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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Transplantatvaskulopathie nach Herztransplantation

Im Terminalstadium der Herzinsuffizienz ist die Herztransplantation (HTx) heute ein
etabliertes Therapieverfahren (35). Nach dem Register der ,International Society of
Heart and Lung Transplantation“ (ISHLT) wurden weltweit von 1982 bis 2008 Uber
80.000 Herztransplantationen durchgefliihrt (55). Alleine in Deutschland wurden im
Jahr 2009 insgesamt 363 Herzen transplantiert. Weitere 773 Patienten sind im

selben Jahr neu fur eine Herztransplantation gelistet worden (31).

Durch Verbesserungen der immunsuppressiven und antiinfektiosen Therapie
konnten in den letzten Jahren die Hauptkomplikationen im ersten Jahr nach
Herztransplantation, Rejektion und Infektion (23, 120), deutlich reduziert und damit
die Uberlebensraten der Patienten verbessert werden. Laut ISHLT betragt die Ein-
Jahresuberlebensrate in erfahrenen Zentren zwischen 90-95%. In den folgenden

Jahren nimmt das Uberleben der Patienten dann jedoch drastisch ab.

Hierfur wird die sogenannte Transplantatvaskulopathie (TVP) verantwortlich gemacht
(35, 50, 110, 120). Sie ist nach dem Register der ISHLT im ersten Jahr nach
Herztransplantation bei 8% der Patienten, innerhalb der ersten 5 Jahre bei bereits
32% und nach 8 Jahren bei 43% der Patienten mittels Koronarangiographie
nachweisbar (110, 116; Abb. 1). Entsprechend betragt nach den offiziellen Angaben
der Deutschen Stiftung fur Organtransplantation (DSO) die Funf-Jahres-
Uberlebensrate nach HTx in Deutschland 66%, international 72,2% (30, 31).

Bei der TVP handelt es sich um eine diffus auftretende und haufig rasch
fortschreitende Sonderform der koronaren Herzkrankheit (KHK) des transplantierten
Herzens (59, 99, 100, 110). Im Unterschied zu den fokalen und exzentrischen
Stenosierungen der Koronarsklerose nicht transplantierter Herzen kommt es bei der
kardialen Transplantatvaskulopathie typischerweise zu konzentrischen Stenosen

uber die gesamte Lange der GefalRe. Von der gewdhnlichen Koronarsklerose sind in
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der Regel nur die groRen epikardialen GefalRe betroffen, wahrend bei der TVP alle

kardialen GefaRe Veranderungen aufweisen kénnen.

Das bedeutet, man findet entsprechende diffuse Lasionen sowohl in den
epikardialen, myokardialen, kapilldaren als auch in den ventsen Gefallen des
transplantierten Herzens. Die fur die gewohnliche KHK typischen kalzifizierenden
Lipidablagerungen findet man bei der TVP nicht. Die Veranderungen der
Transplantatvaskulopathie werden demgegenuber typischerweise durch Migration
und Proliferation von glatten Muskelzellen in der Intima hervorgerufen (50; Abb. 2).
Daruber hinaus werden fast immer entzindliche Reaktionen und eine intakte Elastica
interna in den Lasionen der TVP nachgewiesen. Ein Hauptunterschied zur KHK ist
jedoch, dass sich die Lasionen der TVP nicht Gber Jahre oder Jahrzehnte, sondern
innerhalb von Wochen bis Monaten entwickeln kénnen (11, 12, 50, 59, 99, 100, 110;
Tabelle 1).

Abbildung 1: Angiographischer Befund im Rahmen einer TVP

Abb.1: Kontrastmitteldarstellung der Koronararterien unter Durchleuchtung im
anterioposterioren Strahlengang im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung.
Die Pfeile markieren die diffuse Stenosierung im Verlauf der Koronararterien
(Uni GieRen).
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Abbildung 2: Stadien der TVP

Abb.2: Hamatoxylin-Eosin-Farbung eines histologischen Koronararterienpraparates
mit typischem Befund der verschiedenen histologischen Stadien einer TVP. Zum
Normalbefund (A) fallt eine progressive, konzentrische Intimaverdickung auf (B-C,

Pfeile), die in einem subtotalen Verschluss des GefalRlumens mindet (D, Pfeil) (50).

Tabelle 1: Unterschiede Transplantatvaskulopathie und Koronare

Herzerkrankung

Transplantatvaskulopathie |Koronare Herzerkrankung

. alle Gefall-Typen im . _ .
Beteiligte GefaRe epikardialen Arterien
Transplantat

Plaque Morphologie |diffus und konzentrisch fokal und exzentrisch
Inflammation ja kaum

Elastica interna intakt unterbrochen
Calciumablagerungen | nein ja

(nach Ramzy 2005, (100) )
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Atiologie und Pathogenese der Transplantatvaskulopathie sind trotz intensiver
Forschung auf diesem Gebiet nach wie vor unklar. Allgemein geht man heute davon
aus, dass das initiale Ereignis bei der TVP auf einer Aktivierung des Gefalkendothels
beruht, ausgeldst durch immunologische, inflammatorische, metabolische oder
mechanische Faktoren wahrend oder nach der Transplantation (23, 99, 110, 118). Im
weiteren Verlauf werden Blutmonozyten rekrutiert, die sich an das aktivierte
Gefallendothel anheften und anschlieRend in den subendothelialen Raum emigrieren
(23, 62, 100). Die typischen Lasionen der TVP entstehen schlieldlich durch das
Einwandern glatter Muskelzellen aus der Media der Gefal3e in deren Intima, wo sie

proliferieren und zu konzentrischen Verdickungen fuhren (50, 99, 100, 110).

Die Mechanismen, die der Proliferation der TVP zu Grunde liegen sind unklar,
ebenso deren ungewohnlich rascher Verlauf. Die Gefallveranderungen der
Transplantatvaskulopathie sind stets auf das Spenderorgan begrenzt (120), was die
Annahme einer immunologischen Genese der pathologischen Veranderungen
unterstutzt. Dazu passt auch, dass die Transplantatvaskulopathie nicht nur in den
Gefallen transplantierter Herzen, sondern auch in anderen transplantierten Organen

wie Niere, Pankreas und Lunge auftritt (100).

Verschiedene histopathologische Studien konnten interessanter Weise auch zeigen,
dass die Adhasion von Monozyten an das Transplantatendothel von
Fibrinablagerungen und der Bildung von Mikrothromben begleitet wird (50, 61). In
einer klinischen Studie wurde innerhalb des ersten Monats nach Herztransplantation
in 50% aller endomyokardialen Biopsien Fibrin nachgewiesen. Dies korrelierte mit
einem deutlich gesteigerten Risiko, im Verlauf eine Transplantatvaskulopathie zu
entwickeln (60). Die gleiche Studie konnte in endomyokardialen Biopsien von

Spenderherzen vor Transplantation kein Fibrin nachweisen.

Bis heute wird nach spezifischen Ansatzen zur Pravention und Therapie dieser
Erkrankung gesucht. Alleine die Vermeidung der klassischen Risikofaktoren der KHK
wie die arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie, Hyperglykdmie oder Rauchen gentgen

nicht, um das Entstehen oder die Progression der TVP aufzuhalten.
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Unter der Vielzahl klinischer und tierexperimenteller Studien, die nach einer
medikamentosen Therapie suchten, konnte nur fur wenige Substanzklassen eine
positive Beeinflussung beschrieben werden. HMG-CoA-Reduktasehemmer kdnnen
die Progression der TVP verlangsamen (52, 100, 118, 122). Mycophenolat Mofetil
und Signaltransduktionshemmmer wie Everolimus scheinen einen positiven Effekt
auf die konzentrischen Intimaverdickungen auszuiben (100, 110). Auch die
Vermeidung von CMV-Infektionen mit dem daraus resultierenden endothelialen
Schaden soll die Risiken der TVP reduzieren (100, 110, 115).

So lange Atiologie und Pathogenese der Transplantatvaskulopathie nicht vollstandig
verstanden wird, bleibt die Behandlung dieser, die Prognose herztransplantierter
Patienten bestimmender Erkrankung eine schwierige Aufgabe. Das diffuse
Befallmuster der betroffenen GefalRe und deren rasche Progression sind u. a.
Grinde daflir, dass die Ublichen interventionellen Therapien der KHK nur wenig
Erfolg bei der TVP zeigen (110,118).
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1.2 Tissue Factor

Tissue Factor ist ein glykosiliertes, 47 kD grol3es transmembrandses Protein, codiert
auf dem ersten Chromosom des menschlichen Genoms (37), das friher auch als
Gewebefaktor oder Gewebethromboplastin bezeichnet wurde (16, 17, 88, 103, 109).
Aufgrund seiner Tertiarstruktur wird es der Familie der Cytokinrezeptoren zugeordnet
(8, 9). Tissue Factor ist ein Polypeptid, das aus 295 Aminosauren aufgebaut ist.
Nach Abspaltung einer Signalsequenz besteht das reife Protein aus 263
Aminosauren, das in einer extrazellularen Domane mit 219 Aminosauren (86; Abb.
3), einer 23 Aminosauren langen membrandsen Domane, gefolgt von einer kurzen

zytoplasmatischen Domane mit 21 Aminosauren, organisiert ist (34).

Abbildung 3: Extrazellulare Doméne von Tissue Factor

Abb. 3: Die extrazellulare Domane von Tissue Factor besteht aus 2 Modulen mit
Fibronectin 1ll Struktur. Die 3 a-helikalen Segmente wurden mit a1-3, die B-
Faltblattstrukturen mit B1A - B16G bezeichnet. Modul 1 (N-terminales Modul)
beinhaltet die Segmente a1 bis B7G, Modul 2 (C-terminales Modul) die Segmente
B8A- B16G. Die Kontaktstellen fur F Vlla erstrecken sich vom C-terminalen Modul bis

hin zum N-terminalen Modul (86).
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Extrazellulare, transmembrandse und zytoplasmatische Domane von Tissue Factor

erfullen unterschiedliche Funktionen.

Die extrazellulare Domane von Tissue Factor dient als zellularer Rezeptor und
enzymatischer Kofaktor fir den Gerinnungsfaktor VII (F VII) (16, 17, 88, 103, 109,
113). Die Verbindung der extrazellularen Domane von Tissue Factor mit dem im Blut
zirkulierenden Gerinnungsfaktor VII ist das primare physiologische Ereignis, um die

Gerinnungskaskade bei Gefaldverletzungen in Gang zu setzen (45, 70, 71, 88).

Nach Verletzung einer Gefallwand kommt es zunachst zu einem vorlaufigen
Wundverschluss, indem sich im betroffenen Areal ein wandstandiger Platichenpropf
bildet (primare Hamostase). Eine sichere Abdichtung des verletzten Gefalles wird
dann in einem zweiten Schritt durch Aktivierung der plasmatischen Gerinnung
(sekundare Hamostase) eingeleitet. Dies geschieht durch die intravasale Exposition
von TF im betroffenen Areal. Zu den Faktoren, die an der plasmatischen Gerinnung
beteiligt sind, zahlen neben Enzymen (vor allem Proteinasen) auch Katalysatoren
wie z. B. Calcium-lonen oder Phospholipide sowie verschiedene Regulatorproteine.
Die beteiligten Enzyme zirkulieren als inaktive Vorstufen im Blut und werden nach
Aktivierung kaskadenartig Enzym um Enzym aktiviert (76, 109; Abb. 4). Am Ende
dieser Aktivierungskette entsteht Thrombin, das I6sliches Fibrinogen in Fibrin
umwandelt und zu einer irreversiblen Thrombozytenaggregation mit Stabilisierung
des Plattchenpropfs fuhrt (13).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Gerinnungskaskade

[xa] TF/Vila
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X Xa

5

Prothrombin Thrombin

+Va

i
Gemeinsamer Weg

Xllla

L

Abb. 4: Vereinfachte schematische Darstellung der durch Tissue Factor aktivierten
extrinsischen und intrinsischen Gerinnungskaskade mit deren gemeinsamer
Endstrecke. Pfeile geben die Richtung der katalysierten Reaktionen an. Die
Gerinnungsfaktoren Xlla und Xla werden fur die Umwandlung von Faktor IX in Faktor
IX a bendtigt. Gerinnungsfaktor Vllla wird als Co-Faktor fur die Katalyse von Faktor X
in Faktor Xa durch den Faktor 1Xa gebraucht. Ebenso wird Gerinnungsfaktor Va fur

die Katalyse von Fibrinogen in Fibrin bendtigt.

Der enzymatisch aktive TF/VIla-Komplex kann Uber die Gerinnungsfaktoren X und IX
sowohl den extrinsischen als auch den intrinsischen Gerinnungsweg aktivieren (70,
88). Beide Wege haben eine gemeinsame Endstrecke, die Uber Thrombin-Bildung
zur Fibrin-Generation und Thrombozytenaktivierung fuhrt (13, 33, 74). Der ebenfalls
uber Thrombin in Faktor Xllla umgewandelte Gerinnungsfaktor Xl fuhrt zur

Verknupfung der Fibrinpolymere und deren Ablagerung (26).

Die durch den TF/Vlla-Komplex ausgeldste Aktivierung der Gerinnungskaskade flhrt
aber nicht nur zur Fibrin-Bildung, sondern Uber die Thrombin-Generation auch zum
sogenannten vaskularen Remodeling (102), das durch die Abgabe von

Wachstumsfaktoren aus aktivierten Thrombozyten ausgeldst wird. Thrombin und FXa
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kénnen dartber hinaus noch die Proliferation von vaskularen glatten Muskelzellen

induzieren (43, 72) sowie Endothelzellen modifizieren (25).

Durch die Verankerung des TF/Vlla-Komplexes in negativ geladenen
Phospholipidmembranen wird dessen katalytische Aktivitat deutlich (ca. 1000fach)
gesteigert (7).

Verschiedene Studien weisen auRerdem darauf hin, dass Tissue Factor noch weitere
Funktionen aulerhalb des Hamostasesystems einnimmt (102). Man geht heute
davon aus, dass die zytoplasmatische Domane von Tissue Factor, ausgelost durch
intrazellulare Phosphorylierungsprozesse (28), eine Rolle bei Zellmigration,
Tumormetastasierung und Signaltransduktion spielt.

Die Interaktion der phosphorylierten zytoplasmatischen Domane von TF mit dem
aktinbindenden Protein 280, das Zellmigration und Zellausbreitung beeinflusst, wird
fur prometastatische Eigenschaften von Tissue Factor verantwortlich gemacht (94,
95, 96). Eine Beteiligung der intrazellularen Domane von Tissue Factor
an verschiedenen  Signaltransduktionsprozessen, vermittelt durch  den
proteaseaktivierten Rezeptor 2 (PAR-2), ist mittlerweile ebenfalls gut dokumentiert
(75, 102). Die PAR-2-vermittelte Signaltransduktion soll unter anderem eine
entscheidende Rolle an der durch den TF/FVlla-Komplex ausgelosten TF-
Endozytose und dem Transport von intrazellular gespeichertem TF auf die
Zelloberflache spielen (74, 75).

Daruber hinaus stimuliert der TF/FVIla-Komplex in menschlichen Fibroblasten und
Endothelzellen die Sekretion von ,vascular endothelial growth factor” (VEGF) (92).
Verschiedene Arbeiten haben gezeigt, dass die zytoplasmatische Domane von TF

die VEGF-Sekretion und Angiogenese beeinflussen kann (2, 10).

Unter physiologischen Bedingungen wird Tissue Factor Kkonstitutiv von
verschiedenen Zelltypen exprimiert. Dazu gehodren unter anderem Fibroblasten und
Perizyten der Tunica adventitia unserer Blutgefalle oder Fibroblasten der

Organkapseln. Aber auch auf den epithelialen Oberflachen der Schleimhaute, in der
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Epidermis und in stark durchbluteten Geweben wie beispielsweise in den
Nierenglomeruli, im Gehirn, im Herzmuskel, auf Alveolarmakrophagen und
Stromazellen des Endometriums wird Tissue Factor konstitutiv exprimiert (38, 40).
Tissue Factor fungiert hier als ,hamostatische extravaskulare Hulle* (29) zum Schutz
unserer GefalRe und Organe vor Blutungen. Unter physiologischen Bedingungen
exprimieren Zellen im zirkulierenden Blut sowie Endothelzellen der GefalRe keinen
Tissue Factor (29, 97), da dies sofort zu einer Aktivierung der Gerinnungskaskade
fuhren wirde. Aber auch intravasale Zellen wie Monozyten und Endothelzellen
kénnen nach entsprechender Stimulation zur Synthese und Expression von Tissue
Factor auf ihrer Zelloberflache angeregt werden (16, 17, 24, 97). Ausloser hierfur
konnen inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren, Interferon, Endotoxine,
Virusinfektionen, Thrombin, Immunkomplexe, Phorbolester und die Bindung an
Zelladhasionsmolekile sein (67, 68, 85, 112, 125).

Die Expression von Tissue Factor auf vaskularen Zellen kann zu einer
unkontrollierten Gerinnungsaktivierung innerhalb des Gefaldsystems fuhren und zu
einem wesentlichen pathogenetischen Faktor flir verschiedene Krankheitsbilder
werden. Gut dokumentiert ist seine pathogenetische Rolle im Rahmen der
disseminierten intravasalen Gerinnung. Hierbei kommt es, ausgeldst durch die
aullere Membran gramnegativer Bakterien, zur exzessiven Expression von Tissue
Factor auf Monozyten, Endothelzellen und Epithelzellen und durch die damit
hervorgerufene UberschieRende intravasale Gerinnung zum Verbrauch samtlicher
Gerinnungsfaktoren (22, 64). Die Thromboseneigung von Tumorpatienten ist
vermutlich ebenfalls Folge einer pathologischen intravasalen TF-Expression.
Tumorgewebe, Tumorendothelzellen und Blutmonozyten von Patienten mit malignen
Erkrankungen weisen eine erhdhte Expression von Tissue Factor auf (32, 39, 69,
101, 111). Durch seine prokoagulatorische Aktivitat soll Tissue Factor aulRerdem die
Verbindung von Tumorzellen mit der GefalRwand ermdglichen und damit an der
Metastasierung von Tumoren beteiligt sein (69, 105, 107). Eine pathologische
intravaskulare TF-Expression findet man auch im Rahmen der rheumatoiden
Arthritis, einer Erkrankung mit sowohl immunologischen als auch inflammatorischen

Komponenten (14). Auch in der Genese arterieller Thrombosen, die in der Regel auf
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dem Boden arteriosklerotischer Plaques entstehen (41, 113), spielt Tissue Factor
eine Rolle. Besonders in instabilen Plaques, die zur Ruptur neigen, lassen sich hohe

Konzentrationen von Tissue Factor nachweisen (6, 80).

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass Tissue Factor im Blut nicht nur auf
Monozyten, sondern auch im Plasma in sehr geringer Konzentration gefunden wird
(4, 44). Zirkulierender Tissue Factor befindet sich auf Mikropartikeln, die von
aktivierten oder apoptotischen Monozyten, Thrombozyten, Endothelzellen oder
glatten Muskelzellen stammen (57, 63, 113). Dieser sogenannte ,blood born“-Tissue

Factor (44) kann in intravasal entstehenden Thromben akkumulieren (44).

Tissue Factor ist einerseits fur unsere Hamostase ein essentieller Faktor.
Eine Tatsache die dadurch bestatigt wird, dass bisher kein angeborener Mangel an
Tissue Factor beschrieben wurde, der mit dem Leben vereinbar ist (18). Andererseits
ist er aber auch an multiplen immunologischen und inflammatorischen Prozessen
beteiligt. Quellen einer pathologischen intravasalen TF-Expression sind dabei
intravasale Monozyten, vaskulare Endothelzellen und in geringen Mengen auch

zirkulierende Mikropartikel.
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1.3 Rolle von Monozyten und Tissue Factor in der Pathogenese der

Transplantatvaskulopathie

Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass es in der Primarphase der
Transplantatvaskulopathie zur Adhasion von Monozyten an die Gefallintima des
transplantierten Organs kommt (3, 23, 62, 100), gefolgt von Fibrinablagerungen
entlang der Gefallwande (50, 60, 61, 123). In einer Studie konnte bereits innerhalb
des ersten Monats nach Herztransplantation in 50% aller endomyokardialen Biopsien
Fibrin nachgewiesen werden. Dies korrelierte mit einem deutlich gesteigerten Risiko,
im weiteren Verlauf eine Transplantatvaskulopathie zu entwickeln (60). Hierbei
handelt es sich um Beobachtungen, die fur eine pathologische

Gerinnungsaktivierung in den GefalRen transplantierter Organe sprechen.

Monozyten interagieren mit unserem Gerinnungssystem Uber verschiedene

Mechanismen.

Aktivierte Monozyten koénnen durch die Expression von Tissue Factor unsere
plasmatische Gerinnung aktivieren, die Uber die Thrombinbildung zur
Fibringeneration fuhrt (16, 97). Sie konnen durch eine Vielzahl von Stimuli zur TF-
Expression angeregt werden. C-reaktives Protein, CD40-Ligand, ,platelet derived
growth factor-BB“ (PDGF-BB), Angiotensin Il, “oxidized low density lipoprotein”
(oxLDL) und bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) kdnnen die TF-Expression sowohl
in zirkulierenden Monozyten als auch in Makrophagen induzieren (67, 68, 69, 113).
Einen weiteren Stimulus fur Makrophagen stellen proinflammatorische Zytokine wie
Tumornekrosefaktor-a und Interferon-y dar (113).

Man geht heute davon aus, dass die daraus resultierende Fibrinbildung dazu
beitragt, Entzindungsprozesse zu begrenzen und die Ausbreitung von Bakterien und

anderen Krankheitserregern zu verhindern.

Darlber hinaus kénnen zirkulierende Monozyten durch Zytokine und Chemokine, die
von verletztem Gewebe freigesetzt werden, zum Ort des Gewebeschadens gelockt

werden (1, 19) und dann Uber eine Vielzahl von Integrinen und Adhasionsmolekulen
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eine feste Bindung mit dem betroffenen Endothel eingehen (89).

Die am Endothel gebundenen Monozyten sind in der Lage Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) und ,reactive oxygen spezies“ (ROS) zu sezernieren und dartber eine TF-
Expression der Endothelzellen zu induzieren (87, 113). Das bedeutet, dass
Monozyten durch direkten zellularen Kontakt mit Endothelzellen diese aktivieren und
eine prokoagulatorische Antwort hervorrufen kénnen. Dieser Vorgang wird durch die

Sezernierung von Zytokinen und proinflammatorischen Mediatoren verstarkt (87).

Weiterhin sind Monozyten eine Hauptquelle fur die Bildung von Tissue Factor-
reichen Mikropartikeln, denen heute eine wichtige Rolle in der Regulation von
Endotheldysfunktion und Hamostase zugeschrieben wird. Zum Beispiel kann
Endothel durch diese Mikropartikel aktiviert werden oder kann leukozytare Antigene
passiv aufnehmen, wodurch wiederum Veranderungen von zellularen oder

membrangebundenen Adhasionsmolekulen induziert werden (54, 83).

Die Tissue Factor Expression von Monozyten stellt somit ein Bindeglied zwischen
Inflammation und Gerinnungskaskade dar. Sowohl Inflammation als auch
pathologische Gerinnungsaktivierung sind Mechanismen, die in der Pathogenese der
TVP eine Rolle zu spielen scheinen (50, 51, 52, 53).

Ausgehend hiervon, kdnnte eine gezielte Beeinflussung der TF-Expression (21) eine

Strategie in Therapie und Pravention der Transplantatvaskulopathie darstellen.
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1.4 Lepirudin

Lepirudin ist ein rekombinant hergestelltes Hirudin. Nativ gewonnenes Hirudin ist ein
einkettiges Polypeptid bestehend aus 65 Aminosauren mit einem Molekulargewicht
von 6,95 kD, das sich aus den Speicheldrusen des medizinischen Blutegels ,Hirudo
medicinalis* extrahieren lasst (78). Hirudin ist ein spezifischer Inhibitor der Proteinase
Thrombin, die eine zentrale Stellung in der durch Tissue Factor induzierten
plasmatischen Gerinnung einnimmt. Seine Wirkung entfaltet Hirudin dabei direkt,
indem es einen hochaffinen stdochiometrischen Komplex mit Thrombin eingeht,
wodurch dessen aktives Zentrum blockiert wird (79, 90; Abb. 5). Thrombin verliert
dadurch sowohl seine katalytische Aktivitat gegenuber Fibrinogen und anderen
Gerinnungsfaktoren (u.a. FXIII) als auch seine Fahigkeit, an Zellrezeptoren zu binden
(90, 121).

Abbildung 5: Angiffspunkt von Hirudin in der Gerinnungskaskade

TFNlla
Xla
il
Hirudin
.
X Xa |
]
| !
Prothrombin Thrombin ———
+Va
Fibrinogen Fibrin

— )

‘ vernetztes Fibrin ‘

Abb. 5: Angriffspunkt des direkten Thrombin-Inhibitors Hirudin in der durch Tissue

Factor aktivierten Gerinnungskaskade.
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Hirudin kann mittlerweile synthetisch hergestellt werden (73, 90) und steht als
rekombinantes Hirudin fur den klinischen Gebrauch zur Verfugung. Da
rekombinanten Hirudinen eine Sulfatgruppe an der Aminosaure Tyrosin an Position

63 fehlt, werden sie auch als Desulfatohirudine oder Desirudine bezeichnet.

Lepirudin ist solch ein rekombinantes Hirudin, das aus Hefezellen gewonnen wird
und ebenfalls aus 65 Aminosauren (Molekulargewicht: 6979,5 Dalton) aufgebaut ist.
Im Unterschied zu nativem Hirudin hat es eine 10 x niedrigere Affinitat zu Thrombin,

bleibt aber ein potenter Inhibitor desselben (121).

Seine Aktivitat wird in einem chromogenen Test ermittelt. Eine Antithrombin-Einheit
(ATE) entspricht der Menge Hirudin, die eine Einheit der WHO-Zubereitung 89/588
von Thrombin neutralisiert. Die spezifische Aktivitat von Lepirudin betragt ca. 16.000

ATE/mg. Die Halbwertszeiten von Desirudinen betragen 1-3 Stunden (104).

Als Hauptindikation fur Hirudine ist die Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT)
Typ Il anzusehen. In Deutschland wurde Lepirudin (Refludan®) als erste Substanz
dieser Gruppe fur die Indikation HIT Typ Il und parenterale Antikoagulation
zugelassen (Datum der Zulassung: 13.03.1997, Datum der letzten Verlangerung der
Zulassung: 05.03.2007) (104, 119).
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1.5 Einfluss von Lepirudin in der Pravention der Transplantatvaskulopathie

Die Expression von Tissue Factor durch vaskulare Zellen wie Monozyten und
konsekutive intravasale Ablagerungen von Fibrin sind zentrale Ereignisse in der
Initialphase der Transplantatvaskulopathie (50, 58, 61, 60, 81, 123).

Mehrere Arbeitsgruppen konnten in klinischen Studien zeigen, dass sowohl nach
Herztransplantation (60, 81, 123) als auch nach Nierentransplantation (93)
Fibrinablagerungen entlang der GefalRwande des transplantierten Organs gefunden
werden. Dies sind Befunde, die in verschiedenen Tiermodellen bestatigt werden
konnten (50, 61).

Ausgehend von der Annahme, dass es in transplantierten Organen zu einer
gesteigerten Gerinnungsaktivierung kommt, untersuchten verschiedene
Arbeitsgruppen transplantierte Organe auf die Expression von Tissue Factor, dem
Initiator der plasmatischen Gerinnung.

Unsere Arbeitsgruppe konnte in diesem Zusammenhang in heterotop
transplantierten Rattenherzen eine signifikant gesteigerte Tissue Factor Expression
entlang der Endothelzellen und auf interstitiellen Monozyten nachweisen, die so in
nativen, nicht transplantierten Herzen nicht gefunden wurde (51). Diese Beobachtung
konnte von einer amerikanischen Arbeitsgruppe 2002 anhand von
Rechtsherzbiopsien herztransplantatierter Patienten bestatigt werden. Dieser Gruppe
gelang es auch eine Korrelation zwischen TF-Expression und der
Wahrscheinlichkeit, eine Transplantatvaskulopathie zu entwickeln, herzustellen
(123). Eine schwedische Arbeit aus dem Jahr 2005 konnte in den Biopsien
nierentransplantierter Patienten kongruente Befunde, mit erhdhter intravaskularer
TF-Expression und dem Risiko eine chronische Nierentransplantatvaskulopathie zu

entwickeln, nachweisen (93).

In unserer Arbeitsgruppe fluhrte der Nachweis der pathologischen de-novo-

Expression von Tissue Factor auf Monozyten und Endothelzellen in den
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transplantierten Rattenherzen zu der Frage, ob durch eine Modulation dieser
intravasalen  Gerinnungsaktivierung die TVP mit ihrer  progredienten
Intimaproliferation nach Herztransplantation beeinflusst werden kann. Hierfur wurden
die transplantierten Tiere mit rekombinantem Hirudin (Lepirudin) behandelt. Fur
rekombinante Hirudine konnte zu diesem Zeitpunkt bereits von verschiedenen
Arbeitsgruppen in unterschiedlichen Gefallmodellen eine Verringerung von
GefalRwandproliferationen nachgewiesen werden (98, 108). In den von unserer
Arbeitsgruppe transplantierten Rattenherzen reduzierte eine lang andauernde
Behandlung mit Lepirudin (Uber 120 Tage) sowohl Ausmal als auch Inzidenz der
Transplantatvaskulopathie. Die Hirudin-induzierte Hemmung der Intimaproliferation in
den GefalRen der transplantierten Herzen war kongruent mit einer Hemmung der de-
novo-Expression von Tissue Factor in den transplantierten Gefallen sowie einer

verminderten Tissue Factor Gentranskription (50).

Dieser Effekt von Lepirudin kdnnte entweder auf einer direkten Hemmung der Tissue
Factor Gentranskription oder aber indirekt auf einer Inaktivierung von Thrombin
beruhen, da Thrombin die Expression von Tissue Factor in vaskularen
Endothelzellen induzieren (98, 113) und zur Proliferation von vaskularen glatten
Muskelzellen (43, 72) fuhren kann.

Ein direkter Einfluss von Lepirudin oder Hirudinen im Allgemeinen auf die Tissue
Factor Expression von Monozyten unter Ausschluss von Interaktionen mit Thrombin

ist bisher noch nicht beschrieben worden.
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Lepirudin auf die Tissue Factor

Expression humaner Monozyten in einem Zellkulturmodell untersucht.

Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Welchen Einfluss hat Lepirudin auf die Tissue Factor Aktivitat unstimulierter

und mit LPS zur Tissue Factor Expression stimulierter humaner Monozyten?

2. Beeinflusst Lepirudin die Tissue Factor Proteinexpression humaner

Monozyten vor und nach LPS-Stimulation?

3. Nimmt Lepirudin Einfluss auf die Tissue Factor Gentranskription in humanen
Monozyten?
4. Konnen indirekte Thrombin-Effekte von Lepirudin im Zellkulturmodell

ausgeschlossen werden?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien, Chemikalien und Gerate

(Tabellarische Auflistung)

Plastik- und Verbrauchsmaterialien

Roéhrchen, 50 ml, steril (Polyethylen) Fa. Greiner, Frickenhausen

Roéhrchen, 15 ml, steril (Polyethylen) Fa. Greiner, Frickenhausen
Zellkulturflaschen, 250 ml, steril Fa. Greiner, Frickenhausen
6-Wellplatten (& 35 mm/ Well), steril Fa. Greiner, Frickenhausen
24-Wellplatten (& 15 mm/ Well), steril Fa. Greiner, Frickenhausen
Reaktionsgefale, versch. Grolien Fa. Eppendorf, Hamburg

Pipetten, versch. Grolien Fa. Greiner, Frickenhausen
Pipettenspitzen, versch. GrolRen Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Zellschaber, steril Fa. Greiner Labortechnik,Frickenhausen

Materialien, Lésunqgen und Geréte fiir Zellisolation und Zellkultur

Makrophagen-Serumfreies-Medium Fa. Gibco, Eggenstein

(M-SFM)

Hanks-Buffered-Salt-Solution (HBSS) Fa. Gibco, Eggenstein
Phosphat-Buffered-Saline (PBS) Fa. Gibco, Eggenstein

Penicillin/ Streptomycin Solution Fa. Gibco, Eggenstein

Humanes Citratplasma Fa. Boehringer, Ingelheim

Aqua dest. Iniectabilia Fa. Braun, Melsungen

Isotone Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) Fa. Braun, Melsungen

Gelantin (300 Bloom) Fa. Sigma, Deisenhofen
Lipopolysaccharide (E. coli 0112:B4) Fa. Sigma, Deisenhofen
Ficoll-Plaque Research Grade Fa. Pharmacia, Upsalla, Schweden
EDTA (Versen) 1% Fa. Biochrom KG, Berlin
Refludan® Fa. Hoechst Marion Roussel, Frankfurt a. M.

PPACK Fa. BIOMOL GmbH, Hamburg
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Milex-GS sterile Filter (J 0,22 pm) Fa. Milipore, Eschborn
Brutschrank Vacutherm Fa. Heraeus, Hanau

Megafuge 1.0 Fa. Heraeus, Hanau

Sterilbank Fa. Heraeus, Hanau

Mikroskop Leica-DMIL Fa. Leica Mikrosystems, Wetzlar
Warmeschrank Fa. Memmert, Schwabach
FACScan Beckon Dickinson BD Fa. Biosciences, Heidelberg

Zytologische Férbung

Trypanblau 0,4% Fa. Sigma, Deisenhofen

Materialien, Lésungen und Geréte fiir die Messung der prokoaqulatorischen Aktivitét

Standard Humanplasma Fa. Behring, Marburg
Faktor VIl defizientes Plasma Fa. Behring, Marburg
Calciumchlorid-Lésung (0,025 mol/l) Fa. Behring, Marburg
Wasserbad Fa. Kottermann, Uetze-Hanigsen

Materialien, Lésunqgen und Geréte flir die quantitative TF-Proteinbestimmung

Phosphat-Buffered-Saline (PBS) Fa. Gibco, Eggenstein

Aqua dest. iniectabilia Fa. Braun, Melsungen

IMUBIND® Tissue Factor ELISA Kit: Fa. American Diagnostica inc., Greenwich,
USA

16-Well Mikroteststrips (beschichtet mit  Fa. American Diagnostica inc., Greenwich,
Capture-Antikdrper gegen humanen TF) USA

TF-Standards (0-1000 pg/ml) Fa. American Diagnostica inc., Greenwich,
USA

Detection-Antikorper gegen humanen Fa. American Diagnostica inc., Greenwich,

TF USA

Streptavidin-horseradisch Peroxidase Fa. American Diagnostica inc., Greenwich,
USA

Substrat, TMB Fa. American Diagnostica inc., Greenwich,
USA

25% Triton X-100 Fa. American Diagnostica inc., Greenwich,

USA



Materialien und Methoden

21

1 Packet PBS Pulver, pH 7,4

H,SO4 0,5 M
96-Well Mikrotiterplatte

Titramax 100 Rattler
Eppendorf Zentrifuge 5417 R
Spektrophotometer, Spectra SLT

Fa. American Diagnostica inc., Greenwich,
USA

Fa. Sigma, Deisenhofen

Fa. Falcon Becton Dickinson Labware,
Heidelberg

Fa. Heidolph, Schwabach

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Gemini BV, Apeldoorn, Niederlande

Materialien, Lésungen und Geréte fir die RNA-Isolation und Real-time-RT-PCR

Tris-HCI

MgCl,

KCI

NaCl

Dithiotreitol (DTT)

Roti-Quick-Kit zur RNA-Isolierung
Randomisierte Hexanucleotide
RNAsin

Reverse Transkriptase, M-MLV
Puffer, 5-fach konzentriert
dNTP‘s

Ethanol 96%

Megafuge 1.0

GenAmp PCR System 2400
Eppendorf BioPhotometer
CFX96™ Real-Time PCR mit Detection

System + Software

Fa. Sigma, Deisenhofen

Fa. Sigma, Deisendorf

Fa. Sigma, Deisendorf

Fa. Sigma, Deisendorf

Fa. Sigma, Deisendorf

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Boehringer, Karlsruhe

Fa. Promega, Madison, USA
Fa. Gibco, Eggenstein

Fa. Gibco, Eggenstein

Fa. Perkin Elmer, Norwalk, USA
Fa. Aldrich Laborchem., Seelze
Fa. Heraeus, Hanau

Fa. Applied Biosystems, Foster City, USA
Fa. Eppendorf AG, Hamburg
Fa. BIO-RAD, Minchen
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EvaGreen® Supermix:
EvaGreen® PCR-Reaktionspuffer
12,5 mM MgCl; (= 2,5 mM in 1x
Lésung)

dATP, dGTP, dCTP und dTTP
EvaGreen®-Farbstoff
ROX-Farbstoff (interner

Referenzfarbstoff)

Aqua dest. iniectabilia
B-Actin-Primer 3’
B-Actin-Primer &’
Tissue Factor-Primer 3’

Tissue Factor-Primer 5’

2.2 Zellisolation und Zellkultur

2.21 Auftrennung von Blutzellen uiber einen Ficoll-Dichtegradienten

Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

BIO-RAD, Minchen
BIO-RAD, Minchen
BIO-RAD, Munchen

BIO-RAD, Minchen
BIO-RAD, Minchen
BIO-RAD, Munchen

Braun, Melsungen

Metabion GmbH, Martinsried
Metabion GmbH, Martinsried
Metabion GmbH, Martinsried
Metabion GmbH, Martinsried

Humane periphere Blutmonozyten wurden nach der Methode von Bgyum (15) durch

Dichtegradientenzentrifugation Uber einem Ficoll-Gradienten gewonnen. Mit Hilfe

dieser Methode kann man aus Vollblut oder ,Buffy Coats“ periphere mononukleare

Zellen durch Ausnutzung der unterschiedlichen Dichte der einzelnen zellularen

Blutbestandteile gewinnen. Nach Zentrifugation setzen sich Erythrozyten und

Granulozyten in der unteren Phase ab und mononukledre Zellen und Thrombozyten

reichern sich in der Interphase ringférmig an (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Dichtegradientenzentrifugation

—— HBSS5-Phase

- Interphase [(mononukledre Zellen,

Thrombozyten)

—— Ficoll-Phase (Granulozyten)

—— Pellet (Erythrozyten, Zelldetritus)

Abb. 6: Ausbildung der verschiedenen Phasen nach der Dichtegradienten-

zentrifugation. Die mononuklearen Zellen reichern sich in der Interphase an.

Zur Isolierung humaner peripherer Monozyten wurden ,Buffy Coats“ gesunder
Blutspender der Blutbank des Universitatsklinikums Giel3en verwendet. ,Buffy Coats”
fallen bei der Verarbeitung von Frischblutspenden an und bilden nach Zentrifugation
des  Spenderblutes die Interphase zwischen  Plasmauberstand und
Erythrozytenkonzentrat. ,Buffy Coats® enthalten Uberwiegend den leukozytaren Anteil
der Blutspende. Fir die Zellisolation wurde jeweils ein Pool aus zehn ,Buffy Coats®
verwendet. Die gepoolten ,Buffy Coats“ wurden im Verhaltnis 1:1 mit ,Hanks
balanced salt solution“ (HBSS) verdinnt. 25 ml dieser Zellsuspension wurden Uber
20 ml Ficoll-Plaque in sterilen, verschliebaren 50 ml Zentrifugenrohrchen
geschichtet und bei 600x g ohne Bremse fur 30 Minuten bei 18 °C zentrifugiert. Nach
Zentrifugation wurden die Interphasen zwischen Ficoll-Plaque und Serum/HBSS-
Phase vorsichtig mit einer Pipette aufgenommen. Zur weiteren Reinigung der
mononukledren Zellen von Ficoll-Plaque-Resten und Thrombozyten, die sich
ebenfalls in diesem Bereich ansammeln, wurden die Interphasen in 50 ml

Zentrifugenrohrchen aufgenommen und auf 50 ml mit HBSS aufgefullt. AnschlieRend



Materialien und Methoden 24

wurden die Réhrchen erneut, diesmal bei 200x g fir zehn Minuten und 18 °C,
zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden verworfen und die Zellpellets in HBSS
resuspentiert. Dieser Waschvorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt. Nach dem
letzten Zentrifugationsschritt wurden die Zellpellets in ,Makrophagen- Serumfreien
Medium* (M-SFM) resuspentiert.

Das zur Isolation und Zellkultur verwendete serumfreie Medium wurde zur
Vermeidung von bakteriellen Infektionen mit 100 IE Penicillin/ml und 100 IE

Streptomyocin/ml versetzt.

2.2.2 Isolierung von Monozyten durch Adharenzverfahren

Bei dieser Methode wird die starke Adharenz von Monozyten an Fibronektin genutzt.
Durch das Adharenzverfahren wird eine Trennung von monozytaren und nicht
monozytaren  Zellen (Thrombozyten, Granulozyten, Erythrozyten) durch
Fibronektinbindung der monozytaren Zellen an einer entsprechend praparierten
Oberflache erreicht.

HierfGr wurden speziell beschichtete Kulturflaschen hergestellt. Je 10 ml einer steril
filtrierten 1%igen Gelantinlosung wurden in Gewebekulturflaschen (250 ml) pipettiert
und flr eine Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde die
Uberstehende Gelantinlésung verworfen und die Kulturflaschen in einem
Warmeschrank getrocknet. 30 Minuten vor Aufnahme der mononuklearen Zellen
wurden die Kulturflaschen mit humanem, Fibronektin enthaltenden Citratplasma
inkubiert und anschlieBend drei mal grindlich mit HBSS abgespilt. Je 10 ml
Zellsuspension wurden in eine Kulturflasche gegeben. Nach Inkubation der Zellen flr
60 Minuten bei 37 °C in feuchtigkeitsgesattigter, 5% CO, enthaltender Atmosphare
wurden die nicht adharenten Zellen durch mehrmaliges ,waschen®, sprich durch
sorgfaltiges ausspulen der Kulturflaschen mit HBSS, entfernt. Zum Ldsen der
adharenten Monozyten wurden die Flaschen mit einer Lésung aus steriler ,Phosphat-
Buffered-Saline“-Losung und EDTA (10 mmol) zehn Minuten lang inkubiert. Die
abgelosten Zellen wurden danach in der EDTA/PBS-Losung aus den
Zellkulturflaschen aufgenommen und mit 200x g fur 10 Minuten bei 18 °C
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde insgesamt drei Mal wiederholt. Nach dem letzten

Waschvorgang wurden die Zellen in vorgewarmten M-SFM resuspendiert.
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2.2.3 Vitalitat und Reinheit der Zellkulturen

Von den frisch isolierten Monozyten wurden Proben zur Zellzahlung, Vitalitatspriufung
und Prufung des Reinheitsgrades entnommen. Zur Zellzahlung und
Zellvitalitatsprifung wurden nach der Isolation 50 ul Zellsuspension mit 50 pl
0,4%iger Trypanblaulésung in eine Mikrotiterplatte pipettiet und mit einer
Pipettenspitze grundlich durchmischt. Die so gewonnene Zellsuspension wurde
anschlielend in eine Langendorfzahlkammer pipettiert. Bei einer 40-fachen
VergroRerung wurden die Zellen in dem in 16 Einzelfeldern unterteilten Zahlfeld
ausgezahlt. In jedem Einzelfeld wurden auch die Zellen auf der linken und oberen
Begrenzungslinie ausgezahlt. Insgesamt wurden jeweils vier Zahlfelder ausgezahlt
und die durchschnittliche Zellzahl pro Zahlfeld bestimmt. Zur Berechnung der
Zellzahl pro ml wurde die durchschnittliche Zellzahl pro Zahlfeld mit dem Faktor
10000 multipliziert und das Ergebnis mit dem Faktor 2 multipliziert, um die
Verdunnung mit der Trypanblauldsung zu berucksichtigen (Formel 1). Zellen mit
defekten Plasmamembranen, deren Zytoplasma sich nach Trypanblaufarbung mit
dem Farbstoff anfarbte, wurden als nicht vital gewertet (Formel 2). Der

durchschnittliche Anteil von vitalen Zellen lag tber 90%.

Formel 1:

Zellzahl/ml = Zellzahl im Zé&hlfeld x 10000 (Zdhlkammer) x 2 (Verd(innung)
Formel 2:

Prozentualer Anteil der lebendigen Zellen = ungeférbte Zellen + (ungeférbte Zellen+geférbte
Zellen) x 100

Dariiber hinaus erfolgte die Uberprifung von Reinheit und Vitalitat der
Zellkulturansatze mittels durchflusszytometrischer Analyse in einem FACS-Gerat
(fluorescence-activated cell sorter). Mit der Durchflusszytometrie lassen sich anhand
charakteristischer PartikelgroRe und Eigenfluoreszenz verschiedene
Zellpopulationen innerhalb einer Zellsuspension identifizieren und quantifizieren.

Hierzu erfolgt die Markierung der Zellen mit einem Primarantikérper und einem
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fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper. Der Fluoreszenzantikorper wird dann im
Durchflusszytometer durch Laserlicht angeregt und Licht einer bestimmten
Wellenlange emitiert, das bestimmten Zelltypen zugeordnet werden kann.

2.2.4 Zellkultur

Als Inkubationsmedium diente stets M-SFM, supplementiert mit Penicillin und
Streptomycin (je 100 IE/ml). Fir die Zellkultur wurden die Zellen in M-SFM auf eine
Zelldichte von 1 x 10° Zellen pro ml Medium verdiinnt. Die Zellen wurden unter
standardisierten Bedingungen bei 37 °C, einer CO,-Sattigung von 5% und 100%
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Den Zellkulturexperimenten ging stets eine Ruhephase von
20 Stunden und zum Ende der Ruhephase eine Mediumwechsel zur Entfernung

apoptotischen Materials voraus.

Fur die verschiedenen Untersuchungsmethoden erfolgte die Kultivierung der

Monozyten in den folgenden Zellkultursystemen:

a) TF-Aktivitat 6-Wellplatten (& 35 mm/ Well),
1x 10° Monozyten/ Well

b) TF-Proteinexpression 24-Wellplatten (& 15 mm/ Well),
3x 10° Monozyten/ Well

c) TF-mRNA-Expression 6-Wellplatten (& 35 mm/ Well),

3x10® Monozyten/ Well

2.3 Stimulationsexperimente
2.31 Stimulation mit bakteriellem Endotoxin

Als bakterielles Endotoxin wurde Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli- Bakterien
(Serotyp: 0O11:B4) verwendet. Fur die Induktion der TF-Aktivitat und TF-
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Proteinexpression wurden humane Monozyten jeweils sechs Stunden mit LPS (10
pug/ml Medium) stimuliert. Zur Induktion von TF-mRNA wurden die Zellproben vier
Stunden mit LPS (10 pg/ml Medium) stimuliert. Bei allen Versuchen wurden
unstimulierte Zellproben mitgefthrt. In Abbildung 7 und Abbildung 8 werden die
Stimulationsprotokolle graphisch dargestellt.

Am Ende aller Experimente erfolgte ein 2-5maliger Waschvorgang der Proben mit
PBS. Die Experimente wurden schlieBlich mit dem Einfrieren der Kulturen bei -80 °C

zur spateren Messung beendet.
2.3.2 Stimulation mit Lepirudin

In isotoner Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) geldstes Lepirudin (Refludan®) wurde in
verschiedenen Untersuchungsansatzen und mit unterschiedlichen Konzentrationen
(100, 10, 1, 0,1, 0,01 und 0,001 pg/ml Medium) LPS-stimulierten und unstimulierten
Monozyten zugesetzt. Der Zeitpunkt der Zugabe von Lepirudin wurde in Bezug auf
die LPS-Stimulation unterschiedlich gewanhlt. In ausgewahlten Ansatzen wurden die
Zellen zwei Stunden mit Lepirudin vorstimuliert. In anderen Versuchen wurde
Lepirudin und LPS gleichzeitig zu den Monozyten pipettiert. FUr weitere ausgewahlte
Experimente wurde Lepirudin erst zwei Stunden nach Stimulation mit LPS zugesetzt.
Kontrollen in Abwesenheit von Lepirudin durch Zugabe des Ldsungsmittels NaCl
0,9% wurden durchgefuhrt. In Abbildung 9 und Abbildung 10 werden die
Stimulationsprotokolle graphisch dargestellt.

Am Ende aller Experimente erfolgte ein 2-5maliger Waschvorgang der Proben mit
PBS. Die Experimente wurden schliel3lich mit dem Einfrieren der Kulturen bei -80 °C

zur spateren Messung beendet.

2.3.3 Versuche mit PPACK

In auswahlten Versuchsansatzen wurde zu Beginn der Stimulationsexperimente den
Proben der potente, irreversible Thrombin-Inhibitor PPACK, gelost in Aqua dest.
Iniectabilia, hinzugefiigt (3 U/ml entsprechen 3 U/10° Zellen). Bei PPACK (D-

Phenylalanyl-L-prolyl-L-arginine chloromethylketone) handelt es sich um ein
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Chloromethylketon (C21H31NgO3), das vorhandenes Thrombin binden und dadurch
inaktivieren kann (124). Indirekte Thrombin-Effekte auf die folgenden

Stimulationsexperimente sollten so ausgeschlossen werden.

2.3.4 Kultur- und Stimulationsprotokolle

Abbildung 7: Unstimulierte TF-Expression
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Abbildung 8: LPS-stimulierte TF-Expression
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Abbildung 9: Lepirudin, unstimulierte TF-Expression
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* Die Inkubation mit Lepirudin erfolgte in verschiedenen Untersuchungsansatzen mit
unterschiedlichen Konzentrationen (100, 10, 1, 0,1, 0,01 und 0,001 pg/ml Medium)

und zu verschiedenen Zeitpunkten.

Abbildung 10: Lepirudin + stimulierte TF-Expression
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* Die Inkubation mit Lepirudin erfolgte in verschiedenen Untersuchungsansatzen mit
unterschiedlichen Konzentrationen (100, 10, 1, 0,1, 0,01 und 0,001 ug/ml Medium)
und zu verschiedenen Zeiten (120 Minuten vor LPS-Stimulation, gleichzeitig mit LPS

bzw. in ausgesuchten Experimenten 120 Minuten nach LPS-Zugabe).
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24 Messung der prokoagulatorischen Aktivitat (PCA)

Die prokoagulatorische Aktivitat der Monozyten wurde mit Hilfe eines
Gerinnungstestes (,clotting assay®) bestimmt (49), durch den indirekt die Tissue
Factor Aktivitat auf Zelloberflachen gemessen werden kann.

Am Ende aller PCA-Experimente erfolgte ein grundlicher Smaliger Waschvorgang
der Proben mit PBS. Mit dem Einfrieren der Kulturen bei -80 °C wurden die
Experimente zur spateren Messung beendet.

Fir die Messung wurden die Zellen frihestens nach 72 Stunden wieder aufgetaut,
vom Boden der Wells abgeschabt, das Zelllysat in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt und
erneut bei -80 °C schockgefroren. Um vollstandig homogene Zelllysate zu erhalten,
wurden noch drei weitere Auftau- und Einfrierschritte durchgefuhrt. Fur die Messung
wurden 50 pl Zelllysat und 50 ul Standard Humanplasma flr drei Minuten in einem
12 x 75 mm Plastikrohrchen in einem Wasserbad bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend
wurde die Gerinnung durch Zugabe von 50 yl Calciumchlorid-Losung (0,025 mmol)
gestartet sowie fur jede Probe die Zeit von der Zugabe der Calciumchlorid-Lésung
bis zur Bildung eines Fibringerinnsels bestimmt. Alle Experimente wurden in
Triplikaten durchgefuhrt. Die gemessenen Gerinnungszeiten wurden dann mit Hilfe
einer mitgefuhrten Standardreaktionskurve in Milliunits (mU) Thromboplastinaktivitat
(= prokoagulatorische Aktivitat) umgerechnet (Abb.11). Die Standardkurve wurde
durch Mehrfach-Bestimmungen der Gerinnungszeit von Thromboplastinstandard,
gewonnen aus Hirngewebe von Kaninchen, in einer definierten Verdlinnungsreihe
erstellt. Diese verlief nach doppeltlogarithmischer Auftragung in den Bereichen
zwischen 1 mU (310 sec.) und 10.000 mU (20 sec.) linear. Alle Werte wurden in

mU/ml bzw. 10° Zellen angegeben.

Als Negativkontrollen dienten Kulturmedium (PCA<1 mU), PBS (PCA<1 mU), Aqua
bidest. (PCA<1 mU) und NaCl 0,9% (PCA< 1 mU).
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Abbildung 11: Standardverdiinnungskurve eines ,,rabbit brain“
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Abb. 11: Thromboplastinstandardkurve verschiedener Verdunnungen eines
Hasenhirn-Thromboplastinstandards  in  Barbitursdurepuffer. Nach  doppelt-
logarithmischer Auftragung verlauft die Kurve linear zwischen 1 mU (310 sec) und
10.000 mU (20 sec.). Die Gerinnungszeiten von Proben wurden durch Vergleich mit

dem Standard in mU Thromboplastinaktivitat umgerechnet.

2.5 Charakterisierung der prokoagulatorischen Aktivitat als TF-Aktivitat in

Faktor VIl defizientem Plasma

Zur funktionellen Charakterisierung der prokoagulatorischen Aktivitat als TF-Aktivitat
wurde die PCA LPS-stimulierter Monozyten in Faktor VII defizientem Plasma
bestimmt und mit den Gerinnungszeiten in Normalplasma verglichen. Die

Bestimmung der PCA erfolgte nach der unter Kapitel 2.4 beschriebenen Methodik.
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2.6 Proteinisolierung und quantitative TF-Proteinbestimmung
2.6.1 Proteinisolation

Fur die Proteinisolation zur Bestimmung des Tissue Factor-Antigens auf Monozyten
wurden Reagenzien, die im IMUBIND® Tissue Factor ELISA Kit der Firma american

diagnostica inc. enthalten waren, verwendet.

Am Ende der Stimulations-Experimente wurden die Uberstidnde der Proben
verworfen und die Zellen 2x mit eiskaltem PBS gewaschen und trocken bei -80 °C
eingefroren. Zur Bearbeitung der Proben wurden die Zellkulturplatten aus dem
Gefrierschrank entnommen, jeder Probenansatz mit 400 pl Zelllyse-Puffer (1%iges

Triton X + TBS) pro 1x 10° Zellen aufgefiillt und bei Raumtemperatur aufgetaut.

Zelllyse-Puffer:

500 pl 10%Triton X-100 in 50 ml TBS lIésen, pH 8,5, entspricht 1%igem Triton X
Zelllyse-Puffer.
100 pl dieses Puffers werden flr die Lyse von 25.000 Zellen bendétigt.

TBS-Puffer:

NaCl 8¢
KCI 0,2g
Tris-HCL 39

in 800ml H,O loésen, pH 8,5.

Anschliefend wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers vorsichtig von jeder
einzelnen Well geldst, die entstandene Zellsuspension in  Eppendorf
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und sofort auf Eis gestellt. Nach mehrmaligem Vortexen

der einzelnen Reaktionsgefalle waren die Proben zur weiteren Analyse bereit.
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2.6.2 Quantitative Tissue Factor Proteinbestimmung mittels ELISA

(Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Fur die quantitative Bestimmung von humanem Tissue Factor wurde der IMUBIND®
Tissue Factor ELISA Kit der Firma american diagnostica inc. verwendet. Es handelte
sich dabei um ein immunologisches Nachweisverfahren, das auf einer
enzymatischen Farbreaktion basierte. Bei diesem ELISA Kit wurden zwei Antikdrper
verwendet, die beide spezifisch an das nachzuweisende Antigen TF binden konnten
(,double-antibody-sandwich“-ELISA). Als spezifische Antikorper wurden gegen
humanen Tissue Factor gerichtete murine monoklonale Antikorper (AK) verwendet.

Der erste spezifische TF-Antikorper (,capture®-AK) war fest in den Wells von
Mikroteststrips gebunden. Am ersten Tag wurden je 100 ul von TF-Standardldsungen
unterschiedlicher Konzentration und je 100 pl Zelllysat (entsprach 25.000
Zellen/Well) der einzelnen Proben in die AK-beschichteten Wells pipettiert. Es folgte
die Inkubation der Proben in einer feuchten Kammer Uber Nacht (mindestens drei
Stunden) bei 6 °C. Anschliel3end erfolgte ein viermaliger grindlicher Waschvorgang
der Proben und Standardlosungen mit einem speziellen im ELISA Kit enthaltenen
Waschpuffer. Die ungebundenen Bestandteile der Proben sollten durch den
Waschvorgang entfernt werden, so dass nur am Antikdrper gebundener Tissue

Factor zuriick blieb.

Wasch-Puffer:

PBS-Pulver, pH 7,4 (im ELISA Kit enthalten)
Aqua dest. 900 mi
Detergent (Triton X-100) 4 ml

ad 1000 ml Aqua dest.

Je Ansatz wurden dann 100 pl eines zweiten TF-spezifischen Antikorpers
(,detection“-Antikorper) hinzugeflgt, gefolgt von einer Inkubationszeit der

abgedeckten Proben fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach erneuter viermaliger
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grandlicher Waschung mit dem Waschpuffer zur Entfernung von Uberschissigen
Antikorpern wurden je 100 pl Enzymkonjugat zu den einzelnen Ansatzen
hinzugegeben. Eine weitere Stunde Inkubationszeit bei Raumtemperatur mit
anschliefendem viermaligem Waschen folgte. Im nachsten Schritt wurden 100 pl
Substratldsung in jede Well gegeben, die Mikrotiterplatte abgedeckt und eine
Inkubationszeit von 20 Minuten bei Raumtemperatur abgewartet. Die enzymatische
Reaktion wurde durch Zugabe von 50 uyl 0,5 M H;SO4 pro Well gestoppt. Das
Substrat wurde vom Enzym zu einem Reaktionsprodukt umgesetzt, dessen
Nachweis durch einen Farbumschlag (verschiedene Blauschattierungen) erfolgte
(Abbilung 12). Alle Messungen der einzelnen Proben wurden in Triplikaten
durchgefuhrt.

Abbildung 12: Schematisches Prinzip des ,,double-antibody-sandwich*- ELISA
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Abb. 12: Schematischer Aufbau eines Sandwich-ELISA: An den auf einer
Mikrotiterplatte gebundenen ersten Antikdrper (Capture-Antibody) bindet das
Zielprotein (Target Protein), an das wiederum ein zweiter Antikérper (Detection-
Antibody) andocken kann. Durch Zugabe eines Enzyms (hier: HRP = Streptavidin-
horseradish peroxidase bzw. HRP-Linked Antibody), das an den zweiten Antikorper
andockt, kann ein spezifisches Substrat (hier: TMB) umgesetzt werden (Cell

Signaling Technology® Homepage).
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Fur den quantitativen Nachweis wurde eine Serie mit bekannten TF-Konzentrationen
mitgefuhrt. Durch Messungen der optischen Extinktion der einzelnen Proben in
einem Plattenphotometer (Spectra SLT) bei einer Wellenlange von 450 nm innerhalb
von 30 Minuten wurden die TF-Konzentrationen bestimmt. Das Plattenphotometer
ermittelte aus den mitgefihrten Standardlosungen eine Kalibrierungskurve
(Standardkurve) und gab nach Vergleich mit dieser die Konzentration der einzelnen

Proben in pg/ml an.

2.7 RNA

2.71 RNA-Isolierung

Fir die Isolation der Gesamt-RNA wurde die Guanidinium-Thiozyanat-Phenol-
Chloroform-Methode verwendet (20, Roti-Quick-Kit, Fa. Roth).

Am Ende der Stimulationsexperimente wurden die Zellen nach Entfernung des
Mediumuberstandes zweimalig mit PBS gewaschen und anschlieffend mit 1000 pl
Guanidiniumthiozyanat pro ml Medium (Lésung 1, Roti-Quick-Kit) lysiert. Die
Extraktion der RNA erfolgte durch Zugabe eines 1:24 Phenol-Chloroform-Gemisches
(1000 pI/ml Medium, 4 °C; Lésung 2, Roti-Quick-Kit) zu den einzelnen Zelllysaten.
Die einzelnen Ansatze wurden hierfur fur zehn Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte
eine Zentrifugation bei 10.600x g fur 15 Minuten und 4 °C, gefolgt von einer erneuten
Inkubation fur funf Minuten auf Eis, um die entstehenden Phasen besser sichtbar zu
machen. Die obere Phase der einzelnen Ansatze wurde anschlieend enthommen,
je 1000 pl Isopropanol pro ml Medium (Lésung 3, Roti-Quick-Kit) hinzugegeben und
fur zwei Stunden bei -80 °C gelagert. Dadurch wurde die vollstandige Ausfallung der
RNA erreicht. Eine weitere Aufreinigung der RNA erfolgte durch Zentrifugation
(10.600x g, 4 °C, 15 Minuten) und Resuspension des entstandenen Pellets in
Guanidiniumthiozyanat und Isopropanol (je 300 ul). In einem weiteren
Zentrifugationsschritt (20.800x g, 4 °C, 15 Minuten) wurde die RNA sedimentiert. Das
dabei entstehende Pellet der einzelnen Proben wurde in zwei weiteren
Zentrifugationsschritten (je 20.800x g, 4 °C, 10 Minuten) mit 96%igem Ethanol
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gewaschen und anschliellend in RNAse-freiem Aqua bidest. riuckgelost. Die Proben

wurden bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C gelagert.

2.7.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Messung der Gesamt-RNA-Konzentration erfolgte spektralphotometrisch durch
Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei A= 260 nm und A= 280 nm. Der OD-Wert
bei A= 260 nm entspricht dem Extinktionsmaximum der enthaltenen Nukleinsauren
und damit der RNA-Konzentration in pl/ml. Durch Bestimmung der OD bei A= 280 nm
kann die Konzentration von Proteinen, die die Probe verunreinigen, ermittelt werden.
Der Quotient aus beiden optischen Dichten (OD 260/ OD 280) ist somit ein Maf} fur
die Reinheit der RNA-Proben. Der Referenzbereich liegt zwischen 1,6 und 1,8.
Niedrige Quotienten weisen auf starke Verunreinigungen der Proben hin. Fur reine

RNA-Praparate wirde der Quotient 1,8 betragen.

2.7.3 Reverse Transkription

Die gewonnene RNA wurde mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase

(Reverse Transkriptase) in eine so genannte copy-DNA (cDNA) umgeschrieben.

Dies erfolgte mittels Random-Priming-Technik unter Zugabe einer Hexanukleotid-
Mischung. 1 pg der hergestellten RNA wurde hierfur mit Aqua dest. auf ein Volumen
von 25 pul erganzt und bei 65 °C fur 10 Minuten vorinkubiert. Daraufhin erfolgte die
Zugabe von 25 pl eines Reverse-Transkriptase-Mixes (RT-Mix) mit anschlie3iender

Inkubation der einzelnen Ansatze bei 37 °C fur 60 Minuten.
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RT-Mix:

Random-Primer (2,2 mU) 1,5 ul
dNTP’s (je 10 mU) jel ul
RNAsin (40 U) 0,5 ul

Reverse Transkriptase (200 U) 1 pl
5-fach konzentrierter Puffer 5ul
DTT (100 mU) 2 ul

ad 25 ul RNase-freies Aqua.

Zur Inaktivierung des Enzyms wurde der Ansatz im Anschluss fur 10 Minuten auf
95 °C erhitzt. Die cDNA wurde in dem GenAmp PCR System 2400 standardisiert
synthetisiert.

2.74 Real-time-RT-PCR
(Real-time reverse transcriptase polymerase chain-reaction)

Der Nachweis von Tissue Factor Genexpression wurde quantitativ mittels Echtzeit-
RT-PCR (Real-time RT-PCR) durchgefuhrt. Hierfur wurde ein TacMan-PCR Gerat
der Firma BIO-RAD, das CFX96 Real-time-System inklusive Software verwendet.
Amplifikation und Nachweis des PCR-Produkts sind dabei simultan in einem
Reaktionsgefald durch die Detektion eines Fluoreszenzsignals in Echtzeit (,Real-
time“) maoglich (84,106). Als ,Housekeeping Gen® (HKG) wurde B-Actin verwendet,
das ubiquitar und homogen exprimiert wird. Negativkontrollen wurden bei allen PCR-
Experimenten mitgefuihrt. Die Sequenzen der verwendeten Primer fur Tissue Factor

und B-Actin sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten Primer

Gene Primer Sequenz

TF Forward 5-TTT GGA GTG GGA ACC CAA ACC CGT
CA-3

TF Reverse 5-ACC CGT GCC AAG TAC GTC TGC TTC
ACAT-3

B-Actin Forward 5-AAA GAC CTG TAC GCC AAC ACA GTG
CTG TCT-3

B-Actin Reverse 5- CGT CAT ACT CCT GCT TGC TTG GCT
GAT CCA CAT CTG-3

Jede einzelne Probe wurde in einem eigenen PCR-Reaktionsgefall auf das Ziel-Gen

Tissue Factor und auf das HKG [3-Actin untersucht.

Fur die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) der synthetisierten cDNA wurden je 1,2 ul
cDNA der einzelnen Proben mit einer PCR-Stammldsung und Aqua dest. auf 20 pl
aufgefullt. Die Stammldsung enthielt je 3 pl spezifische 5’ und 3’ Primer (Forward und
Reverse Primer) sowie 10 yl EvaGreen®. EvaGreen® enthielt alle notwendigen
Komponenten fur eine quantitative Echtzeit-PCR-Analyse (Taq-DNA-Polymerase,
PCR-Reaktionspuffer, 12,5 mM MgCl,, die vier Nucleosidtriphosphate dATP, dCTP,
dGTP und dTTP sowie den EvaGreen®-Farbstoff). Bei dem EvaGreen®-Farbstoff
handelte es sich um einen sogenannten interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, der
sich wahrend Primeranlagerung und -elongation in die entstehende doppelstrangige
DNA einlagerte (,interkalierte”), wodurch die Fluoreszenz des Farbstoffs anstieg und
gemessen werden konnte. Nach Einsetzen der Proben in das CFX96 Real-time-
System wurde es zunachst auf 50 °C fur 2 Minuten vorgewarmt. AnschlieRend wurde
die Temperatur zur Aktivierung der Tag-Polymerase und Denaturierung der DNA fur
10 Minuten auf 95 °C erhoht. Es folgten 40 Zyklen bestehend aus jeweils 15
Sekunden bei 95 °C zur Denaturierung der DNA und 30 Sekunden
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bei 60 °C fur die Primeranlagerung und -elongation.

Zur Quantifizierung der PCR-Produkte wurde wie bereits erwahnt der interkalierende

Farbstoff EvaGreen® verwendet. Interkalierende Farbstoffe fluoreszieren nur dann,

wenn sie im Doppelstrang eingelagert sind (Abbildung 13). Die Zunahme der

Fluoreszenz korrelierte dabei mit der Zunahme des PCR-Produktes von Zyklus zu

Zyklus. Messungen fanden jeweils am Ende der Elongation eines Zyklus statt.

Abbildung 13: Prinzip interkalierender Farbstoffe
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Abb.13: Der interkalierende
Farbstoff lagert sich wahrend
Primeranlagerung und -elongation
in die doppelstrangige = DNA
(dsDNA) ein und beginnt dadurch
zu fluoreszieren. Aufgrund der
Temperaturerhohung am Beginn
des nachsten Zyklus denaturiert die
dsDNA wieder in einzelstrangige
DNA (ssDNA), wodurch der
interkalierende  Farbstoff wieder
seine Fluoreszenz verliert. Im
Rahmen des nachsten Annealing
und Amplifikations- Schritts
interkaliert der Fluoreszenzfarbstoff
erneut in die entstehende dsDNA.
Die Zunahme der Fluoreszenz
korreliert dabei mit der Zunahme
des PCR-Produktes von Zyklus zu
Zyklus (Biometra homepage).
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Um die Spezifitat dieses Verfahrens zu erhéhen, wurde eine Schmelzpunktanalyse
durchgefuhrt. Die entstandene doppelstrangige DNA musste hierfur aufgeschmolzen
werden, indem die Temperatur langsam kontinuierlich erhéht wurde (50 °C— 95 °C).
Bei einer fUr das Fragment spezifischen Schmelztemperatur denaturierte der
Doppelstrang zu zwei Einzelstrangen. Der interkalierte Fluoreszenzfarbstoff
EvaGreen® wurde dadurch freigesetzt und die resultierende Fluoreszenzabnahme
registriert. Da doppelstrangige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen hoheren
Schmelzpunkt hat als unspezifisch entstehende Primerdimere, war eine
Unterscheidung mdglich. Die Hohe des Peaks der Schmelzkurve gab Auskunft Uber
die Menge der gebildeten Ziel-DNA (77).

Mit Hilfe der Computersoftware wurde das Fluoreszenzsignal jeder einzelnen Probe
in Echtzeit bestimmt. Der dabei ermittelte Ct-Wert (treshold Cycle) korrelierte mit der
Hohe vorhandener Ziel-DNA (Tissue Factor, B-Actin). Proben mit quantitativ
groBeren Mengen Ziel-DNA hatten niedrigere Ct-Werte, weil weniger PCR-Zyklen
bendtigt wurden, bis die Intensitat der Fluoreszenz des interkalierten Farbstoffs der
Hintergrund-Fluoreszenz entsprach. Der Cr-Wert wurde unter Bericksichtigung

eines internen Referenzwertes fur die Quantifizierung der Ziel-DNA verwendet.

Bei der hier angewandten relativen Quantifizierung wurde die Expression des
Zielgens (Tissue Factor) mit der des HKGs (B-Actin) ,normalisiert®. Das bedeutet, es
wurden nicht die absoluten Konzentrationen bestimmt, sondern die Expression des
Zielgens wurde auf die Expession des HKGs bezogen. Vorteile der ,Normalisierung*
liegen in der Reduzierung der Varianz von Expressionsergebnissen, da Gewebe-
und Matrixeffekte, unterschiedliche RNA-Extraktionskoeffizienzen sowie Fehler bei
der reversen Transkription innerhalb einer Probe Zielgen und HKG gleichermalen

betreffen und sich dadurch in den angewandten Berechnungen aufheben.

FuUr die Berechnung der relativen Expression von Tissue Factor mRNA, normalisiert
durch unser HKG B-Actin, wurde die sogenannte AACt-Methode verwendet (65).
Zunachst wurde dabei im ersten Schritt fur jede untersuchte Probe der Cr-Wert des

HKGs vom Ct-Wert des Zielgens substrahiert (Formel 3).
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Formel 3:
ACt = Cr-Zielgen - C+-HKG

Nach diesem Schritt wurde vom AC+t-Wert der experimentellen Probe der ACr-Wert
einer Kontrolle abgezogen. Als Kontrolle kann eine Probe der Versuchsreihe
herangezogen werden (z. B. die nur mit LPS stimulierte Probe). Man erhalt hierdurch

den sogenannten AACt-Wert (Formel 4).
Formel 4:
AACy = AC+t-Probe - ACt-Kontrolle

Der relative Expressionsunterschied einer Probe zwischen der Behandlung und der
Kontrolle (Ratio), ,normalisiert zum HKG und bezogen auf eine Standardprobe

ergab sich aus der arithmetischen Formel 2 7247 (

Formel 5).

Formel 5:

Ratio = 2 24CT
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2.8  Statistik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung von mindestens vier
unabhangigen Versuchsreihnen (n= 4) angegeben. Jedes Experiment einer
Versuchsreihe wurde in Triplikaten durchgefiihrt. Eine Normalverteilung der Daten
lag vor.

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Student-t-Test zum Vergleich von
zwei Gruppen. Fur die statistische Auswertung wurde das Programm StatsDirect
Statistical Software (Version 2.0.0) verwendet. Die Datenerfassung und
Grafikerstellung erfolgte mit Exel, Microsoft.

Das Kriterium fur die Beibehaltung bzw. Ablehnung der jeweils getesteten Hypothese
war die Irrtumswahrscheinlichkeit ,p“, die im Ergebnisteil angegeben wird.

Statistische Signifikanz lag vor, wenn der p-Wert kleiner 0,05 war.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollte in einem Zellkulturmodell der Effekt von Lepirudin
(Refludan®) auf die Tissue Factor Expression humaner Monozyten unter
standardisierten Bedingungen untersucht werden. Die Effekte von Lepirudin auf die
im serumfreien Medium kultivierten Monozyten wurden sowohl an unstimulierten als

auch an mit LPS (E. coli O111:B4) stimulierten Monozyten untersucht.

3.1 Tissue Factor Induktion durch LPS

Die Inkubation der Monozyten mit LPS (E. coli O111:B4) im serumfreien
Kulturmedium flhrte zu einer zeit- und konzentrationsabhangigen Induktion der TF-
Aktivitat im Gerinnungstest (Abb. 14a und 14Db).

Abbildung 14a und 14b: LPS-induzierte TF-Aktivitat in humanen Monozyten
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Abb. 14a und 14b: Abbildung 14a zeigt die TF-Aktivitat humaner Monozyten nach
Inkubation mit LPS (10 pg/ml) in den angegebenen Zeiten (0-24 Stunden). In
Abbildung 14b wird die TF-Aktivitdt humaner Monozyten nach sechs Stunden
Stimulation mit LPS in den angegebenen Konzentrationen (0-20 pg/ml) dargestellt.
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhangigen
Versuchsreihen (n= 4) angegeben. Jedes Experiment einer Versuchsreihe wurde in

Triplikaten durchgeflhrt.
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Nach sechs bis acht Stunden Stimulation mit 10 ug/ml LPS konnte eine maximale
Induktion der TF-Aktivitat erreicht werden. Analog zu diesem LPS-Effekt auf die TF-
Aktivitat lie® sich die TF-Proteinexpression zeit- und konzentrationsabhangig
induzieren. Der maximale Effekt konnte nach sechs Stunden Inkubation mit 10 ug/ml
LPS erzielt werden. Fur die TF-mRNA Induktion ergab sich bei einer LPS-

Konzentration von 10 pg/ml nach vier Stunden ein maximaler Effekt.

Die Inkubation der Zellen mit LPS in den angegebenen Konzentrationen fuhrte zu

keiner nachweisbaren Veranderung der Zellvitalitat in der Durchflusszytometrie.
3.2 Einfluss von Lepirudin auf die TF-Aktivitat von Monozyten

In dem folgenden Teil der Arbeit wurde der Einfluss von Lepirudin auf die Tissue
Factor Aktivitdt der kultivierten humanen Monozyten untersucht. Hierfir wurden
sowohl unstimulierte als auch mit LPS zur TF-Expression stimulierte Monozyten
untersucht. Es sollte geprift werden, ob Lepirudin einen Einfluss auf die basale
sowie LPS-stimulierte TF-Aktivitat ausuben kann. Gleichzeitig wurde untersucht, ob
hemmende Effekte abhangig von Inkubationszeitpunkt oder Konzentration von
Lepirudin auftreten. Samtliche verwendeten Medien, Puffer und Ldésungsmittel

zeigten keine prokoagulatorische Aktivitat.
3.2.1  TF-Aktivitat unstimulierter und LPS-stimulierter Monozyten

In den Vorversuchen konnte eine maximale Induktion der TF-Aktivitat nach sechs bis
acht Stunden durch Stimulation mit einer LPS-Konzentration von 10 pg/ml gefunden
werden. Aufgrund dieser Ergebnisse erfolgte die Induktion der TF-Aktivitat in den
folgenden vier Versuchsreihen durch Inkubation der Zellen mit 10 ug/ml LPS flr
sechs Stunden. In Abbildung 15 ist die basale TF-Aktivitat unstimulierter Proben
jeweils der durch LPS stimulierten TF-Aktivitdt in den einzelnen Versuchsreihen

gegenuber gestellt.

In Abbildung 16 werden die Mittelwerte der vier Versuchsreihen dargestellt.
Erwartungsgemal} flihrte die Stimulation der Monozyten durch LPS in der gewahlten
Zeit (sechs Stunden) und Konzentration (10 ug/ml) zu einer statistisch signifikanten

Steigerung der basalen TF-Aktivitat unstimulierter Monozyten von im Durchschnitt
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9,35 +1,3 mU/ml (entspricht mU/10°® Zellen) auf durchschnittlich 205 + 40,9 mU/ml
der LPS- stimulierter Monozyten.

Abbildung 15: TF-Aktivitat unstimulierter und LPS-stimulierter Monozyten
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Abb. 15: Darstellung der basalen TF-Aktivitat unstimulierter Monozyten (KO) und
deren TF-Aktivitat nach sechs Stunden Stimulation mit 10 pg/ml LPS (LPS) in vier
voneinander unabhangigen Versuchsreihen. Jedes Experiment wurde in Triplikaten

durchgefliihrt. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung.

Abbildung 16: Mittelwerte der TF-Aktivitat unstimulierter und LPS-stimulierter

Monozyten aus vier unabhangigen Versuchsreihen
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Abb. 16: Graphische Darstellung der durchschnittlichen TF-Aktivitat unstimulierter

Monozyten (KO) und deren TF-Aktivitat nach sechs Stunden Stimulation mit 10 ug/ml
LPS (LPS) in vier voneinander unabhangigen Versuchsreihen (V1-V4). Dargestellt
werden die Mittelwerte aus den vier Versuchsreihen + Standardabweichung (n= 4), *
p< 0,0001.
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3.2.2 Einfluss von Lepirudin auf die TF-Aktivitat unstimulierter Monozyten

Die Inkubation der Monozyten mit Lepirudin (Refludan®) im serumfreien
Kulturmedium fihrte zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der basalen,

unstimulierten TF-Aktivitat im Gerinnungstest (Abbildung 17).

Abbildung 17: Reduktion der basalen, unstimulierten TF-Aktivitat durch

Lepirudin als Funktion der Lepirudin-Konzentration
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Abb. 17: Darstellung der TF-Aktivitat von unstimulierten humanen Monozyten (KO)
sowie nach Inkubation mit Lepirudin in den angegebenen Konzentrationen (0-100
ug/ml, entspricht 0-100 pg/10° Zellen) (ber jeweils acht Stunden. Die
prokoagulatorische Aktivitat wurde in einem Gerinnungstest bestimmt und in mU/ml
(entspricht mU/10° Zellen) angegeben. Ab einer Lepirudin-Konzentration von 10
Mg/ml kam es zu einer vollstandigen Suppression der basalen TF-Aktivitat. Alle
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhangigen
Versuchsreihen (n= 4) angegeben. Jedes Experiment einer Versuchsreihe wurde in

Triplikaten durchgeflhrt, * p< 0,05 versus Kontrolle.
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AnschlieRend wurden die kultivierten humanen Monozyten mit 0,1 ug/ml sowie 1
gg/ml  Lepirudin  fur 4-18 Stunden inkubiert. Fur die gewahlten Lepirudin-
Konzentrationen konnte zuvor jeweils eine deutliche Reduktion der basalen TF-
Aktivitat nachgewiesen werden. Eine zeitabhangige Beeinflussung der TF-Aktivitat im
Gerinnungstest zeigte sich nicht. Die konzentrationsabhangige Reduktion der TF-

Aktivitat blieb Uber den gesamten gewahlten Zeitraum konstant (Abbildung 18).

Abbildung 18: Einfluss der Inkubationszeit von Lepirudin auf die basale

TF Aktivitat humaner kultivierter Monozyten
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Abb. 18: TF-Aktivitat humaner Monozyten, die in den angegebenen Zeitraumen (4-
18 Stunden) mit Lepirudin (Lepi) in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (0,1
pug/ml, 1 pg/ml) inkubiert wurden. Die TF-Aktivitat wurde in einem Gerinnungstest
bestimmt und in mU/ml (entspricht mU/10° Zellen) angegeben. Alle Ergebnisse sind
als Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhangigen Versuchsreihen (n= 4)

angegeben. Jede Probe einer Versuchsreihe wurde in Triplikaten durchgefuhrt.

Die Inkubation der Monozyten mit Lepirudin fuhrte zu einer signifikanten Senkung
der basalen TF-Aktivitat abhangig von der gewahlten Lepirudin-Konzentration. Die
Dauer der Inkubation mit Lepirudin Uber einem Zeitraum von 4-18 Stunden hatte
dabei keinen Einfluss auf die Reduktion der TF-Aktivitat.

Die Inkubation der Zellen mit Lepirudin in den angegebenen Konzentrationen fuhrte

zu keiner nachweisbaren Veranderung der Zellvitalitat (Durchflusszytometrie).
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3.2.3 Einfluss von Lepirudin auf die TF-Aktivitat LPS-stimulierter Monozyten

Die zuvor ermittelte maximale Stimulation der TF-Aktivitat kultivierter humaner
Monozyten durch 10 ug/ml LPS (E. coli O111:B4) uber sechs Stunden konnte durch
Inkubation mit Lepirudin (Refludan®) unterschiedlicher Konzentration (jeweils 120
Minuten vor LPS-Stimulation) reduziert werden. Es kam zu einer
konzentrationsabhangigen Reduktion der LPS-stimulierten TF-Aktivitat im
Gerinnungstest (Abbildung 19).

Abbildung 19: Effekte verschiedener Lepirudin-Konzentrationen auf die LPS-

induzierte TF-Aktivitat in vitro kultivierter Monozyten
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Abb. 19: KO= Kontrolle, unstimulierte Zellen. LPS= fur sechs Stunden nur mit LPS
(10 pg/ml) stimulierte Zellen. Alle weiteren Proben wurden mit LPS (10 pg/ml) in
Gegenwart von Lepirudin in den angegebenen Konzentrationen stimuliert. Zunachst
erfolgte eine Inkubation mit Lepirudin unterschiedlicher Konzentration. Nach zwei
Stunden wurden die Proben zusatzlich fur weitere sechs Stunden mit LPS stimuliert.
Die TF-Aktivitat der Zellhomogenisate wurde anschliefend in einem Gerinnungstest
bestimmt. Jedes Experiment einer Versuchsreihe wurde in Triplikaten durchgefuhrt.
Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhangigen
Versuchsreihen (n= 4) angegeben, n. s. = nicht signifikant und * p< 0,05 jeweils

versus nur mit LPS- stimulierten Zellen.
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Lepirudin-Konzentrationen von 0,1 ug/ml und 1 pyg/ml flihrten zu einer statistisch
signifikanten Reduktion der TF-Aktivitat LPS- stimulierter Zellen.

Wurden die Monozyten in Anwesenheit von 10 pg/ml LPS Uber einen Zeitraum von
24 Stunden zusatzlich mit 1 pg/ml Lepirudin inkubiert, kam es zu einer konstanten

Suppression der stimulierten TF-Aktivitat (Abbildung 20).

Abbildung 20: Suppression der LPS-induzierten TF-Aktivitat durch Inkubation
mit 1 ug/ml Lepirudin liber 24 Stunden
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Abb. 20: Die Zellen wurden uber 24 Stunden (h) in Anwesenheit von LPS (10 pg/ml)
inkubiert. Eine Versuchsreihe wurde =zusatzlich mit 1 pg/ml Lepirudin (Lepi)
behandelt, eine als Kontrolle nur mit LPS ohne Lepirudin mitgeflhrt. Die Inkubation
wurde zu verschiedenen Zeiten beendet. Jedes Experiment einer Versuchsreihe
wurde in Triplikaten durchgefuhrt. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte =
Standardabweichung von vier voneinander unabhangigen Versuchsreihen (n= 4)

angegeben.
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Der Zeitpunkt der Inkubation mit Lepirudin hatte keinen Einfluss auf die Reduktion
der TF-Aktivitat im Gerinnungstest. So fuhrte in vier voneinander unabhangigen
Versuchen eine Vorinkubation mit 0,1 ug/ml Lepirudin fur zwei Stunden vor Zugabe
von 10 ug/ml LPS fur weitere sechs Stunden zu einer signifikanten Reduktion der TF-
Aktivitat (54,5 mU/ml £ 8,8) gegentber den nur mit 10 pg/ml LPS fir sechs Stunden
stimulierten Proben (205 mU/ml = 40,9), p<0,05 versus LPS. Gleiches galt fur die
dazu gehdrenden Versuchsansatze in denen 0,1 ug/ml Lepirudin und 10 pg/ml LPS
gleichzeitig fur sechs Stunden zu den kultivierten Monozyten gegeben wurde
(Lepirudin + LPS 59 mU/ml £ 10,3, p<0,05 gegenlber LPS 205 mU/ml = 40,9).
Wurden die Zellen zunachst wie beschrieben mit LPS stimuliert und zwei Stunden
nach Zugabe von LPS bzw. vier Stunden vor Ende der Experimente zusatzlich mit
0,1 pg/ml Lepirudin behandelt, fuhrte dies zu annahernd konkruenten Befunden
(LPS+ Lepirudin 68,5 mU/ml £ 13,6, p< 0,05 gegentber LPS 205 mU/ml + 40,9).

In Abbildung 21 wird nochmals der Zusammenhang zwischen Inkubationszeitpunkt
mit Lepirudin unterschiedlicher Konzentration und Reduktion LPS-stimulierter TF-
Aktivitat dargestellt. Hierfir wurde die TF-Aktivitat nur LPS-stimulierter Proben (10
pug/ml fur sechs Stunden) gleich 100% gesetzt und der prozentualen TF-Aktivitat
zusatzlich mit Lepirudin zu verschiedenen Zeitpunkten und mit unterschiedlichen

Konzentrationen inkubierten Versuchsansatzen gegenubergestellt.
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Abbildung 21 A-C: Einfluss des Inkubationszeitpunktes von Lepirudin
unterschiedlicher Konzentration auf die LPS-stimulierte

TF-Aktivitat humaner Monozyten
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Abb. 21 A-C: Darstellung der Beeinflussung LPS-stimulierter TF-Aktivitat (+)
humaner Monozyten abhangig vom Inkubationszeitpunkt mit Lepirudin
unterschiedlicher Konzentration. Die TF-Aktivitat (%) der einzelnen Versuchsansatze
wurde der TF-Aktivitat nur LPS-stimulierter Proben (100%) gegenubergestellt. KO =
Kontrolle, unstimulierte Proben (-). LPS = nur mit LPS (10 ug/ml fir sechs Stunden)
stimulierte Ansatze. Lepi= Lepirudin (ug/ml).

A: Monozyten wurden 2 h mit Lepirudin unterschiedlicher Konzentration vorinkubiert

und anschliefend zusatzlich weitere 6 h mit LPS stimuliert.

B: Monozyten wurden gleichzeitig jeweils mit Lepirudin unterschiedlicher
Konzentration und LPS fur 6 h inkubiert.

C: Monozyten wurden mit LPS vorstimuliert. Nach 2 h wurden die Zellen zusatzlich
mit Lepirudin unterschiedlicher Konzentration inkubiert. 6 h nach Beginn der LPS-

Stimulation wurden die Experimente beendet.

Jedes Experiment einer Versuchsreihe wurde in Triplikaten durchgefuhrt. Dargestellt
sind die Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhangigen Versuchsreihen
(n= 4), * p<0,05 versus LPS-induzierter TF-Aktivitat, n. s. = nicht signifikant versus
LPS-induzierter TF-Aktivitat.
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3.2.4 Charakterisierung der prokoagulatorischen Aktivitat als TF-Aktivitat in

Faktor VIl defizientem Plasma

Die gemessene prokoagulatorische Aktivitdt im Gerinnungstest konnte als TF-
Aktivitat charakterisiert werden, da in Faktor VIl defizientem Plasma keine
Verkurzung der Gerinnungszeit gemessen werden konnte.

Hierfir wurden in ausgewahlten Experimenten die Zellen fir je sechs Stunden mit
LPS unterschiedlicher Konzentration stimuliert und anschlieBend die
prokoagulatorische Aktivitat der Zelllysate in Normalplasma als auch Faktor VII
defizientem Plasma bestimmt. Alle Werte sind als Mittelwerte von vier unabhangigen

Versuchsreihen + Standardabweichung angegeben (Tabelle 3).

Tabelle 3: Funktionelle Charakterisierung der prokoagulatorischen Aktivitat als
TF-Aktivitat in Faktor VII defizientem Plasma

LPS (png/ml) Normalplama, Faktor VIl defizientes Plasma,
prokoagulatorische prokoagulatorische
Aktivitat (mU/ml) Aktivitat (mU/ml)
0 8,7 =153 89 £1,79
0,5 88 +1,23 89 251
2,5 20 * 3,69 85 +1,33
5 59 + 11,8 6,9 =215
7,5 134 +£8,03 91 217
10 232 +29,8 90 148
3.3 Einfluss von Lepirudin auf die TF-Proteinexpression von Monozyten

Als nachstes wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Lepirudin auf die
Tissue Factor Proteinexpression der in vitro kultivierten humanen Monozyten
untersucht. Hierfur wurden sowohl unstimulierte als auch mit LPS zur TF-Expression
stimulierte Monozyten bearbeitet. Es sollte geprift werden, ob Lepirudin einen
Einfluss auf die basale als auch stimulierte TF-Proteinexpression ausuben kann.
Gleichzeitig wurde untersucht, ob hemmende Effekte abhangig von
Inkubationszeitpunkt oder Konzentration von Lepirudin auftreten. Samtliche
verwendeten Medien, Puffer und Ldsungsmittel zeigten keinen Einfluss auf die

Proteinexpression.
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3.3.1  TF-Proteinexpression unstimulierter und LPS-stimulierter Monozyten

Die Inkubation der Monozyten mit LPS (E. coli O111:B4) im serumfreien
Kulturmedium fuhrte zu einer signifikanten Induktion der TF-Proteinexpression im
ELISA-Test. In vier voneinander unabhangigen Versuchsreihen konnte eine
durchschnittliche basale TF-Proteinexpression von 78,85 pg/ml £+ 12,6 ermittelt
werden. Durch Stimulation mit 10 pg/ml LPS fur sechs Stunden kam es zu einer
durchschnittlichen TF-Proteinexpression von 1532 pg/ml + 596 (Abbildung 22).

Abbildung 22: Mittelwerte der TF-Proteinexpression unstimulierter und LPS-

stimulierter Monozyten aus vier unabhangigen Versuchsreihen
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Abb. 22: Graphische Darstellung der durchschnittlichen TF-Proteinexpression
unstimulierter Monozyten (KO) und nach sechs Stunden Stimulation mit 10 ug/ml
LPS (LPS) von vier voneinander unabhangigen Versuchsreihen (n= 4). Jedes
Experiment einer Versuchsreihe wurde in Triplikaten durchgefuhrt. Dargestellt
werden die Mittelwerte aus den vier Versuchsreihen + Standardabweichung, * p<0,05

versus unstimulierter Monozyten.



Ergebnisse 55

3.3.2 Einfluss von Lepirudin auf die TF-Proteinexpression unstimulierter

Monozyten

Die Inkubation der Monozyten mit Lepirudin (Refludan®) im serumfreien
Kulturmedium fuhrte zu einer Reduktion der basalen, unstimulierten TF-
Proteinexpression im ELISA-Test (Abbildung 23).

Abbildung 23: Reduktion der basalen, unstimulierten TF-Proteinexpression

durch Lepirudin unterschiedlicher Konzentration
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Abb. 23: Darstellung der TF-Proteinexpression unstimulierter humaner Monozyten
(KO) sowie nach Inkubation mit Lepirudin in den angegebenen Konzentrationen
(0-10 pg/ml, entspricht 0-10 pg/10° Zellen) Uber jeweils acht Stunden. Die
Proteinexpression wurde in einem ELISA-Kit bestimmt und in pg/ml (entspricht
pg/10° Zellen) angegeben. Jedes Experiment einer Versuchsreihe wurde in
Triplikaten durchgefuhrt. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung
von vier unabhangigen Versuchsreihen (n= 4) angegeben, * p<0,05 versus

unstimulierter Kontrolle.



Ergebnisse 56

Die Inkubation der Monozyten mit Lepirudin unterschiedlicher Konzentration (0,1-10
pg/ml) fuhrte zu einer signifikanten Senkung der basalen TF-Proteinexpression.

Die Dauer der Inkubation mit Lepirudin Uber einen Zeitraum von vier bis acht
Stunden hatte dabei keinen Einfluss auf die Reduktion der TF-Proteinexpression. Die
Reduktion der TF-Proteinexpression blieb Uber den gesamten gewahlten Zeitraum
konstant (Abbildung 24).

Abbildung 24: Einfluss der Inkubationszeit von Lepirudin auf die basale

TF-Proteinexpression humaner kultivierter Monozyten
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Abb. 24: Die Zellen wurden uber 8 Stunden (h) in Anwesenheit von Lepirudin
(0,1ug/ml) inkubiert und eine Versuchsreihe als Kontrolle (KO) ohne jegliche
Stimulation mitgefuhrt. Die Inkubation wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten
beendet. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardabweichung von vier
unabhangigen Versuchsreinen (n= 4) angegeben. Jedes Experiment einer

Versuchsreihe wurde in Triplikaten durchgefiuhrt.

3.3.3 Einfluss von Lepirudin auf die TF-Proteinexpression LPS-stimulierter

Monozyten

Die zuvor ermittelte maximale Stimulation der TF-Proteinexpression Kkultivierter

humaner Monozyten durch 10 pg/ml LPS (E. coli O111:B4) Uber sechs Stunden
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konnte durch Inkubation mit Lepirudin (Refludan®) unterschiedlicher Konzentration

reduziert werden (Abbildung 25).

Abbildung 25: Effekte verschiedener Lepirudin-Konzentrationen auf die LPS-

induzierte TF-Proteinexpression kultivierter Monozyten
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Abb. 25: KO= Kontrolle, unstimulierte Zellen (-). LPS= nur mit LPS (10 pg/ml far
sechs Stunden) stimulierte Zellen (+). Alle weiteren Proben wurden mit LPS (10
pMg/ml) in Gegenwart von Lepirudin (Lepi) in den angegebenen Konzentrationen
stimuliert. Zunachst erfolgte eine Vorinkubation von zwei Stunden mit Lepirudin
unterschiedlicher Konzentration. Nach zwei Stunden wurden die Proben zusatzlich
fur weitere sechs Stunden mit LPS stimuliert. Die TF-Proteinexpression der
Zellhomogenisate wurde anschlieflend in einem ELISA-Test bestimmt und als TF-
Proteinexpression (%) der einzelnen Versuchsansatze der TF-Proteinexpression nur
LPS-stimulierter Proben (=100%) gegenubergestellt. Jedes Experiment einer
Versuchsreihe wurde in Triplikaten durchgefuhrt. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte
+ Standardabweichung von vier Versuchsreihen (n= 4) angegeben, * p<0,05 versus

LPS-induzierter TF-Proteinexpression.
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Der Zeitpunkt der Inkubation mit Lepirudin hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Reduktion der TF-Proteinexpression im ELISA-Test. So flhrte in vier voneinander
unabhangigen Versuchen eine Vorinkubation mit 1 pg/ml Lepirudin fir zwei Stunden
vor Zugabe von 10 pg/ml LPS fur weitere sechs Stunden zu einer 40%igen
Reduktion der TF-Proteinexpression gegenuber den nur mit 10 pg/ml LPS fur sechs
Stunden stimulierten Proben (100%). Wurden die Zellen gleichzeitig mit LPS und
Lepirudin behandelt, fuhrte dies zu einer 28%igen Reduktion der TF-Expression
gegenuber den nur mit LPS behandelten Zellen. Wurden die Zellen erst zwei
Stunden nach LPS-Stimulation fur weitere vier Stunden mit Lepirudin inkubiert, fuhrte

dies zu einer 34%igen Reduktion der TF-Proteinexpression (Abbildung 26).

Abbildung 26: Einfluss des Inkubationszeitpunktes von Lepirudin auf die LPS-

stimulierte TF-Proteinexpression humaner Monozyten
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Abb. 26: Unstimulierte Proben wurden in jeder Versuchsreihe als Kontrollen (KO)
mitgefuhrt. 6 h vor Ende der Experimente wurden alle Gbrigen Proben mit 10 pg/ml
LPS stimuliert. Die TF-Proteinexpression der nur mit LPS stimulierten Proben (LPS)
jeder Versuchsreihe wurde gleich 100% gesetzt. Die Zeitangaben 8 h, 6 h und 4 h
beziehen sich auf den Zeitpunkt bzw. die Dauer der Inkubation mit Lepirudin (1
pg/ml). In einer Gruppe wurden die Zellen 2 h vor LPS-Stimulation bzw. 8 h vor Ende
der Experimente mit Lepirudin vorinkubiert. In der nachsten Gruppe wurden die
Monozyten gleichzeitig mit LPS und Lepirudin 6 h vor Ende der Experimente
behandelt. Die Zellen der letzten Gruppe wurden 2 h nach LPS-Stimulation bzw. 4 h
vor Ende der Experimente mit Lepirudin inkubiert. Jedes Experiment einer
Versuchsreihe wurde in Triplikaten durchgefuhrt. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte
+ Standardabweichung von vier Versuchsreihen (n= 4) angegeben, * p<0,05 versus

LPS-induzierter TF-Proteinexpression.
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3.4 Einfluss von Lepirudin auf die TF-Gentranskription in Monozyten

Es folgte die Untersuchung, ob neben der Reduktion von TF-Aktivitat und TF-
Proteinexpression auch die TF-Gentranskription von in vitro kultivierten Monozyten
durch Lepirudin beeinflusst wird.

Hierfir wurden sowohl unstimulierte als auch mit LPS zur TF-Gentranskription
stimulierte Monozyten bearbeitet. Es wurde gepruft, ob Lepirudin einen Einfluss auf
die basale als auch stimulierte TF-mRNA Expression ausuben kann. Gleichzeitig
wurde untersucht, ob hemmende Effekte abhangig vom Inkubationszeitpunkt mit
unterschiedlicher Lepirudin-Konzentration auftreten. Samtliche verwendeten Medien,

Puffer und Losungsmittel zeigten keinen Einfluss auf die TF-mRNA Expression.

3.41 TF-Gentranskription unstimulierter und LPS-stimulierter Monozyten

Die Inkubation der Monozyten mit LPS (E. coli O111:B4) im serumfreien
Kulturmedium fuhrte zu einer signifikanten Induktion der relativen TF-mRNA
Expression in der Real-time-RT-PCR (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Relative TF-mRNA Expression unstimulierter und LPS-

stimulierter Monozyten
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Abb. 27: Graphische Darstellung der durchschnittlichen relativen TF-mRNA
Expression unstimulierter Monozyten (KO) und nach vier Stunden Stimulation mit 10
pug/ml LPS (LPS). Alle Werte wurden ,normalisiert zum internen Referenzgen, dem
HKG B-Actin und relativ zu der unstimulierten Kontrolle (KO) berechnet. Dargestellt
werden die Mittelwerte + Standardabweichung aus vier voneinander unabhangigen

Versuchsreihen (n= 4), * p<0,05 versus unstimulierte Monozyten.

3.4.2 Einfluss von Lepirudin auf die TF-Gentranskription unstimulierter

Monozyten

Die Inkubation der Monozyten mit Lepirudin (Refludan®) im serumfreien
Kulturmedium fuhrte zu einer Reduktion der basalen, unstimulierten relativen TF-
MRNA Expression in der Real-time-RT-PCR (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Reduktion der basalen, unstimulierten relativen TF-mRNA

Expression durch Lepirudin unterschiedlicher Konzentration
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Abb. 28: Darstellung der relativen TF-mRNA Expression unstimulierter humaner
Monozyten (KO) sowie nach Inkubation mit Lepirudin in den angegebenen
Konzentrationen (0,1 und 1 ug/ml) Gber jeweils 4 Stunden. Die TF-mRNA Expression
wurde mittels Real- time-RT-PCR bestimmt. Alle Ergebnisse wurden ,normalisiert” zu
dem HKG [B-Actin und relativ zu der unstimulierten Kontrolle (KO) angegeben.
Dargestellt werden die Mittelwerte + Standardabweichung aus funf voneinander

unabhangigen Versuchsreihen (n=5), * p<0,05 versus unstimulierter Kontrolle.

Die Inkubation der Monozyten mit Lepirudin unterschiedlicher Konzentration (0,1- 1

pg/ml) fihrte zu einer Reduktion der basalen TF-mRNA Expression.

Die Dauer der Inkubation mit Lepirudin Uber einem Zeitraum von zwei bis sechs
Stunden hatte dabei keinen Einfluss auf die Reduktion der TF-Gentranskription
(Abbildung 29).
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Abbildung 29: Einfluss der Inkubationszeit von Lepirudin auf die basale relative

TF-mRNA Expression humaner kultivierter Monozyten
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Abb. 29: Die Zellen wurden in Anwesenheit von Lepirudin (0,1 pg/ml) inkubiert oder
ohne jegliche Stimulation als Kontrolle (KO) mitgefuhrt. Die Inkubation wurde zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 2, 4 und 6 h) beendet. Die TF-mRNA
Expression wurde mittels Real- time-RT-PCR bestimmt. Alle Ergebnisse wurden
zhormalisiert* zu dem HKG B-Actin und relativ zu der unstimulierten Kontrolle (KO)
angegeben. Dargestellt werden die Mittelwerte + Standardabweichung aus funf
voneinander unabhangigen Versuchsreihen (n= 5), * p<0,05 versus unstimulierte

Zellen.

3.4.3 Einfluss von Lepirudin auf die TF-Gentranskription LPS-stimulierter

Monozyten

Die zuvor ermittelte signifikante Stimulation der TF-mRNA Expression kultivierter
humaner Monozyten mit 10 ug/ml LPS (E. coli O111:B4) Uber vier Stunden konnte
durch Inkubation mit Lepirudin (Refludan®) unterschiedlicher Konzentration reduziert
werden (Abbildung 30a und 30b).

Die Dauer der Inkubation mit Lepirudin Uber einem Zeitraum von zwei bis sechs
Stunden und der Inkubationszeitpunkt in Bezug auf die LPS-Stimulation hatten dabei
keinen Einfluss auf die Reduktion der TF-Gentranskription (Abbildung 30a und 30b).
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Abbildung 30a-b: Einfluss von Lepirudin-Konzentration und -Inkubationszeit
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Abb. 30a-b: Darstellung des Einflusses von Lepirudin unterschiedlicher
Konzentration (0,1 pg/ml in Abb. 30a, 1 pyg/ml in Abb. 30b) auf die LPS-stimulierte
relative TF-mRNA Expression humaner Monozyten. Unstimulierte Proben (KO)
wurden in jeder Versuchsreihe mitgeflhrt. Vier Stunden vor Ende der Experimente
wurden alle tUbrigen Proben mit 10 ug/ml LPS stimuliert. Proben, die nicht zusatzlich
mit Lepirudin behandelt wurden (LPS), dienten als Standardprobe. Die Zeitangaben
6 h, 4 h und 2 h beziehen sich auf den Zeitpunkt bzw. die Dauer der Inkubation mit
Lepirudin. In einer Gruppe wurden die Zellen zwei Stunden vor LPS-Stimulation bzw.
sechs Stunden vor Ende der Experimente mit Lepirudin vorinkubiert. In der nachsten
Gruppe wurden die Monozyten gleichzeitig mit LPS und Lepirudin vier Stunden vor
Ende der Experimente behandelt. Die Zellen der letzten Gruppe wurden zwei
Stunden nach LPS-Stimulation bzw. zwei Stunden vor Ende der Experimente mit
Lepirudin inkubiert. Die TF-mRNA Expression wurde mittels Real-time-RT-PCR
bestimmt. Alle Ergebnisse wurden ,normalisiert® zu dem HKG -Actin und relativ zu
den nur mit LPS-stimulierten Proben (LPS) angegeben. Dargestellt werden die
Mittelwerte + Standardabweichung aus funf voneinander unabhangigen

Versuchsreihen (n= 5), * p<0,05 versus nur mit LPS-stimulierten Zellen.

3.5 Beeinflussung der Ergebnisse durch zusatzliche Gabe von PPACK

Die prokoagulatorische Aktivitat im Gerinnungstest wurde durch zusatzliche Gabe
von PPACK am Beginn der Stimulationsexperimente nicht beeinflusst. Ebenso
konnte keine Beeinflussung der TF-Proteinexpression im TF-ELISA-Test und TF-
Genexpression in der Real-time-RT-PCR durch PPACK beobachtet werden.

Zum Beweis hierfir wurden in ausgewahlten Experimenten die Zellen flr sechs
Stunden (TF-Aktivitat, TF-Protein) bzw. vier Stunden (TF-mRNA) jeweils mit 10 ug/ml
LPS und 10 pg/ml LPS+1 pg/ml Lepirudin stimuliert (Tabelle 4). In Tabelle 4 werden
die Ergebnisse der mit PPACK vorbehandelten Proben denen ohne PPACK
gegenubergestellt und als  Mittelwerte aus vier Versuchsreihen
Standardabweichung dargestellt. Ein Einfluss auf die basale unstimulierte TF-

Expression durch PPACK wurde ebenfalls nicht beobachtet.
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Ein indirekter Thrombin-Effekt auf die Versuchsergebnisse wurde so

ausgeschlossen.

Tabelle 4: Einfluss von PPACK auf prokoagulatorische Aktivitat, TF-
Proteinexpression und relative TF-mRNA Expression

Prokoagulatorische Prokoagulatorische
Aktivitat (mU/ml) Aktivitdat (mU/ml) + PPACK

LPS 232 £ 29,8 239+ 324

LPS + Lepi 59 + 10,3 54+ 12,6
TF-Proteinexpression TF-Proteinexpression
(pg/ml) (pg/ml) + PPACK

LPS 1532 £ 596 1562 + 610

LPS + Lepi 1229 £+ 654 1178 £ 598
Relative TF- mRNA Relative TF-mRNA
Expression Expression + PPACK

LPS 53,4+20,4* 49,8 + 28,7 *

LPS + Lepi 0,8+0,1* 0,8+0,1*

*  Mittelwert + Standardabweichung aus vier voneinander unabhangigen
Versuchsreihen (n= 4) ,normalisiert‘ zu dem HKG B-Actin und relativ zu

den unstimulierten Zellen.

**  Mittelwert + Standardabweichung aus vier voneinander unabhangigen
Versuchsreihen (n= 4) ,normalisiert* zu dem HKG (-Actin und relativ zu

den nur mit LPS- stimulierten Zellen.

3.6 Reinheit und Vitalitat der Zellkulturen

Der Anteil der Monozyten in den Zellkulturen lag in allen Versuchsansatzen zwischen
90 und 95% (Durchflusszytometrie). Die Zellvitalitat der Zellkulturen lag tber 90%

(Durchflusszytometrie).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Lepirudin in Monozyten
sowohl die basale als auch LPS-stimulierte Expression von Tissue Factor
supprimieren kann. Die Inhibition der Tissue Factor Expression beruhte auf einer
verminderten Transkription von TF-mRNA in den mit Lepirudin behandelten Zellen.
Funktionell fuhrte die verminderte Tissue Factor Expression der Monozyten nach
Inkubation mit Lepirudin dosisabhangig zu einer reduzierten prokoagulatorischen
Aktivitat, die im Rahmen dieser Arbeit als Tissue Factor Aktivitat charakterisiert

werden konnte.

4.1 Diskussion von Tissue Factor und Monozyten in der TVP

Die herausragende Stellung von Tissue Factor in der Physiologie der Blutgerinnung
ist hinlanglich bekannt und wird aus der Tatsache ersichtlich, dass bislang kein
angeborener Mangel an Tissue Factor beschrieben werden konnte. Das Fehlen von
Tissue Factor scheint mit dem Leben nicht vereinbar zu sein. Studien mit transgenen
Mausen, bei denen das Gen fur Tissue Factor inaktiviert wurde (knock-out Mutanten)

zeigten, dass die betroffenen Tiere das Embryonalstadium nicht Gberleben (18, 117).

Bekannt ist auch, dass jegliche Expression von Tissue Factor innerhalb der Gefalde
zur Bindung von Faktor VII und damit zur Aktivierung der Gerinnungskaskade mit
Verlagerung des hamostatischen Gleichgewichts von der antikoagulatorischen zur
prokoagulatorischen Seite fuhrt (45, 70, 71). Aus diesem Grund sollte eine
pathologische Gerinnungsaktivierung im GefalRbett vermieden werden. Die Tissue
Factor Expression von vaskularen Zellen unterliegt nicht zuletzt deshalb einer

strikten Reglementierung (26, 69, 74).

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass es in der Initialphase der
Transplantatvaskulopathie zur Expression von Tissue Factor durch vaskulare Zellen
wie Monozyten und konsekutiver intravasaler Ablagerungen von Mikrothromben und
Fibrin entlang der GefaBRwande kommt (50, 58, 60, 61, 81, 123). Diese Befunde

wurden sowohl in transplantierten Herzen als auch Nieren (93) gefunden.
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Wichtige Faktoren fur die Bildung von Mikrothromben innerhalb des Gefallbettes sind
normalerweise die Denudation des Endothels und die Freilegung von
subendothelialem Gewebe, wodurch die Bindung von Thrombozyten uUber deren
Glykoprotein Ib-V-IX-Komplex ermdoglicht wird (47). Die Mikrothromben in frihen
Stadien der Transplantatvaskulpathie entstehen dagegen auf morphologisch
intaktem Endothel. Eine Erklarung hierfur koénnte eine pathologische de-novo-
Expression von Tissue Factor auf Endothelzellen und adharenten Monozyten sein,
die durch Bindung von Faktor VII zur Aktivierung der Gerinnungskaskade und

Bildung von Mikrothromben fuhrt.

Unsere Arbeitsgruppe konnte in diesem Zusammenhang in heterotop
transplantierten Rattenherzen eine signifikant gesteigerte Tissue Factor Expression
entlang der Endothelzellen und auf interstitiellen Monozyten nachweisen, die so in
nativen, nicht transplantierten Herzen nicht gefunden wurde (51). Diese Beobachtung
wurde von einer amerikanischen Arbeitsgruppe 2002 anhand von
Rechtsherzbiopsien herztransplantatierter Patienten bestatigt. Die gleiche
Arbeitsgruppe konnte auch eine Korrelation zwischen TF-Expression und der

Wahrscheinlichkeit, eine Transplantatvaskulopathie zu entwickeln, herstellen (123).

Klinische Studien, in denen die monozytare Tissue Factor Expression
herztransplantierter Patienten und gesunder Probanden verglichen wurden, zeigten,
dass Monozyten herztransplantierter Patienten signifikant mehr Tissue Factor auf
ihrer Zelloberflache exprimierten als gesunde Probanden. Die Monozyten dieser
herztransplantierten Patienten wiesen eine hohere Ruheaktivitat auf und reagierten
auf exogene Stimuli mit einer starkeren Tissue Factor Expression (52, 53). Die
Monozyten herztransplantierter Patienten in diesen Studien erlangten dabei eine TF-
Expression, wie sie im Rahmen schwerer inflammatorischer Krankheitsprozesse

beobachtet wird.

Diese in vivo beobachtete erhdhte Tissue Factor Expression auf Monozyten

herztransplantierter Patienten durfte verschiedene Ursachen haben.
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Monozyten kdnnen durch eine Vielzahl von Stimuli zur TF-Expression angeregt
werden. C-reaktives Protein, CD40-Ligand, ,platelet derived growth factor-BB*
(PDGF-BB), Angiotensin ll, ,oxidized low density lipoprotein” (oxLDL) und bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) konnen die TF-Expression sowohl in zirkulierenden
Monozyten als auch in Makrophagen induzieren (67, 68, 69, 113). Einen weiteren
Stimulus  fir  Makrophagen stellen  proinflammatorische  Zytokine  wie
Tumornekrosefaktor-a und Interferon-y dar (113). Allgemein geht man heute davon
aus, dass das initiale Ereignis bei der Transplantatvaskulopathie auf einer
Aktivierung des Gefallendothels beruht, ausgeldost durch immunologische,
inflammatorische, metabolische oder mechanische Faktoren wahrend oder nach der
Transplantation (23, 99, 110, 118). Im weiteren Verlauf werden Monozyten rekrutiert,
die sich an das aktivierte GefalRenendothel anheften (3, 23, 62, 100). Durch Bindung
von a4p1-Integrinen der Monozyten an Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)
der Endothelzellen kann die Tissue Factor Gentranskription und Expression in
Monozyten induziert werden (5, 36, 66). Umgekehrt kénnen Monozyten aber auch
durch den direkten zellularen Kontakt mit Endothelzellen Uber Sezernierung von
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und ,reactive oxygen spezies® (ROS) eine TF-
Expression der Endothelzellen induzieren (87, 113) wund damit eine

prokoagulatorische Antwort hervorrufen.

Dass ein kausaler Zusammenhang zwischen erhdhter monozytarer Tissue Factor
Expression herztransplantierter Patienten und Hamostaseaktivierung besteht, konnte
in einer prospektiven klinischen Studie belegt werden, die zeigte, dass eine
Suppression der Tissue Factor Expression durch Hydroxy-Methylglutaryl-Coenzym-
A-Reduktaseinhibitoren (HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren), zu einer Normalisierung

der vaskularen Hyperkoagulabilitat fuhrt (52).

Durch die Beobachtungen einer  persistierenden Hyperkoagulabilitat
herztransplantierter Patienten und den Fibrin- und Thrombenbildungen entlang der
Intima transplantierter Gefalde, belegt von verschiedenen Arbeitsgruppen (58, 60, 61,
81), sowie der de-novo Expression von Tissue Factor in den Lasionen der
Transplantatvaskulopathie und auf vaskularen Zellen herztransplantierter Probanden
(50, 51, 52, 53, 93, 123) ergab sich die Frage, ob durch Modulation der intravasalen

Gerinnungsaktivierung die Transplantatvaskulopathie beeinflusst werden kann.
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Ausgehend hiervon, kénnte eine gezielte Beeinflussung der TF-Expression eine

Strategie in Therapie und Pravention der Transplantatvaskulopathie darstellen.

In  unserer Arbeitsgruppe konnte in Tierversuchen durch Behandlung
herztransplantierter Ratten mit einem rekombinantem Hirudin (Refludan®) eine
Modulation der intravasalen Gerinnungsaktivierung und Reduktion der
Transplantatvaskulopathie mit ihrer progredienten Intimaproliferation nach
Herztransplantation erzielt werden. Durch die dauerhafte Behandlung der Tiere mit
Hirudin (Uber 120 Tage) konnte sowohl Ausmal als auch Inzidenz der
Transplantatvaskulopathie reduziert werden. Diese Hirudin-induzierte Hemmung der
Intimaproliferation ging mit einer reduzierten Tissue Factor-Expression in den
transplantierten GefalRen einher. Ebenso konnte eine verminderte Tissue Factor

Gentranskription der mit Hirudin behandelten Tiere nachgewiesen werden (50).

Die Mechanismen, die dieser durch Hirudin-induzierten verminderten Tissue Factor
Expression und Gentranskription zugrunde lagen, waren nicht eindeutig zu
beantworten. Zum einen wurde vermutet, dass dieser Effekt von Refludan®
(Lepirudin) auf einer direkten Hemmung der Tissue Factor Gentranskription beruhen
konnte. Diese Eigenschaft war fur Hirudine zu diesem Zeitpunkt nicht beschrieben.
Wahrscheinlicher schien, dass die beobachtete Reduktion der Tissue Factor
Expression und Gentranskription auf einer indirekten Hemmung durch Inaktivierung
von Thrombin beruhte. Es war bekannt, dass die Protease Thrombin die Tissue
Factor Expression in vaskularen Endothelzellen induzieren (42, 113) und zur
Proliferation von vaskularen glatten Muskelzellen (43, 72) fuhren kann. Fur
rekombinante Hirudine konnte zu diesem Zeitpunkt bereits von verschiedenen
Arbeitsgruppen in unterschiedlichen Gefalimodellen eine Verringerung von
GefalRwandproliferationen und Tissue Factor Expression nach Ballonangioplastie
nachgewiesen werden (98, 108). Diese Effekte erklarte man sich ebenfalls durch die

bekannte Thrombin-Inhibition der Hirudine.

Ein direkter Einfluss von Lepirudin oder Hirudinen im Allgemeinen auf die Tissue
Factor Expression von Monozyten unter Ausschluss von Interaktionen mit Thrombin

oder vaskularen Endothelzellen wurde bisher nicht beschrieben.
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Die Untersuchungen an den transplantierten Rattenherzen unserer Arbeitsgruppe
lieRen die Frage offen, ob es sich bei den unter Lepirudin beobachteten Effekten um
einen direkten Einfluss des Hirudins auf die Tissue Factor Expression und
Gentranskription handelte.

In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb geklart werden, ob die in-vivo beobachteten
Effekte von Lepirudin auf die Tissue Factor Expression und Gentranskription unter
standardisierten, serumfreien Bedingungen wiederholt werden konnen. Eine
Beeinflussung durch Thrombin sollte in dem gewahlten Zellkulturmodell

ausgeschlossen werden.
4.2 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden die Experimente unter serumfreien Bedingungen
mit Kulturen aufgereinigter Monozyten durchgefthrt. Der Anteil der Monozyten in den
Zellkulturen lag in allen Versuchsansatzen zwischen 90 und 95%
(Durchflusszytometrie). Interaktionen mit anderen Zellpopulationen wurden durch
den hohen Reinheitsgrad der Kulturen ausgeschlossen. Auch die Zellvitalitat der
kultivierten Monozyten lag Uber 90% (Durchflusszytometrie). Toxische Effekte von
LPS, Lepirudin oder PPACK in den gewahlten Konzentrationen konnten
ausgeschlossen werden. Aufgrund der serumfreien Kulturbedingungen wurde eine
Beeinflussung der Ergebnisse durch im Serum enthaltene interzellulare Transmitter,

Interleukine, Wachstums- und Gerinnungsfaktoren ausgeschlossen.

Die Tissue Factor Induktion der Monozyten erfolgte durch LPS (E. coli O111:B4). Bei
LPS handelt es sich um Oberflachenbestandteile gramnegativer Bakterien und einen
etablierten inflammatorischen Stimulus humaner Monozyten (114). LPS entfaltet
seine Wirkung durch Bindung an CD14-Rezeptoren der Monozyten. Fir das
Erkennen von LPS durch die Zelle und die Aktivierung einer imflammatorischen und
immunologischen Antwort ist ein Komplex von drei verschiedenen Proteinen
notwendig. Dazu gehoéren der ,toll-like receptor 4“ (TLR4), der mit dem Protein MD-2
einen Komplex bildet und der CD14-Rezeptor. Erst nach Bindung von LPS an den
CD14-Rezeptor kommt es zu einer Assozation von CD14-Rezeptor und dem

TLR4/MD-2-Komplex. Das transmembrandse Protein TLR4 ist dann fur die
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Signalubertragung in das Zytoplasma verantwortlich (56, 82). Die weitere
intrazellulare Signaltransduktion fuhrt Uber den Transkriptionsfaktor NF-kB zur
Expression des Tissue Factor Gens (48). In der vorliegenden Arbeit konnte nach
sechs Stunden Stimulation mit jeweils 10 ug/ml LPS eine maximale Stimulation der
Tissue Factor Proteinexpression erzielt werden. Konkruente Befunde ergaben sich
durch Stimulation mit 10 pg/ml LPS fur eine maximale Induktion der Tissue Factor
Aktivitat. Die maximale Induktion der Tissue Factor mMRNA wurde nach vier Stunden
Stimulation mit 10 ug/ml LPS erreicht. Fir alle drei Methoden konnte somit eine
statistisch signifikante Induktion von Tissue Factor gegenuber unstimulierten

Monozyten erzielt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun der Einfluss von Lepirudin unter standardisierten
in vitro Bedingungen auf die basale, unstimulierte Tissue Factor Expression der
Monozyten untersucht. Gleichzeitig wurde gepruft, ob hemmende Effekte abhangig

von Inkubationszeitpunkt oder Konzentration von Lepirudin auftreten.

Die Zellen zeigten dabei eine basale Tissue Factor Proteinexpression von
durchschnitlich 78,75 pg/ml, die durch Lepirudin unterschiedlicher Konzentration (0,1,
1 und 10 pg/ml) nach Inkubation Uber acht Stunden statistisch signifikant reduziert
werden konnte. Durch eine Behandlung mit 0,1 ug/ml Lepirudin konnte eine
Reduktion der basalen Tissue Factor Proteinexpression auf durchschnittlich 44,25
pg/ml erzielt werden. Eine Inkubation mit 1 pg/ml Lepirudin fUhrte zu einer Reduktion
auf durchschnittlich 38,5 pg/ml und damit bereits zu einer Uber 50%igen Reduktion
der basalen Tissue Factor Proteinexpression. Durch Behandlung mit 10 ug/ml
Lepirudin kam es zu einer durchschnittichen Reduktion der Tissue Factor
Proteinexpression auf 32,5 pg/ml (Abbildung 23). Die Dauer der Inkubation mit
Lepirudin Uber einem Zeitraum von vier bis acht Stunden hatte dabei keinen Einfluss
auf die Reduktion der Tissue Factor Proteinexpression. Die Reduktion der TF-
Proteinexpression blieb Uber den gesamten gewahlten Zeitraum konstant (Abbildung
24).

Konkruent zu der deutlich reduzierten basalen Tissue Factor Proteinexpression
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durch Lepirudin konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Reduktion der Tissue Factor
Gentranskription der in vitro kultivierten Monozyten nachgewiesen werden. Der
Nachweis von Tissue Factor Genexpression erfolgte durch die quantitative
Bestimmung von Tissue Factor mRNA mittels Real-time RT-PCR (Real-time reverse
transcriptase polymerase chain-reaction) (84,106). Die Tissue Factor mRNA wurde
im Rahmen der verwendeten Methodik in Relation zu einem ubiquitar exprimierten
.,Housekeeping Gen“ angegeben. Hierdurch sollten Expressionsunterschiede, die
durch Gewebe und Matrixeffekte, unterschiedliche RNA-Extraktionskoeffizienten
oder Fehler bei der reversen Transkription innerhalb einer Probe, die Zielgen und
HKG gleichermalen betreffen, reduziert werden. Als ,Housekeeping Gen* (HKG)
wurde B-Actin verwendet, das ubiquitdar und homogen exprimiert wird. B-Actin ist in
Mikrofilamenten ein wichtiger Baustein des Zytoskeletts von Zellen und an
Zellbewegungen und Protoplasmastromungen beteiligt. Dartber hinaus wurde die
Tissue Factor mRNA-Konzentration einer Probe stets in Bezug zu einer
Kontrollprobe gesetzt. Das bedeutet, es wurden nicht die absoluten Tissue Factor
MmRNA-Konzentrationen bestimmt, sondern die Expression des Zielgens (Tissue
Factor) wurde auf die Expression des HKGs (B-Actin) und eine Kontrollprobe
bezogen (siehe auch AACr-Methode; 65). Die in dieser Arbeit bestimmten mRNA-
Konzentrationen wurden deshalb stets als relative mMRNA-Konzentrationen

angegeben.

Die Inkubation der Monozyten mit Lepirudin im serumfreien Kulturmedium fuhrte zu
einer Reduktion der basalen, unstimulierten relativen Tissue Factor mRNA
Expression. Nach vier Stunden Stimulation mit 0,1 ug/ml Lepirudin kam es zu einer
22%igen Reduktion der relativen Tissue Factor mRNA Expression unstimulierter
Monozyten. Durch die Behandlung mit 1 pg/ml Lepirudin konnte eine Reduktion der
relativen Tissue Factor mMRNA Expression um durchschnittlich 36% bezogen auf die
relative Tissue Factor mRNA Expression der unstimulierten Proben erzielt werden
(Abbildung 28). Wie bei der Reduktion der Tissue Factor Proteinexpression hatte die
Dauer der Inkubation mit Lepirudin Uber einem Zeitraum von zwei bis sechs Stunden

keinen Einfluss auf die Reduktion der Tissue Factor Gentranskription (Abbildung 29).

Beide Methoden wurden unter serumfreien Bedingungen durchgefuhrt. Der bisher
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bekannte Wirkmechanismus von Lepirudin, mit Thrombin einen stochiometrisch
stabilen Komplex einzugehen und dadurch das Enzym zu inhibieren, konnte fir die
beobachteten Effekte nicht verantwortlich sein. Bekannt ist, dass Thrombin in
humanen Endothelzellen eine Tissue Factor Expression induzieren kann (42, 113).
Eine Thrombin-induzierte Tissue Factor Expression ist fur Monozyten nicht
beschrieben. Dennoch sollte in dem gewahlten Zellkultumodell eine Thrombin-
Beteiligung ausgeschlossen sein, da Thrombin bekannterweise das Zielprotein von
Lepirudin ist. In ausgesuchten Versuchsansatzen wurde deshalb zu Beginn der
Stimulationsexperimente den Proben der potente, irreversible Thrombin-Inhibitor
PPACK (3 U/ml) hinzugefligt. Bei PPACK handelt es sich um ein Chloromethylketon
(C21H31N6O3), das vorhandenes Thrombin binden und dadurch inaktivieren kann.
Indirekte Thrombin-Effekte auf die folgenden Stimulationsexperimente sollten so
ausgeschlossen werden. Eine Beeinflussung von Tissue Factor Proteinexpression,
Gentranskription und Tissue Factor Aktivitat durch PPACK wurde nicht beobachtet
(Tabelle 4).

Funktionell fuhrte die Inkubation der Monozyten Uber acht Stunden mit Lepirudin in
serumfreien Kulturmedium zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der
basalen, unstimulierten Tissue Factor Aktivitdt im clotting assay (Abbildung 17).
Lepirudin-Konzentrationen ab 0,01 pg/ml bewirkten eine statistisch signifikante
Reduktion der basalen Tissue Factor Aktivitat der Zellen. Ab einer Lepirudin-
Konzentration von 10 ug/ml kam es zu einer vollstandigen Suppression der basalen
Tissue Factor Aktivitat. Eine zeitabhangige Beeinflussung der Tissue Factor Aktivitat
im Gerinnungstest zeigte sich auch hier nicht. Die konzentrationsabhangige
Reduktion der basalen Tissue Factor Aktivitat blieb Uber den gesamten gewahlten

Zeitraum von vier bis acht Stunden konstant (Abbildung 18).

Nun wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Lepirudin auf eine LPS-

stimulierte Tissue Factor Expression untersucht.

Es zeigte sich, dass die zuvor ermittelte maximale Stimulation der Tissue Factor
Proteinexpression kultivierter humaner Monozyten durch 10 ug/ml LPS Uber sechs
Stunden durch Inkubation mit Lepirudin unterschiedlicher Konzentration reduziert

werden konnte. Eine Vorinkubation mit Lepirudin unterschiedlicher Konzentration von
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zwei Stunden und anschliefender zusatzlicher Stimulation fur weitere sechs Stunden
mit LPS fUhrte zu einer statistisch signifikanten Reduktion der LPS-stimulierten
Tissue Factor Proteinexpression. Die Vorstimulation mit 0,1 pg/ml Lepirudin fUhrte zu
einer 35%igen Reduktion, 1 pg/ml Lepirudin zu einer 40%igen und 10 pg/ml
Lepirudin zu einer 42%igen duchschnittlichen Reduktion der LPS-stimulierten Tissue

Factor Proteinexpression (Abbildung 25).

Die Dauer der Inkubation mit Lepirudin Uber einen Zeitraum von vier bis acht
Stunden und der Inkubationszeitpunkt in Bezug auf die LPS-Stimulation hatten dabei
keinen Einfluss auf die Reduktion der Tissue Factor Proteinexpression (Abbildung
26).

Die durch Lepirudin reduzierte LPS-stimulierte Tissue Factor Proteinexpression
beruhte auf einer entsprechend reduzierten Tissue Factor Genexpression. Die zuvor
ermittelte maximale Stimulation der relativen Tissue Factor mRNA Expression durch
10 pg/ml LPS dber vier Stunden, konnte durch Inkubation mit Lepirudin
unterschiedlicher Konzentration reduziert werden. Auch hier hatte die Dauer der
Inkubation mit Lepirudin Uber einem Zeitraum von zwei bis sechs Stunden und der
Inkubationszeitpunkt in Bezug auf die LPS-Stimulation keinen Einfluss auf die
Reduktion der Tissue Factor Gentranskription (Abbildung 30a und 30b).

Sowohl die unstimulierte als auch LPS-stimulierte relative Tissue Factor mRNA
Expression konnte durch Lepirudin gleichermal3en reduziert werden. Die Inkubation
von unstimulierten Monozyten mit 0,1 ug/ml Lepirudin fur vier Stunden fuhrte zu einer
Reduktion der basalen relativen Tissue Factor mRNA Expression von 22%
gegenuber den unstimulierten Kontrollen (Abbildung 29). Wurden die Zellen
gleichzeitig mit 0,1 pyg/ml Lepirudin und 10 pyg/ml LPS fur vier Stunden behandelt,
fUhrte dies zu einer Reduktion um 20% der relativen Tissue Factor mMRNA Expression

gegenuber den nur mit LPS-stimulierten Proben (Abbildung 30a).
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Der Einfluss von Lepirudin auf die Tissue Factor Expression der in vitro kultivierten
humanen Monozyten auf Protein- und Transkriptionsebene konnte sowohl fur
unstimulierte als auch fur LPS-stimulierte Monozyten nachgewiesen werden. Diese
Feststellung konnte bedeuten, dass der hier zum Tragen kommende
Wirkmechanismus unabhangig von den LPS-induzierten Signaltransduktionswegen
der Tissue Factor Expression sein konnte. Eine Beeinflussung des LPS-induzierten
Signaltransduktionsweges kann durch die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen

Resultate allerdings nicht ausgeschlossen werden.

Es ist bekannt, dass die Transkription des Tissue Factor Gens durch einen 250
Basenpaare langen Genabschnitt oberhalb des 5-Endes der Transkriptions-
initiierungsstelle reguliert wird. Diese Genregion fungiert als Promotor und enthalt
potentielle Bindungsstellen fir AP-1, AP-2, NF-kB, Sp1 und EGR-1 (34, 68, 71).
Dabei handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die nach Stimulation der Zelle in
den Zellkern translozieren und dort die Expression bestimmter Gene induzieren
kénnen. Heute weil® man, dass die zytokin- und endotoxininduzierte Expression von
Tissue Factor in vaskularen Zellen durch die Bindung von Fos/Jun-Heterodimeren an
die AP-1-Bindungsstelle und von c-Rel/p65 an die NF-kB-Bindungsstelle reguliert
wird (68, 71). Weitere Untersuchungen konnten klaren, ob die im Rahmen dieser
Doktorarbeit gemachten Beobachtungen zu einer Beeinflussung dieser

Signaltransduktionswege flhren.

Funktionell fuhrte eine Vorinkubation der Monozyten fur zwei Stunden mit Lepirudin
unterschiedlicher Konzentration und anschlieBender zusatzlicher Stimulation mit 10
Mg/ml LPS zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der LPS-stimulierten
Tissue Factor Aktivitat im clotting assay. Lepirudin-Konzentrationen ab 0,1 pg/mi
bewirkten eine statistisch signifikante Reduktion der LPS-induzierten Tissue Factor
Aktivitat. Ab einer Lepirudin-Konzentration von 100 pg/ml kam es zu einer
vollstandigen Suppression der LPS-stimulierten Tissue Factor Aktivitat (Abbildung
19). Eine zeitabhangige Beeinflussung der LPS-stimulierten Tissue Factor Aktivitat
zeigte sich nicht (Abbildung 20).
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Ebenso hatte der Zeitpunkt der Inkubation mit Lepirudin keinen Einfluss auf die
Reduktion der TF-Aktivitat im Gerinnungstest. So fuhrte eine Vorinkubation mit 0,1
pMg/ml Lepirudin fur zwei Stunden vor Zugabe von 10 pg/ml LPS fur weitere sechs
Stunden zu einer signifikanten Reduktion der Tissue Factor Aktivitat um 73%
gegenuber den nur mit 10 ug/ml LPS fir sechs Stunden stimulierten Proben.
Gleiches galt fur die dazu gehdrenden Versuchsansatze in denen 0,1 ug/ml Lepirudin
und 10 pg/ml LPS gleichzeitig fur sechs Stunden zu den kultivierten Monozyten
gegeben wurden (69%ige Reduktion gegenuber den nur mit LPS stimulierten Zellen).
Wurden die Zellen zunachst wie beschrieben mit LPS stimuliert und zwei Stunden
nach Zugabe von LPS bzw. vier Stunden vor Ende der Experimente zusatzlich mit
0,1 pg/ml Lepirudin behandelt, fuhrte dies zu annahernd konkruenten Befunden
(64%ige Reduktion gegenuber den nur mit LPS stimulierten Zellen) (Abbildung 21 A-
C).

Im Unterschied zu der Beeinflussung der basalen Tissue Factor Aktivitat durch
Lepirudin, die ab einer Konzentration von 0,01 pg/ml zu einer statistisch signifikanten
Reduktion fuhrte, konnten fur die LPS-stimulierten Monozyten erst ab einer
Konzentration von 0,1 ug/ml eine statistisch signifikante Reduktion der Tissue Factor

Aktivitat gemessen werden.
4.3 Wirkmechanismen von Lepirudin

Lepirudin ist ein rekombinantes Hirudin und spezifischer Inhibitor der Proteinase
Thrombin, die eine zentrale Stellung in der durch Tissue Factor induzierten
plasmatischen Gerinnung einnimmt. Seine Wirkung entfaltet Lepirudin dabei direkt,
indem es einen hochaffinen stdchiometrischen Komplex mit Thrombin eingeht,
wodurch dessen aktives Zentrum blockiert wird (79, 90; Abb. 5). Thrombin verliert
dadurch sowohl seine katalytische Aktivitat gegenuber Fibrinogen und anderen
Gerinnungsfaktoren (u. a. FXIIl) als auch seine Fahigkeit, an Zellrezeptoren zu
binden (90, 121).

Seine Wirkungsweise ist unabhangig von Antithrombin Ill. Der Plattchenfaktor 4
hemmt Lepirudin nicht. Ein Molekul Lepirudin bindet sich an ein Molekil Thrombin

und blockiert dabei die thrombogene Wirkung von Thrombin. Daraus ergibt sich,
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dass alle Thrombin-abhangigen Gerinnungstests beeinflusst werden, z. B. steigen
die aPTT-Werte dosisabhangig (119).

Die Anwendungsgebiete von Lepirudin beschranken sich auf die Heparin-induzierter
Thrombozytopenie (HIT) Typ Il bei Erwachsenen und thromboembolische

Erkrankungen, die eine parenterale antithrombotische Therapie erfordern (104).

Laut Hersteller sollte die Anfangsdosis von Lepirudin 0,4 mg/ kg Korpergewicht als
Bolus und anschlieBend 0,15 mg/ kg Korpergewicht/ Stunde als intravendse
Dauerinfusion betragen. Fiur den klinischen Gebrauch wird empfohlen, dass nach
vier Stunden eine Kontrolle und gegebenenfalls Anpassung der Dosis nach einer
aPTT-gesteuerten Kontrolle (aPTT-Zielbereich 60-80) erfolgt. Rechnet man die vom
Hersteller empfohlenen Dosierungen auf die in der Zellkultur verwendeten Volumina
(10° Monozyten/ml Kulturmedium) um, entsprachen die vom Hersteller empfohlenen
Anfangsdosierungen in etwa einer Lepirudin-Konzentration von 0,001 pg/ml fir eine

Inkubationsdauer von acht Stunden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten allerdings erst ab einer Lepirudin-Konzentration
von 0,01 pg/ml fur die unstimulierten Monozyten und ab einer Lepirudin-
Konzentration von 0,1 pg/ml fur die LPS-stimulierten Monozyten eine signifikante

Beeinflussung der Tissue Factor Expression festgestellt werden.

Der Hersteller und die Europaischen Arzneimittel-Agentur (EMEA) empfehlen
besondere Vorsichtsmallinahmen bezlglich der Dauer der Haltbarkeit und fur die
Aufbewahrung von Lepirudin. Das beinhaltet, dass das einmal geloste Praparat
sofort verwendet werden sollte. Eine langere Aufbewahrung des geldsten
Medikaments sollte wegen des auftretenden Wirkverlustes vermieden werden.
Ebenso sollte eine Lagerung Uber 25 °C und das Einfrieren von Lepirudin
unterbleiben (104, 119).

Alle Stimulationsexperimente wurden durch mehrmalige Waschvorgange (2-5x) und
das Einfrieren der Proben bei -80 °C fur mindestens 72 Stunden beendet. Eine nach
dem Auftauungsvorgang weiter bestehende Wirksamkeit von Lepirudin wurde so

ausgeschlossen.
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Im klinischen Alltag sind Blutungen die haufigste unerwinschte Wirkung von
Lepirudin. Sie traten in den bislang durchgefuhrten klinischen Studien dosisabhangig
in bis zu 22% der Falle auf (91). Davon waren immerhin bis zu 10%
transfusionsbedurftig (46), 0,2% waren intrakranielle Blutungen. Diese Raten liegen
deutlich Uber denen von Heparin. Als besonders gefahrlich und als nicht zu
uberschreiten wird eine mehr als 3fach verlangerte aPTT vom Hersteller (Hoechst

Marion Roussel) genannt.

Als Grunde fur die haufigen Blutungskomplikationen wurden bisher die extrem
starken Bindungen von Lepirudin an Thrombin und die dadurch quasi irreversible

Thrombinhemmung verantwortlich gemacht (27).

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit gibt es zumindest in vitro noch einen
weiteren Wirkmechanismus. Wie gezeigt werden konnte, kann Lepirudin
dosisabhangig in humanen Monozyten die basale als auch stimulierte Expression
von Tissue Factor durch Inhibition der Tissue Factor mRNA Transkription
beeinflussen. Funktionell fihrte diese verminderte Tissue Factor Expression der
Monozyten durch Lepirudin dosisabhangig zu einer reduzierten prokoagulatorischen
Aktivitat, die im Rahmen dieser Arbeit als Tissue Factor Aktivitat charakterisiert

werden konnte.

4.4 Ausblick

Die vorgestellten Ergebnisse konnten erstmals zeigen, dass Lepirudin in kultiverten
Monozyten sowohl die basale als auch durch LPS-stimulierte Tissue Factor Aktivitat
dosisabhangig reduzieren kann. Verantwortlich fur diese Beobachtungen konnte eine
verminderte Tissue Factor Proteinexpression, resultierend aus einer verminderten
Tissue  Factor  Gentranskription gemacht werden. Die intrazellularen
Signaltransduktionswege, die zu der Inhibition der Tissue Factor Gentranskription
durch Lepirudin fuhrten, sind noch ungeklart.

Der bekannte Wirkmechanismus von Lepirudin, die direkte Thrombin-Inhibition,

konnte im Zellkulturmodell ausgeschlossen werden.
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Weitere Studien koénnten klaren, ob Lepirudin nach Herztransplantationen die lokale
Gerinnungsaktivierung beeinflussen kann und dadurch praventiv bei der

Pathogenese der Transplantatvaskulopathie wirkt.

Darlber hinaus kdnnte untersucht werden, ob der Einsatz von Lepirudin ebenfalls bei
anderen, mit einer pathologisch gesteigerten Tissue Factor Expression assoziierten

Erkrankungen sinnvoll ist.

5 Publikation

Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Februar 2004 als Abstract und Poster auf der
48. Tagung der Gesellschaft fur Thrombose- und Hamostaseforschung in Hamburg,

Deutschland, vorgestellt.
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6 Zusammenfassung

Der limitierende Faktor fur das Langzeitiberleben herztransplantierter Patienten ist
die Transplantatvaskulopathie. Verschiedene Studien haben darauf hingewiesen,
dass eine Aktivierung des Gerinnungssystems in der Pathogenese der
Transplantatvaskulopathie neben immunologischen und inflammatorischen Faktoren
eine Rolle spielt. Aktivierte Monozyten konnen im stimulierten Zustand durch die
Expression von Tissue Factor eine hohe prokoagulatorische Aktivitat aufweisen und
dadurch direkt flr die in den betroffenen Gefalen beobachtete Iokale

Fibrinablagerung verantwortlich gemacht werden (50, 61, 68).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von Lepirudin auf die Tissue Factor
Expression humaner Monozyten untersucht. Lepirudin ist ein rekombinantes Hirudin
und spezifischer Inhibitor der Proteinase Thrombin. Die Experimente wurden unter
serumfreien Bedingungen mit Kulturen aufgereinigter humaner Monozyten
durchgefuhrt. Untersucht wurde sowohl der Einfluss von Lepirudin auf die basale,
unstimulierte als auch auf die durch LPS stimulierte Tissue Factor Expression der

Monozyten.

Es konnte gezeigt werden, dass Lepirudin in humanen Monozyten sowohl die basale
als auch LPS-stimulierte Tissue Factor Proteinexpression supprimieren kann. Die
Inhibition der Tissue Factor Expression beruhte auf einer verminderten Transkription
von TF-mRNA in den mit Lepirudin behandelten Zellen. Funktionell fuhrte die
verminderte Tissue Factor Expression der Monozyten nach Inkubation mit Lepirudin
dosisabhangig zu einer reduzierten prokoagulatorischen Aktivitat, die im Rahmen
dieser Arbeit als Tissue Factor Aktivitat charakterisiert werden konnte. Die basale
Tissue Factor Aktivitat konnte durch Lepirudin ab einer Konzentration von 0,01 pg/ml
statistisch signifikant reduziert werden. In den LPS-stimulierten Monozyten flhrte erst
eine Konzentration von 0,1 ug/ml zu einer statistisch signifikanten Reduktion. Die
intrazellularen Signaltransduktionswege, die zu der Inhibition der Tissue Factor
Gentranskription durch Lepirudin fuhrten, sind noch ungeklart. Der bekannte
Wirkmechanismus von Lepirudin, die direkte Thrombin-Inhibition, konnte im

Zellkulturmodell ausgeschlossen werden.
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7 Summary

The limited factor for long-term survival of heart-transplanted patients is transplant
vasculopathy. Various studies have indicated that, apart from immunological and
inflammatory factors, activating the coagulation system plays a role in the
pathogenesis of transplant vasculopathy. Under stimulated condition induced by
expressed tissue factor, activated monocytes are able to exhibit a higher pro-
coagulated activity and can thus be made directly responsible for local fibrin

accretion observed in affected vessels (50, 61, 68).

This thesis investigated the effect of lepirudin on tissue factor expression of human
monocytes. Lepirudin is a recombinant hirudin and specific inhibitor of thrombin
protein. The experiments were performed under serum-free conditions with cultures
of purified human monocytes. The influence of lepirudin was examined on basic,

non-stimulated as well as LPS-stimulated tissue factor expression of the monocytes.

It was demonstrated that lepirudin in human monocytes is able to suppress basic and
also LPS-stimulated tissue factor protein expression. Inhibition of tissue factor
expression is based on a decreased transcription of TF-mRNA in the lepirudin-
treated cells. After incubation with lepirudin, the tissue factor expression of
monocytes functionally leads to a dose-dependently reduced procoagulatory activity,
this was able to be characterised as tissue factor activity in this work. The
fundamental tissue factor activity was able to be statistically significantly reduced by
a lepirudin concentration of 0,01 ug/ml. In the LPS-stimulated monocytes, only a
concentration of 0,1 pg/ml was able to cause a statistically significant reduction. The
intracellular signal transduction paths, which lead to the inhibition of the tissue factor
gene transcription through lepirudin, are still not clear. The familiar working
mechanism of lepirudin, which is direct thrombin inhibition, was excluded in the cell

culture experiment.
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