIla diesen bereits ablaufenden Vorgang noch derart beeinflussen konnte.
In einem auf MonoMac6 Zellen abgestimmten, vergleichbaren Versuchsablauf wurde in
der vorgelegten Arbeit der Ansatz von Muth wiederholt. Die Zellen wurden zuerst mit LPS
stimuliert, bis TF an der Oberfliche erschien, anschliefend gewaschen und mit rFVIla

behandelt. Die Zytokinproduktion wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Dabei konnte
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ein stimulierender Effekt auf die TNFa-Synthese der vorbehandelten Zellen festgestellt
werden, jedoch nicht auf die Produktion von IL-1f oder IL-8.

Ein vierter Versuchsablauf beinhaltete eine erste Inkubation mit LPS zur Induktion von
TF. Einen Tag spiter wurden diese derart vorstimulierten Zellen erneut mit LPS behandelt,
wobei nun Brefeldin als Sekretionsinhibitor zugegeben wurde, um die Zytokinproduktion
durchflusszytometrisch erfassen zu konnen. Diese Versuchsreihe fithrte zu keinem
auswertbaren Ergebnis. (Daten nicht abgebildet) Zwar blieb TF iiber den gesamten
Zeitraum in groler Menge an der Zelloberfliche exprimiert, aber die zweite LPS-
Stimulation 16ste keine messbare Zytokinsynthese aus, da MonoMac6 Zellen eine LPS-
Toleranz entwickeln kénnen. Dieses Phinomen wurde von Ziegler-Heitbrock et al. bereits
1992 beschrieben.[88] Vor dem Hintergrund dieser verdnderten Funktion von Immunzellen
nach inflammatorischem Stimulus miissen die Ergebnisse der Experimente in denen LPS
zur TF-Induktion benutzt wurde mit gro3er Vorsicht interpretiert werden, denn es ist davon
auszugehen, dass die Zellfunktion nicht mehr der von nativen MonoMac6 Zellen
entspricht. Um dieses Problem experimentell zu umgehen, wurde versucht durch
Transfektion eine MonoMac6 Mutante zu erzeugen, die TF konstitutionell exprimiert.

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Transfektion und der Funktionalitit der Transfektanten
wurden mehrere Kontrollversuche durchgefiihrt. Die TF-transfizierte Zelllinie zeigte im
Western-Blot eine deutlich hohere TF-Menge als nicht transfizierte MonoMac6 Zellen,
jedoch keine so hohe Proteinmenge wie LPS-stimulierte Zellen. FACS-Messungen zur
Bestimmung der Oberfldchenexpression ergaben hingegen nur geringfiigig mehr TF+
Zellen in der transfizierten Population gegeniiber der nicht transfizierten. Deshalb wurde
zusitzlich die TF-Aktivitdat der verschiedenen Zelllinien iiberpriift. Auch diese war bei
transfizierten Zellen nicht signifikant hoher als bei herkommlichen MonoMac6 Zellen.
AuBerdem zeigten sowohl die transfizierte Kontrollzelllinie als auch die TF-transfizierte
Zelllinie eine Beeintrichtigung in der LPS-stimulierten Zytokinproduktion. Letzteres mag
an einer Toleranzentwicklung gegen LPS durch Verunreinigungen in den zur Transfektion
verwendeten Reagenzien gelegen haben. Der Western-Blot und die Entwicklung der
Antibiotikumsresistenz der transfizierten Zellen deuten auf eine erfolgreiche Transfektion
hin, jedoch ist das Protein weder an der Zelloberfldche detektierbar noch zeigt es Aktivitit.
Es ist bekannt, dass TF zu einem groBen Teil intrazelluldr gespeichert werden kann. Diese
intrazelluldren TF-Pools zeigen meist kaum funktionelle Aktivitét.[115]

Die mit den TF-transfizierten Zellen durchgefiihrten Versuche zur Untersuchung der

Modulation der LPS-induzierten Zytokinproduktion durch rFVIla lieBen einen
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stimulierenden Effekt auf die Produktion von TNFa erkennen. Dieser konnte nur mit der
Bioplexmethode gezeigt werden und war nicht dosisabhingig. Dieses Ergebnis muss
jedoch mit Vorsicht betrachtet werden, da die Reaktionsfihigkeit der Zellen nicht mehr
dem Wildtyp entspricht.

Es gibt bis jetzt nicht viele Veroffentlichungen zur immunmodulatorischen Wirkung von
FVIla auf Zellen, die TF induzierbar exprimieren. Einige Versuche wurden mit konstitutiv
TF-exprimierenden Zellen durchgefiihrt, mit Keratinozyten oder einer Brustkrebszelllinie
(MDA-MB-231), dabei wurde jeweils die Freisetzung von IL-8 beschrieben.[116, 117] Im
Mittelpunkt der Untersuchungen stand dabei jedoch die Wirkung von FVIIa auf die Zelle,
die Modulation der LPS-induzierten Zytokinfreisetzung blieb aufer Acht. Muth et al.
arbeiteten mit LPS-vorbehandelten humanen Monozyten[65], nur Cunningham et al.
untersuchten die Wirkung von FVIla auf die LPS-induzierte Aktivierung von
Monozyten.[66] Sie konnten eine erhohte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
beobachten. AuBerdem beschrieben sie eine verstirkte Calciumfreisetzung aus
intrazelluldren Speichern durch FVIla, wobei dies nur bei TF-exprimierenden Zellen
(transfiziert oder LPS-stimuliert) stattfand. Diese Veroffentlichungen deuten alle auf eine
porinflammatorische Wirkung von rFVIIa hin, was in der vorgelegten Arbeit nicht
eindeutig bestitigt werden konnte.

Durch die Komplexbildung von FVIIa und TF wird die exogene Gerinnungskaskade
ausgelost, die zur Entstehung groler Mengen Thrombin fiithrt. Auf die
proinflammatorische Wirkung einer Aktivierung der exogenen Gerinnung, gibt es viele
Hinweise.[6-9, 118, 119] Als Verkniipfungspunkt scheint die Gruppe der PAR-Rezeptoren
eine grofe Rolle zu spielen. Das sind G-Protein gekoppelte Transmembranproteine, die
unter anderem auf Endothelzellen und mononukleédren Blutzellen vorkommen. Sie werden
durch Proteolyse aktiviert, hierbei entsteht ein N-Terminus, der als intramolekularer
Ligand fiir den selben Rezeptor dient.[120] Thrombin aktiviert in erster Linie PAR-1, kann
aber in hoheren Konzentrationen auch PAR-3 und PAR-4 spalten. Der FVIIa/TF-Komplex
sowie FXa signalisieren wahrscheinlich iiber PAR-2.[4] Zum Teil wird auch die Meinung
vertreten, dass der FVIIa/TF-Komplex seine Signale iiber ein noch unbekanntes, PAR-2
dhnliches Molekiil weitergibt.[7, 67] Einige Veroffentlichungen postulieren eine
Aktivierung von PAR-1 durch einen Komplex aus TF, FVIla und FXa.[121] Aktiviert man
PARs auf Endothelzellen mit spezifischen Agonisten, so werden diese Zellen aktiviert,
Blutplédttchen und Leukozyten werden rekrutiert und IL-6 und IL-8 produziert.[120]

Erstaunlicherweise wird allerdings auch der antiinflamamtorische und zytoprotektive
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Effekt von APC iiber PAR-1 vermittelt. Dabei aktiviert ein Komplex aus APC und EPCR
den Rezeptor. Wie allerdings einerseits proinflammatorische Wirkungen aufgrund einer
Gerinnnungsaktivierung, und antiinflammatorische Effekte von APC andererseits iiber den
selben Rezeptor vermittelt werden konnen, ist noch unklar.[122] In den letzten Jahren
wurde jedoch festgestellt, dass die Anwesenheit von APC an seinem Rezeptor EPCR auch
die Reaktion der Zelle auf eine Aktivierung von PAR-1 durch Thrombin verdndert.[94, 95]
Versuche mit spezifischen, antagonisierenden Antikorpern zur Kldrung der Rolle von
PAR-2 im Hinblick auf die von uns beobachteten Ereignisse wurden nicht durchgefiihrt,
hitten aber Hinweise iiber den dem Effekt zugrunde liegenden Mechanismus liefern
konnen.

Teil unserer Hypothese war, dass rekombinanter FVIIa auch iiber die Generierung von
Thrombin einen indirekten immunmodulatorischen Effekt haben konnte. Um sicher zu
gehen, dass nicht bereits im Medium Thrombin enthalten ist oder durch die Zugabe von
rFVIla entsteht, wurde die Thrombinaktivitit in diesem Modell gemessen. Die ermittelten
Werte lagen durchgehend unter 100pM. Zur Aktivierung von PAR-1 ist in vielen
Zellkultur-Modellsystemen erfahrungsgemif eine etwa um den Faktor 10 hohere Aktivitét
notig (personliche Kommunikation mit Prof. Sommerhoff). Dariiber hinaus zeigen die
Messungen, dass durch die Zugabe von rFVIla in diesem Modell keine relevante Menge an
Thrombin generiert wird und dieses somit auch keine Modulation herbeifiihren kann.

Um zu untersuchen, ob Thrombin einen indirekten immunmodulatorischen Effekt von
rFVIla vermittelt, wurden MonoMac6 Zellen direkt damit behandelt. In den Experimenten
der vorgelegten Arbeit konnte durch die Inkubation von MonoMac6 Zellen mit Thrombin
alleine kein Effekt auf die Zytokinproduktion beobachtet werden. Dem gegeniiber finden
sich in der Literatur jedoch Beschreibungen von Naldini et al., die eine Thrombin-
ausgeloste IL-10-Ausschiittung in humanen peripheren Leukozyten beobachteten.[63] Die
gleiche Arbeitsgruppe stellte auch eine Thrombin-induzierte Produktion von IL-6-, IL-1j-
und TNFa in humanen Monozyten fest.[64] Hoffmann et al. hingegen beschrieben einen
verstirkenden Einfluss von Thrombin auf die LPS-induzierte IL-1B- und TNFa-
Ausschiittung von humanen Monozyten, erkannten aber keine Zytokinausschiittung durch
Thrombin alleine.[61] Johnson et al. untersuchten die Wirkung einer ex-vivo
Gerinnungsaktivierung oder von reinem Thrombin auf Vollblut, humane Monozyten und
Endothelzellen. Sie beobachteten die Ausschiittung von IL-6 und IL-8.[123] Eine
Thrombin stimulierte IL-8-Freisetzung konnte auch mit kultivierten U937 Zellen

nachgewiesen werden.[124] Insgesamt wird Thrombin als ein Verstirker der zelluldren
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Immunantwort betrachtet, unter anderem auch wegen seiner stimulierenden Wirkung auf
Leukozytenadhision und —aktivierung.[92] Dieser stimulierende Effekt von Thrombin auf
die Proinflammation konnte in der vorgelegten Arbeit nicht bestitigt werden. Es zeigte
sich lediglich ein stimulierender Effekt auf die LPS-induzierte IL-10-Freisetzung. Die
widerspriichlichen Ergebnisse in unserem Ansatz und der Literatur lassen sich u.U. auf
Zelltyp und Dosiseffekte zuriickfithren. Im Jahr 2009 konnte fiir Thrombin auflerdem ein
konzentrationsabhéngiger, dualer Effekt festgestellt werden. Geringe
Thrombinkonzentrationen wirkten protektiv auf die endotheliale Barrierefunktion und
inhibierend auf die Leukozytenadhésion an das Endothel, wihrend hohere Konzentrationen
die Barrierefunktion des Endothels verschlechterten.[125, 126] Da fiir das dabei
verwendete Thrombin keine Aktivitit in LE. pro mg angegeben ist, lassen sich die
verwendeten Konzentrationsstufen nicht mit denen der vorgelegten Arbeit vergleichen.
Aber es wird deutlich, dass auch Thrombinkonzentrationen unter 100pM PAR-1 aktivieren
konnen, zumindest in Endothelzellen. Andererseits konnte durch direkte Zugabe von
Thrombin der Effekt des Standardversuchs (6.4.2) nicht reproduziert werden, was
Thrombin als Ursache fiir die Reduktion von IL-8 und TNFa ausschlie3t. Die Zugabe von
Hirudin, als spezifischen Hemmstoff von Thrombin zum Zellkulturmedium, wie von Prof.
Sommerhoff vorgeschlagen, wiirde in zukiinftigen Versuchen die Moglichkeit der Storung
durch Thrombin vollstindig ausschlieBen.

Fasst man die Ergebnisse aller in der vorgelegten Arbeit verwendeten Versuchsabldufe fiir
rFVIIa zusammen, kann daraus zwar auf einen vorhandenen, aber mit dem in der
vorgelegten  Arbeit verwendeten Modell nicht eindeutig charakterisierbaren,
immunmodulatorischen Effekt von rFVIIa auf die LPS-induzierte Zytokinproduktion von
Monozyten geschlossen werden. In Zellen, die vor Versuchsbeginn kaum TF exprimierten,
hatte rFVIla in den hochsten verwendeten Konzentration einen leicht inhibierenden Effekt
auf die TNFo- und IL-8-Produktion, welcher aber durch eine weitere Erhohung der
Konzentration nicht verstirkt werden konnte. In LPS-vorbehandelten Zellen konnte
hingegen ein leicht stimulierender Effekt auf die TNFa-Synthese von MonoMac6 Zellen
festgestellt werden. In bereits vor Versuchsbeginn TF-exprimierenden MonoMac6 Zellen
wurde lediglich bei transfizierten Zellen eine erhohte TNFa-Ausschiittung beobachtet.
Diese Zellen waren aber durch die Transfektion nachgewiesenermallen in ihrer Antwort
auf LPS beeintrichtigt. Als Reaktion auf Thrombin, welches durch die Gabe von rFVIla
im physiologischen System des Vollblutes in grolen Mengen entsteht, produzierten LPS-

stimulierte MonoMac6 Zellen in dem hier bemiihten Modell vor allem mehr IL-10, ein
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antiinflammatorisches Zytokin. rFVIla alleine, ohne Zugabe von LPS, fiihrte in keinem der
verwendeten Versuchsmodelle zu einer Zytokinausschiittung durch Monozyten, auch nicht
bei vorbehandelten und dadurch TF-exprimierenden Zellen.

Der Versuchsauftbau, der die besten Voraussetzungen fiir eine Aussage {iiber die
immunmodulatorische Wirkung von rFVIla bietet, ist jener, der die Verwendung von
transfizierten oder TNFa-vorbehandelten Monozyten beinhaltet. In der vorgelegten Arbeit
ist die Transfektion allerdings nicht vollstindig gelungen, da die entstandenen Zellen nicht
voll funktionell waren. Moglicherweise konnten transfizierte U937 Zellen, wie von
Cunningham et al. verwendet[66], eine Alternative darstellen. Die TNFa-Vorbehandlung
fiihrte lediglich zu einer TF-Oberflichenexpression auf ca. 50% der Zellen, erhohte somit
aber die Zahl der Angriffsmoglichkeiten fiir rFVIIa um mehr als das doppelte. Durch die
nachfolgende LPS-Stimulation wurde die Expression noch zusitzlich gesteigert. Allerdings
zeigte sich ausgerechnet in diesem vielversprechenden Modell kein Effekt von rFVIIa.
Unter den experimentellen Bedingungen der vorgelegten Arbeit konnte also der
immunmodulatorische Effekt von rFVIla weder mit der Komplexbildung aus TF und
rFVIIa noch mit der von rFVIla vermittelten Produktion von Thrombin in Verbindung
gebracht werden. Ob der Effekt, wie angenommen, iiber PARs vermittelt wird, konnte
mangels eines Versuches mit einem spezifischen Antagonisten bzw. Agonisten nicht
geklart werden.

Aus den Beobachtungen ergibt sich auch die Frage nach der Relevanz des Effekts fiir das
humane System, weshalb zusitzlich zu den Versuchen mit der monozytiren Zelllinie der
Standardversuch mit rFVIla-Pridinkubation und anschlieBender LPS-Stimulation auch mit
PBMCs  durchgefiihrt wurde. Die  Zytokinproduktion  wurde dabei  nur
durchflusszytometrisch bestimmt, da hier durch Oberflichenfirbung von CDI14
ausschlieBlich die Messung der Zytokinsynthese von Monozyten moglich ist. Dabei zeigte
sich keinerlei immunmodulatorischer Einfluss von rFVIla auf die LPS-induzierte
Zytokinantwort, was den Schluss nahe legt, dass die im Standardversuchsverfahren
festgestellten Effekte von rFVIIa auf die LPS-induzierte Zytokinsynthese von MonoMac6
Zellen auch Zelllinien-spezifisch sein konnten.

Auch wenn in der vorgelegten Arbeit kein direkter Zusammenhang zwischen der
immunmodulatorischen Wirkung von rFVIla und der TF-Oberflichenexpression
nachgewiesen werden konnte, ist eine Verbindung dieser beiden Phinomene nicht definitiv
auszuschlieBen. In vitro wurde die Induktion von TF durch entziindliche Stimuli bestens

untersucht und in der vorgelegten Arbeit nachgewiesen.[7] In vivo ist dieses Phinomen
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sehr viel schwieriger zu beobachten. Osterud und Almdahl verodffentlichten in mehreren
Artikeln Fille von erhohter TF-Aktivitdt von Monozyten bei Patienten mit Meningokokken
Infektionen[127], nach endoprothetischem Gelenkersatz an der Hiifte[128] und bei
sekunddrer  bakterieller Peritonitis.[129] In der vorgelegten Arbeit wurden
intensivmedizinisch-behandelte Patienten auf erhohte TF-Oberflichenexpression auf
Monozyten per FACS-Analyse untersucht sowie die TF-Aktivitit dreier
intensivmedizinisch behandelter Patienten mit hohem Endotoxinspiegel im Blut gemessen,
darunter zwei Patienten mit postoperativen Infektionen und ein Patient mit schweren
Brandverletzungen. Die FACS-Analyse fiihrte zu keiner TF-Detektion, die TF-
Aktivitdtsnachweise lieBen hingegen auf eine erhohte Aktivitit wihrend einer Infektion
schlieBen. Moglicherweise liegt TF in intrazelluldren Speichern vor und ist deshalb an der
Zelloberflache nicht nachweisbar. Daraus konnte man spekulativ ableiten, dass rFVIla in
vivo moglicherweise den funktionsvermittelnden Faktor TF auf peripheren Blutzellen nicht
erreicht. Weiter ist es aber auch moglich, dass TF eine Konformationsinderung,
beispielsweise eine Dimerisierung durchlduft, und so eine Zunahme der Aktivitdt ohne eine
erhohte Expression erfolgt. Dieses Phinomen wurde fiir die prokoagulatorische Aktivitét
von TF bereits beschrieben.[7] Unter diesen Umstinden konnte durch eine Interaktion von
FVIla und TF an der Zelloberfliche ein Effekt auf die Entziindungsantwort vermittelt
werden. Verbrennungspatienten zeigen zwar oft einen hohen Endotoxinspiegel[130],
jedoch scheint die TF-Aktivitit in erster Linie bei Infektionen erhoht zu sein. Nygaard et
al. konnten aber auch eine erhohte TF-Aktivitdt nach operativem Trauma nachweisen.[128]
Die in der vorgelegten Arbeit verwendete Fallzahl ist nicht reprisentativ, weshalb es eine
interessante Fragestellung wire, ob die Art des Traumas bei der Induktion von TF auf
Monozyten eine Rolle spielt.

Im Gegensatz zu MM6 war die in-vitro Induktion von TF durch TNFa auf CD14+
Monozyten in PBMCs nicht moglich, weshalb keine Experimente mit isolierten CD14+
Monozyten mit erhohter TF-Expression durchgefiihrt werden konnten. Die Induktion von
TF auf isolierten, humanen Monozyten durch einen anderen Stimulus wére moglicherweise
ein interessanter Ansatz. Jedoch fiihren die meisten in Frage kommenden Reagenzien zu
einer gleichzeitigen, zu diesem Zeitpunkt nicht gewiinschten, Aktivierung der
Zytokinproduktion.

Zusammenfassend ergibt sich fiir die Betrachtung der Vorginge im Bezug auf klinische
Aspekte, dass an PBMCs von gesunden Menschen offenbar keine immunmodulatorischen

Vorginge durch rFVIla zu beobachten sind. Die Tatsache, dass TF bei kritisch Kranken
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zwar mit erhohter Aktivitit jedoch nicht mit erhohter Oberflichenexpression auf
zirkulierenden Blutzellen nachzuweisen war, erlaubt es nicht eine mogliche Modulation
der Immunreaktion durch rFVIIa vollig zuriickzuweisen, auch weil in dem in der
vorgelegten Arbeit verwendeten Modell das Vorhandensein von TF fiir die Wirkung von
rFVIla unbedeutend erscheint. Die Vorginge in der Interaktion von Gerinnung und
Entziindungsantwort und deren Modulation durch rFVIla sind offenbar komplizierter, als
in dem hier verwendeten Modell nachvollziehbar. Eventuell konnte ein Versuchsaufbau,
welcher Monozyten aus Patienten mit schwerer Sepsis, die iiber Magnetsdulen unter
Verwendung von magnetischen Beads gewonnen werden, helfen zu kldren, ob unter

klinischen Bedingungen ein Einfluss von rFVIla auf die Immunfunktion besteht.
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8 Zusammenfassung

Blutgerinnung und Entziindung sind zwei stark miteinander verkniipfte Vorginge im
menschlichen Korper. Es ist gdngige Meinung, dass wihrend einer Sepsis die systemische
Entziindung unweigerlich zu einer Aktivierung des Gerinnungssystems und einer
gleichzeitigen Inhibition des blutgerinnungshemmenden Systems sowie der Fibrinolyse
fiihrt. Durch die massive Aktivierung der Gerinnung kommt es zu einer sogenannten
Verbrauchskoagulopathie, bei der vor allem die antikoagulatorische Kapazitit stark
reduziert ist. So ist die Aktivitdt von ATIII und APC, zwei der wichtigsten korpereigenen
Gerinnungsinhibitoren, wihrend der Sepsis erheblich vermindert. Rekombinant
hergestelltes APC hat als Xigris® seit 2002 die europdische Zulassung zur Behandlung der
schweren Sepsis. In einer klinischen Studie der Phase 3 wurde eine Reduktion der 28-Tage
Sterblichkeit durch die Gabe von APC bei Patienten mit schwerer Sepsis festgestellt. Im
Gegensatz zu APC zeigte ATII in einer Studie der Phase 3 an Patienten mit schwerer
Sepsis keine Reduktion der 28-Tage Sterblichkeit.

Es ist generell akzeptiert, dass das septische Mehrorganversagen durch die systemische
Immunantwort des Organismus auf eine Infektion und die daraus resultierende
tiberschieBende systemische Freisetzung inflammatorischer Mediatoren vermittelt wird.
Die Freisetzung dieser Mediatoren erfolgt unter anderem aus Monozyten. Durch den
entziindlichen Stimulus wihrend einer Verletzung oder Sepsis wird auf Monozyten neben
der Freisetzung von Zytokinen auch TF induziert, der Rezeptor und Aktivator von FVIL
Der Komplex aus TF und FVIIa stellt den Anfangspunkt der exogenen Gerinnung dar. Seit
einigen Jahren wird rFVIla als ,rescue therapy* zur Kontrolle schwerer traumatisch
verursachter Hamorrhagien diskutiert. Dabei soll durch die Gabe von rFVIIa die
Gerinnung spezifisch am Ort der Verletzung verstirkt werden. Da durch das Trauma und
die damit verbundene Entziindungsreaktion Monozyten vermutlich TF exprimieren, stellen
auch diese Zellen einen potentiellen Angriffspunkt fiir rFVIla dar.

Das Ziel der vorgelegten Arbeit war, mogliche gerinnungsunabhéngige
immunmodulatorische Eigenschaften dieser, in der Intensivmedizin verwendeten,
korpereigenen Substanzen zu untersuchen. Im Speziellen sollte die Auswirkung der Pro-
bzw. Antikoagulantien auf die LPS-induzierte Zytokinfreisetzung von Monozyten
untersucht werden, ein wichtiger Bestandteil in der Entstehung von Sepsis und MODS.
Dazu wurde ein Versuchsmodell mit einer humanen, monozytiren Zelllinie, MonoMac6,

etabliert. Die Produktion von IL-1fB, IL-8 und TNFoa wurde intrazelluldr mit Hilfe der
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Durchflusszytometrie bestimmt. Im Zellkulturiiberstand wurden die Konzentrationen von
IL-1pB, IL-8, IL-10 und TNFa mit einem Luminex-100 System gemessen. Zusitzlich wurde
fiir rFVIIa der Einfluss auf die LPS-induzierte IL-1B-, IL-6-, IL-8- und TNFa-Synthese
von CD14+ Monozyten in PBMCs durchflusszytometrisch erfasst.

In der vorgelegten Arbeit konnte eine limitierende Wirkung von APC und ATIII auf die
LPS-induzierte Zytokinproduktion von Monozyten festgestellt werden. APC verminderte
die IL-1pB-, IL-10- und TNFa-Ausschiittung signifikant, wobei Uberstandsmessungen die
eindeutigsten Ergebnisse zeigten. Der Effekt von ATIII lieB sich durchflusszytometrisch
besser bestimmen, als aus dem Uberstand. Es zeigte sich eine signifikant verminderte LPS-
induzierte IL-1B- und TNFa-Produktion der Monozyten. Zusétzlich wurde der Effekt von
Heparin auf die ATIII-Wirkung untersucht, da es mehrere Hinweise auf eine negative
Beeinflussung der ATIII-Therapie in der Sepsis durch gleichzeitige Gabe von Heparin gibt.
In der vorgelegten Arbeit konnte interessanter Weise kein antagonisierender Effekt von
Heparin auf die immunologische Wirkung von ATIII festgestellt werden.

Neben dem positiven Effekt durch die Wiederherstellung der Antikoagulation wéhrend der
Sepsis, kann APC auch zur Wiederherstellung des Gleichgewichts zwischen Pro- und
Antiinflammation beitragen. APC vermindert sowohl die Synthese pro-, als auch die
antiinflammatorisch wirkender Mediatoren, was eine Erkldrung fiir die Wirksamkeit bei
dem sehr heterogenen Kollektiv der Sepsispatienten sein konnte. ATIII reduziert nach
unseren Ergebnissen lediglich die Synthese der proinflammatorischen Zytokine TNFa und
IL-1pB, nicht aber die von IL-10. Geht man davon aus, dass APC deshalb wirksam ist, weil
es sowohl eine iiberschieBende Pro- als auch Antiinflammation ddmpfen kann, wére das
eine Erkldrung fiir das Fehlen des klinischen Wirksamkeitsnachweises fiir ATIII bei
Patienten mit schwerer Sepsis.

Fir rFVIla ergab sich ein messbarer, aber nicht eindeutig charakterisierbarer
immunmodulatorischer Effekt auf die LPS-induzierte Zytokinproduktion von Monozyten.
Bei MonoMac6 Zellen zeigte sich ein leicht begrenzender Effekt auf die IL-8- und TNFa-
Produktion. Die Behandlung von PBMCs mit rFVIIa ergab keine verdnderte LPS-
induzierte Zytokinfreisetzung von CD14+ Monozyten. In verschiedenen Versuchsabldufen
wurden MonoMac6 Zellen zur Erhthung der TF-Expression vor der Inkubation mit rFVIla
mit TNFo oder LPS behandelt. Dabei =zeigte sich je nach Messmethode und
Vorbehandlung auBler einer geringen Steigerung der TNFa-Synthese LPS-vorbehandelter
Monozyten kein Effekt. Zusitzlich wurde eine Transfektion der MonoMac6 Zellen mit TF

durchgefiihrt. In Versuchen mit dieser Zelllinie ergab sich eine erhohte TNFa-Synthese

118



unter rFVIla-Einfluss. Dieses Ergebnis ist jedoch mit Vorsicht zu betrachten, da die
Reaktion der transfizierten Zellen auf LPS alleine im Kontrollexperiment nicht der des
Wildtyps entsprach.

Eine rFVIla-induzierte Bildung von Thrombin kann ebenfalls in die Immunreaktion
eingreifen, dies illustriert die in der vorgelegten Arbeit unter Thrombineinfluss gemessene,
stark verminderte LPS-induzierte IL-10 Ausschiittung. Allerdings konnte der direkte
immunmodulatorische Effekt von rFVIla weder mit der Komplexbildung aus TF und
rFVIIa noch mit der von rFVIla vermittelten Produktion von Thrombin in Verbindung
gebracht werden. Die immunmodulatorische Wirkung von rFVIla auf die LPS-induzierte
Zytokinproduktion von Monozyten konnte mit den in der vorgelegten Arbeit verwendeten
Modellen nicht abschlieBend geklart werden und ldsst noch viel Raum fiir weitere
Untersuchungen. Transfektionsversuche mit anderen monozytdaren Zelllinien oder die
Selektion von TF-exprimierenden Immunzellen aus kritisch kranken Patienten wéren
mogliche Versuchsansitze fiir die Zukunft. Auch ein geeigneter Stimulus zur Induktion
von TF auf isolierten humanen Monozyten, der nicht gleichzeitig die Zytokinsynthese

anregt, wiirde vielversprechende Moglichkeiten bieten.
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9 Summary

Coagulation and Inflammation are two intimately connected pathways in the human body.
It is well-established that during sepsis, systemic inflammation leads inevitably to
activation of coagulation and simultaneously to inhibition of the anticoagulant system and
fibrinolysis. Due to massive activation of coagulation a so-called consumption-
coagulopathy occurs, during which mainly the anticoagulant capacity is highly impaired.
Hence, the activity of ATIII and APC, two of the most important anticoagulants naturally
produced in the body, is strongly reduced during sepsis. Recombinant APC (Xigris®) is
licensed in Europe for the treatment of severe sepsis. After administration of APC to
patients with severe sepsis a reduction of 28-days mortality has been observed during a
clinical phase 3 study. In contrast to APC, ATIII showed no reduction of 28-days mortality
in patients with severe sepsis in a big phase 3 study.

It is generally accepted that septic multiple organ failure is mediated by the systemic host
response to infection resulting in an overwhelming systemic release of inflammatory
mediators. Amongst others, monocytes release these mediators. The inflammatory stimulus
during trauma or sepsis induces not only release of cytokines but also triggers the
expression of TF, the receptor and activator of FVII, on monocytes. The complex of TF
and FVII forms the point of initiation of exogenous coagulation. For some years rFVIla
has been discussed as “rescue therapy” to control severe traumatic haemorrhage. Thereby
administration of rFVIla shall enhance coagulation specifically at the site of injury. Due to
trauma and resulting inflammation monocytes probably express TF, what turns them into a
potential target for rFVIla.

Aim of this study was to analyze possible immunomodulatory characteristics of these
agents independent of their coagulatory effects, that are naturally present in the human
body and are widely used in critical care. In detail, the effect of these pro- and
anticoagulants on the LPS-induced cytokine release of monocytes, an important part of the
development of sepsis and MODS, was to be examined. Therefore, an experimental model
was established using a human, monocytic cell line, MonoMac6. Production of IL-1p, IL-8
and TNFa was defined intracellularly by flow cytometry. Concentrations of IL-1f, IL-8,
IL-10 and TNFa were measured in cell culture supernatant by a Luminex-100 system.
Additionally, the effect of rFVIIa on the LPS-induced IL-1B-, IL-6-, IL-8- und TNFa-
synthesis of CD14+ PBMCs was analyzed by flow cytometry.
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In these experiments, a limiting effect of APC and ATIII on the LPS-induced cytokine
production of monocytes has been observed. APC decreased the IL-1p-, IL-10- und TNFa-
release significantly, thereby measurements from the supernatant provided the most
distinct results. The use of flow cytometry was superior to measurements from the
supernatant in order to show the effect of ATII. A significantly reduced LPS-induced
IL-1B- and TNFa-production of monocytes was shown. Additionally, the effect of Heparin
on ATIII-action was examined, as there are several references that suggest inhibition of
ATIII in sepsis therapy when administrated simultaneously with Heparin. Interestingly, in
this study no antagonizing effect of Heparin on the immunological action of ATIII could
be seen.

Besides the positive effect by reconstitution of anticoagulation during sepsis, APC is also
supposed to account for the reconstitution of the balance between pro- and
antiinflammation. APC decreases either the synthesis of pro- and of antiinflammatory
mediators, what might be an explanation for its efficacy in treatment of the very
heterogenic group of sepsis patients. Following our results ATIII reduces only the
synthesis of the proinflammatory cytokines TNFa and IL-1p, but not of IL-10. Assuming
that APC is efficient because of its ability to abate either an overwhelming pro- and
antiinflammation, this could be one reason for the lack of efficacy of ATIII in clinical
trials.

Results from experiments with rFVIla showed no clearly distinguishable
immunomodulatory effect on the LPS-induced cytokine production of monocytes. The IL-
8- and TNFa-production of MonoMac6 cells was slightly restricted by rFVIla. Treatment
of PBMCs with rFVIIa showed no change in the LPS-induced cytokine production of
CD14+ monocytes. In several different experimental settings MonoMac6 cells were treated
with LPS or TNFa before incubation with rFVIla in order to increase TF expression.
Thereby, besides a slightly stimulated TNFa-synthesis of LPS-pretreated monocytes
depending on testing method and pretreatment, no effect was shown. Supplementary, a
transfection with TF of MonoMac6 cells was carried out. Experiments with this transfected
cell line showed an increased TNFa-synthesis under influence of rFVIla. However, this
result has to be considered with caution as the reaction of transfected cells to LPS was not
equivalent to the reaction of wild type cells used as control. rFVIla-induced formation of
thrombin can also affect the immunoresponse, this is illustrated by the strongly decreased
LPS-induced IL-10 release under the influence of thrombin measured in this study. The

immunomodulatory effect of rFVIla on the LPS-induced cytokine production of
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monocytes could not be clarified terminally with the experimental models used in this
study and leaves room for further experiments. Transfection studies with different
monocytic cell lines or selection of TF-expressing immune cells from critically ill patients
might be potential approaches in future. Also an adequate stimulus for the induction of TF
on isolated human monocytes which does not initiate the synthesis of cytokines might

provide promising possibilities.
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