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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Pathophysiologie des Hamostasesystems

Die regelrechte Funktion des Hamostasesystems wird unter physiologischen
Bedingungen aufrechterhalten durch ein Zusammenwirken von Gefalwand,
Thrombozyten und plasmatischem Gerinnungspotential, welches von koagulato-
rischen und fibrinolytischen Faktoren gebildet wird und einer strikten Kontrollin-
stanz unterworfen ist. Die Reaktion der Gefalwand bei einer Verletzung besteht
in einer lokalen Vasokonstriktion, die vorwiegend tber Stimulation sympathi-
scher Nervenendigungen ausgelést wird. An die verletzte Gefal3wand lagern
sich Blutplattchen an und bilden einen Thrombozytenpfropf, der zur Abdichtung
der Lasion fuhrt. Diese Vorgange werden unter dem Begriff der primaren Ha-
mostase zusammengefal3t. Da der Thrombozytenpfropf die GefalRwand iber
einen langeren Zeitraum nicht dicht halten kann, wird die sekundare Hamostase
in Form der plasmatischen Gerinnung aktiviert. Durch das Zusammenspiel von
koagulatorischen und fibrinolytischen Komponenten wird bei einer Gefal3verlet-
zung zum einen eine ausreichende Blutstillung erreicht und zum anderen eine
Uberschie3ende Thrombosierung verhindert. Erkrankungen im hamostaseolo-
gischen System, die zu einem Verlust der regulierten Balance fuihren, kdnnen
sich in verstarkter Blutungsneigung auf3ern oder zu erhdhter Gerinnungsaktivitat
fuhren. Das plasmatische Blutgerinnungssystem wird gebildet von verschiede-
nen Blutgerinnungsfaktoren, die Uber eine Kaskade miteinander verbunden
sind. Das bedeutet, dal3 ein Faktor den Vorlaufer (Zymogen) eines anderen
durch limitierte Proteolyse in die enzymatisch aktive Form umwandelt (Mann et
al.; 1988). Die gerinnungsférdernden Komponenten sind einkettige Glykopro-
teine und Uberwiegend Serinproteasen, bezeichnet nach ihrem katalytischen
Zentrum. Die Faktoren I, VII, IX, X sowie PC und PS z&hlen zu den Vitamin-K-
abhangigen Serinproteasen. Diese Vitamin-K-Abhangigkeit beruht auf einer

Modifikation von Glutaminsaureresten zu g-Carboxyglutaminsaure, welche durch
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eine Vitamin-K-abhéngige mikrosomale Carboxylase katalysiert wird. Unter-
schieden werden ein endogener und ein exogener Aktivierungsweg. Beide sind
uber funktionelle Querverbindungen miteinander verkniipft. Uber eine gemein-
same Endstrecke beider Aktivierungsformen wird letztendlich ein stabiles,

guervernetztes Fibringerinnsel gebildet.

Siehe Abbildungsverzeichnis im Anhang; Abbildung 1: Ablauf der sekundaren
Hamostase (Hiller und Riess; 1988/Gross, Scholmerich und Gerok; 1994)

Das endogene Gerinnungssystem startet durch Aktivierung des FXII bei Ab-
sorption an eine benetzbare Oberflache. Dieser Vorgang wird als Kontaktakti-
vierung bezeichnet. Die Aktivierung des exogenen Systems beginnt mit der
Freisetzung von Thromboplastin aus Gewebszellen oder aktivierten Makropha-
gen. FXa und FVa bilden zusammen mit PL den sogenannten Prothrombinase-
Komplex, der in Gegenwart von Kalziumionen zu einer Aktivierung von PT zu T
fihrt. T ist verantwortlich fir eine Thrombozytenaktivierung und spaltet FV und
FVIII sowie FXI im Sinne eines positiven Feedback-Mechanismus zu aktiven
Komponenten. Folge ist eine verstarkte Thrombingenerierung (Esmon; 1989). T
spaltet aus Fibrinogen die Fibrinopeptide A und B ab. Dadurch werden Poly-
merisationsseiten freigelegt, die eine Aggregation der Fibrinmonomere ermog-
lichen. Die Stabilitat des Fibringerinnsels wird Gber Quervernetzung durch FXI-
la, eine durch T aktivierte Transglutaminase, erreicht. Diesem Gerinnungspro-
zel3 steht das Fibrinolysesystem gegeniber. Beide Systeme werden tber posi-
tiv und negativ wirkende Feedback-Mechanismen reguliert. Zum Auflésen eines
Fibringerinnsels dient die Bindung an Plasminogen und dessen Aktivierung
durch t-PA oder u-PA zu Plasmin (Lijnen und Collen; 1982). Die Aktivierung von
Plasminogen erfolgt durch Spaltung der Peptidbindung zwischen Arg®®* und
Val*®?. Die so entstandene Serinprotease Plasmin spaltet nun, als Endopepti-
dase wirkend, ihre Substrate an Lysin- oder Argininresten. Fibrin wird durch
Plasmin in l6sliche Spaltprodukte umgewandelt. Auch Fibrinogen, PT, FV und

FVIII sind potentielle Substrate fur Plasmin. Ein weiterer wichtiger Baustein im
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antikoagulatorischen Schenkel der Hamostase ist die Bindung von T an den
Endothelzellrezeptor TM. Esmon et al. beschrieben als erste 1982 die Isolie-
rung eines Kofaktors zur Thrombin-katalysierten, kalziumabhéngigen PC-
Aktivierung aus der Lunge eines Kaninchens und gab ihm den Namen TM.
Schon 1981 wurde die Anwesenheit eines Zell-Kofaktors in EC beschrieben,
welcher die PC-Aktivierung durch T beschleunigt (Esmon und Owen; 1981).
Gebunden in diesem Komplex verliert T, durch Konformationsanderung, seine
urspriingliche prokoagulatorische Funktion zugunsten einer antikoagulatori-
schen Aufgabe und konvertiert PC in der Gegenwart von Kalziumionen zu einer
Serinprotease, indem es ein 12 Aminosauren langes Peptid abspaltet. APC ist
in der Lage FVa und FVIlla zu spalten und somit zu inaktivieren und in deren
Folge die Thrombinbildung zu vermindern (Stenflo; 1976/Kisiel et al.; 1979).
Das bedeutet, T hat nicht nur prokoalulatorische, sondern auch antikoagulatori-
sche Potenz. Die von EC synthetisierten sulfatierten Mukopolysaccaride sind in
der Lage T zu inaktivieren (Buonassisi; 1973). Zusatzlich zirkulieren im Plasma
Proteinaseinhibitoren, die man unter dem Begriff der Serpine Serinprotea-
seinhibitor) zusammengefal3t hat. Dazu z&hlen AT, als potentester Inhibitor ,
Heparin-Cofaktor Il (Tollefsen und Majerus; 1982), PAF1 (Loskutoff et al.; 1983)
und PAF2 (Lecander und Astedt; 1986), PCI=PAL3 (Stumps et al.; 1986), Pro-
tease Nexin | (Baker et al.; 1980) sowie a;-Antiplasmin (Messmore; 1982). a ;-
Antitrypsin, a,-Makroglobulin und a-Proteinaseinhibitoren sind weitere be-
kannte Serpine. a;-Antiplasmin hemmt ausschliel3lich die fibrinolytische Aktivi-
tat von freiem Plasmin (Collen; 1980). Fibringebundenes Plasmin bleibt vor In-
aktivierung geschutzt, weil die notwendigen Lys-Bindungsstellen fir a;-
Antiplasmin nicht zuganglich sind. Die Fibrinolyse bleibt deshalb auf das Fi-

bringerinnsel beschréankt.



Einleitung 4

1.2. Protein-C

PC wurde 1960 von Mammen et al. erstmalig und 1976 von Seegers et al. unter
dem Namen Autoprothrombin Ila beschrieben. Aufgereinigt wurde PC aus bovi-
nem (Stenflo; 1976) und humanem Plasma (Kisiel; 1979) sowie als rekombi-
nantes humanes PC aus drei verschiedenen S&ugetier-Zellinien (Yan et al.;
1990). PC ist eine Vitamin-K-abh&ngige Serinprotease, die von Hepatozyten
synthetisiert wird und im Blut zunéchst als inaktive Form vorliegt. Die Plasma-
konzentration betragt 3 bis 5 ng/ml. Das Molekulargewicht wird mit 62 kDa an-
gegeben. Die Halbwertszeit im Plasma ist mit 8 h beschrieben (Human Protein
Data; 1992). Synthetisiert wird zunachst ein einkettiges Vorlauferprotein, bei
dem ein Lys-Arg-Dipeptid herausgeschnitten wird. Dadurch entsteht ein zwei-
kettiges Molekul, welches lber eine Disulfidbricke miteinander verbunden ist.
Es wird eine leichte Kette mit 21 kDa von einer schweren Kette mit 41 kDa un-
terschieden. Beide Ketten sind sowohl strukturell als auch funktionell unter-
schiedlich. Die schwere Kette ist an mehreren Stellen im Molekul glykosiliert.
Die Glykosilierung von humanem PC beeinflul3t seine Sekretion, Proteoly-
seprozesse und die Aktivierung durch T. So konnte durch Elimination von Gly-
kosilierungen im Bereich der schweren Kette eine zwei- bis dreifache Steige-
rung der antikoagulatorischen Aktivitat beobachtet werden, unabhé&ngig von der
Kalziumkonzentration (Grinnell et al.; 1991). PC weist eine grof3e Homologie zu
anderen Vitamin-K-abhéangigen Plasmaproteinen wie FlI, FVII, FIX, FX und PS
auf (Pattky; 1985). Am aminoterminalen Ende der leichten Kette befindet sich
die sogenannte Gla-Domane (Suttie et al.; 1987), die aus 9 Carboxyglutamin-
saureresten besteht, eine geringe Affinitat zu Kalziumionen hat und mit negativ
geladenen Oberflachen in Kontakt tritt (Jackson und Nemerson; 1980/Nishioka
et al.; 1996). Daneben sind in der leichten Kette noch zwei Doméanen bekannt,
die eine grol3e Homologie zum EGF zeigen und die zussammen mit dem b-
Hydroxyasparaginsaurerest in Position Asp’* der ersten Doméane eine relativ
groRe Kalziumaffinitat besitzen und fir die Interaktion mit PS dienen (Ohlin et

al.; 1988). Weiterhin ist beschrieben, daf3 Gla-Doméne und beide EGF-
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ahnlichen Sequenzen im PC-Molekil in Kombination die héchste Bindungs-
energie fur den T/TM-Komplex aufweisen (Hogg et al; 1992). Die schwere Kette

tragt das katalytische Zentrum der Serinprotease, welches sich zusammensetzt

0 203

aus den Aminosauren His>*, Asp'® und Ser®® und dem Aktivierungspeptid,
welches sich am aminoterminalen Ende der schweren Kette befindet und aus

12 Aminosauren aufgebaut ist.

1.3. Aktiviertes Protein-C

PC mul} aktiviert werden, um seine Funktion im Hamostasesystem erfillen zu
koénnen. Die proteolytische Abspaltung des Aktivierungspeptids erfolgt in der
Gegenwart von Kalziumionen durch an TM gebundenes T (Esmon et al.; 1982).
Die Spaltstelle liegt zwischen den Aminosauren Arg'®® und Leu'”® (Kisiel;
1979). Auch ohne die Anwesenheit des Endothelzellrezeptors TM ist eine Ab-
spaltung des Peptids moglich, jedoch wesentlich ineffizienter als in der Gegen-
wart des membranstandigen Cofaktors (Kisiel; 1976/Esmon und Owen; 1981).
Zusatzlich wird die allein durch T katalysierte Spaltung durch Kalziumionen ge-
hemmt. APC inaktiviert die Gerinnungsfaktoren Va und Vllla durch proteolyti-
sche Spaltung und kontrolliert die Umwandlung von FX zu FXa und von PT zu T
(Bauer; 1994), was einen verminderten Fibrinogenumsatz zur Folge hat (Kisiel
et al.; 1977). Dazu wird unter physiologischen Bedingungen ein Multienzym-
komplex gebildet, der aus negativ geladenen Phospholipidmembranen, Kalzi-
umionen, FVa, FVllla, PS und APC besteht (Muller-Berghaus und Preissner;
1987). APC wirkt nicht auf zirkulierenden FV und FVIII ein (Dahlbéck; 1994). PS
ist ein Vitamin-K-abhangiger Cofaktor von APC. Es ist unter physiologischen
Bedingungen nur zu 40 % frei im Plasma vorhanden und fur APC zuganglich, 60
% sind an das C4b-Bindungsprotein gebunden (Bauer; 1994). APC bildet mit
dem Serpin PAI1 einen Komplex (Sakata et al.; 1985), der zur Folge hat, daf3
PAL1 nicht mehr langer in der Lage ist Plasminogenaktivatoren zu inhibieren.
Damit wird die Fibrinolyserate erhoht. Diese Reaktion kann durch Heparin auf

das 30-fache beschleunigt werden (Suzuki et al.; 1984). In vivo wird APC hepa-
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rinunabhéangig durch PCI (Suzuki et al.; 1987) und a ;-Antitrypsin (Heeb und Grif-
fin; 1988) reguliert. Ein PC-Mangel kann hereditar oder erworben sein und ist
verbunden mit einem erhéhten Thromboserisiko, aufgrund der beeintrachtigten
Inaktivierung der Faktoren Va und Vllla. Bei Plasma-PC-Antigen-
Konzentrationen von weniger als 0,5 U/ml wird von einem erhéhten Thrombose-
risiko ausgegangen (Broekmans et al.; 1983). Beschrieben wurden zwei Fami-
lien mit thrombotischen Ereignissen und isoliertem PC-Mangel 1980 von Griffin
et. al. und 1982 von Bertina et al.. Es handelt sich bei den erblichen Formen um
einen autosomal dominanten Erbgang, der in homozygoter und heterozygoter
Auspragung vorkommen kann (Broekmans et al.; 1983). Homozygote Trager
entwickeln schon postpartal eine neonatale Purpura fulminans (Marciniak et al.;
1985) und/oder massive Venenthrombosen. Heterozygote Trager werden durch
rezidivierende thrombotische Ereignisse nach Abschluf® der Pubertat auffallig

(Horellou et al.; 1984).

Siehe Abbildungsverzeichnis im Anhang; Abbildung 2: PC/APC (Dahlback;
1994)

1.4. Faktor-V

FV wird als einkettiges Glykoprotein von Hepatozyten (Olson et al.; 1966) und
Megakaryozyten (Chiu et al.; 1983) synthetisiert. Laut Cerveny, Rodgers und
Annamalai sind auch EC in der Lage FV zu synthetisieren, wobei Giddings die
FV-Synthese von EC nicht bestatigen konnte. Auch HepG,-Zellen sind nach
Wilson et al. in der Lage FV zu produzieren. Tracy et al. konnten 1983 FV in
Monozyten und Lymphozyten nachweisen. Die relative Molekularmasse von FV
wird mit 330 kDa angegeben (Kalafatis et al.; 1994), zu der ein hoher Anteil an
Sializylsdure und ein Gewichtsanteil von 13 % Carbohydrat beitragen (Kane
und Majerus; 1981). Die Plasmakonzentration variiert zwischen 4 und 14 pg/ml.
Die Halbwertszeit von Faktor V ist bislang unbekannt (Haeberli; 1992). Ent-

deckt wurde FV bereits 1947 von Owren. Er beschrieb einen Gerinnungsfaktor,
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der in normalem Plasma nachweisbar war, nicht jedoch im Plasma einer 21-
jahrigen Patientin mit Blutungskomplikationen. Mit konventionellen Methoden
wurden bisher boviner (Esmon; 1979/Nesheim; 1979) und humaner FV (Ro-
senberg et al.; 1975/Dahlback; 1980/Kane et al.; 1981) isoliert. Katzman et al.
isolierte 1981 humanen FV mit Hilfe eines monoklonalen AK's und konnte da-
mit eine héhere Aufreinigungsrate erzielen. Chiu et al. benutzten 1983 zur FV-
Isolierung aus humanem Plasma einen monoklonalen AK gegen FV, der von
Hurtubize et al. 1979 aus Patienten-Plasma gewonnen wurde und eine hohe
FV-Spezifitat aufweist. Die Aufreinigung von FV gestaltet sich schwierig, da er
als sehr instabil beschrieben ist, eine gro3e Empfindlichkeit gegentiber proteo-

lytischen Enzymen zeigt und zur Bildung von Polymeren neigt (Chiu et al.; 1983).

1.5. Faktor-Va

709 1018

Durch T wird FV an den drei Peptidbindungsstellen Arg" ™", Arg

1545

und Arg
zu FVa gespalten und damit eine Konformationsanderung bewirkt. Marquette et
al. konnten 1995 zeigen, dal3 die Spaltung an Position 1018 die Spaltung an
Position 1545 fordert bzw. erleichtert und die Aminosaurenregion zwischen
1476 und 1545 genauso wichtig fur eine Aktivierung ist. FVa hat selbst keine
Enzymfunktion, sondern wirkt in Gegenwart von Kalziumionen und PL in der
FXa-katalysierten Prothrombinaktivierung als Kofaktor (Colman; 1976/Kane
und Majerus; 1981/Nesheim et al.; 1981). Durch die Aktivierung von PT durch
FXa werden die PT-Fragmente;., gebildet, die als Marker hyperkoagulatori-
scher Zustande dienen kdonnen (Zoller und Dahlback; 1996). Desweiteren fun-
giert FVa als Kofaktor zur Aktivierung von PC durch T (Salem und Majerus;
1983/Salem und Majerus; 1983). Nach Shen und Dahlb&ck arbeiten FV und PS
synergistisch als PL-gebundene Kofaktoren fur die APC-katalysierte-FVilla-
Inaktivierung, wobei das Maximum der FV-Kofaktoraktivitat mit equimolaren

Anteilen der Komponenten erreicht wird.
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Siehe Abbildungsverzeichnis im Anhang; Abbildung 3: Mechanismus der

Blutgerinnung (Tuddenham; 1994)

FVa setzt sich zusammen aus einer leichten (74 kDa) und einer schweren Kette
(94 kDa), die in der Gegenwart von Kalziumionen durch nicht-kovalente Wech-
selwirkungen zusammengehalten werden (Esmon; 1979/Suzuki et al.; 1982).
Inaktiviert wird FVa durch Spaltung der schweren Kette mit Hilfe von APC, wo-
bei die Rate der Inaktivierung in der Gegenwart von Kalziumionen und PL stark
erhoht ist (Suzuki et al.; 1983). Die Spaltstellen im FVa-Molekul befinden sich

3%¢ - Arg®®®, Arg®”® und Lys*®*, wobei der Spaltstelle Arg>®°

an den Stellen Arg
eine Schlusselrolle zur kompletten Inaktivierung von bovinem FVa zukommt (Ka-
lafatis und Mann; 1993). Kalafatis et al. untersuchten 1994 und 1995 den Me-
chanismus der Inaktivierung von humanem FV und humanem FVa. Sie konnten

306

zeigen, dald im FV-Molekil zundchst an der Stelle Arg™" (membranabhéngig)

und anschlieRend an der Aminosaure Arg>*® gespalten wird. Im FVa-Molekdil

506 306

wird zunéchst an Stelle Arg” gespalten, wodurch die zweite Spaltstelle Arg
durch eine bessere Exposition fir APC zugéanglicher wird. Wenn FXa, nicht so
FX (Suzuki et al.; 1982) an FVa gebunden ist, kann die schwere Kette nicht ge-
spalten werden und FV verbleibt aktiv. In der Gegenwart von FXa und PS wer-

den die Unterschiede im Abbau von Fva™ und Fvat®°?

verschwindend gering.
Das erklart, warum Patienten mit APC-Resistenz in der Abwesenheit anderer
Risikofaktoren eine nur geringe thromboembolische Disposiotion zeigen. PS
beschleunigt jedoch die FVa-Inaktivierung durch eine bis zu 20-fache Verstar-
kung der langsameren Spaltstelle Arg*®® (Rosing et al.; 1995). Walker et al. i-
dentifizierten 1990 auch in der leichten Kette von FVa sowie in der leichten Ket-
te von FVIII Bindungsstellen fiir APC. FVIII weist eine groRe Homologie zu FV
auf und wirkt als Kofaktor fur die FIXa-katalysierte-FX-Aktivierung. Eine FV-
Mangelerkrankung ist unter dem Synonym der Parahamophilie beschrieben
(Owren und Cooper; 1955). Die Erkrankung kann auch als kombinierter
FV/FVIlI-Mangel auftreten. Die Krankheit wird autosomal rezessiv vererbt und

kann in homozygoter oder heterozygoter Auspragung auftreten. Homozygote
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Trager zeigen eine FV-Aktivitat, die im Bereich zwischen 1-5 % liegt und zeich-
nen sich durch eine milde Blutungsneigung aus. Heterozygote Trager zeigen
eine FV-Aktivitat, die zwischen 20 und 60 % liegt sowie normales Blutungsver-

halten.

Siehe Abbildungsverzeichnis im Anhang; Abbildung 4: FV/FVa (Kalafatis und
Mann; 1994)

1.6. APC-Resistenz

Die APC-Resistenz wurde erstmals 1993 von Dahlbéack et al. beschrieben. Es
handelt sich um ein Krankheitsbild aus dem Formenkreis der Thrombophilien,
welches durch eine verminderte antikoagulatorische Wirkung von APC gekenn-
zeichnet ist. Dahlbéck und Hildebrand konnten 1994 nachweisen, daf3 es sich
hierbei um eine antikoagulatorische Funktionsstorung im FV-Molekul handelt,
dessen prokoagulatorische Funktion jedoch voll erhalten ist. Sie isolierten aus
normalem humanem Plasma einen Faktor, der den Defekt in betroffenen Pati-
entenplasmen korrigierte. Ursache der Funktionsstérung ist in der Mehrzahl der
Falle eine Punktmutation im FV-Gen in der Position 1691, wobei Arg°%° gegen
Glu ausgetauscht ist (Bertina et al.; 1994). Man spricht von der R506Q-
Mutation. Durch diesen Austausch wird eine wichtige Spaltstelle fur APC zer-

308 inaktiviert, mit der

stort. FVa™®*®? wird an der langsameren Spaltstelle Arg
Folge eines dauerhaften hyperkoagulatorischen Zustandes und erhéhtem Risi-
ko zur Entwicklung einer Thrombose (Aparicio und Dahlback; 1996). Das
Krankheitsbild tritt unabh&ngig von einem PC- oder PS-Mangel auf (Griffin et
al.; 1993). 1995 konnte erstmals ein junger Patient mit APC-Resistenz be-
schrieben werden, der gleichzeitig einen PS-Mangel Typ | zeigte (Zoller et al.;
1995). Die Erkrankung wird autosomal dominant vererbt und stellt nach heuti-
gen Untersuchungen mit 30-40 % die haufigste Ursache von thromboemboli-
schen Komplikationen dar (Svenson und Dahlback; 1994). Bis zum heutigen

Zeitpunkt wurden viele verschiedene Patientenstudien durchgefihrt, die zu dem
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Ergebnis kamen, dal3 es noch weitere Ursachen flr eine verminderte antikoa-
gulatorische Wirkung von APC geben mufl3 (Halbmeyer et al.; 1993/Z6ller et al.;
1995). Untersucht wurde in diesem Zusammenhang eine Verknipfung zwischen
APC-Resistenz und Anticardiolipin-Antikbrpern. Tsakirirs et al. konnten 1995
keinen Zusammenhang erkennen. Griffin et al. dagegen zeigten 1995, dall AK
gegen den Cardiolipin/APC-Komplex oder gegen den Cardiolipin/PS-Komplex
selektiv die PL-abhangige antikoagulatorische Aktivitdt des PC-Wegs vermin-
dern (erworbene APC-Resistenz). Die verminderte antikoagulatorische Wir-
kung von APC kann in einer modifizierten aPTT-Messung (APC-R-Coatest")
bewiesen werden. Plasma von gesunden Probanden reagiert durch die Inhibie-
rung des Thrombins mit einer Verlangerung der aPTT nach Zugabe von APC.
Plasmen von APC-resistenten Spendern reagieren im Vergleich dazu mit einer
verkirzten aPTT. Das Ergebnis des Testverfahrens wird als sogenannte Sensi-
tivitats-Ratio angegeben. Dazu wird der Quotient aus einem Ansatz der aPTT-
Messung in sec mit Zugabe von APC und einem Ansatz ohne APC gebildet.
Die Sensitivitats-Ratio sollte im Normalfall tber dem Wert 2 liegen. Da die
APC-SR von verschiedenen Faktoren wie Citrat-, Kalziumchlorid-, APC-, PS-
Konzentration und Lagerungsbedingungen (Trossaert et al.; 1995) beeinful3t
wird, erschien es zweckmaliig fur vergleichbare Ergebnisse von Test zu Test
eine gepoolte mrmale Plasmaprobe mitlaufen zu lassen und die sogenannte
normalisierte APC-SR aus dem Quotienten APC-SR-Patient/APC-SR-
Poolplasma zu bilden. Dabei wird ein Wert unter 0,84 als pathologisch be-
zeichnet (Ronde und Bertina; 1994). Weitere hereditare Ursachen fur Throm-
boembolien kdnnen, mit einem Anteil von jeweils 5 %, AT-Mangel, PS-Mangel
und PC-Mangel sein (Bauer; 1994). Das bedeutet, dal3 noch immer ca. 30 %

aller Ursachen von hereditaren Thrombophilien unbekannt sind.

1.7. Zielsetzung

Die APC-Resistenz ist mit 30-40 % die bisher haufigste bekannte Ursache fur

thromboembolische Komplikationen (Svenson und Dahlback; 1994). Sie beruht
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auf einer inadaquaten Inaktivierung von FVa durch APC. Ursache ist eine
Punktmutation im FV-Genom. Bei symptomatischen homozygoten Merkmals-
tragern sowie bei mehrfach symptomatischen heterozygoten Merkmalstragern
wird heute als Therapie eine lebenslange Antikoagulation durchgefiihrt. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen der EinfluR der FV*°*°*-Konzentration
auf die APC-Sensitivitat ndher untersucht und darauf aufbauend kausale Thera-
pieansatze aufgezeigt werden. Denkbar waren eine Verringerung des Gesamt-
FV-Plasmaspiegels oder eine selektive Verminderung der FVR%®%
Konzentration oder eine Kombination beider Anséatze. Weitere Mdglichkeiten
waren eine alternative Inaktivierung von FVa oder die hhibierung der Aktivie-
rung von FV schon im Vorfeld.

Um die FV-Funktion nachweisen zu kénnen, sollen zundchst zwei Testverfahren
Anwendung finden. Zum einen der konventionell im Handel erhaltiche APC-
Coatest” der Firma Chromogenix, der auf einer modifizierten aPTT-Messung
basiert. Hierbei werden die aPTT in sec in der Gegenwart von APC und ohne
APC verglichen und aus dem Quotienten beider Werte die sogenannte APC-
Sensitivitats-Ratio gebildet, deren Wert Uber 2 liegen sollte. Zum anderen steht
ein, im hiesigen Labor von Poétzsch et al. entwickelter, amidolytischer Test zur
Verfiigung, der auf der Messung der Kofaktoraktivitit von FVa basiert. Uber
das chromogene Substrat S 2238 wird die Generierung von T gemessen. Das
Ergebnis des Testverfahrens wird als FVa-Restaktivitat angegeben und sollte
40 % nicht Uberschreiten. Zu beurteilen ist im Verlauf der Arbeit, wie sich aPTT
und APC/aPTT in sec und die FV-Restaktivitat in % verhalten, wenn die Quanti-
tdt von FV verringert und/oder die Qualitat von FV (Verhaltnis zwischen
FVY/FVR®?Q) verandert wird. Um nicht nur FV-Aktivitat, sondern auch FV-
Antigen nachweisen zu kénnen, soll im Verlauf dieser Doktorarbeit ein ELISA
entwickelt werden, der diesen Nachweis fuhrt. Dieser Test mul3 reproduzierbar
und standardisierbar sein. Weiterfihrend soll die FV-Regulation auf Protein-
ebene untersucht werden, was den Ubergang auf Zellkulturtechniken erforder-
lich macht. In einem weiteren Schritt sollen Regulationsmechanismen der FV-

Produktion anhand von Stimulationsversuchen mit Zytokinen beobachtet wer-
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den. Durch diese Untersuchungen soll es moglich werden, eine Aussage dar-
Uber treffen zu kbnnen, welche Substanzen in der Lage sind, die FV-Produktion
auf Proteinebene zu modifizieren. Ziel der Versuche ist eine phanotypische

Besserung des Krankheitszustandes der APC-Resistenz.
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2. Materialien

2.1. Gerate

Amelung, Lemgo:

Koagulometer KC 10 A micro

Amicon GmbH, Witten:

Ultrafiltrationseinheit

Beckman Instruments, Somerset (USA):
Zentrifuge J2-MC

Bio-Rad, Munchen:
Gelelektrophorese- und Western-Blot-System Mini Protean 1l und Zubehdr,

Spannungsgeber (Modell 200)

Branson (USA):

Ultrabeschallungsgerat mit Mikrospitze

Buhler, Uber Kihn & Bayer, Giel3en:
Schuttler KS 10

Damm, Fredensborg (Danemark):

Sterile Arbeitsbhank ClanLAF VFR 1806

Eppendorf, Hamburg:

Pipetten, Tischzentrifuge
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Heidolph Elektro KG, Kelheim:
Magnetrthrer mit Heizvorrichtung Heidolph MR 2002

Heraeus Christ GmbH, Osterode:
Begasungsbrutschrank, Digifuge GL

Julabo, tiber MAGV GmbH, Rabenau-Londorf:
Wasserbad Julabo R5

Kihn & Bayer, iber MAGV GmbH, Rabenau-Londorf:

Roller

Mettler-Toledo, Giel3en:
Analysenwaage Mettler AE 163

Millipore, Eschborn:

Wasseraufbereitungsanlage Milli-RO-15

Olympus, Hamburg:
Kamera OM 2n

Scharfer System GmbH, Reutlingen:
Zellzahlgerat Casy 1

Schott, Hofheim:
PH-Meter Typ WTW 523

SLT-Labinstruments, Crailsheim:
ELISA-MelReinrichtung mit Inkubator

14
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Tecnomara, Fernwald:

Begasungsbrutschrank Inkubator 1100

Zeiss, Oberkochen:

Mikroskop

2.2. Reagenzien

Agfa, Leverkusen:

Acidofix, Rodinal

American Diagnostica, Greenwich (USA):
Protac # 245

Behringwerke, Marburg:
Faktor-V-Mangelplasma, Faktor-Xa-Reagenz, Kalziumchlorid-Lésung 0,025

mol/l, Kaninchen-Anti-Human-Faktor-V

Biochrom, Berlin:

Ultra-Pure-Water (steril)

BIOMOL, Hamburg:
Recombinant-Human-Interleukin-8, Recombinant-Human-Tumor-Necrosis-

Factor-alpha

Bio-Rad, Munchen:

Biorad-Reagenz, Prestained High Marker fur Gelelektrophorese und Western-
Blot, Silver Reagent Concentrate, Silver Stain Developer, Silver Stain Oxidizer,
TEMED (N, N, N, N’-Tetramethylethylenediamine)
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Boehringer Mannheim Biochemica, Mannheim:

Recombinant-Human-Interleukin-4, Recombinant-Human-Interleukin-6

Chromogenix AB, Mdlndal (Schweden):
Chromogenes Substrat S 2238 und S 2366, APC-R-Coatest®

Dako GmbH, Hamburg:
Kaninchen-Anti-Human-Protein-C, Ziege-Anti-Kaninchen-Peroxidase-

konjugiert, Ziege-Anti-Maus-Peroxidase-konjugiert

Gibco, Karlsruhe:

Dulbecco’s modified Eagle Medium, Foétales Kélberserum Myoclone Plus, Glu-
tamin, Penicillin/Streptomycin (je 20000 U/ml), Trypsin-EDTA 10x

(0,05 % / 0,02 %), Waymouth Medium, RPMI 1640 Medium, Minimal essential
Medium (Eagle), Basal Medium (Eagle)

Haematologic Technologies Inc., tber Cell Systems Biotechnologie Vertrieb
GmbH, Remagen:

Maus-Anti-Human-Faktor-V

Jackson Immuno Research Laboratories Inc., tiber Dianova, Hamburg:

Peroxidase-konjugiertes Streptavidin

Lilly Laboratories, Indianapolis (USA):
Hygromycin B

Merck, Darmstadt:
Ammoniumpersulfat, Citronensaure, Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat,

Kaliumchlorid, Kalziumchlorid, Natriumacetat, Wasserstoffperoxid
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Pharmacia, Uppsala (Schweden):

Q-Sepharose Fast Flow

Roth, Karlsruhe:

Aceton, Albumin Fraktion V, Essigsaure, Ethanol, Methanol, Natriumchlorid,
Natriumhydrogencarbonat, Rotiphorese Gel 30, Rotisol, Schwefelsaure, Tris

(Tris-Hydroxymethyl-Amino-Ethan)

Sigma-Aldrich Vertriebs GmBH, Deisenhofen:

Bariumchlorid, Benzamidin, 4-Chloro-1-Naphtol, Dimethylsulfoxid (DMSO), E-
thylene Tetraacetic Acid Disodiumsalt (EDTA), Hepes, [3-Mercaptoethanol, Nat-
riumcitrat, Ortho-Phenylendiamine Dihydrochloride (OPD), Phosphatidyicholine,
Phosphatidylethanolamine, = Phosphatidylserine,  Polyoxyethylene-Sorbitan-

Monolaurat (Tween 20), Thimerosal

2.3. Verbrauchsmaterialien

Amelung, Lemgo:

Einsatzkuvetten fur KC 10, Stahlkugeln (Imm Durchmesser)

Bio-Rad, Minchen:

Econo Chromatographie column

Eppendorf, Hamburg:

Reagenziengefalie

Falcon, Becton Dickinson Labware, New Jersey (USA):

sterile Zentrifugenréhrchen 15 ml und 50 ml

Greiner, Frickenhausen:

Zellkultur Petrischalen (60 mm und 100 mm im Durchmesser)
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Merck, Darmstadt:

Universalindikator pH 0-14

Nunc GmbH, Wiesbaden:

Maxisorp- und Polysorp-Microwell Plates

Sarstedt:

Einmal-Pipettenspitzen

Schleicher & Schuell, Einbeck:

Einmal-Filter (0,2 mm), Filterpapier, Nitrozellulose

Serva, Heidelberg:

Spectra/Por Dialyseschlauch (Mw cutoff 12-14 kD)

18
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3. Methoden

3.1. Isolierung und Reinigung von rekombinantem humanem Protein-C

3.1.1. Isolierung

Die rhPC-produzierende Zellinie HU 293 wurde mit serumfreien Selektionsme-
dium gefiittert, nachdem in Rollflaschen ein konfluentes Stadium erreicht war.
Das Medium wurde nach 48 h erneuert und der abgenommene Zelliberstand
10 min bei 1400 rpm zentrifugiert, anschlieRend weiterverarbeitet oder bei -
20°C gelagert. Die Isolierung von rhPC erfolgte Giber eine lonenaustauschchro-
matographie. Die Elution des Uber negativ geladene Aminosauren gebundenen

PC wurde durch im Elutionspuffer enthaltene Kalziumionen bewirkt.

3.1.2. Reinigung (nach Yan et al.; 1990)

Puffer 1: 150 mM NacCl
20 mM Tris/HCI (pH 7,4)
5mM Benzamidin
4 mM EDTA
Puffer 2: 150 mM NacCl
20 mM Tris/HCI (pH 7,4)
5 mM Benzamidin
2mM EDTA
Puffer 3: 150 mM NacCl
20 mM Tris/HCI (pH 7,4)
5mM Benzamidin
Puffer 4: 150 mM NacCl
20 mM Tris/HCI (pH 7,4)

5mM Benzamidin
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10 mM C&C'z
Puffer 5: 500 mM NacCl
20 mM Tris/HCI (pH 7,4)

5 mM Benzamidin

1050 ml Zelluberstand wurde mit Stocklésungen auf eine Endkonzentration von
4 mM EDTA und 5 mM Benzamidin eingestellt (pH 7,4). Vor dem Gebrauch
wurde das Saulenmaterial 3 x mit Puffer 1 (mit je 1 Saulenvolumen =70 ml) zur
Equilibrierung gewaschen. Die Q-Sepharose wurde im Verhaltnis 1:15 hinzuge-
fugt und auf einem Roller tGiber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlie3end wurde die
Chromatographieséule mit dem Zelluberstand/Q-Sepharose-Gemisch beladen
und 3 x mit 35 ml Puffer 2 und 3 x mit 35 ml Puffer 3 gewaschen. Eluiert wurde
mit 3 Saulenvolumen Puffer 4. Danach wurde nochmals mit 1 S&ulenvolumen
Puffer 5 gewaschen, um die noch am S&ulenmaterial verbliebenen Proteine
durch die hohe Salzkonzentration abzulésen. Die Q-Sepharose wurde nach An-

leitung regeneriert und in Dialysepuffer/0,01 % Azid aufbewahrt.

3.1.3. Barium-Citrat-Fallung (nach Fujikawa et al.; 1976)

Dialysepuffer: 150 mM NacCl
20 mM Tris/HCI (pH 7,4)

Zu den 40 ml PC-Elutionsmaterial wurden 4 ml einer 250 mM Natriumcitrat-
Losung hinzupipettiert und 8,8 ml einer 450 mM Bariumchlorid-Lésung langsam
zugetropft. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei RT auf dem Roller wurde das
Elutionsmaterial mit 6800 rpm 10 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wur-
de verworfen und das erhaltene Pellet mit 5 ml 150 mM Natriumcitrat resuspen-

diert. Danach erfolgte eine Dialyse gegen den oben genannten Puffer.
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3.2. Lagerung von isoliertem rekombinantem humanem Protein-C

Nach der Dialyse wurde das erhaltene rhPC bis zur weiteren Verwendung in
100 ni Portionen aliquotiert, bei -20°C gelagert und vor Gebrauch bei 37°C auf-

getaut.

3.3. Aktivierung von isoliertem rekombinantem humanem Protein-C und

dessen Reinigung

3.3.1. Aktivierung

Fur die Aktivierung von PC wurde zunéachst das Lyophilisat des Schlangengif-
taktivators Protac nach Anweisung in Aqua bidest. gel6st. AnschlieRend wurde

jeweils 1 mg PC mit 1,5 Units Protac 5 min bei 37°C aktiviert.

3.3.2. Reinigung

Puffer: Es wurden die gleichen Puffer benutzt, die auch bei der PC-Isolierung

Anwendung fanden.

Nach der Aktivierung mit Protac wurde das Gemisch sofort mit 15 ml der be-
reits vorbereiteten Q-Sepharose sowie mit 7,5 ml Dialysepuffer zusammenge-
bracht und 2 h bei RT auf dem Roller inkubiert. Anschlie3end wurde die Chro-
matographieséule mit dem Gemisch beladen und mit 3 Saulenvolumen Dialy-
sepuffer gespllt. Danach wurde mit 25 ml Puffer 4 eluiert, woraus drei Fraktio-

nen hervorgingen.

3.4. Lagerung von rekombinantem humanem aktiviertem Protein-C

Das gewonnene APC wurde mit 0,1 % BSA versetzt, zu einer Halfte bei 4°C

gelagert und zur anderen Halfte in 100 m-Portionen bei -20°C eingefroren.
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3.5. Proteinbestimmung nach Bradford

Bei dieser Methode kommt es zu einer Anlagerung des Farbstoffes Coomassie
Brillant Blue G-250 an eine freie Aminogruppe des Proteins und damit zu einer
Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm. Diese
Veranderung l&aRt sich photometrisch messen. Mit Hilfe eines BSA-Standards
kann eine lineare Eichkurve erstellt und damit der Proteingehalt einer unbe-

kannten L6sung ermittelt werden.

BSA-Standard: 1mg/ml BSA in 0,9 % NaCl
Farbstoff-Reagenz (Bio-Rad, Minchen):  Konzentrat 1:5 in Aqua bidest.
TBS 10x : 154 mM Tris/HCI

20 mM NaCl pH7,4
TBS 1x: TBS 10x 1:10 mit Aqua bidest.

Folgende BSA-Standardkonzentrationen wurden fur die Eichkurve hergestellt:
50, 100, 200, 300, 400 und 500 ng/ml. Verdiinnt wurde in TBS 1x. Eingesetzt
wurden davon genau wie von der unbekannten Probe jeweils 10 m pro well der
Polysorb-Microtiterplatte. Hinzugefiigt wurden anschliel3end 200 m des Farb-
stoff-Reagenz. Nach einer Inkubationszeit von 10 min (bis maximal 1 h) konnte

die Extinktion bei 620 nm gemessen werden.

3.6. ELISA zum Nachweis von rekombinantem humanem Protein-C und

rekombinantem humanem aktiviertem Protein-C

Beschichtungspuffer: 0,2 M NaHCO;
0,2 M Na,CO; gegenseitig auf pH 9,0
austitrieren
Waschpuffer: PBS 1x
0,1 % Tween 20
Blockpuffer: 3 % BSA in Waschpuffer
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Verdunnungspuffer: 0,1 % BSA in Waschpuffer
Substratpuffer: 1 Teil 0,5 M Citronensaure
9 Teile 0,11 M Na,HPQO,

Substratlosung: 10 ml Substratpuffer
4 mg OPD-Tablette
10 M H;0;
Stopplosung: 3MH,SO,
Antikérper: Kaninchen-Anti-Human-Protein-C

Kaninchen-Anti-Human-Protein-C-Peroxidase- kon-

jugiert

Zur Bestimmung der PC-Konzentration wurde ein indirekter ELISA eingesetzt.
Bei einem indirekten ELISA wird zunachst ein Fanger-Antikérper an die ELISA-
Platte gekoppelt, der das zu bestimmende Antigen im zweiten Schritt bindet.
Durch einen Zweit-Antikorper, der mit einem Enzym (wie der Peroxidase) ge-
koppelt ist und durch das ein hinzugegebener Farbstoff gespalten wird und das
entstehende Spaltprodukt photometrisch gemessen werden kann, wird das An-
tigen spezifisch nachgewiesen. Anhand einer mitlaufenden Eichkurve kann die
Konzentration an PC einer unbekannten Probe ermittelt werden. Hierzu wurden
jeweils 100 m pro well des polyklonalen Kaninchen-Anti-Human-Protein-C-
Antikdrpers 0. N. bei 4°C auf einer Maxisorp-Mikrotiterplatte immobilisiert. Am
nachsten Tag wurde die Uberschissige Losung entfernt und die Platte 3 x mit
jeweils 200 m Waschpuffer gespult. AnschlieRend erfolgte die Absattigung der
unspezifischen Bindungsstellen mit Blockpuffer 1 h bei RT. Nach Entfernen des
Blockpuffers und erneutem dreimaligen Waschen wurden unterschiedliche Ver-
dinnungen des rhPC bzw. rhAPC mit jeweils 100 m pro well in Doppelbestim-
mung aufgetragen. Fur die Eichkurve, erstellt mit gepooltem Normalplasma von
gesunden Spendern, wurden folgende Konzentrationen eingesetzt: 1:100,
1:200, 1:400, 1:1000, 1:2000, 1:4000 und 1:10000. Die Inkubationszeit betrug
2 h bei RT. Danach wurde gewaschen und der Peroxidase-konjugierte Zweit-

Antikorper in einer Verdinnung von 1:250 jeweils 100 i pro well 2 h bei RT und
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wegen der Lichtempfindlichkeit der Peroxidase abgedunkelt inkubiert. An-
schlieend Entfernung der Uberschissigen Losung und dreimaliges Waschen
der Platte. Danach wurden 100 m Substratlésung in jede Vertiefung gefullt und
die sich anschlieRende Enzymreaktion nach etwa 20 min mit der Stopplésung
beendet. Die Mikrotiterplatte konnte nun bei einer Wellenlange von 492 nm pho-

tometrisch gemessen werden.

3.7. Protein-C-Aktivitatstest

Verdunnungspuffer: TBS 1x
0,1 % BSA

In diesem Aktivitatstest wird PC durch Protac aktiviert. Durch Spaltung des
chromogenen Substrats S 2366 durch APC entsteht das gelb gefarbte Nitroani-
lid. Die dadurch bedingte Absorptions&nderung kann photometrisch bei 405 nm
gemessen werden. Fur die Eichkurve, erhalten von gepooltem Normalplasma
gesunder Spender, wurden folgende Konzentrationen eingesetzt: 1:5, 1:10,
1:20, 1:50, 1:100. Es wurden jeweils 50 m Probe pro well, verdinnt in TBS
1x/0,1 % BSA, in die Polysorp-Mikrotiterplatte gefillt, danach Zugabe von g-
weils 25 m 1:5 in TBS 1x/0,1 % BSA vorverdiinntes Protac sowie von jeweils 50
m S 2366 (2 mM). Die Reaktion wurde 1 h lang jeweils im Abstand von 3 min

bei 405 nm bei einer Temperatur von 37°C im Photometer gemessen.

3.8. SDS-PAGE (nach Laemmli; 1970)

Lower Buffer: 1,5M Trizma base

3,8 mM SDS pH 8,8
Upper Buffer: 0,5M Trizma base

3,8 mM SDS pH 6,8
PAGE-Laufpuffer 5x: 19M Glycin

0,25 M Trizma base
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PAGE-Laufpuffer 1x:

Probenpuffer 5x,

nicht reduzierend:

Probenpuffer,

reduzierend:

Ammoniumpersulfat-

l6sung:

Sammelgelpuffer 5 %:

Trenngelpuffer 10 %:

35 mM
1 Teil
4 Teile

3,39
109
40 g
0,05g

435 n

65

2,5

25 ml
2,5ml

1,65 mi

5,7 ml
100 m

10m
7,5 ml

10,05 ml
12,45 ml

200 m
30

25

SDS pH 8,3
Laufpuffer 5x
Aqua bidest.

Trizma base
SDS
Glycerol

Bromphenolblau

nicht-reduzierender
Proben-Puffer 5x

[3-Mercaptoethanol

Ammoniumpersulfat
Aqua bidest.

Upper buffer
Acrylamid

Aqua bidest.
Ammoniumpersulfat-
l6sung

TEMED

Lower buffer
Acrylamid

Aqua bidest.
Ammoniumpersulfat

TEMED

Durch die SDS-Gelelektrophorese kann man Proteine nach ihrer Molekulgro3e

auftrennen. Das geschieht, indem man die Proteine mit SDS-haltigem Proben-

puffer zusammenbringt und fir 1-2 min auf 95°C erhitzt. Dabei wird durch die
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Anlagerung des SDS an die Aminosaurekette eine negative Ladung einge-
bracht, welche die Eigenladung des Proteins Uberlagert. Dadurch wird die
Wanderung nur durch die Molekuilgro3e des Eiweil3 bestimmt. Des-weiteren
werden die Proteine denaturiert und aufgefaltet. Durch Zugabe von R3-
Mercaptoethanol kann man zuséatzlich inter- und intrazellulare Disulfidbriicken
spalten und so spater Untereinheiten des untersuchten Molekils sichtbar ma-
chen. Durch unterschiedliche Zugabe von Acrylamid wird die Porengr6l3e des
Gels reguliert. Die Porengrof3e wird um so kleiner, je mehr Acrylamid dem Gel-
gemisch zugefigt wird. Fur die Auftrennung wurden 1,5 mm dicke Gele zwi-
schen zwei 8 x 10 cm grofRen Glasplatten gegossen, wobei zunachst das 10-
%ige Trenngel und nach Auspolymerisation desselben das 5-%ige Sammelgel
hergestellt wurden. Nach dem Vorbereiten und Auftragen der Proben lief die
Elektrophorese bei einer Spannung von 100 V ca. 1,5 h. Mitgefuhrt wurden in
der aul3ersten Tasche 10 ni eines vorgefarbten Proteinstandards (Prestained

High Marker), der sich aus den folgenden Proteinen zusammensetzt:

Myosin Molekulargewicht: 205,0 kDa
3-Galaktosidase Molekulargewicht: 116,5 kDa
Bovine Serum Albumin Molekulargewicht: 80,0 kDa
Ovalbumin Molekulargewicht: 49,5 kDa

3.9. Silberfarbung (nach Merril et al.; 1981)

Fur die Silberfarbung wurde ein fertiger Kit der Firma Bio-Rad verwendet.

Fixierlosung 1: 40% Methanol
10% Essigsaure
Fixierlésung 2: 10% Ethanol

5% Essigsaure

Oxidationslosung 10x:  war im Kit vorhanden und muf3te 1:10 verdinnt werden

Silberreagenz 10x: war im Kit vorhanden und muf3te 1:10 verdiinnt werden
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Entwicklerlésung: 32 g Entwicklerreagenz
1 |1 Aqua bidest

Stopplésung: 5 % Essigsaure

Eine Silberfarbung wird durchgeftihrt bei erwarteten Proteinkonzentrationen, die
im Nanogrammbereich liegen und fur deren Nachweis die Coomassie-Farbung
nicht sensitiv genug ist. Unter optimalen Bedingungen kdnnen Proteinkonzentra-
tionen zwischen 0,05 und 50 ng nachgewiesen werden. Das SDS-Gel wurde
zunachst 1 h lang in oben genannter Fixierlosung 1 inkubiert, anschlieend
nochmals 2 x in oben genannter Fixierldsung 2 jeweils 30 min gelagert. Es
wurde dann, nachdem die Oxidationslésung 10 min eingewirkt hatte, 5-6 x mit
Aqua bidest. gespdult, bis die gelbe Farbe ausgewaschen war. Nachdem das
Silberreagenz 30 min eingewirkt hatte, wurde nochmals ca. 2 min mit Aqua bi-
dest. gewaschen und anschliel3end solange mit Entwicklerldsung inkubiert, bis
eine Bandenfarbung erkennbar war. Diese wurde noch zweimal erneuert und
schlielich mit 5 % Essigsaure gestoppt. Die Zeit fur die Entwicklung betrug

insgesamt etwa 15 min.

3.10. Western-Blot-Analyse (nach Towbin et al.; 1975)

Blotpuffer: 9,7g Trizma base
459 Glycin
800 ml Methanol pro 4 | Aqua bidest.
PBS 10x: 80g NacCl
11,59 Na,HPO,
29 KH.PO,
2g KCI
1g MgCLx6H,0O
PBS 1x: PBS 10x 1:10 mit Aqua bidest. verdinnt
TBS 10x: 20 mM Tris/HCI
150 mM NaCl pH 7,4
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TBS 1x:
Blockpuffer:
Waschpuffer:

Verdunnungspuffer:

Substratldsung:

TBS 10x
3%
0,1%
0,1 %
0,1%
0,099
30 ml
70ml
100 n

1:10 mit Aqua bidest. verdunnt
BSA in PBS 1x
Tween 20 in PBS 1x
BSA

Tween 20 in PBS 1x

4-Chloro-1-Naphtol
Methanol

TBS 1x

H. O,

28

In der Western-Blot-Analyse werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine

durch Anlegen einer Spannung aus dem SDS-Gel auf Nitrozellulose transferiert.

Mit Hilfe von Antikdrpern kénnen Proteine in einer folgenden Immunreaktion

detektiert werden. Der Erfolg des Transfers ist kontrollierbar durch eine Anfar-

bung mit Ponceau S. Der Western-Blot lief bei 100 V 1,5 h und wurde nach

dem folgenden Schema durchgefuhrt:

- Blocken der unspezifischen Bindungsstellen mit 3 % BSA (1 h bei RT)
- Waschen mit PBS/Tween (3 x 5 min)

- Inkubation mit Kaninchen-Anti-Human-PC-AK in einer Verdiinnung von
1:1000 (2 h bei RT oder 4. N. bei 4°C)
- Waschen mit PBS/Tween (3 x 5 min)

- Inkubation mit Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper-Peroxidase-konjugiert in

einer Verdiinnung von 1:5000 (1 h bei RT)
- Waschen mit PBS/Tween (3 x 5 min)
- Waschen mit TBS 1x (1 x 5 min)

- Entwickeln mit Substratldsung bis eine deutliche Bandenfarbung erkennbar

- Stoppen der Reaktion durch Uberfiihren des Blots in TBS 1x

Abschliel3end wurde der Blot fotographiert, zwischen Filterpapier getrocknet

und unter Lichtverschlufd aufbewahrt.
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3.11. Gewinnung und Lagerung von Blutplasma

Fur die Versuche wurde Citratplasma in einem Verhaltnis von 9 Teilen Blut zu 1
Teil 0,03 mM Citrat gewonnen und 20 min bei 3000 rpm und 4°C zentrifugiert.
Nach vorsichtigem Abnehmen des Plasmas erfolgte die weitere Lagerung bei -

80°C. Vor Gebrauch wurde es ziigig bei 37°C im Wasserbad aufgetaut.

3.12. Bestimmung der APC-Resistenz mit dem APC-Resistenz Kit
(Chromogenix; nach Dahlbéack et al.; 1993)

aPTT-Reagenz (16 ml gereinigte PL mit kolloidalen Silika als
Kontaktaktivator)
Kalziumchlorid-Lsung (8 ml 0,025 M/l in Trispuffer mit 0,5 % Rin-

derserumalbumin)
APC/Kalziumchlorid-Lésung (Lyophilisat fur 2 ml steriles Aqua bidest.)
Normales Kontrollplasma (Lyophilisat ftir 1 ml steriles Aqua bidest.)

Pathologisches Kontrollplasma (Lyophilisat fir 0,5 ml steriles Aqua bidest.)

Vor Gebrauch sollten die angesetzten Reagenzien 20 min bei RT stehen. Der
APC-Resistenz-Test ist ein, auf dem Grundprinzip der aPTT-Messung aufbau-
ender, Test zur semiquantitativen Bestimmung der Reaktion auf humanes APC.
Im Versuch wurden 50 nm Plasma mit gleichem Volumen aPTT-Reagenz 5 min
bei 37°C inkubiert. Anschlie3end wurden 50 m auf 37°C vorgewarmtes Kalzi-
umchlorid hinzupipettiert und die Zeit bis zur Fibrinbildung gemessen. In einem
zweiten Ansatz wurden wiederum 50 m Plasma mit 50 m aPTT-Reagenz 5 min
bei 37°C inkubiert. Dann wurden 50 m APC/Kalziumchlorid, vorgewarmt auf
37°C, zugefugt und wiederum die Zeit bis zur Fibrinentstehung bestimmt. Aus
diesen beiden Werten konnte nun die APC-Ratio bestimmt werden, indem der
Quotient aus aPTT in sec mit APC/Kalziumchlorid und aPTT in sec mit Kalzi-
umchlorid gebildet wurde. Die Ratio liegt bei gesunden Probanden Uber dem
Wert 2.
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3.13. Amidolytischer Test zur Bestimmung der APC-Resistenz

3.13.1. Herstellung von Phospholipiden

Vorgelegt wurden 7 ml TBS 1x in einem 50 ml Falconréhrchen. Dann wurden 40
m Phosphadidylethanolamine (10 mg/ml in Chloroform), 40 m Phosphadidylcho-
line (10 mg/ml in Chloroform/Methanol 1:1) und 20 m Phosphadidylserine (10
mg/ml in Chloroform) hinzupipettiert, die Losung gut gemischt und sonifiziert.
Es wurden dann verschiedene Verdinnungen hergestellt und im amidolytischen
Assay ausgetestet. Die Verdiinnung mit der besten Kinetik wurde Gilbernommen
und in 2 ml Aligots bei 4°C gelagert. Wichtig war es, schnell zu arbeiten und die
Weiterverdinnung ztgig herzustellen, um ein Ausfallen von Aggregaten und Be-

schlagen des Rohrchens zu vermeiden.

3.13.2. Prinzip des amidolytischen Tests

Das Prinzip des kinetischen Tests basiert auf der Messung der Kofaktoraktivi-
tat von FVa durch Bestimmung der Generierung von Thrombin, welches Gber
ein chromogenes Substrat gemessen werden kann. Fur den Versuch wurden
Microtiterplatten verwendet. Testdurchfiihrung: Vorlegen von 50 m Plasma
1:300 in TBS/0,1 % BSA, Zugabe von 25 mi PT (1:15) + PL (1:1) im Verhaltnis
1,5:1, hinzupipettieren von 50 m S 2238 (2 mM), starten der Kinetik durch Zu-
gabe von 75 nml FXa (1:22,5)/ CaCl, (0,025 M/l)/ Puffer oder APC in Puffer im
Verhdltnis 1:1:1. Die Laufzeit der Kinetik betrug 1 h, dabei wurde alle 6 min ein

MeRwert aufgezeichnet.

3.14. ELISA zum Nachweis von Faktor-V

Fur den Aufbau eines ELISA’s zum Nachweis von FV standen zwei verschiede-
ne AK zur Verfigung. Zum einen ein polyklonaler Kaninchen-Anti-Human-FV-

und zum anderen ein monoklonaler Maus-Anti-Human-FV-AK. Damit wurden
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zwei ELISA’s entwickelt, einer mit Detektion von FV durch den polyklonalen AK

und einer mit Detektion von FV durch den monoklonalen AK.

3.14.1. Biotinylierung von Kaninchen-Anti-Human-Faktor-V-Antikérper

1 ml des Antikdrpers mit einer Konzentration von 1,59 mg/ml wurde 12 h bei
4°C gegen PBS 1x dialysiert. Der Dialysepuffer wurde 4 x gewechselt. Am
nachsten Morgen wurde das Volumen des Dialysats bestimmt und mit PBS 1x
auf insgesamt 2 ml Volumen mit PBS 1x aufgefullt. 1 mg N-Hydroxy-succimido-
Biotin wurde in 250 m Dimethylformamid gel6st und mit PBS 1x auf 1 ml aufge-
fUllt und zu den 2 ml Antikérperldsung hinzupipettiert. Inkubiert wurde nun 2 h bei
RT auf einem Drehrad. AnschlieBend muf3te das nicht gebundene Biotin bei
4°C gegen PBS 1x wieder herausdialysiert werden AbschlieRend wurde eine
Proteinbestimmung und ein Test-ELISA durchgefuhrt. Der biotinilierte Antikor-

per wurde aliquotiert und bei - 20°C gelagert.

Beschichtungspuffer und Waschpuffer entsprachen den Losungen, die auch fur
den PC/APC-ELISA benutzt wurden.

Blockpuffer fur
polyklonalen ELISA: 10 % Milchpulver

0,1% Tween 20 in PBS 1x
Blockpuffer fur mo- 3
noklonalen ELISA: % BSA

0,1% Tween 20 in PBS 1x
Verdunnungspuffer
fUr polyklonalen 1
ELISA: % Milchpulver

0,1% Tween 20 in PBS 1x
Verdunnungspuffer

fir monoklonalen 0,1% BSA



Methoden 32

ELISA:
0,1% Tween 20 in PBS 1x
ABTS-Puffer: 4,1 g Natriumacetat
3,9 g Natriumdihydrogenphosphat
ad 500 ml Aqua bidest.
pH 5,5
ABTS-Substrat: 219 mg ad 10 ml Aqua bidest.
Entwicklungslésung: 15 ml ABTS-Puffer
750 M ABTS-Substrat
10 M H,O;
Antikérper: Kaninchen-Anti-Human-FV

Maus-Anti-Human-FV
Ziege-Anti-Maus-AK-Peroxidase konjugiert

Streptavidin-Peroxidase-konjugiert

3.14.2. Vorgehen bei der Entwicklung der ELISA’s

Die Entwicklung wurde bei beiden Ansétzen gleich durchgefihrt. Zunachst wur-
de zur Bestimmung einer fiir den Test geeigneten Konzentration des AK's eine
Schachbrettitration durchgefuhrt. Dazu wurde der Kaninchen-Anti-Human-FV-
AK in Konzentrationen von 0,1, 0,2, 0,5, 1 und 2 ng/ml fur den polyklonalen An-
satz und 0,5, 1, 2, 5 und 10 nrg/ml fir den monoklonalen Ansatz 0. N. bei 4°C mit
jeweils 50 m pro well auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Am nachsten Mor-
gen wurde mit dem jeweiligen Blockpuffer 1 h bei RT mit 200 m pro well abge-
sattigt, danach 3 x mit 200 mi Waschpuffer gespdlt und eine Plasmaprobe von
50 m mit einer absoluten FV-Konzentration von 50 ng aufgebracht. Die Inkuba-
tionszeit betrug 2 h bei RT. Dann wurde im polyklonalen Ansatz der biotinylierte
Kaninchen-Anti-Human-FV-AK in Konzentrationen von 0,1, 0,2, 0,5, 1 und 2
ng/ml und im monoklonalen Ansatz der Maus-Anti-Human-FV-AK in Konzentra-
tionen von 0,5, 1, 2, 5 und 10 ng/ml mit jeweils 50 m auf die Platte pipettiert und
1 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 200 m Waschpuffer wurde



Methoden 3

dann jeweils 50 m Streptavidin-POD 1:1000 oder Ziege-Anti-Maus-POD
1:5000 aufgetragen und 1 h bei RT unter Lichtverschlul3 inkubiert. Abschlie3end
wurde noch 3 x mit Waschpuffer gesptilt und die Entwicklungslésung mit 150 m
pro well aufgetragen. Die Farbentwicklung wurde beobachtet und die Platte bei
genugender Farbung bei 405 nm im Photometer gemessen. Die Antikdrper-
verdiinnung mit der hochsten Extinktion bei gleichzeitig niedrigster Kontrollex-
tinktion wurde weiter verwendet, um zum einen die Nachweisgrenze des
ELISA’s zu bestimmen und zum anderen die Intraassay- und Interassayvarianz
zu verifizieren. Die Nachweisgrenze fur den polyklonalen Ansatz lag bei 0,005
ng und fur den monoklonalen Ansatz bei 5 ng FV. Um die Intraassayvarianz zu
bestimmen wurde mit den zuvor ermittelten AK-Konzentrationen Plasma-FV
nachgewiesen. Fur den polyklonalen Ansatz betrug die Plasmaverdinnung
1:1000, 1:10000 und 1:100000 und fur den monoklonalen Ansatz 1:2, 1:10 und
1:50. Jede Plasma-Verdinnung wurde 21 x pipettiert und aus diesen 21 Extink-
tionen die Varianz berechnet. Fur die Bestimmung der Interassayvarianz wurde
der gleiche Ansatz an 3 aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt und aus die-

sen Ergebnissen wiederum die Varianz berechnet.

3.15. Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Fur die
Arbeit bendtigte Plastikgegenstande wurden 45 min bei 123°C und 1 bar,
Glaswaren 5 h bei 250°C autoklaviert. Verwendete Kulturmedien und Puffer
wurden vor Gebrauch steril filtriert und bei 4°C gelagert. Zur Verwendung wur-

den sie in einem Wasserbad auf 37°C erwarmt.



Methoden 34

3.15.1. Auftauen der Zellen

Die in flussigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden zlgig in einem auf 37°C
temperierten Wasserbad solange aufgetaut, bis noch ein kleiner Eiskern er-
kennbar war. Danach wurde das Zellmaterial in ein mit 10 ml kaltem Kulturme-
dium vorbereiteten Falconréhrchen tberfihrt, resuspendiert und 5 min mit 1200
rom bei RT zentrifugieren. Der DMSO-haltige Mediumuberstand wurde an-
schlieend entfernt und die Zellen in 10 ml warmen Medium auf der Platte aus-

gesat.

3.15.2. Einfrieren der Zellen

Um eine Zellschadigung durch Bildung von Eiskristallen zu verhindern, werden
Zellen grundsatzlich unter Zugabe von DMSO eingefroren. Die Zellkulturschale
wurde hierzu zunachst 1 x mit HBS 1x gewaschen. AnschlieRend wurden die
Zellen wie zum Splitten mit Trypsin-EDTA abgeldst, in ein mit 1 ml FCS befull-
tes Falconrdhrchen pipettiert und 5 min mit 1200 rpm bei RT zentrifugiert. Re-
suspendiert wurde das Pellet in 500 m Medium + 20 mM Hepes und ca. 30 min
bei 4°C gekuhlt. Danach Zugabe von 500 m Medium mit 20 mM Hepes und 20
% DMSO. Dann erfolgte eine Lagerung von 24 h bei - 80°C und abschliel3end

die Aufbewahrung im Stickstofftank.

3.15.3. Splitten der Zellen

HBS 1x: 137 mM NacCl
4 mM KCI
11 mM Glucose
10 mM Hepes
pH 7,4
Trypsin-EDTA: 20 mM Hepes
smM EDTA
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0,75 % NacCl
0,005 % Trypsin

Zum Splitten wurde zunachst das Medium abgesaugt und die Platte 1 x mit
HBS 1x gewaschen, um uberschissiges FCS zu entfernen. Abgeldst wurden
die Zellen durch 3- bis 5minutiges Inkubieren mit 6 ml pro 100er Schale
Trypsin-EDTA 1x bei 37°C im Brutschrank. Dieses Gemisch wurde anschlie-
Bend in ein Falcon-Roéhrchen Uberfuhrt, in dem bereits 1 ml FCS vorgelegt war,
um das Trypsin zu inaktivieren. Die Zellsuspension wurde dann bei 1200 rpm 5
min bei RT zentrifugiert, das gewonnene Pellet in 1 ml vorgewarmtem Medium
resuspendiert und in eine Zellkulturschale mit 9 ml vorgelegtem warmen Medi-

um Uberfihrt.

3.16. Kultivierung von HepG,-Zellen

Kulturmedium: Dulbecco’s modified Eagle medium
Zusatze: 10% FCS
2mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 ng/ml Streptomycin

Bei den HepG,-Zellen handelt es sich um eine humane Leberkarzinomzellinie.
Kultiviert wurden die Zellen bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 7 % auf Zellkul-
turschalen. Alle zwei bis drei Tage wurde das Nahrmedium erneuert. Wenn ein
konfluenter Monolayer erreicht war, wurden die Zellen zur weiteren Kultivierung

gesplittet.
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3.17. Kultivierung von Endothelzellen

Kulturmedium: Waymouth Medium
Zusatze: 10% FCS
2mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 ng/ml Streptomycin

Die EC sind humanen Ursprungs und wurden aus Nabelschnurvenen prépariert.
Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 7

% auf Zellkulturschalen.
3.18. Kultivierung von SK-Hep-1-Zellen

Kulturmedium zum Anwachsen: RPMI 1640 Medium
Zusatze: 40 % FCS
100 U/ml Penicillin
100 ng/ml Streptomy-
cin
Kulturmedium zur weiteren Kultivie-
rung: RPMI 1640 Medium
Zusatze: 20% FCS

Die SK-Hep-1 ist eine humane Leberkarzinomzellinie aus einem Adeno-
Karzinom und wurde aus Braunschweig bezogen. Die Kultivierung erfolgte auf

Zellkulturschalen bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 7 %.
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3.19. Kultivierung von CL-48-Zellen (human embryo liver cells)

Kulturmedium: Minimal essential Medium (Eagle) with L-Glutamin,
Earle’s BSS, 0,1 mM nonessential aminoacids
Zusatze: 10% FCS
100 U/ml Penicillin
100 ng/ml Streptomycin

Bei den CL-48-Zellen handelt es sich um eine Zellienie aus humanen embryo-
nalen Leberzellen, die von American Type Culture Collection (ATTC) geordert

wurden und bisher nicht charakterisiert sind.

3.20. Kultivierung von CCL-13-Zellen (Chang liver)

Kulturmedium: Basal medium (Eagle) with 25 mM Hepes, Earle’s salts
Zusatze: 10% FCS
100 U/ml Penicillin
100 ng/ml Streptomycin

Bei den CCL-13-Zellen handelt es sich um eine Leberzellinie. Bezogen wurde
die Zellinie von American Culture Type Collection (ATTC). Die Kultivierung er-
folgte im Brutschrank bei 37°C auf Zellkulturschalen, mit einem CO,-Gehalt von

7 %.
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4. Ergebnisse

4.1. Isolierung und Reinigung von rekombinantem humanem Protein-C

Fur die Aufarbeitung von PC wurden 1050 ml Zelliberstand aus der Zellinie HU
293 benutzt. Nach dem Auftauen wurden 8,4 ml einer 500 mM Stocklosung
EDTA und 10,5 ml einer 500 mM Stocklésung Benzamidin zugesetzt, welches
einer Endkonzentration von 4 mM EDTA und 5 mM Benzamidin entsprach. Der
pH-Wert der Lésung betrug 7,4. Vor Beginn der Aufreinigung wurde das Sau-
lenmaterial (70 ml) 3 x mit Puffer 1, mit jeweils 1 Saulenvolumen, zur Equilibrie-
rung gewaschen und mit dem Zelliberstand 4. N. bei 4°C auf einem Roller inku-
biert. Die Chromatographiesaule wurde anschlieRend mit diesem Gemisch be-
laden und mit 3 x 35 ml Puffer 2 und 3 x 35 ml Puffer 3 gewaschen. Eluiert wur-
de mit 3 Saulenvolumen Puffer 4. Der Durchlauf wurde im Verlauf der Reinigung
auf Proteingehalt getestet (200 pl Biorad-Reagenz + 10 pl Probe). Es wurden
abhangig von der Proteinkonzentration zwei verschiedene Pools gesammelt.
Das Volumen beider Elutionen lag peweils bei 40 ml. Vor jedem Schritt wurde
zur Kontrolle 1 ml Probenvolumen abgenommen. Nach der Bariumcitrat-Fallung
mit 4 ml einer 250 mM Natriumcitrat-Stocklésung und 8,8 ml einer 450 mM Ba-
riumchlorid-Stockldsung wurden die insgesamt 52,8 ml 1 h lang unter kontinu-
ierlicher Bewegung bei RT inkubiert und anschlie3end 10 min bei 4°C mit 6800
rpm zentrifugiert. Nach Abnahme einer Kontrollprobe von 1 ml wurde der Uber-
stand verworfen und das Pellet pweils mit 5 ml einer 150 mM Natriumcitrat-
Ldsung resuspendiert. Die Proben wurden anschliel3end einer Dialyse (gegen
Dialysepuffer) bei 4°C unterzogen. Nach der Dialyse betrug das Volumen der

Elutionen | und Il jeweils 9 ml.
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4.1.1. Bestimmung der Proteinkonzentration

Der Proteingehalt wurde mit Hilfe einer Proteinbestimmung nach Bradford fest-
gestellt. Hierbei wurde anhand einer BSA-Eichkurve mit den Proteinkonzentra-
tionen 50, 100, 200, 300, 400 und 500 ng/ml der Proteingehalt beider Elutionen
bestimmt. Fir die PC-Elution | wurde ein Proteingehalt von 0,568 mg/ml ermit-
telt, was bei 9 ml Probe einer absoluten Proteinmenge von 5,11 mg entspricht.
Die Proteinkonzentration der PC-Elution Il betrug 0,121 mg/ml, welches bei 9 mi

Probe einer absoluten Proteinmenge von 1,09 mg entspricht.

4.1.2. Nachweis von rekombinantem humanem Protein-C im ELISA

Fur den PC-ELISA wurden jeweils 100 pl eines polyklonalen Kaninchen-Anti-
Human-PC-Antikorpers von Dako in einer Verdiinnung von 1:1000 . N. bei 4°C
auf einer Maxisorb-Microtiterplatte inkubiert. Nach dem einstiindigen Blocken
mit 3 % BSA in PBS 1x, mit jeweils 200 pl pro Vertiefung, wurde zum einen ei-
ne NHP-Eichkurve mit Verdiinnungen von 1:100 bis 1:10000 erstellt, sowie eine
Konzentrationsreihe der beiden PC-Pools. Der erste Pool wurde in den Ver-
diinnungen 1:10000, 1:20000, 1:40000, 1:80000, 1:160000, 1:320000 und
1:640000 eingesetzt, der zweite Pool in den Verdinnungen 1: 1000, 1:2000,
1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000 und 1:64000. Es wurden jeweils 100 pl pro
Vertiefung aufgetragen und 2 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS 1x/0,1 % Tween 20 konnte der Peroxidase-markierte Zweitantikorper,
Ziege-Anti-Human-PC, 1:250 mit jeweils 100 pl pro Vertiefung pipettiert wer-
den. Inkubiert wurde wiederum 2 h bei RT, anschlieBend mit OPD entwickelt
und die Extinktion bei 492 nm gemessen. Kontrollen wurden jeweils ohne Be-
schichtung sowie ohne Probenmaterial durchgefiihrt und wurden von den Extink-

tionen subtrahiert. Die PC-Ausbeute betrug 67 %.
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Abbildung 5: PC- ELISA

Proben Volumen (ml) | Proteinkonzentration (mg) | PC-Antigen (mg)
Zellliberstand 1050 11
PC#I 9 5,11 6,9
PC# I 9 1,09 0,423
PC gesamt 18 6,2 7,323 =67%

Tabelle 1: PC-Ausbeute

4.1.3. SDS-PAGE von rekombinantem humanem Protein-C

Vom gewonnenen PC wurde ein SDS-Gel angefertigt. Das Trenngel hatte hier-

bei eine Acrylamidkonzentration von 10 % und das Sammelgel von 5 %. Aufge-

tragen wurden PC-Konzentrationen von 1,5 und 2 pg. Parallel dazu wurde NHP

in einer Konzentration von 0,04 ug PC aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte 1

h lang mit und ohne Zusatz von 3Mercaptoethanol. AnschlielRend wurde das

SDS-Gel mit dem Silberfarbe-Kit der Firma Biorad behandelt.
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Abbildung 6: Silbergel PC

4.1.4. Western-Blot von rekombinantem humanem Protein-C

Fur den Western-Blot wurde das isolierte PC zunéchst in einem SDS-Gel auf-
getrennt. Das Trenngel hatte eine Acrylamidkonzentration von 10 %, das Sam-
melgel von 5 %. Die Auftrennung erfolgte 1 h lang bei 100 V. Danach wurden
die aufgetrennten Proteine 1 h mit 120 V auf eine Nitroellulose transferiert und
mit 5 % Milchpulver 1 h bei RT abgesattigt. Als Erstantikbrper wurde ein Kanin-
chen-Anti-Human-PC-Antikdrper verwendet, der in einer Verdinnung von

1:1000 2 h bei RT inkubierte. Nach dem Waschen konnte nun der POD-
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markierte Detektionsantikorper, Ziege-Anti-Kaninchen-AK, 1:500 1 h lang bei
RT aufgetragen werden. Die jeweiligen Inkubationsschritte erfolgten unter konti-

nuierlicher Bewegung. Entwickelt wurde der Blot mit 4-Chloro-1-Naphtol.

106.0 kDa b

80,0 kDa b

49,5 kDa b

32,5kDab

27,5 kDa b

1 Low Range Marker

2 0,5 ng rhPC in nicht-red. Probenpuffer
3 1,0 ng rhPC in nicht-red. Probenpuffer
4 0,75 ng rhPC in red. Probenpuffer

5 1,5 ng rhPC in red. Probenpuffer

Abbildung 7: Western-Blot PC

4.1.5. Aktivitatsmessung von rekombinantem humanem Protein-C

Die Aktivitdtsbestimmung des PC erlaubt eine Aussage uber Qualitat und Akti-
vierungsfahigkeit sowie Uber bereits vorhandenes APC. Der Probenansatz

setzte sich zusammen aus 25 pl Probe und 25 pl Verdinnungspuffer (0,1 %
BSA in TBS 1x). Die Aktivierung erfolgte mit 0,015 Units Protac. Nach Zugabe
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von S 2366 (2 mM) wurde die kinetische Messung bei 37 °C gestartet. Die Re-
aktion wurde 30 min lang jeweils im Abstand von 6 min bei 405 nm im Photo-
meter gemessen. Als Negativkontrolle diente der Verdiinnungspuffer. Die Eich-
kurve wurde aus NHP in den Verdiinnungen 1:5, 1:10, 1:20, 1:50 und 1:100 an-
gefertigt. PC # | wurde in den Verdinnungen 1:100, 1:200, 1:400, 1:800,
1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12800 und PC # Il 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160,
1:320, 1:640, 1:1280 eingesetzt. Die Ausbeute an PC-Aktivitat betrug 38 %.

0,1 +

0,01 T

Extinktion (405 nm)

0,001 +

0,0001 I I I
0,0001 0,001 0,01 0,1

Protein-C-Konzentration im Normalplasma (ug)

Abbildung 8: PC-Aktivitat in NHP
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Proben Volumen | Proteinkonzentration | PC-Antigen | PC-Aktivitat
(ml) (mQ) (mQ) (L9)
Zelluberstand 1050 11 4200
PC#I 9 511 6,9 1494
PC#I1 9 1,09 0,423 111
PC gesamt 18 6,2 7,323 1605 = 38 %

Tabelle 2: Ausbeute PC-Aktivitat

4.2. Aktivierung von rekombinantem humanem Protein-C

2 mg PC der Elution | wurden 5 min bei 37°C im Wasserbad mit 3 Units Protac
inkubiert. Das entsprach einem PC-Volumen von 3521 pl und 1000 pul Protac.
Das Gesamtvolumen betrug demnach 4521 pl. Nach dieser Zeit wurde der
Versuchsansatz sofort mit 15 ml bereits equilibrierter Q-Sepharose und 7,5 ml
Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7.4, 150 mM NacCl) zusammengegeben und 2 h bei
RT auf einem Roller inkubiert. Abschlie3end wurde das Saulenmaterial in eine
Chromatographiesaule tberfuhrt und 3 x mit 1 Saulenvolumen gespdlt. Eluiert
wurde mit Elutionspuffer nach Proteinkontrolle. Dazu wurden 200 pl Biorad-
Reagenz in einer Microtiterplatte vorgelegt und mit 10 ul Probe gemischt. Ge-
staffelt nach abnehmendem Proteingehalt wurden 3 Elutionen gewonnen. Das
Volumen von Elution | betrug 12 ml, von Elution 1l 4 ml und von Elution 11l 10 ml.
Der anschlieBende Aktivitatstest war nétig, um die Qualitat und Funktion des
APC zu bestimmen sowie den Nachweis der kompletten Umsetzung des PC zu
aktiviertem PC zu erbringen. Dazu wurden zwei parallele Ansétze gleichzeitig
gefahren. 50 ul APC wurden mit 50 pl S 2366 (3mM) vermischt. Ohne und in
der Gegenwart von 25 pl Protac (0,015 Units) wurde beobachtet, ob es zu ei-
nem Extinktionsanstieg kommt. Ein Anstieg der Extinktion nach Protac-Zugabe
sprache flir eine mangelhafte Aktivierung des PC. Festgestellt wurde dies bei
Elution I. Fur weitere Versuche wurde die Elution Il verwendet. Um die Qualitat

und amidolytische Aktivitdt von APC zu Uberprufen wurde ein PC-ELISA sowie
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ein PC-Aktivitatstest unter den gleichen Bedingungen wie mit PC durchgefuhrt.
Die Ausbeute an APC-Aktivitat betrug 12 %.

Proben Volumen| Proteinkonzentration | PC-Antigen | PC-Aktivitat
(ml) (19) (19) (19)
Zelluberstand | 1050 11 4200
Protein C 3,521 2000 2700 1605
APC # | 12 144 16,8
APC # 1| 4 188 24
APC # Il 10 173 27
APC gesamt 26 505 67,8
Durchlauf 50 77,5 1,7
APC
Gesamt 76 582,5 69,5=12 %

Tabelle 3: APC-Ausbeute, APC-Aktivitat

4.2.1. Western-Blot von rekombinantem humanem aktiviertem Protein-C

Die SDS-PAGE und der Western-Blot wurden hierbei unter den gleichen Be-
dingungen wie in den zuvor genannten Versuchen durchgefuhrt. Als Positivkon-
trolle diente PC, welches in einer Konzentration von 1 pg aufgetragen war. APC
wurde nicht reduziert und reduziert in den Konzentrationen 0,5 und 1 ug aufge-

tragen. Die weiteren Vorgange entsprachen dem Vorgehen wie bei PC.
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Abbildung 9: Western-Blot APC

Fur die weiteren Versuchsansétze wurden alle Reagenzien standardisiert. Das
Plasma eines Probanden mit FV" diente fiir die weiteren Versuchsansétze als
Normalkontrolle. Es wurde ein einzelner Spender benutzt, um Stormaoglichkeiten
mit anderen Gerinnungsfaktoren weitestgehend zu eliminieren. Als Testmetho-
den standen zum einen der APC-Resistenz-Kit der Firma Chromogenix sowie

ein amidolytischer Ansatz zur Verfigung.
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4.3. Veranderung von aPTT und APC/aPTT in sec bzw. der APC-SR bei

abnehmender Faktor-V-Konzentration im APC-R-Coatest®

Beobachtet wurde im nachfolgenden Versuch, wie sich die aPTT und die
APC/aPTT in sec im APC-R-Coatest” verandern, wenn die FV-Konzentration
abgesenkt wird. Im Vergleich stehen Plasma eines gesunden Spenders sowie
Plasma eines Probanden, der fur die Erkrankung APC-Resistenz homozygot
eingestuft ist. Ziel des Versuchs war es herauszufinden, ob eine Normalisierung
der APC-Ratio bei alleiniger Verringerung der Plasma-FV-Konzentration ver-
wirklichbar ist. Fir den Versuchsansatz wurden das gesunde sowie das patho-
logische Plasma mit FV-Mangelplasma auf Konzentrationen von 100 %, 80 %,
60 %, 40 %, 20 %, 10 %, 5 %, 1 % und 0 % FV eingestellt. Die aPTT wurde nun
ohne und in der Gegenwart von APC gemessen. Zur Uberwachung wurden zwei
handelsibliche Plasma-Kontrollen (normal und pathologisch) mitgefiihrt, deren
Ergebnisse im Kontrollbereich lagen. Auf der Abbildung 10 ist die aPTT in sec
in Abhangigkeit der FV-Konzentration fir FV" und FVR°06Qemeayeet 5 faezeich-
net. Es ist kein wesentlicher Unterschied zwischen der aPTT in sec von FV"
und F\Re0eQhomonyeet 7 arkennen. Ein geringer Unterschied ist im Konzentrati-
onsbereich unter 20 % sichtbar. Einen deutlichen Unterschied erkennt man je-
doch zwischen beiden Proben, wenn die APC/aPTT, wie sie in Abbildung 11
dargestellt ist, betrachtet wird. Sichtbar wird, dal3 eine Verminderung der FV-
Konzentration auf 10-20 % eine aPTT in sec zeigt, die der aPTT einer Normal-
probe entspricht. Betrachtet man nun die Abbildung 12 , auf der nach Berech-
nung der APC-Ratio diese in Abhéngigkeit von der FV-Konzentration aufge-
zeichnet wurde, so wird erkennbar, dald die berechnete Ratio auch bei einem

FV-Gehalt von weniger als 20 % pathologisch bleibt.
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Abbildung 10: aPTT-Messung bei abnehmender Konzentration von FV" bzw.
FVR506Q
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Abbildung 11: APC/aPTT-Messung bei abnehmender Konzentration von FV"

bzw. FV?°0eQ
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Abbildung 12: APC-SR bei abnehmender Konzentration von FV** bzw. FV°°°?

In den Abbildungen 13 und 14 wurden gleichsam APC-SR und aPTT in sec ab-

hangig von der FV-Konzentration aufgetragen.
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Abbildung 13: APC-SR und aPTT in sec abh&angig von der FV-Konzentration fir
den FV"
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Abbildung 14: APC-SR und aPTT in sec abhangig von der FV-Konzentration fur

den FVRSOGQ-homozygot

4.4. Veranderung der Faktor-Va-Restaktivitat bei abnehmender Faktor-

V-Konzentration im amidolytischen Testverfahren

Der gleiche Versuchsansatz sollte erganzend fur das amidolytische Testverfah-

ren angewendet werden. Allerdings muldte festgestellt werden, dal3 der Ver-

suchsansatz in dieser Form nicht zu verwertbaren Ergebnissen kommt. Mit ab-

nehmendem FV-Gehalt mifdte theoretisch auch die FVa-Restaktivitat abneh-

men. Dies ist aber nur in einem Konzentrationsbereich von mindestens 60 %

FV erkennbar wie auf Abbildung 15 zu sehen, danach steigt sie linear.
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Abbildung 15: FVa-Restaktivitat bei abnehmender Konzentration von FV" bzw.
FVRSOGQ-homozygot

4 5. Verhalten von aPTT und APC/aPTT in sec bzw. der APC-SR bei Ver-
anderung des Verhaltnis von Faktor-V"'/Faktor-v*°**°? im APC-R-

Coatest®

Im né&chsten Schritt sollte herausgefunden werden, wie sich aPTT und
APC/aPTT verhalten, wenn das Verhaltnis von FV*/FV*°°°? verandert wird. Da-
zu wurde das Plasma des gesunden Spenders mit homozygotem Plasma auf
abnehmende Konzentrationen FV" eingestellt. Getestet wurden 100 %, 80 %,
60 %, 40 %, 20 %, 10 %, 5 %, 1 % und 0 % FV", welches einer 100 % homo-
zygoten Probe entspricht. Auf Abbildung 16 ist ohne APC keine augenscheinli-
che Differenz zwischen 100 % FV" und 100 % F\VR°°°Q"mes8t 7 sehen. In der
Gegenwart von APC allerdings kommt es zu einer starken Abnahme der aPTT
in sec in Abh&ngigkeit vom FV"-Gehalt. Nach den Graphiken zu urteilen, ist fiir
eine normale APC/aPTT ein FV"-Gehalt von mindestens 60-80 % nétig. Ein
vergleichbares Ergebnis erhalt man, wenn nach Berechnung der APC-SR diese

gegen den FV"-Gehalt aufgezeichnet wird. Fiir eine Normalisierung der Sensi-
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tivitats-Ratio ist wie in Abbildung 17 dargestellt ein FV""-Gehalt von mindestens
60 % notwendig.

100 +
—e— ohne APC
80 T :
—=— mit APC
o
\9,,_)/ 60
=
a 40
@
20 T
0 I I I I I
0 20 40 60 80 100
Anteil an FVwt (%)
Abbildung 16

- aPTT und APC/aPTT in sec bei abnehmendem Anteil an FV"!
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Abbildung 17: APC-SR bei abnehmendem Anteil an FV""

4.6. Verhalten der Faktor-Va-Restaktivitat bei Veranderung des Verhalt-

nis Faktor-V"/Faktor-vV*°%? im amidolytischen Testverfahren

Der gleiche Versuchsansatz wurde nun auf den kinetischen Test Ubertragen,
dessen Ergebnis in der ndchsten Abbildung zu sehen ist. Auch hier wird deut-
lich, daR eine FVa-Restaktivitdt von weniger als 40 % erst bei einem FV"-
Gehalt von 60-80 % zu erreichen st. Die Auswertung beider Testverfahren

kommt zu einem Ubereinstimmenden Ergebnis.
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Abbildung 18: FVa-Restaktivitat bei abnehmendem Anteil an FV*"*

4.7.Veranderung von aPTT und APC/aPTT in sec bzw. der APC-SR bei
gleichzeitiger Veranderung von Quantitat und Qualitat von Faktor-V im
APC-R-Coatest”

Im néchsten Ansatz wurde sowohl das Verhaltnis von FV"/FV**°°? als auch die
Quantitat von Gesamt-FV veréandert. Dazu wurde Mischungen von 80 % FV"/20
% FV™°%? 60 % FV"/40 % FV™°°°? und 40 % FV"/60 % FV*°%? hergestellt
und diese mit FV-Mangelplasma von 100 %, 80 %, 60 %, 40 %, 20 %, 10 %, 5
%, 1 % bis auf 0 % FV verdunnt. Aus diesen Ansatzen wurde die aPTT und die
APC/aPTT in sec bestimmt. Nach den Ergebnissen zufolge, die in den Abbil-
dungen 19-24 dargestellt sind, muf3 man eine FV-Konzentration von mindestens
60 % und einen FV"-Gehalt von mindestens 80 % fordern, um eine APC-SR

groRRer als 2 zu erzielen.
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Abbildung 19: aPTT und APC/aPTT in sec bei abnehmender Konzentration an

FVlOO%Wt/O%RSOGQ
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Abbildung 20: aPTT und APC/aPTT in sec bei abnehmender Konzentration an

FVBO%Wt/ZO%RSOGQ
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Abbildung 21: aPTT und APC/aPTT in sec bei abnehmender Konzentration an

FV60%Wt/40%R506Q
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Abbildung 22: aPTT und APC/aPTT in sec bei abnehmender Konzentration an

FV4O%Wt/60%R506Q
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Abbildung 23: aPTT und APC/aPTT in sec bei abnehmender Konzentration an
FVO%Wt/lOO%RSOGQ
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Abbildung 24: APC-SR bei abnehmender Konzentration an FV
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4.8. HepG,-Zellen in Kultur

Um die Regulationsmechanismen der FV-Produktion auf Proteinebene besser
kennenzulernen, wurde mit Zellkulturtechniken gearbeitet. Fur die Versuche
wurde die Zellreihe HepG, verwendet, die nach Wilson et al. Faktor V produ-
ziert. Ziel war es zunachst eine FV-Aktivitat aus Zelliberstdnden von HepG;-
Zellen nachzuweisen. Dazu sollte Zelluberstand im amidolytischen Test als
Nachweisverfahren auf FV-Aktivitat getestet werden. Als erstes wurde das in
Zukunft verwendete Medium auf Stérmechanismen ausgestestet. Dazu wurden
verschiedene Plasmakonzentrationen verdinnt mit SFM/DMEM (ohne Phenol-
rot), mit FV-Mangelplasma und mit SFM speziell fur Hepatozyten (ohne Phenol-
rot) hergestellt. Die Plasmakonzentration wurde abnehmend von 100 %, 80 %,
50 %, 25 %, 10 % auf 0 % eingestellt. AnschlieRend wurden die Ansatze 1:100
und 1:300 in TBS 1x/0,1 % BSA verdinnt und im amidolytischen Assay einge-
setzt. In Abbildungen 25 und 26 wurde die absolute Extinktion nach einer 60 min
dauernden kinetischen Messung gegen die Plasma-Konzentration fur die Ver-
dinnungen 1:100 und 1:300 aufgezeichnet. Erkennbar ist, dal3 kein entschei-
dender Unterschied zwischen den einzelnen Kurven zu beobachten ist. Zu beo-
bachten ist weiterhin, daf? sich die Extinktion bei einer Plasmakonzentration von

10 % noch deutlich von der Hintergrundextinktion abgrenzt.
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Abbildung 25: Nachweis von FV-Aktivitdt im amidolytischen Test in der Plas-

maverdinnung 1:100
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Abbildung 26: Nachweis von FV-Aktivitdt im amidolytischen Test in der Plas-

maverdinnung 1:300



Ergebnisse 61

Fir weitere Versuchsansatze konnte demnach SFM/DMEM ohne Phenolrot
verwendet werden. Im Versuchsansatz mit den Medien kann FV-Aktivitidt nach-

gewiesen werden.

4.9. Sensitivitatstestung

Im nachsten Schritt stellte sich die Frage wie sensitiv sich der Assay gestalten
laRkt, ohne seine Spezifitat einzublfRen. Dazu wurde eine Schachbrettitration
durchgefihrt. Hierzu wurden Plasmakonzentrationen von 20 %, 15 %, 10 %, 8
%, 6 %, 4 %, 2 % und 0 % in SFM/DMEM ohne Phenolrot und zum Vergleich in
FV-Mangelplasma hergestellt und diese jeweils 1:25, 1:50, 1:75, 1:100, 1:150,
1:200, 1:250 und 1:300 in TBS 1x/0,1 % BSA verdunnt. Das Ergebnis der nach-
folgenden einstiindigen kinetischen Messung bei 405 nm ist auf den Abbildun-
gen 27 und 28 dargestellt. Selbst bei einer Plasmakonzentration von 2 % ist bei
einer Verdunnung von 1:25 noch eine deutliche Differenz der Extinktion zum
Nullwert erkennbar. Das bedeutet, dal} die Sensitivitat des amidolytischen
Testverfahrens fur die FV-Aktivitat bei 4 pg/ml liegt, wenn man der Rechnung

eine Plasma-FV-Konzentration von 5 ng/ml zugrunde legt.
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Abbildung 27: Sensitivitatsbestimmung des amidolytischen Testverfahrens fir

Plasma-FV verdunnt in FV-Mangelplasma
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Abbildung 28: Sensitivitdtsbestimmung des amidolytischen Testverfahrens fur
Plasma-FV verdinnt in DMEM
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4.10. Intra- und Interassayvarianz des amidolytischen Tests

Im néchsten Schritt muf3te fir den Versuchsansatz die Intra- und Interassayvari-
anz ausgestestet werden, um in Zukunft reproduzierbare Ergebnisse zu erhal-
ten. Zum Austesten der Intraassayvarianz wurden mit FV-Mangelplasma 3 Kon-
zentrationen Plasma (0 %, 2 %, 20 %) hergestellt und diese in den Verdinnun-
gen 1:25, 1:50 und 1:100 eingesetzt. Von den einzelnen Ansatzen wurden in-
nerhalb eines Assays 8-fach-Werte angesetzt und im kinetischen Test gemes-
sen. Die Assayvarianz wird als Variationskoeffizient in % angegeben und aus
dem Quotienten Standardabweichung x 100/Mittelwert berechnet. Die Warn-
grenzen betragen im allgemeinen bis zu 10 %, die Kontrollgrenzen bis zu 20 %.
Die Ergebnisse sind in der Tabelle 4 dargestellt. Zur Bestimmung der Interas-
sayvarianz wurden 4 getrennte Ansatze an verschiedenen Tagen durchgeftihrt.
Verwendet wurden die gleichen Plasma-Konzentrationen wie zur Bestimmung
der Intraassayvarianz und die Verdinnungen 1:25 und 1:100. Pro Testansatz

wurden Doppelwerte benutzt. Das Ergebnis der Tests ist in der Tabelle 5 zu

sehen.

Proben Verdiinnung | Extinktion (405 nm) S VK in %
0% Plasma 1:25 0,182 0,004 2,2
0% Plasma 1:50 0,179 0,004 2,2
0% Plasma 1:100 0,179 0,004 2,2
2% Plasma 1:25 0,375 0,022 59
2% Plasma 1:50 0,274 0,018 6,6
2% Plasma 1:100 0,224 0,008 3,6
20% Plasma 1:25 1,796 0,089 4,9
20% Plasma 1:50 1,019 0,134 13,2
20% Plasma 1:100 0,702 0,058 8,3

Tabelle 4: Intraassayvarianz des amidolytischen Tests
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Proben Verdinnung | Extinktion (405 nm) S VKin %
0% Plasma_ |1:25 0,408| 0,029 7,1
0% Plasma_ |1:100 0,415| 0,023 55
2% Plasma  |1:25 0,559| 0,066 11,8
2% Plasma_ |1:100 0,446| 0,022 4,9
20% Plasma |1:25 1,884| 0,237 12,5
20% Plasma |1:100 0,782| 0,116 14,8

Tabelle 5: Interassayvarianz des amidolytischen Tests

4.11. Zellversuche mit HepG,-Zellen

Nachdem der amidolytische Test standardisiert war, wurden nun die eigentli-
chen Zellversuche gestartet. Dazu wurde die HepG,-Zellreihe zun&chst aufge-
taut und hochgezogen. Fir den ersten Zellversuch wurde eine konfluente 100er
Platte 1:10 gesplittet und mit jeweils 10 ml DMEM/P/S/G/10 % FCS geflittert
und beobachtet, wann sich ein konfluenter Monolayer gebildet hatte. Dann wur-
de zum Zeitpunkt O das Medium abgesaugt, 1 x mit HBS 1x gewaschen und mit
10 ml SFM/DMEM ohne Phenolrot befillt und damit der Zeitversuch gestartet.
Die einzelnen Zeitpunkte waren zum einenOh, 1 h,2h,3h,4 h,5h,6 h, 7 hund
8 h, zum anderen O h, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 20 h und 24 h. Zum bestimmten Zeit-
punkt wurden 250 pl Medium pro Platte abgenommen, mit flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -20°C bis zum Versuchsbeginn aufbewahrt. Die Zellen
wurden verworfen. Nach dem vorsichtigen, aber zligigen Auftauen der Zelltiber-
stande wurden diese zunachst 10 min bei 10000 rpm zentrifugiert und der U-
berstand 1:30 und die Plasma-Positivkontrolle 1:300 im amidolytischen Test
eingesetzt. Die kinetische Messung lief Gber 1 h bei 405 nm, wobei alle 3 min
ein Messwert genommen wurde. Wie in den Abbildungen 29 und 30 zu erken-
nen ist, kann im Zelliberstand der HepG,-Zellinie in diesem Ansatz keine FV-
Aktivitat nachgewiesen werden. Ein methodischer Fehler wurde durch die Posi-

tivkontrolle mit Normalplasma ausgeschlossen.
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Abbildung 29: Amidolytischer Test mit HepG,-Zelliberstand
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Abbildung 30: Amidolytischer Test mit HepG,-Zelliberstand

Im nachsten Schritt wurden Schalengréf3e und Mediumvolumen verandert. Dazu
wurden 100er-, 60er- und 35er-Schalen verwendet. Die Mediummenge der

100er-Schalen varierte von 10 ml, 9 ml, 8 ml, 7 ml, 6 ml bis zu 5 ml als minimals-
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tem Volumen. Das Volumen der 60er-Schalen wurde von 6 ml, 4 ml, 2 ml auf
0,5 ml verandert. Die Mediummenge der 35er-Schalen varirierte zwischen 1 ml,
0,5 ml und 0,2 ml. Die Inkubationszeiten waren fir alle gleich und betrugen O h,
24 h und 48 h. Auch diese Ansatze zeigten keine relevante FV-Aktivitats-
Messung (Versuch undokumentiert). In einem weiteren Experiment wurden j-
weils 5 100er-Schalen mit 7 ml Medium vereinigt, Zeitpunkte der Messung wa-
ren O h, 24 h und 48 h. Von diesen 35 ml wurden Verdinnungen von 1:10, 1:20
und 1:30 hergestellt und diese im amidolytischen Test gemessen. Als Positiv-
kontrolle wurde Plasma-FV benutzt, welches einmal 1:300 in DMEM/SFM und
einmal 1:300 in TBS 1x/0,1 % BSA verdinnt wurde. Das Medium war 1:10,
1:20 und 1:30 vorverdiinnt. Als Pufferkontrolle diente einmal TBS 1x/0,1 % BSA
und zum anderen DMEM/SFM in den Verdinnungen 1:10, 1:20 und 1:30. Er-
kennbar wird in den 3 folgenden Abbildungen 31, 32 und 33, dal eine geringe
Menge FV-Aktivitat nachweisbar ist, die jedoch zu gering ist, um eine konkrete
Aussage treffen zu konnen. In den Abbildungen ist erkennbar, dal3 die FV-
Aktivitat mit zunehmender Verdinnung des Zelliberstandes abnimmt und das

nach 24 h ein maximaler Messwert erkennbar ist.
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Abbildung 31: Messung von FV-Aktivitat in HepG2-Zelliberstand im amidolyti-
schen Test (Verdinnung 1:10)
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Verdunnung 1:20
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Abbildung 32: Messung von FV-Aktivitat in HepG2-Zelliberstand im amidolyti-
schen Test (Verdiinnung 1:20)
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Verdiinnung 1:30
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Abbildung 33: Messung von FV-Aktivitat in HepG2-Zelliberstand im amidolyti-
schen Test (Verdiinnung 1:30)

In den Tabellen 6, 7 und 8 ist nach Berechung und Bertcksichtigung der Puffer-

kontrollen die messbare FV-Aktivitat in % dargestellt.

Proben Extinktion (1:10) [% |absolut %
Plasma/SFM 1,759| 100
SFM 0,378| 21
Zeitpunkte

Oh 0,531 30 9
24 h 0,585| 33 12
48 h 0,568| 32 11

Tabelle 6: FV-Aktivitat in Prozent fur die Verdinnung 1:10
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Proben Extinktion % |absolut %
(1:20)
Plasma/SF 1,664 100
M
SFM 0,387 23
Zeitpunkte
Oh 0,458 27 4
24 h 0,475 29 6
48 h 0,479 29 6

Tabelle 7: FV-Aktivitat in Prozent fur die Verdinnung 1:20

Proben Extinktion % | absolut
(1:30) %
Plasma/SFM 1,818 100
SFM 0,383 21
Zeitpunkte
Oh 0,443 24 3
24 h 0,448 25 4
48 h 0,452 25 4

Tabelle 8: FV-Aktivitat in Prozent fur die Verdinnung 1:30

Es stellten sich sich die Fragen, ob die HepG,-Zellen Uberhaupt FV produzie-
ren, ob FV, wenn er denn gebildet wird, in der Mediumlésung stabil ist oder ab-
gebaut wird.

Zur Klarung dieses Sachverhalts wurden parallel zwei Versuchsansatze unter-
sucht. Fur den ersten Ansatz wurden 4 konfluente 35er Schalen HepG,-Zellen
benutzt, die zum Zeitpunkt 0 1 x mit HBS 1x gewaschen wurden und anschlie-
Rend mit 1 ml SFM befillt wurden. Zu diesem 1 ml Medium wurde isolierter FV
beigefiigt, der nach Austesten in einer Verdinnung von 1:2000 die gleiche Akti-
vitat wie die 1:300-Verdunnung von Plasma aufwies. Dann wurden die 4 Platten

zuriick in den Inkubator gestellt und der Zeitversuch mit den Zeitpunkten O h, 4 h,
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24 h und 48 h gestartet. Die erste Platte wurde sofort weiterverarbeitet wie ge-
wohnt. Im zweiten Ansatz wurde die Stabilitat von isoliertem FV in Eppendorf-
hutchen untersucht. Dazu wurden pro Zeiteinheit 0,5 ml Medium in 4 Eppendorf-
hitchen vorgelegt und isolierter FV in einer Verdinnung von 1:2000 hinzupipet-
tiert. AnschlieRend wurden die Reaktionsgefal3e im Brutschrank bis zum jewei-
ligen Zeitpunkt inkubiert. In den folgenden Abbildungen 34 und 35 ist zu erken-
nen, dass die FV-Aktivitat von Oh bis 48h nur unwesentlich abnimmt, unabhan-
gig davon, ob sich FV auf einem Zellrasen befindet oder in isoliertem Medium.
Des weiteren ist zu sehen, dal3 die maximale FV-Aktivitat in einem Bereich un-

ter 24 h zu messen ist.

Stabilitat von FV in Zellkulturschalen
25 T
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Zeitpunkte (min)

Abbildung 34: Stabilitéat von FV in Zellkulturschalen
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Abbildung 35: Stabilitat von FV in isoliertem Medium

Nachdem die Stabilitat von isoliertem FV im benutzten Medium bewiesen warr,
stellte sich die Frage, ob von den Zellen produzierter FV nicht aus der Zelle ge-
schleust wird, sondern im Zellinneren verbleibt. Wenn des der Fall ware, so
miRte zumindest im Zelllysat FV-Aktivitdt nachweisbar sein. Zur Herstellung
eines Zelllysats kommen zwei verschiedene Lyse-Puffer in Betracht. 1 % NP-40
in TBS-Puffer und 1 % Triton-X-100 in TBS-Puffer. Nach Austesten der beiden
Lysepuffer mufite jedoch festgestellt werden, dal3 die amidolytische Reaktion
und die damit verbundene FV-Aktivitdtsmessung durch die beiden Substanzen
gestort wird. Eine Zelllysatherstellung mit Lysepuffer kam demnach fur weitere
Versuche nicht in Frage. Eine weitere Moglichkeit Zelllysat zu generieren, ist
die Sonifizierung von Zellmaterial. Dabei wird durch Ultraschallwellen die Zell-
membran in ihrem GrundgerUst destabilisiert und der Zellinhalt kann austreten.
FUr den Versuchsansatz wurden zwei konfluente Monolayer von HepG,-Zellen in
100er-Schalen benutzt. Eine der Platten wurde 1 x mit 10 ml HBS 1x gewa-

schen, mit Trypsin abgel6st, abzentrifugiert, nochmals 1 x mit HBS 1x gewa-
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schen. Von dieser Suspension wurde ein Aliquot fur die Zellzdhlung und die
Proteinbestimmung aufgehoben. Die Losung wurde dann abzentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und die Zellen in 1 ml TBS 1x aufgenommen. Bei der
zweiten Platte wurde der Waschvorgang mit HBS 1x noch zweimal wiederholt,
also insgeamt 3 x gewaschen und ein Aligot aufbewahrt. Anschliel3end wurden
auch diese Zellen in 1 ml TBS 1x aufgenommen. Mit der Zellz&hlung im Zell-
counter Casy wurde eine mittlere Zellzahl von 17,85 x 10° HepG,-Zellen/ml fiir
die erste Platte mit 1 x waschen und 16,29 x 10° HepG,-Zellen fiir die zweite
Platte mit 3 x waschen ermittelt. Die Proteinkonzentration lag mit der Methode
nach Bradford fur die erste Platte im Mittel 3,69 mg/ml und fur die zweite Platte
3,67 mg/ml. Fur den amidolytischen Test wurden die Zellen dann sonifiziert und
im Versuch 1:1 eingesetzt. In Abbildung 36 ist zu sehen, dafl? im Zelllysat eine
relativ grol3e FV-Aktivitat im Vergleich zum Plasma nachzuweisen ist. Nach 3
Waschschritten nimmt die Aktivitat leicht ab, was aber auch an der niedrigeren

Zellzahl liegen kann.

2° —e— TBS/BSA
~ 2 —o— Plasma
g —=— HepG2 1x
§ 15 —&— HepG2 3x
S —a— Plasma in HepG2 1x
£ 1 —a— Plasma in HepG2 3x
o5

o +—F+—wF—F+—F—"+—F+—+—+—"+—
0O 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Zeitpunkte (min)

Abbildung 36: Nachweis von FV-Aktivitat in Zelllysat von HepG,-Zellen
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Nach Berechnung und Bertcksichtigung der Pufferkontrollen konnte ausgehend
von Plasma-FV eine absolute FV-Aktivitat von 53 % im HepG,-Zelllysat erreicht

werden. Nach 3 Waschschritten reduziert sich der Wert auf 40 %.

Proben Extinktion nach | % | absolut
27" %
Plasma 1,927 100
TBS/BSA 0,836 43
HepG2-Zelllysat 1x gewaschen 1,858 96 53
HepG2-Zelllysat 3x gewaschen 1,592 83 40
Plasma in HepG2-Zelllysat 1x gewa- 2,225 116
schen
Plasma in HepG2-Zelllysat 3x gewa- 2,09 109
schen

Tabelle 9: Nachweis von FV-Aktivitat in Zelllysat von HepG,-Zellen in %

4.12. Aufbau eines polyklonalen und eines monoklonalen ELISA’s zum

Nachweis von Faktor-V

Um noch eine weitere Nachweismdglichkeit fir FV zu haben, den Nachweis von
FV-Antigen, wurden als nachstes ein polyklonaler und ein monoklonaler ELISA
entwickelt. Zur Verfigung standen ein polyklonaler Kaninchen-Anti-Human-
Faktor-V-Antikorper der Firma Behring und ein monoklonaler Maus-Anti-

Human-Faktor-V-Antikdrper von Haematologic Inc..

4.12.1. Aufbau des polyklonalen ELISA’s

Zum Aufbau des polyklonalen Ansatzes wurde ein Teil des Kaninchen-
Antikérpers mit Biotin markiert, um diesen im ELISA in einem zweiten Schritt
mit Streptavidin-POD nachweisen zu kdnnen. Eingesetzt wurde fur die Biotiny-

lierung 1,59 mg Antikorper in einem Volumen von 1 ml, welcher zun&chst . N.



Ergebnisse 75

bei 4°C gegen PBS 1x dialysiert wurde. Danach wurde 1 ml einer 1mg/ml-
Stocklésung von N-Hydroxy-Succcimido-Biotin hinzugefligt und unter Bewegung
2 h bei RT inkubiert. Anschliel3end wurde wieder gegen PBS 1x bei 4°C dialy-
siert. In einem Test-ELISA wurde die Biotinylierung als gelungen bewertet. Zum
Aufbau des ELISA’'s mit polyklonalem Antikérper wurde zunachst eine
Schachbrettitration durchgefihrt, um die optimale AntikGrperkonzentration zu
ermitteln. Daflr wurde Kaninchen-Anti-Human-FV in den Konzentrationen 0,1,
0,2, 0,5, 1 und 2 pg/ml in einem Volumen von 50 pl/well G. N. bei 4 C° in Coa-
ting-Puffer auf einer Microtiterplatte immobilisiert. AnschlieRend wurde mit 10 %
Milchpulver mit 200 pl/well 1 h bei RT abgesattigt. In einem vorgehenden Ver-
such mit dem Absattigungsmedium 3 % BSA wurde eine erhdhte Backroundex-
tinktion festgestellt, daher wurde auf Milchpulver ausgewichen. AnschlieRend
wurde Plasma in einer Verdinnung von 1:10, was einer FV-Konzentration von
50 ng entspricht, in einem Volumen von 50 pl 2 h bei RT inkubiert. Der biotiny-
lierte Erstantikdrper zur Detektion, Kaninchen-anti-human-FV-Biotin, wurde nun
schachbrettartig in den Konzentrationen 0,1, 0,2, 0,5, 1 und 2 pg/ml in einem
Volumen von 50 pl 1 h bei RT auf der Mikrotiterplatte inkubiert und im néchsten
Schritt mit Streptavidin-POD 1:1000 in einem Volumen von 50 ul 1 h bei RT
unter Lichtabschlul® detektiert. Entwickelt wurde der ELISA mit ABTS-Reagenz.
Gemessen wurde der Test im Photometer bei einer Wellenlange von 405 nm.
Kontrollen wurden mit und ohne Beschichtung durchgefihrt. Aus dem Ergebnis
dieses Vorversuchs wurde eine optimale Konzentrationskombination von 1
pg/ml fur den Beschichtungsantikorper und 0,2 pg/ml fir den ersten Detektion-
santikorper ermittelt. Im zweiten Schritt sollte nun die Nachweisgrenze des As-
says bestimmt werden. Dazu wurden jeweils Dreifachwerte mit den Plasma-
verdiinnungen 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:5000, 1:10000, 1:20000, 1:50000,
1:100000, 1:200000 und 1:500000 eingesetzt, was einer Plasma-FV-
Konzentration zwischen 1 ng und 1 pg entspricht. In der nachfolgenden Abbil-
dung 37 ist erkennbar, das nach Subtraktion der Kontroll-Extinktion selbst eine

FV-Konzentration von 1pg noch vom 0-Wert zu differenzieren ist.
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Abbildung 37: Plasma-FV-Eichkurve fur den polyklonalen ELISA

AnschlieRend wurde fir den ELISA die Intra-und Interassayvarianz bestimmt.
Dazu wurde, an drei aufeinanderfolgenden Tagen, der gleiche Ansatz durchge-
fuhrt. Es wurden jeweils 21 Werte der Plasmaverdinnungen 1:1000, 1:10000
und 1:100000 gewonnen und aus diesen Werten die Varianz bestimmt, die in

der nachfolgenden Tabelle 10 erlautert sind.

Zeit VK (%) VK (%) VK (%)
Verdinnung Verdinnung Verdinnung
1:1000 1:10000 1:100000

Tag1l 25 3,9 59
Tag 2 2,6 3,6 3,7
Tag 3 6,8 4,9 4,8

Tag 10,9 13,7 22,6
1/2/3

Tabelle 10: Intra- und Interassayvarianz fir den polyklonalen ELISA
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4.12.2. Aufbau des monoklonalen ELISA’s

Genauso wurde auch mit dem zweiten ELISA, wo zur Detektion ein monoklona-
ler Anti-FV-Antikorper zur Verfugung stand, verfahren. In der Schachbrettitration
wurde Kaninchen-Anti-Human-FV in den Konzentrationen 0,5, 1, 2, 5 und 10
pg/ml gecoatet, mit 3 % BSA in PBS 1x 1 h bei RT abgesattigt, mit Plasma-FV
in einer Verdiunnung von 1:10 (50 ng FV) beladen und mit Maus-Anti-Human-FV
schachbrettartig in den Verdiinnungen 0,5, 1, 2, 5 und 10 pg/ml detektiert. Als
Detektionsantikorper wurde Ziegen-Anti-Maus-POD-Antikorper in einer Ver-
dinnung von 1:5000 benutzt. Kontrollen wurden auch hier mit und ohne Be-
schichtung durchgefuhrt. Nach den Ergebnissen dieses Vorversuchs wurde der
polyklonale Beschichtungsantikorper fiir weitere Versuche in der Konzentration
von 1 pg/ml und der monoklonale Erstantikorper in einer Konzentration von 0,5
pg/ml eingesetzt. Die Nachweisgrenze des monoklonalen Ansatzes wurde an-
hand von jeweils Dreifachwerten mit Plasmaverdiinnungen von 1:1, 1:2, 1.5,
1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:200, 1:500 und 1:1000 bestimmt. Das Ergebnis ist in

der n&chsten Abbildung 38 zu erkennen.
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Abbildung 38: Plasma-FV-Eichkurve fir den monoklonalen ELISA

Genauso wie fur den ersten ELISA muf3te auch fir diesen Ansatz die Intra-und
Interassayvarianz bestimmt werden. Dazu wurden an 3 verschiedenen Tagen
jeweils 21 Werte der Plasma-Verdinnungen 1:2, 1:5 und 1:10 gemessen und

aus diesen Werten die Varianz berechnet. Das Ergebnis ist in Tabelle 11 auf-

gelistet.
Zeit VK (%) VK (%) VK (%)
Verdinnung 1:2| Verdinnung 1:5| Verdiinnung
1:10
Tag 1 3,7 6,4 6,2
Tag 2 3 4,8 7,2
Tag 3 7,6 6,2 8,7
Tag 55 11,4 11,4
1/2/3

Tabelle 11: Intra- und Interassayvarianz fur den monoklonalen ELISA
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4.13. Nachweis von Faktor-V im Zellversuch

Der Zellversuch wurde nun wiederholt. Als Nachweisverfahren fir FV wurden
parallel der amidolytische Test, der polyklonale und der monoklonale ELISA
eingesetzt. Vorbereitung und Aufarbeitung der Zellen erfolgte nach dem be-
wahrten Schema. Als Negativkontrolle sollten EC dienen, die nach Giddings et
al. keinen FV produzieren. Es wurde eine Zellzahl von 15 x 10° Zellen einge-
stellt. Im amidolytischen Test wurde nur das Zelllysat getestet, und zwar vor und
nach Zentrifugation. In den ELISA‘s wurde sowohl Zelliberstand als auch Zellly-
sat getestet. Eingesetzt wurden Verdinnungen von 1:1, 1:100, 1:1000 und
1:10000. Im amidolytischen Ansatz konnte FV-Aktivitdt nachgewiesen werden,
wie in den folgenden Abbildungen 39 und 40 zu sehen ist. Interessant ist zum
einen die FV-Aktivitatsmessung in EC, die ohne Zentrifugation messbar war.
Nach Zentrifugation fiel dieser Messwert sehr stark ab. Das konnte bedeuten,

dal3 FV in EC zellgebunden vorliegt.

Nicht zentrifugiert
—a—TBS/BSA
29T 9 o242 —e—Plasma
g 2 —A—HepG2-Zellen
9 ——EC
g 15
c
S 14
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£ 0,5 1
L|>j —
0 s
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
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Abbildung 39: FV-Aktivitaitsmessung in HepG,- und EC-Lysat (nicht zentrifu-
giert)
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Abbildung 40: FV-Aktivitatsmessung in HepG,- und EC-Lysat (zentrifugiert)

In den Tabellen 12 und 13 sind die einzelnen Prozentwerte gegeniubergestellt.

Probe Extinktion (405 nm) nach 21 min
nicht zentrifugiert
FV (%) | absolut %
TBS/BSA 0,175 8,5
Plasma 2,069 100
HepG2- 1,072 51,8 43,3
Zellen
EC 1,966 95 86,5

Tabelle 12: FV-Aktivitat in Prozent (nicht zentrifugiert)
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Probe Extinktion (405 nm) nach 21 min
zentrifugiert
FV (%) | absolut %
TBS/BSA 0,161 7,31
Plasma 2,202 100
HepG2- 0,698 31,7 24,4
Zellen
EC 0,395 17,9 10,6

Tabelle 13: FV-Aktivitat in Prozent (zentrifugiert)

81

In den Abbildungen 40 und 41 sind die Eichkurven des polyklonalen und mo-

noklonalen ELISA’s fur NHP aufgetragen. Erkennbar ist, dal3 beide ELISA’s auf

FV reagieren.

Polyklonaler FV-ELISA
1,2 1
E 11
3 0,8 1
3
[ 0,6 7
i)
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0 hd T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Plasma-FV (ng)
Abbildung 41: Eichkurve polyklonaler ELISA
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Monoklonaler FV-ELISA

e
~

o
©

o
(e}

o
~

Extinktion (405 nm)

o
N

0 hi T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Plasma-FV (ng)

Abbildung 42: Eichkurve monoklonaler ELISA

Weder im Zelliberstand noch im Lysat von HepG,-Zellen und EC konnte jedoch
FV-Antigen nachgewiesen werden. Die Extinktionswerte lagen unterhalb der

Hintergrund-Extinktion.

4.14. Stimulierung der HepG,-Zellen mit Zytokinen

Im nachsten Ansatz wurde FV-Aktivitat bzw. FV-Antigen nach Stimulierung mit
IL-6 und TNF-a beobachtet. Fir den Versuchsansatz wurden konfluente Mono-
layer von HepG;-Zellen verwendet, die mit 100 U/ml IL-6 und mit 20 ng/ml TNF-
a 48 h bei 37°C inkubiert wurden. Danach wurden die Zellen aufgearbeitet wie
gewohnt. Parallel wurde ein Ansatz mit DMEM/FCS und ein zweiter Ansatz mit
DMEM/SFM untersucht. Das Ergebnis ist in den néchsten Abbildungen 43 und

44 sowie in Tabelle 14 dargestellt.
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Abbildung 43: Aktivitdtsbestimmung in HepG;-Zelllysat (FCS)
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Abbildung 44: Aktivitatsbestimmung in HepG,-Zelllysat (SFM)
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Probe Extinktion (405 FV absolut
nm) (%) FV%
TBS/BSA 0,281 15
Plasma 1,862 100
HepG2-Zellen
SFM 1,316 71 56
SFM/IL-6 1,669 90 75
SFM/TNF-a 1,738 93 78
HepG2-Zellen
FCS 1,623 87 72
FCS/IL-6 1,596 86 71
FCS/TNF-a 1,576 85 70

Tabelle 14: Aktivitdtsbestimmung in HepG,-Zelllysat (FCS/SFM) in %

Im nachfolgenden polyklonalen sowie monoklonalen ELISA konnte wiederum
kein FV-Antigen nachgewiesen werden. Zur Bestimmung der optimalen Inkuba-
tionszeit und Konzentration der einzelnen Zytokine wurde zum einen eine Zeit-
abhangigkeit und zum anderen eine Konzentrationsabhéngigkeit gestestet. Fur
die Zeitabhangigkeit wurden konfluente Monolayer von HepG,-Zellen verwen-
det. Zu den Zeitpunkten O h, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h und 48 h wurden die Platten
weiterbehandelt wie gewohnt. Zur Stimulation wurden IL-6 in einer Konzentrati-
on von 100 Uml, TNF-a in einer Konzentration von 20 ng/ml und IL-8 in einer
Konzentration von 50 ng/ml eingesetzt. Im HepG,-Zelllysat ohne Stimulierung
wurde nach 48 h eine maximale Aktivitat erreicht. Mit Stimulierung von IL-6,
TNF-a und IL-8 dagegen wurde schon nach 16 h Stimulierung eine maximale
Aktivitat mel3bar. Die folgenden Abbildungen 45-50 zeigen die Ergebnisse der

Versuche.
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Abbildung 45: Amidolytischer Test von HepG,-Zelllysat ohne Stimulierung
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Abbildung 46: Amidolytischer Test von HepG,-Zelllysat mit Stimulierung durch
IL-6
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Abbildung 47: Amidolytischer Test von HepG,-Zelllysat mit Stimulierung durch
TNF-a

Zeitabhangige Stimulierung mit IL-8 —e—0h

—&—2h
——4h
—>—8h
——16h
—e— 24 h
—+—48h

Extinktion (405 nm)

O T T T T T T T T T 1
0O 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Zeitpunkte (min)

Abbildung 48: Amidolytischer Test von HepG,-Zelllysat mit Stimulierung durch
IL-8
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Abbildung 49: Amidolytischer Test von HepG;-Zelllysat zum Zeitpunkt 16 h
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Abbildung 50: Amidolytischer Test von HepG,-Zelllysat zum Zeitpunkt 48 h

Im zweiten Versuchsansatz sollte nun die Konzentrationsabhangigkeit getestet
werden. Dazu wurden die HepG,-Zellen mit IL-6 stimuliert in Konzentrationen 20

U/ml, 50 U/ml, 100 U/ml, 200 U/ml und 300 U/ml sowie mit TNF-a in Konzentra-
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tionen von 5 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml als auch IL-8 in
Konzentrationen von 10 ng/ml, 20 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml und 200 ng/ml.
Benutzt wurden 100er-Schalen mit einer Mediummenge von 5 ml. Die Inkubati-
onszeit im Brutschrank betrug, anlehnend an den vorgehenden Zeitversuch, 16
h. Bei Stimulierung mit IL-6 wurde eine optimale Konzentration von 100 U/ml
ermittelt. Fir TNF-a lag die optimale Konzentration bei 5 oder 20 ng/ml und fuir

IL-8 bei 20 ng/ml.
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Abbildung 51: Konzentrationsabhangigkeit von IL-6
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Abbildung 52: Konzentrationsabhangigkeit von TNF-a
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Abbildung 53: Konzentrationsabhangigkeit von IL-8

Als weiteres Zytokin wurde IL-4 getestet. Wie in den vorangegangenen Versu-

chen wurde eine Zeit- und eine Konzentrationsabhangigkeit gemessen. Die
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Zeitabhangigkeit wurde zu den Zeitpunkten O h, 2 h, 16 h, 24 h, 48 h und 72 h

gemessen. Ermittelt wurde eine optimale Inkubationszeit von 48 h.

Zeitabhéngige Stimulierung mit IL-4
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Abbildung 54: Zeitabhéngigkeit von IL-4

Die Konzentrationsabhangigkeit wurde in den Konzentrationen 0 ng/ml, 1ng/ml,
2ng/ml, 5ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml und 50 ng/ml durchgefuhrt. Ausgehend von
den vorherigen Versuchen, wurde 48 h im Brutschrank inkubiert. Es wurde eine

optimale Konzentration von 10 ng/ml IL-4 bestimmit.
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Abbildung 55: Konzentrationsabhangigkeit von IL-4

Im gleichen Versuchsansatz wurde Uberprift, ob sich durch gleichzeitiges Sti-
mulieren von 2 oder mehreren Zytokinen eine erhdhte Stimulationsrate zu erzie-
len ist. In den Kombinationen IL-4/IL-8 und IL-4/TNF-a wurde eine signifikante
Aktivitatssteigerung beobachtet. MaRig war die Steigerung in den Kombinatio-
nen IL-4/IL-6 und IL-8/TNF-a. Keine Aktivitatssteigerung wurde mit den Kombi-
nationen IL-6/IL-8 und IL-6/TNF-a erreicht. Mit Kombination aller vier Zytokine

konnte die héchste Aktivitat gemessen werden.
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Abbildung 56: Stimulation mit zwei oder mehr Zytokinen

4.15. Hemmung der Faktor-Va-Kofaktoraktivitat durch einen polyklona-

len Antikdrper gegen Faktor-V

In einem weiterfihrenden Experiment sollte die FV-Kofaktoraktivitat im amidoly-

tischen Ansatz mit einem polyklonalen Antikdrper gegen FV inhibiert werden.

Daftir wurden drei verschiedene Ansatze mit jeweils 3 Konzentrationen an Anti-

korpern verwendet. Erster Ansatz: Pufferkontrolle. Zweiter Ansatz: Plasma. Drit-

ter Ansatz: HepG,-Zelllysat. Die Konzentration des polyklonalen Antikorpers

betrug in den Versuchsansatzen 3 pg/ml, 30 pg/ml und 150 pg/ml.
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Abbildung 57: Hemmung der FVa-Kofaktoraktivitat durch einen polyklonalen
anti-FV-AK

Mit einer Antikdrperkonzentration von 150 pg/ml ist in der Plasmaprobe die FV-
Kofaktoraktivitat komplett inhibiert. Im HepG,-Zelllysat dagegen kommt es mit
steigender AK-Konzentration zu einer verstarkten Aktivitdtsmessung. Das Er-
gebnis dieses Versuchs zeigt, da3 es sich bei der Aktivitdtsmessung von
HepG,-Zelllysat nicht um die Messung von FV-Aktivitat handeln kann. Es liegt
die Vermutung nahe, dal3 es sich hierbei um eine Protease handelt, die FV-
unabhangig zu einer FX-Aktivierung fuhrt. Um zu sehen, ob es sich in diesem
Fall um eine Verunreinigung handelt, wurden Platten von HepG,-Zellen angefer-
tigt und diese verschieden behandelt. Jeweils 4 Platten wurden in SFM und in
FCS-haltigem Medium kultiviert. Die ersten Platten wurden 1 x mit HBS 1x ge-
waschen und mit Trypsin abgeldst. die zweiten Platten wurden genauso behan-
delt. Die dritten Platten wurden 3 x mit HBS 1x gewaschen und mit Trypsin ab-
gelost. Die vierten Platten wurden mit Hilfe eines Schabers abgekratzt, in 5 ml

HBS 1x aufgenommen und abzentrifugiert.
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2 Spalte 3 4 5 6
Kontrollen| Proben
TBS/BSA| HepG,- [SFM 1| SFM1x | SFM3x | SFM
Zelllysat X gewa- gewa- Ab-
gewa- | schen schen |[kratzme-
schen thode
TBS/BSA| HepG,- [SFM1| SFM1x | SFM3x | SFM
Zelllysat +| x gewa- gewa- Ab-
Plasma | gewa-| schen schen |kratzme-
schen thode
Plasma |[TBS/BSA| 0% [1% FCS|2% FCS| 5%
FCS FCS
Plasma |[TBS/BSA| 0% [1% FCS|2% FCS| 5%
+ Plasma| FCS FCS
Spalte 7 8 9 10 11 |12
Proben
HepG,- |[FCS1| FCS1x | FCS3x | FCS
Zelllysat X gewa- gewa- Ab-
gewa- | schen schen |kratzme-
schen thode
HepG,- [FCS1| FCS1x | FCS3x | FCS
Zelllysat+| X gewa- gewa- Ab-
Plasma | gewa- | schen schen ([kratzme-
schen thode
TBS/BSA| 10 % 20 % 50 % 100 %
FCS FCS FCS FCS
TBS/BSA| 10 % 20 % 50 % 100 %
+ Plasma| FCS FCS FCS FCS

Tabelle 15: Pipettierprotokoll des kinetischen Tests
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Abbildung 58: Kinetische Messung

Deutlich wird hier, dal3 im Zelllysat von HepG,-Zellen, die in SFM gehalten wur-
den und mit dem Schaber abgekratzt worden sind eine deutliche Aktivitat mel3-
bar ist. Sie ist zwar noch gesteigert in der Zelllysatprobe, wo die Zellen in FCS
gehalten wurden, was flir eine gewisse FCS-Verunreinigung spricht, ist aber
allein damit nicht zu erklaren. Desweiteren ist erkennbar, daf’ schon eine Verun-

reinigung von 1 % FCS ausreicht eine FV-Aktivitat vorzutauschen.

4.16. Nachweis einer Phospholipid-unabhéangigen Faktor-X-Aktivierung
durch HepG,-Zelllysat

In einem weiteren Experiment konnte festgestellt werden, daf3 es in der Probe

mit HepG,-Zelllysat zu einer PL-unabhangigen Aktivierung von FX kommt.
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Ansatz Probe |S 2238/ PT | PL |FXa| Puffer |CaCl,
(1)} @) @) D] )] |
1
2 |Probe + S 2238 + 50 50 15 10 | 25 30 20
PT/PL + FXa/CaCl,
3 |Probe + S 2238 50 50 100
4 |Probe + S 2238 + PT 50 50 15 85
5 |Probe + S 2238 + PL 50 50 10 90
6 |Probe + S 2238 + 50 50 15 10 75
PT/PL
7 |Probe + S 2238 + FXa 50 50 25 75
8 |Probe + S 2238 + 50 50 80 20
CaC|2
9 |Probe + S 2238 + 50 50 25 55 20
FXa/CaCl,
10|Probe + S 2238 + PL + 50 50 10 | 25 45 20
FXa/CaCl,
11|Probe + S 2238 + PT + 50 50 15 25 40 20
FXa/CaCl,
12
Tabelle 16: Pipettierprotokoll des kinetischen Tests
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Abbildung 59: Kinetische Messung
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4.17. Zellversuche mit weiteren Leberzellen

Um zu sehen, ob es sich hierbei um eine Besonderheit der HepG,-Zellen han-
delt, wurden noch drei weitere Leberzellinien auf dieses Phanomen hin unter-
sucht. Zur Anwendung kamen SK-1-Zellen, CL-48-Zellen und CCL-13-Zellen.
Die Zellen wurden nach Anleitung kultiviert und fiir einen vergleichenden amido-
lytischen Ansatz genauso behandelt wie die HepG,-Zellen und die EC. In Abbil-
dung 60 ist erkennbar, dal3 es sich hierbei wahrscheinlich um eine Besonder-
heit der HepG,-Zellen handelt. Die Aktivitat ist in den drei weiteren getesteten

Leberzellen sehr viel niedriger als im HepG,-Zelllysat.

FV-Aktivitatsmessung in Zelllysat
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Abbildung 60: Austesten von SK-1-, CL-48- und CCL-13-Zellen
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5. Diskussion

Das Krankheitsbild der APC-Resistenz ist durch eine verminderte antikoagula-
torische Antwort von APC gekennzeichnet ist mit 30-40 % die bisher haufigste
Ursache von Thrombosen (Svenson und Dahlbéck; 1994). Dennoch werden
nicht alle Patienten, die genotypisch APC-resistent sind auch phanotypisch auf-
fallig. In der vorliegenden Arbeit sollten der EinfluR der FV*°°**-Konzentration
auf die APC-Sensitivitdt untersucht sowie denkbare kausale Therapieansatze
aufgezeigt werden. Denkbare Ansatze waren die Verringerung des Gesamt-
FV-Plasmaspiegels oder eine selektive Veminderung der FV™%°%
Konzentration sowie die Kombination beider Ansatze. Da nicht bei allen Patien-
ten, die phanotypisch APC-resistent sind, eine Mutation im FV-Genom nach-
gewiesen werden kann, missen weitere Ursachen existieren, die einen solchen
Phanotyp hervorbringen. Andere theoretische Moglichkeiten, die eine APC-
Resistenz  bedingen konnen sind Autoantikbrper gegen PC, anti-
Phospholipidantikorper, die die Funktion von APC behindern, eine mutierte
Serinprotease, die als APC-Inhibitor wirkt, PS-Mangel, ein bisher unbekannter
Kofaktor fur APC oder Mutationen im FV- oder FVIII-Genom. Zun&achst wurde
angenommen, dal3 es sich bei dem Krankheitsbild um eine Abnormalitat im
FVIII-Molekil handelt (Dahlback und Carlson; 1991). Diese Theorie wurde 1993
von Dahlback et al. widerrufen. Die Beobachtung, dal3 die APC-Resistenz
durch Zugabe von aufgereinigtem FV korrigiert wurde, liel3 die Schluf3folgerung
einer Kofaktoraktivitdt von FV fur APC zu. Als Ursache dieser Beobachtung
mutmaldte Dahlback 1994, dafld durch die FV-bedingte Kofaktoraktivitat die
APC-katalysierte FVIlI-Inaktivierung erhoht wird. Eine eventuelle kompetitive
Hemmung von mutiertem FV durch FV" ist eine weitere Erklarungsmaéglichkeit
fur diesen Sachverhalt. Dahlback und Hildebrand propagierten noch im glei-
chen Jahr, daf3 die antikoagulatorische Funktionsstérung im FV-Molekul selbst
zu finden sei. Von Bertina et al. wurde dies bestatigt. Demnach handelt es sich

506

um eine Punktmutation im FV-Gen, wobei die Aminosaure Arg®" an der Posi-
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tion 1691 gegen Glu ausgetauscht ist. Die FV*°°*°-Mutation kommt in der kau-
kasischen Gesamtbevélkerung mit einer Haufigkeit von 1-15 % vor und ist in
anderen Rassen nur gering bis gar nicht nachzuweisen (Dahlbéack;
1997/Svenson und Dahlback; 1994/Fujimura et al.; 1995). Es missen demnach
weitere Ursachen fur das Krankheitsbild der APC-Resistenz existieren. Bei
symptomatischen homozygoten Merkmalstragern sowie bei mehrfach sympto-
matischen heterozygoten Merkmalstragern wird heute therapeutisch eine &-
benslange Antikoagulation durchgefthrt. In der vorliegenden Arbeit sollte der
EinfluR der FV™°°°®-Konzentration auf die APC-Sensitivitat untersucht werden
und kausale Ansatze einer anderen Therapie der APC-Resistenz aufzeigen.
Mogliche Therapieansatze bestehen in einer Verringerung der FV-
Gesamtkonzentration, mit der die mangelnde antikoagulatorische Aktivitat aus-
geglichen werden kénnte oder einer selektiven Verminderung der FV7°%%C-
Konzentration oder in einer Kombination beider Anséatze. Denkbar wére auch
eine alternative Inaktivierung von FVa oder die Inhibierung der Aktivierung von
FV schon im Vorfeld.

Um diese verschiedenen Mdglichkeiten zu Uberprufen, wurden praktisch durch-
fuhrbare Testverfahren bendétigt. Dazu dienten zwei Formen der Aktivitdtsmes-
sung. Zum einen der handelsiibliche APC-R-Coatest® (modifizierte aPTT-
Messung) der Firma Chromogenix und zum anderen ein von Pétzsch et al. ent-
wickelter kinetischer Test. Das Ergebnis wird einmal als Sensitivitats-Ratio
(normal > 2) und einmal als FVa-Restaktivitat (normal < 40 %) angegeben. Fur
den kinetischen Test wird aufgereinigtes APC benotigt. Dazu wurde zunachst
rekombinantes PC aus der Zellinie HU 293 (transfektierte humane Nierenzellli-
nie) isoliert. Das rekombinante PC hat gegentber einem aus humanem Plasma
isoliertem den Vorteil, dal3 es absolut frei von Kontaminationen mit anderen
Gerinnungsfaktoren ist. In Form eines ELISA’s sowie einer sensitiven Silberfar-
bung und eines Western-Blot's wurde das PC anschliel3end nachgewiesen. Die
Aktivierung von PC erfolgte durch den Schlangengiftaktivator Protac. APC-
resistente Plasmen zeigen normale Mengen an prokoagulatorisch wirksamer

FV-Aktivitat, zeigen jedoch keine antikoagulatorische Funktion nach Zugabe
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von APC (Zoller und Dahlback; 1994). Durch Verringerung der FV-
Gesamtkonzentration kénnte die mangelnde antikoagulatorische Aktivitat aus-
geglichen werden. Eine Absenkung der FV-Gesamtkonzentration auf Werte
zwischen 5 und 10 % ware auch in vivo denkbar, da dal3 Krankheitsbild des FV-
Mangels Plasma-FV-Konzentrationen in diesem Bereich mit nur milder Blu-
tungstendenz toleriert (Owren und Cooper; 1955). Fur den folgenden Versuchs-
ansatz wurden zum Vergleich Plasma eines gesunden Spenders und Plasma
eines Spenders, der fur die APC-Resistenz als homozygot verifiziert wurde,
benutzt und diese mit einem handelsublichen FV-Mangelplasma der Firma
Behring ausverdiunnt.

Wie verhalten sich aPTT und APC/aPTT in sec bzw. die APC-
Sensitivitats-Ratio, wenn die Faktor-V-Gesamtkonzentration verringert
wird ?

Aus den Versuchsergebnissen wird ersichtlich, daf? die aPTT in sec bei beiden
Plasmen mit der FV-Konzentration korrelierte. Der FV*°**?-Typ zeigt im Ver-
gleich zum FV" wie erwartet eine deutlich verkiirzte APC/aPTT in sec. Beide
Proben verhalten sich aber gleichsinnig mit abnehmender FV-
Gesamtkonzentration. In einem Bereich zwischen 10 und 20 % FVR>°°%-
Gesamtkonzentration entspricht der APC/aPTT-Wert in sec dem der Normal-
probe bei 100 % FV"-Konzentration. Nach Berechnung der Sensitivitits-Ratio
wurde deutlich, dafl? dieser Wert selbst in einem Konzentrationsbereich von we-
niger als 20 % FV pathologisch bleibt. Das bedeutet, dal’ das Versuchsergeb-
nis ausgedrickt als Sensitivitdts-Ratio nicht aussagekraftig genug ist. Wichtiger
ist die Normalisierung der APC/aPTT in sec in einem Bereich zwischen 10 und
20 % FV-Gesamtkonzentration. Den Untersuchungen zufolge wirde sich die
klinische Situation der Patienten durch eine Verringerung der FV-
Gesamtkonzentration unter 20 % und damit durch eine Veranderung des Pha-
notyps tatsachlich verbessern.

Wie verhalt sich die Faktor-Va-Restaktivitdt, wenn die Faktor-V-

Gesamtkonzentration verringert wird ?
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Die Umsetzung des gleichen Testansatzes auf den kinetischen Test scheiterte
an der Bedingung, dal3 fur verwertbare Ergebnisse eine FV-
Mindestkonzentration von 60 % erforderlich ist, um das Testprinzip erfillen zu
kénnen. Das Prinzip des kinetischen Tests basiert auf der Messung der Kofak-
toraktivitat von FVa, welcher zusammen mit FXa PT zu T umsetzt. Die F
Umsetzung wird Gber ein chromogenes Substrat gemessen. Als FVa-
Restaktivitat wird der Differenzwert zwischen keinem APC-Zusatz und APC-
Zugabe angegeben. Nimmt nun die FV-Gesamtkonzentration ab, so erschwert
sich die Inaktivierung von FVa durch APC und die Extinktion bleibt hoch. Ver-
mindert sich die FV-Konzentration unter 60% der Ursprungskonzentration, er-
schwert sich die Inaktivierung von FVa durch APC. Demnach bleibt die Extink-
tion hoher als erwiinscht

Im zweiten Schritt der Untersuchungen wurde die Qualitdt von FV (Verhaltnis
zwischen FV* und FV*°°°9) verandert. Dazu wurde das Plasma des gesunden
Spenders mit homozygotem Plasma auf abnehmende Konzentrationen FV"
eingestellt.

Wie verhalten sich aPTT und APC/aPTT in sec bzw. die APC-
Sensitivitats-Ratio, wenn der Anteil an mutiertem Faktor-V veréndert
wird ?

Aus den Versuchsergebnissen wird deutlich, dal3 wie erwartet mit abnehmen-
dem FV" bzw. zunehmendem FV*°%°? keine wesentliche Differenz der aPTT'’s
in sec zu erkennen ist. Im gleichen Verlauf zeigt sich eine kontinuierliche Ver-
kiirzung der APC/aPTT in sec. Erst in einem Bereich von 60-80 % FV"'-Gehalt
normalisiert sich die Sensitivitats-Ratio und liegt Uber 2. Das bedeutet, dal} ei-
ne Verringerung des FV™°°°°-Anteils zwischen 20 und 40 % ausreicht, eine
phanotypische Besserung der APC-Resistenz zu erzielen.

Wie verhélt sich die Faktor-Va-Restaktivitat, wenn der Anteil an mutier-
tem Faktor-V verandert wird?

Im amidolytischen Testansatz wird ein vergleichbares Ergebnis erzielt, wobei
eine FVa-Restaktivitit von unter 40 % erst bei 60-80 % FV"-Gehalt zu ver-

zeichnen ist.
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Um parallel Quantitat und Qualitdt von FV zu verandern wurden mit Plasma ei-
nes gesunden Spenders und Plasma eines homozygoten Spenders verschie-
dene Mischungsverhaltnisse von FV* zu FV™°°°? hergestellt und diese mit FV-
Mangelplasma ausverdunnt.

Wie verhalten sich aPTT und APC/aPTT in sec bzw. die APC-
Sensitivitats- Ratio, wenn gleichzeitig Quantitat und Qualitat von Faktor-
V verandert werden ?

Wenn parallel Quantitat und Qualitat von FV verandert werden, so mufd man den
Versuchsergebnissen dieser Arbeit zufolge fir eine normale APC-Sensitivitats-
Ratio von (ber 2 eine FV-Konzentration von unter 60 % und einen FV"'-Gehalt
von 80 % fordern.

Wie verhalt sich die Faktor-Va-Restaktivitat, wenn gleichzeitig Quantitat
und Qualitat von Faktor-V verandert werden ?

Der amidolytische Ansatz wurde nicht durchgefiihrt, da in den vorrangehenden
Versuchen gezeigt werden konnte, dald fir verwertbare Ergebnisse im kineti-
schen Test eine Mindestkonzentration von 60 % FV erforderlich ist.

Um die Regulationsmechanismen der FV-Synthese auf Proteinebene besser
verstehen zu kénnen, sollten diese anschlie3end anhand von Zellkulturtechniken
untersucht werden. Benutzt wurden fir diese Zwecke HepG,-Zellen (humane
Leberkarzinomzellinie), die laut Wilson et al. in der Lage sind FV zu synthetisie-
ren und diesen an den Zelliberstand abgeben. Als Negativ-Kontroll-Zellinie
wurden EC benutzt, wobei sich verschiedene Autoren beziglich der FV-
Synthesefahigkeit von EC widersprechen. Cerveny et al. konnten FV im Kultur-
Uberstand von EC aus boviner Aorta nachweisen, nicht jedoch in Zelllysaten.
Die Versuche von Giddings 1986 konnten dies nicht verfizieren. Annamalai
stellte 1986 schlieRlich die Hypothese auf, da? EC zwar FV synthetisieren, die-
sen aber nicht aus der Zelle ausschleusen. Als Nachweisverfahren zur FV-
Bestimmung dienten der von Poétzsch et al. entwickelte amidolytische Test und
ein polyklonaler sowie ein monoklonaler ELISA. Beide ELISA’s wurden zu die-
sem Zwecke eigens entwickelt. Im ersten Schritt der Untersuchungen wurde der

Zelluberstand auf FV-Aktivitdt untersucht. Mit den zur Verfigung stehenden
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Nachweisverfahren konnte im Zelluberstand von HepG;-Zellen weder FV-
Aktivitat noch FV-Antigen nachgewiesen werden. Die Stabilitat von FV im Zell-
Uberstand konnte durch entsprechende Versuche bestétigt werden. Im néchsten
Schritt wurde das Zelllysat von HepG,-Zellen untersucht. Hierbei konnte im ami-
dolytischen Testverfahren Aktivitat nachgewiesen werden. In Diskrepanz dazu
stand das Ergebnis der beiden ELISA’s, in denen keine signifikante FV-
Antigen-Menge nachgewiesen werden konnte. Bei einer Sensitivitat des po-
lyklonalen ELISA’s von 5 pg FV und des monoklonalen ELISA’s von 5 ng FV
sollte ein Nachweis moglich sein, wenn HepG,-Zellen laut Wilson et al. 5 ng
FV/Va pro Stunde und 10° Zellen produzieren. In Ubereinstimmung mit Anna-
malai wurde im Test auch fur EC Aktivitat nachgewiesen, die sich nach Zentri-
fugation des Zelllysats und wiederholter Messung drastisch reduzierte. Das
konnte bedeuten, daR FV zwar synthetisiert wird, jedoch nicht an den Uberstand
abgegeben wird, sondern zellgebunden vorliegt. Um zu Gberprifen, ob und wie
sich die FV-Produktion beeinflu3en laf3t, wurden die Zellen mit Zytokinen stimu-
liert. Interessant war, ob sich die FV-Synthese durch Zytokinbehandlung herun-
terregulieren lafit. Eine solche Zytokinbehandlung kénnte zu einer deutlichen
Verbesserung der klinischen Situation der Patienten durch Normalisierung der
APC/aPTT fuhren. Wichtig war in diesem Zusammenhang die Regulation von
Akute Phase Proteinen durch Zytokine. Als wichtigster Vertreter der Stimulie-
rung gilt IL-6. Nach Castell et al. steigert IL-6 die Synthese von CRP, Seruma-
myloid A, Fibrinogen, a;-Antitrypsin, a;-Antichymotrypsin und Haptoglobin. Ge-
senkt wird die Produktion von Albumin, Transferrin und Fibronektin. Die dosis-
abhangige Stimulierung der Fibrinogen-Produktion durch IL-6 wurde auch von
Amrani 1990 in primaren Huhner-Hepatozyten bestéatigt. IL-6 reguliert die FXII-
Produktion in HepG,-Zellen bis zu 75 % herunter (Citarella et al.; 1997). Nies-
sen et al. konnten 1997 zeigen, dal3 die Synthese von AT durch eine IL-6-
Behandlung verringert wird. Einen additiven Effekt sieht man durch die Kombi-
nation von IL-6 und IL-1. Schon 1990 konnte gezeigt werden, dafl3 IL-6 ein nega-
tiver Regulator fur den Proteinase-Inhibitor a;-Inhibitor Il bedeutet (Abraham et

al.; 1990). Eine weitere wichtige Beobachtung machte Weissbach 1984. Er
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konnte zeigen, dal} die FV-Konzentration im Blut von Kindern, die eine Sepsis
durchmachen, stark vermindert ist.

Im Rahmen der HepG,-Stimulierungsversuche konnte mit IL-6 eine zeit- und
dosisabhangige Steigerung der Aktivitat mit einem Maximum nach 16 h Stimu-
lierung und mit einer optimalen Konzentration von 100 U/ml IL-6 beobachtet
werden. TNF-a ist ein weiterer wichtiger Regulator der Akute-Phase-Protein-
Produktion. So konnte gezeigt werden, dal3 die totale Proteinsynthese und die
Synthese des Anti-Akute-Phase-Proteins Albumin in murinen Hepatozyten so-
wohl in vivo als auch in vitro durch TNF-a gesenkt wird. Im Verhaltnis dazu
kommt es zu einer Steigerung der Produktion von Akute Phase Proteinen, wo-
bei CRP als bekanntester Vertreter gemessen wurde (Bankey et al.; 1990).
Auch durch TNF-a konnte in den Zellversuchen mit HepG,-Zellen eine Steige-
rung der Aktivitdt nachgewiesen werden, wobei die maximale Stimulierungsrate
auch hier bei 16 h lag, bei einer optimalen Konzentration von 5 oder 20 ng/ml.
Uber einen Zusammenhang zwischen Stimulierung der Akute Phase Proteine
und IL-8-Regulation ist bisher nicht viel bekannt. IL-8 kann die Produktion von
Akute Phase Proteine in isolierten humanen Hepatozyten und in humanen He-
patomazellen positiv beeinfluen (Wigmore et al.; 1997). Nach den Ergebnis-
sen dieser Arbeit zufolge fiihrt IL-8, nach einer initialen Depression der Aktivitat
nach 2 bis 4 h, zu einer Steigerung der Aktivititsmessung mit einem Maximum
nach 16 h. Als optimale Konzentration wurde ein Wert von 20 ng/ml ermittelt.
Uber einen Zusammenhang zwischen IL-4 und Akute Phase Proteine ist derzeit
nichts beschrieben. In Zellversuchen mit HepG,-Zellen konnte auch mit IL-4 eine
zeit- und dosisabhangige Stimulierung der Aktivitat erreicht werden, wobei das
Maximum der Aktivitdt nach 48 h Stimulierung mit 10 ng/ml IL-4 zu beobachten
war.

Durch Kombination von zwei Zytokinen konnte im Verhaltnis zur alleinigen Sti-
mulation in den Kombinationen IL-4/IL-8 und IL-4/TNF-a eine signifikante Stei-
gerung der Aktivitat gezeigt werden. Mafdig war die Steigerung in den Kombi-

nationen IL-4/IL-6 und IL-8/TNF-a. Keine Steigerung konnte durch die Kombina-
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tionen IL-6/IL-8 und IL-6/TNF-a erreicht werden. Durch Kombination aller 4 Zy-
tokine wurde eine maximale Aktivierung erreicht.

Die FV-Aktivitat im kinetischen Test kann in NHP durch einen polyklonalen AK
in einer Konzentration von 150 pg/ml vollstandig inhibiert werden. Im Gegensatz
dazu kommt es mit zunehmender Antikdrperkonzentration zu eine erhdhten Ak-
tivitaitsmessung bei Verwendung von HepG,-Zelllysat. In einem weiterfiihrenden
Versuch konnte gezeigt werden, dafd eine Aktivitat im amidolytischen Assay
auch ohne Zusatz von PL messbar ist. Das spricht gegen eine Aktivitatsmes-
sung von FV. Um Verunreinigungen bei der Zellaufarbeitung auszuschlie3en
wurden verglichen: Zellen in SFM 1 x und 3 x gewaschen, Zellen in FCS 1 x und
3 x gewaschen sowie abgekratzter Zellrasen in SFM und FCS. Zelllysate von
Zellen, die vor Versuchsbeginn in SFM gehalten wurden genauso wie Lysate
von Zellen, die bis Versuchsbeginn in FCS gehalten wurden, zeigten Aktivitét,
die nach 3 x waschen etwas geringer war als nach 1 x waschen und die durch
Zugabe von NHP noch gesteigert werden konnte. Die Aktivitat von Zelllysat
nach der Abkratzmethode von Zellen, die bis Versuchsbeginn in FCS kultiviert
wurden, ist hoher als von den Zellen, die in SFM gehalten wurden. Das spricht
fir eine gewisse FCS-Verunreinigung. Allerdings kann damit nicht die Aktivi-
tdtsmessung im Zelllysat von HepG,-Zellen erklart werden, die vor Versuchsbe-
ginn in SFM kultiviert waren und danach nicht mehr mit FCS in Berihrung ka-
men. Um zu sehen, ob dieses Phdnomen auch auf andere Leberzellarten tber-
tragbar ist, wurde der gleiche Versuchsansatz parallel mit HepG,-, SK-Hep-1-,
CL-48- und CCL-13-Zellen durchgefihrt. In diesen Versuchen wurde deutlich,
dal es sich bei der Aktivitatsmessung um eine Besonderheit der HepG,-Zellen
handelt, die von den anderen getesteten Zellinien nicht verifiziert werden konnte.
Undokumentiert ist hierbei die Beobachtung, dal3 nach einmaligem Einfrieren
bei -20°C und zugigem Auftauen bei 37°C keinerlei Aktivitat mehr messbar ist.
Die in den vorangegangenen Versuchen gemessene Aktivitat wird vermutlich
durch eine HepG,-spezifische Protease hervorgerufen, die in der Lage ist den
Gerinnungsfaktor X FV-unabhéngig zu aktivieren. Fur eine Protease spricht

unter anderem die Temperaturlabilitat des Molekils. In weiterfihrenden Expe-
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rimenten sollte diese Protease weiter untersucht werden. Dazu sollte versucht
werden, diese zu isolieren und DNA-technisch zu charakterisieren. Wenn sich
dabei herausstellen sollte, daf? es sich tatsachlich um ein neues, bisher noch
nicht erwahntes Protein handelt, dann muf3te dem Gerinnungssystem ein weite-
rer FX-Aktivierungs-

weg zugeschrieben werden.
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6. Zusammenfassung

Die APC-Resistenz ist die bis dahin haufigste Ursache von venésen Thrombo-
sen. Der Grund der Erkrankung in der Mehrheit des untersuchten Patientengu-
tes liegt in einer verminderten antikoagulatorischen Antwort von APC, bedingt
durch eine Punktmutation im FV-Gen. Aufgrund des Austausches der Amino-
saure Arg®® durch Glu wird eine wichtige Spaltstelle fir APC zerstort und FV
behalt lange seine prokoagulatorische Funktion, weil FVa nur verlangsamt ab-
gebaut werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflul® der absoluten
und relativen FV*°°°?-Konzentration auf die APC-Sensitivitat untersucht. Die

RS05Q an der Ge-

relative FV-Konzentration ist dabei definiert als Anteil von FV
samt-FV-Konzentration. Durch Verringerung der FV-Gesamtkonzentration er-
reicht man zwar keine Normalisierung der APC-Sensitivitats-Ratio, dennoch
gelingt es, die APC/aPTT in sec, bei einer FV-Konzentration im Bereich zwi-
schen 10 und 20 %, soweit zu verlangern, dal® der Wert dem einer Normal-
Plasmaprobe mit 100 % FV-Gesamtkonzentration entspricht. Wird selektiv die
FV*°%*Q_Konzentration verandert, so ist ein FV'"-Gehalt von mindestens 60 %
gefordert, um eine APC-SR von uber 2 zu erhalten sowie eine APC/aPTT, die
sich im Vergleich zur aPTT mindestens verdoppelt hat. Diese Beobachtung
geht konform mit der Tatsache, dal? gerade heterozygote APC-Resistenz-
Trager in Abwesenheit anderer Risikofaktoren ein nur geringes Thromboserisi-
ko zeigen. Wenn parallel FV-Konzentration und FV"'-Gehalt verandert werden,
muR man eine FV-Konzentration von mindestens 60 % und einen FV"-Gehalt
von mindestens 80 % fur eine Normalisierung fordern. Mit Hilfe eines amidolyti-
schen Testverfahrens kann selektiv FVa-Aktivitdit gemessen werden. Dieses
Testverfahren wurde angewendet, um die FV-Syntheseleistung sowie den Re-
gulationsmechanismus verschiedener Leberzellinien humanen Ursprungs, zu
untersuchen. Zur Anwendung kamen HepG,-Zellen, die laut Literaturrecherchen
sicher FV synthestisieren. Im Zelliberstand konnte weder im amidolytischen

Ansatz noch im ELISA FV nachgewiesen werden. Die Stabilitdt von FV im Zell-
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Uberstand wurde untersucht und konnte gezeigt werden. Nach Lysieren der Zel-
len wurde im kinetischen Test Aktivitdt gemessen. Der parallel dazu bearbeitete
ELISA konnte den FV-Nachweis nicht bestatigen. Die Aktivitat &3t sich durch
Stimulierung mit verschiedenen Zytokinen steigern. Im amidolytischen Testan-
satz laf3t sich die FV-Aktivitat von humanem Plasma mit Hilfe eines polyklonalen
anti-FV-Antikorpers vollstandig blockieren, die Aktivitat der HepG,-Lysate wird
im Vergleich dazu noch gesteigert. Eine FV-Aktivitatsmessung ist nur in der
Gegenwart von PL moglich. Im Vergleich dazu reagieren die Zelllysate auch
ohne PL. Diese gemessene Aktivitat ist den Untersuchungen zufolge eine
HepG,-spezifische Aktivitat. In drei weiteren untersuchten Leberzellinien huma-
nem Ursprungs konnte nach gleicher Behandlung und Aufarbeitung kein ver-

gleichbares Ergebnis erzielt werden.
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8. Anhang
Endogener Aktivierungsweg Exogener Aktivierungsweg
F remdobeiﬂéichenkontakt Gewebsthromboplastin
FXI[——— F XIla Freisetzung
FXI—— FXla ‘_L
FIX—* FIXa > FX+ F VIIa F VII
Caz+
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! F Xa
Ca?+ "FVa «———F— FV
PL

FII——— Flla—————— F XIIT
I +
Ca?+ F XIIIa

7

FI ——Fibrinmonomer —* Fibrinpolymer — > Fibrin

Abbildung 1: Ablauf der sekundaren Hamostase (Hiller und Riess; 1988/Gross,
Schdlmerich und Gerok; 1994)
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