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Einleitung

Kapitel 1: Einleitung

1.1. Sepsis

Das Krankheitsbild der Sepsis ist eine hdufige und meist schwerwiegende Erkrankung, zu
deren Bekdmpfung zahlreiche Therapien eingesetzt werden. Zu den neueren
Therapieversuchen zahlt der Einsatz von rekombinant hergestelltem aktiviertem Protein C
(rhAPC). Trotz zahlreicher Klinischer Studien sind die molekularen Wirkmechanismen des
aktivierten Protein C noch nicht genau bekannt. Anhand von in vitro Experimenten sollen die
Wege, Uber die APC seine positiven Effekte auf das Sepsisgeschehen ausiibt, im Rahmen

dieser Arbeit naher charakterisiert werden.

1.1.1. Geschichte der Sepsis

Hippokrates (ca. 460-370 v. Chr.) flihrte den Begriff ,,Sepsis“ ein. Sepsis leitet sich aus dem
Griechischen ab und bedeutet ,,faul machen®. lIbn Sina (970-1037) beobachtete, dass die
Faulnis des Blutes mit Fieber einhergeht. Dieses Verstandnis von Sepsis wurde bis in das
19. Jahrhundert angewendet. Eine modernere Sicht entwickelte sich erst durch die Arbeit von
Ignaz  Semmelweis (1818-1865). Er vermutete, dass ,Leichenteilchen, die in das
BlutgefalRsystem gelangen* flr die Erkrankung der Wa&chnerinnen verantwortlich waren.
Durch die Einfuhrung einer H&ndewaschung mit einer Chlorkalklosung bei den
Medizinstudenten nach den Sektionsstunden und vor der gynékologischen Untersuchung sank
die Sterblichkeit deutlich ab. Trotz dieses Erfolges gelang es Semmelweis nicht, seine
Hygienemalnahmen allgemein durchzusetzen. Louis Pasteur (1822-1895) entdeckte, dass
Faulnis und Verwesung durch kleinste einzellige Lebewesen, die er als Bakterien bzw.
Mikroben bezeichnete, verursacht werden. Der Chirurg Joseph Lister (1827-1912) konnte die

Sterblichkeit von Patienten nach Amputationen durch den Einsatz von Haut- und
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Einleitung

Geréatedesinfektion mit Karbolsaure dramatisch senken. Im Gegensatz zu Semmelweis konnte
Lister seine Kollegen von der Sinnhaftigkeit seiner antiseptischen Verfahren Uberzeugen.
Robert Koch (1843-1910) erweiterte dieses Wissen mit der Entwicklung der
Dampfsterilisation. Den Grundstein fur die heutige Sepsisdefinition lieferte 1914 Hugo
Schottmller (1867-1936): ,,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Kdrpers ein
Herd gebildet hat, von dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf
gelangen und zwar derart, dass durch diese Invasion subjektive und objektive
Krankheitserscheinungen ausgeldst werden.” Durch die Anwendung antiseptischer Verfahren
kam es im beginnenden 20. Jahrhundert zu einem groRen Durchbruch in der Sepsisgeschichte.
Trotzdem erkrankten weiterhin Patienten an einer Sepsis, und die Sterblichkeit war noch
hoch. Im Jahr 1928 wurde durch die Entdeckung Flemings (1881-1955), dass in der
Umgebung von Schimmelpilzen bestimmte Bakterienkulturen geschadigt werden, das
Zeitalter der Antibiotika eingeleitet. Aber erst 1940 wurde durch Florey, Chain und ihre
englischen und amerikanischen Mitarbeiter das Penicillin als erstes Antibiotikum isoliert.
Dadurch konnte die Sterblichkeit der Sepsis weiter verringert werden. 1967 wurde von
Ashbough und Mitarbeitern bei intensivmedizinischen Patienten eine schwere
Lungenerkrankung beschrieben, die aus schwerer Atemnot, Verlust der Lungendehnbarkeit
und Flussigkeitseinlagerung bestand. Diese Erkrankung wurde als Adult Respiratory Distress
Syndrome (ARDS) bezeichnet und tritt haufig als Komplikation der Sepsis auf. ARDS ist die
Folge einer Entziindungsreaktion und wird durch korpereigene Substanzen ausgeldst. In den
achtziger Jahren wurde entdeckt, dass diese Erkrankung sich im ganzen Korper abspielt und
nicht nur die Lunge betrifft. Diese Entdeckung veranlasste Roger C. Bone (1941-1997) eine
neue Sepsisdefinition aufzustellen, die noch heute gultig ist: ,, Sepsis ist definiert als eine
Invasion von Mikroorganismen und/oder ihrer Toxine in den Blutstrom zusammen mit der

Reaktion des Organismus auf diese Invasion“ (Quelle: www.sepsis-gesellschaft.de).
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1.1.2.

Definition der Sepsis

1991 wurde von einer Konsensus-Konferenz des American College of Chest Physicians
(ACCP) und der Society of Critical Care Medicine (SCCM) wichtige Begriffe in der Sepsis
definiert und Sepsis anhand von klinischen Parametern eingeteilt. Sepsis wird hiernach

definiert als eine von einer nachgewiesenen oder vermuteten Infektion verursachte

systemische inflammatorische Reaktion (Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS).

SIRS ist charakterisiert durch das Vorkommen von mindestens zwei der folgenden Kriterien:

Hypo- (<36°C) oder Hyperthermie (>38°C)
Tachykardie (>90/min)

Tachypnoe (>20/min) und/oder arterieller pCO2 <4,3kPa (33mmHg) und/oder

maschinelle Beatmung

Leukozytose >12000/pl oder Leukopenie <4000/ul und/oder Linksverschiebung
>10% im Differentialblutbild

Tritt konsekutiv eine durch Sepsis induzierte Organdysfunktion mit mindestens einem der

folgenden Kriterien auf, so wird dies als schwere Sepsis bezeichnet:

Akute Enzephalopathie

Thrombozytopenie <100000/pl

Pulmonale Dysfunktion mit PaO,/FiO, < 250 (Horrowitz-Index)
Arterielle Hypotension < 90 mmHg systolisch

Renale Dysfunktion (Oligurie mit Urinausscheidung < 0,5 ml/kg/h)

Metabolische Azidose mit Lactatanstieg > zweifach der oberen Norm

-21-



Einleitung

Der septische Schock schlielflich beschreibt das Stadium der Sepsis, das mit einem
therapierefraktdren  Kreislaufversagen einhergeht (anhaltender Blutdruckabfall trotz
ausreichender Flissigkeitszufuhr und Notwendigkeit fur vasoaktive Medikamente)
(ACCP/SCCM Consensus Conference Committee 1992).

Im Jahre 2001 wurde zusammen mit der American Thoracic Society (ATS) und der Surgical
Infection Society (SIS) erneut Uber diese Definitionen und Einteilungen diskutiert. Die
Definitionen wurden tbernommen und die Symptome der Sepsis weiter ausgefihrt. Es wurde
zudem Uber die Entwicklung eines Systems diskutiert, dass in Zukunft die
Schweregradeinteilung der Sepsis ermdglicht. Dieses wird als PIRO-Konzept, dass sich aus
den Kriterien Prédisposition, Infektion, Immunantwort (Response) und Organdysfunktion

zusammensetzt, bezeichnet (Levy MM et al. 2003).

1.1.3. Pathogenese der Sepsis

Die Pathogenese der Sepsis stellt ein komplexes Wechselspiel zwischen Koagulation,
Fibrinolyse, Inflammation und endothelialer Dysfunktion dar. Ausldser einer Sepsis kdnnen
Mikroorganismen (grampositive oder gramnegative Bakterien, Viren oder Pilze) oder deren
toxische Stoffwechselprodukte bzw. Bestandteile sein. Von einem Herd ausgehend, werden
die infektiosen Erreger uber den Blutkreislauf in den gesamten Organismus geschwemmt.
Dort kommen sie in Kontakt mit Zellen des Immunsystems (Dendritische Zellen,
Makrophagen, Neutrophile Granulozyten und Naturliche Killerzellen). Diese Zellen werden
durch die Anwesenheit von Lipopolysachariden bzw. Endotoxinen (= Zellwandbestandteile
gramnegativer Bakterien) aktiviert und antworten mit der Bildung und Freisetzung von
Entzindungsmediatoren (Tumor Nekrosis Faktor-a (TNF- o), Nuclear factor kappa B
(NF-xB), Interleukin-18 (IL-1R) und Interleukin-6 (IL-6)). Diese Zytokine stimulieren das
Endothel zur Expression prokoagulatorischer Faktoren (z.B. Tissue Faktor) auf der
Endothelzelloberflache, der Hochregulation von Adhdsionsmolekiilen, der Produktion
chemoaktiver Substanzen und der Bildung vasoaktiver Faktoren. Der prokoagulatorisch
wirksame Tissue Faktor in Verbindung mit dem Verlust der antikoagulativ wirksamen

Oberflaschenstruktur — aktiviert die Gerinnung. Der Tissue Faktor aktiviert den
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Gerinnungsfaktor VII und leitet dadurch den extrinsischen Weg der Gerinnungskaskade ein
(ten Cate H et al. 1993).

Prokoagulativer Weg Gehemmte Fibrinolyse
Sepsis
4| P
'I'lssue Faktor ™ ! ( PAI-J I )_,, Plasmlnogenﬂ
_ : _ Aktivator
+ J— —
Faktor X Faktor Vlla ‘EUV Protein C

Faktor Vllla

>-j_ Plasmﬁogenﬂ
—_ APch
Faktor Va Y

Plasminﬂ

Faktor Xa

Prothrombin

Thrombin

Gesteigertes gﬂ% Verminderte
Fibrinogen 3% Fibrinolyse
\ Anhdufung von /

Fibrin-Blut-Gerinnseln

Thrombose der kleinen Gefialte

Verminderte Gewebedurchblutung

Abbildung 1-1: Septisch induziertes Ungleichgewicht in der Hamostase

Sepsis stort das normale Gleichgewicht zwischen pro- und antikoagulativen Mechanismen und zwischen
Koagulation und Fibrinolyse. Die Expression des Tissue Faktors bewirkt eine Gerinnungsaktivierung,
was zu einem gesteigerten Fibrin-Gehalt fiihrt. Gleichzeitig kommt es zu einem erhéhten Spiegel an
PAI-1, das die Fibrinolyse durch Hemmung des Tissue-Plasminogen Aktivator (t-PA) blockiert. Ein
Verbrauch an Protein C in der Sepsis bedeutet eine zusatzliche Einschrankung des antikoagulativen
Wegs. Als Folge entsteht ein verzweigtes Fibringerinnsel in der MirkogefaRzirkulation mit daraus
resultierendem geringen Sauerstoffgehalt des Gewebes und Zelltod bzw. Organdysfunktion.
(modifiziert nach: Cohen J 2002)
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Am Ende der Kaskade steht die Aktivierung von Thrombin, welches zu einer Steigerung der
Fibrinbildung flhrt. Gleichzeitig induziert Thrombin durch die vermehrte Freisetzung von
tissue-Plasminogen Aktivator (t-PA) die Fibrinolyse. Wahrend der Sepsis wird jedoch durch
die endotheliale Produktion von Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-I) der t-PA
neutralisiert, so dass es zu einer Inhibition der Fibrinolyse kommt. Zudem bewirkt Thrombin
die Freisetzung von Thrombin-abhéngiger Fibrinolyse Inhibitor (TAFI), der ebenfalls die
Fibrinolyse reduziert. Dadurch kommt es zu einem Ungleichgewicht von Gerinnung und
Fibrinolyse. Dieses wird noch durch einen Verbrauch von natirlichen Antikoagulanzien
(Antithrombin, Protein C und dem Tissue factor pathway inhibitor (TFPI)) verstarkt (Levi M
et al. 2002). Als Folge entstehen Fibrinnetze in den kleinen Blutgefdlien, die eine

ausreichende Gewebeperfusion verhindern und zu einer Organdysfunktion fuhren.

Rollen —» Adhdsion—» Diapedese —» Chemotaxis
|
} = |
Selektine Integrine
Fluss

—_—

) _=

Aktivierung von\ /
Endothelzellen Aklivierung von Apoptose/Uberleben

Extravaskuldrer Leukozyten Expression entzundlicher Gene
Stimulus e > Proliferation

Migration

z.B. Bakterien,
Viren, Pilze

Abbildung 1-2: Rollen, Adhasion und Diapedese von Leukozyten

Durch extravaskulare Reize kommt es zu einer Selektin-vermittelten initialen Bindung und zum Rollen der
Leukozyten, gefolgt von einer Integrin-Aktivierung, die eine festere Adhdsion der Leukozyten an das
Endothel ermdglicht. Mit verschiedenen chemoaktiven Substanzen (bermitteln Leukozyten benachbarten
Zellen den Reiz zur Apoptose, oder alternativ zum Uberleben, zur Proliferation bzw. Migration.
(modifiziert nach: Harlan JM et al. 2002)
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Die vermehrte endotheliale Expression von Adhdsionsmolekillen (E-Selektin, P-Selektin,
Intrazelluldares Adhdasionsmolekiil-1 (ICAM-1) und Vascluar cell Adhésionsmolekiil-1
(VCAM-1)) durch Zytokine fiihrt zum Rollen der Leukozyten Uber das Endothel mit
anschlieBender Adhérenz und Transmigration in das Gewebe. Die aktivierten Leukozyten
setzen ebenfalls proinflammatorische Zytokine frei, die das Entziindungsgeschehen zusétzlich

fordern.

1.1.4. Inzidenz der Sepsis

Die Sepsis ist eine haufige Erkrankung mit hoher Letalitat. Weltweit gibt es ca. 1,5 Millionen
Sepsispatienten pro Jahr. Nach einer aktuellen Studie des Kompetenznetzes Sepsis liegt die
Anzahl der Betroffenen in Deutschland bei ca. 150000/Jahr. Jeden Tag sterben hierzulande ca.
162 Menschen an der Sepsis. Damit ist die Sepsis in Deutschland die dritthdufigste
Todesursache nach koronarer Herzkrankheit und Tumorerkrankungen. Eine Studie in den
USA aus dem Jahr 2001 besagt, dass dort jedes Jahr 751000 Patienten an einer Sepsis
erkranken. VVon diesen sterben ca. 215000 Patienten. Das sind ca. 9,3 Prozent aller Todesfalle
in den USA. Es wurde zudem festgestellt, dass vor allem &ltere (> 85 Jahre) und sehr junge
(<1 Jahr) Menschen betroffen sind. Nach dieser Untersuchung aus den USA geht eine Sepsis
am hdufigsten von einer Lungenentziindung (44%), Bakterien im Blut (17,3%), einer
Infektion der Harn- und Geschlechtsorgane (9,1%) und Infektionen der Bauchorgane (8,6%)
aus (Angus et al. 2001).

1.1.5. Therapie der Sepsis

Die Therapie der Sepsis besteht aus mehreren grundlegenden MaRnahmen: Zum einen muss
versucht werden, die auslésenden Infektionsherde zu beseitigen bzw. die Krankheitserreger zu
bekdmpfen, und zum anderen mussen die Organfunktionen aufrechterhalten bzw.

wiederhergestellt werden. In den letzten Jahren gab es zusétzlich neue Entwicklungen in der
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Therapie. Hierzu zahlt der Einsatz von rekombinant hergestelltem aktivierten Protein C
(Bernard GR et al. 2001), die Therapie mit niedrig dosiertem Hydrocortison (Annane D et al.
2002), die intensivierte Insulintherapie (Van den Berghe G et al. 2001) und die Strategie der
frihzeitigen, zielgerichteten Schockbehandlung (Rivers E et al. 2001).

Die weltweite, multizentrische, placebo-kontrollierte, randomisierte Phase Il Studie
(PROWESS-Studie, Protein C Worlwide Evaluation in Severe Sepsis) mit 1690 Patienten mit
schwerer Sepsis ergab eine 19,4%-ige Reduktion der relativen Sterblichkeitsrate bzw. eine
absolute Reduktion von 6,1% aufgrund der Therapie mit rhAPC (24pg/kg Korpergewicht/h
uber 96h). Die Inzidenz einer schweren Blutung war in der rhAPC-behandelten Gruppe
tendenziell héher als in der Placebogruppe (3,5% versus 2%, p=0,06) (Bernard GR et al.
2001). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde APC vorzeitig zur Behandlung von Patienten mit

schwerer Sepsis (d.h. Multiorganversagen oder APACHE Il score > 25) zugelassen.
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1.2. Aktiviertes Protein C

Aktiviertes Protein C (APC) ist eine Serinprotease, die durch die Aktivierung des Vitamin K
abhéngigen Protein C entsteht (Kisiel W 1979). Durch die Bindung von Thrombin an
Thrombomodulin, einem Oberflachenprotein des Endothels, wird Protein C aktiviert (Esmon
CT 1989). APC wird von der Firma Lilly rekombinant hergestellt und ist unter dem Namen
Xigris zugelassen (Eli Lilly, Indianapolis). Der generische Name fur rekombinantes APC ist
Drotrecogin alfa (aktiviert). APC hat zusammen mit Protein S vielfaltige Funktionen: Es
wirkt antikoagulativ, profibrinolytisch und antiinflammatorisch (Yan SB et al. 1994; Bajzar L
1996; Esmon CT 2000a). Die normale Plasma-Konzentration von Protein C beim Menschen
betragt 4pug/ml, wahrend die Spiegel von APC beim gesunden Menschen bei 2,3ng/ml liegen
(Gruber A et al. 1992). Die Halbwertszeit (ti2,) von Protein C beim Menschen betrégt 10
Stunden (Okajima K et al. 1990; Dryfus M et al. 1991; Conrad J. et al. 1993). Hingegen liegt
die Halbwertzeit (t12,) von sowohl im Plasma vorhandenem APC als auch von rekombinant
hergestelltem APC (rhAPC), beim Menschen nur bei 20 Minuten (Miletich J et al. 1987;
Vervloet MG et al. 1998). Die kurze Halbwertzeit von APC erklart sich durch Neutralisation
bzw. Abbau durch verschiedene Plasmaserin-Proteasen, wie dem Protein C Inhibitor, dem
az-Antitrypsin, dem ap-Antiplasmin und dem Plasminogen activator inhibitor-1 (Heeb MJ et
al. 1989; Marlar AB et al. 1993; Scully MF et al. 1993). Das menschliche Protein C ist dem
bovinen Protein C in seiner Peptidsequenz &hnlich. Die therapeutische Dosis von APC in
Klinischen Studien am Menschen betragt 24pg/kg/h (Bernard GR et al. 2001). Wenn in
Tierexperimenten humanes APC eingesetzt wird, so missen aufgrund der
Speziesunterschiede wesentlich hoéhere Dosen von ca. 100ug/kg bis 2mg/kg verwendet
werden (Mizutani A et al. 2000; Isobe H et al. 2004).
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1.2.1. Antikoagulatorische Wirkung von APC

Das Gerinnungssystem stellt ein komplexes Wechselspiel zwischen Koagulation und
Fibrinolyse dar. Durch verschiedene pro- und antikoagulatorische Faktoren des Blutes wird
die Grundlage fur das physiologisch h&mostatische Gleichgewicht geschaffen. Ein
entscheidender Faktor im Wechselspiel zwischen Koagulation und Fibrinolyse ist das
Thrombin. Es stimuliert die Koagulation durch die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin
und aktiviert zugleich Thrombozyten. Andererseits induziert Thrombin auch
antikoagulatorische Effekte, indem es sich an Thrombomodulin, das in der Zellmembran des
Endothels eingelagert ist, bindet. Der Thrombin-Thrombomodulin-Komplex wandelt Protein
C in seine aktive Form um (Esmon CT 1989). Damit wird der antikoagulative Weg
eingeleitet. APC hemmt die Koagulationskaskade durch die proteolytische Inaktivierung der
Gerinnungsfaktoren Va und Vllla (Rigby AC et al. 2004). Hierdurch erfolgt eine indirekte
Hemmung der Thrombinbildung durch Inhibierung des Faktor Va abhangigen
Prothrombinase-Komplexes und des von Faktor VIlla abhangigen Tenase-Komplexes. Durch
diesen  Rickkopplungsmechanismus des Thrombins wird eine (berschiessende
Gerinnungsaktivierung verhindert und ein Gleichgewicht der Hamostase gewahrleistet. Das

aktivierte Protein C ist dabei ein wesentlicher Bestandteil des antikoagulativen Systems.

Die antikoagulative Wirkung des APC ist besonders in der Mikrozirkulation zu beobachten.
Der Grund hierfir liegt in dem Verhéltnis aus Endothelzellen zum Blutvolumen. Dieses ist in
der Mikrozirkulation wesentlich héher und damit einhergehend erhoht sich auch die
Konzentration an Thrombomodulin und damit die Synthesemdglichkeit fir APC (Esmon CT
1989).
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Abbildung 1-3: Wechselwirkung des Protein C-Wegs mit der
extrinsischen Koagulationskaskade

Tissue Faktor (TF) bindet den Faktor Vlla (a=aktiv) um die Faktoren IXi (i=
inaktiv) und Xi (i=inaktiv) zu aktivieren. Die Faktoren 1Xa und Xa gehen
einen Komplex mit dem Faktor Vllla oder Va ein. Die Aktivierung dieser
Gerinnungskaskade wird durch den Komplex aus APC und Protein S (S)
inaktiviert. APC, das durch Thrombin (T), Thrombomodulin (TM) und den
endothelialen Protein C-Rezeptor (EPCR) aktiviert wird, kann durch den
Protein C Inhibitor (PCI), das as-Antitrypsin (03-AT), das o,-Antiplasmin
(0,-MAC) und den Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) antagonisiert
werden. Gleichzeitig bewirkt der Komplex aus Thrombomodulin und
Thrombin eine Aktivierung des Thromin-abhangigen Fibrinolyse Inhibitors
(TAFI), der die Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin und damit die
Fibrinolyse inhibiert. Thrombin kann durch Antithrombin (AT) oder Protein C
Inhibitor (PCI) gehemmt werden (modifiziert nach: Esmon CT 2000b).
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Durch verschiedene Faktoren kann dieses sensitive System gestort werden. Dazu gehdren
sowohl angeborene als auch erworbene Stérungen, die zu einer (iberschiessenden Koagulation
und der damit verbundenen Gefahr thromboembolischer Komplikationen fihren. Die
bekannteste und haufigste angeborene Stérung ist eine Punktmutation des Faktor V-Gens
(Faktor V Leiden Mutation). Diese Mutation flhrt zu einer Resistenz des Faktors V
gegenliber APC und damit zur Hemmung des antikoagulatorischen Systems. Ebenso fuhren
homozygote Protein C-Defekte bei Kindern zu lebensbedrohlichen
Thrombosekomplikationen, und bei der heterozygoten Form ist eine erhohte Inzidenz an
venosen Thromben festzustellen (Seligsohn U et al. 1984; Bovill EG et al. 1989). Daneben
gibt es noch weitere erbliche Defekte von Protein C, Thrombomodulin und Antithrombin, die
zu einer Stérung des Protein C Systems fuhren (Dahlback B et al. 1996; Murin S et al. 1998;
Robetorye RS et al. 2001). Zu den erworbenen Defekten gehoren verschiedenste
Erkrankungen der Leber, die das Hauptorgan fir die Protein C Synthese darstellt (Beckmann
RJ et al. 1985; He XF et al. 2004). Auch die schwere Sepsis kann eine Ursache fur die
Entstehung eines erworbenen Mangels an Protein C sein. Als Ursache hierfliir werden ein
gesteigerter Verbrauch von Protein C durch Umwandlung in seine aktivierte Form, ein
vermehrter Verbrauch von APC und eine verminderte Synthese von Protein C in der Leber
diskutiert (Dhainaut et al. 2001). Hinzu kommt die Aktivierung inflammatorischer Zytokine
(TNF-o und IL), die die Produktion an Thrombomodulin herunterregulieren. Dadurch kann
Protein C schlechter aktiviert werden (Nawroth PP et al. 1986; Moore KL et al. 1989; Faust
SN et al. 2001).

Zusammenfassend kann damit von einer Stérung des Protein C Systems bei Patienten mit
schwerer Sepsis ausgegangen werden, die sich entweder in einem Mangel an Protein C oder
einer verminderten Umwandlung in seine aktivierte Form manifestiert. Die Folge ist ein
Uberwiegen prokoagulatorischer Effekte und ein erhohtes Risiko fiir die Entstehung einer
disseminierten intravasalen Gerinnung mit der Ablagerung von Fibrin und der Stérung der
Mikrozirkulation in den verschiedenen Organsystemen. Diese Verdnderungen werden als
Ursache des Multiorganversagens bei schwerer Sepsis angesehen. Untersuchungen konnten
zeigen, dass Patienten, die an einer Sepsis leiden und niedrige Plasmakonzentrationen an
Protein C aufweisen, ein erhdhtes Sterblichkeitsrisiko haben (Fourrier F et al. 1992; Powars D
et al. 1993; Lorente JA et al. 1993; Boldt J et al. 2000). Folgerichtig erscheint die
Normalisierung der Plasmakonzentration von aktiviertem Protein C eine Wiederherstellung
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der Balance pro- und antikoagulatorischer Effekte des Gerinnungssystems zu versprechen.
Neben diesen direkten Effekten des Protein C-Systems auf die Blutgerinnung scheinen jedoch
auch profibrinolytische und anti-inflammatorische Eigenschaften von aktiviertem Protein C
fiir den am Menschen gezeigten Uberlebensvorteil von Bedeutung zu sein (Bernard G et al.
2001).

1.2.2.  Profibrinolytische Wirkung von APC

Das Gleichgewicht der Blutgerinnung wird nicht nur durch ein Wechselspiel pro- und
antikoagulativer Faktoren sondern auch durch Interaktion zwischen pro- und
antifibrinolytischen Mediatoren gewéhrleistet. Thrombin kommt auch hier eine entscheidene
Rolle zu. Zum einen aktiviert Thrombin das TAFI, eine Plasma-Procarboxypeptidase B, die
die Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin hemmt (Bajzar L et al. 1995). Plasmin ist das
zentrale Enzym der Fibrinolyse, das durch den tissue-Plasminogen Aktivator (t-PA) aus
Plasminogen aktiviert wird. Zudem fordert Thrombin die Freisetzung von PAI-1, das
wiederum einen Komplex mit dem t-PA eingeht und diesen somit an der Umwandlung von
Plasminogen zu Plasmin hindert. Diese beiden Wirkmechanismen des Thrombins, ndmlich

die Aktivierung von TAFI und PAI-1, bewirken eine Hemmung der Fibrinolyse.

Um ein Gleichgewicht in der Blutgerinnung zu bewahren, kann Thrombin auch Fibrinolyse
initiieren. Dieses geschieht durch die Aktivierung von Protein C durch eine Komplexbildung
mit dem Thrombomodulin. APC steigert die Fibrinolyse durch eine Neutralisation des PAI-1,
indem APC eine Bindung mit PAI-1 eingeht und somit t-PA vor dessen Inaktivierung schiitzt
(Vervloet M et al. 1998).

Zudem bewirkt APC durch seinen antikoagulativen Effekt, dass insgesamt weniger Thrombin
und als Folge dessen auch weniger PAI-1 und TAFI gebildet werden (Bajzar L et al. 2004).
Es wurde auch gezeigt, dass APC die t-PA-induzierte Lyse des Fibrinnetzes direkt
beschleunigt (Hesselvik J et al. 1991).
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Abbildung 1-4: Die Rolle des APC in der Regulation der Fibrinolyse

Tissue-Plasminogen Aktivator (t-PA) wandelt Plasminogen zu Plasmin um, das die Fibrinolyse steigert (links).
PAI-1, das vermehrt in der Sepsis synthetisiert wird, inaktiviert TPA, so dass der Grad der Fibrinolyse erniedrigt
ist (rechts unten). APC kann auch Komplexe mit den PAI-1 eingehen und fangt damit den PAI-1 vor der
Bindung mit t-PA ab (rechts oben). Hieraus resultiert eine  gesteigerte  Fibrinolyse
(modifiziert nach: Esmon CT 2001).

1.2.3. Indirekte und direkte antiinflammatorische Wirkung von APC

Neben den bisher genannten Wirkungen werden dem APC auch antiinflammatorische

Eigenschaften zugeschrieben:

Wie bereits erwdhnt, hemmt APC die Thrombinbildung Uber eine Hemmung der
Gerinnungskaskade. Hierdurch werden indirekt auch die von Thrombin hervorgerufenen
proinflammatorischen Effekte vermindert. Zu den proinflammatorischen Aktivitaten des
Thrombins zahlen unter anderem die Aktivierung von Thrombozyten und Endothelzellen.
Diese induzieren wiederum mittels Chemokinfreisetzung die Chemotaxis von Monozyten und

Neutrophilen und steigern die Expression von Leukozytenadhdsionsmolekiilen (Bizios R et al.
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1986; Drake WT et al. 1992). Zusétzlich kommt es zu einer erhéhten endothelialen
Expression von Platelet activated factor (PAF), der neutrophile Granulozyten aktiviert
(Esmon CT 2000b). APC verhindert diese endotheliale Aktivierung, indem es die
Thrombinbildung hemmt, und agiert somit indirekt als antiinflammatorischer Faktor.

APC besitzt aber auch eine direkte antiinflammatorische Wirkung, die sehr wahrscheinlich
unabhéngig von seiner antikoagulativen Eigenschaft zustande kommt. In vitro verhindert es
direkt die Inflammation durch eine Hemmung der Lipopolysaccharid- oder Interferon-y-
induzierten, monozytaren Produktion der proinflammatorischen Zytokine Tumor-Nekrose-
Faktor-a- (TNF-o), Macrophage Inflammtory Protein-lo (MIP-1a)- und Macrophage
Migration Inhibitory Factor-1 (MIF-1) (Grey ST et al. 1994; Schmidt-Supprian M et al. 2000;
Brickmann M et al. 2004). Die durch Endotoxin-Stimulation vermehrte Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-kB und Aktivator Protein-1 (AP-1) in Monozyten wird durch APC
direkt gehemmt (Yuksel M et al. 2002). Mit Hilfe von APC nimmt die Expression von
endothelialen Adh&sionsmolekilen (ICAM-1, VCAM, E-Selektin) ab (Joyce DE et al. 2001).
Dadurch wird auch die E-Selektin vermittelte Leukozyten-Adhasion am Endothel gehemmt
(Grinnell BW et al. 1994; Murakami K et al. 1996; Murakami K et al. 1997). Zusatzlich
werden weitere Zytokin-vermittlete Effekte in Endothelzellen und Monozyten durch APC
vermindert (Taylor FB Jr et al. 1987; Grey ST et al. 1994; Murakami K et al. 1997; White B
et al. 2000; Yuksel M et al. 2002).
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Abbildung 1-5: Mdgliche Angriffspunkte von aktiviertem Protein C bei der Modulation
von Inflammation, Koagulation und Fibrinolyse (modifiziert nach: Bernard GR et al.
2001)

1.2.4.  Antiapoptotische Wirkmechanismen von APC

In Endothelzellen zeigt rhAPC eine antiapoptotische Wirkung (Joyce DE et al. 2001). Es
supprimiert die proapoptotisch-assoziierten Gene Calreticulin und TRMP-2 und fordert die
Expression antiapoptotisch wirkender Gene (Bcl-2 und Inhibitor of Apoptosis (IAP)) (Joyce
DE et al. 2001). In einem ischamiegeschadigten zerebralen GeféaRsystem inhibiert APC die
p53-induzierten Apoptose mikrovaskularer Endothelzellen (Cheng T et al. 2003).
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1.2.5. Rezeptoren von APC

Der endotheliale Protein C-Rezeptor (EPCR), der (berwiegend von Endothelzellen der
grofRen Blutgeféalle exprimiert wird, aber auch auf Monozyten und neutrophilen Granulozyten
zu finden ist, gehort zu den Typl der Transmembranéaren Proteine (Fukudome K et al. 1994;
Fukudome K et al. 1996; Laszik Z et al. 1997).

Der EPCR ist mitbeteiligt an der Aktivierung von Protein C zu APC: Protein C bindet an den
EPCR und wird so dem Thrombin-Thrombomodulin-Komplex prasentiert. Dem EPCR
scheint zudem eine protektive Rolle bei der antiinflammatorischen Wirkung des APC
zuzukommen. Eine tierexperimentelle Untersuchung an Affen zeigte, dass durch Blockade
des EPCR mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers die Letalitatsrate nach subletaler E. coli-
Infusion gesteigert wurde und zugleich der Serumspiegel von proinflammatorischen

Zytokinen (Interleukin-6 und Interleukin-8) signifikant anstieg (Taylor FB Jr et al. 2000).

Ein weiterer wichtiger Rezeptor fir die Signaltransduktion von APC ist der G-protein-
gekoppelte proteaseaktivierbare Rezeptor-1 (PAR-1). APC induziert die Expression
protektiver Gene in Endothelzellen mittels PAR-1 in Abhdngigkeit von der Bindung an EPCR
(Riewald M et al. 2002). Dabei ist bisher nicht bekannt, wie APC antiinflammatorische
Effekte Uber den PAR-1 steuert, wahrend Thrombin U(ber den gleichen Rezeptor

proinflammtorische Wirkungen hervorruft.

Seit  kurzem wird eine EPCR-PAR-1-Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-abhéangige
(S1P1)-Co-Stimulation zur Forderung der Endothelzell-Integritét diskutiert: Es wird vermutet,
dass APC Uber die Aktivierung von EPCR und PAR-1 die Sphingosin-Kinase-1 (SK1)-
Aktivitat steigert und dadurch vermehrt Sphingosin-1-Phoshat (S1P) gebildet wird. Dieses
ruft durch eine Bindung an den Sphingosin-1-Phosphat-1-Rezeptor (S1P;) protektive Effekte
am Endothel hervor (Feistritzer C et al. 2005; Finigan H et al. 2005).
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1.2.6. APC in der Behandlung der Sepsis

Die meisten Sepsispatienten haben einen erniedriegten Plasma-Protein C-Gehalt, der mit einer
gesteigerten Sterblichkeitsrate einhergeht (Fourrier F et al. 1992; Lorente JA et al. 1993;
Powars D et al. 1993; Boldt J et al. 2000). Die Umwandlung von Protein C zu APC ist bei
Patienten mit Sepsis wahrscheinlich durch Herunterregulierung von Thrombomodulin infolge
des Einflusses inflammatorischer Zytokine gestort (Boehme MW et al. 1996). Daraus und aus
den bekannten antiinflammatorischen Effekten von APC kdnnte geschlossen werden, dass die
Gabe von APC bei Sepsis die Sterblichkeitsrate senken kann. Die Applikation von APC in
einem Affen-Modell einer lethalen E. coli-Sepsis zeigte eine protektive Wirkung (Taylor FB
Jr et al. 1987). Auch in einer humanen placebo-kontrollierten Phase Il Studie senkte die Gabe
von rhAPC bei Patienten mit schwerer Sepsis den Plasmaspiegel von D-Dimer und IL-6
sowie von anderen Markern der Koagulation und Inflammation (Hartmann DL et al. 1998).
Die weltweite, multizentrische placebo-kontrollierte Phase Il Studie (PROWESS-Studie,
Protein C Worlwide Evaluation in Severe Sepsis) an 1690 Patienten mit schwerer Sepsis
ergab eine 19,4%-ige Reduktion der relativen Sterblichkeitsrate und eine absolute Reduktion
von 6,1% aufgrund der Therapie mit rhAPC (24pg/kg Korpergewicht/h uber 96h). Die
Inzidenz einer schweren Blutung war in der rhAPC-behandelten Gruppe tendenziell héher als
in der Placebogruppe (3,5% versus 2%, p = 0,06) (Bernard GR et al. 2001).
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1.3. Fractalkine

Fractalkine (auch CX3CL1 genannt) ist ein aus 373 Aminosauren bestehendes Chemokin
(Abb. 1-6), das sich in seiner Struktur von anderen Chemokinen unterscheidet (Bazan JF et al.
1997, Pan et al. 1997). Chemokine werden anhand der Anzahl und der Platzierung der ersten
zwei Cysteine (C) in vier Subfamilien unterteilt: C, CC, CXC und CX3C (X = andere
Aminosauren) (Zlontnik A et al. 2000). Fractalkine ist das erste und einzige Chemokin der
Subfamilie CX3C. Es wird als transmembranéres Molekdl auf der Zelloberflache exprimiert
und gliedert sich in einen extrazelluldren, transmembranéren und intrazellulédren Anteil. Der
extrazellulare Bereich enthalt mit 76 Aminosduren den Chemokinanteil, gefolgt von einem
erweiterten Mucin-ahnlichem Stangel. Daran schlieft sich der transmembranére Bereich und
der intrazellulare Anteil, der aus 37 Aminosduren besteht, an (Umehara H et al. 2001).
Fractalkine-mRNA ist in den meisten menschlichen Organen, einschlieBlich Herz, Gehirn,
Lunge, Niere, Intestinum und Skelettmuskulatur, vorzufinden (Bazan JF et al. 1997). Die
Expression von Fractalkine wird in Gegenwart der Entzindungsmediatoren Tumor-necrosis
factor (TNF) -a, Interleukin-1 (IL-1), Interferon-y (IFN-y) und Lipopolysacchride (LPS) in
einer Nuclear factor kappa B-abhangigen Art und Weise hochreguliert (Garcia GE et al.
2000). Die membranare Form kann proteolytisch durch das TNF-a-converting Enzym (TACE
[ADAM17]) und A Disintegrin and Metalloproteinase Domain 10 (ADAM10) zu einer
I6slichen Form abgespalten werden (Garton KJ et al. 2001). Wahrend die zellstdndige Form
ebenso wie die klassischen Adhéasionsmolekiile E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 als
potentes Adhdsionsmolekil dient, ist die l6sliche Form wie kein anderes Adhésionsmolekil
zusatzlich chemotaktisch wirksam auf T-Lymphozyten, Monozyten und polymorphkernige
neutrophile Granulozyten, die den Rezeptor fir Fractalkine (CX3CR1) exprimieren. CX3CR1
ist ein 7-strdngiger transmembranérer Rezeptor, der intrazellular an ein GTP-gebundenes
Protein koppelt. Der Fractalkine-Rezeptor wird beim Menschen auf der Oberflache von
CD16" natiirlichnen Killerzellen (NK) und CD14" Monozyten und einigen T-Zell-
Subpopulationen exprimiert (Imai T et al. 1997).
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Abbildung 1-6: Schematische Struktur von Fractalkine

Fractalkine ist aus 373 Aminosduren aufgebaut. Es beginnt mit einem
vorgeschalteten Signalpeptid (1-76), welches drei Einschibe von Aminoséuren
(XXX) zwischen den beiden ersten Cysteinen enthdlt. Es folgt ein Mucin-
ahnlicher Teil mit gehduften Threoninen (¢) (77-317) und darauffolgendem
transmembranaren Bereich (318-336). Am Ende kommt der intrazelluldre Anteil
(337-373). RR bezeichnet ein membranes, proximales Motiv, das zwei

einsetzbare Hydrogenstellen besitzt (modifiziert nach: Umehara H et al. 2003).

In seiner dualen Funktion als Adhédsionsmolekil und Chemokin ist Fractalkine ein wichtiger
Stimulus flr die Leukozytenrekrutierung und Immunabwehr am Ort der Infektion. Fractalkine
beeinflusst das Rollen von Leukozyten am Endothel, die Adhésion an das Endothel und die
Transmigration ins Gewebe. Es dient somit der Einddmmung lokaler pathogener Erreger
(Umehara H et al. 2001) (Abb. 1-7).
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Abbildung 1-7: Schematisches Modell des klassischen und Fractalkine-induzierten

Wegs in der Adhéasionskaskade der Leukozyten.

a) Kilassischer Weg und b) Fractalkine-induzierter Weg: Fractalkine wird auf der
Oberflache von Endothelzellen exprimiert und bindet &hnlich wie Selektin die Leukozyten
in einer Selektin- und Integrin-unabhéngigen Weise. Fractalkine unterstiitzt die

Leukozytenmigration (modifiziert nach: Umehara H et al. 2003).

Es wurde gezeigt, dass Fractalkine bei verschiedensten Erkrankungen involviert ist: Hierzu
gehdren die Arteriosklerose (Greaves DR et al. 2001; Combadiere C et al. 2003),
kardiovaskulare Erkrankungen (Umehara H et al. 2001, Alexander WR 2001, Cybulsky M1 et
al. 2003), TransplantatsabstoBungen (Robinson LA et al. 2000), HIV-Infektion (Tong N et al.
2000, Faure S et al. 2000; Faussat A et al. 2001), Glomerulonephritis (Feng L et al. 1999;
Furuichi K et al. 2001), rheumatoide Arthritis (Vollin MV et al. 2001; Nanki T et al. 2002),
Psoriasis (Raychaudhuri SP et al. 2001), verschiedene enzlindliche Erkrankungen der Niere
und des Gehirns (Fujimoto K et al. 2001; Cockwell P et al. 2002), sowie allergische
entziindliche Atemwegserkrankungen (Rimaniol A et al. 2003).
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1.4. Transforming Growth Factor-32

Transforming growth factor (TGF)-R gehért zu der Gruppe der Zytokine. Es hat vielféltige
Funktionen und ist unter anderem in der Regulation der Proliferation, Differenzierung,
Migration und Erhaltung verschiedener Zellsysteme involviert (Roberts AB et al. 1993). In
der TGF-R-Familie wurden bisher funf Isoformen TGF-31, TGF-82, TGF-83, TGF-R4 und
TGF-R5 identifiziert, die in ihrer Struktur eine hohe Homologie (60-80%) aufweisen. Die
ersten drei genannten Isoformen sind nur im Gewebe von S&ugetieren vorzufinden und
werden dort von vielen verschiedenen Zellen produziert. Die beiden Isoformen TGF-R4 und

TGF-R5 werden vor allem im Huhn und Frosch vorgefunden.

TGF-32, so wie auch TGF-R1 und TGF-R3, werden in einer inaktiven Form freigesetzt. Um
die verschiedenen Funktionen ausiiben zu konnen, muss TGF-R32 durch eine proteolytische
Abspaltung von LAP (Latentes Assoziationsprotein) und LTBP (Latentes TGF-R
Bindungsprotein) aktiviert werden (Marek A et al. 2002) (Abb. 1-8). Fur die Aktivierung von
TGF-32 sind unter anderem Gewebe-Transglutaminase, Thrombin und Plasmin zustandig
(Kojima S et al. 1993; Nunes | et al. 1997). Die aktive Form kann durch Bindung an einen der
drei TGF-R Rezeptoren einen Impuls tber ein spezifisches SMAD-Protein System an den
Zellkern weitergeben (Heldin CH et al. 1997). Im Gegensatz zur inaktiven Form, die ca. 90
Minuten im Blut présent ist, wird die aktive Form schon nach wenigen Minuten durch
Bindung an ay-Makroglobulin im Blutkreislauf (Philip A et al. 1991, Lamarre J et al. 1991)
oder durch Dekorin in der extrazellularen Matrix (Ketteler M et al. 1994) inaktiviert.

Aus der Summe der komplexen Wirkmechanismen von TGF-8 kdnnen zwei Hauptaktivitaten
unterschieden werden: Zum einen wirkt TGF-8 auf lokale Traumata und Gewebedefekte
durch Stimulation der Chemotaxis von Granulozyten und Makrophagen und durch
Aktivierung von Zytokinen wie IL-1, IL-6 und TNF-a proinflammatorisch (Marek A et al.
2002). Er wird in Zusammenhang mit der Regeneration erkrankter Gewebe und Organe, der
Remodellierung von Knochen, aber auch bei Neoplasien und Fibrosen im Zuge chronischer
inflammatorischer Erkrankungen gesehen (Graham MF et al. 1990; Robak T 1995, Flisiak R
et al. 2000). Er fordert die Angiogenese und Chondrogenese, sowie die Aktivierung von
Chondroblasten. Hierdurch wird die Produktion extrazelluldrer Matrix, besonders

Fibronektin, Kollagen und Proteoglykane, stimuliert. Bei Schadigungen der
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Intestinummukosa fordert TGF-R die Heilung (Graham MF et al. 1990, Dignass AU et al.

1993; Robak T 1995, Flisiak R et al. 2000).

Der zweite Wirkungskreis des TGF-B umfasst seine systemischen immunmodulatorischen

Effekte: Es wirkt vor allem immunsuppressiv, indem es die Produktion von 1gG und IgM

supprimiert und die 1gA-Produktion der B-Lymphozyten steigert (Kehrl JH et al. 1986). In

vitro Experimente haben gezeigt, dass TGF-R einen Einfluss auf die Interleukin-12 (I1L-12)

Produktion der Makrophagen besitzt, so dass die zellulare Immunantwort herunterreguliert
wird (Takeuchi M et al. 1998). Mit Hilfe von natiirlichen Killerzellen (NK) steigert TGF-R

den immunsuppressiven Effekt von CD8-Effektor-Zellen (Yamagiva S et al. 2001).

LTBP
LAP
’I TGF'Bﬁ Gewebe-Transglutaminase
Inaktiver
Komplex . .
Plasmin, Thrombin
LAP /
LTBP
Decorin
aktives TGF-& "
QOCCOOOCCCOON A | QQQOOQQOQQOQOOQQQC

— M o mad 6,7

Smad 2/3F
Smad 4

Gentranskription

Abbildung 1-8: Aufbau, Aktivierung und Rezeptorbindung von TGF-3
(modifiziert nach: Marek A et al. 2002)
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1.5. Cyclooxygenase-2 und Prostaglandin

Die Cyclooxygenase, auch Prostaglandin-H-Synthase genannt, ist ein Enzym, das
Arachidonsdure in Prostaglandin H, tberflhrt. Prostaglandin H; ist die gemeinsame Vorstufe
der Prostanoide. Unter diesem Begriff werden Prostacyclin (PGl;), Thromboxan A; (TXA,)
und die verschiedenen Prostaglandine (D, E, F) zusammengefasst. Die wichtigsten

Prostaglandine sind Prostaglandin E, (PGE;) und Prostaglandin F,, (PGFy).

Von der Cyclooxygenase gibt es mindestens zwei Isoformen: Die COX-1 und die COX-2 sind
membrangebundene Proteine mit identischer Lange. lhre Aminosauresequenz ist zu 62%

homolog.

Die Cyclooxygenase-1 ist in vielen Zellarten konstitutiv vorhanden. Sie ist kontinuierlich
aktiv und ihre Syntheseprodukte (hauptsachlich PGE, und PGF,,) vermitteln vor allem
physiologische Vorgange wie Magenschleimhautprotektion, H&mostase, Forderung der
Nierendurchblutung und Tonisierung des Uterus. In den Blutplattchen entsteht Thromboxan
A,. Seine Hauptwirkung besteht in einer Forderung der Thrombozytenaggregation und der

Vasokonstriktion.

Die Cyclooxygenase-2  wird hauptsachlich  in  Zellen  exprimiert, die am
Entzindungsgeschehen beteiligt sind; dazu gehéren Monozyten, Makrophagen, Leukozyten
und Endothelzellen. COX-2 wird durch den Einfluss von LPS und IL-1 von den Makrophagen
vermehrt synthetisiert (Lee SH et al. 1992; O"Sullivan MG et al. 1992; Reddy ST et al. 1994).
Die Promoter-DNA von COX-2 enthdlt Bindungsstellen fiir  verschiedene
Transkriptionsfaktoren, unter anderem flir Nuclear factor kappa B (NF-«B) (Hinz B et al.
2002). Diese Transkriptionsfaktoren werden von Zytokinen (TNF-o, IL-1),
Lipopolysacchariden, Wachstumsfaktoren und Thrombin (Houliston RA et al. 2002) aktiviert.
Somit kann die Expression der COX-2 von diesen Mediatoren induziert werden. Das
spezifische Gewicht der COX-2 betragt 72 kDa.

Neueren Studien zufolge vermittelt COX-2 eine Vielzahl physiologischer Prozesse: So
scheint die Cyclooxygenase-2 am Heilungsprozess von gastrointestinalen Ulzera beteiligt zu
sein. Es wurde gezeigt, dass COX-2 im Gewebe des Ulkusrandes vermehrt exprimiert wird

und die mit der Heilung assoziierte Angiogenese beeinflusst (Mizuno H et al. 1997).
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Zusétzlich konnte im Tierexperiment nachgewiesen werde, dass selektive COX-2-Inhibitoren
den Heilungsprozess von Magen-Darm-Ulzera verzégern (Schmassmann A et al. 1998).
Desweiteren verringerten selektive COX-2-Inhibitoren bei gesunden Probanden die renale
Produktion von Prostazyklin. Dies &uRerte sich in einer Natrium-Retention (Catella-Lawson F
et al. 1999, McAdam BF et al. 1999). Dementsprechend zeigte sich in klinischen Studien,
dass selektive COX-2-Inhibitoren bei hypertensiven Patienten den Bluthochdruck verstarken
und zu peripheren Odemen filhren konnen, indem sie die renale Wasser- und
Salzausscheidung inhibieren (Catella-Lawson F et al. 1999, Whelton A et al. 2000, Brater DC
et al. 2001). Uber eine verringerte Prostazyklinproduktion erklart sich moglicherweise das bei
COX-2-Inhibitoren beobachtete erhéhte kardiovaskulére Risiko.

Uber Prostazyklin vermittelt die im GefaRendothel lokalisierte COX-2 vasoprotektive sowie
antiatherogene Effekte. Unter anderem hemmt Prostazyklin die Thrombozytenaggregation
(Cheng Y et al. 2002) sowie die Aktivierung und Adhésion von Leukozyten (Jones G et al.
1984) und vermittelt so protektive Effekte auf das Endothel. Verschiedene Versuche an
Tieren zeigen, dass Prostazyklin die intestinale Durchblutung in der Sepsis verbessert
(Rasmussen | et al. 1992, Manasia A et al. 1997, Mdller AD et al. 2001). So steigerte PGl bei
einer Untersuchung an Katzen die intestinale Sauerstoff-Aufnahme und normalisierte sowohl
den Laktat- und Pyruvat- als auch den pH-Wert der Darmmukosa (Manasia A et al. 1997).
Bei Studien an Schweinen verbesserte lloprost (ein stabiles Prostazyklin-Analogon) die
Durchblutung (Moéller AD et al. 2001) sowie die metabolische Aktivitat und die Energiebilanz
(Tréger K et al. 2000) der Leber. Andere Versuche an Tieren mit akuter Sepsis weisen auf
zytoprotektive Eigenschaften des Prostazyklins hin. Diese betreffen vor allem die Lunge, die
Niere und die Leber (Harbrecht BG et al. 1994, Scheeren T et al. 1997). AuRerdem wurde im
Tierexperiment nachgewiesen, dass niedrig dosiertes Prostazyklin die durch TNF-a. induzierte
gesteigerte  Gefdlpermeabilitit hemmt (Moller AD et al. 1997) und so die
Flussigkeitsansammlung im Gewebe wahrend der akuten Sepsis zu begrenzen scheint.

In einer Publikation von Houliston et al. 2002 wird die COX-2-Expression durch PAR-1-
selektive Peptide und Thrombin in HUVEC stimuliert. Wie APC in Bezug auf COX-2 und
COX-1 wirkt, ist bislang noch nicht bekannt.

-43 -



Einleitung

1.6. Fragestellung der wissenschaftlichen Arbeit

Bisher sind die Mechanismen, tber die APC immunmodulatorisch wirkt, nicht vollstandig
aufgeklart. Gegenstand der hier beschriebenen in vitro Untersuchungen zu APC ist die
Untersuchung der molekularen Grundlagen der antiinflammatorischen, zellprotektiven,

zellregenerativen und antiapoptotischen Wirkungen von APC.

Mit einem Genscreening-Experiment sollte zunéchst nach Chemokinen, Zytokinen und
Wachstumsfaktoren gesucht werden, die durch eine APC-Behandlung in humanen
Endothelzellen in ihrer Expression gesteigert oder gehemmt werden. Hierbei konnten
signifikante Steigerungen der Genexpression von Fraktalkine, TGF-R2 und von COX-2
festgestellt werden. Mit anschliessend durchgefuhrten Untersuchungen auf m-RNA- und
Proteinebene (z.B. mittels Enzym-linked immunosorbent assay (Elisa), Western-Blot und
reverse-Transkriptase Kettenreaktion (rtPCR)), sollten diese Ergebnisse bestétigt werden.

Neben der Modulation der endothelialen Expression von Fractalkine, TGF-R2 und COX-2
durch die Behandlung mit APC wurde auBerdem die Beteiligung der Rezeptoren (EPCR,
PAR-1, PAR-2), der Einfluss von Rezeptor-Antagonisten und die Wirkung von Protein C auf
diese Mediatoren untersucht.

Bei der Untersuchung von COX-2 wurde das Hauptaugenmerk auf das Syntheseprodukt
Prostazyklin gerichtet. Prostazyklin scheint glinstige Effekte in der Sepsis zu besitzen und ist

deswegen von besonderem Interesse in der Erforschung der APC-Wirkmechanismen.

Die gewonnenen Ergebnisse konnten zu einem besseren Verstdndis der in vitro
Wirkmechanismen von APC fiihren. Dies konnte auch in vivo bedeutsam sein fir die

Dosierung, Applikationsweise und Indikationsgebiete von APC bei Mensch und Tier.
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Kapitel 2: Material und Methoden

2.1. Zellkultur

2.1.1. Humane Endothelzellen aus der Vena umbilicalis (HUVEC) -Anlegen einer

Primarkultur

Humane Endothelzellen (Human umbilical vein endothelial cells - HUVEC) wurden nach der

Methode von Jaffe et al. (1973) aus der Vena umbilicalis menschlicher Nabelschnire isoliert.

Die Préparation erfolgte unter sterilen Bedingungen. Hierbei wurden die Nabelschnire
zunédchst von auflen mit Ethanol-Lésung (70%) gereinigt. Nach Aufsuchen der Vena
umbilicalis wurde in jedes ihrer beiden Enden ein Dreiwegehahn eingefiihrt und dieser mit
einem Kabelbinder befestigt. Nun wurde die Vene mehrmals mit steriler kalzium- und
magnesiumfreier phosphatgepufferter Salzlosung (Phosphate buffered saline, PBS) gesplilt,
bis das im Nabelschnurgefa befindliche Blut weitgehend entfernt war. Die Vene wurde
anschlieBend mit erwarmter Dispase IlI-Enzymlésung gefullt und fir ca. 30 Minuten im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Hierbei l6sen sich die Endothelzellen von der darunter
liegenden Muskelschicht. AnschlieRend wurde die Dispase-Zell-Suspension aus der
Nabelschnurvene abgelassen und in einem sterilen Zentrifugationsréhrchen aufgefangen.
Durch Nachspilen mit Endothelzell-Kulturmedium konnte die Ausbeute an Zellen erhoht
werden, und zugleich wurde das Enzym Dispase Il durch das im Kulturmedium enthaltene
fetale Kalberserum (FCS 2%) neutralisiert. Die Zellsuspension wurde bei 1500 U/min und
einer Temperatur von 37°C fir 5 Minuten zentrifugiert, wobei sich die Endothelzellen als
Pellet absetzten. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in Endothelzell-
Kulturmedium aufgenommen und unter vorsichtigem Mischen resuspendiert. Die Zellen
wurden dann in mit 2%-iger Gelatine beschichteten 75-cm?-Kulturflaschen transferiert und
bei 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 95% und einer atmosphérischen CO,-Konzentration von
5% im Brutschrank kultiviert. Innerhalb von 24 Stunden wurden die Endothelzellen auf der
Gelatineschicht adhé&rent, so dass durch einen Mediumwechsel verbleibende Erythrozyten und

andere nicht adharente Zellen des peripheren Blutes entfernt werden konnten.
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2.1.2. Kultivieren und Passagieren von Endothelzellen

Die Endothelzellen wurden in Endothelzell-Kulturmedium unter Zusatz von 2 Vol.-% fetalem
Kélberserum (FCS), 1ug/ml Hydrocortison, 0,1ng/ml hEGF (human endothelial growth
factor), 1ng/ml hbFGF (human basic fibroblast growth factor), 0.4% ECGS (endothelial cell
growth supplement), 5ng/ml Amphotericin B und 50ug/ml Gentamicin kultiviert. Das
Medium der adharent wachsenden Zellen wurde nach spatestens drei Tagen gewechselt.
Waren die Endothelzellen konfluent in der mit Gelatine beschichteten 75cm?-Kulturflasche
gewachsen, so wurden sie mit Hilfe von Trypsin-EDTA-LG6sung passagiert und in einem
Verhaltnis von 1:4 bis 1:8 gesplittet. Zunachst wurde das Kulturmedium abgesaugt und die
Zellen kurz mit 10ml PBS-Puffer gewaschen. Nach Abnahme des PBS-Puffers und Zugabe
von 5ml Trypsin-EDTA-LOsung wurden die Zellen durch leichtes Klopfen an den Seiten der
Kulturflasche die Zellen von der Gelatine gelockert. Das Abldsen war unter dem Mikroskop
als ein Abrunden der Zellen erkennbar. Durch Zugabe von 10ml Kulturmedium mit 2 VVol.-%
FCS wurde der enzymatische Vorgang gestoppt, da das im Medium enthaltene FCS das
Enzym Trypsin inaktiviert. Anschlielend wurde die Endothelzellsuspension in ein steriles
50ml-Plastikrohrchen transferiert und fur 5 Minuten bei 1000 U/min abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde nun in frischem Kulturmedium resuspendiert und die Zellen in
gelatinebeschichteten Petrischalen oder Multi-Loch-Platten angesetzt. Fir die Experimente
wurden Zellen der Passagen zwei und drei verwendet. Zur Bestimmung von Mediatoren aus
dem Uberstand und der zugehdrigen mRNA-Konzentration im Zelllysat wurden die Zellen in
12-Loch-Platten kultiviert. Fir den Affymetrix® GeneChip Expressions-Array und fir die

rtPCR wurden die Endothelzellen in Petrischalen (Durchmesser 100 mm) kultiviert.

2.1.3. Durchfihrung der HUVEC-Experimente

Vierundzwanzig Stunden vor jedem Experiment wurde das Kulturmedium gegen Medium,

das kein Hydrocortison enthielt, ausgetauscht. In diesem cortisonfreien Medium verblieben
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die HUVEC bis zum Experiment, um einen moglichen Einfluss des Cortisons auf die im

Experiment provozierte Entziindungsreaktion auszuschliessen.

Unmittelbar vor dem Experiment wurde das cortisonfreie Medium durch ein Medium ersetzt,
welches keine Wachstumsfaktoren und kein FCS, sondern lediglich die bereits aufgefiihrten
Antibiotika enthielt, um Storeffekte dieser Zusédtze weitestgehend auszugrenzen. Die Zellen
wurden dann unter anderem mit rekombinantem humanen APC behandelt und fiir weitere 5
bis 48 Stunden inkubiert. Flr die Quantifizierung von sezernierten Proteinen wurden die
Zelluberstande aus den einzelnen LoOchern der Platte abgesaugt und in sterile 1,5 ml
Zentrifugationsrohrchen Gberfihrt. Die Uberstande wurden fir 10 Minuten bei 1500 U/min
bei 4°C zentrifugiert, um einzelne abgeldste Zellen zu entfernen. Anschlielfend wurden die so
gewonnenen Uberstande bis zur Durchfiinrung von ELISA-Untersuchungen bei —20 °C

eingefroren.

Fur die mRNA-Quantifizierung wurde ein Zelllysat hergestellt, indem in jedes Loch (well)
der 12-Loch-Platte 200ul eines Zelllyse-Puffers zugesetzt wurden. Bei einer
erfahrungsgemaéiien Zelldichte von im Mittel 120 000 Endothelzellen pro well ergab sich
somit eine Konzentration von durchschnittlich 600 000 Zellen pro 1ml Zelllysat. Das Lysat
wurde nach Uberfiihrung in sterile und RNAse-freie 1,5ml-Zentrifugationsrohrchen bei —80°C

bis zur MRNA-Bestimmung eingefroren.
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2.2. Affymetrix® GeneChip Expressions Array

Fur die Untersuchung der Genexpression mehrerer tausend Gene zu einem Zeitpunkt wurde
ein Affymetrix® GeneChip Expressions Array durchgefiihrt. Dafir wurde der GeneChip
Human Genome U133 Plus 2.0 Array benutzt (Affymetrix, High Wycombe). Dieser Array
liefert einen umfassenden Uberblick auf das transkribierte menschliche Genom. Das Prinzip
des Affymetrix® GeneChip Expressions-Array besteht darin, exprimierte Gesamt-
Ribonuekleinsdure (RNA) in eine markierte und kopierte RNA (cRNA) umzuschreiben, um
diese an die dafur passenden Oligonukleotidsequenzen aus einem Chip zu binden und
schliellich sowohl qualitativ als auch quantitativ zu messen. Der hierfiir verwendete, mit
Quarz beschichtete Array besitzt 1,3 Mio. verschiedene Oligonukleotid-Sets, die jeweils eine
Lange von 25 Nukleotiden aufweisen. Dadurch kénnen 47000 verschiedene transkribierte
Varianten, von denen 38500 bekannte menschliche Gene sind, untersucht werden. Die
Abbildung 2-1 veranschaulicht das Prinzip des GeneChip Expressions Array. Die einzelnen

Schritte werden im Weiteren naher erlautert.
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Abbildung 2-1: Prinzip des GeneChip Expressions Array

(modifiziert nach: www.affymetrix.com/technology/ge_analysis/index.affx)
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2.2.1. Isolierung von Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des Quiagen RNeasy Kits® aus HUVEC isoliert. Zu
Beginn der Isolation wurde der Zelliiberstand abgenommen und die Zellen einmal mit 10ml
PBS gewaschen. Anschliefend wurde durch Zugabe eines Guanidinisothiocyanat-haltigen
Lysepuffers, der auRerdem 1% R-Mercaptoethanol enthielt, die Zellen vom Gelatineboden
geldst und aufgeschlossen. Um mdglichst groRe Mengen des Zelllysats zu gewinnen, wurde
ein Zellscraper zu Hilfe genommen. Dieser wurde einige Male Uber den Gelatineboden
gefuhrt. Das Zelllysat wurde mit einer Pipette aufgesogen und in ein Spezialrohrchen
(Quiashredder spin column) zur Auftrennung von RNA und sonstigen Zellbestandteilen durch
zweiminutiges Zentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit Gberfiihrt. Zu dem Eluat wurde
die gleiche Menge 70%igen Ethanols gegeben und auf eine Silica-Gel-S&ule (RNeasy mini
column) aufgetragen, die bei 12000rpm zentrifugiert wurde. Die RNA wurde durch das
Ethanol prézipitiert und so auf der Silica-Gel-Membran der RNeasy mini column gebunden.
Der Durchfluss enthielt somit keine RNA und konnte entfernt werden. In der RNeasy mini
column wurden die anschliefenden Schritte zur Aufreinigung der RNA durchgefiihrt. Nach
einem Waschschritt mit einem Puffer, der Guanidinisothioxyanat und Ethanol enthielt, wurde
eine Losung mit DNAse auf den Filter gegeben, um vorhandene Rest-DNA zu zerstoren.
Danach folgten drei weitere Waschschritte. Durch mehrmaliges Zentrifugieren, zuletzt bei
hochster Geschwindigkeit (13000U/min), wurde restliche Flissigkeit aus dem Filter entfernt.
Um die gereinigte RNA zu eluieren, musste nun H,Opepc (=Reinstwasser) auf die Membran
pipetiert werden. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt enthielt der Durchfluss die

gereinigte Gesamt-RNA.

Die gewonne Gesamt-RNA konnte unter Verwendung eines Spektrophotometers auf ihre
Konzentration (RNA-Konzentration (pg/dl) = Az X 40 x Verdunnungsfaktor) und ihren
Reinheitsgrad Uberprift werden. Als MalR fur die Reinheit dient der Quotient der
Absorptionen, gemessen bei den Wellenldngen 260nm und 280nm (Ags0/Azg0-Ratio). Die

Aveo/ Azgo-Ratio der Proben soll fir optimale Reinheit zwischen 1,8 und 2,1 liegen.
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2.2.2.  Synthese doppelstrangiger cDNA aus RNA

Die Synthese von ds-cDNA aus der messenger-RNA (mRNA) besteht aus der first-strand-

Reaktion und der second-strand-Reaction.

Die first-strand-Reaktion wird wiederum in drei Schritte (Primerhybridisation,
Temperaturanpassung und first-strand-Synthese) untergliedert. Zuné&chst wurde zur
Primerhybridisation zu einer Menge von ca. 5,0ug mRNA ein T7-oligo(dT)Primer (100pmol
mMRNA final) und H,Opgpc gegeben und bei 70°C fur 10 Minuten inkubiert. Der Primer
hybridisiert in diesem Schritt die mMRNA. Bei der Temperaturanpassung wurde dem Ansatz
DTT (10mM mRNA final) und ein dNTP-Gemisch (500uM final je Basentyp) unter
gepufferten Bedingungen zugesetzt und fur 2 Minuten bei 42°C inkubiert. Im letzten Schritt
wurde durch Zugabe von SuperScriptll RT (200U final) und Inkubation des gesamten
Ansatzes bei 42°C fur eine Stunde durch reverse Transkription die first-strand DNA

synthetisiert.

Zur second-strand-Synthese wurden nun folgende Reagentien und Enzyme zugesetzt: dNTP-
Gemisch (200uM final je Basentyp), E.coli DNA Ligase (10U final), E.coli DNA
Polymerase | (40U final), E.coli RNase H (2U final), ein spezieller Second-Strand-
Reaktionspuffer und H;Opgpc. Der Ansatz wurde bei 16°C fir 2 Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurde durch Zugabe von T4 DNA Polymerase (10U) und einer Inkubation bei
16°C fur weitere 5 Minuten die ds-cDNA synthetisiert. Zum Schluss wurde noch EDTA
(0,5M) zugefigt.

2.2.3. Aufreinigung von ds-cDNA

Die Aufreinigung der ds-cDNA erfolgte mit dem GeneChip® Sample Cleanup Modul. Die
ds-cDNA wurde zusammen mit einem cDNA-Bindungs-Puffer auf eine Saule gegeben und
dann mit cDNA-Waschpuffer gewaschen. Die ds-cDNA wurde mit dem cDNA-Elutions-

Puffer wieder von der Saule eluiert.
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2.2.4. Synthese Biotin-markierter cRNA durch In-Vitro-Transkription (1VT)

Verwendet wurde der Enzo® BioArray™ HighYield™ RNA Transcript Labeling Kit (Enzo

Life Sciences, Inc.; Farmingdale, USA).

Fur die Synthese von Biotin-markierter cRNA wurden zu der ds-cDNA H;Opepc, Spezifischer
Reaktionspuffer, Biotin-markierte Ribonukleotide, DTT, RNase-Inhibitor-Gemisch und T7
RNA-Polymerase gegeben und bei 37°C fur 4,5 Stunden inkubiert und ungefahr alle 30-45

Minuten kurz gemischt.

2.2.5. Aufreinigung von cRNA

Hierfur wurde wie im Schritt 2.2.3. das GeneChip® Sample Cleanup Modul verwendet.

Es wurde cRNA zusammen mit Wasser, IVT-Bindungspuffer und 100% Ethanol auf eine
Saule aufgetragen. Die cRNA wurde dann wieder mit IVT-cRNA-Wasch-Puffer gewaschen

und dann mit RNase-freiem Wasser eluiert.

2.2.6. Fragmentierung von Biotin-markierter cRNA

Die gereinigte cRNA wurde durch Versetzen mit einem speziellen Fragmentierungspuffer und
H2Opepc Und Inkubation bei 94°C fir 35 Minuten fragmentiert.
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2.2.7. Hybridisierung der Proben mit dem Array

Vor dem Aufbringen der cRNA auf den Array wurde ein spezieller Hybridisierungscocktail,
der  fragmentierte  Biotin-markierte cRNA, das Kontroll-Oligonucleotid B2,
Hybridisierungskontrolllésung, Hering-Sperma-DNA und acetyliertes Bovines Serum
Albumin (BSA) enthielt, angesetzt und bei 99°C fur 5 Minuten inkubiert. Wahrenddessen
wurden die Array-Chips mit Hybridisierungspuffer gefillt und bei 45°C fir 10 Minuten mit
60rpm im Hybridisierungsofen (Affymetrix® GeneChip® Hybridisation Oven 640) inkubiert.
AnschlieRend wurde der Hybridisierungspuffer gegen den Hybridisierungscocktail
ausgetauscht und die Chips bei 45°C flr 16 Stunden und 60rpm inkubiert. In dieser Zeit
bindet die fragmentierte und markierte cRNA an die auf den Chips befindlichen

Oligonucleotidsonden.

2.2.8.  Waschen und Markieren der Array-Chips

Die beladenen Chips wurden nun in einem automatisierten Verfahren unter Verwendung der
Affymetrix® GeneChip® Fluidics Station 400 nach dem Farbeprotokoll EuKLE-ws2-v4 mit
zwei speziellen Waschpuffern in mehreren Zyklen gewaschen, um die Chips von nicht
hybridisierten RNA-Resten und anderen Verunreinigungen zu befreien. Danach wurde eine
Markierungsldsung, die Streptavidin-Phycoerythrin enthielt, auf die Chips aufgebracht. Diese

bindet sich an die Biotin-markierten und auf dem Array fixierten cRNA-Fragmente.

2.2.9. Scannen der Array-Chips und Auswertung

Die Chips wurden anschlieBend unter Verwendung des Affymetrix® GeneChip® Scanners

(GCS 3000) computergesteuert von einem Laser bei einer Extinktionswellenldnge von 488nm
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abgetastet. Der Anteil des bei einer Wellenldnge von 570nm emittierten Lichtes ist der Menge

an gebundenen markierten cRNA-Fragmenten proportional.

Zur Auswertung des Affymetrix® GeneChip Expressions-Array wurde zunéchst basierend
auf der relativen Signalintensitat der Perfect-match-Paare (eine 25-Oligonukleotid-Sequenz,
die mit dem gesuchten Gen (bereinstimmt) und der Miss-match-Paare (eine 25-
Oligonukleotidsequenz, die dem gesuchten Gen bis auf eine Base entspricht) ein
Detektionswert p (zwischen 0 und 1) und ein Signalwert flr jedes Probenpaar auf dem Array
errechnet. Der p-Detektionswert wurde in verschiedene Abschnitte unterteilt, anhand derer die
Signale in ein anwesendes (P = Present = Anwesend) oder abwesendes (A = Absent =
Abwesend) Signal Klassifiziert wurden. Die Grenzen hierfir waren: P < 0,05 < keine
Veranderung < 0,065 < A.
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Abbildung 2-2: Einteilung des p-Detektions-Wertes (modifiziert nach: Affymetrix® GeneChip

Expressions Array Auswertung)

Bei dem Vergleich von zwei Ansatzen (z.B. Kontrolle versus rhAPC-Behandlung) lieferte das
Programm Data Mining Tool den p-Verdnderungswert. Dieser wurde zwischen den
Begrenzungen 0 und 1 in steigend (I = Increase), grenzwertig ansteigend (Ml = Marginal
Increase), keine Veranderung (No change), grenzwertig absteigend (MD = Marginale
Decrease) und absteigend (D = Decrease) eingeteilt: 1 < 0,002 < MI < 0,002667 und
0,997333 < MD < 0,998 < D. Dieser Wert gibt die Veranderung der Signalintensitat an.
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Abbildung 2-2: Klassifizierung des p-Veranderungswertes (mosifiziert nach: Affymetrix®

GeneChip Expressions Array Auswertung)

Die Signal Log Ratio, die durch die One-step Tukey's Biweight Methode vom Programm

errechnet wird, kann zwischen -1 und 1 liegen. Wenn die Signal Log Ratio einen Wert von -1

hat, dann bedeutet das eine zweifache Abnahme und im positiven Fall eine zweifache

Zunahme. Die Signal Log Ratio ist jedoch ein statistischer Parameter, der durch eine

bestimmte Formel in den empirischen Wert Fold Change umgewandelt wird:

25Sianal Log Ratio (wenn Signal Log Ratio > 0)

Fold Change =
(-1) x 2 (Sianal Log Ratio) (wenn Signal Log Ratio < 0)

Dieser Fold Change wurde in der Tabelle 3-1 zur Veranschaulichung der Steigerung oder

Abnahme einzelner Gene unter rhAPC-Behandlung eingesetzt.
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2.3. Reverse-Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (rtPCR)

Zur semiquantitativen Messung von mRNA des Wachstumsfaktors TGF-R2 und des
Chemokins Fractalkine wurde eine rt-PCR durchgefuhrt. Die rtPCR besteht darin,
gewonnnene mRNA in eine cDNA zu uberschreiben und diese zu amplifizieren. Die
vervielféltigte cDNA wird anschlielend auf einem Agarose-Gel qualitativ und

semiquantitativ dargestellt. Die einzelnen Schritte werden im folgenen naher erldutert.

2.3.1. Isolierung von Gesamt-RNA

Zunachst wurde Gesamt-RNA mit Hilfe des des Quiagen RNeasy Kits® aus Endothelzellen

isoliert, wie bereits in Abschnitt 2.2.1. beschrieben.

2.3.2. Reverse Transkription

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase wurden von der Gesamt-RNA DNA-Kopien

hergestellt, die das Ausgangsprodukt fir die Polymerase Kettenreaktion (PCR) darstellen.

Zunachst wurden die RNA-Proben durch Zugabe von RNAse-freiem Wasser auf eine
Konzentration von 3ug/ul gebracht. Nun wurden 6pl poly(dT)15-Primer (25uM), welcher
zum Poly(A)-Schwanz am 3"-Ende der mMRNA komplementér ist, zu 6l Gesamt-RNA-Probe
hinzupipettiert. Nach dem Aufschmelzen der Sekundarstrukturen der mRNA fiir 4 Minuten
bei 72°C, konnte der p(dT)15-Primer sich anlagern, und es folgte nun die Reverse
Transkription unter Verwendung von 0,6ul AMV (avian myeloblastosis virus) Reverse
Transkriptase. Im nachfolgenden Schritt wurden 33pl Mastermix je Probe zugegeben, der aus
folgenden Komponenten bestand: RNAse-freies Wasser, reverse Transkriptase-Puffer,

dNTP-Mix in einer finalen Konzentration von 220uM, RNAse Inhibitor in einer
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Konzentration von 40U/ul und BSA in einer Konzentration von 10mg/ml. Nun erfolgte Gber
90 Minuten bei 42°C die Reverse Transkription. Die Denaturierung der DNA/RNA-
Hybridhelix erfolgte danach tiber 10 Minuten bei 94°C. Mit der so gewonnenen cDNA konnte
nun direkt die Polymerasekettenreaktion angeschlossen werden.

2.3.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Methode der PCR basiert auf der Verwendung von DNA-Polymerase (Tag-Polymerase),
die eine cDNA-Matrize in wiederholten Replikationsschritten mehrfach kopiert. Dabei wird
die Polymerase von kurzen spezifischen Oligonukleotidprimern, die an der DNA-Matrize am
Anfang und am Ende der gewinschten DNA-Sequenz ankoppeln, geleitet. Neben der
Sequenz des zu untersuchenden Gens, wie hier die Gensequenzen von TGF-R2 und von
Fractalkine, wird zugleich in einem zweiten Ansatz das sogenannte Housekeeping-Gen
Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH), das ubiquitar vorhanden ist und als

interne Kontrolle dient, amplifiziert.

Zu jeder cDNA-Probe wurden 48ul Mastermix zugegeben, der folgende Komponenten
enthielt: RNAse-freies Wasser, 200uM dNTP-Mix, 300nM spezifischer TGF-R2-,
Fractalkine- bzw. GAPDH-Primer, PCR-Puffer und BSA in einer finalen Konzentration von
100ng/ul, sowie 0,5ul Tag-Polymerase je Probe. Dann wurden die Proben in Temperatur-
programmierte PCR-Gerate eingesetzt. Die PCR bestand aus der initialen Denaturierung der
DNA-Strénge, gefolgt von der Anlagerung (sogenanntes Annealing) der spezifischen Primer,
der anschlielenden Amplifikation und der finalen Elongation. Das PCR-Programm fir
GAPDH wurde aus der Veroffentlichung von Hicok et al. 1998 entnommen. Die PCR-
Ablaufe fir TGF-B2 wurden aus dem Protokoll der Firma R&D-Systems, Wiesbaden
ubernommen. Das Fractalkine PCR-Programm ist der Veroffentlichung von Sukkar MB et al.

2004 nachempfunden.
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Das PCR-Programm fiir GAPDH lautet wie folgt:

1) 5min bei 94°C (initiale Denaturierung)

2) 30sec bei 94°C (Denaturierung)

3) 60sec bei 55°C (Annealing)

4) 2min bei 72°C (Amplifikation)

5) Wiederholung der Schritte 2-4 fur weitere 16, 18 bzw. 20 Zyklen
6) 5min bei 72°C (finale Elongation)

7) Stop bei 4°C

Das PCR-Programm fiir TGF-R2 lautet wie folgt:

1) 4min bei 94°C (initiale Denaturierung)

2) 45sec bei 94°C (Denaturierung)

3) 45sec bei 55°C (Annealing)

4) 45sec bei 72°C (Amplifikation)

5) Wiederholung der Schritte 2-4 fir weitere 20 Zyklen
6) 10min bei 72°C (finale Elongation)

7) Stop bei 4°C
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Das PCR-Programm fir Fractalkine lautet wie folgt:

1) 1min bei 94°C (initiale Denaturierung)

2) 30sec bei 94°C (Denaturierung)

3) 30sec bei 62°C (Annealing)

4) 30sec bei 72°C (Amplifikation)

5) Wiederholung der Schritte 2-4 fiir weitere 34 Zyklen
6) 1min bei 72°C (finale Elongation)

7) Stop bei 4°C

Die PCR wurde zum einen mit dem Kihlen der Proben auf 4°C und zum anderen mit der
Zugabe von 5pl Stop-Losung beendet. Diese Stop-Losung enthielt RNAse-freies Wasser,
Glycerin, 0,5M EDTA (pH8.0), 10%-iges SDS und 1%-ige Bromphenolblau-L&sung, wobei
letztere das Identifizieren der Proben beim Auftragen in die Taschen des Gels erleichtern

sollte.

2.3.4. Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese wird die DNA entsprechend ihrer Lange aufgetrennt. Da DNA
negativ geladen ist, wandert sie entsprechend ihres molekularen Gewichts in Richtung der

positiv angelegten Spannung.

Zuerst wurde das Gel vorbereitet, indem 2g Agarose in 100ml TAE unter Zufuhr von Hitze
vollstandig geldst wurden. Dieser Losung wurden 5ul Ethidium-Bromid zugegeben, welches
sich an die in der PCR entstandene DNA anlagert und die Bande unter UV-Licht fluoreszieren

lasst. Das Gel wurde dann blasenfrei in die Gelkammer gegossen und polymerisierte
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innerhalb von 20 Minuten aus. Die Probentaschen wurden mit TAE-Puffer aufgefillt, und es
wurden je 10pl der PCR-Produkte vorsichtig in die Taschen pipettiert. Um das
Molekulargewicht der DNA-Fragmente abschatzen zu kénnen, wurde in die erste Tasche des
Gels 10ul eines Standards (100Basenpaar (bp) Ladder) pipettiert, welcher nach jeweils 100
Basenpaaren eine Bande ergibt. Das Gel wurde nun fiir ca. 90 Minuten einer Spannung von
120 Volt ausgesetzt. Danach konnten die im Gel gewanderten spezifischen DNA-Banden bei
UV-Durchleuchtung dokumentiert werden. Die Banden fir GAPDH bestehen aus 452
Basenpaaren. Aus 279 Basenpaaren besteht der Wachstumsfaktor TGF-R2. Die Fractalkine-

Banden setzen sich aus 887 Basenpaaren zusammen.

2.3.5. Densitometrie

Die Auswertung der Bandenintensitat erfolgte semiquantitativ mittels Densitometrie. Dafur

wurde das Computerprogramm AIDA verwendet.

Die Banden von TGF-R und Fractalkine wurden dabei in Verhéaltnis zu den GAPDH-Banden
gesetzt. Die Ratio TGF-RB2/GAPDH und Fractalkine/GAPDH wurden fir die Auswertung

herangezogen.
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2.4. Enzyme-linked immunsorbent assay (ELISA)

Zur Quantifizierung von Chemokinen, Wachstumsfaktoren oder Prostaglandinen im
Zelltberstand von HUVEC wurden kommerziell erhdltliche Elisa-Kits (R&D Systems GmbH,
Wiesbaden) verwendet.

Zur Untersuchung der Fractalkine- und TGF-R2-Konzentration im Zelliberstand wurden
nicht-kompetitive Elisas benutzt. (Abb. 2-2) Beim nicht-kompetitiven Elisa bindet das
nachzuweisende Antigen an eine mit spezifischen Antkorper-beschichtete Platte. Ein Enzym-
gekoppelter Detektions-Antikorper bindet an den Antigen-Primarantikdrper-Komplex
(sogenanntes Sandwich-System). Das Enzym am Detektions-Antikorper spaltet ein
hinzugefiigtes Substrat, und es kommt zu einer Farbreaktion, die proportional zum Gehalt an

Antigen in der Probe ist.

Der kompetitive Elisa (Abb. 2-3) wurde bei der Quantifizierung der 6-keto-PGF-1,4-
Konzentration angewendet. Hierbei findet im Gegensatz zum nicht-kompetitiven Elisa eine
Farbreaktion statt, deren Farbintensitat antiproportional zu dem Gehalt an Antigen in der
Probe ist. Bei diesem Elisa konkurrieren die Antigene in der Probe mit Enzym-gebundenen
Antigenen um die Bindungsstellen der Antikorper, die auf der Mikrotiterplatte aufgebracht
sind. Je mehr Antigen in der Probe ist und an die Antikdrper bindet, umso weniger kénnen die
Enzym-gekoppelten Antigene an die Antikoérper auf der Platte binden und eine Farbreaktion

zeigen.

Die Extinktion wurde jeweils mittels eines Photometers bestimmt. Fur jedes zu
quantifizierende Protein wurde anhand von Standards mit bekannten Konzentrationen eine
Eichkurve erstellt, anhand derer die Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der

jeweiligen Probe ermittelt werden konnte.
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Substrat Gespaltenes Substrat
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Detektionsantikérper

Sekundarantikdrper

. == Antigen in der Probe

Antikbrper-
==+ peschichtete Platte
= Pimarantikorper

Abb. 2-2: Nicht kompetitiver Elisa zur Bestimmung der Fractalkine- bzw.
TGF-R32-Konzentration
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Abb. 2-3: Kompetitiver Elisa zur Messung von 6-keto-PGF-, in der Probe
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2.4.1. Fractalkine Immunoassay

Zur Messung von Fractalkine aus den Zelliberstanden von Endothelzellen wurde der
nicht-kompetitive Human Fractalkine/CX3CL1-Elisa von der Firma R&D Systems

(Wiesbaden) verwendet.

Zunachst wurde eine Mikrotiterplatte mit dem Fractalkine-spezifischen Primarantikorper
(Capture Antibody) beschichtet. Wéahrend einer Inkubation von zwei Stunden fand die
Bindung von Fractalkine an diesen Priméarantikorper statt. AnschlieBend konnte sich im Laufe
von zwei Stunden der Sekundérantikoper (Detection Antibody) an den Komplex binden.
Durch Zugabe von Streptavidin-HRP (horseradish-peroxidase) wurde das zugefiigte Substrat
(H20, und Tetramethylbenzindin) am Sekundarantikorper gespalten. Dadurch kam es zu einer
Farbreaktion, die proportional zur Konzentration an Fractalkine aus der Probe war. Die
Extinktion wurde bei 450nm mittels eines Elisa-Readers gemessen.

2.4.2.  Transforming Growth Factor-R2 Immunoassay

Zur Quantifizierung von TGF-B2 im Zelluberstand von Endothelzellen wurde der
nicht-kompetitive Quantikine® Human TGF-R2 Immunoassay von der Firma R&D Systems

(Wiesbaden) verwendet.

Um TGF-B2 zu messen, muss zundchst das inaktive TGF-32 im Zelluberstand aktiviert
werden. Dieses wurde durch Einsatz von zwei Aktivierungsflussigkeiten erreicht. Dabei
werden LAP und LTBP proteolytisch von TGF-R2 abgespalten. Zur Aktivierung von TGF-32
wurde als erstes die Losung HCL (1N) zu den Proben hinzugegeben und gut gemischt. Nach
einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur wurde dem Gemisch die Ldsung
NaOH (1,2N) / 0,5M HEPES zugefligt und wiederum gut gemischt. Nach Zugabe von Assay
Diluent wurden Standard bzw. die zu messenden Proben auf die Mikrotiterplatte gegeben und
anschlieBend inkubiert. Wahrend dieser Zeit bindet TGF-R2 an den Primé&rantikorper. Nach
mehrmaligem Waschen wurde der Sekundarantikorper hinzugefugt. Die Mikrotiterplatte

wurde wieder bei Raumtemperatur flir zwei Stunden inkubiert, um den Sekundarkdrper an
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den TGF-R2-Primérantikérper-Komplex binden zu lassen. Nach der Inkubation wurde eine
Farblésung aufgetragen, und die Farbreaktion wurde nach einer Inkubationszeit von 20
Minuten mit einer Schwefelsaure-Ldsung gestoppt. Mit Hilfe eines Elisa-Readers konnte die

Farbentwicklung bei 450nm gemessen werden.

2.4.3. 6-keto-Prostaglandin F1, Immunoassay

Zur Quantifizierung von Prostazyklin im Zelluberstand von Endothelzellen wurde ein
kommerziell erhéltlicher Elisa-Kit verwendet. Da das Prostazyklin eine kurzlebige Substanz
ist und im Zelluberstand nur eine Halbwertszeit von 2-3 Minuten hat, wurde sein stabiles
Abbauprodukt ~ 6-keto-Prostaglandin-Fy, (6-keto-PGFy,) mittels ELISA  gemessen.
6-keto-PGF,, entsteht durch die nicht-enzymatische Hydratation des Prostazyklins.

Fur die Quantifizierung von Prostazyklin mittels ELISA wurde der Zelluberstand
abgenommen und Indomethacin in einer Konzentration von 10ug/ml zugegeben.
Indomethacin ist ein Inhibitor der Cyclooxygenase, der die weitere Entstehung von
Prostazyklin nach Beendigung des Experiments verhindern sollte.

Der 6-keto-PGFi,—Elisa basiert auf einer kompetitiven Bindung, bei der das
6-keto-PGF;, aus der Probe mit einem alkalischen, phosphatase-gebundenen
6-keto-PGF;, um die Bindung an den Primarantikorper konkurriert. Wahrend einer
Inkubationszeit von zwei Stunden bindet der Primérantikorper an einen Sekundérantikorper,
der auf der Mikrotiterplatte haftet. Nach mehrmaligem Waschen zur Entfernung nicht
gebundenen Materials wurde eine pNPP-L6sung (p-Nitrophenyl-Phosphat-Losung) in die
Wells gegeben, die mit am Sekundar-Antikdrper gebundener alkalischer Phosphatase
reagierte. Innerhalb von 60 Minuten fiihrte dies zu einer Farbentwicklung, die umgekehrt
proportional zur Konzentration an 6-keto-PGF;, aus der Probe war. Die Farbentwicklung

konnte mit Hilfe eines Elisa-Readers bei 405nm gemessen werden.
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2.5. Colorimetrischer mRNA-Quantifizierungs-Assay

Zur Quantifizierung der messenger-RNA von COX-1 und COX-2 aus dem Zelllysat von
HUVEC wurden kommerziell erhéltliche colorimetrische mRNA-Assays (Hersteller: R&D
Systems GmbH, Wiesbaden) verwendet.

Zunachst wurden die Zelllysat-Proben mit genspezifischen Biotin-markierten Oligonukleotid-
Sonden und Digoxygenin-markierten Sonden in einer Mikrotiterplatte fir 60 Minuten bei
65°C im Wasserbad inkubiert. Wahrend dieser Zeit hybridisierte die Biotin-Sonde spezifisch
mit der mRNA eines bestimmten Gens, die Digoxygenin-Sonde unspezifisch mit mRNA.
AnschlieBend wurde die Hybridisierungslésung auf eine mit Streptavidin beschichtete
Mikrotiterplatte Oberfihrt und fir weitere 60 Minuten bei Zimmertemperatur auf einem
Schittler bei 500U/min inkubiert. Hierbei fand die Bindung der mit Biotin markierten
mRNA-Sonden-Hybride an das Streptavidin statt. Nach viermaligem Waschen der Platte mit
einem spezifischen Wasch-Puffer zur Entfernung des nicht gebundenen Materials wurde ein
Anti-Digoxygenin-alkalische-Phosphatase-Konjugat zugesetzt, welches im Laufe einer
Inkubationszeit von 60 Minuten an die Digoxygenin-markierte Sonde bindet. Nach einem
weiteren Waschschritt wurde eine entsprechende Substratlésung und nach weiteren 60
Minuten eine Verstarkerlésung hinzugefugt. Innerhalb von 30 Minuten fuhrt dies zu einer
Farbentwicklung, die in ihrer Intensitat proportional der Konzentration an genspezifischer
mMRNA in der jeweiligen Zelllysat-Probe ist. Nach Zugabe eines Reagenz, welches die
Farbentwicklung stoppt, konnte die Extinktion der Proben bei einer Wellenlange von 490nm
und einer Korrekturwellenlange von 650nm photometrisch bestimmt werden. Dabei war die
Intensitat der Farbentwicklung proportional zu Konzentration an genspezifischer mRNA in
der jeweiligen Zelllysat-Probe. Fur jede Mikrotiterplatte wurde anhand von Standards mit
bekannter Konzentration eine Eichkurve erstellt, anhand derer die mMRNA-Konzentration in

der jeweiligen Probe quantifiziert werden konnte (in amol/ml).
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2.6. Western-Blot

Das Prinzip des Western Blot besteht darin, dass Proteine zunachst mittels Gelelektrophorese
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und anschlieBend elektrophoretisch auf eine
Membran (bertragen werden. Die Membran bindet die Proteine durch hydrophobe

Wechselwirkungen. Dies bezeichnet man als ,,Blotten*.

Fur eine Immunfarbung wird das gesuchte Protein (Antigen) mit spezifischen Antikérpern auf
der Membran fixiert und gefarbt. VVor der Reaktion eines Blots mit Antikdrpern missen die
restlichen Proteinbindungsstellen der Blotmembran mit einem Blocker abgesattigt werden.
Daraufhin wird die Membran zuerst mit einem spezifischen anti-Antigen-Antikorper
(1. Antikorper) inkubiert, an welchen ein zweiter markierter Antikérper bindet. Mit Hilfe der
Farbmarkierung des zweiten Antikorpers wird die Position des Antigens auf dem Blot mittels

einer enzymatischen Reaktion sichtbar gemacht.

2.6.1. Vorbereitung der Zellen und Zellernte

Der Zelliberstand wurde von den Petrischalen (d=10cm) abgenommen. Dann wurden die
Endothelzellen mit eisgekiihltem PBS gewaschen, mit einem Zellscraper abgekratzt und in ca.
1ml PBS, welches Proteaseinhibitoren enthielt, aufgenommen. Dieses Zell-PBS—-Gemisch
wurde in ein 1,5ml Zentrifugationsrohrchen Uberfuhrt, bei ca. 4000U/min und einer
Temperatur von 4°C fir 5 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das so
gewonnene Zellpellet wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur

eigentlichen Western-Blot-Durchfiihrung gelagert.

- 65 -



Material und Methoden

2.6.2. Vorbereitung der Proben

Zu den gefrorenen Zellpellets wurden jeweils 50ul Tris-Glycin SDS-Probenpuffer
hinzugegeben. Dieser Puffer enthielt final: 125mM Tris-HCI (pH-Wert 6,8), 20% (w/v)
Glycerol, 4% (w/v) SDS, 0,01%o. (w/v) Bromphenol-Blau und 3% (w/v) DTT (Dithiothreitol).
Die Seife SDS (Sodiumdodecylsulfat) lagert sich an Proteine an und bildet negativ geladene
SDS-Protein-Komplexe. Nach vorheriger Reduktion mit DTT denaturiert SDS die Proteine
und unterbindet Protein-Protein-Wechselwirkungen. Somit unterscheiden sich die SDS-
Protein-Komplexe nur noch in ihrer Gréfle bzw. in ihrem Molekulargewicht und haben

vergleichbare hydrodynamische Eigenschaften.

AnschlieRend wurden die Endothelzellen mit dem Ultraschalldesintegrator drei Mal fir je 3
Sekunden mit Ultraschallwellen im Frequenzbereich von ca. 10kHz beschallt. Hierdurch
wurden die Zellen aufgebrochen. Danach wurden die Zellen bei 95°C fir 5 Minuten erhitzt.
Dies verstérkte die denaturierende Wirkung des SDS auf Proteine und inaktiviert Proteasen.

Nach einer Zentrifugation bei 15000U/min bei 20°C fiir 10 Minuten wurde der Uberstand

abgenommen und die Proteinkonzentration bestimmt.

2.6.3. Proteinbestimmung

Um eine fur den Western-Blot geeignete, standardisierte Menge an Protein einsetzen zu
konnen, wurde die Proteinkonzentration in den Proben gemessen. Dazu wurde ein
kommerziell erhaltlicher Protein Assay verwendet, der auf dem Bradford Protein Assay
(Bradford MM 1976) beruht. Der Assay basiert auf den besonderen Eigenschaften des
Farbstoffs Coomassie Blue G-250: In Perchlorsaure geldst nimmt dieser Farbstoff eine rot-

braune Farbe an, ist er jedoch an Protein gebunden, bleibt seine blaue Farbe erhalten.

Nach Zugabe von in Perchlorsaure-geldstem Coomassie Blue G-250 wird die blaue Farbe
bzw. der Proteingehalt einer Verdinnungsreihe, die 1-20ug BSA enthielt, photometrisch bei

einer Wellenldnge von 595 nm bestimmt und so eine Eichkurve erstellt. Mit Hilfe dieser
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Eichkurve konnte nun die Proteinkonzentration in den Proben errechnet werden und das fur
den Western Blot geeignete Probenvolumen festgelegt werden. Dabei lagen die

Proteinmengen bei 30ug oder 15ug je Geltasche.

2.6.4. Durchfihrung des Western Blots

Zunachst wurde das Novex 10%-Tris-Glycine Gel (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) mit Aqua
dest. gespilt und in die Gelelektrophorese-Kammer gespannt. Dann wurde die Kammer mit
folgendem Laufpuffer (pH-Wert 8,3) aufgefillt: 24mM Tris Base, 1,44% (w/v) Glycin und
0,1% (w/v) SDS.

Nachdem die Marker (Molekulargewicht zwischen 20 und 120kDa) sowie die Proben mit
einer Mikropipette in die Geltaschen aufgetragen worden waren, wurde eine Spannung von
125 Volt bei variabler Stromstarke angelegt. In ca. 90 Minuten wanderten die Proteine zur
Anode. Dabei wurden sie durch den Molekularsiebeffekt der porésen Polyacrylamidmatrix
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Wahrenddessen konnte die PVDF-Membran
(Polyvinylidendifluorid-Membran) 30 Sekunden in Methanol quellen, wurde dann kurz mit
Agqua dest. abgespult und in Transferpuffer eingeweicht (pH-Wert 8,3; 30mM Tris base,
1,8% (w/v) Glycin, 0,25%o. (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol).

Gel und Membran wurden daraufhin zwischen Filter und Schwammen in ein Blot-Modul
eingeklemmt. Das Blot-Modul wurde innen mit identischem Transferpuffer und zur Kihlung
aulen mit Aqua dest. aufgefullt. An seinen Seitenwéanden waren Platindréhte als Elektroden
angebracht. Bei einer Spannung von 30 Volt und variabler Stromstérke wurden die Proteine

innerhalb von 2 Stunden auf die Membran transferiert.

AnschlieBend wurde die Membran zundchst drei Mal mit TBST (50mM Tris Hydrochlorid,
150mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween 20) gewaschen, 1 Stunde mit der Blocklésung und
schliellich 12-18 Stunden mit dem Primarantikdrper (Ziege-1gG-anti-human-COX-2,
Verdinnung: 1:5000) inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurde der zweite Antikorper
(Esel-anti-Ziege-1gG gekoppelt an Horse radish peroxidase (HRP), Verdinnung: 1:1000)
aufgetragen. Darauf folgten vier weitere Waschschritte, um unspezifische Bindungen zu
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I6sen. SchlieBlich wurden die COX-2 Proteinbanden auf der Membran durch ein
Chemolumineszenz-Messgerat detektiert (Fuji Luminescent Image Analyzer LAS-1000),

gespeichert und densitometriert (AIDA —Software).
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2.7.

2.7.1.

Material

Kulturmedium

Endothelial Cell Growth Medium wurde bezogen von PromoCell GmbH (Heidelberg). Dem

Medium wurden folgende Bestandteile, enthalten im ,,Supplement Pack* (Firma PromoCell

GmbH, Heidelberg), zugesetzt: fetales Kalberserum (FCS) in einer finalen Konzentration von

2%, Hydrocortison (final 1ug/ml), hEGF (human endothelial growth factor) 0,1ng/ml final,
hbFGF (human basic fibroblast growth factor) 1ng/ml final, ECGS (endothelial cell growth

supplement) mit Heparin 0,4% final, Amphotericin B (final 5ng/ml) und Gentamicin (final
50ug/ml).

2.7.2.

Substanzen, Reagenzien und Chemikalien

100bp Ladder: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

10x PCR-Puffer: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
5XRT-Puffer: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Agarose: Sigma®, Taufkirchen

Antikorper gegen PGIS (Prostaglandin I, Sythase), polyklonal: Cayman, Ann Arbor,
USA

Aqua dest. Spullésung: Delta Select GmbH, Dreieich

ATAP2 (sc-13503), monoklonaler IgG Antikorper gegen den PAR-1-Rezeptor: Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA

Bovines Serum Albumin (BSA): Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Bromphenolblau 1%: Sigma®, Miinchen
Ceprotin 500 I.E. (Protein C): Baxter GmbH, Heidelberg

Complete Mini (Proteaseinhibitoren): Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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e  Desinfektionsmittel Antifect Liquid: Schulke u. Mayr, Norderstadt
e Dispase Il Losung: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

e  DMSO (Dimethylsulfoxid): Sigma®, Taufkirchen

e DTT: Sigma®, Taufkirchen

e EDTA 0,5M: Merck AG, Darmstadt

e  Eisessig: Merck AG, Darmstadt

e EPCR-Antikorper (RCR-252 = blockierend, RCR-92 = nicht blockierend): Wurde
freundlicherweise von Prof. Kenji Fukudome, Saga Medical School, Japan, zur

Verfligung gestelt.

e  Esel anti-Ziege 1gG-HRP (sc-2033): Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
USA

e Ethanol: J. T. Baker, Deventer, Holland
e  Ethidium-Bromid 10mg/ml: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e  Fractalkine Primer Paare (5-AACTCGAAATGGCGGCACCTT-3"; anti-sense: 5 -
ATGAATTACTACCACAGCTCCG-3"): Applera Deutschland GmbH, Oligo
Factory, Weiterstadt

e  GAPDH-Primer Paare (5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3"; anti-sense: 5'-
TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3): Applera Deutschland GmbH, Oligo Factory,
Weiterstadt

e  Gelatine Losung 2%, Typ B: Sigma®, Taufkirchen

e  H,Opepc: Ambion Ltd., Huntingdon, United Kingdom

e  HCI: Merck AG, Darmstadt

° HEPES: Sigma®, Taufkirchen

e  Human TGF-[32-Primer Paare: R&D Systems GmbH, Wiesbaden

e Immobilon-P Transfer Membran (PVDF-Membran): Milipor Inc., Billerica, USA

e Indomethacin: Sigma®, Taufkirchen

-70 -



Material und Methoden

e Lepirudin (Refludan® rekombinantes humanes Hirudin): Aventis Pharma GmbH,
Bad Soden

e  Magic Mark (Marker fir Western-Blot): Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e NaOH: Merck AG, Darmstadt

e  Novex 10%-Tris-Glycin Gel, SDS-PAGE: Invitrogen GmbH, Karlsruhe
e  Novex Tris-Glycin SDS Laufpuffer: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e  Novex Tris-Glycin SDS Probenpuffer: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e  NS-398 (COX-2 Inhibitor): Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

e  p(dT)is-Primer: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

e PAR-1-Agonist (TFLLRNPNDK-NH,-Hydrogencarbonatsalz): Serva GmbH,
Heidelberg

e PAR-2-Agonist  (H-Ser-Leu-lle-Gly-Arg-Leu-NH,-Trifluoracetatsalz):  Bachem
Distribution Services GmbH, Weil am Rhein

e PBS (Phoshate buffered saline, Ca2* und Mg2+ frei): N.V. Invitrogen S.A.,
Merelbeke, Belgien

e  PCR Nucleotid Mix: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e  Proben-Verdunnungslosung: R&D Systems GmbH, Wiesbaden

e  Prostaglandin H,: Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

e  Reagenz-Verdinnungslosung (Konzentrat): R&D Systems GmbH, Wiesbaden

e Rekombinates humanes aktiviertes Protein C (rhAPC): Eli Lilly, Indianapolis, USA
e  Reverse Transkriptase, AMV: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

° RNasin Ribonuklease Inhibitor: Promega GmbH, Mannheim

e  Samll (sc-13504), monoklonaler 1IgG Antikorper gegen den PAR-2-Rezeptor: Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA

e  SDS 10% (Sodium Dodecyl Sulfat): Sigma®, Taufkirchen

e  [3-Mercaptoethanol: Sigma®, Taufkirchen
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e  Stop-Losung: R&D Systems GmbH, Wiesbaden

e  Substrat-Losung: R&D Systems GmbH, Wiesbaden

e  TAE-Puffer (50x): AppliChen GmbH, Darmstadt

e Taq DNA Polymerase: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

e  Thrombin aus humanem Plasma: Merck Biosciences GmbH, Fa. Calbiochem,
Schwalbach/Ts.

e  TNF-o: R&D Systems GmbH, Wiesbaden

e  Trypsin-EDTA-LGsung, flussig: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

e  Tween 20: Sigma®, Taufkirchen

e  Zell-Lyse Diluent Konzentrat: R&D Systems GmbH, Wiesbaden

e  Ziege-lgG-anti-human-COX-2 (C-20): Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
USA

2.7.3. Plastikwaren und Glaswaren

e  10cm Schalen: Gebr. Buddeberg, Mannheim

e  12er wells: Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

e  3-Wege-Héahne: Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

e  Eppendorf Reaktionsgeféale: Eppendorf AG, Hamburg

e  Eppendorf T.1.P.S.: Eppendorf AG, Hamburg

e  Falconrohrchen: Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

e  Glaszylinder (=Kivette): Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
e  Kabelbinder: Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe

e  Microtiterplatten Nunc®: Nunc GmbH + Co.KG, Wiesbaden

-72-



Material und Methoden

2.7.4.

2.7.5.

Nitrilhandschuhe: Semperit Technische Produkte GmbH + Co.KG, Wien
Perfusorspritze: Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Pipetten (5, 10, 20ml): Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Probenbecher: Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Skalpell: Produkte fir die Medizin AG, Koln

Filter 0,22um: Millipore GmbH, Schwalbach

Probenrohrchen: Eppendorf AG, Hamburg

Tupfer: NOBA Verbandsmaterial Danz GmbH und CoKG, Wetter
Vinyl-Handschuhe: Résner-Mautby Meditrade GmbH, Kieferfeiden

Zellscraper: Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

MRNA Préaparation

RNeasy® Mini-Kit: Qiagen GmbH, Hilden

RNeasy-Free DNase Set: Quiagen GmbH, Hilden

Affymetrix® GeneChip Expressions Array

Gene Chip® Sample Cleanup Moduls: Affymetrix, UK Ltd., High Wycombe, United
Kingdom

GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0: Affymetrix, UK Ltd., High Wycombe,
United Kingdom

Hybridization Control Kit: Affymetrix, UK Ltd., High Wycombe, United Kingdom
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2.7.6.

2.7.7.

One Cycle cDNA Synthesis Kit: Affymetrix, UK Ltd., High Wycombe, United
Kingdom

Enzo® BioArray™ HighYield™ RNA Transcript Labeling Kit: Enzo Life Sciences,
Inc.; Farmingdale, USA

Elisa-Kits

6-keto-Prostaglandin F1, Immunoassay: R&D Systems GmbH, Wiesbaden
Human Fractalkine/CX3CL1: R&D Systems GmbH, Wiesbaden

Human Transforming Growth Factor-32 Immunoassay Quantikine®: R&D Systems
GmbH, Wiesbaden

Colorimetrischer mRNA-Quantifizierungs-Assay

Quantikine® mRNA Base Kit: R&D Systems GmbH, Wieshaden

Quantikine® mRNA COX-1 Probes & Calibrator Kit: R&D Systems GmbH,
Wiesbaden

Quantikine® mRNA COX-2 Probes & Calibrator Kit: R&D Systems GmbH,
Wiesbaden
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2.7.8.

2.7.9.

Western-Blot

Bradford Protein Assay, COO Assay Protein Determination Kit: Uptima, Monlucon,

Frankreich

Lumi-Light™® Western Blotting Kit: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Gerate

Affymetrix® Gene Chip Scanner (GCS 3000): Affymetrix, UK Ltd., High
Wycombe, United Kingdom

Affymtrix® Gene Chip Hybridization Oven 640: Affymetrix, UK Ltd., High
Wycombe, United Kingdom

Affymetrix® Gene Chip Fluidics Station 400: Affymetrix, UK Ltd., High Wycombe,
United Kingdom

Blot-Modul, Xcell™ Blot Modul: Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Densitometrie-Messgerat: Fuji Imager-Reader LAS 1000: FUJI Film Europe GmbH,

Disseldorf

ELISA-Reader: LabSystems Multiscan RC:Labsystems, Finnland

Gel Jet Imager: INTAS, Hamburg

Mikroskop: Leica DM IL: Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim
neo-Lab-Pipettus-akku: neoLab® Migge Laborbedarf-Vertribs GmbH, Heidelberg

Netzgerat fur Elektrophorese ,,Power Station 300*: Axon Labortechnik,

Kaiserslautern

PCR-Gelelektrophoresekammer Model B2: Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
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2.7.10.

PTC-220 CNA Engine Dyad™ Peltier Thermal Cycler: MJ Research™, Boston,
USA

Pipetten, Eppendorf Reference: Eppendorf GmbH, Hamburg

Otto Kombischdittler KL2: Gebr. Buddeberg GmbH, Mannheim

Savant Speed Vac SC 200: GMI, Ramsey, Minnesota, USA

Sanyo -86°C Ultratiefkiihlschrank MDR-U71V: Sanyo Fischer GmbH, Miinchen
Sterile Arbeitsbank: HERAsafe: Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau
Ultraschalldesintegrator: Virbacell: Fisher Scientific, GmbH, Schwerte

Wasserbad: Schuttelwasserbad 1083:GFL Gesellschaft fir Labortechnik GmbH,
Burgwedel

Zellkulturinkubator: HERAcell:Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau

Zentrifuge: Biofuge Primo R:Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Computerprogramme

AIDA Software: Raytest GmbH, Straubenhardt

Data Mining Tool: Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA
Excel 2000: Microsoft GmbH Deutschland, Unterschleiheim
GraphPad Instat®:GraphPad Software, Inc., San Diego, USA
INTAS GDS® gel Dokumentationssystem: INTAS, Hamburg
Powerpoint: Microsoft GmbH Deutschland, UnterschleiBheim

Word: Microsoft GmbH Deutschland, UnterschleiBheim
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2.8. Statistik

Die Statistikauswertung wurde mit dem Programm GraphPad Instat®, Version 3.01
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA) durchgefiihrt. Die Abbildungen im Kapitel
»Ergebnisse* wurden unter  Verwendung von Microsoft® Excel 2000
angefertigt. Sofern nicht anders angegeben, zeigen die Abbildungen jeweils ein
reprasentatives Experiment aus einer Gesamtzahl von mindestens 3 unabhéngigen
Experimenten mit jeweils sechs Einzelmessungen (n=6). Die Daten sind, wie jeweils in der
Legende angegeben, dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (SD) oder als
Mittelwerte + Standardabweichung der Mittelwerte (SEM). Die Daten wurden mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung untersucht. Die Behandlungen wurden mit
einer Varianzanalyse (Analysis of Variance — ANOVA) mit nachfolgendem post hoc Test
nach Tukey-Kramer miteinander verglichen. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch

signifikant angesehen.
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Kapitel 3: Ergebnisse

Zellmorphologie von HUVEC

3.1

Abbildung 3-1 zeigt aus der menschlichen Nabelschnurvene (Vena umbilicalis) isolierte
Endothelzellen (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC). Fir die Experimente

wurden Zellen aus der Passage 2 verwendet. Abgebildet sind HUVEC der Passage 2 in

aufgenommen 11 Tage nach der Préparation. Die einschichtig auf

100facher VergroRerung,

wachsender

Gelatine gewachsenen Zellen zeigen das typische Relief konfluent

Endothelzellen.
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Abbildung 3-1: HUVEC aus der Vena umbilicalis der Passage 2, 11 Tage nach Préparation
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3.2 Ergebnisse aus dem Affymetrix® GeneChip Expressions Array

Um den Einfluss von rhAPC auf die Expression eines groReren Spektrums an Genen zu
untersuchen, wurde ein Gen-Expressions-Array (Affymetrix™) als Screening-Untersuchung
durchgefihrt. Hierfir wurden die HUVEC fur 6 Stunden mit rhAPC (5ug/ml) inkubiert. Als
Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Eine Auswahl an Genen, deren Expression durch die
Behandlung mit rhAPC messbar verandert war, ist in Tabelle 3-1 dargestellt. Bei der
Auswertung wurden insbesondere Zytokin-Gene, den Zytokinen verwandte Gene, Gene von
Wachstumsfaktoren, Chemokine, Adh&sionsmolekiule und Mediatoren aus dem
Prostaglandinstoffwechsel bertcksichtigt.

Tabelle 3-1:

) Steuert die Chemotaxis von Monozyten;
Fractalkine ) + o+ +
Adh&asionsmolekiil

Steuert die Chemotaxis von Granulozyten und
TGF-R o _ + 4+
Makrophagen; Aktivierung von Zytokinen

konstitutive Cyclooxygenase im Endothel,
COX-1 ) _ %)
Prostazyklin-Synthese im Endothel

Prostazyklin-Synthese im Endothel unter
COX-2 _ ) _ +
inflammatorischen Bedingungen

Chemokin, steuert die Chemotaxis und Aktivierung
IL-8 + 4+

von neutrophilen Granulozyten

Prostaglandin I, Synthase (PGIS),
PGI-2-Synthase _ %)
Prostanoidstoffwechsel

_ wichtige Bedeutung fur die Aktivierung von
Thrombomodulin ] _ _ ) ++
Protein C im Zusammenhang mit Thrombin
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Plasminogen- o

_ Forderung der Fibrinolyse +
Activator
E-Selektin Endotheliales Adhasionsmolekil +++
VCAM-1 Adhéasionsmolekil, vermittelt Leukozytenadhasion +++
ICAM-1 Adhasionsmolekil +++
Superoxid-
Dismutase 2 Neutralisation von Sauerstoffradikalen %)
(mitochondrial)
PDGF-alpha-Kette |Zellwachstum und -migration %]
PDGF-beta-Kette Zellwachstum und -migration ++

Tabelle 3-1: Effekt von rhAPC auf die Expression der mRNA ausgewéhlter immunmodulatorischer Gene
von HUVEC.
Die Endothelzellen wurden mit rhAPC (5ug/ml) fiir 6 Stunden inkubiert. Als Vergleich dienten Kontrollen, die

kein rhAPC erhielten (n=2 unabhéngige Experimente; + + + > 100%-Steigerung gegenuber Kontrolle durch
rhAPC-Behandlung; + + > 50%-Steigerung gegeniiber Kontrolle durch rhAPC-Behandlung; + > 25%-Steigerung

gegeniber Kontrolle durch rhAPC-Behandlung; & = keine Veranderung gegenlber unbehandelten Kontrollen).

Von den hier beschriebenen Genen wurden fir diese Arbeit das Chemokin Fractalkine, der
Wachstumsfaktor TGF-32 und das Enzym COX-2 ausgewéhlt und naher untersucht.
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3.3. Fractalkine

3.3.1.  Wirkung von rhAPC auf die Fractalkine-mRNA-Expression

Um die Effekte von rekombinanten aktivierten Protein C (rhAPC) auf die Fractalkine-mRNA-
Expression genauer zu charakterisieren, wurde zundchst eine reverse Transkriptase-

Polymerase-Kettenreaktion (rt-PCR) durchgefihrt.

Konfluent wachsende Endothelzellen wurden fur 8h mit rhAPC (10ug/ml) behandelt. Als
Kontrollen dienten unbehandelte Endothelzellen, und als Positivkontrolle wurde Thrombin

1U/ml eingesetzt.

Abbildung 3-2 zeigt ein reprasentatives Ergebnis einer rt-PCR und die dazugehdrige
densitometrische Auswertung. In Hohe von 887 Basenpaaren zeigten sich die spezifischen

Fractalkine-Banden, die fiir das benutzte Primer-Paar charakteristisch sind.

Mittels Densitometrie und Normalisierung in Bezug auf das House-Keeping Gen
Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) wurden die Fractalkine-Banden
quantifiziert. Dabei zeigte sich, dass rhAPC in einer Konzentration von 10ug/ml das Signal
fur Fractalkine um 22% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erhohte. Die mit
Thrombin-behandelten Zellen zeigten eine 128%ige Steigerung der Fratalkine-mRNA-

Expression gegeniiber unbehandelten Kontrollzellen.
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Fractalkine - " . K = Kontroll
= Kontrolle

rhAPC = 10ug/ml

GAPDH - ‘ - Thrombin = 1U/m|

K rhAPC Thrombin
— _
—~—
8h

140 -
120 ~
100 ~
80 ~
60 -
40
20 +
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rhAPC Thrombin

% - Anstieg versus Kontrolle

Abb. 3-2: Représentative rt-PCR fir Fractalkine-mRNA und dazugehdriges

Ergebnis der Densitometrie

RhAPC (10pg/ml; Inkubation fiir 8h) steigert die Expression von Fractalkine-mRNA
Oben: Représentative rt-PCR aus zwei vergleichbaren Experimenten.

Unten: Densitometrie und Normalisierung in Bezug auf das House-Keeping Gen
GAPDH (Fractalkine/GAPDH-Ratio); Darstellung des prozentualen Anstiegs des
Signals bei rhAPC- und Thrombin-behandelten Zellen gegeniber unbehandelten
Kontrollzellen.
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3.3.2.  Wirkung von rhAPC auf die endotheliale Fractalkine-Freisetzung

3.3.2.1. Dosisabhangigkeit

In dem nachfolgend beschriebenen Experiment wurde der EinfluB verschiedener Dosierungen
von rhAPC auf die Freisetzung des Chemokins Fractalkine untersucht.

Endothelzellen aus der Passage 2 wurden fur 24h mit rhAPC in verschiedender Dosierung

(50ng/ml — 10ug/ml) behandelt. Unbehandelte Endothelzellen dienten als Kontrollen.

5000 ~
4500 ~
4000 +
3500 -

* %
* *
*
*
3000 ~
2500 ~
2000 -
1500 -
1000 -
500 |
0 \ \

Kontrolle rhAPC rhAPC rhAPC rhAPC rhAPC rhAPC
50ng/ml  500ng/ml  1lug/ml 2,5ug/ml 5ug/ml 10ug/ml

Fractalkine (pg/ml)

Abbildung 3-3: Dosisabhangige Steigerung der Fractalkine-Freisetzung durch rhAPC.

HUVEC wurden fir 24 Stunden mit rhAPC (50ng/ml — 10pg/ml) inkubiert und die Fractalkine-Konzentration
im ZellUberstand mittels eines humanen Fractalkine Immunoassays bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte +
SD aus zwei représentativen Experimenten mit jeweils 6 Einzelmesspunkten. *p<0,01 versus Kontrolle;
**p<0,001 versus Kontrolle.
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Dabei wurde ein dosisabhéngiger Anstieg der Fractalkine-Freisetzung erkennbar (Abb. 3-3).
Ab einer rhAPC-Konzentration von 1ug/ml war die Fractalkine-Freisetzung signifikant
gegeniber unbehandelten Zellen erhoht (Kontrolle = 1574,4 + 307,8pg/ml; rhAPC 1ug/ml =
2631,9 + 305,3pg/ml; *p<0,01). Durch eine Dosissteigerung des rhAPC auf 2,5ug/ml lieR
sich die Fractalkine-Freisetzung gegenuber der Kontrolle weiter steigern (Kontrolle =1574,4
+ 307,8pg/ml; rhAPC 2,5ug/ml = 3041,4 + 403,9pg/ml; *p<0,01), ebenso die Verwendung
einer rhAPC-Konzentration von 5ug/ml (rhAPC 5ug/ml = 4108,9 + 522,3pg/ml; **p<0,001).
Eine Anhebung der rhAPC-Konzentration auf 10pg/ml bewirkte im Vergleich zur rhAPC-
Konzentration 5pg/ml keine weitere Zunahme der Fractalkine-Konzentration (rhAPC 5ug/ml
= 4108,9 + 522,3pg/ml; rhAPC 10ug/ml = 3974,7 + 336,78pg/ml; **p<0,001 versus

Kontrolle).

3.3.2.2. Zeitabhangigkeit

Es wurde die rhAPC-induzierte Steigerung der Fractalkine-Freisetzung im Zeitverlauf
untersucht. Dazu wurden die Endothelzellen mit einer rhAPC-Konzentraion von 5pg/ml
stimuliert und die Fractalkine-Konzentration im Zelllberstand zu den angegebenen
Zeitpunkten mittels Immunoassay gemessen (Abb. 3-4). Als Vergleich dienten unbehandelte

Zellen und solche, die mit Thrombin (1U/ml) behandelt wurden.

Ab einer Inkubationszeit von 24 Stunden liel? sich ein signifikanter Anstieg der Fractalkine-
Freisetzung bei rhAPC-behandelten Endothelzellen gegenlber der Kontrolle nachweisen
(Kontrolle = 280,7 + 223,3pg/ml; rhAPC = 1096,2 + 236,6pg/ml; **p<0,001). Dieser Effekt
war gegentber der Kontrolle bei einer Inkubationszeit von 34 Stunden ebenfalls nachweisbar
(Kontrolle = 968,6 + 258,7pg/ml; rhAPC = 2323,4 + 349,5pg/ml; *p<0,01); und stieg bei
einer Inkubationszeit von 48h weiter an (Kontrolle = 1858,0 + 164,5pg/ml; rhAPC = 4156,8 +
429,9pg/ml; **p<0,001).

HUVEC, die mit Thrombin inkubiert wurden, zeigten zu allen untersuchten Zeitpunkten
(8-48h) einen signifikanten Anstieg der Fractalkine-Konzentration im Zelliberstand

gegeniliber den unbehandelten Zellen (Ergebnisse dazu nicht in der Abbildung dargestellt).
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Zum Zeitpunkt 8 Stunden konnte bereits ein signigikanter Anstieg festgestellt werden
(Kontrolle = 47,4 + 67,7pg/ml; Thrombin = 816,5 + 133,6pg/ml; p<0,001). Dieses Ergebnis
war ebenso feststellbar nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden (Kontrolle = 280,7 +
223,3pg/ml; Thrombin = 5813,0 = 372,7pg/ml; p<0,001), von 34 Stunden (Kontrolle = 968,6
+ 258,7pg/ml; Thrombin = 5347,2 = 951,0pg/ml; p<0,001) und von 48 Stunden
(Kontrolle = 1858,0 + 164,5pg/ml; Thrombin 12933,0 + 631,4pg/ml; p<0,001).
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Abbildung 3-4: Wirkung von rhAPC und Thrombin auf die Fractalkine-Freisetzung im
Zeitverlauf.

RhAPC bewirkt einen zeitabhangigen Anstieg der Fractalkine-Konzentration im
Zelliberstand. HUVEC wurden mit rhAPC (5ug/ml) behandelt. Der Zelliberstand wurde zum
angegebenen Zeitpunkt mittels Fractalkine-Immunoassay quantitativ untersucht. Dargestellt
sind Mittelwerte + SD; n=3 unabh&ngige Experimente mit jeweils 6 Einzelmesspunkten;

*p<0,01 versus Kontrolle; **p<0,001 versus Kontrolle.
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3.3.3.  Wirkung von Protein C auf die endotheliale Fractalkine-Freisetzung

Im Folgenden wurde die Wirkung von (nicht aktiviertem) Protein C und rhAPC im Hinblick
auf die Fractalkine-Freisetzung verglichen.

Hierfir wurde Fractalkine nach einer Inkubationszeit von 30h in den Zellliberstdnden von
Endothelzellen untersucht, die mit Protein C (160nM) oder rhAPC (5ug/ml) behandelt
worden waren. Die Konzentration von 160nM entspricht zweimal der dquimolaren Dosis von

5ug/ml rhAPC. Unbehandelte Endothelzellen wurden als Kontrollen verwendet.

Protein C zeigte keine Steigerung der Fractalkine-Freisetzung in Bezug auf die Kontrolle
(Kontrolle = 1049,5 + 435,5pg/ml; Protein C = 924,4 £+ 163,40pg/ml). Hingegen exprimierten
Endothelzellen, die mit rhAPC behandelt wurden, nach 30 Stunden signifikant mehr
Fractalkine als unbehandelte Endothelzellen (Kontrolle = 1049,5 + 435,5pg/ml; rhAPC =
2329,1 + 294,6pg/ml; *p<0,001)

3000 -
2500 +
2000 +
1500 -

1000 +

Fractalkine (pg/ml)

500 ~

Kontrolle Protein C 160mM rhAPC 5ug/ml

Abbildung 3-5: Wirkung von Protein C auf die Fractalkine-Expression

Konfluente Endothelzellen wurden sowohl mit dem inaktiven Protein C (160nM) als auch mit dem
aktivierten Protein C (5ug/ml) fur 30h inkubiert. Die Fractalkine-Konzentration wurde mit einem
Immunoassay gemessen. Als Vergleich dienten unbehandelte Endothelzellen. Es sind die Mittelwerte +
SD aus einem représentativen Experiment mit 6 Einzelmesspunkten dargestellt. Die Signifikanz ist mit

*p<0,001 fiir rhAPC gegenuber der Kontrolle angegeben.
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3.3.4.  Untersuchungen zur Beteiligung des Protease-aktivierbaren

Rezeptors-1 (PAR-1)

Nachfolgende Experimente gingen der Frage nach, ob rhAPC seine Wirkung auf das
Chemokin Fractalkine Uber den Protease-aktivierbaren Rezeptor-1 (PAR-1) entfaltet. Dazu

wurden Versuche mit spezifischen PAR-1-Agonisten und PAR-1-Antagonisten durchgefiihrt.

3.3.4.1. Aktivierung des Protease-aktivierbaren Rezeptors-1 mittels PAR-1-Agonist

Zunachst wurde ein PAR-1-Agonist eingesetzt. Die Endothelzellen wurden 24 Stunden mit
dem PAR-1-Agonisten bzw. mit rhAPC behandelt. Im Anschluss wurde aus dem gewonnenen
ZellUberstand die freigesetzte Menge an Fractalkine mittels Immunoassay ermittelt.Ab einer
Konzentration von 100uM zeigte der PAR-1-Agonist einen signifikanten Effekt auf die
Fractalkine-Freisetzung gegenuber der Kontrolle (Kontrolle = 384,4 £ 112 5pg/ml; PAR-1-
Agonist 100uM= 684,4 + 143,9pg/ml; *p<0,01). Der PAR-1-Agonist, eingesetzt in einer
Dosierung von 200uM, bewirkte eine weitere Steigung der Fractalkine-Freisetzung
(Kontrolle = 384,4 + 112,5pg/ml; PAR-1-Agonist 200uM= 743,5 + 107,0pg/ml; **p<0,001).
Die mit rhAPC-behandelten Endothelzellen wiesen ebenso wie der PAR-1-Agonist eine
signifikante Freisetzung von Fractalkine gegenliber der Kontrolle auf (Kontrolle = 384,4 +
112,5pg/ml; rhAPC =960,6 £ 121,0pg/ml; **p<0,001).

Es konnte in mehreren Experimenten kein Effekt eines PAR-2-Agonisten (50uM, 100uM,
von der Firma Bachem, Weil am Rhein) auf die Freisetzung von Fractalkine gezeigt werden

(Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 3-6: Wirkung eines PAR-1-Agonisten auf die Fractalkine-Freisetzung bei HUVEC

Konfluente Endothelzellen wurden tber 24 Stunden mit dem PAR-1-Agonist (50uM — 200uM) oder
rhAPC (5ug/ml) behandelt. Fractalkine wurde mittels Immunoassay bestimmt (MW £ SD, n=1

Experiment mit 6 Einzelmessungen; *p<0,01 gegeniiber Kontrolle; **p<0,001 gegenliber Kontrolle).

3.3.4.2. Wirkung von PAR-1- und PAR-2 Antagonisten auf die Fractalkine-Freisetzung

In folgenden Experimenten wurden blockierende Antikdrper gegen die Protease-aktivierbaren
Rezeptoren PAR-1 und PAR-2 eingesetzt.

Der alleinige Einsatz von ATAP-2 (PAR-1-Antagonist) sowie von SAM-11 (PAR-2-
Antagonist) bewirkte eine schwache, jedoch signifikante Hemmung der Fractalkine-
Freisetzung gegeniber der Kontrolle (Kontrolle = 539,0 + 85,9pg/ml; ATAP-2 = 295,8 +
168,8pg/ml; SAM-11 = 189,0 + 117,2pg/ml; *p<0,05).

ATAP-2 (20pg/ml), ein Antikorper gegen die Bindungsstelle des Thrombinrezeptors PAR-1,
hemmte signifikant die steigernde Wirkung von rhAPC auf die Fractalkine-Freisetzung
(rhAPC =1010,8 + 117,2pg/ml; rhAPC + ATAP-2 = 497,1 £+ 173,3pg/ml; **p<0,001).
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Zusétzlich wurde ein blockierender Antikorper gegen den PAR-2, SAM11 (20upg/ml),
eingesetzt. Dieser zeigte keine signifikante Hemmung gegeniiber der rhAPC-Behandlung
(rhAPC = 1010,8 + 117,2 pg/ml; rhAPC + SAM11 = 843,5 £ 128,0 pg/ml; kein signifikanter
Unterschied = n.s.).

n.s.
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800 - EE—
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Kontrolle ATAP-2 SAM-11 rhAPC ATAP-2 u. SAM-11 u.
rhAPC rhAPC

Fractalkine (pg/ml)
(2]
3

Abbildung 3-7: Wirkung von PAR-1- und PAR-2-Antagonisten auf die Fractalkine-Freisetzung

ATAP-2 (20pg/ml) und SAM-11 (20ug/ml) wurden 30 Minuten vor der Stimulation mit rhAPC
(5pg/ml) zu den HUVEC gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurde die Fractalkine-
Expression im Zelliiberstand mittels Immunoassay bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD
eines représentativen Experiments von insgesamt 3 Versuchen mit jeweils 6 Einzelmesspunkten;
*p<0,05 gegeniber der Kontrolle; **p<0,001 gegeniuber rhAPC 5ug/ml.
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3.4. Transforming Growth Factor-32

Im Affymetrix® GeneChip Expressions Array fiel eine Steigerung des Wachstumsfaktors
TGF-32 unter rhAPC-Einfluss auf. Um dieses Ergebnis zu bestatigen, wurden weitere
Versuche sowohl auf mMRNA- als auch auf Protein-Ebene durchgefuhrt.

3.4.1. Wirkung von rhAPC auf die Transforming Growth Factor-2- mRNA-

Expression

Zunachst wurde die Steigerung der TGF-R2-Expression durch rhAPC auf mRNA-Ebene
untersucht. Hierfur wurden konfluente Endothelzellen aus der Passage 2 mit verschiedenen
rhAPC-Konzentrationen (50ng/ml — 50pg/ml) fir 5 Stunden inkubiert. Als Kontrolle dienten
nicht behandelte Endothelzellen. Eine kommerziell hergestellte TGF-2-mRNA wurde als

Positivkontrolle eingesetzt.

Abbildung 3-8 zeigt ein representatives Gel einer rt-PCR und die dazugehdrige
densitometrische Auswertung in Bezug auf das House-Keeping Gen GAPDH. In Hohe von
279 Basenpaaren zeigten sich die TGF-32-Banden, die fiir das benutzte Primer-Paar typisch

sind.

Es konnte bereits bei einer rhAPC-Konzentration von 50ng/ml eine Steigerung der TGF-R32-
MRNA-Expression um 14% gegniiber unbehandelten Kontrollen dargestellt werden. Es zeigte
sich, dass bei steigender rhAPC-Konzentration die Expression von TGF-82-mRNA zunahm
(rhAPC 500ng/ml versus Kontrolle = +26%; rhAPC 10ug/ml versus Kontrolle = +33%;
rhAPC 50ug/ml versus Kontrolle = +79%).
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Abbildung 3-8: Représentative rt-PCR fir TGF-32-mRNA

RhAPC steigert die dosisabhdngige TGF-32-mRNA-Expression (t=5h)

Oben: Reprasentative rt-PCR aus zwei vergleichbaren Experimenten. Unten:
Densitometrie und Normalisierung in Bezug auf das House-Keeping Gen GAPDH,;
Darstellung des prozentualen Anstiegs des Signals in rhAPC-behandelten Zellen

gegeniber Kontrollzellen.
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3.4.2.  Wirkung von rhAPC auf die Synthese von Transforming Growth Factor-32

Im Anschluss an die rt-PCR wurde die Wirkung von rhAPC auf die Freisetzung des

Wachstumsfaktors TGF-R2 untersucht.

Fur diesen Versuch wurden Endothelzellen mit rhAPC in zwei unterschiedlichen Dosierungen
(500ng/ml oder 5upg/ml) fir 5 Stunden oder fir 9 Stunden inkubiert. Unbehandelte

Endothelzellen wurden als Kontrollen herangezogen.

Nach 5-stiindiger Inkubationszeit konnte keine Wirkung von rhAPC, sowohl in niedriger als
auch in hoherer Konzentration, auf die Endothelzellen in Bezug zur TGF-R2-Freisetzung
vermerkt werden (Abb. 3-9).

Nach einer Inkubationszeit von 9 Stunden lieR sich ein signifikanter Anstieg der TGF-R2-
Freisetzung bei rhAPC (5ug/ml)-behandelten Endothelzellen gegeniber der Kontrolle
nachweisen (Kontrolle = 12,0 £ 6,9 pg/ml; rhAPC (5ug/ml) = 35,0 + 5,8 pg/ml; *p<0,001).
Die niedrigere rhAPC-Konzentration zeigt keinen Effekt.

50 +
*
—~ 40 -
£
830—
[qV]
2 20 -
LL
(O]
- i i - i u
0 ‘ ‘ \
Kontrolle rhAPC rhAPC Kontrolle rhAPC rhAPC
SOTg/mI 5ug/m|/ . SOoiglml Sug/mlj
5h 9h

Abbildung 3-9: Steigerung der TGF-R32-Freisetzung durch rhAPC

HUVEC wurden fiir 5 bzw. 9 Stunden mit rhAPC (500ng/ml — 5ug/ml) inkubiert und die
TGF-R2-Konzentration im Zelliberstand mittels eines humanen TGF-B2 Immunoassays

bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SD aus zwei reprasentativen Experimenten mit

jeweils 6 Einzelmesspunkten; *p<0,001 versus Kontrolle.
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3.5. Cyclooxygenase-2

Im Affymetrix® GeneChip Expressions Array zeigte sich neben der Steigerung von
Fractalkine und TGF-32 unter anderem auch eine Steigerung des Enzyms Cyclooxygenase-2
bei Endothelzellen, die mit rhAPC inkubiert wurden. Um dieses Ergebnis genauer zu

charakterisieren, wurden die folgenden Experimente durchgefihrt.

3.5.1.  Wirkung von rhAPC auf die Cyclooxygenase-2-mRNA-Expression

3.5.1.1. Dosisabhangigkeit

Zunachst wurde die Abhadngigkeit der rhAPC-Dosierung auf die COX-2-mRNA-Expression
untersucht (Abb. 3-10).

RhAPC wurde in Dosierungen von 2,5 — 20ug/ml eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 7
Stunden, und als Kontrolle dienten unbehandelte HUVEC.

Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der COX-2-mRNA-Expression ab einer rhAPC-
Konzentration von 5ug/ml gegentber der Kontrolle (Kontrolle = 11,7 £ 0,6amol/ml; rhAPC
5ug/ml = 12,9 £ 0,6amol/ml; p<0,01). Durch eine Dosissteigerung des rhAPC auf 10ug/ml
liel} sich die COX-2-mRNA-Expression gegentber der Kontrolle weiter erhéhen (Kontrolle
=11,7 £ 0,6amol/ml; rhAPC 10pg/ml = 17,5 £ 0,9amol/ml; p<0,001). Eine weitere Zunahme
der rhAPC-Konzentration auf 20ug/ml bewirkte im Vergleich zur rhAPC-Konzentration von

10pg/ml keine weitere Steigerung der COX-2-mRNA-Expression.

Der direkte Thrombininhibitor Lepirudin (5pug/ml) hatte keinen signifikanten Effekt auf die
rhAPC-induzierte ~ Steigerung der  COX-2-mRNA-Expression, so dass eine

Thrombinkontamination der rhAPC-Praparation ausgeschlossen werden konnte.
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Abbildung 3-10: Dosisabhéngige Steigerung der COX-2-mRNA-Expression durch
rhAPC.

HUVEC wurden fiir 7 Stunden mit rhAPC (2,5 — 20ug/ml) inkubiert und die COX-2-
MRNA-Konzentration im  Zelllysat mittels eines colorimetrischen mRNA-
Quantifizierungs-Assays bestimmt. Lepirudin zeigte keinen signifikanten Effekt auf die
rhAPC-induzierte  Steigerung der COX-2-mRNA-Expression. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM aus vier reprasentativen Experimenten mit jeweils 5 bzw. 6

Einzelmesspunkten. *p<0,01 versus Kontrolle; **p<0,001 versus Kontrolle.

3.5.1.2. Zeitabhangigkeit

Im Weiteren wurde der Zeitverlauf der rhAPC-induzierten Steigerung der COX-2-mRNA-
Expression untersucht. Die COX-2-mRNA-Konzentration im Zelllysat wurde zu den
angegebenen Zeitpunkten mit Hilfe eines colorimetrischen mRNA-Quantifizierungsassays
bestimmt (Abb. 3-11). Auch bei diesem Experiment wurde den Zellen Lepirudin zugefugt.
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Ab einer Inkubationszeit von 6 Stunden lie} sich ein signifikanter Anstieg der COX-2-
MRNA-EXxpression gegeniiber den Kontrollen nachweisen (Kontrolle = 6,5 £ 1,3 amol/ml,
rhAPC 10ug/ml = 14,7 + 4,2 amol/ml; *p<0,01). Dieser Effekt war auch nach 9-stundiger
Inkubation nachweisbar (Kontrolle = 6,5 + 2,0 amol/ml; rhAPC 10ug/ml = 134 *
1,5 amol/ml; *p<0,01). Am Ende des Untersuchungszeitraums von 24 Stunden naherten sich
die COX-2-mRNA-Werte der mit rhAPC behandelten Zellen wieder dem Niveau der Werte
von unbehandelten Kontrollen (Kontrolle = 4,8 + 1,5 amol/ml; rhAPC 10 ug/ml = 54 +

0,9 amol/ml; Unterschied: nicht signifikant).

—o—rhAPC + Lepirudin
—— Lepirudin
20 - *

COX-2-mRNA (amol/ml)
[y
o

3h 6h 9h 24h
Zeit

Abbildung 3-11: Wirkung von rhAPC auf die COX-2-mRNA-Expression im

Zeitverlauf.

rhAPC bewirkt einen zeitabhangigen Anstieg der COX-2-mRNA-Konzentration im
Zelllysat. HUVEC wurden mit rhAPC (10ug/ml) und Lepirudin (5pg/ml) behandelt.
Das Zelllysat wurde zu den angegebenen Zeitpunkten mittels colorimetrischem
MRNA-Quantifizierungs-Assay auf COX-2-mRNA quantitativ untersucht. Dargestellt
sind Mittelwerte = SD aus einem représentativen Versuch mit 6 Einzelmesspunkten
von insgesamt 4 Experimenten; *p<0,01 versus nur mit Lepirudin behandelten
Kontrollen.
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3.5.2.  Wirkung von rhAPC auf die Synthese von Cyclooxygenase-2-Protein

Um zu Uberprufen, ob sich die Effekte von rhAPC auch auf Proteinebene widerspiegeln,
wurde ein COX-2-Western Blot durchgefuhrt.

Konfluent wachsende Endothelzellen wurden fir 10 Stunden mit rhAPC in verschiedenen
Dosierungen inkubiert; als Kontrollen dienten unbehandelte HUVEC. In Héhe von 70 kDa
zeigte sich die fur die Cyclooxygenase-2 typische Bande. Durch Behandlung mit rhAPC
sowohl in einer Konzentration von 50 ng/ml als auch in einer Konzentration von 1000 ng/ml
wurde der Gehalt an COX-2-Protein in HUVEC gesteigert (Abb. 3-12).
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Abbildung 3-12: Einfluss von rhAPC auf die Synthese des Cyclooxygenase-2-Proteins.

Gezeigt ist ein représentativer Western Blot aus inasgesamt drei vergleichbaren
Experimenten. Der Gehalt an Cyclooxygenase-2-Protein in HUVEC wird durch rhAPC

gesteigert. Mittels Densitometrie wurde die Cyclooxygenase-2-Bande quantifiziert.
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Mittels Densitometrie wurden die Cyclooxygenase-2-Banden quantifiziert. Dabei zeigte sich,
dass die rhAPC-Konzentration von 50 ng/ml das Signal fir COX-2 um 84% im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle erhohte. Durch Stimulation mit 1000ng/ml rhAPC wurde das
COX-2-Signal um 170% im Vergleich zur Kontrolle erhéht (Abb. 3-12).

3.5.3.  Wirkung von rhAPC auf die 6-keto-PGF-14-Freisetzung

Es wurde im folgenden Experiment der Einfluss von rhAPC auf die Freisetzung von
6-keto-PGF;,, dem stabilen Abbauprodukt des Prostazyklins, in humanen Endothelzellen
untersucht. Die Zellen wurden mit rhAPC stimuliert und die 6-keto-PGF;,-Konzentration im

Zelluberstand mittels ELISA gemessen.

Die Behandlung von humanen Endothelzellen mit rhAPC bedingte eine von der rhAPC-
Konzentration abhangige Zunahme der Freisetzung von 6-keto-PGF, (Abb. 3-13). Dabei
flhrte die Behandlung mit rhAPC ab einer Konzentration von 5ug/ml zu einer signifikanten
Steigerung der 6-keto-PGF,,-Freisetzung gegenuber den Kontrollen (Kontrolle = 62,5 *
8,7amol/ml; rhAPC 5ug/ml = 132,7 + 20,5amol/ml; *p<0,01). Durch eine Dosissteigerung
des rhAPC auf 10ug/ml liel? sich die 6-keto-PGFy,-Freisetzung gegentiber der Kontrolle auf
das 2,5-fache erhdhen (Kontrolle = 62,5 = 8,7amol/ml; rhAPC 10ug/ml = 1515 *
11,2amol/ml; *p<0,001). Eine weitere Dosissteigerung des rhAPC auf 20ug/ml ergab keine
weitere VergrolRerung des Effekts gegentber einer rhAPC-Konzentration von 10ug/mi.

Lepirudin zeigte keinen signifikanten Einfluss auf den durch rhAPC induzierten Anstieg der
6-keto-PGF,-Konzentration im Zelllberstand (Abb. 3-13), so dass eine Kontamination der

rhAPC-Préparation mit Thrombin ausgeschlossen werden konnte.

-97 -



Ergebnisse

B Kontrolle OLepirudin

250 -
200 -
) * *
E * *
% *
£ 150
8
LL
O
o
S 100 -
@
=
O
50 -
0 _
Kontrolle rhAPC rhAPC rhAPC rhAPC
2,5ug/ml Sug/ml 10pg/ml 20ug/ml

Abbildung 3-13: Dosisabhéangige Steigerung der 6-keto-PGF,,-Konzentration im
Zelliberstand durch rhAPC

HUVEC wurden flr 7 Stunden mit rhAPC (2,5 — 20ug/ml) inkubiert, danach wurden die
Zelllberstdnde mittels ELISA auf ihren 6-keto-PGF;,-Gehalt untersucht. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM aus drei représentativen Experimenten mit jeweils 6 Einzelmesspunkten

(n=6); *p<0,01 versus Kontrolle; **p<0,001 versus Kontrolle.

3.5.4.  Wirkung von Protein C auf die Cyclooxygenase-2-mRNA-Expression

Ziel der hier folgenden Experimente ist die Uberpriifung, ob nicht aktiviertes Protein C eine
Wirkung auf die COX-2-mRNA-Expression ausibt.

Dazu wurden konfluente Endothelzellen mit Protein C (80nM bzw. 160nM) fur 9 Stunden
inkubiert. 80nM Protein C sind &quimolar zu 5ug/ml rhAPC. Als Kontrolle wurden

unbehandelte Endothelzellen eingesetzt.
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Protein C zeigte im Vergleich zur Kontrolle keinen steigernden Effekt auf die COX-2-
Expression (Kontrolle = 31,0 £ 6,0amol/ml; Protein C 80nM = 34,2 £ 4,3amol/ml; Protein C
160nM = 34,0 + 3,8amol/ml; Unterschied nicht signifikant) (Abb. 3-15).
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Abbildung 3-15: Wirkung von Protein C auf die COX-2-Expression.
Endothelzellen wurden fir 9 Stunden mit Protein C inkubiert. Das Zelllysat wurde
mit einem colorimetrischen mMRNA-Quantifizierungs-Assay auf COX-2-mRNA
quantitativ untersucht. Die Abbildung zeigt ein représentatives Ergebnis von zwei
unabhdngigen Ergebnissen mit jeweils 6 Einzelmesspunkten. Es sind die Mittelwerte
+ SD angegeben.
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3.5.,5.  Wirkung von Protein C auf die 6-keto-PGF-;,-Freisetzung

Zur Bestétigung des Ergebnisses aus Abschnitt 3.5.4. wurde aus dem Zelluberstand desselben

Versuches die Konzentration des 6-keto-PGF-;, gemessen.

Auch hier war keine signifikante Steigerung der 6-keto-PGF-1,-Konzentration durch die
Protein C-Behandlung messbar (Kontrolle = 76,5 + 12,6amol/ml; Protein C 80nM = 95,8 £
16,3amol/ml; Protein C 160nM = 89,3 + 22,0amol/ml; Unterschied nicht signifikant).
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Abbildung 3-16: Wirkung von Protein C auf die 6-keto-PGF-y,-Freisetzung.

Endothelzellen wurden fiir 9 Stunden mit Protein C inkubiert. Der Zelliberstand wurde
mit einem Elisa auf die 6-keto-PGF-;,-Konzentration untersucht. Die Abbildung zeigt
ein représentatives Ergebnis von zwei unabhdngigen Ergebnissen mit jeweils 6

Einzelmesspunkten. Es sind die Mittelwerte + SD dargestellt.
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3.5.6.  Wirkung von Protein C und APC auf die Cyclooxygenase-1-Expression

In den anschliessenden Experimenten wurde die Wirkung von rhAPC und Protein C auf die

COX-1-Expression untersucht.

Hierfur wurden Endothelzellen mit Protein C (80nM oder 160nM) und rhAPC (5ug/ml oder
10pg/ml; = aquimolare Dosen) behandelt. Nach 9 Stunden Inkubationszeit wurde aus dem

Zelllysat die COX-1-mRNA-Konzentration gemessen.

Weder die Behandlung mit Protein C noch die mit rhAPC zeigte eine Steigerung der COX-1-
Expression (Abb. 3-17). Es konnte tendenziell eine Hemmung durch die Behandlung mit
Protein C (80nM) vermerkt werden (Kontrolle = 5,2 + 0,7 pg/ml; Protein C = 3,0 +
1,6 pg/ml; *p<0,05). Auch rhAPC in einer Dosierung von 10ug/ml bewirkte eine leichte
Hemmung der COX-1-Expression (Kontrolle = 5,2 = 0,7 pg/ml; rhAPC = 2,1 + 1,2 pg/ml;
**p<0,001).
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Kontrolle Protein C Protein C rhAPC 5ug/ml rhAPC 10ug/ml
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Abbildung 3-17: Wirkung von Protein C und rhAPC auf die COX 1-Expression

Endothelzellen wurden mit Protein C (80nM bzw. 160nM) und rhAPC (5ug/ml bzw. 10ug/ml) fir 9 Stunden
inkubiert. COX-1-mRNA wurde aus dem Zelllysat mittels colorimetrischem mRNA-Quantifizierungs-Assay
gemessen. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte * SD eines reprasentativen Ergebnisses mit 6

Einzelmesspunkten; *p<0,05 versus Kontrolle, **p<0,001 versus Kontrolle.
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3.5.7.  Wirkung von NS-398 auf die 6-keto-PGF-,-Freisetzung

Um zu untersuchen, ob rhAPC Uber die Steigerung der COX-2-Expression die 6-keto-PGF-1,-
Freisetzung steigert, wurde ein selektiver COX-2-Inhibitor (NS-398) eingesetzt.

Endothelzellen wurden fir 8 Stunden mit NS-398 (1uM) und rhAPC (10ug/ml) inkubiert. Der
COX-2-Inhibitor wurde dabei 30 Minuten vor rhAPC zu den Zellen gegeben. Der

6-keto-PGF-1,-Gehalt im Zelluberstand wurde mittels Elisa gemessen.

Der durch rhAPC-induzierte signifikante Anstieg von 6-keto-PGF-1, (Kontrolle = 67,6 +
12,1 pg/ml; rhAPC = 99,0 + 11,0 pg/ml; p<0,05) konnte durch gleichzeitige Inkubation mit
NS-398 signifikant gehemmt werden (rhAPC = 99,0 + 11,0 pg/ml; rhAPC + NS-398 = 61,5+
21,8 pg/ml; *p<0,05).
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Abbildung 3-18: Wirkung von NS-398 auf die 6-keto-PGF-y,-Freisetzung.

NS-398 hemmt signifikant die durch rhAPC-induzierte Steigerung der 6-keto-PGF-;,-Konzentration. Die

Abbildung zeigt die prozentuale Veranderung gegeniber der Kontrolle.
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3.5.8. Wirkung von Prostaglandin H, auf die 6-keto-PGF-1,-Freisetzung

In folgenden Experimenten wurde der Effekt von Prostaglandin H, (PGH>), dem Substrat der
Prostaglandin-1,-Synthase (PGIS), auf die 6-keto-PGF-1,-Freisetzung untersucht. Damit sollte
der Einfluss von rhAPC auf die PGIS untersucht werden. PGIS wandelt Prostaglandin H; in
Prostacyclin (PGI,) um.

Zu diesem Zweck wurden Endothelzellen mit PGH, und rhAPC flr 8 Stunden inkubiert.
PGH; wurde 30 Minuten vor rhAPC den Endothelzellen zugefiigt. Nach Ablauf der
8-stiindigen Inkubationszeit konnte mit Hilfe eines Elisas die 6-keto-PGF-1,-Konzentration im

Zelluberstand gemessen werden.
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Abbildung 3-19: Wirkung von PGH, auf die 6-keto-PGF-,-Freisetzung.

Endothelzellen wurden fir 8 Stunden mit PGH, (20uM) bzw. rhAPC (10pg/ml) +
PGH, (20uM) inkubiert. Aus dem Zelliiberstand wurde mittels Elisa die 6-keto-PGF-,-
Konzentration gemessen. Es sind die Mittelwerte £ SD eines reprasentativen Ergebnisses

von insgesamt zwei Experimenten mit jeweils 6 Einzelmesspunkten dargestellt; *p<0,001.
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Endothelzellen, die mit PGH, behandelt waren, setzten signifikant mehr 6-keto-PGF-y, frei
als die unbehandelten Kontrollen (Kontrolle = 67,6 = 12,1 pg/ml; PGH, = 19934 +
8282 pg/ml; *p<0,001). Durch die Behandlung von PGH, und rhAPC konnte kein weiterer
Anstieg der 6-keto-PGF-1,-Freisetzung gegeniiber der Behandlung mit PGH, festgestellt
werden (PGH; = 19934 * 8282 pg/ml; rhAPC + PGH, = 16940 + 10210 pg/ml; n.s.). Ein

stimulierender Einfluss von rhAPC auf die PGIS konnte somit ausgeschlossen werden.
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Kapitel 4: Diskussion

4.1. Anmerkungen zur Zellvitalitat

Die Vitalitat der Endothelzellen wurde am Ende der Experimente mittels mikroskopischer
Untersuchung und mittels Trypanblaufarbung bestimmt. Die Vitalitat betrug > 90%, wodurch
gezeigt werden konnte, dass die durchgefuhrten Experimente an einem intakten Zellverband

stattfanden.

4.2 Affymetrix® GeneChip Array

Der Affymetrix® GeneChip Array ermdglichte umfassend die Untersuchung der
endothelialen Genexpressionen in Gegenwart und Abwesenheit von rhAPC. Dieses
Screening-Verfahren ist eine semiquantitative Mdglichkeit, die Genexpression von ca. 38500
Genen gleichzeitig zu erfassen. Diese Methode der umfangreichen Charakterisierung der
Genexpression kann aber als Aussage fir eine signifikante Steigerung oder Hemmung der
Genexpression nicht allein herangezogen werden. Der Array kann lediglich als Screening-
Untersuchung fir markante Genprodukte verwendet werden, zu denen im Kontext dieser
Arbeit vor allen Chemokine, Wachstumsfaktoren, Zytokine und zytokinverwandte Proteine
und deren Rezeptoren zéhlten. Mittels dieser Untersuchung kann jedoch keine Aussage
darliber getroffen werden, ob im Falle der identifizierten Gene die Gentranskription selbst
oder aber posttranskriptionelle Mechanismen durch rhAPC beeinflusst werden, da die
Methode des Gen-Arrays nur die ,,steady-state-Konzentration* der mRNA erfasst. Diese wird
beeinflusst zum einen von der Syntheserate und zum anderen von der Synthese-Stabilitat und
der Abbaurate der mRNA. Die mittels des Genarrays gewonnenen Resultate wurden daher in
den nachfolgend beschriebenen Ergebnissen zusétzlich mittels quantitativer Methoden wie
ELISA und colorimetrischen mRNA-Quantifizierungs-Assays und mittels semiquantitativer

Untersuchungen wie reverse-transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion und Western-Blot
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bestétigt. Daruberhinaus wurden die beteiligten Mechanismen, d.h. Rezeptoren und

Transkriptionsfaktoren, naher untersucht.

Tabelle 3-1 zeigt eine Auswahl dieser Genprodukte, auf deren mRNA-Expression die
Behandlung mit rhAPC einen messbaren Einfluss ausubte. Aus diesem Pool interessanter
Genprodukte wurden das Chemokin Fractalkine, der Wachstumsfaktor Transforming Growth
Factor-R2 und das Enzym Cyclooxygenase-2 zur naheren Untersuchung und Bestétigung

ausgewabhlt.

Der Affymetrix-Array als Screening-Untersuchung wurde bereits friher zur Untersuchung
von APC-Wirkmechanismen eingesetzt. (Joyce DE et al. 2001; Riewald M et al. 2005). Im
Vergleich zu unseren Untersuchungen werden sowohl vergleichbare als auch gegensétzliche
Ergebnisse von diesen Autoren beschieben. Joyce et al. (2001) berichteten (ber eine
Hemmung der Expression von E-Selektin, VCAM-1, ICAM-1 und Fractalkine. Wir hingegen
beobachteten einen Anstieg der Expression von E-Selektin, VCAM-1, ICAM-1 und
Fractalkine. Riewald et al. 2005 zeigten in einer kleinen Auswahl ihrer Affymetrix-Daten
Gemeinsamkeiten zu unseren Resultaten: In dieser Publikation wird die teilweise
gleichsinnige Genregulation von APC und Thrombin auf diverse Gene, wie z.B. COX-2, die
wir ebenso feststellen konnten, dargestellt. Die Unterschiede zwischen friiher veroffentlichten
Ergebnissen und unseren Daten konnte durch zahlreiche Faktoren (unterschiedliche
Inkubationszeiten und Konzentrationen, Zusétzliche Gabe von TNF-a zu den rhAPC-

behandelten Endothelzellen, etc.) zustande gekommen sein.
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4.3. Fractalkine

Unsere Ergebnisse zeigen, dass rhAPC die endotheliale Fractalkine-mRNA-Expression und
die Freisetzung des Fractalkine-Proteins zeit-und dosisabhédngig steigert. Ein deutlicher Effekt
wurde jedoch nur bei suprapharmakologischen Dosierungen (> 5ug/ml) beobachtet, wie auch
im Affymetrix GeneChip Expressions Array (Abschnitt 3.2.). Physiologische (50ng/ml) APC-
Konzentrationen zeigten keinen Effekt. Bereits im Affymetrix-Genarray war eine verstarkte
Genexpression von Fractalkine unter dem Einfluss von rhAPC nachgewiesen worden. Diese
Genarray-Befunde standen im Einklang zu den anschlielend durchgefuhrten Messungen von

I16slichem Fractalkine im Zelliberstand von Endothelzellen.

Diese in-vitro Ergebnisse zeigen einen weiteren Wirkmechanismus von rhAPC, der
maoglicherweise in vivo medeutsam sein konnte fur die Regulation der Chemotaxis und
Adhasion im Rahmen einer schweren Sepsis. Fractalkine bewirkt die Migration natdrlicher
Killerzellen (NK) und cytotoxischer T-Lymphozyten sowie die Produktion von Interferon-y
(Umehara et al. 2004). Die positive Wirkung von Fractalkine wurde auch in erkranktem
periodontalem Gewebe mittels rt-PCR festgestellt. Eine erhéhte Freisetzung des Chemokins
Fractalkine aus Endothelzellen wurde durch uns beobachtet. Eine zusatzliche Infiltration an
natlrlichen Killerzellen (NK) in das Gewebe lasst vermuten, dass Fractalkine die Migration
von verschiedenen inflammatorischen Zellen, einschliesslich T-Helfer-Zellen 1 (Thl), NK-

Zellen und Makrophagen, kontrolliert (Hosokawa Y et al. 2005).

In zahlreichen Publikationen wird eine Steigerung der Fractalkine-Expression durch
inflammatorische Stimuli beschrieben (Bazan JF et al. 1997; Imsaizumi T et al. 2000; Garcia
GE et al. 2000; Fraticelli P et al. 2001; Beck GCh et al. 2003; Hosokawa Y et al. 2005). Die
gesteigerte  Fractalkine-Expression  durch  proinflammatorische ~ Stimuli ~ wird in
Zusammenhang mit der Aktivierung von natlrlichen Killerzellen, Makrophagen und
T-Helfer-Zellen gesehen. Es kann vermutet werden, das rhAPC durch Steigerung der
Fraktalkine-Freisetzung aus Endothelzellen die Chemotaxis auf weille Blutzellen und damit

die lokale Abwehr steigert und dadurch die Immunantwort positiv beeinfluf3t.

Es konnte zusétzlich gezeigt werden, dass die Steigerung der Fractalkine-Freisetzung
spezifisch fur die Behandlung mit rhAPC ist. Der Einsatz von Protein C bewirkte keine

signifikante Steigerung der Fractalkine-Freisetzung aus Endothelzellen. Nach 30 Stunden
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Inkubationszeit konnte nur bei den rhAPC-behandelten Zellen eine signifikante Fractalkine-
Freisetzung dokumentiert werden. Die Ursache dafur liegt moglicherweise bei dem EPCR,
der zwar APC und auch Protein C binden, aber nur APC und nicht Protein C in den Zellkern
transportieren kann. Dadurch werden verschiedene Gene durch rhAPC hoch- oder

runterreguliert, aber Protein C kann keinen Einfluss auf die Genexpression ausuben.

Unsere Untersuchungen zu den beteiligten Rezeptoren zeigen, dass APC die Steigerung von
Fractalkine Uiber den PAR-1-Rezeptor bewirkt. PAR-1 wurde als Co-Rezeptor fiir den EPCR
in der Literatur beschrieben. Uber EPCR und PAR-1 wirkt APC antiinflammatorisch
(Riewald M et al. 2002), antiapoptotisch (Mosnier LO et al. 2003) und neuroprotektiv (Cheng
T et al. 2003; Guo H et al. 2004). Riewald et al. (2002) berichten tber eine Co-Aktivierung
des PAR-1 Uiber den APC-EPCR-Komplex. Dies konnte in eigenen friiheren Untersuchungen
bestatigt werden (Brickmann et al. 2005). Die Stimulierung des Rezeptors mit einem
Agonisten konnte bei einer Konzentration von 100uM eine signifikante Steigerung der
Fractalkine-Freisetzung hervorrufen. Ebenso zeigte die Hemmung des Rezeptors mit einem
Antagonisten eine signifikante Inhibition der rhAPC-induzierten Fractalkine-Freisetzung.
Daher kann von einer Beteiligung des PAR-1-Rezeptors bei der rhAPC-induzierten

Steigerung der Fractalkine-Freisetzung ausgegangen werden.

Der positive Effekt, den APC tber den PAR-1 ausuibt wurde bereits an einem Mausmodell
untersucht: in diesem Modell wurde bei Mausen eine cerebrale Ischdmie induziert. Durch
gleichzeitige rhAPC-Behandlung konnte ein protektiver Effekt erzielt werden. Mduse, die
hingegen unter Einfluss eines PAR-1-Antagonisten standen oder bei denen das PAR-1-Gen
ausgeschaltet (sog. Knock-out-Méuse) wurde, zeigten diesen Effekt nicht (Cheng T et al.
2003; Guo H et al. 2004).

Es ist noch nicht genau bekannt, warum sowohl die antiinflammatorischen Effekte des APC
als auch proinflammatorische Wirkungen von Thrombin Uber denselben Rezeptor PAR-1
laufen. Es wird vermutet, dass unterschiedliche Konzentrationen von APC bzw. von
Thrombin und eine eventuelle Beteiligung von Sphingosin-Kinase-1 und S1P1 die Ursache
fir  unterschiedliche Effekte des PAR-1 verantwortlich sind. Eine hohe
Thrombinkonzentration zum Beispiel wird als Ausloser der Endothelzellzerstorung gesehen.
Hingegen scheinen eine niedrige Thrombinkonzentration oder APC in Verbindung mit dem
S1P1-Weg dem Schutz der Endothelzellbarriere zu dienen (Freistritzer C et al. 2005). Noch
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nicht bekannte intrazellulare Wege, die vom PAR-1-Rezeptor ausgehen, kdnnten fir die
unterschiedlich starke Fractalkine-Freisetzung durch APC und Thrombin verantwortlich sein.
So konnte eine niedrige Fractalkine-Freisetzung durch rhAPC zu einer lokalen Immunantwort
fuhren, aber keine systemische Inflammation verursachen, wobei die durch Thrombin-
induzierte gesteigerte Ubermé&Rige Fractalkine-Freisetzung zur Aktivierung von Leukozyten,
systemischer Inflammation und Gefalischadigung fuhren kann. Die vielfach gewonnene
Erkenntnis, dass Thrombin einen groReren Effekt als APC erzielt (Parry MA et al. 1996;
Kuliopulos A et al. 1999; Altrogge LM et al. 2000; Mosnier LO et al. 2004; Ludeman MJ et
al. 2005), konnte durch unsere Versuche bestatigt werden. Vermutlich geschieht dieses durch
die Aktivierung weiterer Protease-aktivierbarer-Rezeptoren durch Thrombin (z.B. PAR-3/-4).
Eine Aktivierung des PAR-2 durch APC konnte in eigenen Studien Uber die COX-2 (Daten
nicht gezeigt) und zu Fractalkine (Daten nicht gezeigt) nicht erzeugt werden. Auch die APC-
induzierte Fractalkine-Freisetzung wurde durch Einsatz eines PAR-2-Antagonisten nicht
signifikant gehemmt. Damit ist die Aussage, dass APC (ber eine alleinige Aktivierung von
PAR-1 protektive Wirkungen entfaltet, bestétigt (Riewald M et al. 2002).

Im Gegesatz zu unseren Ergebnissen berichteten Joyce et al. (2001) iber eine Hemmung der
Fractalkine-Expression durch rhAPC-Behandlung bei HUVEC. Zudem wurden die Gene von
ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin in ihrer Expression gehemmt, wohingegen wir
Steigerungen dieser Gene im Affymetrix-Array beobachteten. Im Unterschied zu unseren
Versuchsanséatzen wurden jedoch die Endothelzellen bei Joyce et al. (2001) zusétzlich mit
TNF-o flr 7 Stunden inkubiert. In der Publikation von Ludeman et al. (2005) wird in
Ubereinstimmung zu unseren Resultaten eine gesteigerte Gen-Expression des Chemokins
Fractalkine durch APC-Behandlung von HUVEC beschrieben.

Unsere Ergebnisse kdnnen zu einem besseren Verstandis der APC-Wirkungsweise in vivo
beitragen. Bisher konnte in klinischen Studien nur der antithrombotische Effekt gemessen
werden. Die antiinflammatorische Wirkung, die vielfach in vitro gemessen werden konnte,
wurde in vivo noch nicht nachgewiesen. Dieser Unterschied von in vitro- und in vivo-
Ergebnissen resultiert vermutlich aus den unterschiedlich eingesetzten Konzentrationen von

rhAPC. In den in vitro Versuchsreihen konnte nur mit suprapharmakologischen Dosierungen
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ein antiinflammatorischer Effekt erzielt werden. In klinischen Studien wurde hingegen mit
einer Konzentration von 24ug/kg/h gearbeitet, welches einem rhAPC-Blutspiegel von im
Median 45ng/ml entspricht. Eine hohere Dosierung des rhAPC bei Patienten ist aufgrund der
antithrombotischen Wirkung und moglicher Blutungskomplikationen nicht moglich. Obwohl
die Ubertragbarkeit von Resultaten der in vitro-Studien nicht ohne weiteres auf klinische
Studien mdéglich ist, so sind Zellkulturuntersuchungen dennoch unerlésslich, um erste

Hinweise auf die molekularen Wirkmechanismen einer Substanz zu bekommen.
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4.4. Transforming Growth Factor-32

Die in Abschnitt 3.4. dargestellten Ergebnisse stellen einen eventuell weiteren
Wirkmechanismus von rhAPC in der schweren Sepsis dar. Es konnte gezeigt werden, dass
rhAPC in physiologischen bis suprapharmakologischen Dosierungen (50ng/ml — 50ug/ml)
eine vermehrte Expression des TGF-32-Gens und zu einer gesteigerten Freisetzung des TGF-
R-2-Proteins gegeniiber unbehandelten Kontrollen fihrt. Damit ist die Aussage des
Affymetrix-Genarrays sowohl auf mRNA-Ebene als auch Protein-Ebene bestatigt worden.
Bei den Ergebnissen aus den Immunoassays ist allerdings zu beriicksichtigen, dass nur ab
einer Konzentration von 5ug/ml rhAPC und einer Inkubationszeit von 9 Stunden eine
signifikante Steigerung der TGF-[32-Freisetzung protokolliert werden konnte. Eine kirzere
Inkubationszeit oder/und niedrige rhAPC-Konzentrationen flhrten zu keinem signifikanten
Ergebnis. Die Ergebnisse sind aufgrund der Sensitivitat des TGF-R-Immunoassays vorsichtig
zu betrachten. Moglicherweise war die Sensitivitat des Immunoassays nicht grol3 genug, um
Unterschiede in der TGF-R-Konzentration nach Stimulation mit niedrigen rhAPC-

Dosierungen (<5ug/ml) zu detektieren.

Riewald et al. (2005) zeigen in ihrem Genarray-Profil eine gesteigerte TGF-R-Expression von
Endothelzellen, die mit TNF-a oder Thrombin behandelt wurden. Eigene Untersuchungen der
TGF-32-mRNA-Expression bei Endothelzellen unter dem Einfluss von Thrombin zeigten den
gleichen Effekt. Erstmals konnte hier gezeigt werden, dass APC &hnlich wie Thrombin die
TGF-R-Expression steigert. Eine gesteigerte TGF-32-mRNA-Konzentration durch APC-Gabe
ist in friiheren Genarray-Untersuchungen (Riewald M et al. 2005) bisher nicht dokumentiert

worden.

Dem TGF-32 werden einige antiinflammatorische Effekte zugesprochen, die eventuell durch
APC stimuliert werden (Robak T 1995, Graham MF et al. 1990; Dignass AU et al. 1993;
Flisiak R et al. 2000). TGF-R2 wird eine Bedeutung in Zusammenhang mit der Regeneration
erkrankter Gewebe und Organe, der Remodellierung von Knochen, aber auch bei Neoplasien
und Fibrosen im Zuge chronischer inflammatorischer Erkrankungen zugeschrieben. Zudem
verhindert TGF-32 eine berschielRende proinflammatorische Wirkung durch Hemmung der
Leukozytenadhdsion und —transmigration durch das Endothel. Dieser Effekt entsteht unter

anderem durch die Reduzierung der IL-8-Synthese und der E-Selektin-Expression
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(Pintavorn P et al. 1997). In einem Mausmodell Gber Multiple Sclerose verhindert die
TGF-32-Gabe die T-Lymphozyten-Akkumulation (Santambrogio L et al. 1993). In eigenen
friheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass durch APC die Freisetzung des Platelet-
derived-growth-factor-BB (PDGF-BB), ein wichtiger antiinflammatorischer Faktor, gesteigert
wird. Es ist bekannt, dass auch TGF-32 die Expression dieses Wachstumsfaktors im Endothel

steigert.

In Abschnitt 1.2.4. wurde bereits auf die antiapoptotische Wirkung von APC eingegangen In
einer Publikation von Lu et al. (2004) wird eine NF-kB abh&ngige antiapoptotische Wirkung
von TGF-32 beschrieben. In Prostatakrebszellen ist der TGF-R2-NF-xB-Weg fir die Vitalitat
des Tumors wichtig. Es ist daher zu vermuten, dass APC mdglicherweise ber die Induktion

des TGF-R-Wegs antiapoptotisch wirksam ist.

Wie zuvor bereits angesprochen (siehe Abschnitt 4.3.), ist die Ubertragbarkeit von Resultaten
von in vitro-Untersuchugen auf in vivo-Bedingungen hdufig schwierig.
Auch im Falle von TGF-R2 sollte die klinische Bedeutung der hier beschriebenen und

diskutierten eigenen Resultate kritisch betrachtet werden.
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4.5, Cyclooxygenase-2

Im Abschnitt 3.5. konnte gezeigt werden, dass rhAPC die COX-2-mRNA-Expression sowie
die Expression von COX-2-Protein in humanen Endothelzellen (HUVEC) dosis- und
zeitabhdngig steigert. Die Wirkung von APC in vitro war wiederum nur in
suprapharmakologischer Konzentration (5ug/ml) zu beobachten. Dies entspricht den
bisherigen Ergebnissen von APC in Zusammenhang mit vielen anderen durch APC
modulierten Genprodukten, wie z.B. auch Fractalkine und TGF-32. Die erhohte COX-2-
MRNA-Konzentration unter rhAPC-Einfluss konnte auch durch die Stabilisierung und
Akkumulation von COX-2-mRNA zustande gekommen sein. Bereits friihere Untersuchungen
konnten zeigen, dass APC einen Einfluss auf die mRNA-Stabilitdt von Zytokinen und
Chemokinen hat (Brueckmann et al. 2003). Eine Kontamination der rhAPC-Préparation mit
Thrombin  konnte ausgeschlossen werden, wie Versuche mit dem direkten
Thrombinantagonisten Lepirudin zeigten. Die Ergebnisse aus dem Affymetrix Genarray

wurden damit mit weiteren Methoden zum mRNA- und Proteinnachweis bestatigt.

Der erhohte endotheliale COX-2-Proteingehalt bedingte zudem eine verstarkte Freisetzung
von Prostacyclin (PGI;) bzw. seinem stabilen Hydrolyseprodukt 6-keto-PGF;,. Unser Modell
beinhaltet menschliche Endothelzellen, die iber COX-2 vor allem fiir die Produktion von
Prostazyklin  verantwortlich  sind.  Prostazyklin ~ werden  zytoprotektive  und
antiinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben (Abbildung 4-1). In vivo werden
allerdings komplexe Verhaltnisse vorgefunden, so dass ein systemisch positiver Einfluss von
APC auf COX-2 im Rahmen des Sepsisgeschehens durch unsere Versuche nicht bewiesen ist.

Weitere in vivo-Studien werden benétigt, um diese Fragestellung zu kléren.

Die Steigerung von PGI, durch APC konnte eine wichtige Rolle bei der Therapie der
Mikrozirkulationsstérung und des Organversagens im Rahmen der schweren Sepsis spielen.
So weisen bereits friiher durchgefuhrte Versuche an Tieren auf eine zytoprotektive Wirkung
von PGI, im Bezug auf die Funktion von Lunge, Leber und Niere hin (Scheeren T et al. 1997;
Harbrecht BG et al. 1994). Unklar ist jedoch, ob diese Zytoprotektion auf einer verbesserten
Organperfusion infolge Vasodilatation beruht oder auf eine regionale Reduktion von TNF-a

und/oder Sauerstoffradikalen durch Prostazyklin zuriickzufiihren ist (Scheeren T et al. 1997).
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Die im Sepsisgeschehen moglichen positiven Effekte von Prostacyclin und der Einfluss von

APC auf den Prostacyclin-Spiegel sind in der Abbildung 4-1 zusammengefasst.

/\ rhAPC
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Abbildung 4-1: Wirkung von APC auf die Expression von COX-2 und die Freisetzung von PGl,
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Protein C konnte in dquimolarer Konzentration in Bezug auf die COX-2-mRNA-Expression
und 6-keto-PGF,,-Freisetzung bei HUVEC keine signifikanten Effekte hervorrufen.

Offensichtlich kann Protein C &hnlich wie APC zwar an den endothelialen Protein C-Rezeptor
binden, Protein C wird jedoch im Gegesatz zu APC nicht in den Zellkern transportiert und hat
demzufolge keine Effekte auf die Gentranskription in HUVEC.

In unseren Untersuchungen wurde zudem festgestellt, dass rhAPC eine alleinige Wirkung auf
die Expression von COX-2, und nicht auch auf die konstitutive COX-1, hat. In der
Publikation von Houliston et al. (2002) wurde die Wirkung von Thrombin auf die Expression
von COX-1 und-2 beschrieben. Auch hier konnte eine gesteigerte COX-2-Expression, jedoch
kein Einfluss auf die COX-1-Expression unter Thrombinbehandlung festgestellt werden. Eine
frihere Publikation berichtet, dass die COX-1-Expression in der Aorta von Ratten und
Leukozyten aus dem peripheren Blut durch eine Injektion mit LPS nicht gesteigert wird, daftr
aber eine COX-2-Expression in erhohtem Umfang stattfindet (Futaki N et al. 1997). Auch bei
Untersuchungen an Méusen mit L&sionen der Magenschleimhaut wurde eine Akkumulation
von COX-2-, jedoch nicht von COX-1-mRNA unter inflammatorischen Bedingungen
beobachtet (Mizuno H et al. 1997).

In eigenen Untersuchungen zeigte es sich, dass nicht nur Thrombin, sondern auch rhAPC eine
gesteigerte COX-2-Expression bewirkt, wenngleich der beobachtete Effekt schwécher ausfiel
als nach Behandlung mit Thrombin. Dieses ist wahrscheinlich wie schon in Abschnitt 4.3.
beschrieben, auf die Mdglichkeit des Thrombins zurtickzufiihren, sowohl tUber den PAR-1-
Rezeptor als auch Uber andere Rezeptoren die Genexpression verschiedener Gene zu
aktivieren. Die alleinige Wirkung von rhAPC (ber den EPCR-PAR-1-Komplex konnte in
eigenen weiteren Untersuchungen unter Einsatz spezifischer Agonisten und Antagonisten
gegen den EPCR und PAR-1 festgestellt werden. Untersuchungen zu einer moglichen
Beteiligung des PAR-2 ergab, dass rhAPC keine COX-2-Expression Uber diesen Rezeptor
aktiviert (Brueckmann et al. 2005).

Die Behandlung der Endothelzellen mit dem selektiven COX-2-Antagonisten, NS-398,
bewirkt eine signifikante Hemmung der rhAPC-induzierten 6-keto-PGF;,-Freisetzung. Diese
Daten belegen, dass die gesteigerte PGF,,-Freisetzung durch rhAPC (ber COX-2, nicht aber
uber COX-1, vermittelt ist.
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Neben der Wirkung von rhAPC auf die COX-2 wurde eine eventuelle Beeinflussung der
Prostaglandin-I,-Synthase durch rhAPC-Behandlung untersucht. Die Behandlung mit PGH,
flhrte zu einem signifikanten Anstieg der 6-keto-PGFy,-Freisetzung aus HUVEC. Die PGl,-
Synthase hatte durch das exogen zugefuhrte PGH, mehr Ausgangsmaterial zur Umsetzung zu
PGIl,. Die Behandlung der Endothelzellen mit PGH, und rhAPC konnte keinen steigernden
Effekt gegentber der alleinigen Behandlung mit PGH, zeigen, wodurch eine Beteiligung der
PGIS am Zustandekommen der durch APC gesteigerten PGI,-Synthese ausgeschossen

werden konnte.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Induktion der Cyclooxygenase-2 sehr
wahrscheinlich eine pathophysiologisch wichtige Antwort von Endothelzellen auf die
Behandlung mit rhAPC darstellt. Die hiermit verbundene gesteigerte Freisetzung von
Prostazyclin reprasentiert mdoglicherweise einen wichtigen Mechanismus, tber den die
protektive Wirkung von APC in Bezug auf die Mikrozirkulation in vivo, also z.B. in der

schweren Sepsis, zustande kommt
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Kapitel 5: Zusammenfassung

Aktiviertes Protein C hat neben seinen antikoagulativen, profibrinolytischen,
antiinflammatorischen und antiapoptotischen Eigenschaften noch zusatzlich Wirkungen, die
insbesondere im Rahmen der Sepsistherapie von wichtiger Bedeutung sein kdnnen. APC
nimmt damit einen wichtigen Platz im Wechselspiel zwischen Entziindung und Gerinnung
ein. Studien an Patienten mit schwerer Sepsis haben gezeigt, dass die Behandlung mit rhAPC
die Mortalitat senkt. Diese ginstige Wirkung von APC kommt unter anderem durch eine
Modulation der Genexpression von verschiedenen Mediatoren in einer Vielzahl von
Zellsystemen zustande. Die direkte antiinflammatorische Wirkung des APC wurde jedoch
bisher nur in vitro gefunden. Eine eindeutige antiinflammatorische Wirkung des APC in vivo
ist bis zu diesem Zeitpunkt nicht messbar gewesen. Umso mehr ist es von Interesse, die
einzelnen Wirkmechanismen, uber die APC seine protektive Wirkung in der Sepsis entfaltet,

naher zu charakterisieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden zundchst mittels Affymetrix®-Genarray maogliche
Angriffsorte von aktiviertem Protein C (APC) auf die endotheliale Genexpression aufgedeckt.
Hierbei ergaben sich einige funktionell wichtige Zytokine, Chemokine und Mediatoren des
Prostaglandinhaushalts die durch APC in ihrer Expressionsrate moduliert wurden. Hierzu
gehorten das Chemokin Fractalkine, der Wachstumsfaktor und Immunmodulator
Transforming Growth factor-82 und die im Prostanoidstoffwechsel bedeutsame

Cyclooxygenase-2 (COX-2).

Nach ersten Screening-Experimenten wurden Bestatigungsexperimente auf messenger-RNA-
Ebene und Proteinebene durchgefiihrt, beteiligte Rezeptoren und intrazellulare Mechanismen
néher untersucht, und es wurde in der Diskussion der Arbeit auf die mdgliche funktionelle

Relevanz der beobachteten Verénderungen eingegangen.

Fir das Chemokin Fractalkine konnte in Ubereinstimmung mit den Resultaten aus dem
Affymetrix®-Genarray eine zeit- und konzentrationsabhéngige Steigerung der endothelialen
MRNA und des Proteins unter dem Einflu} von APC gezeigt werden. Es wurde festgestellt,
dass nur das aktivierte Protein C eine Wirkung auf die Fractalkine-Synthese und -Freisetzung
ausubt. Der Einsatz des Zymogens Protein C bewirkte keine Verdnderungen auf die

Fractalkine-Freisetzung. Es konnte ermittelt werden, dass APC seine Wirkung auf die
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vermehrte Fractalkine-Expression auslbt, indem der Protease-aktivierbare Rezeptor-1

aktiviert wird. Eine Beteiligung des PAR-2 konnte ausgeschlossen werden.

Im Weiteren wurde die Wirkung von APC auf den Wachstumsfaktor und Immunmodulator
TGF-32 mit Hilfe von rtPCR und Immunoassay genauer betrachtet. APC bewirkte eine
Steigerung der mRNA und auch der Proteinfreisetzung von TGF-$2 aus humanen

Endothelzellen.

In folgenden in vitro-Versuchen an humanen Endothelzellen (HUVEC) wurden Mediatoren
des Prostaglandinhaushalts untersucht: RhAPC bewirkte eine Steigerung der endothelialen
Expression von COX-2-mRNA und COX-2-Protein. Der erhéhte endotheliale COX-2-
Proteingehalt bedingte eine verstarkte Freisetzung des Syntheseprodukts Prostazyclin. Die
Expression der konstitutiven COX-1 und der Prostaglandin-1,-Synthase (PGIS) wurde durch
APC nicht beeinflusst. Das nicht aktivierte Protein C hatte keinen Effekt auf die COX-2-
Expression. Durch blockierende Antikorper gegen den PAR-1 (Protease-aktivierbarer
Rezeptor-1) konnte ermittelt werden, dass APC sehr wahrscheinlich die COX-2-Expression in
HUVEC durch Signaltransduktion tiber den PAR-1-Rezeptor moduliert. Wie bereits zuvor
gezeigt, liegt die funktionelle Bedeutung einer gesteigerten COX-2-Expression und
Prostazyclin-Synthese in der Verbesserung der Mirkrozirkulation, der Reduktion der
Kapillarpermeabilitét, einer zytoprotektiven und plattchenaggregations-hemmenden Wirkung
sowie der Reduktion der Zytokinfreisetzung aus aktivierten Monozyten.

Die klinische Bedeutung der hier beschriebenen und diskutierten Wirkmechanismen von APC

sollte kritisch betrachtet werden, da meist supratherapeutische Dosierungen von rhAPC
eingesetzt wurden. Dennoch sind derartige Zellkulturuntersuchungen wichtig, um
orientierende Hinweise auf die molekularen Wirkmechanismen einer pharmakologisch
wirksamen Substanz zu bekommen. Weitere in vivo Untersuchungen mussen klaren, ob die
hier vorgeschlagenen Mechanismen auch in vivo von Bedeutung sind und fir die glnstigen
Wirkungen von rhAPC auf das Uberleben von Patienten mit schwerer Sepsis verantwortlich

gemacht werden kénnen.
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Kapitel 6: Summary

In addition to its anticoagulant, profibrinolyic, anti-inflammatory and antiapoptotic properties
activated protein C exerts activities, which can be of importance in the therapy of sepsis.
Therefore APC has an important role in severe sepsis, which is characterized by an imbalance
in hemostasis resulting in widespread coagulopathy and microvascular thrombosis. Treatment
with rhAPC in patients with severe sepsis resulted in a reduction in mortality. This effect of
APC is realized by a modulation of gene-expression of different mediators in a multitude of
cells. From in vitro examinatons it has been suggested that APC exhibits anti-inflammatory
properties whereas in clinical trials systemic anti-inflammatory effects are still missing. Due
to that there is an interest and need to define the properties of APC in detail, which contribute

to its protective activity in sepsis.

Whithin this doctoral thesis the effects of APC were screened by using Affymetrix
microarrays. By the use of these microarrays it was possible to demonstrate, that APC
modulates the expression rate of some important functional cytokines, chemokines and

mediators of prostaglandin-synthesis.

Important examples modulated by APC in their gene expression rate were the chemokine
fractalkine, the growth factor and immune modulator transforming growth factor-R2 and the

cyclooxygenase-2 (COX-2), which is an important enzyme for prostaglandin-synthesis.

After screening-experiments with microarrays had been performed, positive results were
verified on mRNA- and protein-levels. In addition to that receptors and intracellular
mechanisms possibly involved were examined and their functional relevance was discussed

whithin the discussion section of this doctoral thesis.

In accordance with gene-array results APC stimulated fractalkine-messenger RNA-gene
transcription and release of fractalkine protein in a time- and dose-dependent manner. It was
demonstrated that only activated protein C has an effect on the fractalkine synthesis. The
zymogen Protein C had no influence on the release of fractalkine protein. In endothelial cells,
most signalling responses of APC are mediated by the protease-activated receptor-1 (PAR-1).
Here it was possible to prove an involvement of PAR-1 for APC-induced fractalkine release.

A participation of a protease-activated receptor-2 (PAR-2) could be excluded.
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Furthermore the effect of APC on the growth factor and immune modulator TGF-32 was
detected by the methods of rtPCR and immunoassay. APC stimulated TGF-32-messenger

RNA-gene transcription and release of TGF-R2-protein from human endothelial cells.

In the following in vitro experiments performed with human endothelial cellc (HUVEC)
several mediators of the prostaglandin-synthesis were examined: An upregulatory effect of
rhAPC on mRNA-expression and on protein-synthesis of COX-2 was detectable. The
increased endothelial COX-2-level was responsible for an increased release of prostacyclin.
The expression of constitutive COX-1 as well as prostaglandin-I,-synthase (PGIS) were not
influenced by APC. Moreover protein C had no effect on COX-2-expression. It was
demonstrated that the ability of rhAPC to induce an upregulation of COX-2-expression was
mediated by PAR-1. This was shown by blocking PAR-1 with an anti-PAR-1-antibody. As
published before an increased COX-2-expression and consecutively the upregulation of
prostacyclin-synthesis improves the microcirculation, reduces capillar permeability, has a
cytoprotective effect, inhibits platelet aggregation and results in a reduction of cytokine-

release from monocytes.

The clinical relevance of the present results obtained at supra-therapeutic rhAPC
concentrations must be judged cautiously. Nevertheless these in vitro data may lead to a better
understanding of the multiple biological activities of rhAPC. Further in vivo examinations are
needed to clarify, wether in vitro observed effects are of importance under clinical conditions
and how these beneficial effects of rhAPC contribute to the survival of patients with severe

sepsis.
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