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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 EINFLUSS VIRALER INFEKTIONEN AUF DIE BLUTSTILLUNG

Die Blutstillung (Hdmostase) ist ein wichtiger physiologischer Prozess, der im Falle einer
Gefdfverletzung einen iiberméfBigen Blutverlust verhindern soll. Im unverletzten GefaBsystem sollte
dagegen keine Himostase stattfinden, da dadurch die Durchblutung der betroffenen Gewebe verloren
gehen wiirde und ein Gewebsuntergang die Folge wire. Deshalb sollten sich unter physiologischen
Bedingungen die blutstillungsférdernden und die blutstillungshemmenden Faktoren in einem
Gleichgewicht zu Gunsten der hemmenden Faktoren befinden.

Unterschiedliche Einflussfaktoren konnen das System der Blutstillung aus dem Gleichgewicht
bringen. Es sind sowohl Anderungen in Richtung verstirkter Himostaseaktivitit mit Pridisposition
zur Thrombusbildung, als auch in Richtung verminderter Hamostaseaktivitdt mit verstirkter
Blutungsneigung moglich. Bakterielle und virale Infektionserkrankungen gehen héufig mit
Verdanderungen der Himostaseaktivitét einher.

Virale Infektionen konnen verschiedene Aspekte der Blutstillung beeinflussen, beispielsweise die
Gerinnungskaskade, die Thrombozytenfunktion und die Fibrinolyse [1, 2]. Viren, deren Infektion die
Blutstillung herabsetzt, werden nach Goeijenbier et al. [1] ,,hdmorrhagische Viren* genannt und von
den ,,nicht-hdmorrhagischen Viren* abgegrenzt. Himorrhagische Viren koénnen ein Krankheitsbild mit
spontanen und verstirkten Blutungen auslésen, wahrend durch ,,nicht-hdmorrhagische Viren* in erster
Linie Thrombosen auftreten. Eine ernste Komplikation einer Infektion mit hdmorrhagischen Viren ist
das ,,viral hemorrhagic fever syndrome“ (VHF), das sich aus den Kardinalsymptomen Fieber,
Héamorrhagie und Schock mit Gerinnungsstorung, Hypotonie und Fliissigkeitsverteilungsstorung
zusammensetzt [3-5].

Hdmorrhagische Viren. Zu den hdmorrhagischen Viren gehoéren hauptsidchlich RNA-Viren der
Virusfamilien der Flaviviridae, Bunyaviridae, Arenaviridae und Filoviridae [4, 6, 7]. Ein bedeutender
Vertreter ist das Ebola-Virus, bei dem eine Mortalititsrate von bis zu 90% beschrieben ist [5, 8] und
das im Sommer 2014 erneut in einer grofen Epidemie in Westafrika mit {iber 10000 Toten (Stand: 27.
Mai 2015) [9] fiir Aufsehen gesorgt hat. Weitere Vertreter dieser Gruppe sind u.a. das Dengue- und
das Marburg-Virus [5, 10]. Eine zentrale Rolle in der Pathogenese dieser Viruserkrankungen spielen
u.a. infizierte Monozyten und dendritische Zellen, die durch eine massive, pathologische Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen (,,Zytokinsturm®) zu einer Alteration der
Permeabilitit der GefiBwinde und zu einem verdnderten Oberflichenexpressionprofil der
Endothelzellen fiihren. Aber auch direkte Effekte der Viren auf Endothelzellen wurden beschrieben,
die sich z.B. im infektionsbedingten Zelluntergang &duflern [6]. Durch eine Zunahme der Permeabilitét
der GefdBwiande, durch Hochregulation der Expression prothrombotischer Faktoren (z.B. Tissue
factor) und Reduktion der Expression von antithrombotischen Faktoren (z.B. Thrombomodulin) auf
Endothelzellen und durch Thrombozytenaggregation und -verbrauch kann es zu einer disseminierten
intravasalen Gerinnung (DIC) mit anschlieBender Verbrauchskoagulopathie kommen [11-13]. Typisch
sind neben diesen Verdnderungen, auch Verdnderungen des Blutbildes und hier insbesondere eine
Abnahme der Leukozytenzahl [12].

Nicht-himorrhagische Viren. Andere virale Infektionen sind mit einem gehduften Auftreten von
Thrombosen assoziiert. Zu den sogenannten ,,nicht-hdmorrhagischen* Viren gehdren nach Goeijenbier
et al. [1] z.B. das Influenza A Virus, das Vogelgrippevirus H5N1, das Schweinegrippevirus HIN1,
Vertreter der Herpesviren, die Hepatitisviren A und C, sowie das HI-Virus [14]. Typische
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Komplikationen einer Infektion mit diesen Viren sind Thrombozytopenien, Pfortaderthrombosen,
sowie thrombotische Mikroangiopathien [1]. Eine gefiirchtete Komplikation einer Infektion mit dem
Hepatitis C Virus ist eine kryoglobulindmische Vaskulitis, die durch Immunkomplexablagerungen
entsteht und sich an der Haut mit palpablen Purpura, in der Niere in Form einer Glomerulonephritis,
im peripheren Nervensystem mit motorisch-sensorischen Axonopathien und in seltenen Fillen in
Form einer hdmorrhagischen Alveolitis, einer interstitiellen Lungenfibrose oder einer dilatativen
Kardiomyopathie mit Herzversagen duflert [15-17].

Inwiefern die wéhrend der viralen Replikation freigesetzte doppelstrangige RNA als ,,Pathogen-
associated molecular pattern® (PAMPs) zu Verdanderungen der Thrombusbildung in vivo beitrigt, war
Gegenstand der hier vorliegenden Arbeit.

1.2 DIE ROLLE DES ANGEBORENEN IMMUNSYSTEMS IM PROZESS DER HAMOSTASE

Immunothrombose. Infektionen konnen Verdnderungen innerhalb der GefdBe auslosen, die zur
Etablierung eines prokoagulatorischen Zustands beitragen und die intravasale Thrombusbildung
fordern. Es besteht eine feste Beziehung zwischen der Immunabwehr und der Blutstillung, wobei
beide Systeme sich gegenseitig beeinflussen konnen [18-20]. Wenn die regulatorischen Mechanismen
wiéhrend der akuten Infektion versagen, kann es zur disseminierten intravasalen Gerinnung mit
Verbrauch von Gerinnungsfaktoren, Thrombozyten und anschlieBender Blutung kommen [18]. Im
chronischen Prozess der viralen Infektion steht weniger die unstillbare Blutung, sondern eher die
Thrombose im Vordergrund [21]. Die Blutstillung als Bestandteil der Immunabwehr begrenzt durch
den Verschluss der GefiaBe mit nachfolgender Stase die weitere Ausbreitung des Pathogens und féngt
dieses quasi ein. Das angeborenen Immunsystems und die Blutstillung wirken hier synergistisch,
sodass viele der angeborenen Immunantworten nicht nur allein der Bekdmpfung des eindringenden
Pathogens dienen, sondern auch gleichzeitig die Thrombusbildung férdern [22]. Die Hamostase der
Saugetiere und das angeborene Immunsystem weisen eine phylogenetische Verwandtschaft auf [23,
24], weshalb Massberg et al. zur Beschreibung oben genannter Zusammenhénge und zur Abgrenzung
zum pathologischen Zustand ,,Thrombose”, den Begriff der ,Immunothrombose” eingefithrt haben
[25]. Die Aufgaben und Wirkmechanismen des Immunsystem und der H&dmostase werden im
Folgenden kurz erldutert.

Aufgaben des Immunsystems. Die Aufgabe des Immunsystems besteht in der Aufrechterhaltung der
Homdostase und der Funktionsfihigkeit des Organismus, indem mdglicher Schaden durch
eindringende Pathogene oder andere Noxen friihzeitig erkannt und verhindert wird [26]. Das
Immunsystem kann dabei nicht nur durch direkten Kontakt mit dem Pathogen und der Unterscheidung
von ,selbst“ und ,,fremd”, sondern auch indirekt iiber die Wahrnehmung von Verdnderungen der
Gewebshomoostase und Chemokinlevel aktiviert werden [27]. Es ist daher wichtig zu wissen, dass
Immunantworten im Gewebe nicht nur von spezialisierten Immunzellen ausgelost werden, sondern
auch andere Zellen wie Epithelzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und Adipozyten diese Aufgabe
iibernehmen [26].

Das angeborene Immunsystem. Das angeborene Immunsystem erkennt Pathogene iiber sogenannte
»Pathogen recognition receptors® (PRR). Diese Rezeptoren konnen konservierte, molekulare Muster
(,,Pathogen-associated molecular patterns® (PAMPs)) detektieren, die im menschlichen Organismus
gewoOhnlich in dieser Form nicht vorkommen, aber typische Merkmale von Mikroorganismen sind
[28]. Daneben sind die PRRs in der Lage pathologische Muster korpereigener Molekiile, sogenannte
»Danger-associated molecular patterns* (DAMPs), zu erkennen und damit indirekt das Resultat
pathologischer Prozesse nachzuweisen [29, 30]. Obwohl die Spezifitdt der PRRs relativ gering ist,
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konnen durch sie eindringende Pathogene frithzeitig erkannt und eine Immunantwort initiiert werden
[31, 32].

Die Erkennung von Bakterien durch das angeborene Immunsystem erfolgt iiber eine weite Bandbreite
an PAMPs. Dazu zédhlen charakteristische Lipoproteine, Lipopolysaccharide, das Flagellin, das
Peptidoglycan und bakterientypische Nukleinsduren. Viren werden dagegen hauptsichlich iiber
Glykoproteine der Oberfldche und charakteristische Eigenschaften der viralen Nukleinsduren, wie z.B.
doppelstrangige RNA, ,,uncapped* einzelstringige RNA und virale DNA erkannt [28, 30, 33].

Die Blutstillung. Die Hamostase ist ein wichtiger Mechanismus, der losgelost vom Immunsystem und
dem Begriff der Immunothrombose primdr einen iiberméBigen Blutverlust nach GefdBschaden
verhindert und aus didaktischen Griinden in die Bestandteile plasmatische Gerinnung und
Thrombozytenaggregation unterteilt werden kann [34]. Die plasmatische Gerinnung ist ein Prozess,
der durch im Blut geloste Proteine - den sogenannten Gerinnungsfaktoren - gewéhrleistet wird,
wiéhrend die Thrombozytenaggregation durch Zellen des Blutes erfolgt. Die Hamostase setzt sich
demnach aus einem zelluldren und humoralen Anteil zusammen. Subendotheliales Kollagen und
Tissue factor tragen entscheidend zur Aufrechterhaltung eines geschlossenen Blutkreislaufs bei. Nach
Schidigung der Endothelzellschicht geraten die Bestandteile des Bluts direkt in Kontakt zum
subendothelialen Kollagen, das unmittelbar zu einer Thrombozytenaktivierung fiihrt, und zum Tissue
factor, der iiber eine Thrombinaktivierung die Gerinnungskaskade auslost und ebenfalls zur
Aktivierung von Thrombozyten beitragt.

Thrombozytenrekrutierung und —aktivierung. Thrombozyten sind kleine (Durchmesser ca. 1-3 pm),
kernlose, scheibenformige Zellen des Blutes, die von Megakaryozyten des Knochenmarks in das Blut
abgegeben werden [25, 35, 36]. Die Thrombozyten liegen im menschlichen Plasma in
Konzentrationen von mehreren Hunderttausenden Thrombozyten pro Mikroliter vor und {iberwachen
die Integritit des Gefdlsystems. Verdnderungen des Expressionsprofils von Endothelzellen oder ein
Endothelzelldefekt mit Freilegung der subendothelialen Matrix filhren zur Aktivierung der
Thrombozyten, zur Thrombozytenaggregation und damit in Zusammenarbeit mit dem
Gerinnungssystem zur Defektdeckung und Verhinderung eines iiberméBigen Blutverlustes [25]. Die
Thrombozytenaktivierung  durch  freiliegendes  Kollagen  erfolgt abhidngig von  der
Flussgeschwindigkeit des Blutes entweder bei niedrigem Fluss direkt iiber das Glykoprotein VI oder
bei hoheren Flussgeschwindigkeiten mittels des im Blut geldsten von Willebrand Faktors und dem
Glykoproteinkomplex Ib-V-IX [37, 38]. Binden Thrombozyten iiber diese Proteine an Kollagen
kommt es zu einem ,,outside-in Signaling® mit Aktivierung und Degranulation der Thrombozyten.
Durch die Freisetzung thrombozytenaktivierender Molekiile, wie Thrombin, ADP, Serotonin und
Thromboxan A2 werden aus der Umgebung weitere Thrombozyten aktiviert und die Aggregation
gefordert, sodass sich in exponentieller Weise ein Thrombozyten-reicher Thrombus bildet. Die
Thrombozytenaktivierung iiber diesen Signalweg erfolgt unabhéngig von Thrombin [34]. Ein zweiter
Signalweg ist auf die Anwesenheit von Thrombin angewiesen und lauft {iber eine limitierte Proteolyse
des auf Thrombozyten exprimierten ,,Protease activated receptor 1 (PAR-1), dessen Aktivierung zur
Degranulation der Thrombozyten fiithrt und iiber die oben beschriebene Freisetzung Thrombozyten-
aktivierender Molekiile die Thrombozytenaggregation fordert [39]. In beiden Fillen verhalten sich die
Thrombozyten passiv und werden durch eine verstirkte Expression von Tissue factor auf dem
Endothel oder durch Kontakt mit subendothelialen Kollagen bzw. Tissue factor aktiviert. Direkte
Einfliisse von z.B. doppelstrangiger RNA auf die Thrombozytenaktivierung wurden noch nicht
gezeigt.
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Subendotheliale Matrix
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ABBILDUNG 1. THROMBOZYTENAKTIVIERUNG

Thrombozyten sind kernlose Zellfragmente, die von Megakaryozyten im Knochenmark gebildet und
durch Sequestrierung in das Blutsystem abgegeben werden. Sie haben eine diskoide Form und einen
mittleren Durchmesser von 1-3 um [25]. Thrombozyten besitzen eine Vielzahl von intrazelluldren
Granula, die in drei Typen: ,elektronendichte Granula®, ,a-Granula“ und ,lysosomale Granula“
eingeteilt werden [40, 41]. In den elektronendichten Granula befindet sich eine hohe Konzentration an
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Calcium und kleineren Molekilen wie ADP, ATP und Serotonin, wahrend in den sogenannten a-
Granula verschiedene Effektormolekiile, wie der ,platelet derived growth factor” (PDGF), diverse
Zytokine und Chemokine, die Gerinnungsfaktoren Faktor V und Faktor VIII, Fibrinogen, Thrombin und
eine ganze Reihe an anderen Molekilen enthalten sind [41]. Thrombozyten flielen unter
physiologischen Bedingungen in einer inaktiven Form im Blut und dienen als Wachter der
Gefalintegritat, die am Ort eines Gefallschadens aktiviert werden kénnen und durch Aggregation und
Aktivierung des Gerinnungssystems einen UbermafRigen Blutverlust verhindern kénnen. Durch die
Freisetzung von Wachstumsfaktoren, wie dem ,platelet derived growth factor® (PDGF), unterstitzen
Thrombozyten zusatzlich die Gefalheilung [42, 43]. Aber auch in der Immunabwehr scheinen sie eine
wichtige Rolle zu spielen. So konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten sowohl in der
Immunerkennung als auch in der direkten Immunabwehr von Bedeutung sind [43]. Die Aktivierung der
Thrombozyten wird durch Kontakt der Thrombozyten mit subendothelialen Kollagen ausgel6st. Die
Thrombozyten im Blutstrom werden durch den Gefallschaden initial abgebremst, lGber das Kollagen
gespult und bleiben schlief3lich fest hangen. Liegen hohe Scherkrafte und Flussgeschwindigkeiten vor,
binden Thrombozyten zunachst tiber den Rezeptorkomplex GP Ib-V-IX und den im Blut gelésten von
Willebrand-Faktor (vVWF) an Kollagen und werden dadurch abgebremst und schlief3lich am Ort der
Verletzung festgehalten [44]. Unter niedrigen Flussgeschwindigkeiten und Scherkraften kdnnen
Thrombozyten ber die Rezeptoren GP VI und GP la direkt an das subendotheliale Kollagen binden
[45]. Nach Bindung der Thrombozyten an das subendotheliale Kollagen tUber die oben genannten
Rezeptorkomplexe werden sie durch ein ,outside in — signaling“ aktiviert [46]. Die Aktivierung der
Thrombozyten fihrt zur Anderung der Zellform mit Ausbildung diinner, langer Fortsatze und zur
Freisetzung der Inhaltstoffe der Thrombozytengranula. Der inaktive Rezeptor GP lIbllla wird aktiviert
und kann im Anschluss Fibrin und Gber den vWF an Kollagen binden [40]. Dadurch kommt es zu einer
ausgepragten Quervernetzung des entstehenden Thrombozytenaggregats mit Fibrin und zu einer
Stabilisierung des entstandenen primaren Thrombus. Durch die Freisetzung von Thrombin, Faktor V
und Faktor VIII, von vWF, Fibronectin, Fibrinogen und Calcium aus den a-Granula und durch die
verstarkte Ausstlilpung negativ geladener Phospholipide in die aulRere Schicht des Lipiddoppellayers
der Plasmamembran bilden aktivierte Thrombozyten eine gute Plattform zur Initiierung der Gerinnung.
Abgespaltene negative-geladene Microvesicles, die sich aus aggregierten Thrombozyten abldsen
kénnen, zeigen ebenfalls eine prothrombotische Wirkung [42]. Neben der Gerinnungsaktivierung
konnen bereits aktivierte und aggregierte Thrombozyten durch die Freisetzung von Thrombin,
Calcium, Serotonin, Thromboxan A2 und ADP weitere Thrombozyten rekrutierten. Thrombin ist ein
sehr potenter Thrombozytenaktivator und aktiviert Thrombozyten Uber eine limitierte Proteolyse des
.protease-activated receptor 1“ (PAR-1) [46]. ADP wird durch die P,Y-Rezeptoren erkannt und
aktiviert Uber diesen Signalweg Thrombozyten sehr effektiv. Dagegen besteht die Wirkung von
Serotonin und Thromboxan A2 primar in einer Vasokonstriktion mit Verengung des Lumens und
Herabsetzung der Flussgeschwindigkeit, die die Thrombusbildung durch Verminderung der
Scherkrafte fordert [41, 46].

Das Gerinnungssystem. Neben den Thrombozyten spielt die Gerinnungskaskade eine wesentliche
Rolle im Prozess der Hamostase und ist fiir die mechanische Stabilisierung des entstandenen priméaren
Thrombus von essentieller Bedeutung. Eine zentrale Aufgabe iibernimmt hier der sogenannte Tissue
factor, ein Membranprotein, das auf unterschiedlichsten Zellen konstitutiv oder nach Stimulation
exprimiert wird. Eine konstitutive Expression liegt auf Zellen auBerhalb des Gefaflumens vor und
betrifft vor allem Fibroblasten, Perizyten und glatte GefiBmuskelzellen der GefiBBwand [47]. Eine
Expression auf Monozyten und Endothelzellen kann durch Stimulation mit proinflammatorisch
wirkenden Substanzen ausgelost werden [48-51]. Daneben kommt auch mit dem sogenannten ,,blood
borne tissue factor eine im Blut geldste Form vor, die wohl hauptsichlich von Leukozyten,
Endothelzellen und Thrombozyten stammt [52] und sowohl in physiologischen, als auch
pathologischen Prozessen beteiligt sein konnte [34]. Da der Tissue factor in einer inaktiven und einer
aktiven Konformation vorkommt und der ,,blood borne tissue factor* als auch der intraluminale Tissue
factor erst nach Reaktion mit der ,,Protein disulfide isomerase® (PDI) in seine aktive Form
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umgewandelt wird, 16sen diese unter physiologischen Bedingungen keine Gerinnung aus [53]. Die
aktive Form des Tissue factors bindet den im Blut geldosten Gerinnungsfaktor VII und bildet mit
diesem einen membranstindigen Enzymkomplex, der Faktor X in die aktive Form Xa spaltet.
Gerinnungsfaktor Xa wiederum bildet mit dem Cofaktor Va den sogenannten Prothrombinase-
komplex, der fiir die proteolytische Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin verantwortlich ist [49,
54]. Thrombin ist ebenfalls ein membranstindiges Enzym, das durch limitierte Proteolyse Fibrinogen
in Fibrin umwandelt, das dann anschlieBend polymerisiert und die fadige Verbindungsstruktur
innerhalb des Thrombus bildet. Das entstandene Fibrinpolymer wird abschlieBend durch den Faktor
XllIa, der eine Transglutaminaseaktivitit besitzt, quervernetzt und stabilisiert. Die Gerinnungskaskade
wird zunéchst {iber den Tissue-factor-Signalweg ausgelost und miindet schlieBlich in der Bildung von
Thrombin, dem zentralen Gerinnungsfaktor [37, 54, 55]. Sobald dieser in ausreichenden Mengen
gebildet ist, kann er seine eigene Bildung durch verschiedene Mechanismen fordern. So aktiviert er
den Faktor VIII zu Faktor VlIlla, der zusammen mit Faktor IX die Faktor Xa-Bildung unterstiitzt und
er aktiviert ferner Faktor V zu Va, der als Cofaktor mit Faktor Xa die Thrombinbildung férdert. Somit
hilt sich die Gerinnung nach Aktivierung iiber den Tissue-factor-Signalweg selbststindig und
unabhéngig von Tissue factor am Laufen bzw. wird sogar verstarkt [34]. Der Tissue factor kann also
als Ausloser der Gerinnung und damit als Signalgeber verstanden werden, wahrend Thrombin als
zentraler Regulator des Ausmales der Gerinnung fungiert [34]. Ein modifiziertes Schema nach Furie
et al. zeigt diese Zusammenhiinge in einer Ubersicht (Abbildung 2). All diese Prozesse dienen primér
der Verhinderung eines iiberméfigen Blutverlustes nach Schadigung der Endothelzellschicht bzw. des
GefaBlumens. Es handelt sich um physiologische Prozesse.

Thrombose. Im Unterschied zur physiologischen Hamostase wird der pathologische Prozess der
iberméBigen intravasalen Gerinnselbildung als Thrombose bezeichnet [25]. Bereits 1856 hat der
deutsche Pathologe Virchow eine wichtige Theorie zur Entstehung der Thrombose entwickelt. Die
sogenannte Virchow-Trias umfasst Verdnderungen der Gerinnungsaktivitit des Blutes, des Blutflusses
und der GefiBwand. Heute weil man, dass dies auf verdnderte Konzentrationen von pro- und
antikoagulatorischen Faktoren innerhalb des Blutes, auf Strémungsveridnderungen des Blutstroms und
Anderungen der Endotheleigenschaften, z.B. in der Oberflichenexpression pro- und
antikoagulatorischer Faktoren zuriickzufiihren ist [56-58]. AuBlerdem unterscheidet man heute
zwischen dem Pathomechanismus der arteriellen Thrombose, die fiir die in der westlichen Welt
hiufigsten zum Tode fiihrenden Erkrankungen (Herzinfarkt und Schlaganfall) verantwortlich ist und
dem Pathomechanismus der vendsen Thrombose, die in Form von thrombembolischen Ereignissen,
insbesondere der Lungenembolie, ebenfalls zu vielen Todesféllen fiihrt [56, 57].

Der Begriff der Immunothrombose versucht die Verbindungen zwischen dem Immunsystem und dem
System der Blutstillung zu veranschaulichen. Unter physiologischen Konditionen wirken beide
Systeme synergistisch und sind stark miteinander verwoben. Erst im Moment der unzureichenden
Immunabwehr oder tiberméBigen Aktivierung des Gerinnungssystems stellt sich ein pathologischer
Zustand ein, der sich klinisch in Verdnderungen der Blutgerinnung &uflert [25].
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Die Gerinnung kann didaktisch in zwei unterschiedliche und teilweise unabhangige Reaktionsketten
unterteilt werden. Der zentrale Faktor in der Initiierung der Gerinnung ist der aktivierte Tissue factor.
Der Tissue factor - Faktor Vlla Komplex als zentraler Ausloser der Gerinnung férdert durch limitierte
Proteolyse von Faktor IX und X zu IXa und Xa die Bildung des Prothrombinasekomplexes und die
Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin. Thrombin seinerseits verstarkt unabhangig von der
Anwesenheit des Tissue factors seine eigene Produktion und halt damit den Gerinnungsprozess in
Gang. Die Abhangigkeit des Beginns der Thrombinbildung vom Tissue factor, der jedoch fir die
Aufrechterhaltung der Gerinnung nicht notwendig ist, bietet einen mdglichen therapeutischen
Ansatzpunkt, der eine UbermaRige Thrombusbildung verhindert und gleichzeitig das
Gerinnungssystem an sich nicht verandert. Gerinnungsfaktoren in rémischen Ziffern, Thrombin (T),
Tissue factor (TF), Protease disulfide isomerase (PDI).

Da einige der Mediatoren der Immunothrombose bereits bekannt und diese zum Teil im Prozess der
Hémostase entbehrlich sind, konnte durch eine therapeutische Beeinflussung dieser Mediatoren
Einfluss auf eine iibermifige Thrombusbildung ausgeiibt werden, ohne die physiologischen Aufgaben
der Hdmostase zu gefiahrden [25]. Ob doppelstriangige RNA, die z.B. bei der Replikation von Viren
innerhalb der Zelle anfillt, einen Einfluss auf die Gerinnselbildung in vivo hat und die Mechanismen
der ds-RNA-Erkennung mdogliche Ansatzpunkte einer Therapie sind, wurde nachfolgend untersucht.

1.3 MECHANISMEN ZUR ERKENNUNG DOPPELSTRANGIGER RNA DURCH DAS
ANGEBORENE IMMUNSYSTEM

Das Immunsystem der Sdugetiere kann grob in zwei Kategorien unterteilt werden: in das angeborene
und das adaptive Immunsystem. Das adaptive Immunsystem ist iiber spezialisierte Zellen, den
sogenannten B- und T-Lymphozyten und durch somatische Rekombination, somatische
Hypermutation, sowie klonale Expansion in der Lage hochspezifisch Antigene diverser Pathogene zu
erkennen und selektive Immunantworten auszuldsen [59-62]. Diese Prozesse benétigen weitere
Helferzellen, die Bestandteile des angeborenen Immunsystems und eine gewisse Zeit um eine
effektive Immunantwort zu gewihrleisten. Nach einem ersten Kontakt kann jedoch auf diese
erworbenen Fahigkeiten direkt zurlickgegriffen werden und die Immunantwort bei einem erneuten
Kontakt wesentlich schneller aktiv werden. Das angeborene Immunsystem der Séugetiere erkennt
Pathogene iiber konservierte molekulare Muster (,,Pathogen-associated molecular patterns® (PAMPs)),
die in dieser Form im menschlichen Organismus nicht vorkommen und kann dadurch eine friithzeitige
Immunantwort auslosen [28, 29, 63]. Die Erkennung erfolgt iiber ,,Pathogen recognition receptors*
(PRR), die relativ spezifisch bestimmte PAMPs, aber auch andere Gefahrensignale des Korpers wie
z.B. ,,Danger-associated molecular patterns* (DAMPs) detektieren konnen [33, 64].

Die Erkennung viraler Infektionen durch das angeborene Immunsystem erfolgt hauptsichlich {iber den
Nachweis viraler Nukleinsduren, da Viren kaum andere konservierte molekulare Strukturen besitzen
[65]. Doppelstringige RNA, die z.B. wihrend der viralen Replikation in der Zelle anfillt, ist ein
typisches PAMP, das durch verschiedene Rezeptorsignalwege nachgewiesen werden kann [64, 66-70].
Eine wichtige Rezeptorfamilie der PRRs sind die sogenannten Toll-like-Rezeptoren (TLRs), von
denen man aktuell beim Menschen 10 verschiedene Vertreter kennt.
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ABBILDUNG 3. UBERSICHT DER DS-RNA ERKENNUNG

Bei der Erkennung von ds-RNA durch das angeborene Immunsystem spielen vier gro3e ,pathogen
recognition receptor” (PRR) — Signalwege eine bedeutende Rolle. Zu diesen Signalwegen gehdren
u.a.: die ,retinoic acid-inducibal gene-l-like receptors® (RIG 1), das ,melanoma differentiation-
associated protein 5% der ,Toll like receptor 3“ (TLR 3) und der ,multi-protein NLRP 3 inflammasone
complex“ (NLRP 3) [28, 30, 33, 71].

Der Toll-like-Rezeptor 3 (TLR 3) ist in den Endosomen lokalisiert und erkennt doppelstringige RNA
(ds-RNA) [28, 63, 72, 73]. Anders als bei den anderen TLRs lduft der Signalweg nicht {iber das
Adapterprotein ,,myeloid differentiation primary-response protein 88“ (MYDS88), sondern iiber das
,, TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFNB*“ (TRIF). Uber eine Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF«B wird die Expression proinflammatorischer Zytokine und iiber
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors IRF-3 die Expression von Typ I Interferonen gefordert [28,
30, 64]. Zytosolische RNA wird u.a. durch Mitglieder der DExD/H-box Helikase-Superfamilie
erkannt. Wichtige Vertreter sind hier das ,,retinoic acid-inducible gene I (RIG-I), das ,,laboratory of
genetics and physiology 2 (LGP-2) und das ,,nucleotide-binding oligomerization domain protein 2
(NOD2), die kurze einzelstringige RNA mit einem freien 5°‘-Triphosphatende erkennen und das
»melanoma differentiation-associated protein 5 (MDAS), das speziell zytosolische doppelstrangige
RNA nachweist [63, 69, 70, 74-76]. Uber diese sich erginzenden Mechanismen ist das angeborene
Immunsystem sehr gut in der Lage doppelstringige RNA in den verschiedenen Kompartimenten der
Zelle zu erkennen.

In den letzten Jahren wurde in interessanten Arbeiten der Einfluss der Erkennung von
doppelstrangiger RNA auf die Prozesse der Atherosklerose und Thrombose untersucht. Bereits 1994
berichteten Doukas et al. [77], dass ds-RNA in Form von Poly(I:C) ein potenter Aktivator von
Endothelzellen ist. In vivo konnten Zimmer et al. [78] zeigen, dass die Aktivierung des Toll-like-
Rezeptor 3 mittels Poly(I:C) die endotheliale Funktion im chronischen Prozess der Atherosklerose
maligeblich verschlechtert. Lundberg et al. [79] wiesen u.a. in Endothelzellen eine verstirkte
Freisetzung von Zytokinen nach Stimulation mit Poly(I:C) und eine verstirkte Aktivitidt des
Transkriptionsfaktors NF«kB nach.
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ABBILDUNG 4. ERKENNUNG DS-RNA pDURCH TLR 3, RIG I unpD MDA 5

Ds-RNA als ,pathogen associated molecular pattern® (PAMP) wird vom angeborenen Immunsystem
durch ,pathogen recognition receptors® (PRR) erkannt und dient u.a. der Abwehr viraler Infektionen,
die charakteristische ds-RNA besitzen bzw. wahrend des Replikationszyklus in der Zelle bilden. Ds-
RNA kann bei einer viralen Infektion frei im Zytosol wahrend der Infektion oder der Replikation
vorkommen oder nach Phagozytose oder zur Oberflachenexpression auf MHC | Molekdilen in die
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Endosomen gelangen. Freie ds-RNA wird im Zytosol durch das ,retinoic acid-inducible gene-I-like*
(RIG 1) und das ,melanoma diffentiation-associated protein 5 (MDA 5) erkannt. Die ds-RNA-
Erkennung wird durch das Adapterprotein ,labratory of genetics and physiology 2 (LGP 2) unterstutzt.
Kurzkettige ds-RNA wird bevorzugt von RIG | detektiert, wahrend langere Strdnge von ds-RNA
leichter durch MDA 5 nachgewiesen werden. Eine Aktivierung von RIG | und MDA 5 flhrt durch
anschlieBend komplexe Signalwege zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren ,interferon regulatory
factors 3 and 7 (IRF 3, IRF 7), die durch Freisetzung von Interferonen eine antivirale Wirkung
vermitteln und zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB, der proinflammatorisch wirkt. Der ,Toll
like receptor 3“ (TLR 3) kann ds-RNA in den Endosomen nachweisen und durch das Adaptermolekdl
»TIR domain-containing cytosolic adapter inducing interferon $“ (TRIF) mit anschlieRender Aktivierung
von tumor necrosis factor receptor-associated factor 3 and 6 (TRAF 3, TRAF 6) IRF 7 und NFkB
aktivieren [28, 33, 63, 71, 73]. Grafik basiert auf dem Artikel von Yu et. al. [71].

SchlieBlich zeigten Preissner et al. [80] in Endothelzellen in vitro eine Hochregulation von
prothrombotischen Molekiilen, wie z.B. des Tissue factor nach Inkubation mit Poly(I:C). Diese
Arbeiten haben als Grundlage fiir die Etablierung der Fragestellung dieser Dissertation gedient. In
einer kiirzlich erschienen Publikation konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten in geringen Mengen
den TLR-3-Rezeptor exprimieren und das Poly(I:C) gewisse ,,direkte* Effekte auf Thrombozyten zeigt
[81]. Ob Poly(I:C) allerdings das Aggregationsverhalten von Thrombozyten beeinflussen kann und ob
ds-RNA in vivo den akuten Prozess der Thrombusbildung in der Mikrozirkulation nach endothelialer
Schéidigung begiinstigt, ist bis jetzt noch unbekannt.

1.4 DaAs SYNTHETISCHE DOPPELSTRANGIGE RNA-ANALOGON
POLYINOSINIC:POLYCYTIDYLIC ACID (POLY(I:C))

Poly(I:C) dient als doppelstrangiges RNA-Analogon und wird durch verschiedene PRRs erkannt. Zu
diesen PRRs gehoren u.a. der TLR-3, RIG-I und MDA 5 [30, 72, 73]. Das von uns verwendete
Poly(I:C) besteht aus einem Strang Polyinosinsdure (Poly(I)) und einem Strang Polycytidylsdure
(Poly(C)) und hat eine durchschnittliche GréBe von 1,5 — 8 kb (INVIVOGEN, San Diego, California,
USA). Poly(I:C) ist ein potenter Aktivator von Endothelzellen [77].

1.5 AKTIVIERTES PROTEIN C — ROLLE IN DER GERINNUNG UND ENTZUNDUNG

Das Protein C-System besitzt antikoagulative, antiinflammatorische und antiapoptotische
Eigenschaften, weshalb es in systemischen Entziindungsprozessen, die z.B. bei Sepsis, infolge von
Traumata und dem akuten Lungenversagen (ARDS, ,,acute respiratory distress syndrome) auftreten,
von groBer Bedeutung sind und ein mogliches therapeutisches Target darstellen [82]. Verdnderungen
der Protein C-Konzentration im Plasma sind mit einer Vielzahl von Verdnderungen innerhalb der
Gerinnung und des Immunsystems verbunden. Protein C wurde im Jahr 1976 durch Stenflo und
Kollegen als weiteres Vitamin K-abhéngiges Plasmaprotein entdeckt [83, 84]. In den folgenden Jahren
erkannte man zunidchst seine wichtige antikoagulative Rolle in der Gerinnung, wobei frith auch
antiinflammatorische und zytoprotektive Effekte beschrieben wurden. Wie wichtig die antikoagulative
Funktion von Protein C ist, zeigt sich auch im Menschen. In Neugeborenen geht ein schwerer
homozygoter Protein C Mangel mit massiven thrombotischen Komplikationen, Purpura fulminans und
disseminierter intravasaler Gerinnung (DIC) einher. Heterozygote Erwachsene besitzen ein erhohtes
Risiko fir das Auftreten von vendsen Thrombosen [85, 86]. Aber auch Mutationen des
Gerinnungsfaktors Faktor Va, der durch aktiviertes Protein C dann nicht mehr inaktiviert werden
kann, kdnnen die Wirkung von Protein C auftheben und ebenfalls zu einem prothrombotischen Zustand
beitragen [87, 88]. Im Tiermodell dulert sich eine absolute Inaktivierung von Protein C in KO-M4iusen
in einem letalen Phanotyp, der kurz nach der Geburt verstirbt, wihrend Mause mit niedrigen Protein C
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Plasmakonzentrationen friihzeitig thrombotische Komplikationen erleiden [89, 90]. Verminderte
Serumspiegel von Protein C konnen jedoch auch erworben sein, sind z.B. in Patienten mit schwerer
Sepsis zu finden und ebenfalls mit einem erhohten Sterberisiko verbunden [91-93].

Immunologische Effekte von Protein C. Protein C zeigt aber nicht nur Effekte auf die Gerinnung,
sondern besitzt auch einen bedeutenden Einfluss auf die Immunabwehr und das Zelliiberleben. Erste
Hinweise auf die immunmodulatorischen Eigenschaften von Protein C konnte Ende der 1980er Jahre
in einem Tiermodell bei bakterieller Sepsis gezeigt werden [94]. Hier konnte eine Behandlung mit
Protein C das Uberleben der Tiere signifikant verlingern [94].

Aktiviertes Protein C in der Sepsistherapie. Daher stieg das Interesse an einer therapeutischen
Verwendung von Protein C bei Sepsis im Menschen. Die Wirkung des rekombinanten humanen
aktivierten Protein C (Drotrecogin alfa, rh aPC) auf die Sterberate von Patienten mit schwerer Sepsis
und hohem Sterberisiko wurde in einer groBen klinisch-randomisierten, doppel verblindeten,
placebokontrollierten, multizentrischen Phase-III-Studie untersucht. Die sogenannte PROWESS
Studie zeigte eine Abnahme der Sterberate von 30,8% bei der mit dem Placebo behandelten Gruppe
auf 24,7% bei der mit Drotrecogin alfa behandelten Gruppe, bei gleichzeitig leicht erhohter
Blutungsneigung [95]. Nach Zulassung von Drotrecogin alfa durch die zustindigen
Arzneimittelbehorden der USA und der EU wurden jedoch in einer Vielzahl von Studien
widerspriichliche Ergebnisse iiber dessen Wirksamkeit veroffentlicht, was schlieflich in der
Durchfithrung einer groBBen Kontrollstudie endete. Die sogenannte PROWESS-Shock Studie konnte
nach Veroffentlichung im Frithjahr 2012 die Ergebnisse der PROWESS Studie nicht bestétigen. Die
Behandlung mit Drotrecogin alfa senkte die Mortalitdt von Patienten im septischen Schock im
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht, was zur Riicknahme der Behandlungsempfehlung und zur
Einstellung der Produktion und des Vertriebs von Drotrecogin alfa durch den Hersteller fiihrte [96].
Ahnliche Ergebnisse zeigten weitere Studien, die zum einen den Effekt von Drotrecogin alfa bei
schwerer Sepsis des Kindes (RESOLVE) [97] und zum anderen die Wirksamkeit bei Erwachsenen mit
schwerer Sepsis und niedrigem Sterberisiko untersuchten (ADDRESS) [98]. In beiden Studien konnte
kein positiver Effekt auf die Mortalitit festgestellt werden, wobei in der ADDRESS-Studie ein
erhohtes Risiko fiir das Auftreten von schweren Blutungen unter der Behandlung mit Drotrecogin alfa
zu sehen war. Da die Herstellung von aktiviertem Protein C (aPC) technisch schwierig ist und der
einzige Hersteller das Medikament vom Markt genommen hat, ist der Einsatz beim Menschen aktuell
nicht moglich. Daher wird weitere Grundlagenforschung iiber die Wirkung des Protein C-Systems im
Bereich der akuten Entziindung in Sepsis, Trauma oder ARDS nétig sein. Die Herstellung von
selektiven zytoprotektiven aPC-Varianten stellt hier eine interessante Alternative dar [99].

1.6 PROTEIN C — SYNTHESE, AKTIVIERUNG UND INAKTIVIERUNG

Aufbau von Protein C. Protein C ist das 62 kDa grofle Zymogen der Serinprotease ,,aktiviertes
Protein C* (aPC), wird in der Leber Vitamin K-abhingig synthetisiert und in das Blut abgegeben [82,
100, 101]. Es wurde erstmals im Jahre 1976 von Stenflo aus bovinem Plasma isoliert, wobei die
Funktion zu diesem Zeitpunkt noch nicht geklart war [102, 103]. Die physiologische
Plasmakonzentration von Protein C im Menschen betridgt etwa 70 nM bei einer Halbwertszeit von 8
Stunden [82, 104]. Die Halbwertszeit von aPC ist mit 20-25 min recht kurz, die Plasmakonzentration
liegt bei etwa 40 pM [82, 105]. Die Inaktivierung von aPC erfolgt durch Serinproteaseninhibitoren,
wie z.B. durch den Protein C Inhibitor, Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1), a;-Antitrypsin, o,-
Macroglobulin und o,-Antiplasmin [106]. Protein C besteht aus 419 Aminosduren und wird vom
menschlichen Gen PROC auf Chromosom 2 kodiert, das 9 Exons besitzt [104]. In der Tertidrstruktur
des Protein C unterscheidet man eine Gla-Domine, zwei ,,epidermal growth factor like“-Regionen
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(EGF-1 und -2), das Aktivierungspeptid und die enzymatische Serinproteasen-Doméne mit einem
His211, Asp257 und Ser360 [104].

Aktivierung von Protein C. Die Umwandlung von Protein C zu aktiviertem Protein C geschieht
durch limitierte Proteolyse und findet auf der Oberfliche von Endothelzellen statt [107]. Der
Gerinnungsfaktor Thrombin erféahrt nach Bindung an Thrombomodulin, einem an der Oberfldche von
Endothelzellen exprimierten Protein, eine Konformationsdnderung und ist dadurch in der Lage das
Aktivierungspeptid von Protein C an Position Argl69 abzuspalten [100, 108-112]. Dies fiihrt zur
Freilegung des katalytischen Zentrums und zur Bildung von aktiviertem Protein C. Die Anwesenheit
des endothelialen Protein C Rezeptors (EPCR) [113], an den Protein C iiber seine Gla-Doméne bindet
und dadurch in direkter Ndhe des Thrombin-Thrombomodulin-Komplexes gehalten wird, steigert die
Aktivierungsrate von Protein C durch den Thrombin-Thrombomodulin-Komplex um etwa das
Zwanzigfache [100, 104, 114, 115]. Der endotheliale Protein C Rezeptor (EPCR) ist daher essentiell
fiir die Aktivierung von Protein C zu aktiviertem Protein C und beeinflusst damit direkt die durch aPC
vermittelten Effekte beziiglich Gerinnung, als auch Zytoprotektion. Die Bedeutung von EPCR konnte
in einem Tiermodell bestitigt werden, indem eine Uberexpression von EPCR zu einer verstirkten
Bildung von aPC beitrugt und die Tiere gegen thrombotische Ereignisse als auch septische Prozesse
schiitzte [116].

Das aktivierte Protein C kann seine Funktionen einerseits gebunden an den endothelialen Protein C
Rezeptor oder frei im Plasma gelost erfiillen.

1.7 DIE ANTIKOAGULATIVE WIRKUNG VON AKTIVIERTEM PROTEIN C

Aktiviertes Protein C entfaltet seine antikoagulative Wirkung durch proteolytische Spaltung und damit
Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren Faktor Va und VIIla [100, 117-120]. Dadurch wird die
Gerinnungskaskade an wichtigen Punkten gehemmt und das Ausmaf} der priméren und sekundéren
Thrombinbildung eingeschrénkt. Dies fiihrt zu einer verminderten Umwandlung von Fibrinogen zu
Fibrin, einer geringeren Fibrinpolymerisation und Gerinnselbildung [83, 100, 111, 118].

Inaktivierung von Faktor Va. Die Inaktivierung des Gerinnungsfaktors Faktor Va geschieht durch
Proteolyse an Arg306, Arg506, Arg697 und Lys994, wobei die Schnittstelle Arg306 entscheidend fiir
die Inaktivierung ist [120]. Da Faktor Va die Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin um etwa
den Faktor 10.000 verstirkt, folgt aus der Inaktivierung von Faktor Va durch aPC eine deutliche
Reduktion der Thrombinbildung [121]. Die Bedeutung der Inaktivierung von Faktor Va fiir die
Gerinnung und die Spezifitit der Schnittstellen zeigt sich in den Folgen von Mutationen, wie Faktor
Viciden (Arg506GIn), Faktor Vcambrigee (Arg306Thr) und Faktor Vieng xong (Arg306Gly), die eine
Inaktivierung von Faktor Va durch aktiviertes Protein C verhindern. Faktor Vg, ist der hdufigste
hereditare Risikofaktor fiir das Auftreten von vendsen Thrombosen unter Kaukasiern [88, 122].

Inaktivierung von Faktor VIIla. Die Bedeutung der Inaktivierung von Faktor VIIla durch aPC ist
umstritten, da Faktor VIlla mit einer Halbwertszeit von nur 2 min durch spontane Dissoziation
inaktiviert wird [106, 123]. Dennoch konnte aPC auch hier eine gewisse Funktion erfiillen, da Faktor
VllIa die Bildung des Tenase-Komplexes deutlich um den Faktor 200.000 erhoht [106, 124].

Wichtige Kofaktoren des aktivierten Protein C sind das Protein S, der Gerinnungsfaktor Faktor V und
negativ geladene Phospholipide [100, 118, 125].

Protein S. Die Inaktivierung des aktivierten Faktors Va durch aktiviertes Protein C wird unter

Anwesenheit des Kofaktors Protein S um ein Vielfaches gesteigert. Protein S alleine zeigt allerdings

keine direkten Effekte auf die Gerinnung [126, 127], wobei ein Fehlen von Protein S mit einem
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hoheren Risiko fiir das Auftreten von vendsen Thrombembolien verbunden ist [128]. In Anwesenheit
des Kofaktors Protein S beschleunigt der Gerinnungsfaktor Faktor V die Inaktivierung des
Gerinnungsfaktors Faktor VIIla durch aktiviertes Protein C um das Doppelte [129, 130].

Da es sich bei all diesen Prozessen um Abldufe handelt, die an der Oberfliche von Membranen
ablaufen, spielen ferner negativ geladene Phospholipide eine wichtige Rolle [125].

1.8 DIE ZYTOPROTEKTIVE WIRKUNG VON AKTIVIERTEM PROTEIN C

Neben seiner antikoagulativen Funktion besitzt das Protein C-System auch zytoprotektive und
antiapoptotische Eigenschaften. Zur Erfiillung seiner zytoprotektiven Aufgaben benotigt Protein C den
»endothelial protein C receptor” (EPCR) und den ,,protease-activated receptor 1° (PAR-1) [131, 132].

Die zytoprotektiven Wirkungen von aktiviertem Protein C umfassen Verdnderungen der
Genexpression, antiinflammatorische Eigenschaften, antiapoptotische Effekte und eine Férderung der
endothelialen Barrierefunktion [132-136].

Mechanismen der zytoprotektiven Wirkung. Aktiviertes Protein C fordert die Expression von
antiinflammatorischen und antiapoptotischen Genprodukten und hemmt proinflammatorische und
proapoptotische Signalwege [133, 134, 136-140]. aPC unterdriickt unter anderem die Expression und
Funktionalitdt des proinflammatorischen und proapoptotischen Transkriptionsfaktors NF-kB, wodurch
die Freisetzung von Entziindungsmediatoren aus Leukozyten und Endothelzellen und die Expression
von vaskuldren Adhisionsmolekiilen gehemmt wird [141-143]. Die antiapoptotischen Wirkungen von
aPC resultieren aus Anderungen des Gleichgewichts von pro- und antiapoptotischen Molekiilen zu
Gunsten der antiapoptotischen Molekiile des intrinsischen und extrinsischen Apoptosesignalwegs. So
konnte in einem Tiermodell gezeigt werden, dass aPC die Konzentrationen der proapoptotischen
Molekiile p53 und Bax senkt und gleichzeitig die Konzentration des antiapoptotischen Molekiils Bcl-2
erhoht. Zusitzlich werden auch hemmende Effekte auf den extrinsischen Apoptosesignalweg
beschrieben [144]. Die antiapoptotischen Effekte von aPC konnten experimentell in vitro und in vivo
gezeigt werden und sind ein wichtiger Aspekt der pharmakologischen Wirkung von aPC als
Therapeutikum bei entziindlichen Prozessen, wobei bis heute keine intrazellularen Targets fiir aPC
beschrieben worden sind [143, 145]. Die endothelstabilisierende Wirkung von aPC wird unter
anderem durch EPCR abhingige PAR-1 Aktivierung und iiber den Sphingosin-1-Phosphat (S1P) Weg
vermittelt. aPC induziert die Sphingosinkinase 1, wodurch es zu einer Hochregulation von S1P und
iiber den S1P-Rezeptor 1 zu einer Stabilisierung der endothelialen Barriere kommt [104]. Neben
diesen direkten Effekten kann aPC indirekt durch Hemmung der durch tPA induzierten
Matrixmetalloproteinase 9 (MMP 9), deren Wirkung in einer Durchbrechung der Endothelbarriere
beruht, ebenfalls Einfluss auf die Integritit des Endothels nehmen [134, 138, 144].
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ABBILDUNG 5. PROTEIN C — WIRKUNGSMECHANISMEN

Protein C wird in der Leber Vitamin-K-abhangig synthetisiert und in das Blut abgegeben. Nach
Bindung an den ,endothelial protein C receptor® (EPCR), der auf Endothelzellen konstitutiv exprimiert
wird, kann Protein C durch Thrombin, das an ,thrombomodulin® (TM) gebunden ist, aktiviert werden.
Durch limitierte Proteolyse und Abspaltung des Aktivierungspeptides entsteht aktiviertes Protein C
(aPC). aPC wirkt durch Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren Faktor Va (F Va) und Faktor Vllla (F
Vllla) antikoagulatorisch. Die zytoprotektive und antiinflammatorische Wirkung von Protein C wird
durch eine Konformationsanderung mit anschliefend veranderten Signaling des ,protease-activated
receptor 1“ (PAR-1) vermittelt. Bindet Protein C bzw. aPC an den EPCR fihrt dies zu einer
Konformationsanderung des EPCR, die ihrerseits zu einer Konformationsdnderung des PAR-1
beitragt. Die eigentliche Aktivierung des PAR-1 geschieht Uber limitierte Proteolyse des extrazellularen
Aktivierungspeptides durch Thrombin bzw. aktiviertes Protein C. Durch Hemmung des Transkriptions-
faktors NF-kB wird die Transkription proinflammatorischer Gene von Zytokine und Adhasionsmolekiile
gehemmt [100, 104, 131, 136, 137, 141, 143, 146].

Fiir die Erfiillung der oben genannten zytoprotektiven Wirkungen bendétigt aPC die Gegenwart von
EPCR, Caveolin-1 und PAR-1 [101, 132, 136, 147, 148]. Das protektive Signaling durch aPC ist dabei
an die Aktivierung von Protein C auf den Endothelzellen gebunden [149]. Aktiviertes Protein C kann
durch limitierte Proteolyse den ,,protease-activated receptor 1“ (PAR-1) aktivieren [136]. Durch
Spaltung an einer spezifischen Schnittstelle der N-terminalen extrazelluliren Doméne entsteht eine
Konformationsédnderung, die ein G-Protein gekoppeltes Signaling bedingt [150]. Dieses ist fiir die
Aufrechterhaltung der Endothelzellintegritidt und —funktion, sowie fiir die Hemmung der Apoptose und
damit fiir die Zytoprotektion der Endothelzellen verantwortlich [143]. Interessanter Weise ist der
wichtigste Aktivator von PAR-1 Thrombin, das mit einer um mehrere Potenzen hdheren Affinitét
PAR-1 aktiviert [151] und iiber dessen Aktivierung zu einer Permeabilititssteigerung des Endothels
und zu einem Anstieg der Apoptoserate fiihrt [136]. Diese widerspriichlichen Effekte werden u.a. mit
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der Anwesenheit oder dem Fehlen des endothelialen Protein C Rezeptors (EPCR), von Caveolin-1,
veranderten S1P- und Tie2-Leveln erklart [106, 141, 143]. So scheint die Anwesenheit von
Thrombomodulin, EPCR und PAR-1 in Lipidmikrodomédnen der Zellmembran Voraussetzung fiir das
zytoprotektive Signaling von aPC zu sein [106, 148, 152]. Demnach ist in Anwesenheit von aPC
gebunden an den EPCR und Kolokalisation mit dem PAR-1 auch Thrombin in der Lage zytoprotektive
und endothelstabilisierende Effekte auszuldsen [146, 152]. In Abwesenheit von EPCR und aPC
dagegen zeigt Thrombin die entgegengesetzten Wirkungen.

1.9 PROTEIN C — ALTERNATIVE EINSATZMOGLICHKEITEN

Das Protein C-System bietet interessante therapeutische Moglichkeiten, da es sowohl antikoagulative,
als auch zytoprotektive Eigenschaften vereint [100, 101, 104, 106, 127, 146]. In verschiedenen in vitro
und in vivo Experimenten wurden positive Effekte in der Therapie von schweren systemischen
Entziindungsreaktionen, akutem Lungenversagen und Gewebeschiddigung nach Ischdmie
nachgewiesen [82, 94, 142]. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde der Einsatz von aktiviertem Protein
C zur Therapie der schweren Sepsis des Menschen in einer gro3 angelegten Studie untersucht und ein
therapeutischer Gewinn festgestellt. Die PROWESS-Studie zeigte eine deutliche Risikoreduktion der
Letalitét bei schwerer Sepsis [95]. Das Handling von aktiviertem Protein C ist jedoch nicht einfach, da
die erwiinschten zytoprotektiven Effekte zum Preis eines hoheren Blutungsrisikos erkauft werden. Das
Auftreten von schweren Blutungen war dann unter anderem auch verantwortlich fiir die Reevaluation
der aPC-Therapie bei schwerer Sepsis. Infolge verdnderter lungenprotektiver Beatmungstechnik von
Sepsispatienten im septischen Schock, konnte im Jahr 2012 in der so genannten PROWESS-Schock
Studie kein therapeutischer Nutzen von aPC mehr gesehen werden [82, 96]. Durch die Riicknahme der
Behandlungsempfehlung der zustidndigen Arzneimittelbehdrden der USA und der EU, hat der einzige
Hersteller von aPC die weitere Produktion eingestellt, sodass ein weiterer Einsatz im Menschen
momentan nicht moglich ist [82]. Um das Problem der iiberméBigen Blutung zu minimieren, konnte
der Einsatz von selektiv zytoprotektiven aPC-Mutanten sinnvoll sein [143, 153]. AuBlerdem sollte der
Einsatz des Zymogens Protein C (Ceprotin) anstelle des aktivierten Protein C erwogen werden, da die
Aktivierung des Protein C zu aPC lokal am Ort der Entziindung gefordert und damit systemisch hohe
Dosen an aPC vermieden werden konnten. Inwiefern Protein C in chronisch systemischen
Krankheitsprozessen, wie z.B. einer chronischen viralen Infektion (z.B. chronische Hepatitis C) von
Bedeutung sein kann, ist bis jetzt noch nicht ausreichend untersucht worden. Hier konnte zusétzlich
die antikoagulative Wirkung von therapeutischem Interesse sein.
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2. FRAGESTELLUNG

Doppelstringige RNA dient dem angeborenen Immunsystem als wichtiges molekulares Muster zur
Erkennung eindringender Pathogene und hier insbesondere zur Erkennung von RNA-Viren. Zimmer et
al. konnten zeigen, dass das synthetische ds-RNA Analogon Poly(I:C) in vivo zu einer endothelialen
Dysfunktion beitrdgt, die Expression proinflammatorischer Zytokine und die Plaquebildung im
Prozess der Atherosklerose fordert [78]. Ex vivo konnten Preissner et al. einen prothrombotischen
Einfluss von Poly(I:C) auf die Expression von Oberflichenmolekiilen von Endothelzellen nachweisen
[80].

Virale Infektionen &uBlern sich in Patienten hiufig mit Verdnderungen der Blutstillung, die durch
intravasale Thrombusbildung und im Extremfall durch unkontrollierte disseminierte intravasale
Gerinnung zur Verbauchskoagulopathie mit nachfolgender schwerer Himorrhagie fiihren kann. Diese
Komplikationen spielen sowohl bei akuten als auch chronischen viralen Infektionen eine bedeutende
Rolle in der Pathogenese und Therapie. Infektionen mit hidmorrhagischen Viren, wie z.B. die Ebola-
Epidemie 2014 in Westafrika, zeigen eindriicklich die Gefahren, die mit den Verédnderungen des
Gerinnungssystems verbunden sind. Aber auch in Patienten mit chronisch-viralen Infektionen, z.B.
mit dem Hepatitis C-Virus, kdnnen hiufig disseminierte Gerinnungsstérungen in der Mikrozirkulation
mit nachfolgender Beeinflussung der Himostase des Patienten gesehen werden.

In der Behandlung der bakteriellen Sepsis wurde in den vergangenen Jahren aktiviertes Protein C
eingesetzt. Dabei war vor allem die zytoprotektiven Wirkung therapeutisch gewiinscht. Da aPC aber
auch ausgeprigte antikoagulative Wirkungen besitzt und es unter der Behandlung zu verstirkten
Blutungen gekommen ist, ist der weitere Einsatz aktuell nicht mehr empfohlen. Der Einsatz des
Zymogens Protein C stellt jedoch eine interessante Alternative da.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Untersuchung folgender Fragen:
1.) Fiihrt eine Behandlung von Méusen mit Poly(I:C) zu einer verstarkten Thrombusbildung in vivo?
2.) Konnen die prothrombotische Effekte auch in TLR-3-KO M4iusen gesehen werden?

3.) Sind diese Effekte rein endothelabhingig oder zeigt Poly(I:C) auch direkte Effekte auf die
Thrombozytenfunktion.

4.) Kann aktiviertes Protein C / Protein C die Wirkung von Poly(I:C) giinstig beeinflussen?

Zur Beantwortung der Fragen wurde intravitalmikroskopisch die Thrombusbildung in der
Mikrozirkulation im M. cremaster-Modell in Wildtyp- und TLR-3-KO Maéusen in vivo durchgefiihrt.
In vitro wurden der Einfluss von Poly(I:C) auf Endothelzellen und Thrombozyten, sowie die Wirkung
von aPC auf die Zellexpression untersucht.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 CHEMIKALIEN

3.1.1 KREBS-HENSELEIT-SUPERFUSIONSLOSUNG

TABELLE 1. IONENKONZENTRATION KREBS-HENSELEIT-SUPERFUSIONSLOSUNG

Ion gelost in H,O Konzentration in mM
Na" 145,0
K" 6,0
Cl'2 127.4
Ca™” 1,2
Mg** 1,2
SO~ 1,2
H,PO4 1,0
HCO3 2,5

Osmolaritit: 308 mosm/I

Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt.

Salz Masse in mg pro 51 H,O
NaCl 35064,00
KCl 1864,50
CaCl, 882,12
MgSO4 1478,88
NaHCO; 10501,25
KH,PO, 680,45

Alle Salze wurden von Applichem, Darmstadt, Deutschland bezogen.

3.1.2 FLUORESZENZFARBSTOFFE

TABELLE 2. FLUORESZENZFARBSTOFFE

Name

Firma

Fluorescein isothiocyanate-dextran,

average mol wt 150,000

Fluoresbrite® YG Carboxylate Microspheres
0,5um

SIGMA-ALDRICH Co. LCC., Deutschland

Polysciences Europe GmbH, Eppelheim,
Deutschland

3.1.3 ANASTHETIKA

TABELLE 3. ANASTHETIKA

Anisthetika Konzentration Dosis Firma
(mg/ml) (mg/kgKG)
Midazolam 5 3 Ratiopharm GmbH, Ulm,
Deutschland
Fentanyl 0,05 0,003 Cura MED Pharma GmbH,

Medetomidinhydrochlorid 1

Karlsruhe, Deutschland

0,3 Pfizer, Berlin, Deutschland;
hergestellt durch Orion Pharma
Espoo, Finnland

3.1.4 PHARMAKOLOGISCH AKTIVE WIRKSTOFFE

TABELLE 4. WIRKSTOFFE UND STIMULANTIEN

Substanz

Hersteller

Poly(I:C) HMW

Ceprotin 1000 LE.

INVIVOGEN, San Diego, California, USA

Baxter Deutschland GmbH, Unterschlei3heim,
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Deutschland

Aktiviertes Protein C Eli Lilly, Indianapolis, Indiana, USA

3.2 ZELLKULTUR

Zur Untersuchung von Zellsignalwegen und funktionellen Mechanismen endothelialer Zellen wurden
»human microvascular endothelial cells* (HMEC), ,human umbilical vein endothelial cells*
(HUVEC) und ,,human mesangial cells (HMC) verwendet. Die HUVECs wurden aus menschlichen
Spendernabelschniiren im Labor isoliert und kultiviert. Bei der Zelllinie der HMECs handelt es sich
um eine immortalisierte Zelllinie, die von der Arbeitsgruppe von Ades et al.[154] zur Verfiigung
gestellt wurde. Die primdren HMCs wurden von der Clonetics Corp. (San Diego, CA, USA) erworben

und im eigenen Labor immortalisiert (Banas et al.)[155].

3.2.1 SUBSTANZEN FUR DIE ZELLKULTUR

TABELLE 5. SUBSTANZEN FUR DIE ZELLKULTUR

Substanz

Hersteller

ENDOPAN 3 kit

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Modified
(DMEMM)

Fetal bovine serum (FBS)
Newborn calf serum (NBCS)

Trypsin

Penicillin + Streptomycin

n-Octyl-B-D-glucopyranosid

PAN BIOTECH GmbH, Aidenbach, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Applichem, Darmstadt, Deutschland

TABELLE 6. MEDIUM ENDOTHELZELLEN

»Endopan“

500 ml Endothelzellmedium von PAN Biotech
12,3 ml Supplement-Mix fiir Endothelzellen
5 ml PS (Penicillin / Streptomycin)

TABELLE 7. HUVEC MEDIUM (20%)

»20% HUVEC Medium / HELA-WT / HEK*

500 ml DMEM
100 ml Newborn Calf Serum (NBCS)
5 ml PS (Penicillin / Streptomycin)

TABELLE 8. HUVEC WACHSTUMSMEDIUM

“HUVEC Wachstumsmedium”

¥ “Endopan” + 12 20% HUVEC Medium
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TABELLE 9. HMEC MEDIUM (10%)

“HMEC Medium” 500 ml DMEM
50 ml Fetal bovine serum (FBS)
50 ml Endopan
5 ml PS (Penicillin / Streptomycin)

TABELLE 10. HUNGERMEDIUM (1%)

“1 % Hungermedium” 500 ml DMEM
5 ml Fetal bovine serum (FBS)
5 ml PS (Penicillin / Streptomycin)

TABELLE 11. PHOSPHATE BUFFERED SALINE (PBS)

PBS+ (in g) PBS- (in g)
NaCl 8,00 8,00
KCl1 0,20 0,20
Na,HPO, 1,15 1,42
KH,PO, 0,20 0,20
MgCl, 0,04
CaCl, 0,50
Destilliertes Wasser 1000 ml 1000 ml

pH 7,4

TABELLE 12. COLLAGENASE A LOSUNG

Collagenase Typ 1 (1700 U/mg) lg

PBS+ 1000 ml

Die Losung wurde zur Sterilisation durch den Filter Membrex 25 CA mit einer Porengrof3e von 0,2
um gedriickt.

TABELLE 13. RNA-LYSATE (GEWEBE UND ZELLKULTUR)

peqGOLD Total RNA Kit Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

3.2.2 GERATE FUR DIE ZELLKULTUR

Heraeus Megafuge 1.0R Kendro, Langenseldbold, Deutschland
Microflow Biological Safety Cabinet Klasse 2 Astec Microflow, Hampshire, GroBbritannien
Inkubator Function Line Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland

3.2.3 HUMAN MICROVASCULAR ENDOTHELIAL CELL (HMEC) — KULTIVIERUNG

Vor dem Splitten wurde eine konfluente Schale HMECs mit PBS- griindlich gewaschen. Anschlie3end
wurde PBS- mit Trypsin auf die Zellen gegeben. Nach einer Einwirkzeit von ca. 3 Minuten wurde
unter mikroskopischer Kontrolle das Ablosen der Zellen festgestellt. Eine ausreichende Ablosung war
erreicht, wenn sich ca. 90 % der Zellen nach leichtem Anklopfen der Schale an das Mikroskop von der
Schale ablosten. Die Trypsinreaktion wurde darauthin mit HMEC — Medium (Tabelle 9) gestoppt.
Durch griindliches Auf- und Abpipettieren und Abspiilen der Schale wurde eine moglichst grof3e
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Menge an Zellen aufgenommen. Beim Splitten im Verhiltnis 1:2 wurde nach einem Tag ausreichende
Konfluenz erzielt. Ein Splitten von 1:3 verlidngerte die Wachstumszeit auf ca. 2 Tage. Die Zellen
wurden in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO,-Atmosphérenanteil kultiviert.

Das HMEC — Medium wurde etwa alle 2 Tage gewechselt.

3.2.4 HUMAN UMBILICAL VEIN ENDOTHELIAL CELL (HUVEC) — GEWINNUNG AUS
NABELSCHNUREN IN HALBSTERILEM VERFAHREN

HUVECs sind menschliche Endothelzellen, die aus Nabelschnurvenen isoliert werden. Nach der
Isolation konnen diese bis zur dritten Passagen in vitro kultiviert werden. Die menschlichen
Nabelschniire wurden von den Geburtsabteilungen des Klinikums Schwabing und des Klinikums
Rechts der Isar zur Verfiigung gestellt. Die Patienten wurden zuvor informiert und ein schriftliches
Einverstdndnis eingeholt. Die Untersuchungen entsprachen den Prinzipien der ,,Declaration of
Helsinki*.

Die Nabelschnur wurde zu Beginn von Blut befreit, mit PBS+ gespiilt und etwas gekiirzt. Die PBS-
Losung wurde aus der Vene gedriickt und anschlieSend einige Milliliter Collagenase A Losung in die
Vene eingefiillt. Die ersten auslaufenden Tropfen wurden verworfen. Anschliefend wurde
Collagenase A Losung vollstindig in die Vene eingefiillt. Die Nabelschnur wurde in einem Becherglas
mit 0,9% NaCl-Losung (37°C — Wasserbad) fiir 10 min angedaut und nach der Inkubationszeit aus
dem Becherglas genommen. Die Nabelschnur wurde mit HUVEC-Medium (Tabelle 7) gespiilt und
Collagenase A - Losung mit Medium in einem Falcon aufgefangen. Die Collagenase-Medium-
Zellsuspension wurde fiir 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0R von Kendro,
Langenseldbold, Deutschland) und das Collagenase-Medium-Gemisch abgesaugt. Die Zellen wurden
daraufhin in Endopan 3 aufgenommen und in sterile T-Flasche gefiillt und etwa 5 Tropfen PS
zugeben.

Die Zellen wurden téglich mit PBS+ und PS gewaschen und frisches Endopan 3 darauf gegeben.
3.2.5 HUVEC — KULTIVIERUNG

Materialien und Chemikalien:

Frisch isolierte HUVEC in T-Flasche (25 cm?) wurden wie folgt jeden Tag kultiviert:

- PBS" + Penicillin / Streptomycin (PS)

- Endopan 3, steril (vorgewarmt)

-PS

Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt, mit PBS™ + PS gewaschen und Endothelgrowthmedium
(Tabelle 8) auf die Zellen gegeben.

Die primdren HUVEC wurden nur bis zur dritten Passage benutzt.

HUVEC splitten:

Sobald die T-Flaschen konfluent bewachsen waren, wurden die Zellen mit PBS™ gewaschen und
Trypsin dazugegeben. Nach kurzer Wartezeit bis die Zellen sich abgeldst hatten, wurde 20% HUVEC-
Medium + 20-50% Endopan 3 dazugegeben um die Trypsinreaktion zu stoppen. AnschlieBend wurden
die Zellen auf neue Petrischalen ausgesit.

3.2.6 HUMAN MESANGIAL CELLS (HMC)

Die ,,human mesangial cells* (HMCs) wurden mit ,,Dulbecco’s modified Eagle’s medium* (DMEM),

das mit 10% hitzeinaktiviertem fetalen Kélberserum und 1% Penicillin/Streptomycin versetzt war,
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kultiviert. Die Zellen wurden unter Standardbedingungen im Inkubator wachsen lassen und bei
Erreichen einer 90-prozentigen Konfluenz mit Trypsin und EDTA abgelost und im Verhéltnis 1:5 auf
neue Petrischalen aufgeteilt. Das Medium wurde regelmifBig alle drei Tage gewechselt.

3.3 IN VITRO UND EX VIVO — EXPERIMENTE

3.3.1 GERATE

Instrument | Hersteller

Chrono log Aggregometer Chrono log corporation, Havertown, USA

BD FACScanto II flow cytometer BD Biosciences, San Jose, USA

BD FACSDiva Software BD Biosciences, San Jose, USA

ROTEM® delta Tem International GmbH, Miinchen, Deutschland

3.3.2 ANTIKORPER

Name | Hersteller

APC-Mouse Anti-Human CD62P-1gGl1 BD Biosciences, San Jose, USA
(BD; #550888)

APC-Mouse-IgG1-Isotyp-Control (BD; #555751) BD Biosciences, San Jose, USA
FITC- Anti Human PAC-1 (BD; #340507) BD Biosciences, San Jose, USA

3.3.3 MRNA PRIMER

Alle verwendeten mRNA-Primer waren kommerziell erhiltliche TagMan® Produkte der Firma Life
Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland.

3.3.4 UNTERSUCHUNG DER MRNA-TRANSKRIPTION MIT DER QUANTITATIVEN REAL
TIME PCR

Zur quantitativen Untersuchung der mRNA-Menge in den Zellen wurde die ,,quantitative real time
polymerase chain reaction” (rt-PCR) verwendet, da dieses Verfahren gut zur Bestimmung der Menge
einer gewiinschten mRNA in den Zellen geeignet ist. Dazu wurden die Zellen bis zum subkonfluenten
Stadium wachsen lassen und dann unter Zugabe von Hungermedium fiir unterschiedliche Zeitpunkte
mit verschiedenen Substanzen inkubiert. Nach der Inkubation der Zellen, wurden diese mit PBS"
griindlich gewaschen, der RNA-Lysis Puffer von PeqLab Biotechnologie mit 1% Mercaptoethanol
(zur Elimination von Ribonucleasen) auf die Zellen gegeben und diese anschliefend abgeschabt. Die
RNA-Isolation erfolgte mit dem PeqGOLD total RNA Kit von PeqLab Biotechnologie analog des
angegebenen Protokolls. Die PCR-Untersuchungen wurden mit kommerziell erhiltlichen Primern der
TagMan®-Produktfamilie der Firma Life Technologies GmbH durchgefiihrt. Alle Messungen wurden
in Duplikaten vorgenommen. Als Referenz wurde das ,,housekeeping gene* GAPDH verwendet. Die
Bestimmung der quantitativen mRNA-Menge wurde mittels der Pfaffl-Methode durchgefiihrt[156].

3.3.4.1 TRANSKRIPTION VON MRNA PROINFLAMMATORISCHER ZYTOKINE,
ADHASIONSMOLEKULE UND PROTHROMBOTISCHER FAKTOREN AUF HMEC NACH
INKUBATION MIT POLY(1:C) UBER VERSCHIEDENE ZEITPUNKTE

22



Material und Methoden

Auf subkonfluent bewachsene Schalen mit HMECs wurde 24 Stunden vor Ende des Versuchs 1%iges
Hungermedium gegeben. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit 10 pg/ml poly(I:C) iiber
verschiedene Zeitpunkte. Am Ende des Versuchs wurden die Zellen lysiert und analog dem Protokoll
in 3.3.4 die quantitative real time PCR durchgefiihrt. Untersucht wurde die mRNA-Expression der
prothrombotischen Faktoren Tissue factor und PAI-1 bestimmt.

3.3.5 DURCHFLUSSZYTOMETRIE AUF HUMANEN THROMBOZYTEN

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, die sowohl das Zellvolumen, als auch die Beschaffenheit
des Zellinneren untersucht. Durch die Konjugation von fluoreszenzmarkierten Antikérpern an
bestimmte Antigene auf der Zelloberfliche, kann anhand des emittierten Lichtes eine Trennung in
verschiedene Zellpopulationen durchgefithrt werden. AuBerdem verhélt sich die Intensitdt der
Emission proportional zur gebundenen Antikérpermenge und damit zur Oberflichenexpression des zu
untersuchenden Antigens. Zur Untersuchung des Aktivierungsgrades menschlicher Thrombozyten
wurde zundchst menschliches Vollblut gewonnen und mit Natriumcitrat im Verhéltnis 1:10
antikoaguliert. Die erste Zentrifugation wurde bei 340 G fiir 15 min und ohne Bremse durchgefiihrt.
Das entstandene Platelet-Rich-Plasma (PRP) wurde im Verhiltnis 1:2 mit Thrombozytenpuffer
verdiinnt und im Verhiltnis 1:1000 mit Iloprost gechemmt. Die zweite Zentrifugation erfolgte bei 600
G fir 10 min ohne Bremse. Der Uberstand wurde verworfen und das Thrombozytenpellet
anschlieBend mit Thrombozytenpuffer resuspendiert. Die sogenannten ,,washed platelets” wurden
gepoolt und die Thrombozytenkonzentration mit dem Coulter-Counter bestimmt. Zur Féarbung der
Thrombozyten wurden die Ansétze auf 25000 Thrombozyten/ul verdiinnt. Zur Stimulation wurde
Thrombin in der Konzentration 2 U/ml fiir 3 min dazugegeben. AnschlieBend folgte die Inkubation
mit den Antikdrpern fiir 20 min bei 37°C. Fiir den Nachweis von P-Selectin wurde der APC-Mouse
Anti-Human CD62P-IgG1 (BD; #550888) und fiir den aktivierten Fibrinogenrezeptor GPIIbIlla der
FITC- Anti Human PAC-1 (BD; #340507) benutzt. Als Isotypkontrolle wurde der APC-Mouse-I1gG1-
Isotyp-Control (BD; #555751) verwendet. AbschlieBend erfolgte die Fixierung der Thrombozyten mit
0,5% Formalin fiir 15 min bei Raumtemperatur und die FACS-Messung mit dem BD FACScanto 11
flow cytometer.

3.3.6 LICHT-TRANSMISSION-AGGREGOMETRIE (BORN-AGGREGOMETRIE)

Die Licht-Transmissions-Aggregometrie nach Born diente der Messung der Thrombozytenaggregation
in Platelet-Rich-Plasma (PRP) nach Aktivierung mit unterschiedlichen Aktivatorsubstanzen[157]. Das
Aggregometer funktionierte dabei als Spektrophotometer, das die Lichtintensitit eines
Infrarotlichtstrahls hinter der durchstrahlten Probe misst. Solange das PRP nicht aktiviert und mit
einem Riihrfisch umgeriihrt wurde, war die Intensitdt der Lichttransmission im Vergleich zur
Kontrolllosung (PPP) geringer. Nach Aktivierung der Thrombozyten, kam es zur Aggregation und
Ausfallen von Thrombozytenaggregaten, wodurch die Transparenz der Losung und die Lichtintensitat
des austretenden Lichts zunahmen. Die Zunahme der Lichtintensitét verhielt sich dabei proportional
zur Thrombozytenaggregation. Zu Beginn des Versuchs wurde menschliches Blut abgenommen und
mit Natriumcitrat im Verhéltnis 1:10 antikoaguliert. Das Vollblut wurde bei 340 G fiir 15 min ohne
Bremse abzentrifugiert. Der Uberstand entsprach danach dem PRP, das vorsichtig abpipettiert wurde.
Als Referenz wurde Platelet-poor-Plasma (PPP) hergestellt, indem PRP fiir 5 min bei 5000 G
zentrifugiert wurde. Es wurde anhand von Vorversuchen und mit Hilfe der Literatur eine
Konzentration von 10 pg/ml Poly(I:C) in PRP verwendet und fiir 10 min, 20 min, 30 min und 45 min
im Inkubator bei 37°C und 5% CO, — Atmosphérenanteil inkubiert. Die Aggregation wurde mit ADP
in einer Konzentration zwischen 1-2 pM ausgelost (Roche Diagnostics International Ltd., Schweiz). In
einer weiteren Versuchsreihe betrug die Inkubationszeit mit 10 pg/ml poly(I:C) 15 min und die
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Aggregation wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen von ADP (low ADP < 10 uM, high ADP
>/= 10 uM), TRAP-6 (20 uM) und Collagen (10 pg/ml) (alle von Roche Diagnostics International
Ltd., Schweiz) gestartet.

3.3.7 UNTERSUCHUNG DER GERINNUNGSZEIT MENSCHLICHEN VOLLBLUTS NACH
ZUGABE VON ZELLLYSATMATERIAL IN VITRO — ,, CLOTTING ASSAY “

Zur Untersuchung der Expression prothrombotischer Molekiile wurde die Gerinnungszeit
menschlichen Vollbluts nach Zugabe von Zelllysatmaterial in der Thrombelastometrie (ROTEM®
delta), im Sinne eines Funktionsassays, untersucht. Dabei korrelierte die Gerinnungszeit in der
Untersuchung mit der Menge an prothrombotischen Molekiilen im Lysat. Nach Inkubation mit 10
pg/ml Poly(I:C) iiber 24 Stunden wurden Lysate von Human microvascular endothelial cells (HMECs)
hergestellt. Dazu wurde am Ende der Inkubationszeit 15 mM n-Octyl-B-D-glucopyranosid auf die
Zellen gegeben, die Zellen abgeschabt, bei 1200 G fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert und dann der
Uberstand abgenommen. Da die Gerinnungszeit in menschlichem Vollblut gemessen wurde, wurde
von einem Spender Blut abgenommen und mit Natriumcitrat antikoaguliert (Citrate/Buffer 9 NC/PFA
Monovette®, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland). Vor Beginn der Thrombelastometrie
wurde der der Kanal ,,EXTEM®* ausgewéhlt, 20 ul CaCl, (Stock 200 mM (,,STARTEM®*)) und 20
pl Zelllysat im Messbehélter vorgelegt und anschlieBend nach Zugabe von 300 pl menschlichen
Vollbluts die Messung gestartet. Der Parameter von Interesse war hierbei die sogenannte
Gerinnungszeit, also die Zeit vom Beginn des Versuchs bis zum Beginn der Gerinnselbildung. Zum
Ausschluss von individuellen Unterschieden des Spenderbluts, wurde zusitzlich eine ,,normale®
EXTEM®-Untersuchung durchgefiihrt.

3.4 IN VIVO — EXPERIMENTE

3.4.1 INTRAVITALMIKROSKOPIE

TABELLE 14. MATERIAL FUR DIE INTRAVITALMIKROSKOPIE

Instrument Firma

150-Watt Halogenlampe KL 1500 LCD,
Lighting and Imaging SCHOTT AG, Mainz,
Deutschland

Bildverarbeitungsprogramm AxioVision Rel. 4.6,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Deutschland

Cremastertisch Eigene Konstruktion zum Aufspannen des

Cremasters iiber einem Deckglas zur
Durchlichtmikroskopie

Einhdngethermostat ED Einhéngethermostat,
Julabo GmbH,Seelbach, Deutschland

Fluoreszenzlampe X-Cite® Series 120Q EXFO,
Lumen Dynamics Group Inc., Mississauga,
Ontario, Canada

Fluoreszenzlichtfilter Filter Set 09,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Deutschland
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Kamera AxioCam HSm,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Deutschland

Mikroskop Axiotech vario, modifiziert,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Deutschland

Objektiv 10x A-Plan 10x/0,25 Ph1VARI,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Deutschland

Objektiv 20x ACHROPLAN 20x/0,50 W Ph 2,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Deutschland

Objektiv 40x ACHROPLAN 40x/0,80 W,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Deutschland

Objektiv 5x EC Plan — NeoFLUAR 5x/0,15,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Deutschland

Operationsinstrumente Fine Science Tools GmbH (FST),
Heidelberg, Deutschland

Operationsmikroskop Stereomicroscope Stemi 2000-C with stand S,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Deutschland

Superfusionslésung Krebs-Henseleit- Losung, siche Protokoll

Superfusionspumpe ISMATEC MS REGLO,

IDEX Health & Science SA, Glattbrugg, Schweiz

Waage Sartorius BP 410 S,
Data Weighing Systems, Inc., Elk Grove, Irland

3.4.2 SONSTIGE INSTRUMENTE

TABELLE 15. SONSTIGE INSTRUMENTE

Instrument Firma
COULTER® Ac T diff'™ Analyser Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland
3.4.3 TIERE

Alle Experimente wurden in C57B1/6-Méausen oder in TLR3KO-Maiusen (Tierstammname: B6;129S1-

Tlr3tm1F1lv/]) durchgefiihrt. Die Wildtypméuse wurden von Charles River, Sulzfeld, Deutschland

bezogen. Die TLR3KO-Méuse stammten von The Jackson Laboratory aus Bar Harbor, Maine in den

USA. Die Tiere wurden im Tierstall des physiologischen Instituts der LMU Miinchen in der

SchillerstraBe 44 gehalten und geziichtet, wo sie einen 12 Stunden Licht-Dunkelheit-Zyklus hatten. Sie
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konnten sich frei in ihren Kéifigen bewegen und hatten freien Zugang zu Wasser und Futter. Die
Umgebungstemperatur betrug 24°C und die Luftfeuchtigkeit 50%. Alle Experimente erfolgten unter
Beachtung der Paragraphen §1, §2 und §2a des deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG) und wurden
von der Regierung von Oberbayern genehmigt. Die Untersuchungen erfolgten konform zu den
Richtlinien des ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals®, die vom US National Instituts of
Health veroffentlicht wurden. (NIH Publication No. 85-23, revised 1996)

3.4.4 NARKOSE

Die Operationen am lebenden Tier wurden unter Kurzzeitnarkose durchgefiihrt. Die verwendeten
Anisthetika sind in der Tabelle unter 3.1 ANASTHETIKA aufgelistet. Die Anisthetika wurden in
physiologischer Kochsalzlosung (0,9 % NaCl (aq)) gelost und intraperitoneal appliziert. Das
Losungsverhéltnis betrug: 160 pl Fentanyl, 160 pl Midazolam, 80 pul Medetomidinhydrochlorid, 3600
pl NaCl 0,9 % (aq). Das ergab 4000 ul Standard-Narkose. Das injizierte Volumen orientierte sich am
Gewicht der Maus. Es wurden 150 pl Standard-Narkose pro 10 g Kérpergewicht Maus intraperitoneal
gespritzt. Zusdtzlich wurde ca. 10 min nach der intraperitonealen Gabe weitere 100 pl Standard-
Narkose intramuskulér in den Oberschenkel injiziert. Am Ende des Versuchs wurde die Maus durch
eine Uberdosis (2g/kg) Natriumpentobarbital (Merial GmbH, Halbergmoos, Deutschland) getétet.

3.4.5 PRAPARATIONSABLAUF ARTERIA CAROTIS — KATHETER

Der Arteria carotis — Katheter diente sowohl der intraarteriellen Injektion verschiedenster Substanzen,
als auch der Blutentnahme. Dabei wurden die Maiuse zundchst dem Narkoseprotokoll folgend
andsthesiert. AnschlieBend wurde die Stelle des Hautschnitts mit einem Hautdesinfektionsmittel
griindlich desinfiziert. Der Hautschnitt erfolgte, assistiert mit einer stumpfen Pinzette, mit einer
kleinen Schere cranial des Jugulums und lateral der Trachea. Mit zwei spitzen Pinzetten wurde
vorsichtig das Bindegewebe wegpripariert und in der Tiefe die A. carotis freigelegt. Dabei wurde das
umgebende Bindegewebe durch den Gewebehaken zur Seite gezogen. Der Nervus vagus musste
vorsichtig von der A. carotis gelost werden. Eine Schédigung sollte vermieden werden, da ansonsten
die Atmung der Maus beeintrichtigt werden kann. Die freigelegte A. carotis wurde anschlieBend mit
einer kleinen Schere unterlegt und aufgespannt. Das craniale Ende wurde mit einem Faden
abgebunden. Kaudal wurde das GefdBl mit einer Gefdllklemme abgeklemmt und zwei weitere Fiaden
wurden cranial der Klemme vorgelegt. Die A. carotis wurde dann mdglichst weit cranial mit der
GefaBlschere oberflachlich eingeschnitten. In das entstandene Loch wurde schlielich der
Kunststoftkatheter (0,28 mm ID, 0,61 mm AD; SIMS Portex, U.K.) eingefiihrt und im Gefal3
vorgeschoben. Die beiden vorgelegten Knoten wurden leicht iiber dem Katheter angezogen. Nach der
Entfernung der Klemme miisste eine pulsierende Blutsdule im Katheter erkennbar gewesen sein. Der
Katheter wurde noch etwas weiter in Richtung Herz vorgeschoben. Die leicht angezogenen Knoten
wurden nun festgezogen und der Katheter festverknotet. Je nach Dauer des Versuchs wurde der
Hautschnitt anschlieBend wieder verndht. Bei kurzdauernden Versuchen reichte es aus, dass die
Wundréinder vorsichtig angelegt wurden. Der Katheter wurde regelmafig mit Kochsalzldsung gespiilt,
um eine Thrombusbildung im Katheter zu vermeiden.

3.4.6 BLUTBILDUNTERSUCHUNG MIT EINEM COULTER-COUNTER

Uber einen Arteria carotis — Katheter wurde etwa 50ul Vollblut enthommen und mit Natriumcitrat im
Verhiltnis 1:10 (Natriumcitrat/Vollblut) antikoaguliert. Die gewonnene Blutprobe wurde anschlieBend
mit einem Coulter-Counter (Tabelle 15) ausgewertet und ein kleines Blutbild erstellt.

3.4.7 TAIL BLEEDING — EXPERIMENT IN DER MAUS
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Zur Untersuchung der Hamostase diente die Bestimmung der Blutungszeit im sogenannten Tail
bleeding — Experiment [158]. Dazu wurde einer narkotisierten Maus das distale Schwanzende 5 mm
proximal amputiert und das Blutungsverhalten untersucht. Der gesamte Schwanz wurde dafiir in ein
GefaBl mit auf 37°C gewdrmter, physiologischer Kochsalzlosung gehidngt. Bestimmt wurde die Zeit bis
zum Sistieren der Blutung (Blutungszeit).

3.4.7 PRAPARATIONSABLAUF M. CREMASTER MODELL

Zur Untersuchung der Mikrozirkulation in vivo wurde das Cremaster-Modell verwendet [159, 160].

Die Maus wurde am Beginn des Versuchs dem Narkoseprotokoll (S. 26) entsprechend in Narkose
gelegt. Die schlafende Maus wurde auf den Cremastertisch aufgespannt. Dabei wurde das Skrotum
leicht tiber das Deckglas mobilisiert. Mit einer feinen Federschere wurde das Skrotum durch einen
kleinen tangentialen Schnitt eroffnet. Der Schnitt sollte nicht zu groB3 sein, da ansonsten der Hoden
leicht aus der Bauchhodhle prolabiert und damit die Cremastermikroskopie erschwert. Der Cremaster
wurde anschlieBend mit einer stumpfen Pinzette gefasst und das Skrotum Stiick fiir Stiick
zuriickgeschoben. Nachdem der Cremaster komplett aus dem Skrotum geldst war, wurde dieser iiber
das Deckglas gezogen und auf der gegeniiberliegenden Seite mit einem Pin fixiert. Das vorhandene
Bindegewebe wurde mit zwei spitzen Pinzetten vorsichtig entfernt. Nachdem das Bindegewebe
entfernt worden war, wurde der Cremaster mit einer feinen Federschere longitudinal er6ffnet. Dabei
wurde groBeren GefdBen ausgewichen. Der Cremaster wurde anschlieBend aufgefaltet und mit
mehreren Pins konzentrisch fixiert. Der Nebenhoden wurde vorsichtig mobilisiert und seitlich iiber
den Cremaster hinaus am Rand des Deckglases festgepinnt. Sollte der Nebenhoden wichtige Geféalle
verdeckt haben, wurde er vorsichtig vom Cremaster gelost. Dabei sollten groflere Gefdle mit dem
Elektrokauter koaguliert werden. Wahrend aller Schritte musste der Cremaster regelméBig mit NaCl
0,9 % (aq) befeuchtet werden, um ein Austrocknen zu verhindern.

3.4.8 LIGHT-DYE-SCHADIGUNG MIT FITC-DEXTRAN IM CREMASTER DER MAUS

Die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs Fluorescein isothiocyanate-dextran (FITC-Dextran) mit
Fluoreszenzlicht des Wellenldngenspektrums 450 - 490 nm fiihrt zur Emission von Licht im griinen
Spektralbereich. Zusitzlich entstehen photochemische Reaktionsprodukte, die zu einer Schidigung
des Endothels beitragen und die Thrombusbildung in der Mikrozirkulation auslésen [161].

24 Stunden vor Beginn der photochemischen Endothelschidigung (Light-dye-Schadigung) wurde die
Maus durch Injektion von 200 pg Poly(I:C) (2 mg/ml) verdiinnt in 200 pl physiologischer
Kochsalzlosung bzw. durch 400 ul physiologische Kochsalzlosung (Kontrollgruppe) intraperitoneal
stimuliert. Der eigentliche Versuch begann mit der Einleitung der Narkose (S. 26). Anschliefend
erfolgte die Préparation des A. carotis — Katheters (S. 25) und eine Blutentnahme in Natriumcitrat
(Natriumcitrat : Blutvolumen = 1:10). Aus dem Citratblut wurde mit dem COULTER® Ac T diff'™
Analyser (S.25) ein Blutbild erstellt. 30 Minuten vor Versuchsbeginn wurden 1 pl Ceprotin®losung
(S.18) bzw. Albuminkontrolllosung pro Gramm Maus iiber den A. carotis — Katheter appliziert. Fiir
den Versuch wurden pro Cremaster jeweils 2 Venolen mit einem Durchmesser von ca. 40 um und eine
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‘ Intravitalmikroskopie - Cremaster Modell

Beginn Light-dye-Injury S Beginn Thrombushildung

GefiBverschluss

ABBILDUNG 6. VERSUCHSAUFBAU INTRAVITALMIKROSKOPIE UND CREMASTER-MODELL

a) Versuchsaufbau zur Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie. Desktop mit zwei Bildschirmen und
Kamerasoftware Axio Vision Rel 4.6., Kamera: AxioCam HSm, Axiotech vario Mikroskop, modifiziert,
Einhangethermostat und Wasserbad, Superfusionspumpe (genauere Informationen siehe Tabelle:
Materialien fur Intravitalmikroskopie). b) Endergebnis der Cremasterpraparation auf Cremastertisch
(eigene Konstruktion). c) Beginn des Light-dye-Injury Experiments. d) Beginn der Thrombusbildung
am unteren linken Bildrand. e) Vollstandiger Verschluss des Gefalles durch intraluminalen Thrombus.
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Arteriole mit einem Durchmesser von ungefdhr 60 pm ausgesucht. Als Superfusionslésung wurde
Krebs-Henseleit-Superfusionslésung mit einer Temperatur von ca. 37°C und das Filter Set 09 von
Zeiss verwendet. Die Bestimmung der Flussgeschwindigkeit erfolgte mit Fluoresbrite®YG
Carboxylate Microspheres 0,5um (,red beads”). Nach Anregung mit Fluoreszenzlicht des
Wellenlangenspektrums 450 - 490 nm emittieren diese Licht im roten Wellenldngenbereich. Die ,,red
beads* wurden in einer Verdiinnung von 1:100 in physiologischer Kochsalzlosung suspendiert und
iber den A. carotis — Katheter injiziert. Zur Auswertung der Flussgeschwindigkeit wurden
Videoaufnahmen mit dem Fluoreszenzmikroskop angefertigt. Dazu wurde das 20x
Wasserimmersionsobjektiv und eine Belichtungszeit von 20 ms verwendet. Die pro Belichtung
zuriickgelegte Strecke der ,red beads” ergab auf der Aufnahme einen Strich, dessen Linge man
ausmessen konnte. Uber eine Mittelwertbildung konnte dadurch auf die mittlere Geschwindigkeit der
Teilchen im Blutstrom geschlossen werden. Die eigentliche Endothelschddigung begann mit der i.a.
Injektion von 2 ul 5%iger FITC-Dextran PBS — Losung pro Gramm Maus. 5 Minuten nach Injektion
erfolgte mit dem 40x Wasserimmersionsobjektiv und Fluoreszenzlicht im Spektrum von 450 — 490 nm
die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs. Die Endpunkte des Versuchs waren die Zeit bis zum Beginn
der Thrombusbildung (,,Onset) und die Zeit bis zum kompletten Gefal3verschluss (,,Verschlusszeit™).

3.5 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde das Programm ,,Sigma Stat* der Version 3.5
benutzt. Fiir normalverteilte Daten und den Vergleich von zwei Gruppen wurden der Student’s t-Test
verwendet, wihrend fiir den Vergleich mehrerer Gruppen der ,,One way ANOVA mit Dunn’s
correction angewendet wurde. Nicht normalverteilte Werte zweier Gruppen wurden durch den
»~Mann-Whitney Rank Sum Test* analysiert und fiir den Vergleich mehrerer Gruppen eine ,,Analysis
of variance in ranks* durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau betrug 5%. Sofern nicht anders beschriftet
wurden alle Daten als Mittelwert +/- Standardfehler angegeben.
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4. ERGEBNISSE

4.1 EINFLUSS VON POLY(I:C) AUF DAS BLUTBILD VON C57BL/6-WT- UND TLR-3-
KO-MAUSEN

Das synthetische doppelstrangige RNA-Analogon Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly(I:C)) wurde
nach Auswertung von Vorversuchen und an Hand bekannter Werte aus der Literatur [78] in einer
Dosis von 200 pg, gelost in einem Gesamtvolumen von 400 ul physiologischer Kochsalzlosung, 24
Stunden vor Versuchsbeginn intraperitoneal appliziert. Die Kontrolltiere erhielten das gleiche
Volumen physiologischer Kochsalzlosung. Uber einen Kunststoffkatheter, der in die Arteria carotis
gelegt wurde, wurde zu Versuchsbeginn eine Blutprobe in der GréBenordnung von 50 pl gewonnen,
1:10 in Natriumcitrat zur Antikoagulation verdiinnt und ein Blutbild mit dem Coulter-Counter erstellt.
Dabei zeigten die mit Poly(I:C) behandelten Tiere signifikant verminderte Leukozyten- und
Thrombozytenzahlen (Abbildung 7).
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ABBILDUNG 7. BLUTBILDVERANDERUNGEN NACH STIMULATION MIT POLY(I:C) IN C57BL/6 WT-MAUSEN

Die Blutentnahme erfolgte iber einen Kunststoffkatheter, der in die Arteria carotis gelegt wurde. Das
Blut wurde mit Natriumcitrat im Verhaltnis 1:10 antikoaguliert. Die Blutbilder wurden mit einem Coulter
Counter erstellt. 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 200 pg Poly(I:C) kam es zu einem
signifikanten Abfall der Thrombozyten- und Leukozytenzahl im Vollblut (n = 4-6, **p < 0,01. Mittelwert
+/- Standardfehler, Statistik der Leukozytenzahl mit ,Rank Sum Test"; bei der Thrombozytenzahl mit t-
Test (beides Sigma Plot)).

Der Median +/- Standardfehler der Leukozytenzahlen bei den Poly(I:C)-Tieren betrug 1,1 x 10° +/- 0,1
x 10’ Leukozyten/ul Vollblut, wihrend der Median +/- Standardfehler der Kontrollgruppe bei 8,7 x
10° +/- 1,5 x 10’ Leukozyten/ul lag und war damit signifikant niedriger (n = 4-6; **p < 0,01). Die
Thrombozytenzahl bei den Poly(I:C)-Tieren war ebenfalls signifikant kleiner als bei den
Kontrolltieren und lag bei 635,1 x 10° +/- 66,3 x 10’ Thrombozyten/ul (Mittelwert +/- Standardfehler),
wohingegen die Kontrolltiere einen Mittelwert von 1124,5 x 10° +/- 94,7 x 10’ Thrombozyten/pl
hatten (n = 4-6; **p < 0,01; Statistik der Leukozytenzahl mit ,Rank Sum Test“; bei der
Thrombozytenzahl mit t-Test (beides Sigma Plot)).

Ahnliche Effekte, wie in den C57Bl/6Wt-Miusen, wurden auch in den TLR-3-KO-Miusen gesehen.

Der Mittelwert +/- Standardfehler der Leukozytenzahl der Kontrolltiere war mit 6,8 x 10° +/- 1,2 x 10’

Leukozyten/pul im Vergleich zum Mittelwert und Standardfehler der mit 200 pg Poly(I:C) behandelten

Tiere, der bei 0,5 x 10° +/- 0,1 x 10’ Leukozyten/ul lag, signifikant groBer. Bei den
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Thrombozytenwerten konnte nach Behandlung mit Poly(I:C) mit 839,0 x 10° +/- 31,6 x 10’
Thrombozyten/ul (Mittelwert +/- Standardfehler) bezogen auf 1131,7 x 10° +/- 684 x 10’
Thrombozyten/pl (Mittelwert +/- Standardfehler) ein signifikanter Abfall nach Behandlung mit
Poly(I:C) gezeigt werden (Abbildung 8) (n = 11-14; **p < 0,01; Statistik der Leukozytenzahl mit
»Rank Sum Test“; bei der Thrombozytenzahl mit t-Test (beides Sigma Plot)).
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ABBILDUNG 8. BLUTBILDVERANDERUNGEN NACH STIMULATION MIT POLY(I:C) IN TLR-3-KO-MAUSEN

Die Blutentnahme erfolgte iber einen Kunststoffkatheter, der in die Arteria carotis gelegt wurde. Das
Blut wurde mit Natriumcitrat im Verhaltnis 1:10 antikoaguliert. Die Blutbilder wurden mit einem Coulter
Counter erstellt. 24 Stunden nach intraperitonealer Applikation von 200 pg Poly(l:C) kam es zu einem
signifikanten Abfall der Thrombozyten- und Leukozytenzahl im Vollblut (n = 11-14, **p < 0,01.
Mittelwert +/- Standardfehler, Statistik der Leukozytenzahl mit ,Rank Sum Test; bei der
Thrombozytenzahl mit t-Test (beides Sigma Plot)).

Der Einfluss der Blutbildverdnderungen nach Stimulation mit 200 pg Poly(I:C) iiber 24 Stunden auf
die Himostase (Blutstillung) wurde mit dem Tail bleeding — Experiment untersucht.

Dabei konnte kein signifikanter Unterschied in der Zeit bis zum Stillstand der Blutung (Blutungszeit)
festgestellt werden. Der Mittelwert +/- Standardfehler betrug in Bezug auf die Blutungszeit bei den
Kontrollen 7,2 min +/- 0,8 min und war damit nicht signifikant unterschiedlich als der Wert der
Poly(1:C)-Gruppe, der bei 7,4 min +/- 1,0 min lag (n = 5-6; p > 0,8).

4.2 ARTERIOLARE THROMBUSBILDUNG IN VIVO IM MUSCULUS CREMASTER NACH
PHOTOCHEMISCHER SCHADIGUNG MIT FITC-DEXTRAN UND STIMULATION MIT
PoLY(I:C) IN C57BL/6 WT-MAUSEN

Mit dem Versuch ,,Light dye Schadigung® im Musculus cremaster der Maus wurde der Einfluss von
Poly(I:C) auf die Thrombusbildung in der Mikrozirkulation eines Muskels untersucht (Abbildung 9).
Die Zeit von Beginn der Schiadigung bis zum Beginn der Thrombusbildung und die Zeit bis zum
vollstdndigen Verschluss des Gefales (Verschlusszeit), war nach i.p. Stimulation mit 200 pg Poly(I:C)
iiber 24 Stunden in den Arteriolen (Durchmesser ~ 60 um) signifikant kiirzer. So dauerte es im Mittel
nur 9,3 min +/- 1,1 min (Mittelwert +/- Standardfehler) bis es in den mit Poly(I:C) behandelten Tieren
zur Thrombusbildung kam, was signifikant kiirzer als bei den Kontrolltieren mit 13,9 min +/- 0,8 min
war. Der Mittelwert der Verschlusszeit der mit Poly(I:C) stimulierten Tiere lag mit 18,3 min +/- 1,4
min Standardfehler signifikant niedriger, als bei den Kontrolltieren, bei denen der Mittelwert +/-
Standardfehler mit 31,2 min +/- 2,6 min hoher lag (n = 11-12, **p < 0,01; t-Test (Sigma Plot)). Die
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Mittelwerte der Durchmesser der Arteriolen war bei den Kontrollen mit 61,7 pm +/- 2,1 pm und
Poly(I:C)-Tieren 61,2 um +/- 2,9 um nicht signifikant unterschiedlich (p > 0,5).
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ABBILDUNG 9. THROMBUSBILDUNG IN DEN ARTERIOLEN DES M. CREMASTER NACH PHOTOCHEMISCHER
SCHADIGUNG MIT FITC-DEXTRAN UND STIMULATION MIT POLY(I:C) IN C57BL/6WT-MAUSEN

Die Zeit von Beginn der Schadigung bis zum Beginn der Thrombusbildung und die Zeit bis zum
vollstandigen Verschluss des Gefales (Verschlusszeit), war nach i.p. Stimulation mit 200 ug Poly(I:C)
Uber 24 Stunden in C57BI/6WT-Mausen signifikant kirzer (n = 11-12, **p < 0,01. Mittelwert +/-
Standardfehler, Statistik mit t-Test (Sigma Plot)). Mittelwert Durchmesser der Arteriolen: ct = 61,7 ym
+/- 2,1 ym; Poly(l:C) = 61,2 ym +/- 2,9 ym.

In den Venolen (Durchmesser ~ 40pum) konnte dagegen kein Unterschied zwischen der Kontroll- und
der Poly(I:C)-Gruppe unter den gewéhlten Bedingungen beziiglich des Beginns der Thrombusbildung
(Median Poly(I:C) 1,2 min vs. ct 1,3 min (n = 12, p > 0,4) bei gleichen Durchmessern der Venolen (n
=12, p>0,3)), als auch der Verschlusszeit (Median Poly(I:C) 4,4 min vs. Ct 4,3 min (n =12, p > 0,7))
gesehen werden. Statistische Berechnung mittels t-Test (Sigma Plot).
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ABBILDUNG 10. THROMBUSBILDUNG IN VENOLEN IM M. CREMASTER NACH PHOTOCHEMISCHER SCHADIGUNG
MIT FITC-DEXTRAN UND STIMULATION MIT PoLY(I:C)

In den Venolen war sowohl die Zeit von Beginn der Schadigung bis zum Beginn der Thrombusbildung,
als auch die Zeit bis zum vollstandigen Verschluss des Gefalles nach Behandlung mit 200 pg
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Poly(l:C) i.p. Gber 24 Stunden nicht signifikant kirzer (n = 6, p > 0,7. Mittelwert +/- Standardfehler,
Statistik mit t-Test (Sigma Plot)). Mittelwert Durchmesser der Venolen: ct = 40,9 ym +/- 0,9 ym;
Poly(l:C) = 41,5 ym +/- 1,5 ym.

Poly(I:C) Kontrolle n- p-Wert | Poly(l:C) Kontrolle | n- p-Wert
MW +/-SD | MW +/-SD | Tiere MW +/- MW +/- Tiere
SD SD

Leukozyten- 0,99 +/- 9,00 +/- 6/4 | 0,006 0,65 +/- 8,58 +/- 4/4 | 0,009
zahl (x103 /pul) | 0,28 3,04 0,13 4,42
Thrombozyten- | 635,1 +/- | 11245+/- | 6/4 | 0,002 827,8 +/- | 1388,4 4/4 | <0,001
zahl (x1 0’/ ul) 175,3 189,4 115,4 +/- 152,5
Durchmesser 61,2 +/- 61,7 +/- 11/ 0,672 61,0 +/- 60,8 +/- 4/4 | 0,966
der Arteriolen 29 21 10 47 3,8
Maximale 13,6 +/- 11,7 +/- 9/8 | 0,237 12,3 +/- 10,0 +/- 4/4 | 0,309
Flussge- 3,5 2,4 2,4 3.4
schwindigkeit
(mm/s)
Blutungszeit 74+/-23|72+4/-19|6/5

Wildtyp TLR-3-KO

TABELLE 16. UBERSICHT UBER DIE BLUTBILDVERANDERUNGEN DER WILDTYP- UND TLR-3-KO-MAUSE NACH
BEHANDLUNG MIT 200pG POLY(I:C) 1.P. UBER 24 STUNDEN.

Poly(l:C) l6ste sowohl in den Wildtypmausen als auch in den TLR-3-KO-Mausen eine signifikante
Leukozyto- als auch Thrombozytopenie aus. Die Gefal3e die fir die Durchfiihrung des Light-dye-Injury
Experiments verwendet wurden, unterschieden sich im Durchmesser und in der maximalen
Flussgeschwindigkeit des Blutes nicht signifikant und sind somit vergleichbar. Die
Blutbildveranderungen nach Poly(l:C)-Gabe zeigten keine merklichen Effekte auf die Blutungszeit
nach Schwanzspitzenamputation in Wildtypmausen.

4.3 ARTERIOLARE THROMBUSBILDUNG IN VIVO IM MUSCULUS CREMASTER NACH
PHOTOCHEMISCHER SCHADIGUNG MIT FITC-DEXTRAN UND STIMULATION MIT
PoLY(I:C) IN TLR-3-KO-MAUSEN

In TLR-3-KO-Méusen konnte im Versuch der photochemischen Schidigung mit FITC-Dextran
sowohl in der Zeit bis zum Beginn der Thrombusbildung, als auch in der Verschlusszeit kein
signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe (ct) und der mit 200 pg Poly(I:C) iiber 24
Stunden behandelten Gruppe (Poly(I:C)) gesehen werden. Der Mittelwert +/- Standardfehler der
Poly(I1:C)-Gruppe war in Bezug auf den Beginn der Thrombusbildung mit 17,0 min +/- 2,1 min nicht
signifikant unterschiedlich zum Mittelwert +/- Standardfehler der Kontrollgruppe mit 18,9 min +/- 2,4
min. Ebenso unterschied sich die Verschlusszeit der Poly(I:C)-Gruppe mit 30,1 min +/- 4,1 min nicht
signifikant von der Verschlusszeit der Kontrolle mit 37,9 min +/- 4,0 min (n = 4; p > 0,1) Abbildung
11). Statistische Berechnung mittels T-Test (Sigma Plot). Die Durchmesser der Arteriolen in der
Kontrollgruppe unterschieden sich im Mittelwert mit 60,8 um +/- 3,8 um nicht signifikant zum
Mittelwert der Poly(I:C)-Tiere mit 60,9 um +/- 4,7 um (p > 0,9).
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ABBILDUNG 11. THROMBUSBILDUNG IN DEN ARTERIOLEN DES M. CREMASTER NACH PHOTOCHEMISCHER
SCHADIGUNG MIT FITC-DEXTRAN UND STIMULATION MIT POLY I:C IN TLR-3-KO-MAUSEN

In TLR-3-KO-Mausen konnte in der ,Light dye Injury® sowohl in der Zeit bis zum Beginn der
Thrombusbildung, als auch in der Verschlusszeit kein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe (ct) und der 24 Stunden vor dem Versuch mit 200 ug Poly(I:C) behandelten Gruppe
(Poly(I:C)) gesehen werden (n = 4, p > 0,1. Mittelwert +/- Standardfehler, Statistik mit t-Test (Sigma
Plot)).

4.4 EINFLUSS VON POLY(I:C) AUF DIE EXPRESSION PROKOAGULATORISCHER
FAKTOREN IN MENSCHLICHEN ENDOTHELZELLEN SOWIE IN INTRINSISCHEN
NIERENZELLEN

Das synthetische doppelstringige RNA-Analogon Poly(I:C) reguliert die mRNA-Expression der
gerinnungsfordernden Molekiile Tissue factor und Plasminogen Activator Inhibitor (PAI-1) in
unterschiedlichen menschlichen Endothelzelllinien hoch (Abbildung 12). Wir untersuchten die
mRNA-Transkription in ,,human microvascular endothelial cells* (HMECs), in ,,human umbilical vein
endothelial cells* (HUVECs) und in ,human mesangial cells“ (HMCs). Eine vergleichende
Untersuchung auf Mesangialzellen wurde durchgefiihrt, da virus-assoziierte immunvermittelte
Erkrankungen wie sie etwa im Rahmen einer Hepatitis C Infektion vorkommen neben vaskuldren
Komplikationen héufig zu entziindlichen glomeruléren Erkrankungen fiithren. Den Mesangialzellen als
intrinsischen Nierenzellen kommt bei der Pathogenese dieser Erkrankung eine bedeutende Rolle zu.
Poly(I:C) fordert auf HMECs in einer Konzentration von 10 pg/ml die mRNA-Transkription nach 12
Stunden signifikant fiir Tissue factor und PAI-1. Die quantitative real time PCR-Untersuchung zeigte
einen deutlichen Anstieg in der Menge der jeweiligen mRNA-Spiegel in den Zellen. Zur
Untersuchung der Produktion gerinnungsfordernder Molekiile wurde der sogenannte ,,Clotting Assay*
verwendet. Es zeigte sich eine signifikant kiirzere Gerinnungszeit von Vollblut nach Zugabe von
HMEC-Lysaten, die zuvor iiber 24 Stunden mit 10 pg/ml Poly(I:C) inkubiert worden sind. Die
Gerinnungszeit war etwa um die gleiche Zeit kiirzer gewesen, wie bei der Positivkontrolle, die zuvor
mit TNFa stimuliert worden war (Abbildung 12. (d)) (n = 5-6, *p < 0,05; statistische Berechnung mit
t-Test (Sigma Plot)).

Die mRNA-Expression in ,,human microvascular endothelial cells* (HMECs) fiir Tissue factor und
Plasminogen Activator Inhibitor (PAI-1) war nach Inkubation mit 10 pg/ml Poly(I:C) nach 12 Stunden
signifikant erhoht (Abbildung 12. (a)). Der Median des Verhéltnisses mRNA-Menge Tissue factor vs.
mRNA-Menge GAPDH der mit Poly(I:C) inkubierten Zellen war mit 2,47 x 10~ signifikant
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ABBILDUNG 12. MRNA-TRANSKRIPTION UND PROTEINEXPRESSION VON TISSUE FACTOR UND PLASMINOGEN
AKTIVATOR INHIBITOR NACH INKUBATION MIT POLY(I:C) IN ENDOTHELZELLEN IN VITRO
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In vitro konnte in ,human microvascular endothelial cells* (HMECs) (a), in ,human umbilical vein
cells”(HUVECS) (b) und in mesangial cells (c) nach 12-stiindiger Inkubation mit 10 pg/ml Poly(l:C) in
der real time PCR auf mRNA-Ebene eine verstarkte Transkription von Tissue factor und dem
Plasminogen Aktivator Inhibitor (PAI-1) gesehen werden (n = 4, *p < 0,05. Mittelwert +/-
Standardfehler, Statistik mit t-Test (Sigma Plot)). AuBerdem zeigten Zelllysate von HMECs, die tber
24 Stunden mit 10 pyg/ml Poly(l:C) inkubiert wurden, im ,Clotting-Assay“ (d) eine signifikant kirzere
Gerinnungszeit in menschlichen Vollblut in vitro (n = 5-6, *p < 0,05. Mittelwert +/- Standardfehler,
Statistik mit t-Test (Sigma Plot)). Als Positivkontrolle wurden HMEC-Lysate, die zuvor mit TNFa
behandelt wurden, verwendet.

grofler als der Median der Kontrollgruppe, der 2,79 x 10 betrug (n = 4; *p < 0,05; Statistische
Berechnung mit Rank Sum Test (Sigma Plot)). Auch der Mittelwert des Verhéltnisses mRNA-Menge
PAI-1 vs. mRNA-Menge GAPDH in der Poly(I:C)-Gruppe ist mit 6,16 deutlich grofer als der
Mittelwert der Kontrollgruppe mit 1,34 gewesen (n = 4, *p < 0,05; statistische Berechnung mit t-Test
(Sigma Plot)).

Ebenso verhielt es sich in den ,,human umbilical vein endothelial cells* (HUVECs), die ebenfalls eine
signifikant gesteigerte mRNA-Transkription fiir Tissue factor und Plasminogen Aktivator Inhibitor
(PAI-1) zeigten (Abbildung 12. (b)). Der Median des Verhiltnisses der mRNA-Menge des Tissue
factors vs. mMRNA-Menge GAPDH war in der Poly(I:C)-Gruppe mit 2,34 x 107 signifikant groBer, als
der Median der Kontrollgruppe mit 1,3 x 10 (n = 4, *p < 0,05; Statistische Berechnung mit dem Rank
Sum Test (Sigma Plot)). Der Median des Verhiltnisses der mRNA-Menge des PAI-1 vs. mRNA-
Menge GAPDH war in der Poly(I:C)-Gruppe mit 0,575 signifikant grofer als in der Kontrollgruppe
mit 0,164 (n = 4, *p < 0,05; statistische Berechnung mit dem Rank Sum Test (Sigma Plot)).

In den Mesangial cells (Abbildung 12. (c)) konnte in Bezug auf die mRNA-Transkription von Tissue
factor nach Inkubation der Zellen mit 10 pg/ml Poly(I:C) iiber 12 Stunden auf dem 5%-
Signifikanzniveau statistisch kein relevanter Unterschied festgestellt werden. Gleichwohl war der
Mittelwert des Verhéltnisses mRNA-Menge Tissue factor vs. mRNA-Menge GAPDH fiir die mit
Poly(I:C) behandelten Gruppe mit 0,0759 groBer als der der Median des Verhéltnisses mRNA-Menge
Tissue factor vs. mRNA-Menge GAPDH der Kontrollgruppe, der bei 0,0617 lag (n = 4, p > 0,05;
Statistische Berechnung mittels t-Test (Sigma Plot)). Dagegen konnte ein signifikanter Unterschied in
der mRNA-Transkription von PAI-1 in Mesangial cells gesehen werden. Der Median des
Verhiltnisses mRNA-Menge PAI-1 vs. mRNA-Menge GAPDH der Poly(I:C)-Gruppe war mit 0,764
grofler, als der Median der Kontrollgruppe mit 0,370 (n = 4, *p < 0,05; statistische Berechnung mit
Rank Sum Test (Sigma Plot)).

4.5 EINFLUSS VON POLY(I:C) AUF DIE AGGREGATION UND AKTIVIERUNG
MENSCHLICHER THROMBOZYTEN IN VITRO

Der Einfluss von Poly(I:C) auf das Aggregationsverhalten und die Aktivierung menschlicher
Thrombozyten in vitro wurde mit der Methode der Licht-Transmissions-Aggregometrie (Born-
Aggregometrie) und der FACS-Analyse von Oberflaichenmolekiilen, wie dem P-Selektin und dem
aktivierten Fibrinogenrezeptor (GPIIbllla) untersucht. Dabei konnte sowohl im Aggregationsverhalten
als auch in den Expressionsprofilen von P-Selektin und GPIIbllla kein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und der mit Poly(I:C) inkubierten Gruppe festgestellt werden. Die
Aggregationsversuche wurden mit menschlichem Platelet-Rich-Plama (PRP) und die FACS-Analyse
mit menschlichen ,,Washed Platelets* durchgefiihrt. Bei der Licht-Transmissions-Aggregometrie nach
Born wird die Transmission von Licht, das durch Platelet-Rich-Plasma fillt, in Relation zur
Lichttransmission von Platelet-Poor-Plasma (PPP) gesetzt. Vor Beginn der Aggregation wird die
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Menge des transmittierenden Lichts als 0% definiert. Mit Zunahme der Aggregation der
Thrombozyten nimmt die Lichtmenge des transmittierten Lichts zu und néhert sich der Menge des
Lichts, das durch das PPP fillt, an.

Demnach  korreliert die Verdnderung der Lichttransmission mit dem Ausmall der
Plattchenaggregation. In Abbildung 9 (a) kann die Verdnderung der Lichttransmission nach Zugabe
des Thrombozytenaktivators ADP (10 puM) iiber die Zeit gesehen werden. Die alleinige Zugabe von 10
pg/ml Poly(I:C) 16ste im Unterschied zu ADP keine Thrombozytenaggregation aus (a + b) (n = 3. **p
< 0,01. Mittelwert +/- Standardfehler, Statistik mit t-Test (sigma plot)). (c) Nach einer Inkubationszeit
mit Poly(I:C) (10 pg/ml) iiber 15 min konnten sowohl nach Aktivierung der Thrombozytenaggregation
mit niedrigen Konzentrationen von ADP (ADP low (< 10 uM), mit héheren APD Konzentrationen
(ADP high (>/= 10uM), mit Thrombinrezeptor-aktiviertes-Peptid (TRAP (20 pM)) und mit Kollagen
(10 pg/ml) keine Unterschiede im Aggregationsverhalten gesehen werden (n = 4, p > 0,05. Mittelwert
+/- Standardfehler, Statistik mit t-Test (sigma plot). (d) Ebenfalls gab es keine signifikanten
Unterschiede im Aggregationsverhalten von Thrombozyten, die {iber 10 min, 20 min, 30 min und 45
min mit Poly(I:C) (10 pg/ml) inkubiert und deren Aggregation mit ADP (< 10 uM) ausgelost wurde.
Die Unterschiede im Aggregationsverhalten bezogen auf die Kontrollgruppe waren mit 1,4 +/- 0,3, 1,0
+/- 0,2, 1,5 +/- 0,4 und 1,3 +/- 0,2 statistisch nicht signifikant (n = 4, p > 0,05. Mittelwert +/-
Standardfehler, Statistik mit One way ANOVA (sigma plot).

(e-h) Zusitzlich wurden FACS-Analysen der Oberflichenexpression von P-Selektin und dem
aktivierten Fibrinogenrezeptor GPIIbllla zur Bestimmung von Thrombozytenaktivititsleveln
vorgenommen. Erhohte Oberflaichenexpressionsprofile von P-Selektin und GPIIbllla korrelieren mit
einer hoheren Thrombozytenaktivitit, weshalb sich diese Rezeptoren als Indikatoren zur Bestimmung
der Thrombozytenaktivitdt eignen. Fiir die FACS-Analyse wurden menschliche ,,washed platelets* fiir
10 min und 60 min mit 10 pg/ml Poly(I:C) inkubiert und anschlieBend die Expressionslevel von P-
Selektin und GPIIbllla unter basalen Bedingungen und nach Stimulation mit Thrombin (2 U / ml)
bestimmt. Sowohl unter basalen Bedingungen, als auch nach Aktivierung mit Thrombin konnten
weder nach 10 min noch nach 60 min signifikante Unterschiede in den Expressionsprofilen zwischen
der Poly(I:C)- und der Kontrollgruppe gesehen werden (n = 3-4, p > 0,05. Mittelwert +/-
Standardfehler, Statistik mit One Way ANOVA (sigma plot)).
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(@ + b) Lichttransmissionsaggregometrie nach Born wurde in PRP von gesunden Spendern
durchgefiihrt. Gemessen wurde die Zunahme der Lichttransmission nach Auslésung der
Thrombozytenaggregation von PRP relativ zur Lichttransmission von Platelet-Poor-Plasma (PPP)
nach Zugabe des Thrombozytenaktivators ADP. Es konnte gezeigt werden, dass die alleinige Zugabe
von Poly(I:C) die Thrombozytenaggregation nicht ausloést (a + b) (n = 3. **p < 0,01. Mittelwert +/-
Standardfehler, Statistik mit t-Test (sigma plot)). (c) Die Inkubation von PRP mit 10 pg/ml Poly(I:C)
uber 15 min zeigte keine Anderungen des Aggregationsverhaltens, sowohl nach Aktivierung der
Aggregation mit niedrigen ADP-Konzentrationen (ADP low (< 10 pM)), hohen ADP-Konzentrationen
(ADP high (>/= 10 uM), Thrombinrezeptor-aktiviertes Peptid (TRAP (20 uM) und Kollagen (10 ug / ml)
(n = 4, p > 0,05. Mittelwert +/- Standardfehler, Statistik mit t-Test (sigma plot)). (e)-(h) Die
Thrombozytenaktivitdt wurde Uber die Bestimmung der Oberflachenexpression von P-Selektin und
dem aktivierten Fibrinogenrezeptor GPlIbllla auf menschlichen “Washed platelets” ermittelt. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Oberflachenexpression von P-Selektin und
GPllbllla nach Inkubation mit 10 pg/ml Poly(l:C) Gber 10min und 60min, sowohl unter basalen
Bedingungen als auch nach Stimulation mit Thrombin (2 U/ml) verglichen zur Kontrollgruppe (n = 3-4,
p > 0,05. Mittelwert +/- Standardfehler, Statistik mit One Way ANOVA (sigma plot)).

4.6 EINFLUSS VON AKTIVIERTEM PROTEIN C AUF DIE TRANSKRIPTION
PROTHROMBOTISCHER FAKTOREN AUF MENSCHLICHEN ENDOTHELZELLEN
(HUVECS) SOWIE INTRINSISCHEN NIERENZELLEN (HMCS) IN VITRO

Zur Untersuchung zytoprotektiver Effekte von aktiviertem Protein C (aPC) wurde die mRNA-
Transkription der prothrombotischen Faktoren Tissue factor und Plasminogen Aktivator Inhibitor 1
(PAI-1) in der quantitativen real time PCR untersucht. Die Untersuchung fand in menschlichen
Endothelzellen, den sogenannten ,,Human Umbilical Vein Endothelial Cells“ (HUVECs), und in
Mesangialzellen statt. Poly(I:C) in eine Konzentration von 10 pg/ml tiber 24 Stunden fiihrte, wie
bereits in den HMECs gezeigt, zu einer signifikant verstarkten mRNA-Expression von Tissue factor
und PAI-1. Die gleichzeitige Inkubation mit 100 nM aPC reduzierte die mRNA-Transkription von
Tissue factor signifikant (n = 4; **p < 0,01). Die mRNA-Transkription von PAI-1 war auch reduziert,
jedoch in HUVECs anders als in den Mesangialzellen auf dem 5%-Signifikanzniveau statistisch
gesehen nicht signifikant gemindert (n = 4; p > 0,05).

In HUVECs war der Mittelwert des Verhiltnisses der mRNA-Menge des Tissue factors vs. mRNA-
Menge GAPDH mit 8,3 x 10 der mit Poly(I:C) und aktiviertem Protein C behandelten Gruppe
signifikant kleiner als der Mittelwert der allein mit Poly(I:C) behandelten Gruppe, der bei 2,31 x 107
lag (n = 4, **p < 0,01; statistische Berechnung mit dem t-Test (Sigma Plot)). Bezogen auf die mRNA-
Expression von PAI-1 konnte eine dhnliche Tendenz in HUVECs gesehen werden, diese war jedoch
mit einem Mittelwert des Verhiltnisses der mRNA-Menge PAI-1 vs. mRNA-Menge GAPDH von
0,438 in der mit Poly(I:C) und aktiviertem Protein C behandelten Gruppe nicht signifikant
unterschiedlich zum Mittelwert der alleine mit Poly(I:C) behandelten Gruppe, der bei 0,642 lag (n = 4,
p > 0,05; statistische Berechnung mit t-Test (Sigma Plot)).

In den Mesangialzellen konnte dagegen sowohl in der mRNA-Expression des Tissue factors, als auch
des PAI-1 ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe, die ausschlieBlich mit Poly(I:C)
inkubiert wurde und der Gruppe, die sowohl mit Poly(I:C) und aktiviertem Protein C behandelt wurde,
gesehen werden. Bezogen auf den Tissue factor war der Mittelwert des Verhiltnisse mRNA-Menge
vs. mRNA-Menge GAPDH der Poly(I:C)-Gruppe mit 7,59 x 107 signifikant unterschiedlich zum
Mittelwert der Poly(I:C) + aPC-Gruppe mit 4,59 x 107 (n = 4, **p < 0,01; statistische Berechnung mit
t-Test (Sigma Plot)). Auch der Median des Verhiltnisses mRNA-Menge PAI-1 vs. mRNA-Menge
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GAPDH wich mit 0,764 im Vergleich zum Median mit 0,468 der Gruppe Poly(I:C) + APC signifikant
ab (n =4, *p <0,05; statistische Berechnung mit Rank Sum Test (Sigma Plot)).
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ABBILDUNG 14. EINFLUSS VON AKTIVIERTEM PROTEIN C AUF DIE TRANSKRIPTION PROTHROMBOTISCHER
FAKTOREN AUF MENSCHLICHEN ENDOTHELZELLEN (HUVECS) UND MESANGIALZELLEN IN VITRO.

Aktiviertes Protein C (APC) reduzierte die mRNA-Transkription von Tissue factor in menschlichen
Endothelzellen (HUVECs) und Mesangialzellen nach Inkubation mit 10 pg/ml Poly(l:C) in vitro.
Konfluente Schalen mit HUVECs bzw. Mesangialzellen wurden tber 24 Stunden mit 10 pg/mi
Poly(I:C) inkubiert. Aktiviertes Protein C (APC) in eine Konzentration von 100 nM konnte bei
gleichzeitiger Inkubation mit Poly(I:C) die mRNA-Transkription von Tissue factor signifikant reduzieren
(n =4, **p < 0,01. Mittelwert +/- Standardfehler, Statistik mit t-Test (Sigma Plot)). Ebenfalls wurde eine
Abnahme der mRNA-Transkription von Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1) gesehen. Diese war
in Mesangialzellen auf den 5%-Signifikanzniveau statistisch signifikant, jedoch in HUVECs nicht (n =
4, *p < 0,05. Mittelwert +/- Standardfehler, Statistik mit Rank Sum Test (Sigma Plot)).

4.7 EINFLUSS EINER THERAPIE MIT PROTEIN C AUF DIE DURCH POLY(I:C)
BEDINGTEN BLUTBILDVERANDERUNGEN

C57Bl/6Wt-Méausen wurde 24 Stunden vor der Blutentnahme 200 pg Poly(I:C) intraperitoneal
injiziert. Uber einen A. carotis-Katheter wurde anschlieBend 30 Minuten vor der Blutentnahme das
Protein C-Gemisch Ceprotin® von der Firma Baxter in einer Dosis von 100 U Protein C/kg Maus
gespritzt. Die anschlieBende Blutentnahme erfolgte analog dem oben genanntem Protokoll und die
Erstellung des Blutbildes wurde mit einem Coulter-Counter (Tabelle. 16) durchgefiihrt. Die
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Kontrolltiere, denen kein Protein C gespritzt wurde, erhielten eine Albuminkontrolllésung, die in der
Zusammensetzung dem Ceprotin-Gemisch ohne Protein C entsprach (Abbildung 15).

Wie bereits oben beschrieben war auch hier bei den Leukozyten ein deutlicher Abfall nach der
intraperitonealen Injektion von 200 pg Poly(I:C) nach 24 Stunden festzustellen. Der Median der
Leukozytenzahl der Kontrolltiere (ct) war mit 8,2 x 10°/ul Vollblut signifikant groBer als bei den mit
Poly(I:C) behandelten Tiere (Poly(I:C)), der bei 1,1 x 10° /ul lag (n = 5-8, *p < 0,5; statistische
Berechnung mit Rank Sum Test (Sigma Plot)). Die Leukozytenzahl der alleine mit Protein C
behandelten Tiere (Protein C) war dagegen mit einem Median von 8,2 x 10° /ul statistisch gesehen im
Vergleich zur Kontrolle gleich groB. Protein C konnte innerhalb von 30 Minuten die
Leukozytendepletion nach Poly(I:C)-Behandlung nicht beeinflussen. Der Median der mit Poly(I:C)
und Protein C behandelten Tiere war mit 0,8 x 10’ /ul signifikant kleiner als der Median der
Kontrolltiere (ct) (n = 5-8, *p < 0,5; statistische Berechnung mit Rank Sum Test (Sigma Plot)). Auch
bei den Thrombozyten konnte eine Depletion nach einer Behandlung mit Poly(I:C) gesehen werden.
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ABBILDUNG 15. EFFEKTE VON PROTEIN C AUF DIE VERANDERUNG DES BLUTBILDES DURCH PoLY(1:C)

Das Protein C — Gemisch Ceprotin® konnte innerhalb von 30 min in einer Dosis von 100 U Protein C
/kg Maus i.a. gegeben die Veranderungen des Blutbildes nach intraperitonealer Stimulation mit 200 ug
Poly(l:C) Uber 24 Stunden nicht riickgangig machen. Dies betraf sowohl die Leukozytenzahl
(Abbildung 9 a), als auch die Thrombozytenzahl (Abbildung 9 b) (n = 5-8, *p < 0,05. Mittelwert +/-
Standardfehler, Statistik mit t-Test (Sigma Plot)).

Der Mittelwert +/- Standardfehler betrug bei den Kontrolltieren (ct) 1125,6 x 10° /ul +/- 23,0 x 10° /ul
Vollblut und war signifikant gréfer als der Mittelwert der mit Poly(I:C) behandelten Tiere (Poly(1:C)),
der bei 783,4 x 10° /ul +/- 42,2 x 10’ /ul lag (n = 5-8, *p < 0,05; statistische Berechnung mit t-Test
(Sigma Plot)). Dagegen zeigte die Gruppe der mit Protein C behandelten Tiere, denen nicht Poly(I:C)
gespritzt wurde (Protein C), mit einem Mittelwert von 1073,6 x 10° /ul +/- 72,5 x 10° /ul einen
anndhernd gleichen Wert, wie die Kontrollgruppe. Die kurzfristige Behandlung der mit Poly(I:C)
vorstimulierten Tiere mit Protein C iiber 30 min, konnte einen Abfall der Thrombozytenzahl im
Vollblut nicht korrigieren. Der Mittelwert +/- Standardfehler lag mit 750,5 x 10° /ul +/- 80,1 x 10°/ul
signifikant unterhalb des Wertes der Kontrollgruppe (n = 5-8; *p < 0,05) und war dagegen im
Vergleich zur Gruppe, die allein mit Poly(I:C) behandelt worden war, nicht unterschiedlich.

4.8 EFFEKTE VON PROTEIN C AUF DIE DURCH POLY(I:C) HERVORGERUFENEN
VERANDERUNGEN IN DER MIKROZIRKULATION DES M. CREMASTER
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Zur Untersuchung der Effekte von Protein C auf die Thrombusbildung in vivo, wurde das Modell der
photochemischen Schéidigung, das sogenannte ,.Light dye Modell in der Mikrozirkulation des M.
cremasters durchgefiihrt. Die Versuche fanden in C57Bl/6Wt-Méausen statt, wobei vier
Versuchsgruppen gebildet wurden. Die Kontrollgruppe (ct) wurde weder mit Poly(I:C) noch mit
Protein C behandelt, sondern mit den jeweiligen Kontrolllosungen. Die Poly(I:C)-Gruppe (Poly(1:C))
wurde 24 Stunden vor dem Versuch mit 200 pg Poly(I:C) intraperitoneal stimuliert und erhielt 30
Minuten vor dem Versuch intraarteriell eine Albuminkontrolllésung.
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ABBILDUNG 16. THROMBUSBILDUNG IN DEN ARTERIOLEN NACH STIMULATION MIT PoLY(I:C) UND
BEHANDLUNG MIT PROTEIN C

Die intraarterielle Gabe von Protein C in einer Dosis von 100 U Protein C /kg Maus 30 Minuten vor
Versuchsbeginn fiihrt im Vergleich zu Mausen, die ohne Protein C behandelt sind, zu einer
Verlangerung der Zeit bis zum Beginn der Thrombusbildung (Onset) in Mausen, die zuvor mit 200 ug
Poly(l:C) intraperitoneal lber 24 Stunden stimuliert worden sind (n = 5, *p < 0,05. Mittelwert +/-
Standardfehler, Statistik mit t-Test (Sigma Plot)). In Bezug auf die Verschlusszeit ist eine deutliche
Tendenz in Richtung Verlangerung der Verschlusszeit nach Gabe von Protein C zu sehen. Diese ist
allerdings auf dem 5%-Niveau nicht signifikant (n = 5, p > 0,05. Mittelwert +/- Standardfehler, Statistik
mit t-Test (Sigma Plot)).

Der Protein C—Gruppe (Protein C) wurde 30 Minuten vor Versuchsbeginn 100 U Protein C /kg
Mausgewicht intraarteriell injiziert und die Poly(I:C) + Protein C-Gruppe erhielt sowohl 24 Stunden
vor dem Versuch 200 pg Poly(I:C), als auch 30 Minuten vor dem Versuch 100 U Protein C /kg Maus
(Abbildung 16).

Bezogen auf den Beginn der Thrombusbildung (Onset) konnte dabei ein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe, der mit Poly(I:C) behandelten Gruppe und der mit Poly(I:C) und Protein
C behandelten Gruppe festgestellt werden. Der Mittelwert +/- Standardfehler der Kontrollgruppe
betrug 15,7 min +/- 0,6 min und war damit signifikant grofer als der Mittelwert der Poly(I:C)-Gruppe,
der nur 7,7 min +/- 1,4 min betrug (n = 5; *p < 0,5). Dagegen vergroBerte sich der Mittelwert nach
Behandlung mit Poly(I:C) und Protein C auf 13,8 min +/- 2,0 min und war damit signifikant grofer als
der Mittelwert der nur mit Poly(I:C) behandelten Méuse und nicht signifikant unterschiedlich zu den
Kontrolltieren (n = 5; *p <0,5).

In Bezug auf die Verschlusszeit konnte auf dem 5%-Signifikanzniveau aufgrund eines grofen

Standardfehlers innerhalb der Gruppe der mit Poly(I:C) und Protein C behandelten Tiere kein

Unterschied zwischen dem Mittelwert der Verschlusszeit der Poly(1:C)-Gruppe mit 17,6 min +/- 2,5
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min Standardfehler und dem Mittelwert der Poly(I:C) + Protein C-Gruppe mit 31,2 min +/- 8,8 min
festgestellt werden (n = 5; p > 0,05). Eine deutliche Tendenz in Richtung Verldngerung der
Verschlusszeit bei der Poly(I:C) + Protein C-Gruppe war jedoch zu erkennen.
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5. DISKUSSION

Das Immunsystem und das System der Blutstillung (Hamostase) sind entwicklungsgeschichtlich
verwandt und agieren wihrend einer Infektion synergistisch [18-20, 25]. Im Falle einer Infektion fiihrt
eine Aktivierung des Immunsystems nicht nur iiber eine Aktivierung von primaren Immunzellen zu
einer Abwehrreaktion gegen einen eindringenden Erreger, sondern gleichzeitig auch zu einer
Aktivierung der Himostase, die durch Gerinnung und Thrombozytenaggregation eine Ausbreitung des
invadierenden Pathogens unterbindet und damit die Infektion lokal begrenzen hilft [18-20, 25].
Thrombozyten scheinen sogar eine unmittelbare Bedeutung als Bestandteil der Pathogenerkennung
und Infektabwehr zu haben [42, 43]. Das bedeutet, dass die Hamostase nicht nur bei einer
GefaBverletzung einen iiberméBigen Blutverlust verhindern soll, sondern auch eine wichtige Rolle in
der Verteidigung des Organismus gegen eindringende Pathogene spielt. Aufgrund dieser
Zusammenhédnge und zur Abgrenzung des pathologischen Zustands ,,Thrombose* haben Massberg et.
al. [25] den Begriff der ,,Jmmunothrombose* eingefiihrt.

Virale Infektionen aktivieren haufig das Blutgerinnungssystem [2]. Besonders gefiirchtet ist das ,,viral
hemorrhagic fever syndrome®, das bei einer Infektion mit so genannten ,hdmorrhagischen Viren*
auftreten kann [1, 4, 5, 80]. Zu den Vertretern dieser Gruppe zéhlen u.a. das Dengue-, das Marburg-
und das Ebola-Virus [1, 5, 8]. Die Gefahr einer Infektion mit diesen Viren zeigte sich in
beeindruckender Weise in der im Sommer 2014 ausgebrochenen Ebola-Epidemie in Westafrika, die
mit mehreren Tausend Toten einhergegangen ist [162]. Prothrombotischen Verdnderungen des
Endothels sind in der Pathogenese von entscheidender Bedeutung [6]. Durch einen massiven
Verbrauch von Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten aufgrund einer ausgeprédgten disseminierten
intravasalen Gerinnung, entwickelt sich unter dem ,viral hemorrhagic fever syndrome* eine
Verbrauchskoagulopathie = mit anschlieBenden  unkontrollierbaren  Blutungen wund einer
Flissigkeitsverteilungsstorung [4, 5, 8]. Die ilibermiBige Aktivierung der Hémostase durch das
Pathogen bzw. Immunsystem ist ein entscheidender Prozess in diesem Pathomechanismus. Die
Pathogenese des ,,viral hemorrhagic fevers* dhnelt daher in gewisser Weise der bakteriellen Sepsis,
die ebenfalls in einer disseminierten Gerinnung mit Verbrauchskoagulopathie enden kann [5]. Die
Unterdriickung einer iibermiBigen Gerinnungsaktivitit konnte daher einen therapeutischen Nutzen
haben [2]. Viren werden durch das Immunsystem u.a. liber spezifische Eigenschaften viraler
Nukleinsduren erkannt (uncapped ss-RNA, ds-RNA, usw.) [33, 80]. Ds-RNA wird als ,,pathogen
associated molecular pattern® (PAMP) durch eine Reihe von Rezeptoren detektiert, zu denen u.a. der
TLR-3, MDA-5, RIG-I und LGP-2 gehoren [33, 73, 76].

Die Einfliisse von ds-RNA auf Endothelzellen wurden bereits in verschiedenen Publikationen
beschrieben. Dass Poly(I:C) als ds-RNA-Analogon ein potenter Aktivator von Endothelzellen ist,
zeigten im Jahre 1994 Doukas et al. [77], ohne jedoch die molekularen Zusammenhénge zu kennen.
Lundberg et al. [79] untersuchten den Einfluss von Poly(I:C) auf verschiedene menschliche Zelltypen
und erkannten u.a. eine verstirkte Zytokinproduktion von Endothelzellen in vitro. Zimmer et al. [78]
zeigten, dass die Erkennung von ds-RNA durch Endothelzellen zu einer Aktivierung von
Endothelzellen und zur Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion in vivo fithren kann. In vitro
konnten Preissner et. al. [80] auf Endothelzellen eine Hochregulation von Tissue factor und eine
verminderte Expression von Thrombomodulin nachweisen und zeigen, dass hierfiir in erster Linie der
TLR-3 wichtig ist. Die Erkennung von ds-RNA durch den Organismus kdnnte daher wichtig fiir das
Verstandnis viraler Effekte auf die Himostase sein.

Ob ds-RNA im Tierversuch einen prothrombotischen Effekt besitzt, wurde bisher noch nicht gezeigt.
AuBerdem gibt es erst eine einzige Publikation, die einen Einfluss von ds-RNA auf die
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Thrombozytenfunktion untersucht hat [81]. Allerdings sind die Ergebnisse dieser Publikation nicht
eindeutig und beschreiben auch keine Verdnderungen im Aggregationsverhalten bzw. des
Aktivitatslevels der Thrombozyten. Es wird hier noch weitere Forschung notwendig sein.

Im zweiten Teil der Arbeit untersuchten wir einen moglichen therapeutischen Einsatz von Protein C
auf die durch ds-RNA ausgeldsten Verdnderungen in vitro und in vivo. Aufgrund seiner
antikoagulatorischen als auch antiinflammatorischen Eigenschaften konnte Protein C eine interessante
therapeutische Option sein.

5.1 POLY(I:C) FORDERT IN ENDOTHELZELLEN IN VITRO DIE TRANSKRIPTION UND
DIE PROTEINEXPRESSION VON TISSUE FACTOR UND PAI-1 UND WIRKT DADURCH
PROTHROMBOTISCH

Wie bereits von Preissner et al. [80] beschrieben, konnten auch wir in menschlichen Endothelzellen
(,,human microvascular endothelial cells (HMECs) und ,,human umbilical vein endothelial cells*
(HUVEC:)) als auch in menschlichen Mesangialzellen (,,human mesangial cells* (HMCs)) nach einer
Inkubation mit Poly(I:C) in vitro auf RNA-Ebene in der real-time PCR eine verstirkte Transkription
der mRNA von Tissue factor nachweisen (Abbildung 12. mRNA-Transkription und Proteinexpression
von Tissue factor und Plasminogen Aktivator Inhibitor nach Inkubation mit Poly(I:C) in
Endothelzellen in vitro). Bisher nicht beschrieben ist die Hochregulation der mRNA-Transkription des
»Plasminogen Aktivator Inhibitor” (PAI-1), der ebenfalls eine prothrombotische Wirkung besitzt.
Demnach fordert Poly(I:C) die Transkription prothrombotischer Faktoren in Endothelzellen in vitro
und trdgt moglicherweise dadurch zu einem prothrombotischen Zustand im GefaBsystem bei.
Zelllysatmaterial von HMECs, die zuvor mit Poly(I:C) behandelt wurden, =zeigte in der
Thrombelastometrie mit menschlichem Vollblut eine beschleunigte Gerinnungszeit. Die Gerinnung
menschlichen Vollbluts von gesunden Spendern wurde durch Zugabe des Zelllysatmaterials ausgelost
und die Zeit bis zur vollstindigen Gerinnselbildung gemessen. In diesem Versuch korreliert die
Geschwindigkeit der Gerinnselbildung mit der Menge an prothrombotischen Faktoren des
Zelllysatmaterials. Es kann daher auf eine verstirkte Expression prothrombotischer Molekiile in
Endothelzellen, die mit Poly(I:C) behandelt wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe geschlossen
werden.

5.2 POLY(I:C) SCHEINT KEINE DIREKTEN EFFEKTE AUF DIE AKTIVIERUNG UND DAS
AGGREGATIONSVERHALTEN VON MENSCHLICHEN THROMBOZYTEN IN VITRO ZU
HABEN

Ein direkter Einfluss von ds-RNA auf das Aggregationsverhalten von menschlichen Thrombozyten ist
bisher nicht beschrieben worden. In einer einzigen Publikation von Anabel et al. [81] wird eine
geringgradige Expression von TLR-3 auf Thrombozyten und eine erhohte Ca’’-Konzentration,
Verdnderungen in der oberflachlichen Expression von Rezeptoren, sowie eine verstirkte Freisetzung
von Zytokinen nach Inkubation mit Poly(I:C) gezeigt. Weitere Publikationen, die sich mit der
Expression von TLRs auf Thrombozyten beschéftigen, erwdhnen eine Expression des TLR-3 auf
Thrombozyten nicht, sodass hier noch weitere Forschung notwendig erscheint [163].

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob Poly(I:C) direkte Effekte auf Thrombozyten ausiiben kann,

wurden menschliche Thrombozyten aus Vollblut gesunder Spender isoliert und in Form von Platelet-

rich-Plasma (PRP) und ,,washed platelets das Aggregationsverhalten in der Lichttransmissions-

aggregometrie (Methode nach Born) bzw. die Expression von Oberflichenmerkmalen in der FACS-

Analyse untersucht (Abbildung 13. Aggregometriec und FACS-Analyse von menschlichen
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Thrombozyten in vitro) Die gewéhlte Konzentration von 10 pg/ml Poly(I:C) entsprach der Poly(I1:C)-
Konzentration, die auch fiir die Versuche mit den Endothelzellen verwendet wurde und als eher hohe
Konzentration in der Literatur beschrieben wird [78, 80]. In der Aggregometrie konnte sowohl nach
unterschiedlich langen Inkubationsintervallen als auch unter Verwendung unterschiedlicher
Aktivatoren der Thrombozytenaggregation kein Unterschied im Aggregationsverhalten von mit
Poly(I:C) behandelten zu unbehandelten Thrombozyten gesehen werden. Poly(I:C) veridnderte unter
diesen Bedingungen das Aggregationsverhalten von menschlichen Thrombozyten in PRP nicht und
ein direkter Effekt von Poly(I:C) auf die Funktionalitdt der Thrombozyten konnte nicht nachgewiesen
werden.

Zur Bestimmung des Aktivititsgrades von menschlichen Thrombozyten kann die Expression
bestimmter Oberflichenmerkmale in ,,washed platelets in der FACS-Analyse gemessen werden.
Allgemein anerkannte Oberflichenmerkmale von Thrombozyten, die mit einer Aktivierung von
Thrombozyten einhergehen, sind das P-Selectin, das fiir Thrombozyten-Endothelinteraktionen
verantwortlich ist und das ,,Glykoprotein IIbIlla* (GP IIbllla) [40, 164], das fiir die Quervernetzung
aggregierte Thrombozyten iiber Fibrin verantwortlich ist. Menschliche Thrombozyten wurden auch
hier aus Vollblut gesunder Spender isoliert und mit einem Thrombozytenpuffer gewaschen, sodass die
Plasmabestandteile auf ein Minimum reduziert wurden. Die Inkubation der ,,washed platelets® mit 10
pg/ml Poly(I:C) erfolgte {iber einen kurzen (10 min) und einen ldngeren (60 min) Zeitraum. Nach der
Inkubation wurden die Thrombozyten fixiert und die entsprechenden Oberflichenmerkmale mittels
Antikorper gefarbt. Dies entsprach der Expression unter basalen, nicht mit Thrombin stimulierten
Bedingungen. Um eventuelle Unterschiede nach Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin
festzustellen, wurden das gleiche Prozedere mit zusétzlicher Thrombozytenaktivierung mit Thrombin
durchgefiihrt. Ahnlich wie bei den Aggregationsversuchen konnten auch in der FACS-Analyse keine
Unterschiede in der Expression und damit im Aktivititslevel menschlicher Thrombozyten nach
Inkubation mit Poly(I:C) gesehen werden. Nicht nur unter basalen Bedingungen, sondern auch nach
Aktivierung mit Thrombin waren die Expressionsprofile von P-Selectin und GP Ilbllla zwischen der
Kontrollgruppe und behandelten Gruppe nicht signifikant verdndert.

Es war uns somit nicht moglich einen direkten Effekt von Poly(I:C) auf Thrombozyten auf
funktioneller Ebene nachzuweisen. Dennoch konnen direkte Wirkungen von Poly(I:C) auf die
Thrombozytenfunktion nicht komplett ausgeschlossen werden, da die Methodik der Aggregometrie als
auch die Messung der Expression von Oberflichenmerkmalen auf Thrombozyten gewisse Schwichen
besitzen.

Ein wichtiger Nachteil der Lichttransmissionsaggregometrie liegt in der Verwendung von PRP. Da die
Thrombozyten in PRP mit zunehmender Zeit automatisch aggregieren, sind langerfristige
Inkubationszeiten, die z.B. iiber mehrere Stunden sich erstrecken wiirden, nur schwer durchfiihrbar.
Demnach konnten wir nur Effekte von Poly(I:C) auf Thrombozyten untersuchen, die sich in einem
Zeitrahmen von 90 Minuten abspielen. Wir konnen daher nicht ausschlieBen, dass Poly(I:C) (ds-RNA)
iiber einen lingeren Zeitraum auch direkte Effekte mit Anderungen im Aggregationsverhalten der
Thrombozyten zeigt. Ein dhnliches Problem bestand auch in der FACS-Analyse, bei der ,,washed
platelets* verwendet wurden, die auch nur iiber einen kurzen Zeitraum mit Poly(I:C)) inkubiert werden
konnten.

Da Poly(I:C) ohne Zugabe eines Thrombozytenaktivators (ADP, Kollagen, TRAP) die

Thrombozytenaggregation nicht ausloste (Abbildung 13. Aggregometrie und FACS-Analyse von

menschlichen Thrombozyten in vitro.), musste zu Untersuchung des Aggregationsverhaltens jeweils

ein Thrombozytenaktivator verwendet werden. Insbesondere die Zugabe von Kollagen und TRAP

filhrte zu einer iiberschwelligen Thrombozytenaktivierung, die sich in einer kompletten Aggregation
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der Thrombozyten niederschlug, sodass eventuelle Unterschiede moglicherweise durch die
Aktivatorsubstanz iiberdeckt wurden. Allerdings konnte ADP in niedriger Dosierung unterschwellige
Thrombozytenaggregationen ausldsen, deren Verhalten sich jedoch auch zwischen Kontrollgruppe und
Poly(I1:C)-Gruppe nicht unterschied. Sodass wir somit sowohl unter unterschwelligen als auch unter
iiberschwelligen Aggregationsbedingungen keine signifikanten Unterschiede im
Aggregationsverhalten menschlicher Thrombozyten erkennen konnten. Eine Untersuchung des
Aggregationsverhaltens nach Inkubation {iber grofere Zeitrdume und die Messung der
Thrombozytenaggregation mit einem anderen Verfahren, z.B. der Multiplate-Analyse, konnte hier
weitere interessante Informationen liefern. Ein Vorteil dieser Methode wire die Untersuchung der
Thrombozytenfunktion im menschlichen Vollblut, ohne dass zuvor Zentrifugationsschritte zur
Thrombozytenisolation und Herstellung von PRP bzw. ,,washed platelets* notwendig wiren.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass wir keine direkten Effekte von Poly(I:C) auf die
Thrombozytenfunktion menschlicher Thrombozyten in vitro gesehen haben. Es ist daher davon
auszugehen, dass Verdnderungen der Thrombozytenzahl bzw. Thrombozytenfunktion im Organismus
in erster Linie sekundir durch Veridnderung der Endothelzellen und den allgemeinen Verdnderungen
infolge der Immunreaktion bedingt sind. Weiterhin konnen Verdnderungen in der
Thrombozytenfreisetzung durch Megakaryozyten aus dem Knochenmark in vivo bestehen, die sich in
ihrer Eigenschaft verdnderten Thrombozyten widerspiegeln konnten.

5.3 DIE BLUTBILDVERANDERUNGEN NACH STIMULATION MIT POLY(I:C) IN VIVO
SIND WAHRSCHEINLICH RESULTAT EINES VERANDERTEN EXPRESSIONSPROFILS
OBERFLACHLICHER PROTHROMBOTISCHER PROTEINE AUF DEN ENDOTHELZELLEN

Zur Untersuchung der prothrombotischen Effekte von Poly(I:C) in vivo wurden C57Bl/6-Miuse 24
Stunden vor dem Beginn des Experiments mit 200 pug Poly(I:C) intraperitoneal stimuliert. Uber einen
Kunststoffkatheter, der in die Arteria carotis gelegt worden ist, wurden Blutproben in der
GroBenordnung von 50 pl entnommen und 1:10 mit Natriumcitratlosung verdiinnt. AnschlieBend
wurden mit dem Coulter-Counter Blutbilder bestimmt.

Interessanter Weise zeigten Méause, die zuvor mit Poly(I:C) behandelt worden sind, einen deutlichen
Abfall der Leukozyten- und Thrombozytenzahlen. Ahnliche Befunde sind z.B. in Menschen mit einem
»viral hemorrhagic fever syndrome“ beschrieben worden [4, 5]. Der Abfall an Leukozyten und
Thrombozyten im peripheren Blut konnte durch eine allgemeine Verdanderung des Endothels erklart
werden, durch das eine verstirkte Leukozytenadhédsion und Thrombozytenverbrauch in der Peripherie
bedingt sein konnte. AuBerdem konnte die Freisetzung von Typ I Interferon [73], das eine
inhibitorische Wirkung auf Leukozyten besitzt, die Leukopenie erklédren.

Festzuhalten ist somit, dass Poly(I:C) auch in vivo bereits auf Blutbildebene deutliche Effekte zeigt
und damit eine systemische Wirkung nach intraperitonealer Gabe festzustellen ist.

5.4 DIE BLUTBILDVERANDERUNGEN ZEIGEN KEINE MERKLICHEN EFFEKTE AUF DIE
PRIMARE HAMOSTASE DER MIT POLY(I:C) BEHANDELTEN TIERE

Ob diese Blutbildverdnderungen auch direkte Bedeutung auf die Blutstillung nach groBerer
Gefdlverletzung haben, wurde durch das sogenannte Tail-bleeding-Experiment untersucht. Durch
Amputation der Schwanzspitze einer Maus und Messung der Blutungszeit, kdnnen grundlegende
Beeintriachtigungen der Blutstillung erkannt werden. Interessanter Weise zeigten Maiuse, die mit
Poly(I:C) behandelt wurden, trotz der Verdnderungen des Blutbildes, der massiven Leukopenie und
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deutlichen Thrombozytopenie, keine messbaren Unterschiede in Bezug auf die Zeit bis zur
Blutstillung nach Amputation der Schwanzspitze. Diese Befunde entsprachen jedoch unseren
Erwartungen, da der Abfall der Thrombozyten in der mit Poly(I:C) behandelten Gruppe von
normalerweise etwa 1200 x 10° Thrombozyten /ul Vollblut auf etwa 600 x 10° Thrombozyten /pl
Vollblut zwar deutlich ist, jedoch eine klinisch symptomatische Thrombozytopenie in der Regel
wesentlich gravierender ausfillt. So sind im Menschen Thrombozytopenien erst unter 20 - 30 x 10’
Thrombozyten /ul Vollblut klinisch relevant [165, 166]. Spontane intrakranielle Blutungen sind in der
Regel erst bei Werten unter 10 x 10° /ul Vollblut zu erwarten [167, 168]. Thrombozytenwerte jenseits
von 50 x 10° Thrombozyten /ul Vollblut sind sogar fiir operative Eingriffe unbedenklich. Die
physiologischen Thrombozytenwerte von 150 — 400 x 10° /ul Vollblut besitzen daher beziiglich eines
hoheren Risikos fiir das Auftreten von spontanen Blutungen eine hohe Redundanz.

Die Tail-bleeding-Untersuchung in der Maus zur Bestimmung von Hémostasestorungen ist eine
einfache und gleichzeitig gute Methode, um objektiv deutliche Stérungen der Hémostase zu
quantifizieren. Um jedoch Unterschiede messen zu konnen, muss die primére Blutstillung recht stark
eingeschréankt sein, sodass die Bestimmung geringer Verédnderungen nicht mdglich ist. Zum Nachweis
geringerer  Unterschiede  der  Hémostase  miissten  andere = Methoden, wie  z.B.
Gerinnungsuntersuchungen oder funktionelle Thrombozytenuntersuchungen, z.B. eine Aggregometrie,
durchgefiihrt werden. Diese Experimente gestalten sich jedoch, ob des geringen Blutvolumens von
Maiusen recht schwierig. Da uns in erster Linie offensichtliche Effekte von Poly(I:C) und
offensichtliche Verdnderungen der Hamostase interessierten und diese im Tail-bleeding-Experiment
nicht zu sehen waren, haben wir keinen Anlass fiir weitere Untersuchungen gesechen.

Die Verdnderungen der Thrombozytenzahlen nach Behandlung mit Poly(I:C) in der Maus konnen
daher als Resultat eines verstirkten Verbrauchs von Thrombozyten in der Peripherie des GefaB3systems
verstanden werden, die jedoch bezogen auf die Hdmostase keine nachweisbaren Verdnderungen mit
sich bringen. Die einmalige Gabe von Poly(I:C) reicht nicht aus um phinotypische Verdnderungen der
Hémostase in der Maus auszuldsen.

5.5 TIERE, DIE ZUVOR MIT POLY(I:C) BEHANDELT WORDEN SIND, ZEIGEN EINE
BESCHLEUNIGTE THROMBUSBILDUNG IN DEN ARTERIOLEN DER
MIKROZIRKULATION DES M. CREMASTER

Zentrale Frage der hier vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von Poly(I:C) auf
die Thrombusbildung in vivo. Die Ergebnisse unserer in vitro Experimente und die entsprechende
Literatur legen den Verdacht nahe, dass Poly(I:C) als ds-RNA-Analogon die Eigenschaften des
Endothels in prothrombotischer Weise verdndern kann, zu einer endothelialen Dysfunktion beitrégt
und dadurch auch die Thrombusbildung in vivo beeinflussen kann [77, 78, 80]. Aufgrund des
systemischen Charakters der Poly(I:C)-Wirkung und der Verdnderungen des Blutbildes entschieden
wir uns die Untersuchungen in der Mikrozirkulation per Intravitalmikroskopie am lebenden Tier
durchzufiihren. Dazu verwendeten wir den Cremaster-Muskel der Maus und die Methode der ,,Light-
dye-induced microvascular thrombosis* (kurz: Light-dye-injury), die von Rumbaut et al. [161]
beschrieben wurde. Dieses Verfahren hat den Vorteil, dass die Schidigung des Endothels durch
photochemische Reaktionsprodukte ausgelost wird, die wéhrend der Anregung des
Fluoreszenzfarbstoffes mittels Fluoreszenzlichts entstehen. Die Endothelzellen werden somit vom
Lumen ausgehend geschidigt und nicht wie bei anderen Methoden iiber die Gefalwand von auf3en.
Wichtig fiir die Durchfiihrung des Versuches, waren eine gute Prdparationsqualitdt des Cremaster-
Muskels und eine moglichst gleichbleibende Intensitit der Schédigung des Endothels bei
vergleichbaren Gefdflen. Wir orientierten uns daher bei der Menge des Fluoreszenzfarbstoffes am
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Gewicht der Maus und wéhlten klar definierte Gefde zur Schiddigung aus. Ebenfalls wurde die
Intensitit des Fluoreszenzlichts in allen Versuchen genau eingestellt. Dadurch erreichten wir
Versuchsbedingungen, die eine Untersuchung unserer Fragestellung erlaubten.

Mause, die mit Poly(I:C) iiber 24 Stunden behandelt wurden, zeigten einen beschleunigten Beginn der
Thrombusbildung und ebenfalls ein beschleunigtes Thrombuswachstum mit deutlich friitherem
Gefdfverschluss in den Arteriolen des Cremaster-Muskels als die Kontrolltiere in vivo. Poly(I:C)
fithrte in vivo zu Verdnderungen im GefaBsystem, die anfalliger fiir eine Schiddigung waren und sich
in einer prothrombotischen Situation &duBlerten. Diese Effekte wurden in den Arteriolen, aber nicht in
den Venolen beobachtet. Als Griinde hierfiir sehen wir den wesentlich héheren Druck und
Flussgeschwindigkeit in den Arteriolen und die dadurch groBere Bedeutung der endothelialen
Dysfunktion. Da in den Venolen bei gleicher Konzentration an FITC-Dextran und gleicher Intensitit
des Fluoreszenzlichtes die Zeit bis zum Verschluss der Gefille deutlich kiirzer war, waren eventuelle
Unterschiede moglicherweise nicht zu sehen. Die Zeit bis zum kompletten Gefédverschluss in den
Arteriolen war um etwa das dreifache grofer als in den Venolen und wihrend sich in den Arteriolen
sich bildende Thromben des Ofteren vom Endothel aufgrund der Strémung geldst hatten, war dies in
den Venolen so nicht zu sehen gewesen. Moglicherweise konnte man unter verdnderten
Untersuchungsbedingungen und geringerer Intensitidt der Endothelschddigung auch Unterschiede in
den Venolen erkennen.

Somit konnte zum ersten Mal eine prothrombotische Wirkung von ds-RNA in der Mikrozirkulation
der Maus in vivo nachgewiesen werden. Diese Befunde scheinen unter Berticksichtigung der in vitro
Ergebnisse in erster Linie durch Verdnderungen des Endothels und weniger durch verdnderte
Eigenschaften der Thrombozyten bedingt zu sein.

5.6 TLR-3-KO MAUSE ZEIGEN DIESE EFFEKTE NICHT, ABER AHNLICHE
BLUTBILDVERANDERUNGEN

Preissner et. al. [80] beschrieben eine besondere Rolle des TLR-3 in der Erkennung von ds-RNA
durch Endothelzellen. Demnach sei die prothrombotische Wirkung von Poly(I:C) auf Endothelzellen
hauptséchlich {iber den TLR-3 vermittelt und die Erkennung iiber weitere Rezeptoren, wie z.B. MDA-
5, RIG-1 und LGP-2, von geringerer Bedeutung.

Um den Einfluss von TLR-3 auf die Thrombusbildung zu untersuchen, verwendeten wir TLR-3-KO
Miduse und untersuchten die Effekte von Poly(I:C) auf die Blutbildverdnderungen und die
Thrombusbildung in vivo. Poly(I:C) l6ste auch in den TLR-3-KO Maéusen eine signifikante
Leukopenie und Thrombozytopenie aus. Dies zeigte, dass neben dem TLR-3 weitere Rezeptoren fiir
die Verdnderungen des Blutbildes beteiligt sein miissen und ein Einfluss von anderen Zellen, die ds-
RNA hauptsichlich durch andere Rezeptortypen erkennen, auf das Blutbild bestehen.

Poly(I:C) konnte dagegen im Modell der ,,Ligh-dye-injury* den Beginn der Thrombusbildung und die
Zeit bis zum Verschluss des GefdBes nicht signifikant beeinflussen. Folglich scheint die Anwesenheit
der TLR-3 auf Endothelzellen auch in vivo ein entscheidender Faktor fiir die Entwicklung eines
prothrombotischen Zustandes des Endothels zu sein.

5.7 AKTIVIERTES PROTEIN C KANN IN ENDOTHELZELLEN IN VITRO DIE DURCH
PoLY(I:C) INDUZIERTE TRANSKRIPTION PROTHROMBOTISCHER FAKTOREN, WIE
TISSUE FACTOR UND PAI-1, HEMMEN
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Ds-RNA wird als ,,pathogen associated molecular pattern“ (PAMP) durch verschiedene ,,pathogen
recognition receptors® (PRR) des angeborenen Immunsystems und anderer Zellen des Korpers
erkannt, fordert die Transkription von proinflammatorischen Genprodukten und in Endothelzellen die
Expression prothrombotischer Faktoren [33, 77, 79]. Im Sinne des Konzepts der ,,Jmmunothrombose*
sind das Immunsystem und das System der Hdmostase miteinander verbunden, sodass eine
Aktivierung des Immunsystems auch immer mit einer Aktivierung der Himostase einhergeht und die
Héamostase in diesen Zusammenhéngen selbst als der Bestandteil der Infektabwehr zu werten ist [25].
Unter bestimmten Umstinden fiihrt jedoch eine iiberméBige Aktivierung des Immunsystems und
damit der Hdmostase zu einer ausgeprigten intravasalen Gerinnungsreaktion mit Verbrauch von
Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren und nachfolgender Verbrauchskoagulopathie mit unstillbaren
Blutungen. Beispiele fiir solche Situationen sind die bakterielle Sepsis und das ,,viral hemorrhagic
fever syndrome* [4, 5]. Die Freisetzung und Detektion von ds-RNA, die z.B. wihrend der viralen
Replikation entsteht, kann ein wichtiger Bestandteil in diesen Prozessen darstellen [33]. Wir konnten
zeigen, dass Poly(I:C) als ds-RNA-Analogon in vivo zu einer verstirkten Thrombusbildung fiihrt und
dass u.a. die Erkennung von ds-RNA iiber den TLR-3 durch das Endothel eine entscheidende Rolle
spielt. AuBerdem zeigte Poly(I:C) in vitro eine gesteigerte Transkription von prothrombotischen
Faktoren in Endothelzellen. Zur Behandlung dieses prothrombotischen Zustandes, der z.B. im akuten
Verlauf einer Infektion mit himorrhagischen Viren auftreten konnte, untersuchten wir den Einsatz von
Protein C. Aktiviertes Protein C ist ein wichtiger Bestandteil des Blutes, der zum einen
antikoagulatorische Wirkungen durch Spaltung der Gerinnungsfaktoren Va und VlIlIa besitzt und zum
anderen auch antiinflammatorische und antiapoptotische Eigenschaften besitzt [100, 104, 106, 143,
146]. Aktiviertes Protein C wurde bereits langjdhrig bei der Behandlung der bakteriellen Sepsis
eingesetzt, jedoch aufgrund neuerer Studien nicht mehr als Therapeutikum der Wahl von den
Arzneimittelbehdrden vorgeschlagen, weshalb der einzige Hersteller das Préparat vom Markt
genommen hat [95, 96]. Anstelle von aktiviertem Protein C, das zu einer héheren Inzidenz von
Blutungskomplikationen gefiihrt hatte, wére der Einsatz des Zymogens Protein C zu iiberlegen, da
dieses erst durch an Thrombomodulin gebundenes Thrombin aktiviert werden wiirde. UbermiBig hohe
Konzentrationen von aktiviertem Protein C kdnnte so eventuell vorgebeugt werden.

In vitro konnte aktiviertes Protein C die durch Poly(I:C) bedingte verstirkte Transkription von
prothrombotischen Faktoren signifikant hemmen. Diese Effekte zeigten sich in einer Endothelzelllinie
(HUVECs) als auch in intrinsischen Nierenzellen (HMCs). Aktiviertes Protein C ist, wie in der
Literatur beschrieben, in der Lage die Freisetzung von NF-kb und anderen proinflammatorischen
Transkriptionsfaktoren zu hemmen. In der Zellkultur verwendeten wir anstelle von Protein C
aktiviertes Protein C, da Protein C die Anwesenheit von Thrombin und Thrombomodulin ben&tigt um
in aktiviertes Protein C umgewandelt zu werden. Da wir nicht den Prozess der Umwandlung von
Protein C zu aktiviertem Protein C untersuchen wollten und die Konzentrationen von Thrombin und
Thrombomodulin unter Zellkulturbedingungen nicht den physiologischen Bedingungen entsprachen,
verwendeten wir in vitro aktiviertes Protein C um gleiche Konzentrationen an aPC in vitro zu
erreichen.

5.8 DIE KURZFRISTIGE GABE VON PROTEIN C HAT KEINEN EINFLUSS AUF DIE
DURCH POLY(I:C) HERVORGERUFENEN VERANDERUNGEN DES BLUTBILDS

Die Gabe von Protein C in einer Dosis von 100 U/kg Maus 30 Minuten vor dem Start des Light-dye-
injury-Experiments hatte keinen Effekt auf die Verdnderungen des Blutbildes, die durch eine
intraperitoneale Gabe von 200 pug Poly(I:C) 24 Stunden vor dem Versuchsbeginn ausgelost wurden.
Protein C scheint somit keinen kurzfristigen Effekt auf die Leukozyten- und Thrombozytenzahlen zu
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besitzen und kann die moglicherweise in der Peripherie befindlichen Leukozyten von den
GefdaBwinden nicht 16sen.

Dass eine kurzfristige Gabe zur Therapie der durch Poly(I:C) bedingten Blutbildverdnderungen nicht
ausreicht, entspricht den Erwartungen, da die proinflammatorischen und prothrombotischen
Wirkungen von Poly(I:C) durch Verdnderung der endothelialen Eigenschaften bedingt werden und
diese Effekte nicht innerhalb von einer halben Stunde riickgidngig gemacht werden kdnnen.

5.9 DIE KURZFRISTIGE GABE VON PROTEIN C KANN DIE DURCH POLY(I:C)
BEDINGTEN VERANDERUNGEN DER THROMBUSBILDUNG IN DER
MIKROZIRKULATION DES M. CREMASTERS RUCKGANGIG MACHEN

Poly(I:C) wurde 24 Stunden vor dem Start des Light-dye-Injury-Versuches i.p. appliziert und fiihrte in
der Mikrozirkulation des Cremaster Muskels der Maus zu einer beschleunigten Thrombusbildung in
vivo. Sowohl der Beginn der Thrombusbildung (Onset) als auch die Zeit bis zum vollstindigen
Gefiafverschluss (Verschlusszeit) waren nach Behandlung mit Poly(I:C) signifikant friiher eingetreten.
Urséchlich scheint eine Verdnderung des Endothels, das in vitro nach Poly(I:C)-Gabe eine verstirkte
Transkription und Expression prothrombotischer Faktoren zeigt, die Thrombusbildung in vivo zu
fordern. Aktiviertes Protein C konnte in der Zellkultur in menschlichen Endothelzellen (HUVECs:)
und menschlichen Mesangialzellen (HMCs) die Transkription prothrombotischer Faktoren nach
Behandlung mit Poly(I:C) hemmen. Protein C, das Zymogen des aktivierten Protein C, konnte somit
in vivo als ein mdgliches Therapeutikum zur Behandlung von Verdnderungen der Hémostase, die
durch ds-RNA ausgelost worden sind, eingesetzt werden. Zur Aktivierung von Protein C zu
aktiviertem Protein C wird Thrombomodulin, das auf Endothelzellen exprimiert wird und Thrombin,
das an Thrombomodulin binden kann, bendtigt [100, 104, 127, 131]. Thrombin, das an
Thrombomodulin gebunden ist und dadurch eine Konformationsinderung erfihrt, kann durch
limitierte proteolytische Spaltung das Zymogen Protein C zu aktiviertem Protein C umwandeln [100,
104]. Durch diesen Prozess wird die Bildung von aktiviertem Protein C enzymatisch reguliert und ist
anders als bei der direkten Gabe von aktiviertem Protein C nicht in sehr hohen Spitzenkonzentrationen
generalisiert im GefdBsystem vorhanden. Wurde Protein C 30 Minuten vor Durchfithrung des Light-
dye-injury-Experiments i.a. in einer Dosis von 100 U/kg Korpergewicht verabreicht, konnte beziiglich
des Beginns der Thrombusbildung (Onset) zwischen den Kontrolltieren und den Tieren, die mit
Poly(I:C) behandelt worden sind, kein signifikanter Unterschied mehr gesehen werden. Protein C
verlangerte dabei die Zeit bis zum Beginn der Thrombusbildung in den mit Poly(I:C)-behandelten
Maiusen deutlich. Aufgrund einer groen Standardabweichung ist die Verldngerung der Verschlusszeit
auf dem 5%-Signifikanzniveau statistisch nicht signifikant gewesen, jedoch zeigte sich auch hier eine
teilweise sehr deutliche Verldngerung der Zeit bis zum vollstdndigen GefaB3verschluss. Griinde fiir die
groflen Unterschiede in den Verschlusszeiten der mit Poly(I:C) und Protein C behandelten Mause
konnten unterschiedliche Level an aktiviertem Protein C gewesen sein. Da wir keine Plasmaspiegel
von aktiviertem Protein C bestimmt haben, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Umwandlung
von Protein C zu aktiviertem Protein C in den einzelnen Méusen in unterschiedlichem Ausmal
abgelaufen ist. Ob die antithrombotischen Effekte von Protein C primidr durch die
antikoagulatorischen oder antiinflammatorischen Eigenschaften ausgelost wurden, kann ebenfalls
nicht sicher gesagt werden. Aufgrund der kurzen Zeit zwischen Protein C-Gabe und
Versuchsdurchfiihrung ist ein groBerer Einfluss der antikoagulativen Wirkung von aktivierten Protein
C zu erwarten. Die Dauer bis zum Beginn der antiinflammatorischen Effekte von aktiviertem Protein
C, die von den intrazelluldren Effekten auf die mRNA-Transkription und Proteinexpression abhéngen,
wird vermutlich grofler sein und nicht innerhalb von 30 Minuten in Erscheinung treten. Die

antikoagulative Wirkung von aktiviertem Protein C scheint jedoch in der durch ds-RNA ausgeldsten
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prothrombotischen Situation interessant zu sein, da Protein C somit auch kurzfristig gegen die
gesteigerte Thrombophilie nach Behandlung mit ds-RNA eingesetzt werden kann. Protein C konnte
daher einerseits als Akutmedikament bei viralen Infektionen mit erhdhter Thrombusbildung eingesetzt
werden als auch andererseits iiber einen langeren Zeitraum begleitend zur Infektion. Der Einsatz von
Protein C {iiber einen langeren Zeitraum sollte, wenn man die hemmende Wirkung auf die Expression
prothrombotischer Faktoren auf Endothelzellen und Mesangialzellen in vitro betrachtet, zusétzlich zu
der antikoagulativen Wirkung auch antiinflammatorische Effekte zeigen. Es wére daher sehr
interessant den Einfluss von Protein C auf die Thrombusbildung in vivo iiber einen ldngeren Zeitraum
mit mehrmaligen Protein C-Gaben zu beobachten.

5.10 PATHOPHYSIOLOGIE UND KLINISCHE BEDEUTUNG

Im Unterschied zu aktiviertem Protein C, das bereits iiber mehr als zehn Jahre in der Klinik zur
Therapie der bakteriellen Sepsis eingesetzt worden ist und aufgrund von erhohten
Blutungskomplikationen in der Therapie der bakteriellen Sepsis nicht {iberlegen aber auch nicht
unterlegen zur rein symptomatischen Volumentherapie war [95, 96, 169], konnte bei Gabe von Protein
C aufgrund der fehlenden antikoagulativen Wirkung des Zymogens eine iiberméfBige Blutungsneigung
fehlen [146]. Interessanter Weise entfaltet jedoch bereits Protein C eine antiinflammatorische
Wirkung. Voraussetzung fiir das antiinflammatorische Signaling des Protein C-Signalwegs ist die
Bindung von Protein C bzw. aktiviertem Protein C an den ,,endothelial protein C receptor (EPCR),
der dadurch eine Konformationsdnderung des ,protease-activated receptor 1“ (PAR-1) auslost [107,
131, 152]. Durch diese Konformationsinderung des PAR-1 verdndern sich die normalerweise
proinflammatorischen Effekte zu antiinflammatorischen Effekten bei Aktivierung des Rezeptors durch
limitierte Proteolyse [152]. Zu den Enzymen, die den PAR-1 aktivieren konnen, gehdren Thrombin
und u.a. aktiviertes Protein C [136, 137, 149, 151]. Die antiinflammatorische Wirkung von aktiviertem
Protein C wird durch Bindung von Protein C an den EPCR, Aktivierung von Protein C durch
Thrombin, das an Thrombomodulin gebunden ist und die Aktivierung des PAR-1 durch aPC ausgelost
[131, 136]. Es ist jedoch nicht entscheidend, dass aPC den PAR-1 aktiviert, da allein die
Konformationsédnderung von PAR-1, die durch Bindung von Protein C an den EPCR ausgelost wird,
entscheidend fiir das antiinflammatorische Signaling des PAR-1 ist [131, 137, 151, 152]. D.h., dass
Protein C durch Bindung an den EPCR trotz nachfolgender Aktivierung des PAR-1 durch Thrombin
antiinflammatorisch wirken wiirde. Diese Erkenntnisse haben daher bereits zur Entwicklung von
Protein C-Mutanten gefiihrt, die eine antiinflammatorische Wirkung durch Bindung an den EPCR
zeigen, jedoch durch eine Mutation kein aktives antikoagulatorisches Zentrum mehr besitzen [106,
170]. Dadurch konnten gewiinschte antiinflammatorische Wirkungen ohne unerwiinschte iibermifBige
antikoagulatorische Wirkungen erzielt werden. Der Vorteil von Protein C im Gegensatz zu solchen
Mutanten wére eine vorhandene antikoagulatorische Wirkung, die nach Aktivierung von Protein C zu
aktiviertem Protein C entstehen wiirde und einen Einsatz in der akuten Situation einer {iberméfigen
Gerinnung interessant machen wiirde. Durch den Einsatz mehr oder weniger stark wirkender
antikoagulatorischer aPC-Varianten kdnnte in Abhéngigkeit der Gerinnungssituation gezielt ein mehr
oder weniger starker Einfluss auf die Gerinnung bei gleichbleibender antiinflammatorischer Wirkung
ausgeiibt werden.

Die Bedeutung viraler Infektionen auf das System der Blutstillung und die damit verbundenen
Gefahren werden aktuell durch die Ebola-Epidemie in Westafrika uns deutlich vor Augen gefiihrt. Da
im Kampf gegen virale Infektionen aufler dem Prinzip der Impfung aktuell noch wenige therapeutische
Optionen zur Verfiigung stehen, bleibt die supportive Therapie mit Symptomkontrolle nach wie vor
die entscheidende Therapiemoglichkeit. Ds-RNA als ein wichtiges PAMP viraler Infektionen zeigt in
vivo eine prothrombotische Wirkung und koénnte ein Mosaikstein in der Erkldrung der Pathogenese
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der Hdmostasestorungen bei viralen Infektionen sein. Sicherlich spielen hier aber noch eine Vielzahl
weiterer Faktoren eine Rolle, die unter dem Stichwort ,,Jmmunothrombose zusammengefasst werden
konnen. Auch direkte Effekte von Viren auf die Integritit des GefaBsystems mit Zellbefall und
Zelluntergang miissen beriicksichtigt werden. Das Protein C bietet interessante Eigenschaften fiir den
Einsatz als Therapeutikum bei durch Infektionen ausgelosten Verbrauchskoagulopathien, da es mit
seiner antikoagulativen Eigenschaften direkt die Thrombusbildung unterdriicken hilft und dariiber
hinaus iiber seine antiinflammatorischen Effekte gegen die Entwicklung eines prothrombotischen
Zustands eingesetzt werden kann. Protein C konnte sowohl in der Akutsituation einer viralen Infektion
mit gesteigerter Gerinnungsaktivitit als auch iiber einen lidngeren Zeitraum bei chronisch viralen
Infektionen eine interessante therapeutische Option sein. Auch der Einsatz von Protein C-Mutanten
konnte durch selektive Ausschaltung der antikoagulatorischen bzw. antiinflammatorischen
Eigenschaften wichtige therapeutische Moglichkeiten bieten.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Zur Aufrechterhaltung der Homdostase und Integritit eines multizelluldiren Organismus ist die
Erkennung und Abwehr eindringender oder im Organismus entstehender schédlicher Zellen,
Organismen und infektioser Partikel durch das Immunsystem essentiell. Das Immunsystem ist dabei
nicht nur in der Lage iiber spezialisierte Zellen die Erkennung und Abwehr potentieller Pathogene
durchzufiihren, sondern auch durch verdnderte Eigenschaften anderer Zelltypen eine Infektion
nachzuweisen. Endothelzellen, die die innerste Schicht der GefdBle bilden, kénnen indirekt durch
Zytokine aus der Umgebung aber auch direkt durch die Erkennung von Pathogenen das
Expressionsprofil von oberflichlichen Molekiilen dndern und damit Immunzellen den Ort einer
Entziindung anzeigen und diesen den Durchtritt durch die GefdBwéinde ermoéglichen. Neben der
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Adhésionsmolekiilen fiihrt eine Aktivierung
von Endothelzellen aber auch zu einer verstirkten Expression prothrombotischer Faktoren. Die
Auslosung der Hémostase am Ort der Infektion ist ein weiterer wichtiger Mechanismus der
Pathogenabwehr, der die Ausbreitung des eindringenden Krankheitserregers unterbinden soll und die
Erregerabwehr unterstiitzt. Die Hdmostase ist daher ein wichtiger Bestandteil einer Immunreaktion
und phylogenetisch mit dem Immunsystem verwandt, weshalb in diesem Zusammenhang der Begriff
der ,,Jmmunothrombose* von Massberg et al. eingefiihrt wurde [25]. So wird auch den Thrombozyten
seit kurzem eine immer bedeutendere Rolle im Prozess der Immunabwehr eingerdumt. Dass diese
Zusammenhinge jedoch unter bestimmten Situationen gefdahrliche Konsequenzen haben konnen, zeigt
sich in den beeindruckenden Krankheitsbildern der bakteriellen Sepsis und des ,,viral hemorrhagic
fever syndrome® (VHF). Die iibermifige Aktivierung der Hdmostase fiihrt in beiden Féllen zu einer
disseminierten intravasalen Gerinnung und damit zum Verbrauch von Gerinnungsfaktoren mit
anschlieBenden unkontrollierbaren Blutungen, Schock, Multiorganversagen und schlielich zum Tod.
Die Konsequenzen gerade von viralen Epidemien sogenannter hdmorrhagischer Viren wie dem Ebola-
Virus, das im Jahr 2014 in Westafrika ausgebrochen ist und bis zum jetzigen Zeitpunkt bei einer
Letalitdtsrate von iiber 50 % zu mehreren tausend Toten gefiihrt hat, sind betrdchtlich. Bei der
Erkennung von viralen Infektionen durch das Immunsystem spielt insbesondere in den ersten Tagen
der Infektion die Erkennung von ,,pathogen associated molecular patterns* (PAMPs) eine wichtige
Rolle. Ds-RNA stellt ein solches PAMP dar, das z.B. bei der Replikation von RNA-Viren in der Zelle
anféllt. Wir untersuchten daher den Einfluss eines ds-RNA-Analogons (Poly(I:C)) auf die Himostase
in vivo und auf die Expression von prothrombotischen Faktoren in Endothelzellen in vitro sowie
direkte Effekte auf die Thrombozytenfunktion in vitro.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass ds-RNA (Poly(I:C)) die Thrombusbildung in
den Arteriolen der Mikrozirkulation des Musculus cremaster der Maus fordert und damit eine
prothrombotische Wirkung in vivo besitzt. Eine wichtige Rolle scheint die Erkennung von ds-RNA
durch den Toll-like-Rezeptor 3 zu spielen, da die prothrombotische Wirkung von Poly(I:C) in TLR-3-
KO Maéusen nicht zu sehen war. Ds-RNA fiihrt des Weiteren zu einer ausgepréigten Leukopenie und
Thrombozytopenie, die auch in TLR-3 KO Maiusen zu sehen ist und durch andere Mechanismen der
ds-RNA-Erkennung ausgeldst werden muss. Ds-RNA war unter den genannten Versuchsbedingungen
trotz der beschriebenen Blutbildverdnderungen nicht in der Lage die Blutungszeit nach
Schwanzamputation der Maus signifikant zu verdndern. Das Ausmal} der Thrombozytopenie, das
bezogen auf hdmostatisch relevante Thrombozytenwerte jedoch deutlich zu gering ausgepragt war, hat
eine merkliche Verdnderung der Hédmostase aber auch unwahrscheinlich gemacht. In vitro konnte
dhnlich wie bereits zuvor von Preissner et al. [80] sowohl auf menschlichen Endothelzellen (HUVECs
und HMECs) als auch auf menschlichen Mesangialzellen (HMCs) eine verstirkte mRNA-
Transkription von prothrombotischen Faktoren gesehen werden. Zelllysatmaterial von Zellen, die
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ebenfalls mit ds-RNA behandelt wurden, zeigte in der Thrombelastometrie eine gesteigerte
Gerinnselbildung, was auf eine stirkere Expression prothrombotischer Gerinnungsfaktoren schlieBen
lasst. Dagegen konnten keine direkten Effekte von ds-RNA auf die Aktivitit und das
Aggregationsverhalten von menschlichen Thrombozyten in vitro gesehen werden. In der
Lichttransmissionsaggregometrie (Methode nach Born) konnte sowohl unter Aktivierung der
Aggregation mit ADP, TRAP und Kollagen als auch unter basalen Bedingungen kein Einfluss von ds-
RNA auf das Aggregationsverhalten der Thrombozyten nachgewiesen werden. Auch in der FACS-
Analyse der Oberflichenfaktoren P-Selektin und GP IIbllla deren Expressionslevel mit dem
Aktivitétslevel der Thrombozyten korreliert, konnte sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach
Aktivierung mit Thrombin keine Unterschiede im Aktivititsniveau der Thrombozyten festgestellt
werden. Ein indirekter Einfluss des Endothels auf die Thrombozyten scheint wahrscheinlicher fiir die
Verdnderungen des Blutbildes zu sein, wihrend an Hand unserer Ergebnisse kein Anhalt fiir direkte
Effekte von ds-RNA auf die Thrombozyten besteht. Somit ldsst sich zusammenfassen, dass die
prothrombotische Wirkung von ds-RNA in vivo wohl in erster Linie durch prothrombotische
Verdanderungen des Endothels bedingt ist.

Zur Therapie der prothrombotischen Effekte von ds-RNA in vivo wurde der Einfluss von Protein C
auf die Thrombusbildung in vivo untersucht. Protein C konnte nach kurzfristiger Gabe effizient den
Beginn der Thrombusbildung (Onset) verzégern und zeigte ebenfalls eine Verzogerung der Zeit bis
zum kompletten Verschluss des Gefal3es, der jedoch aufgrund einer groen Standardabweichung nicht
signifikant war. In vitro hemmte aktiviertes Protein C die durch ds-RNA induzierte mRNA-
Transkription prothrombotischer Faktoren auf menschlichen Endothelzellen (HUVECs) und
menschlichen Mesangialzellen (HMCs). Demnach konnte Protein C nicht nur iiber seine direkte
antikoagulativen Wirkungen in der Behandlung prothrombotischer Zustinde ausgelost durch virale
Infektionen sondern auch indirekt iiber seine antiinflammatorischen Effekte durch Unterdriickung der
Expression prothrombotischer Faktoren auf Endothelzellen von Bedeutung sein. Die Verwendung von
Protein C anstelle von aktiviertem Protein C, das in der Behandlung der bakteriellen Sepsis lange
eingesetzt wurde, jedoch mit einem hoheren Blutungsrisiko verbunden ist, konnte die Gefahr
unkontrollierter und ungewollter Blutungen reduzieren. Ebenso konnte der Einsatz von Protein C-
Mutanten, die selektiv antiinflammatorische Eigenschaften bei fehlenden antikoagulativen
Eigenschaften besitzen, interessant sein.

Durch gezieltes Eingreifen in den Prozess der Immunothrombose, das selektiv die H&dmostase
beeinflussen kann, ohne die gewiinschten Effekte des Immunsystems zu beeintrdchtigen, kdnnten in
Zukunft Komplikationen wie disseminierte intravasale Gerinnung, Verbrauchskoagulopathie,
unstillbare Blutungen mit Multiorganversagen und schlielich der Tod verhindert werden.

Solange virale Infektionen nicht ursichlich therapiert werden kénnen und die supportive Behandlung
der Symptome als einzige Therapieoption besteht, konnten Verfahren, die gezielt die Hémostase
hemmen und antiinflammatorisch wirken, sinnvoll sein. Sowohl in Bezug auf die Mechanismen der
Erkennung viraler Infektionen als auch in Bezug auf die Wirkung von Protein C und entsprechender
Protein C-Mutanten ist noch weitere Forschung notwendig. Besonders die Erforschung der Wirkung
von Protein C iiber einen ldngeren Zeitraum im Prozess der chronisch viralen Infektion scheint hier
interessant zu sein. Ein genaueres Verstdndnis der molekularen Zusammenhinge zwischen dem
Immunsystem und der Hamostase kdnnte dariiber hinaus weitere wichtige Informationen liefern.
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™ thrombomodulin

TRAP-6 thrombin receptor activator peptide 6

TRIF TIR-domain-containing adaptor protein inducing
IFNB

vWF von Willebrand Faktor
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